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1. RESUMEN

La extensa variabilidad de secuencia del mtDNA humano se ha considerado durante
afios como el resultado de sustituciones neutras acumuladas a lo largo de la evolucién a
causa de la deriva genética. Las asociaciones de los haplotipos mitocondriales con
diversos fenotipos entre los que se encuentran la motilidad espermatica o la longevidad,
han hecho cambiar esta idea. La influencia de las variantes polimorficas del mtDNA
sobre la funcion OXPHOS ha sido demostrada en células transmitocondriales humanas
y de raton.

Los ratones complasticos, portadores del mtDNA de una estirpe en el entorno
nuclear de otra, constituyen una herramienta de estudio muy util para trasladar los
estudios de variabilidad genética mitocondrial a organismos completos. En este TFG se
han evaluado distintos pardmetros relacionados con la funcion mitocondrial en muestras
procedentes de ratones NZB y su correspondiente linea complastica portadora del
mtDNA de C57 (CN: NZBmt®®’) que habia sido generada previamente en el grupo
GENOXPHOS con el objetivo de confirmar los resultados obtenidos en lineas
transmitocondriales. Los resultados obtenidos nos indican que el haplotipo del mtDNA
modifica la funcion OXPHQOS a pesar de que existe una respuesta compensatoria de
aumento de la biogénesis mitocondrial mediada probablemente por ROS.

1. ABSTRACT

The large variability of the human mtDNA sequence has been considered for years
the result of neutral substitutions accumulated during evolution due to genetic drift. The
associations of mitochondrial haplotypes with diverse phenotypes such as sperm
motility or longevity, among others, have changed this concept. The influence of
polymorphic variants of mtDNA on the OXPHOS function has been demonstrated in
human and mouse transmitochondrial cells.

Conplastic mice, which have the nuclear genome of one strain and the
mitochondrial genome for another, are useful tools to transfer the mitochondrial
genetic variability studies to whole organisms. In this TFG different parameters related
to mitochondrial function in samples from NZB mice and their corresponding
conplasticline carrying C57 mtDNA (CN: NZBmtC57) have been evaluated. The
conplastic line had been previously generated by GENOXPHOS group in order to
confirm the results obtained in transmitochondrial cell lines. The results indicate that
the mtDNA haplotype modifies the OXPHOS function even though there is a
compensatory response, probably mediated by ROS, that increases mitochondrial
biogenesis.



2. INTRODUCCION

2.1. La mitocondria y el DNA mitocondrial

Las mitocondrias son organulos subcelulares de dimensiones y distribucion variable,
que se encuentran presentes en el citoplasma de la mayoria de las células eucariotas. Se
caracterizan por poseer su propio genoma (MtDNA) asi como la maquinaria necesaria
para la transcripcion y traduccion de la informacién genética que codifica dicho
genoma.

La mitocondria se compone de dos membranas, la externa, que la separa del
citoplasma, y la interna, que define el espacio intermembrana y la matriz mitocondrial.
La membrana externa permite el paso de moléculas pequefias (hasta 10 kDa) mientras la
membrana interna constituye una barrera mas selectiva, siendo esta restriccion de paso
indispensable para el mantenimiento del gradiente de protones necesario para la sintesis
de ATP. La membrana interna presenta una serie de pliegues denominados crestas que
le proporcionan una gran superficie (figura 1). Las mitocondrias son organulos plasticos
capaces de cambiar de forma en funcion del estado metabdlico de la célula o del tejido
en el que se encuentren. Ademas, son capaces de moverse por el citoplasma asociados a
microtubulos, de fusionarse y de dividirse, generando reticulos en funcion del estado
metabdlico de la célula.

- crestas mitocondnales

Figura 1: Mitocondria. La
imagen de la izquierda
corresponde a una mitocondria
observada por microscopio
electrénico y la imagen de la
derecha ilustra las diferentes
partes de la mitocondria

] 7 4
h o, Yoo ,'/ é 7 - A’
1 = 1]
& s [
membraréxterna -

membrana interna espacio intermembrana

En la matriz mitocondrial se localizan las moléculas de mtDNA asi como las
proteinas necesarias para su replicacion y transcripcion, los ribosomas encargados de la
traduccion de las proteinas codificadas en dicho genoma, indispensables para la
formacién de la cadena de transporte electrénico mitocondrial, asi como el resto de
proteinas implicadas en los procesos metabdlicos que tienen lugar en el interior de la
mitocondria, entre los que destacan el ciclo de Krebs, la -oxidacion de &cidos grasos,
el ciclo de la urea o la biosintesis de pirimidinas. La mayoria de las proteinas implicadas
en procesos mitocondriales estan codificadas en el DNA nuclear y deben ser importadas
a las mitocondrias. Esto convierte a la biogénesis mitocondrial un caso Unico en la
célula animal por estar bajo el control de dos sistemas genéticos distintos .

El mtDNA, que constituye la caracteristica mas singular de las mitocondrias, es una
molécula circular de doble cadena que se replica y transcribe en la matriz mitocondrial.
En mamiferos, cada mitocondria contiene entre 2 y 10 copias de mtDNA y cada célula,



alrededor de 10° y 10* copias, dependiendo del tejido y de las necesidades energéticas
de la célula. EI mtDNA de mamiferos contiene informacion para 37 genes: 13 proteinas,
constituyentes de la cadena de transporte electronico, y 24 RNAs necesarios para su
sintesis (2 RNAs ribosémicos y 22 tRNAs). Entre las caracteristicas de este segundo
genoma celular pueden destacarse las siguientes: el codigo genético mitocondrial difiere
ligeramente del cddigo genético universal, presenta una alta tasa de mutacion (10 veces
superior a la del DNA nuclear) debido a la exposicién del mtDNA a las especies
reactivas de oxigeno generadas en el interior de la mitocondria y a la ausencia de
sistemas eficientes para su reparacion, se transmite por herencia materna, no
mendeliana, presenta una particular organizacion y expresion de sus genes puesto que
no existen regiones intronicas, y ademas, es posible la existencia de varias formas
alélicas del mtDNA en un mismo individuo, pudiendo diferir su proporcion relativa
dependiendo del tejido. En una misma célula o tejido puede existir heteroplasmia
(presencia de mas de un tipo de mtDNA) u homoplasmia (presencia de mtDNAs
idénticos). Pueden encontrarse distintos grados de heteroplasmia y es necesario alcanzar
un determinado porcentaje de DNA mutado para que se manifiesten los efectos
patologicos de la mutacion.

La investigacion sobre las mitocondrias y el DNA mitocondrial ha experimentado
un gran impulso en los ultimos afos debido a varios descubrimientos tales como: las
enfermedades provocadas por mutaciones en el DNA mitocondrial %, el posible rol de
este genoma en el proceso de envejecimiento * y la carcinogénesis ° asi como la
implicacion de la mitocondria en el proceso de apoptosis °, entre otros.

2.2. El sistema de fosforilacién oxidativa

El sistema de fosforilacion oxidativa (OXPHQOS), compuesto por la cadena de
transporte electrénico mitocondrial y la ATP sintasa es el encargado de producir el 90%
de la energia utilizada por la célula.

El piruvato obtenido en la glucdlisis, los acidos grasos o los aminoacidos son
importados a la matriz mitocondrial donde, tras una serie de reacciones de oxidacion, se
transforman en acetil-coenzima A. La oxidacion de este grupo mediante las reacciones
que constituyen el ciclo de Krebs, genera NADH y FADH, que seran utilizados por la
cadena de transporte electronico como equivalentes de reduccién. Los electrones de las
moléculas de NADH y FADH; son movilizados a través de los distintos complejos que
forman la cadena respiratoria mitocondrial hasta llegar al complejo 1V, donde son
cedidos al oxigeno molecular, generando un gradiente de protones que es utilizado por
la ATP sintasa o complejo V para la sintesis de ATP a partir de ADP y Pi.

Los electrones procedentes del NADH pasan secuencialmente a través del complejo
I, la ubiquinona, el complejo 11l y el citocromo c para llegar al complejo IV que,
finalmente, se los cedera al oxigeno molecular generando H,0. De forma alternativa,
los electrones del FADH,, producido por la succinato deshidrogenasa o complejo Il o
por otras enzimas como la glicerol-3-P deshidrogenasa, la ETF-ubiquinona
oxidorreductasa (primera enzima de la pB-oxidacion de los &cidos grasos) o la
dihidroorotato deshidrogenasa (enzima implicada en la biosintesis de pirimidinas),
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pasan a la ubiquinona para que los transporte al complejo Il y lleguen hasta la
reduccion del oxigeno molecular.

En los complejos I, 111 y IV de la cadena de transporte electrénico, se produce un
bombeo de protones desde la matriz mitocondrial hasta el espacio intermembrana que
genera un gradiente de pH o potencial de membrana que es aprovechado por la ATP
sintasa 0 complejo V para impulsar la sintesis de ATP a partir de ADP vy Pi,
completandose de este modo el proceso de fosforilacién oxidativa.

El ATP generado en este proceso, es utilizado en los distintos tejidos para mantener
las necesidades energéticas celulares. Asi, aquellos tejidos que tengan mayor
requerimiento de ATP seran los mas afectados en el caso de producirse fallos en su
generacion.

((-

-
matriz

NADH+H* NAD'+2H’
3H!
COMPLEJO | COMPLEJO I COMPLEJO Il COMPLEJO IV  COMPLEJO V
N Subunidades 45 4 11 13 11
Subunidades mtDNA 7 0 1 3 2
Cofactores 8/9 Fe-S 3 Fe-S 1 Fe-S 2Cu
1 FMN 1 FAD 3 Hemo 2 Hemo

1 Hemo

Figura 2: Esquema del sistema de fosforilacién oxidativa.

En la imagen se observan los complejos de la cadena respiratoria y se sefialan los puntos donde se
produce bombeo de protones al espacio intermembrana.

2.3. Variabilidad poblacional del mtDNA

Haplogrupos mitocondriales

Desde que se conocid su secuencia completa en 1981, el mtDNA humano se ha
utilizado como herramienta para el estudio de la evolucion y la genética de poblaciones.
Este hecho viene motivado por varias razones. La primera de ellas es la alta tasa de
mutacion que presenta el mtDNA, muy superior a la del DNA nuclear, otra es su
herencia de tipo materno que permite reconstruir la historia evolutiva sin la complejidad
que afade la recombinacion biparental que se produce en el caso del DNA nuclear.

Los linajes de mtDNA se han distribuido radialmente desde Africa hasta los
distintos continentes durante la historia. En este tiempo, se han ido acumulando
mutaciones en el MtDNA que aparecen con alta frecuencia en la poblacion y se conocen
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como secuencias polimorficas del mtDNA especificas de los distintos continentes.
Estudios de fragmentos polimorficos de restriccion (RFLP) del mtDNA de un amplio
rango de poblaciones humanas han puesto de manifiesto la existencia de un nimero
estable de polimorfismos en regiones codificantes del mtDNA Ilamados haplogrupos
mitocondriales "2,

La extensa variabilidad de secuencia que presenta el mtDNA humano se ha
considerado como el resultado de sustituciones neutras que se han ido acumulando a lo
largo de la historia de las mujeres en lugares geograficos discretos y a causa de la deriva
genética. Sin embargo, varios trabajos han hecho cambiar esta forma de pensar puesto
que se han encontrado asociaciones entre haplogrupos mitocondriales y diversos
fenotipos como son la motilidad espermatica’, la longevidad'®!, la penetrancia de
enfermedades ligadas al mtDNA o la predisposicién a una variedad de complejos
fenotipos como la adaptacion al frio o las enfermedades mitocondriales®®.

A pesar de que todos los genes codificados en el mtDNA estan implicados en la
biogénesis del sistema OXPHOS, los estudios llevados a cabo utilizando lineas
celulares portadoras de distintos haplotipos de mtDNA humanos habian concluido que
la capacidad respiratoria no se veia influenciada, de manera sustancial, por ninguna de
las variantes ensayadas'. Trabajos mas recientes han aportado evidencia de que
variantes polimorficas de mtDNA influyen sobre la capacidad respiratoria de celulas en
cultivo, aunque estas diferencias se ven enmascaradas por un aumento de la biogénesis
mitocondrial mediada por ROS (Especies reactivas de oxigeno)'®. También se ha
relacionado la variabilidad genética mitocondrial con la cinética de ensamblaje de los
complejos de la cadena de transporte electrénico™.

Todas estas observaciones, reevaluadas utilizando una simulacion estadistica, nos
llevan a concluir que los haplogrupos mitocondriales en humanos no siempre conllevan
un fenotipo neutro.

Variantes genéticas mitocondriales en ratén

En el afio 1981 se obtuvo la primera secuencia completa de un mtDNA de ratén.
Desde su publicacion fueron describiéndose nuevas secuencias que mostraban
discrepancias que podian ser debidas tanto a polimorfismos existentes entre las distintas
estirpes de raton, como a mutaciones adquiridas tras 40 afios de cultivo de la linea
celular. Tras la revisién de la secuencia de la linea LA9 en el afio 2003'" y tras descartar
algunos cambios que se debian a errores de la primera secuenciacion, se llego a la
conclusion de que solo las secuencias de NZB/B1NJ y MilP divergian mucho de la
considerada hasta entonces como secuencia de referencia. A partir de ese momento, la
secuencia de C57BL/6J paso a considerarse la secuencia de referencia para el mtDNA
de raton.

A excepcion de las estirpes NZB/B1NJ y MilP las secuencias de los mtDNASs de los
ratones consanguineos utilizados en los laboratorios, son muy similares. Los mtDNAs
de las estirpes Balb/cJ y CBA/J son idénticos entre si'® y difieren de las lineas derivadas
de C3H/He y NOD/LtJ en un Gnico locus, en el gen del mt-Tr, posicién 9821 Esta



diferencia se debe a la variacion en la longitud de una regién de repeticiones de
nucleétidos de adenina en el bucle DHU del tRNA™" que parece ser una regién muy
polimérfica en el mtDNA de ratén*® y que es la responsable de que el nimero de pares
de bases de este genoma varie entre 16299 y 16301. Ademas de este locus, otras estirpes
de raton difieren del grupo anterior en tan sélo una (AKR/J y SKH2/J), dos (SAMR1 y
C57BL/6J), cuatro (SAMP1) o cinco (SAMP8) posiciones mas. Ademas no existen
variaciones de secuencia en las regiones no codificantes del mtDNA.

Al igual que en el caso de las variantes polimorficas humanas, se han encontrado
asociaciones de los distintos haplotipos del mtDNA de ratdén con diversos fenotipos.
Asi, se ha descrito que las variantes polimorficas del gen del mt-Tr parecen modular el
fenotipo de sordera (Age related Hearing Loss, AHL) producido por mutaciones en el
gen nuclear Cdh23™°. Ademas, experimentos con embriones portadores de dos variantes
de mtDNA (NZB/B1NJ y Balb/cJ) demostraron que algunos 6rganos (higado y rifion)
acumulaban sistematicamente el mtDNA de NZB/B1NJ mientras otros como la sangre o
el bazo preferian el de Balb/cJ y otras no acumulaban ninguno de ellos®. Este hecho
parece indicar la existencia de genes nucleares especificos de tejidos importantes para la
interaccion entre los genomas nuclear y mitocondrial. Por ltimo, ratones con diferente
mtDNA (CBA o NZB) difieren sustancialmente en su capacidad de aprendizaje, en su
desarrollo sensorial y en su anatomia cerebral debido, en gran medida, a su haplotipo
mitocondrial®.

Como en humanos, hasta el afio 2006 tampoco se habia podido demostrar la
influencia de de los haplotipos del mtDNA de raton sobre la respiracion celular.
Trabajos del grupo GENOXPHOS han demostrado que la eficiencia del sistema
OXPHOS esta modulada por haplotipos mitocondriales del tRNA”", codificado en el
gen mt-Tr. Las variantes polimorficas en este gen afectan al tamafio del bucle de
dihidrouridina (DHU) en el tRNA maduro, produciendo bucles de entre 5 y 7
nucleétidos™®. El analisis de una nueva variante de mt-Tr, identificada de ratones C3H,
dio como resultado que es el tamafio del bucle DHU del tRNA, y no la secuencia, el
responsable de las diferencias en la respiracion celular. También se confirmo que la
variante de siete nucledtidos induce una sintesis de proteinas deficiente, lo que conduce
a un mal funcionamiento del sistema OXPHOS?. Sin embargo, esta deficiencia se ve
enmascarada por ROS, gue actla como segundo mensajero, induciendo la biogénesis
mitocondrial y compensando asi la deficiencia.

2.4. Raton complastico

Los ratones complasticos constituyen una herramienta de estudio muy util para
trasladar los estudios de variabilidad genética mitocondrial a organismos completos?®.
Se pueden definir como ratones con un genoma nuclear procedente de una linea y un
genoma mitocondrial procedente de otra linea distinta. Esto se consigue mediante un
minimo de 10 retrocruzamientos entre una hembra donadora del material genético
mitocondrial y un macho que aporta el genoma nuclear.

Hasta la fecha, se han publicado varios trabajos en los que se utilizan este tipo de
ratones que han permitido demostrar que el mtDNA afecta a la capacidad de aprendizaje
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y la funcién cognitiva®, modifica la susceptibilidad a padecer enfermedades como la
esclerosis autoinmune experimental (EAE) o influye en conductas relacionadas con la
ansiedad lo que se relaciona con observaciones hechas en humanos donde se asocian
determinados haplogrupos con enfermedades como la esclerosis multiple y conductas
bipolares, respectivamente®®, También se ha observado la influencia de determinadas
variantes no patologicas en la capacidad reproductiva y en el desarrollo de
enfermedades como las autoinmunes, la diabetes mellitus tipo 2, neurodegenerativas o
la colitis ulcerosa.

2.5. Especies reactivas de oxigeno (ROS)

Aunque la funcién mas conocida de la mitocondria es la generacién de ATP a traves
de la fosforilacion oxidativa, el gradiente electroquimico generado mediante la
transferencia de electrones de un complejo a otro de la cadena de transporte y el
bombeo de protones desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana, puede
disiparse en forma de calor, a través de las proteinas UCP, o bien liberar electrones para
generar especies reactivas de oxigeno (ROS) que pueden actuar como segundos
mensajeros intracelulares regulando la funcién celular y en especial la biogénesis
mitocondrial o provocar efectos toxicos en la célula dependiendo de su concentracion?”.

En la actualidad existe evidencia de que los organismos vivos no solo se han
adaptado a la coexistencia con los radicales libres sino que han desarrollado
mecanismos para usarlos de una manera ventajosa®. Entre las importantes funciones
fisiologicas que implican a los radicales libres o sus derivados se encuentran la
regulacion del tono vascular, la regulacién de funciones controladas por la
concentracion de oxigeno, la potenciacion de la transduccién de sefiales de receptores
de membrana entre los que estan los receptores de antigeno de los linfocitos y las
respuestas frente al estrés oxidativo que aseguran el mantenimiento de la homeostasis
redox®*. Sin embargo, la implicacion de los radicales libres en patologia® hace que se
produzca un delicado balance entre los efectos beneficiosos y perjudiciales de los
mismos.

Cylosol iaaaaeecs Figura 3: Generacién y consecuencias de
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3. PRESENTACION Y OBJETIVOS

El mtDNA presenta una gran variabilidad de secuencia, que durante afios se ha
considerado sustituciones neutras producto de la evolucion. Diversos estudios han
puesto de manifiesto que estas variantes, si bien no producen patologias en si mismas, si
que parecen tener diferentes consecuencias fenotipicas. Asi, se han asociado
determinados fenotipos como la motilidad espermatica, la longevidad o distintos grados
de susceptibilidad a enfermedades entre otros.

En el grupo GENOXPHOS existe gran interés en descifrar las implicaciones
funcionales de variantes polimorficas del mtDNA. Estudios previos del grupo han
demostrado la influencia de los haplotipos de mtDNA sobre la funcion OXPHOS en
lineas celulares transmitocondriales. Con el objetivo de confirmar estos resultados en
organismos completos se han generado ratones complasticos.

Dentro de este marco general se sitla el presente trabajo de fin de grado cuyo
objetivo principal es demostrar las diferencias fenotipicas inducidas por las variantes
polimdrficas del mtDNA.

Los objetivos concretos que se pretenden alcanzar son:

1. Evaluar la funcion OXPHOS en diferentes tejidos de ratones portadores de
distintas variantes de mtDNA en un mismo entorno nuclear, asi como de
fibroblastos inmortalizados preparados a partir de estos mismos ratones.

2. Estudiar la influencia de haplotipos de mtDNA sobre el ensamblaje de
complejos respiratorios.

3. Analizar los mecanismos de biogénesis mitocondrial inducidos por ROS.

4. Valorar el efecto de antioxidantes sobre la mitocondria en funciéon de la
variante de mtDNA.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Medidas de la actividad enzimatica

Las actividades enziméticas de la citrato sintasa y la citocromo c oxidasa se
evaluaron en muestras de homogenados de higado y cerebro de ratones de la linea
control NZB/B1NJ, adquirida en Harlan Ibérica, y la linea compléstica NZBmt®*’
generada en el animalario de la Universidad de Zaragoza por el grupo GENOXPHOS
mediante 10 generaciones de retrocruces entre hembras de la linea C57 y machos
portadores del genoma nuclear de NZB. Los analisis se llevaron a cabo en muestras de
ambas lineas de raton sometidas a tratamiento control (dieta normal y agua corriente) y
con antioxidantes (dieta normal y NAC (N-acetil cisteina) al 1% en agua corriente).
Todos los homogenados habian sido preparados con anterioridad en el grupo y estaban
almacenados a -80°C?’. Antes de llevar a cabo las medidas, hubo que romper las células.
Para ello, se utilizé la técnica de Freeze-thawing que consiste en someter a los
homogenados a tres ciclos de congelacion en N, liquido y descongelacion en un bafio a
37°C

Todas las determinaciones se llevaron a cabo en un espectrofotometro UV-Visible
UV 500 de Unicam termostatizado mediante un sistema Peltier PCB150 de DBS y los
datos se registraron utilizaron el software Vision 32, version 1.05.

La formula que se uso para calcular las actividades, en Ul/I, es la siguiente:
Addmin *10% (MM * dilucidn
glmbd * em?Y*L (1 cm)

AA/minuto: Incremento de la absorbancia por minuto

¢: Coeficiente de extincion molar

L: Anchura del paso de luz (1 cm)

e U.L.: micromoles de sustrato transformados en un minuto

Citrato Sintasa

La actividad citrato sintasa se utiliza como una medida de la masa mitocondrial de
una muestra por lo que nos sirve para normalizar los valores de actividad de las enzimas
del sistema OXPHOS. Se mide por el incremento de la absorbancia a 412 nm producido
por la formacién de la forma aniénica del DTNB (e = 13.6 mM™cm™) tras afiadir 250
pmoles de oxalacetato como iniciador de la reaccion. La medida se lleva a cabo a 30°C
durante 2 minutos. Previamente la mezcla de reaccion, a excepcion de la muestra y el
iniciador, se habia incubado a la temperatura de trabajo para favorecer la reaccion.

1. Preparacion de reactivos:

e Tampon de medida: Tris-HCI 10 mM pH=8

e Acetil CoA: 7mg/ml

e DTNB: (Acido 5,5-Ditio-bis-2-nitrobenzéico) 1 mM 2 mg en 5ml de tamp6n de
medida (FRESCO)



e Oxalacetato 50mM (OAA) 33 mg en 5 ml de agua (FRESCO)
e Tritdn X-100 10 %, 1 ml en 10 ml de agua

2. Reaccidn: La mezcla de reaccion se prepard como indica la tabla S1 (anexo 1)
Citocromo ¢ Oxidasa (COX, Complejo 1V)

La actividad COX se mide como disminucion de la absorbancia a 550 nm debido a
la oxidacién del citocromo ¢ reducido (¢ = 21 mM™cm™). La reaccién se siguié durante
2 minutos a 38°C.

Las muestras se depositaron en cubetas de plastico de 1 ml y se incubaron a la
temperatura de medida durante un tiempo antes de afiadir el iniciador de la reaccion y
registrar la actividad.

1. Preparacion de reactivos:

- Tampén KP 100 mM pH=7: Para preparar 100 ml de tampdn se afiadieron 38.5
ml de K;HPO,4 100mM y se complet6 el volumen con KH,PO,4 100 mM, ajustando
el pH.

- Citocromo C reducido 1% (10 mg/ml, FRESCO). Para preparar 4.5 ml
seresuspendieron 45 mg de citocromo ¢ en 3.5 ml de tampon KP 10mM pH=7. Para
reducir el citocromo se afiadid una punta de espatula de NaBH,. La mezcla se agito
y se mantuvo en hielo 30 minutos. El pH se ajust6 a 7-7.3 con HCI 1N. El volumen
requerido se completd con agua destilada hasta 4.5 ml. La disolucién se mantuvo
en hielo todo el rato.

2. Reaccion: La mezcla de reaccion se preparé como indica la tabla S2 (anexo 1)

4.2. Manipulacion y analisis de proteinas

El analisis de proteinas se llevd a cabo en condiciones nativas para valorar el
ensamblaje de supercomplejos respiratorios en las dos lineas de raton en ambos
tratamientos y en condiciones desnaturalizantes, que nos permiten cuantificar los
niveles de distintas proteinas en el estado estacionario.

Para la cuantificacion de las subunidades de los distintos complejos respiratorios se
utilizaron las muestras de homogenado tisular descritas anteriormente que se lisaron
afiadiendo tampon RIPA (Tris-HCI 50 mM, pH=7.4, NACI 50 mM, Triton X100 1%,
Na-deoxicolato 0.5%, EDTA 5 mm) que contenia una mezcla de inhibidores de
proteasas. A continuacién se incubaron 15 min a 4°C en una rueda giratoria y se
centrifugaron a 13000 rpm otros 15 minutos. Finalmente, se recogio el sobrenadante, se
mezcl6 con tampdn de carga y las proteinas se separaron por electroforesis.

La electroforesis nativa se llevO a cabo usando muestras de mitocondrias
procedentes de higado y cerebro de los ratones antes mencionados que se habian
extraido anteriormente y se encontraban almacenadas a -80°C. 100 pg de proteina
mitocondrial se lisaron con digitonina a una concentracion de 4g de detergente por g de
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proteina. Para ello, se afiadid la cantidad necesaria de digitonina a la suspension
mitocondrial y se permitio el lisado incubando las muestras durante 5 min en hielo. A
continuacion, la mezcla se centrifugd durante 30 min a 13000 rpm 4°C. El sobrenadante
se transfirid a un tubo limpio, se mezclé con tampon de carga y se procedid a la
separacion de los supercomplejos mitocondriales mediante electroforesis nativa (Blue
Native).

4.2.1. Electroforesis de proteinas
4.2.1.1. Electroforesis de proteinas en SDS-PAGE

La separacién electroforética de las proteinas que componen los extractos celulares
totales se llevd a cabo en geles desnaturalizantes de SDS:PAA (dodecilsulfato
sodico:poliacrilamida). El sistema utilizado para este fin fue el Mini Protean Il de
BioRad y las disoluciones necesarias para preparar el gel fueron las siguientes:

e Disolucion stock de acrilamida-bisacrilamida: acrilamida 30 %: bisacrilamida
0.8 % (p/v), que se filtro y se almacend protegida de la luz a 4° C.

e Tampon de electroforesis 10x: Tris-HCI 250 mM, glicina 1.92 M, SDS 1 %
(p/v).

e Tampon del gel separador 4x: Tris-HCI 1.5 M pH 8.8, SDS 0.4%, EDTA 8
mM.

e Tampon del gel concentrador 4x: Tris-HCI 0.5 M pH=6.8, SDS 0.4%, EDTA
8 mM.

e Tampon de carga 4x: Glicerol 20 %, Tris- HCI 0.16 M pH=6.8, EDTA 20
mM, SDS 8 % (p/v), azul de bromofenol 0.4 % (p/v), p-mercaptoetanol 4 %
(V/v).

e APS 20% preparado en el momento.

e TEMED

Para preparar 5 ml de gel separador del 12.5%, de acrilamida y 2 ml de gel
concentrador (5%), se mezclaron los componentes que se recogen en la tabla S3 (anexo
1).

El gel separador se vertio entre los cristales que forman el soporte, dejando unos 2
cm para el gel concentrador, espacio que se cubridé con isopropanol, evitando asi la
formacién de menisco y la entrada de oxigeno que dificultaria la polimerizacion. Una
vez polimerizado el gel se elimind el isopropanol, se lavd su superficie con agua
destilada y se vertio el gel concentrador.

Finalmente, se insertd el peine con cuidado y se retird cuando el gel hubo
polimerizado. Posteriormente, se lavaron los pocillos, la cubeta se llend de tampon de
electroforesis 1x y se procedio a cargar las muestras, mezcladas con tampon de carga.
La electroforesis se desarrolld a una intensidad constante de 8-10 mA hasta que las
muestras llegaron al gel separador, momento en el que se subid la intensidad de
corriente a15-20 mA hasta que las muestras llegaron al final del gel.
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4.2.1.2. Electroforesis en geles nativos de poliacrilamida “Blue Native”.
Determinacion de actividad del complejo I en gel.

Los geles nativos en gradiente de poliacrilamida, descritos por primera vez por
Schégger en 1991, permiten la resolucion electroforética de complejos proteicos
formados por méas de una proteina. Esta metodologia se puso a punto en 1996 para
separar los complejos que integran la cadena de transporte electrénico %,

Para favorecer la resolucién de supercomplejos respiratorios se prepararon geles
nativos en gradiente de poliacrilamida del 3 al 13%., utilizando el sistema de minigeles
Mini Protean 11l de Biorad con dos cristales (uno de 10,1 x 8,3 cm y otro de 10,1y 7,3
cm) y espaciadores unidos al cristal méas alto de 1.5 mm.

Para la preparacion de estos geles fueron necesarias las siguientes disoluciones:

e Tampon de gel 3x: Bis-Tris 150 mM, acido aminocaproico 1.5 M, pH=7.0

e Disolucidn stock de acrilamida:bisacrilamida (48:1.5) (p/v), que se filtro y
se almaceno protegida de la luz a 4° C.

e APS al 10 % (p/v) preparado en el momento.

e Tampon del catodo A: Tricina 50 mM, Bis-Tris 15 mM pH=7.0, Serva blue
G 0.02 %.

e Tampodn del catodo B: Tricina 50 mM, Bis-Tris 15 mM pH=7.0, Serva blue
G 0.002 %.

e Tampon del anodo: Bis-Tris 50 mM pH=7.0.

e Tampon de carga BN: Coomasie Blue-G al 5€ en acido aminocaproico 1 M

Para la preparacion del gradiente lineal del 3% al 13%, se utiliz6 un formador de
gradientes de metacrilato (compuesto por dos cAmaras conectadas entre si) conectado a
una bomba peristéltica de una sola via, que bombea la disolucion hasta la abertura
superior entre los cristales. Una vez preparadas las mezclas de gel del 3% (5 ml) y del
13% (3.33 ml) de acrilamida (ver tabla S4, anexo 1), se vertieron en las camaras del
formador de gradientes, de forma que, mientras la mezcla del 13% tenia salida directa
hacia los cristales, la mezcla del 3% se conectaba (mediante una llave) con la caAmara
que contenia la mezcla del 13%. Ademas, en la camara que contenia la mezcla del 13 %
se introdujo un pequefio iman, para que la disolucién se mezclase continuamente, y el
formador de gradientes se coloc6 sobre una placa agitadora que hacia girar dicho iman.

Una vez vertido el gel entre los cristales, se detuvo el bombeo y se afiadioé una fina
capa de isopropanol para evitar la formacion de menisco en el gel. En este momento se
dejo polimerizar el gel. Cuando hubo polimerizado, se elimind el isopropanol, se lavd
con agua, se cubrid con tampén de BN 1x, se tapd con film de plastico y se mantuvo a
4° C hasta el dia siguiente.

Al dia siguiente, una vez atemperado el gel, se retir6 el tampdn 1x que lo cubria y se
vertio el gel de apilamiento (stacking) del 5% de acrilamida. Rapidamente, se introdujo
el peine y se dejé polimerizar a temperatura ambiente.

Para la preparacion de 3 ml de gel stacking se mezclaron:
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0.250 ml de la disolucion stock de acrilamida-bisacrilamida
1.0 ml de tampdn de BN 3x

1.75 ml de agua destilada

3 ulde TEMED

25 pul de APS 10%

Tras montar el gel en el soporte adecuado, en la cdmara fria, se afiadieron los
tampones del catodo A y del &nodo y se limpiaron los pocillos. Las mitocondrias
permeabilizadas con digitonina, se mezclaron con 1/3 de su volumen de tampon de
carga (Blue G 5%) y se cargaron en el gel. La electroforesis se desarrollé a voltaje
constante de 100V hasta que las muestras hubieron entrado completamente en el
gradiente del gel (~30 minutos). En ese momento, se limitd la corriente a 300V y 15
mA, y se mantuvo asi hasta que el colorante azul lleg6 hasta el final del gel.
Transcurridos otros 30 minutos, se cambid el tampdn del catodo A por el B para poder
apreciar mejor las bandas de los complejos proteicos a lo largo del recorrido
electroforético.

Una vez finalizada la electroforesis se prepar6 una disolucion de Tris-HCI 0.1M pH
7.4 + NADH 10mM + NBT 1mg/ml para observar la actividad del complejo 1.

4.2.2. Transferencia de proteinas a membranas de PVDF

Una vez finalizada la electroforesis se procede a la transferencia de las proteinas a
una membrana de PVDF (Amersham Hybond™-P) mediante el sistema de transferencia
himeda MiniTrans-Blot Cell de BioRad. Se tratan las membranas con metanol durante
10 segundos y se lavan 5 minutos con agua destilada, posteriormente se mantienen en
BSN (48 mM Tris, 39 mM glicina, 20% (v/v) metanol) durante 10 minutos. Los geles,
por otra parte, se sumergen en BSN durante 10 minutos. El sandwich de transferencia se
preparé sumergido en BSN siguiendo las instrucciones del fabricante. Todo el sandwich
se prepara sumergido en BSN y la transferencia se lleva a cabo a 4°C a 30V durante
toda la noche. Una vez completada la transferencia se dejan secar las membranas, se
sumergen 10 segundos en metanol y se lavan con agua destilada. Las membranas se
dejan a 4°C hasta su uso.

4.2.3. Inmunodeteccion de proteinas mediante Western Blot

Los anticuerpos empleados en las inmunodetecciones y la dilucion adecuada de los
mismos se resumen en la tabla S5 (anexo 1). Todas las incubaciones y lavados se
llevaron a cabo en un agitador orbital, a la temperatura que se indica en cada caso.

Antes de proceder a la incubacion con el anticuerpo primario la membrana bloqued a
temperatura ambiente durante al menos una hora con una disolucion de PBS-T con
leche en polvo al 5%. Seguidamente, se elimind el exceso de agente bloqueante
mediante varios lavados con PBS-T. A continuacién, la membrana blogueada se incubd
toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario, preparado en PBS-T+0.1% leche en
polvo (ver dilucién en el anexo 1, tabla S5). Pasado este tiempo, la membrana se lavd
con PBS-T varias veces (1x15 min+2x5min) y se procedié a la incubacion con el
anticuerpo secundario (anti IgG de ratén o de conejo conjugado con peroxidasa de
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rdbano, en PBS-T+0,01% leche en polvo). Tras lavar la membrana varias veces con
PBS-T (2 lavados de 10 minutos y 4 mas de 5 minutos) se procedio a la deteccién de las
proteinas de interés mediante la reaccion de la peroxidasa de rabano conjugada con el
anticuerpo secundario usando el kit EZ-ECL de Biological Industries y siguiendo las
recomendaciones del fabricante.

Con el fin de eliminar los anticuerpos unidos a las proteinas fijadas en la membrana
y hacer posible la reutilizacion de esta en otra inmunodeteccion, la membrana se
sumergio6 en solucion de stripping (2-mercaptoetanol 100 mM, SDS 2%, Tris-HCI 1 M
pH=6.7) y se incubo a 58°C durante 30 minutos. A continuacion, la membrana se lavo
con PBS-T (3x 10 minutos) y se guard6 a 4°C para su posterior uso.

4.3. Manipulacion y analisis de DNA

4.3.1. Extraccion y cuantificacién

Las muestras de DNA se extrajeron a partir de homogenados de tejidos utilizando el
kit comercial “QIAamp® DNA Mini Kit”, de la casa comercial Qiagen. Una vez
extraido el DNA, se estimo su concentracion mediante el sistema NanoDrop, que es un
espectrofotometro capaz de cuantificar muestras micro-volumétricas.

4.3.2. Cuantificacion del nimero de copias de mtDNA

La cuantificacion del niumero de copias de mtDNA por célula se lleva a cabo
mediante PCR a tiempo real (Real Time PCR) y se compara con el contenido en nDNA.
Para ello utilizamos un sistema capilar de Roche, modelo “LightCycler2.0” para el que
se utilizé el kit “LightCycler FastStart DNA Master™ " SYBR Green 1" de Roche.

En cada capilar se mezclan los siguientes compuestos:

e HO 12.5 pl
e Primer Mix (5uM cada uno) 0.5 pl
e Master Mix 4 ul
e DNA (3ng/ul) 3l

El primer mix contiene los oligos directos (forward) y reversos (reverse) a una
concentracion de 5uM cada uno. La secuencia de los oligos, cuya eficiencia habia sido
demostrada previamente en el grupo GENOXPHQOS, se recoge en la tabla S6 del anexo
1.

Los calculos de la cantidad relativa del mtDNA se obtuvieron a partir de la
diferencia entre los Ct mitocondrial y nuclear. EI Ct (cycle threshold) se define como el
ciclo a partir del cual la intensidad de emision del fluoréforo aumenta con respecto al
ruido de fondo y es el punto donde se quiere adquirir los datos de amplificacion. EI Ct
es inversamente proporcional al nimero de copias de DNA, es decir, a mayor cantidad
de DNA, menor Ct.

N° Copias mtDNA/nDNA = 2(2*%
ACt= Ct nyclear-Ct mt
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El programa de amplificacion se detalla en la tabla S7 del anexo 1.

Los valores de nimero de copias de mtDNA se representan como % de un control
que se analizd en todas las PCRs para poder comparar los resultados de distintas
reacciones.

4.4. Cultivo celular

4.4.1. Lineas celulares

Las células con las que se ha trabajado son fibroblastos de ratén generados en el
grupo mediante explante de piel de la oreja de ratones NZB y NZBmt“®" y posterior
inmortalizacion por transfeccion con el plasmido lentiviral pLOX-Ttag-iresTK
(Tronolab).

Las células se crecieron en DMEM con alto contenido en glucosa (4.5 g¢/l) y
piruvato (0.11 g/l) (GIBCO™) suplementado con un 5% de suero fetal bovino (SFB),
como aporte de proteinas y factores de crecimiento y un 1% de una mezcla de
antibioticos (AB), para prevenir contaminaciones por bacterias, compuesta por 10000
unidades/ml de penicilina G sodica y 10000 pg/ml de sulfato de estreptomicina, de
Invitrogen.

4.4.2. Cultivo y siembra celular

Para las medidas de respiracion, las células se sembraron en placas de cultivo con
una densidad de 10000-100000 cél/ml de medio de cultivo, en placas petri de 150 mm
de diametro, a las que se afiadi6 un volumen aproximado de 0.2 ml de medio de
cultivo/cm? de superficie de la placa.

Los cultivos se mantuvieron durante su crecimiento en estufa a 37°C en atmosfera
himeda y con 5% de CO, cambiando el medio de forma periddica (cada dos o tres
dias). Cuando las células alcanzaron la confluencia deseada se elimind el medio por
succion y las células se lavaron con PBS (GIBCO™) para eliminar las proteinas del
suero que inhiben el efecto de la tripsina. Una vez eliminado el PBS se afiadié 1 ml de
tripsina de origen pancreatico (0.033 ml/cm? de una mezcla 0.05% tripsina (SIGMA) y
0.02% EDTA preparada en PBS Yy esterilizada por filtracion) y se incubo durante 2-3
minutos a 37°C. Transcurrido este tiempo, se comprobd que las células se habian
despegado de la placa, observandolas a través de un microscopio invertido. La accion de
la tripsina se inhibid mediante adicion de PBS suplementado con un 10% de SFB y las
células, ya en suspension, se trasvasaron a un tubo falcon de 15 ml y se centrifugaron 5
minutos a 1300-1500 rpm, lo que permitio su sedimentacion.

4.5. Medidas de respiracion endogena y desacoplada en fibroblastos
inmortalizados

4.5.1. Electrodo de oxigeno

El consumo de oxigeno se midi6 en un electrodo tipo Clark termostatizado
(Oxytherm, Hansatech Instruments) que permite mantener la temperatura a 37°C, que es
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la adecuada para que la reaccion sea favorable. Los datos obtenidos se registraron en un
PC con el programa Oxygraph Plus VV1.00 de Hansatech Instruments.

Antes de empezar cada sesion se fijo la temperatura del Oxytherm a 37°C y se
calibrd el aparato estableciendo el cero mediante adicion de un agente oxidante como el
ditionito de sodio.

La adicién de sustratos e inhibidores de la cadena de transporte electronico se realizd
usando jeringas Hamilton de 10 o 25 pl.

4.5.2. Medida de respiracién enddgena y desacoplada

1. Preparacion de reactivos:

El dinitrofenol (DNP) usado como desacoplante se prepard a una concentracion de
6.5 mM. Para preparar 10 ml, se pesaron 12 mg de DNP (184.1 g/mol) y se disolvieron
en 4 ml de NaOH 1M. La mezcla se calentd durante 20 minutos a 50°C y se ajustd su
pH a 7.0 afiadiendo HCI 1M (aprox. 3 ml). El volumen final se ajusté a 10 ml con H,0,
se alicuotd y se congeld a -20°C.

El KCN usado como inhibidor se prepard a una concentracion de 400 mM en agua.

2. Procedimiento experimental:

Para las medidas de respiracion enddgena, las células se recogieron por tripsinizacion de
una placa de cultivo de 150 mm de didmetro, se contaron utilizando una camara de
Neubauer y 5x10° células se separaron para cada medida. Las células se resuspendieron
en 1 ml de medio de cultivo completo (5x10° cél/ml) y se introdujeron en la camara del
electrodo para registrar su tasa de respiracion enddgena, es decir, cuando la respiracion
estd acoplada a la sintesis de ATP. Transcurridos 2-3 minutos, se afiadieron 10 ul de una
solucion de DNP 6.5 mM, para desacoplar la cadena respiratoria y detectar la maxima
capacidad OXPHOS de las células. Transcurridos otros 2-3 minutos, se afiadieron 10 pl
de KCN 400 mM para inhibir el consumo de oxigeno asociado a la cadena de transporte
electronico. Un ejemplo de gréafica obtenida se recoge en la figura S1 en el anexo 1.

4.6. Analisis estadistico

Las diferencias estadisticas se evaluaron mediante andlisis de varianza (ANOVA).
Para encontrar diferencias estadisticamente significativas (P < 0.05) se utilizo el Post-
hoc Fisher’s PLSD test. Todos los célculos fueron realizados con el programa
estadistico StatView 5.0.
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5. RESULTADOS

5.1. Evaluacion de la actividad OXPHOS en homogenados de tejidos de
ratones complasticos

Con el fin de evaluar las diferencias en la funcion OXPHOS inducidas por variantes
polimoérficas del mtDNA, se determind la actividad enzimética de la Citocromo ¢
oxidasa (COX) en muestras de homogenados de cerebro e higado de ratones
complasticos en presencia y ausencia del antioxidante N-acetil cisteina (NAC).

La Citocromo c oxidasa o complejo IV es el Gltimo de los complejos de la cadena de
transporte electronico y su funcion es la de catalizar la oxidacion del citocromo ¢ con la
consiguiente reduccion del oxigeno molecular para dar H,O por lo que es un buen
indicador de la eficiencia de la respiracién mitocondrial.

Los datos de actividad COX obtenidos se normalizaron frente a la actividad CS, que
es una enzima del ciclo de Krebs que nos indica la masa mitocondrial.
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Figura 4: Determinacion de la actividad COX/CS en homogenados de cerebro (izquierda) e
higado (derecha) en ratones portadores del mtDNA de C57 (CN) y NZB. La actividad se determiné
en muestras de ratones tratados con NAC (gris) y en situacion control (negro). Los datos se expresan
como la media + desviacion estandar. Los valores de n y de p se recogen en el anexo 2. Los asteriscos
indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) y su color ilustra los grupos que se
comparan.

Como se observa en la figura 4, el haplotipo del mtDNA influye en la actividad
COX en homogenados de higado pero no se observan diferencias estadisticamente
significativas en muestras de homogenados de cerebro de ratones no tratados. El
tratamiento con NAC pone de manifiesto diferencias en actividad entre las distintas
lineas de ratdn en muestras de cerebro. En el caso del higado, el tratamiento induce un
aumento en la actividad COX/CS de los ratones complasticos que los iguala a la de la
linea parental que no se ve afectada por el tratamiento.
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5.2. Inmunodeteccion de proteinas mediante Western blot

Para determinar si las diferencias en funcion OXPHOS se debian a diferencias en los
niveles de expresion de proteinas de los distintos complejos respiratorios, analizamos el
contenido de dichas proteinas mediante SDS-PAGE seguida de WB utilizando
anticuerpos especificos de proteinas de los distintos complejos respiratorios
normalizados por el valor de actina que utilizamos como control de carga (figura 5).
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Figura 5: Cuantificacién de niveles relativos de proteinas del sistema OXPHOS
mediante electroforesis desnaturalizante y western blot. La imagen de la izquierda
corresponde a las muestras tratadas con NAC (numeracién par) y la imagen de la derecha
a las muestras control (nUmeros impares). En ambos casos se ha incluido una muestra
control (N1) para normalizar los datos por ese valor.

La cuantificacién de las proteinas se realizo con el programa Quantity One de
BioRad. Los datos se representan normalizados por el valor de intensidad de actina y el
valor de una muestra que se cargd en todos los geles (N1). Una vez obtenidos estos
datos se analizaron estadisticamente con el programa StatView como se representan en
la figura 6.

Las graficas obtenidas representan la cantidad de proteinas de los diferentes
complejos en las lineas CN y NZB en muestras obtenidas de ratones control y tratados
con NAC. En este caso hay diferencias estadisticamente significativas para:

v" Proteina SDHA del complejo 11:

- Diferencias entre las muestras control CN y NZB

- Diferencias entre las muestras CN control y tratadas con NAC
v" Proteina Co | del complejo IV:

- Diferencias entre las muestras control CN y NZB

- Diferencias entre las muestras CN control y tratadas con NAC

Este experimento fue realizado en su totalidad con muestras de cerebro.
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Figura 6: Determinacion de la cantidad de proteina/actina en homogenados de cerebro, para los
complejos I, 11, 111 'y IV de la cadena respiratoria, en ratones portadores del mtDNA de C57 (CN)

y NZB. Los niveles de proteinas de los complejos respiratorios se determinaron en muestras de cerebro
de ratones tratados con NAC (gris) y en situacion control (negro). Los datos se expresan como la media
+ desviacion estandar. Los valores de n y de p se recogen en el anexo 2. Los asteriscos indican

diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05) y su color ilustra los grupos que se comparan.

5.3. Evaluacion del ensamblaje de supercomplejos en geles nativos de PAA
“Blue Native”

Para determinar si las variantes polimorficas de mtDNA influyen en la capacidad de
ensamblaje de supercomplejos respiratorios, llevamos a cabo experimentos de actividad
enzimatica del complejo 1 (Cl) en geles nativos, utilizando muestras de mitocondrias
aisladas de cerebro e higado de los cuatro grupos de estudio permeabilizadas con
digitonina.

En el gel se puede observar que no existen diferencias en los patrones
electroforéticos entre las distintas muestras, aunque si parece que la presencia de NAC
en cerebro afecta a la cantidad de supercomplejos ensamblados.

Cerebro Higado

NZB CN NZB CN NZB CN NZB CN
- - + + - - + +

NAC

Figura 7: Estudio del ensamblaje de complejos
respiratorios mediante “Blue Native” seguida

SR de actividad en gel del complejo I.

Cl >
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5.4. Cuantificacion del namero de copias de mtDNA por Real Time PCR

Con el fin de determinar si los haplotipos mitocondriales influyen en la biogénesis
mitocondrial, evaluamos el nimero de copias de mtDNA en muestras de cerebro e
higado mediante PCR cuantitativa.

Cerebro Higado

160 160
- -
7, 140 Z, 140 -
% 120 4 % 120

100 A - 100 L
Y o
= a0 Il Control = H Control
z W nac z 80 B Nac
=2 =
= 60 F 2. 60 3
) e
@ 404 @ a0
< <
=20 o 204
AN [ z o,

CN NZE CN NZB
Cell Cell

Figura 8: Evaluacién de la biogénesis mitocondrial en ratones portadores de distintas variantes de
mMtDNA. Determinacion del nimero de copias de mtDNA en homogenados de cerebro (izquierda) e
higado (derecha) en ratones portadores del mtDNA de C57 (CN) y NZB, tratados con NAC (gris) y en
situacién control (negro), mediante PCR cuantitativa, Los datos se expresan como la media + desviacion
estandar. Los valores de n y de p se recogen en el anexo 2. Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0.05) y su color ilustra los grupos que se comparan.

Como se observa en la figura 8, el haplotipo del mtDNA influye en el namero de
copias de mtDNA en homogenados de higado control, pero no ocurre lo mismo con las
muestras de cerebro, que no presentan diferencias estadisticamente significativas. En
cerebro, el tratamiento con NAC pone de manifiesto diferencias en la cantidad de
mMtDNA, en la linea parental NZB, que sufre una disminucion del contenido en mtDNA
cuando es tratada con el antioxidante. En el caso del higado, el tratamiento con NAC
también induce una disminucion del nimero de copias de mtDNA, en este caso para
ambas lineas. En resumen, ambas lineas (CN y NZB), tanto de cerebro como de higado,
ven reducido su nimero de copias de mtDNA al ser tratadas con un antioxidante.

5.5. Evaluacion de la actividad OXPHOS en fibroblastos inmortalizados

Estudios previos del grupo GENOXPHOS determinaron que existe diferencia en la
actividad OXPHOS debidas a haplotipos mitocondriales en células de ratén en
cultivo'®??. Con el fin de confirmar estos datos sin los problemas de aneuploidia que
presentan las lineas celulares inmortalizadas tras afios de cultivo, se llevé a cabo el
establecimiento de fibroblastos primarios a partir de células epiteliales de las lineas de
raton NZB y CN y su posterior inmortalizacion. Para evaluar la actividad OXPHOS de
estas lineas medimos la respiracion enddgena y desacoplada en células intactas,
utilizando un electrodo de oxigeno tipo Clark.

Como se observa en la grafica (figura 9) en estas lineas celulares menos adaptadas al
cultivo que las utilizadas en los estudios previos, observamos diferencias
estadisticamente significativas tanto en la respiracion enddégena como en la desacoplada.
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Asi, la cadena respiratoria de la linea complastica que es portadora del mtDNA de C57,
parece presentar una mayor eficiencia en el consumo de oxigeno.

12

—
o
1

o]
1

" Il CNloxtag
[ NZBloxtag

fmolO,/min/cél

[NS]
1

Respiracion endogena Respiracion desacoplada

Figura 9: Medidas de la respiracion enddgena y desacoplada en fibroblastos inmortalizados.
Se puede observar que la linea complastica CN presenta valores mayores de respiracion, tanto
enddgena como desacoplada. Los datos se expresan como la media + desviacion estandar. Los
valores de n y de p se recogen en el anexo 2. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente
significativas (p < 0.05) y su color ilustra los grupos que se comparan.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

El objetivo principal de este trabajo consistia en evaluar las posibles diferencias
fenotipicas inducidas por las variantes polimoérficas del mtDNA. Los experimentos
llevados a cabo confirman que la sustitucion del mtDNA en un mismo fondo genético
es suficiente para inducir diferencias medibles en la funcién mitocondrial. Estos efectos
son moderados y no patoldgicos, pero son capaces de afectar el comportamiento celular
y el metabolismo general del organismo. La combinacion genética utilizada en este
trabajo, mtDNA de C57 en el fondo nuclear de NZB, genera diversos efectos, como
son: una disminucion en la actividad de la enzima COX y en la biogénesis mitocondrial
en higado, un aumento en la sintesis de los complejos Il y IV de la cadena respiratoria
en cerebro y un aumento de la respiracion, tanto enddgena como desacoplada, en
fibroblastos primarios de raton.

Trabajos previos del grupo habian demostrado que estas diferencias fenotipicas van
acompafiadas por una produccion ligeramente superior de ROS, que alteran la célula
activando la biogénesis mitocondrial, como un mecanismo de compensacion. Los
niveles basales de ROS continuamente elevados no promueven el dafio oxidativo, sino
que constituyen una forma de combatirlo, activando los genes implicados en la
biogénesis mitocondrial. Este efecto compensatorio se puede eliminar al tratar los
ratones con un antioxidante (NAC), que nos permite observar el comportamiento de la
célula en ausencia de dicha compensacion.

En muestras de homogenado de cerebro, la actividad COX no presenta diferencias
significativas entre ambas lineas de ratdn. Sin embargo, al evaluar el nimero de copias
de mtDNA, observamos que la linea parental, NZB, presenta un incremento en los
niveles de mtDNA lo que confirmaria que posee un sistema OXPHOS menos eficiente
pues se necesitan mas mitocondrias para alcanzar la misma actividad. Si reducimos el
namero de copias de mtDNA mediante tratamiento con NAC, ya se observan
diferencias estadisticamente significativas entre ratones portadores de ambas variantes.

En el caso de muestras de higado, el comportamiento es diferente pero, al igual que
en cerebro, la actividad COX correlaciona con el nimero de copias de mtDNA.
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7. CONCLUSIONES

Una vez analizados los resultados obtenidos en los distintos experimentos realizados
se puede concluir que:

1.

El haplotipo de mtDNA influye en el fenotipo OXPHOS de los ratones.

Las variantes polimodrficas del mtDNA inducen cambios en la biogénesis
mitocondrial en higado y cerebro de raton.

El haplotipo de mtDNA no parece afectar de modo notable al ensamblaje de
supercomplejos en las variantes y tejidos analizados.

El antioxidante NAC desenmascara el efecto compensatorio de las ROS
poniendo en evidencia la actividad real del sistema OXPHQOS. Al tratar con
NAC y disminuir ROS se elimina el efecto biogénico sobre las mitocondrias.

La linea de fibroblastos inmortalizados portadora del mtDNA de C57 presenta
mayor tasa de respiracion endogena y desacoplada que su linea parental
correspondiente (NZB).

7. CONCLUSIONS

Once the results obtained in the diverse experiments have been analyzed, it can be
concluded that:

1. mtDNA haplotypes influence the OXPHOS phenotype in mice.

mtDNA polymorphic variants induce changes in mitochondrial biogenesis in
mouse brain and liver.

The mtDNA haplotype doesn’t seem to affect the assembly of supercomplex in
the analyzed variants and tissues.

NAC antioxidant unmasks the compensatory effect of ROS highlighting the
actual activity of the OXPHOS system. Treating with NAC and decreasing ROS
eliminates the biogenic effect on mitochondria.

Immortalized fibroblasts carrying the C57 mtDNA present higher rate of

endogenous and uncoupled respiration than their corresponding parental cells
(NZB).
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9. ANEXOS

Anexo 1. Tablas Materiales y Métodos

A. Reaccion citrato sintasa:

Tabla S1
Concentracion stock Volumen (ul) Conc](ceir:;rlacmn
Tampoén 10 mM 876.7 ~10 mM
Acetil-CoA 7 mg/ml 3.3 0.023 mg/ml

DTNB 1mM 100 0.1 mM

Muestra | @ - 5
Triton X-100 10% 10 0.1%
OAA 50 mM 5 0.25 mM

Tabla S1. Volumen y concentracion de los compuestos utilizados en la reaccién de la citrato sintasa.

B. Reaccién citocromo ¢ oxidasa:

Tabla S2
O e O
O v adClO 0 O e
H,0 destilada 795
KP(pH=7.0) 100 mM 100 10 mM
Muestra 5
Cit. Cred. 1% 10 mg/ml 100 1 mg/ml

Tabla S2. Volumen y concentracion de los compuestos utilizados en la reaccion de COX.

C. Composicion del gel separador y concentrador:

Tabla S3
Componente  Gel separador Gel concentrador |

Tampon (4X) 1.25 ml (pH 1.25) 0.5 ml (pH 6.7)
AA:BA (30%) 2.084 ml 0.333 ml

H,O destilada 1.641 ml 1.167 ml

SDS 20% 25 pl 10 pl

APS 20% 15 ul 10 pl
TEMED 5ul 5ul

oteinas en SDS-PAGE.
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Tabla S3. Composicion de las disoluciones para la preparacion de los geles separador (12.5%) y
concentrador para electroforesis de pr




D. Composicion para la preparacion del gel en gradiente 3 = 13%:

Tabla S4
Componente  Acrilamida3%  Acrilamida 13%

AA:BA (48.5:1.5) 305 pl 866 p
Tampén BN (3X) 1.667 ml 1.111 ml
H,O destilada 3ml 796 pl
Glicerol - 560 pl
APS 10% 40 pl 14 pl
TEMED 4l 3ul

Tabla S4. Composicién de las disoluciones para la preparacion de un gel de Blue Native para la
separacion de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial.

E. Anticuerpos empleados en las inmunodetecciones:

Tabla S5
A Prir_n/ario Proteina W
(dilucion) (dilucion)

Compiol | Mljiboo® | noures | A [ Mo
Compigotl | MEIKDN | sona | gt | Vol
Complejo 111 A(nlt/i58:(())6)e 2 UQCRC2 A(‘T;“Ségg))n Mitosciences
Complejo 1V 'A(\?}éog(()j)l MT-CO1 A(‘T;“Ségg))n Mitosciences
oo | e | i | P | sow

Tabla S5. Tabla resumen de los anticuerpos utilizados en las inmunodetecciones, dilucion a la que se han
sido utilizados y proteinas a las que se unen especificamente.

F. Oligos utilizados:

Posicion Secuencia
Oligos mt-Co2 ratén | COIll RTF | 7037-7052 | CTACAAGACGCCACAT
mitocondriales | (NC_005089) | COIl RTR | 7253-7238 | GAGAGGGGAGAGCAAT
Oligos SdhA raton | SDH RTF | 1026-1043 | TACTACAGCCCCAAGTCT
nucleares (AK049441) | SDH RTR | 1219-1202 | TGGACCCATCTTCTATGC

Tabla S6. Primers utilizados para cuantificar el nimero de copias de mtDNA en muestras murinas por

Real Time PCR
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G. Programa de amplificacion:

Tabla S7
Desnaturalizacion | 95°C 10 minutos 1 ciclo
95°C 10 segundos
Cuantificacion 60°C (*) | 10 segundos 55 ciclos
72°C 10 segundos
95°C 0 segundos
Melting 65°C 15 segundos 1 ciclo
98°C 0 segundos (0.1°C/s)
Enfriamiento 40°C 30 segundo 1 ciclo

() Esta temperatura depende de los primers utilizados.

H. Gréfica de respiracion:

Oxygen (rmol/ml)

00

DN

KN

STOP A

om 05

Time
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Figura S1: Medida de respiracion en células
intactas.

Gréafica correspondiente a la respiracion
endogena y desacoplada de 5 millones de células
de ratén. Observamos el cambio de pendiente
tras la adicion de DNP que provoca el
desacoplamiento entre la respiracion y la sintesis
de ATP mostrandose la tasa de respiracion
celular maxima. EI KCN inhibe totalmente la
actividad respiratoria.



Anexo 2. Analisis estadistico

A. Estadistica del ensayo de medida de actividades COX (Figura 4)

A.1) Valores de n, medias y desviaciones estandar

Cerebro

Means Table for COX/CS normalizado
Effect: Linea * Tratamiento

Split By: Tejido
Cell: Cerebro
Count Mean  Std. Dev. Std. Err.
CN, Control 21 | 100,000 24,963 5,447
CN, NAC 21 | 105,382 20,062 4,378
NzB, Control 21| 94,408 15,671 3,420
NZB, NAC 21| 87,474 24,361 5,316

Higado

Means Table for COX/CS normalizado
Effect: Linea * Tratamiento

Split By: Tejido
Cell: Higado
Count Mean Std. Dev. Std. Err.
CN, Control 12 | 100,000 12,832 3,704
CN, NAC 9 | 114,839 10,852 3,617
NZB, Control 12 1 111,942 12,807 3,697
NZB, NAC 9| 113,146 11,283 3,761

A.2) Analisis estadistico t de Student

A.2.1. Efecto del haplotipo mitocondrial sobre la actividad COX/CS

Cerebro control

Fisher's PLSD for COX/CS normalizado
Effect: Linea
Significance Level: 5%
Split By: Tejido, Tratamiento
Cell: Cerebro, Control
Mean Diff.

Crit. Diff

P-Value

CN,NZB |

5,592 |

12,999

,3898

Cerebro NAC

Fisher's PLSD for COX/CS normalizado
Effect: Linea
Significance Level: 5%
Split By: Tejido, Tratamiento
Cell: Cerebro, NAC

Mean Diff.

Crit. Diff

P-Value

CN,NZB |

17,908 | 13918

0130] s

Higado control

Fisher's PLSDfor COX/CS normalizado

Effect: Linea

Significance Level: 5%

Split By: Tejido, Tratamiento

Cell: Higado, Control

Mean Diff. ~ Crit. Diff ~ P-Value
CN,NzB | -11,942| 10854 ,0325]s
Higado NAC

Fisher's PLSD for COX/CS normalizado
Effect: Linea
Significance Level: 5%

Split By: Tejido, Tratamiento

Cell: Higado, NAC

A.2.2. Efecto del NAC sobre la actividad COX/CS

Cerebro CN

Fisher's PLSD for COX/CS normalizado
Effect: Tratamiento
Significance Level: 5%

Split By: Tejido, Linea

Cell: Cerebro, CN

Mean Diff.

Crit. Diff

P-Value

Control, NAC

-5,382

14,124

4457

Mean Diff.  Crit. Diff ~ P-Value
CN,NzB | 1694] 11,063 7497
Cerebro NZB
Fisher's PLSD for COX/CS normalizado
Effect: Tratamiento
Significance Level: 5%
Split By: Tejido, Linea
Cell: Cerebro, NZB
Mean Diff.  Crit. Diff ~ P-Value
Control, NAC | 6,933 12,775 ,2793
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Higado CN

Fisher's PLSDfor COX/CS normalizado
Effect: Tratamiento
Significance Level: 5%
Split By: Tejido, Linea

Cell: Higado, CN

Control, NAC

Mean Diff.

Crit. Diff

P-Value

-14,839

11,111

,0115

S

Higado NzZB

Fisher's PLSDfor COX/CS normalizado
Effect: Tratamiento

Significance Level: 5%

Split By: Tejido, Linea

Cell: Higado, NZB
Mean Diff.

Crit. Diff

P-Value

Control, NAC

-1,204

11,250

,8252

B. Estadistica del andlisis de proteinas OXPHOS por Western Blot (Figura 6)

B.1) Valores de n, medias y desviaciones estandar

Ndufb6 vs actina

Means Table for NDUFB6/actina
Effect: Linea* Tratamiento

Count Mean Std. Dev. Std. Err.
CN, control 4 86,722 10,947 5,473
CN, NAC 41 86,655 23,877 11,939
NZB, control 6] 119,893 31,762 12,967
NZB, NAC 41 80,898 30,969 15,484
SDHA vs actina
Means Table for SDHA/actina
Effect: Linea * Tratamiento
Count Mean Std. Dev. Std. Err.
CN, control 41 114,565 16,701 8,351
CN, NAC 41 76,500 20,622 10,311
NZB, control 6| 93,812 8,858 3,616
NZB, NAC 4 86,968 19,118 9,559

B.2) Analisis estadistico t de Student

Core 2 vs actina

Means Table for Core2/actina
Effect: Linea * Tratamiento

CN, control
CN, NAC

NZB, control

NZB, NAC

Col vs actina

Means Table for Col/actina
Effect: Linea * Tratamiento

CN, control

CN, NAC

NZB, control
NZB, NAC

Count Mean Std. Dev. Std. Er.
4176,513 24,151 12,075
4 (94,635 19,018 9,509
6 | 92,122 13,451 5,491
4 | 89,067 19,124 9,562
Count Mean Std. Dev. Std. Err.
4| 122,810 12,800 6,400
4| 84,385 22,013 11,007
6| 97,168 10,039 4,098
4| 89,975 20,004 10,002

B.2.1. Efecto del haplotipo mitocondrial sobre los niveles de proteinas OXPHOS

Ndufb6 control

Fisher's PLSD for NDUFB6/actina
Effect: Linea
Significance Level: 5%
Split By: Tratamiento

Cell: control

CN, NZB

Mean Diff.

Crit. Diff

P-Value

-33,171

38,686

,0834

Ndufb6 NAC

Fisher's PLSD for NDUFB6/actina

Effect: Linea

Significance Level: 5%

Split By: Tratamiento

Cell: NAC

Mean Diff.

Crit. Diff

P-Value

CN, NZB

5,757

47,843

, 7783
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Core 2 control

Fisher's PLSD for Core2/actina
Effect: Linea

Significance Level: 5%

Split By: Tratamiento

Core 2 NAC

Fisher's PLSDfor Core2/actina
Effect: Linea

Significance Level: 5%

Split By: Tratamiento

Cell: control Cell: NAC
Mean Diff.  Crit. Diff P-Value Mean Diff.  Crit. Diff ~ P-Value
CN,NzB |  -15609| 27,114] 2210 CN.NZB | 5568 | 32007[ 6941
SDHA control SDHA NAC
Fisher's PLSD for SDHA/actina Fisher's PLSDfor SDHA/actina
Effect: Linea Effect: Linea
Significance Level: 5% Significance Level: 5 %
Split By: Tratamiento Split By: Tratamiento
Cell: control Cell: NAC
Mean Diff.  Crit. Diff P-Value Mean Diff.  Crit. Diff  P-Value
CNNzB | 20753| 18450 0319|s CN.NZB | -10468[ 34404[ 4847
Col control Col NAC
Fisher's PLSDfor Col/actina Fisher's PLSDfor Col/actina
Effect: Linea Effect: Linea
Significance Level: 5% Significance Level: 5%
Split By: Tratamiento Split By: Tratamiento
Cell: control Cell: NAC
Mean Diff.  Crit. Diff ~ P-Value Mean Diff.  Crit. Diff  P-Value
CN, NzB 25642 | 16604 | ,0074]S CN,NzB |  -5590| 36391| 7199
B.2.2. Efecto del NAC sobre los niveles de proteinas OXPHOS
Ndufb6 CN Ndufb6 NZB
Fisher's PLSD for NDUFB6/actina Fisher's PLSD for NDUFB6/actina
Effect: Tratamiento Effect: Tratamiento
L ] Significance Level: 5%
Significance Level: 5% . .
. s Split By: Linea
Split By: Linea Cell: NZB
Cell: CN . Mean Diff Crit. Diff  P-Vall
Mean Diff.  Crit. Diff  P-Value NAC | asg glgél 4'6 8;9 - ozlii
control, NAC | 067] 32137] o1 OO : : :
Core 2CN Core 2 NZB
Fisher's PLSDfor Core?2/actina Fisher's PLSDfor Core2/actina
Effect: Tratamiento Effect: Tratamiento
Significance Level: 5 % Significance Level: 5%
Split By: Linea Split By: Linea
Cell: CN Cell: NZB
Mean Diff.  Crit. Diff ~ P-Value Mean Diff.  Crit. Diff ~ P-Value
control, NAC -18,123 37,609 ,2830 control, NAC 3,054 23,546 1725
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SDHA CN

Fisher's PLSD for SDHA/actina
Effect: Tratamiento
Significance Level: 5%

Split By: Linea
Cell: CN
Mean Diff.  Crit. Diff ~ P-Value
control, NAC | 38,065| 32467| 0285
ColCN
Fisher's PLSD for Col/actina
Effect: Tratamiento
Significance Level: 5%
Split By: Linea
Cell: CN
Mean Diff.  Crit. Diff ~ P-Value
control, NAC |  38425| 31,154 0235

C. Estadistica del andlisis del nimero de copias de mtDNA(Figura 6)

SDHA NZB

Fisher's PLSD for SDHA/actina
Effect: Tratamiento
Significance Level: 5%

Split By: Linea
Cell: NzZB
Mean Diff.  Crit. Diff ~ P-Value
control, NAC | 6,844 | 20306 4594
Col NZB
Fisher's PLSDfor Col/actina
Effect: Tratamiento
Significance Level: 5%
Split By: Linea
Cell: NzB
Mean Diff.  Crit. Diff  P-Value
control, NAC | 7,193 | 21,727 4671

C.1) Valores de n, medias vy desviaciones estandar

Cerebro

Means Table for N° copias mtDNA
Effect: Linea * Tratamiento
Split By: Tejido

Higado

Means Table for N° copias mtDNA

Effect: Linea * Tratamiento
Split By: Tejido

Cell: Cerebro Cell: Higado
Count Mean  Std. Dev. Std. Err. Count Mean Std. Dev. Std. Err.
NZB, Control 21|117,224| 31,627 6,902 | NzB, Control 24 117,798 | 32,474| 6,629
NZB, NAC 16 | 62,061 22,478 5,620 NZB, NAC 16| 76,276 37,766 9,441
NzZBmtC57, Control 18 | 107,411 21,126 4,979 NZBmtC57, Control 19 | 100,000 22,107 5,072
NZBmtC57, NAC 15| 89481| 32469| 8383| NzBmc57, NAC 10| 76.750| 25.444| 8046

C.2) Analisis estadistico t de Student

C.2.1. Efecto del haplotipo mitocondrial sobre la el nimero de copias de mtDNA

Cerebro control

Fisher's PLSDfor N° copias mtDNA
Effect: Linea
Significance Level: 5%
Split By: Tejido, Tratamiento
Cell: Cerebro, Control

Mean Diff.

9,813

P-Value
,2705

Crit. Diff
17,773

NZB, NZBmtC57

Higado control

Fisher's PLSD for N° copias mtDNA

Effect: Linea
Significance Level: 5%
Split By: Tejido, Tratamiento
Cell: Higado, Control

Mean Diff.

Crit. Diff

P-Value

NZB, NZBmtC57 17,798

17,608

,0477 | S
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Cerebro NAC

Fisher's PLSD for N° copias mtDNA
Effect: Linea

Significance Level: 5%

Split By: Tejido, Tratamiento

Cell: Cerebro, NAC

Mean Diff.  Crit. Diff

P-Value

NZB, NzBmtC57 |  -27,420 | 20,401 |

0102 | s

Higado NAC

Fisher's PLSDfor N° copias mtDNA
Effect: Linea

Significance Level: 5%

Split By: Tejido, Tratamiento

Cell: Higado, NAC

C.2.2. Efecto del NAC sobre el nimero de copias de mtDNA

Cerebro CN

Fisher's PLSDfor N° copias mtDNA
Effect: Tratamiento

Significance Level: 5%

Split By: Tejido, Linea

Cell: Cerebro, NZBmtC57

Mean Diff.  Crit. Diff ~ P-Value

Control, NAC 17,929 19,143 ,0654
Higado CN
Fisher's PLSDfor N° copias mtDNA
Effect: Tratamiento
Significance Level: 5%
Split By: Tejido, Linea
Cell: Higado, NZBmtC57

Mean Diff.  Crit. Diff ~ P-Value

Contro, NAC | 23250 18655] ,0165]s

D. Estadistica de

la evaluacion de

Mean Diff.  Crit. Diff ~P-Value
NZB, NZBmtC57 -, 474 28,019 ,9725
Cerebro NZB
Fisher's PLSD for N° copias mtDNA
Effect: Tratamiento
Significance Level: 5%
Split By: Tejido, Linea
Cell: Cerebro, NZB
Mean Diff.  Crit. Diff P-Value
Control, NAC 55,163 18,913 <0001 |S
Higado NZB
Fisher's PLSDfor N° copias mtDNA
Effect: Tratamiento
Significance Level: 5%
Split By: Tejido, Linea
Cell: Higado, NZB
Mean Diff.  Crit. Diff ~ P-Value
Contro, NAC | 41521 22645] ,0007]s

la actividad OXPHOS en fibroblastos

inmortalizados

D.1) Valores de n, medias y desviaciones estandar

Respiracion enddgena

Means Table for Endogenous Resp
Effect: Cell line
Row exclusion: Respiracion total.ssd

Respiracion desacoplada

Means Table for Maximal respiration
Effect: Cell line
Row exclusion: Respiracion total.ssd

Count Mean Std. Dev. Std. Err. Count Mean Std. Dev. Std. Err.
CN loxtag 5| 6,856 ,393 ,176 CN loxtag 5] 10,304 1,044 467
NZB loxtag 7| 5,399 ,409 ,154 NZB loxtag 7] 8533 1,172 443
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D.2) Analisis estadistico t de Student

Respiracion endogena Respiracion desacoplada
Fisher's PLSDfor Endogenous Resp Fisher's PLSD for Maximal respiration
Effect: Cell line Effect: Cell line
Significance Level: 5% Significance Level: 5%
Row exclusion: Respiracion total.ssd Row exclusion: Respiracion total.ssd
Mean Diff.  Crit. Diff ~ P-Value Mean Diff.  Crit. Diff ~ P-Value
CN loxtag, NZB loxtag 1,456 ,525 ,0001 | S CN loxtag, NZB loxtag 1,772 1,465 ,0225 | S
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