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ABREVIATURAS

ACN: acetonitrilo

AF: acido férmico

AMEL: amelogenina

ApoE: apolipoproteina E

APS: persulfato de amonio

ATP: adenosina trifosfato

BMI: indice de masa corporal

BSA: albumina sérica bovina

CD: cluster de diferenciacién

cDNA: DNA complementario

CO1: subunidad 1 de la citocromo c oxidasa
C03: subunidad 3 de la citocromo c oxidasa
CoA: coenzima A

DA4T: 3’-desoxi-2’,3’-didehidrotimidina

DAPI: 4 ',6-diamino-2-fenilindol

DCF: diclorofluoresceina

DCFH-DA: diacetato de dicloro-dihidro-fluoresceina
DCPIP: diclorofenol-indofenol

DMEM: medio Eagle modificado por Dubelcco
DMSO: dimetilsulféxido

DNA: acido desoxirribonucleico

DTNB: 5,5'-ditio-bis-(acido 2-nitrobenzoico)
DTT: ditiotreitol

ECM: matriz extracelular

EDTA: acido etilendiaminotetraacético

EPSC: células madre progenitoras endoteliales
ESC: células madre embrionarias

ETC: cadena de transporte de electrones
FABP4: proteina de unién a 4cidos grasos 4
FAM: 6-carboxyfluoresceina

FCCP: carbonil cianida-4-(trifluorometoxi) fenilhidrazona

FDA: administracion de alimentos y medicamentos



FGA: cadena alfa del fibrindgeno

HAART: terapia antirretroviral de gran actividad

hASC: células madre derivadas de tejido adiposo humanas
HPLC: cromatografia liquida de alta resolucién

HRP: peroxidasa de rabano

IBM: membrana interna de unidn

IP: inhibidor de proteasas

iPSC: células madre pluripotentes inducidas

LC-MS/MS: cromatografia liquida — espectrometria de masas en tandem
mMASC: células madre murinas derivadas de tejido adiposo
MHC: cadena pesada de miosina

MHC-I: complejo mayor de histocompatibilidad |

MIMP: potencial de membrana interna mitocondrial
MIMS: superficie de membrana interna mitocondrial
MMTS: metil metanotiosulfonato

mRNA: RNA mensajero

MRP: proteina ribosomal mitocondrial

MRPS12: proteina ribosomal mitocondrial S12

MSC: células madre mesenquimales

mtDNA: DNA mitocondrial

MTP: productos de traducciéon mitocondrial

NAC: N-acetilcisteina

NAD-IDH: isocitrato deshidrogenasa dependiente de NAD
NAO: naranja nonil de acridina

ND2: cadena 2 de la NADH-ubiquinona oxidorreductasa
ND3: cadena 3 de la NADH-ubiquinona oxidorreductasa
ND5: cadena 5 de la NADH-ubiquinona oxidorreductasa
ND6: cadena 6 de la NADH-ubiquinona oxidorreductasa
nDNA: DNA nuclear

NEFA: 4cidos grasos no esterificados

NRF: factor respiratorio nuclear

NRTI: andlogo de nucledsido inhibidor de la transcriptasa reversa
OD: densidad 6ptica

OXPHOS: sistema de fosforilacién oxidativa

PAI-1: inhibidor 1 del activador de plasmindgeno



PBS: tampdn fosfato salino

PBS-T: PBS-Tween

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa
PFKL: fosfofructoquinasa L

PGC-1a: coactivador 1o del PPARY

POLG: DNA polimerasa y

POP: contaminante organico persistente
PPARYy: receptor vy activado por el factor proliferador de peroxisomas
gRT-PCR: PCR cuantitativa a tiempo real
RFU: unidades relativas de fluorescencia
RNA: acido ribonucleico

RNR1: RNA, cluster ribosomal 1

rpm: revoluciones por minuto

RXRa: receptor X retinoide a

SDH: succinato deshidrogenasa

SDS: dodecilsulfato sédico

SFB: suero fetal bovino

SIDA: sindrome de inmunodeficiencia adquirida
SOD2: superdxido dismutasa 2

STR: repeticion corta en tandem

Taq: Thermophilus aquaticus

Tbx15: T-box 15

TCEP: tris(2-carboxietil)fosfina

TEAB: tampdn bicarbonato de trietilamonio
TFA: acido trifluoroacético

TFAM: factor de transcripcion mitocondrial A
TFBM: factor de transcripciéon mitocondrial B
TGFB: factor de crecimiento transformante
THO1: tirosina hidroxilasa (intrén 01)

Thy-1: antigeno de timocitos 1

TK2: timidina quinasa 2

TMB: 3,3',5,5'-tetrametilbenzidina

TMED: tetrametiletilendiamina

TPOX: peroxidasa tiroidea

TRIS: 2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol



TZD: tiazolidinedionas

UCP-1: proteina desacoplante-1

VEGF: factor de crecimiento endotelial vascular
VIH: virus de la inmunodeficiencia humana
vWA: factor von Willebrand tipo A

WAT: tejido adipose blanco
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I. REVISION BIBLIOGRAFICA

I. 1. La mitocondria y el sistema de fosforilacion oxidativa
(OXPHOS)

I.1.1. La mitocondria

La mitocondria es un orgdnulo celular productor de energia, presente en
practicamente todos los organismos eucariotas, si bien sus dimensiones, nimero y distribucion
son variables en funcidn del tipo celular.

Su estructura fue visualizada por primera vez en 1952 mediante estudios de
microscopia electrdnica de alta resolucidn (Palade 1952). Dicha estructura se divide en cuatro
compartimentos principales: membrana externa, espacio intermembrana, membrana interna 'y
matriz (figura 1.1). Esta doble membrana es reflejo del origen endosimbionte del organulo
(Sagan 1967), ampliamente aceptado, a partir de una a-proteobacteria. La membrana externa
permite el paso de metabolitos y proteinas, y participa en la interaccidon entre la mitocondria 'y
otros organulos celulares. La membrana interna puede subdividirse en dos partes: la
membrana interna de unidn (IBM), que contiene translocasas para el importe de proteinas, y
las crestas, que actualmente se consideran estructuras especializadas en forma de bolsa
separadas del espacio intermembrana por uniones tubulares estrechas (Mannella, Marko et al.
1994). A su vez estas uniones separan el espacio intermembrana del espacio intracresta (Zick,
Rabl et al. 2009).

Matriz

Membrana interna

Membrana externa

Espacio intermembrana

Figura 1.1: Imagen de microscopia electrénica de una mitocondria. Se sefialan sus cuatro compartimentos
principales. Obtenido de (Alberts, Johnson et al. 2007).

Ademas, las mitocondrias son organulos muy dindmicos, que forman en la célula una
red tubular en constante cambio, gracias a los procesos de divisidn y fusidon (Lackner 2014).
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Asimismo, pueden reorganizar su estructura interna modificando la forma y conformacion de
sus crestas (Cogliati, Enriquez et al. 2016).

Ademas de las correspondientes a la obtencién de energia, en la mitocondria tienen
lugar un gran numero de rutas metabdlicas implicadas en una diversidad de procesos,
incluyendo la biosintesis de otros metabolitos (aminoacidos, nucleétidos, acido félico, urea y
grupo hemo, entre otros). Estas rutas se representan de forma esquematica en la figura 1.2.

Activated
caspases

Apaf-1

inactive

—

Apoptosis

succinate \
TCA cycle
fumarate \ LV

Lactate

ATP Alanine

ADP Pyruvate @

Glucose NADH

NAD*

Figura 1.2: Rutas metabdlicas que tienen lugar en la mitocondria. Abreviaturas: ubiquinona (Q), ubiquinol (QH,),
citocromo c reducido y oxidado (C,.q ¥ Cox), SUperoxido dismutasa 2 (SOD2), glutation peroxidasa (GPx), translocasa
de nucledtidos de adenina (ANT), ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA), B-oxidacion de los 4cidos grasos (B-oxidn),
complejo piruvato deshidrogenasa (PDH), acetil-coenzima A (Ac-CoA), dihidroorotato deshidrogenasa (DHODH),
transaminasa glutamico-pirdvica (GPT), lactato deshidrogenasa (LDH), factor de induccion de apoptosis (AlF), DNAsa
activada por caspasas (CAD). Obtenido de (Smeitink, Zeviani et al. 2006).

I.1.2. El sistema OXPHOS

El sistema de fosforilacion oxidativa (OXPHOS) constituye una pieza clave en el
metabolismo celular. Se localiza en la membrana interna mitocondrial, concretamente en las
crestas, y estd compuesto por la cadena de transporte de electrones (ETC), que incluye los
complejos respiratorios (I, Il, lll y IV) y dos transportadores méviles de electrones (citocromo c
y coenzima Q), y la ATP sintasa (complejo V) (Wallace, Fan et al. 2010) (figura 1.3). De acuerdo
al modelo actual (modelo de plasticidad), los complejos OXPHOS estan presentes tanto en
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forma de complejos individuales como de supercomplejos de diferente composicidén vy
estequiometria (Acin-Perez, Fernandez-Silva et al. 2008).

Para explicar la funcidn de este sistema, podemos remontarnos a una de las funciones
vitales de los seres vivos: la nutricidn. Los nutrientes que ingerimos se procesan en el sistema
digestivo vy, a través de la sangre, son liberados en los tejidos que los requieren. Alli, penetran
en las células donde se continda con su digestion. Este proceso se denomina oxidacion y
requiere la extraccidn de los electrones de dichos nutrientes para pasarlos a la ETC. Por otro
lado, el oxigeno que inhalamos a través de los pulmones difunde hacia la sangre v,
consecutivamente, a tejidos y células, donde entra en la ETC para captar los electrones
liberados por los nutrientes. Por tanto, comemos y respiramos principalmente para obtener
dadores y aceptores de electrones para la ETC (Martinez-Romero, Emperador et al. 2011). Esto
es importante porque la energia liberada durante el transporte de electrones se utiliza para el
bombeo de protones desde la matriz mitocondrial hacia el espacio intermembrana. Dicho
bombeo genera un gradiente electroquimico que es aprovechado por la ATP sintasa para
sintetizar ATP, molécula que almacena la energia necesaria para la vida (Elston, Wang et al.
1998). En un adulto sano, la cantidad de ATP generada es de unos 50 kg al dia, que se utiliza
para generar fuerzas motrices, en la biosintesis de macromoléculas, en el plegamiento y
degradacion de proteinas y en la generacidon y mantenimiento de potenciales de membrana
(Kuhlbrandt 2015).

Espacio Intermembrana

Matriz

FAD

FADH,

C.II

Y ATP

ETC

C.I1

Figura 1.3: Esquema del sistema de fosforilacion oxidativa. Los electrones (e’) de los nutrientes van, a través de los
complejos respiratorios (CI-CIV), hasta el oxigeno, que se reduce a agua. Este flujo de electrones va acompafiado de
un bombeo de protones (H") al espacio intermembrana, que causa un gradiente electroquimico (+/-). La ATP sintasa
(CV) utiliza este gradiente para producir ATP. Las subunidades OXPHOS codificadas en el DNA mitocondrial y nuclear
se representan en azul y amarillo, respectivamente. Los circulos rojos representan el coenzima Q. Obtenido de
(Martinez-Romero, Emperador et al. 2011).
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Sin embargo, el sistema OXPHOS es mucho mas que un generador de energia celular.
De hecho, el gradiente de protones producido por el flujo de electrones se utiliza en una gran
diversidad de procesos (Wallace, Fan et al. 2010) que se enumeran a continuacion:

— Importe de sustratos (como por ejemplo el ADP necesario para la sintesis de ATP) y
proteinas a la mitocondria.

— Regulacién de la apoptosis, ya que la disipaciéon de este gradiente es uno de las
primeras sefiales para inducir la muerte celular.

— Generacion de calor, por desacoplamiento entre el flujo de protones a través de la ATP
sintasa y el transporte de electrones.

— Mantenimiento de los niveles de calcio citosélico mediante su importe a la
mitocondria, donde es necesario para la actividad de varias enzimas mitocondriales.

— Produccién de especies reactivas de oxigeno, ya que un ligero aumento de la fuerza
protdn motriz a través de la membrana interna incrementa la produccién de ROS.

Tanto estas ROS, como el ATP, el calcio y el estado redox de la célula en general, se
pueden comportar como segundos mensajeros y provocar distintas respuestas celulares,
conectando de esta forma la funcidon mitocondrial con la del resto del citoplasma (Finley and
Haigis 2009). Del mismo modo pueden afectar a la expresiéon de genes cromosdmicos (Butow
and Avadhani 2004), de manera que también quedan relacionados el sistema OXPHOS vy el
nucleo.

Por otra parte, el sistema OXPHQOS también participa en otros procesos como:

— Sintesis de pirimidinas de novo, requeridas no solo para la replicacién y expresion del
DNA, sino también para la sintesis de componentes de la membrana plasmatica
(Wurtman, Cansev et al. 2009).

— Dindmica tisular y diferenciacidn celular.

— Regulacién del sistema inmunitario, ya que una mayor actividad respiratoria
incrementa la expresién del MHC-I, molécula que media el auto-reconocimiento vy la
presentacién de antigenos (Charni, de Bettignies et al. 2010).

I1.1.3. E mtDNA

Como particularidad mas destacable, y dado su origen endosimbionte, la mitocondria
posee un genoma propio localizado en la matriz mitocondrial, el DNA mitocondrial (mtDNA). El
mtDNA es una molécula circular, cerrada y superenrollada, de aproximadamente 16,5
kilobases que codifica para 37 genes (figura 1.4): 22 tRNAs y 2 rRNAs (grande y pequeio) que
participan en la sintesis de las proteinas codificadas en el propio genoma, y 13 polipéptidos
qgue forman parte de cuatro de los cinco complejos multienzimaticos del sistema OXPHOS. De
entre ellos, siete son componentes del complejo | (p.MT-ND1-6 y p.MT-NDA4L), uno del
complejo lll (p.MT-CYB), tres del complejo IV (p.MT-CO1-3) y dos del complejo V o ATP sintasa
(p.MT-ATP6 y 8), mientras que el resto de subunidades estan codificadas en el DNA nuclear
(nDNA). Ademas, el mtDNA contiene también una regién no codificante, que incluye
secuencias importantes para la regulacidn de su replicacidn y transcripcion (Anderson, Bankier
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et al. 1981). Por lo tanto, para la biogénesis del sistema OXPHOS se requiere la expresion
coordinada de los dos sistemas genéticos de la célula, el nuclear y el mitocondrial.

CADENA
PESADA

CADENA
LIGERA

Figura 1.4: Mapa genético y de transcripcion del mtDNA humano. Los circulos interiores representan las dos
cadenas de mtDNA (pesada y ligera), en las que se indican los genes que codifican. Los RNA que se transcriben se
representan en los circulos exteriores con barras negras (transcritos de la cadena pesada) y moradas (transcritos de
la cadena ligera). H;, H, y L indican los lugares de iniciacion de la transcripcion de la cadena pesada vy ligera,
respectivamente. Oy y O, simbolizan los origenes de la replicacion de la cadena pesada y ligera, respectivamente.
Obtenido de (Montoya, Lopez-Perez et al. 2006).

El mtDNA presenta una serie de caracteristicas propias que le diferencian del nDNA.
Por un lado, presenta un gran niumero de copias por célula (lo que se denomina poliplasmia),
entre 1.000 y 10.000 dependiendo del tejido y con 1-10 moléculas de DNA por mitocondria.
Por otro lado, el mtDNA se hereda exclusivamente por via materna, dada la destruccién
selectiva del genoma mitocondrial procedente del espermatozoide (Sutovsky, Moreno et al.
1999). Ademas, su organizacion es extremadamente compacta (no presenta intrones) y utiliza
un codigo genético diferente al universal (Clayton 2000). Por ultimo, por su localizacion y
particularidades genéticas, el mtDNA acumula mutaciones mucho mas rapidamente que el
NDNA (su tasa de mutacidn espontanea es 10-20 veces superior). Esto puede ser consecuencia
de la alta y constante produccidon de ROS en la mitocondria, que dafian moléculas de DNA con
informacidon genética muy compacta, no protegidas por histonas y con mecanismos de
reparacion que resultan insuficientes (Michikawa, Mazzucchelli et al. 1999). Sin embargo,
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investigaciones mas recientes atribuyen esta alta tasa de mutacion principalmente a errores
en la replicacion, por encima de la hipdtesis clasica de las ROS (Kauppila and Stewart 2015).

Cuando estas mutaciones tienen lugar en la linea germinal y sobreviven en las
poblaciones se originan nuevos fondos genéticos del mtDNA. Los grupos de genotipos del
mtDNA filogenéticamente relacionados se conocen como haplogrupos mitocondriales, y las
mutaciones que los definen pueden tener un efecto moderado en los individuos, modificando
las caracteristicas de sus sistemas OXPHOS. En otros casos, estas mutaciones pueden dar lugar
a un cambio de aminodcido o del marco de lectura de la proteina, por lo que pueden
considerarse patoldgicas siempre que cumplan unos criterios de patogenicidad establecidos
(Montoya, Lopez-Gallardo et al. 2009). Por lo tanto, esta variacién genética del mtDNA, que
afecta a un gran numero de procesos celulares antes mencionados, puede alterar la
homeostasis celular, la dinamica tisular y el estado de salud de los individuos (Martinez-
Romero, Emperador et al. 2011).

1.1.4. Replicacion, transcripcion y traduccion del mtDNA

A pesar de que hace unos afos surgié un nuevo modelo para explicar la replicacion del
mtDNA, el mas aceptado es el modelo clasico, que data de los afios setenta y esta basado en
experimentos de microscopia electronica (Robberson, Kasamatsu et al. 1972, Kasamatsu and
Vinograd 1974). De acuerdo con este modelo, la replicacién es unidireccional y asimétrica, y se
produce de forma continua en las dos hebras del mtDNA, a partir de dos origenes de
replicacion distintos (Clayton 1982) (ver figura |.4). En este proceso, uno de los papeles
principales recae en la DNA polimerasa-y, que actUa en la extensidn de la nueva hebra de DNA,
asi como en la reparacién y recombinacion del mtDNA. La polimerasa-y es la Unica DNA
polimerasa presente en la mitocondria y esta formada por dos subunidades, una catalitica (a,
POLG) y otra accesoria (B) (Fridlender, Fry et al. 1972). La replicacién del mtDNA es esencial
para la vida, como demuestra el hecho de que ratones knock out para POLG presenten
letalidad embrionaria (Hance, Ekstrand et al. 2005). Por otro lado, se han descrito mas de 200
mutaciones en POLG asociadas a distintas enfermedades mitocondriales (Stumpf, Saneto et al.
2013).

La transcripcién del mtDNA se inicia a partir de tres promotores, generandose
moléculas largas que serdn procesadas por cortes endonucleoliticos antes y después de los
tRNAs (Ojala, Montoya et al. 1981). La enzima responsable de este proceso es la RNA
polimerasa mitocondrial, mientras que las proteinas TFAM y TFB2M son las principales
implicadas en el control de estos procesos mediante su interaccidon con la regidn reguladora
del lazo D (D-loop) (Scarpulla 1997).

Los mRNAs obtenidos tras la transcripcion del mtDNA se traducen a proteinas en los
ribosomas mitocondriales. En humanos, éstos estan formados por una subunidad pequeiia
(28S) y una grande (39S), ambas constituidas por RNA y proteinas (O'Brien 1971). Los
mitorribosomas se asemejan a los ribosomas bacterianos en sus funciones y masa, si bien
difieren en su estructura y propiedades fisico-quimicas (O'Brien 2003). Como ribozimas, las
funciones mas importantes de los ribosomas mitocondriales estan catalizadas por rRNAs,
presentes en el sitio decodificante, en el centro peptidil transferasa (PTC) y en el tunel de
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salida de proteinas (Pacheu-Grau, Gomez-Duran et al. 2010). Por otro lado, se conoce la
secuencia de unas 78 proteinas ribosomales (MRPs), que se han adaptado para sustituir las
estructuras de RNA perdidas en los mitorribosomas de mamiferos (O'Brien 2003).

1.2. El tejido adiposo y los adipocitos

1.2.1. El tejido adiposo

El tejido adiposo, conocido popularmente como “grasa”, es un tipo de tejido conectivo
formado por células que almacenan lipidos, los adipocitos, rodeadas por una matriz de fibras
de colageno, vasos sanguineos, fibroblastos, células madre preadipociticas y células del
sistema inmune (figura I.5). En adultos sanos, el tejido adiposo representa aproximadamente
el 10 % de la masa corporal total, pudiendo llegar a alcanzar el 50 % en individuos obesos
(Wang, Mariman et al. 2008).
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Figura 1.5: Imagen de un corte histolégico de tejido adiposo humano. Aparecen etiquetados sus componentes
principales. Extraido de (http://wzar.unizar.es).

El tejido adiposo constituye la principal reserva energética en humanos sanos. De
hecho, los adipocitos actian como integradores y reguladores de la ingesta de alimentos y del
consumo de energia, por mecanismos tanto endocrinos como no endocrinos (Rosen and
Spiegelman 2006). Asi, cuando los niveles de glucosa caen en periodos de ayuno, se liberan
acidos grasos como combustible para una gran variedad de tejidos. Este cambio en el
metabolismo estd mediado por una caida en la concentracion de insulina, asi como por un
aumento de otras hormonas reguladoras como la epinefrina, la hormona de crecimiento o los
glucocorticoides (Ahima and Flier 2000). Ademas de esto, los adipocitos estan implicados en
procesos fisiologicos tan dispares como la respuesta inmune, el control de la tensién arterial, la
homeostasis, la composicién de la masa dsea, el funcionamiento de la glandula tiroidea o la
funcién reproductiva (Trayhurn 2005).
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Desde un punto de vista clasico, existen dos tipos de tejido adiposo: el formado por
grasa blanca y el formado por grasa parda o marrdn, denominacién que se adoptd por el color
gue presenta esta grasa en su estado fresco (figura 1.6).El tejido adiposo blanco empieza su
desarrollo en el primer trimestre de la gestacién, expandiéndose de forma muy notoria en la
etapa postnatal debido a una mayor disponibilidad de nutrientes (Kirtland and Harris 1980). En
el humano, se localiza principalmente en las regiones subcutanea abdominal o visceral,
retroperitoneal, inguinal y gonadal (Cinti 2012). Por el contrario, el tejido adiposo marrén se
expande fundamentalmente in utero, posiblemente para mantener la temperatura corporal
después del nacimiento (Frontini and Cinti 2010), y se localiza en pequefias bolsas en regiones
paravertebrales, supraclaviculares y periadrenales. No obstante, se ha demostrado que tras
una exposicion al frio prolongada o bien en respuesta a la sefializacién por B-adrenérgicos, los
adipocitos blancos pueden pasar a presentar caracteristicas de los marrones, como la
expresion de la proteina desacoplante UCP-1 (Cousin, Cinti et al. 1992), cuya funcién se
detallara mas adelante.
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Figura 1.6: Distribucion del tejido adiposo blanco y pardo en el cuerpo humano. Modificado de (Gesta, Tseng et al.
2007).

Hasta hace relativamente pocos afios, la fisiologia del tejido adiposo blanco se
centraba en la regulacidon de dos rutas metabdlicas opuestas, la lipogénesis y la lipolisis. Sin
embargo, en las dos Ultimas décadas, el papel bioldgico de este tejido ha pasado a reconocerse
como el del principal drgano endocrino y sefializador en un gran nimero de procesos que
controlan el metabolismo (Trayhurn 2005).
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1.2.2. Los adipocitos

Aproximadamente el 50 % del tejido adiposo en humanos estd formado por adipocitos
(Cornelius, MacDougald et al. 1994). Como se ha dicho, dependiendo de sus caracteristicas
celulares y de su funcién fisioldgica podemos distinguir dos tipos de adipocitos, los blancos
(que tradicionalmente almacenan lipidos) y los marrones (que oxidan estos lipidos para
producir calor, por lo que poseen mas mitocondrias) (figura 1.7). Ambos derivan de la misma
célula madre mesenquimal que, durante el proceso de gastrulacién, se diferencia en uno u
otro tipo celular (Enerback 2009).

Los adipocitos blancos maduros se caracterizan por una gota lipidica interna grande,
gue distiende a la célula de manera que su citoplasma se compacta hasta ser una fina capa que
rodea a dicha gota, mientras que el nucleo se desplaza hacia uno de los extremos (Al
Hochfeld et al. 2013). Suelen ser células grandes y redondeadas, con un diametro que varia
desde los 25 hasta los 200 pum (Fruhbeck 2008). Sus funciones principales son el
almacenamiento de energia en forma de grasa, la lipolisis y la secrecién de adipoquinas.

Los adipocitos marrones tienen en cambio una forma poligonal, con un citoplasma
normal, multiples gotas lipidicas pequefias, nucleo central y redondeado y una gran cantidad
de mitocondrias con crestas laminares (Giordano, Smorlesi et al. 2014). Se encuentran solo en
mamiferos y su principal diferencia frente a los blancos es que expresan la proteina
desacoplante 1 (UCP-1), que disipa el gradiente de protones, producido por la accién de la
cadena de transporte de electrones, a través de la membrana interna mitocondrial, generando
calor con coste de ATP (Rosen and Spiegelman 2006).

Figura I.7: Imagenes de microscopia y esquemas representativos de un adipocito blanco (izquierda) y un adipocito
marrén (derecha). N denota nucleo, M mitocondria y L gota lipidica. Obtenido de (Villarroya, Domingo et al. 2005).
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Actualmente se incluye una tercera categoria de adipocitos, los llamados adipocitos
beige, que se consideran células inducibles similares a las marrones, ya que poseen
propiedades termogénicas (Wu, Bostrom et al. 2012).

1.2.3. Las adipoquinas

Los adipocitos son considerados células secretoras, si bien los preadipocitos y otras
células del tejido adiposo también pueden liberar determinados factores como citoquinas,
guemogquinas y adipoquinas. La secrecion cuantitativamente mas importante es la de acidos
grasos, si bien los adipocitos liberan otros tipos de lipidos como los prostanoides, el colesterol
y el retinol. Por otro lado, ciertas hormonas esteroideas son activadas y secretadas por los
adipocitos, como es el caso del cortisol. Por ultimo, el principal componente del secretoma del
tejido adiposo lo constituye un gran grupo de factores proteicos y de sefializacion, englobados
bajo el nombre de adipoquinas, que estd formado por mas de 50 moléculas diferentes
(Trayhurn 2005). Entre ellas pueden encontrarse ciertos factores del complemento, citoquinas
pro-inflamatorias, el factor de crecimiento transformante B (TGF-B), el inhibidor 1 del
activador del plasminégeno (PAI-1), etc. (Ahima and Flier 2000).

La expresion de la mayoria de estos factores estd determinada por varios aspectos
como el tamafio de los adipocitos o su localizacidon (Bahceci, Gokalp et al. 2007). A su vez,
juegan un papel fundamental en la transformaciéon de nuevos preadipocitos en adipocitos
maduros (Mohamed-Ali, Pinkney et al. 1998).

La leptina es el ejemplo de adipoquina mejor estudiado, siendo la primera cuyo papel
como modulador del tejido adiposo fue descubierto. Es secretada casi exclusivamente por los
adipocitos y actua a través del hipotalamo reprimiendo la ingesta de alimentos y promoviendo
el gasto energético. Una deficiencia total de leptina causa hiperfagia, obesidad moérbida,
diabetes, varias anomalias endocrinas y disfuncién inmunitaria (Friedman 1999). Tanto en
modelos animales como en pacientes humanos, mutaciones tanto en la leptina como en su
receptor, que se expresa en grandes cantidades en el hipotalamo mediobasal, son causa de
obesidad (Fei, Okano et al. 1997). Ademas, la leptina juega un papel importante en la
homeostasis de la glucosa, revirtiendo la hiperglucemia en ratones ob/ob o incluso en
humanos con lipodistrofia (Schwartz, Baskin et al. 1996, Oral, Simha et al. 2002).

Otro ejemplo es el de la adiponectina, producida exclusivamente por los adipocitos vy,
al contrario que la mayoria de adipoquinas, cuyos niveles caen en fenotipos de obesidad (Arita,
Kihara et al. 1999). Se le ha atribuido un importante papel como moduladora de la respuesta a
insulina, si bien también esta implicada en la funcién vascular y se ha descrito su funcién anti-
inflamatoria y anti-aterosclerdtica (Berg, Combs et al. 2001). Ademas, la adiponectina ejerce
un efecto autocrino en el tejido adiposo blanco, promoviendo la diferenciacion de los
adipocitos (Fu, Luo et al. 2005).

Por ultimo, la proteina de unién a acidos grasos 4 (FABP4, también conocida como
proteina adipogénica-2 o aP2) se ha introducido recientemente en el grupo de proteinas
circulantes derivadas del tejido adiposo. Aunque es producida también en macrdfagos y
células endoteliales, el adipocito es el Unico tipo celular capaz de liberarla al exterior (Kralisch
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and Fasshauer 2013). Dado que los niveles de mRNA y de proteina se incrementan muy
notablemente durante la adipogénesis, la FABP4 se utiliza frecuentemente como marcador de
diferenciacion (Christy, Yang et al. 1989). Su funcidn es la de actuar como chaperona de unién
a lipidos para acidos grasos de cadena larga no esterificados (NEFA). Ademas, su accion
incrementa la actividad hidrolitica de la lipasa sensible a hormonas (HSL), asi como de otras
proteinas que participan en el metabolismo lipidico (Shen, Liang et al. 2001).

1.2.4. La diferenciacion adipogénica

El tejido adiposo blanco (WAT) estd constituido mayoritariamente por adipocitos
maduros. En humanos adultos el nimero de estas células, fijado durante la infancia y la
adolescencia, permanece estable, de manera que constantemente se estan diferenciando
nuevos adipocitos para reemplazar a los adipocitos muertos o disfuncionales (Spalding, Arner
et al. 2008).

Asi, todos los adipocitos se diferencian a partir de células madre mesenquimales (MSC)
en un proceso conocido como adipogénesis, que se divide en dos fases principales:
compromiso y diferenciacién terminal (Cristancho and Lazar 2011). El reclutamiento hacia el
linaje adipogénico in vivo (compromiso) se produce por una ingesta excesiva de energia y de
glucosa durante un periodo prolongado en el tiempo, y esta caracterizado por altos niveles de
actividad metabdlica y, por tanto, por un gran consumo de energia (Shepherd, Gnudi et al.
1993). En cambio, los adipocitos ya diferenciados tan solo aumentan su tamafio (hipertrofia) y
pierden la mayoria de su actividad funcional, como por ejemplo la sintesis de adiponectina
(Koh, Park et al. 2007).

La diferenciacién adipogénica in vitro sigue una secuencia temporal estrictamente
ordenada y bien caracterizada (figura 1.8). Inicialmente se detiene el crecimiento de los
preadipocitos por la adicién de un régimen hormonal pro-diferenciacién, fendmeno que puede
favorecerse mediante la inhibicidon por contacto cuando el cultivo celular alcanza el estado de
confluencia. El proceso continda con una o dos rondas adicionales de division celular conocidas
con el nombre de expansion clonal. Este paso se detiene coincidiendo con la expresién de los
factores de transcripcion clave que actuan de forma conjunta: el receptor y activado por el
proliferador peroxisomal (PPARY) y la proteina o de unién al CCAAT/enhancer (C/EBPa). La
induccion de estas dos proteinas provoca un segundo y permanente periodo de detencidon del
crecimiento, seguido de la expresién del fenotipo de diferenciacién completa (Rosen, Walkey
et al. 2000).
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Figura 1.8: Representacion esquematica de la diferenciacion adipogénica. Modificado de (Romao, Jin et al. 2011).

PPARy pertenece a la superfamilia de los receptores nucleares de los factores de
transcripcién activados por ligando. Ademas, el PPARy es la principal diana para los farmacos
antidiabéticos, como por ejemplo las tiazolidinedionas (TZD) (Lehrke and Lazar 2005). Su
funcién fisioldgica es vital, ya que ratones con una deficiencia en PPARy en su linea germinal
sufren letalidad embrionaria, mientras que células madre embrionarias sin PPARY no pueden
contribuir a la formacién de grasa, llevando a fenotipos de lipodistrofia, anormalidades
metabdlicas y muerte prematura (Barak, Nelson et al. 1999). Sin embargo, a pesar de la
importancia del PPARy en el proceso de adipogénesis, se han encontrado pocos genes
regulados directamente por este factor. De hecho, PPARy suele actuar asociado a otros
coactivadores transcripcionales, que conjuntamente inducen la expresion de algunos genes
esenciales en los adipocitos como el de la FABP4 (Lefterova and Lazar 2009). Por otro lado, se
sabe que la activacion de PPARy estimula la adipogénesis al mismo tiempo que inhibe la
diferenciacidn celular hacia otros linajes, como por ejemplo el osteogénico (Isenmann, Arthur
et al. 2009).
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En cambio la C/EBPa se induce mas tarde en el proceso de adipogénesis, por lo que es
mas abundante en los adipocitos maduros. Se cree que su funcién es vital para la captacion de
glucosa dependiente de insulina (Wu, Rosen et al. 1999).

Una vez que los preadipocitos se definen hacia el programa de adipogénesis, se activa
una cascada transcripcional que induce la expresién tanto de genes implicados en el
metabolismo lipidico y glucidico, como de adipoquinas, tales como la FABP4, el transportador
de glucosa 4 (GLUTA4), la leptina o la adiponectina. Esta etapa se conoce con el nombre de
diferenciacion terminal (Lefterova and Lazar 2009).

En otro orden de cosas, la transformacién de fibroblastos (con forma alargada) en
adipocitos (mas redondeados) requiere una importante remodelacién de las estructuras que
los componen, tanto intracelulares como extracelulares. Concretamente, se ha visto que es
necesario un cambio de composicién de la matriz extracelular (ECM) de estructura fibrilar a
laminar, asi como una alteracion de su rigidez y su tensidon (Nakajima, Yamaguchi et al. 1998).
Precisamente la rigidez de la ECM juega un papel clave en la eleccién de linaje de las MSC
humanas a la hora de diferenciarse. Por ejemplo, hMSCs cultivadas en geles de poliacrilamida
flexibles se diferencian a adipocitos mds facilmente que aquellas cultivadas en matrices mas
rigidas (Winer, Janmey et al. 2009).

1.2.5. Modelos celulares para el estudio de la adipogénesis

Debido al aumento global de los problemas de salud relacionados con la obesidad,
cada vez se estd estudiando con mayor profundidad la biologia del adipocito. Por ello, la
comunidad cientifica ha realizado un gran esfuerzo en la busqueda del modelo mas adecuado,
qgue no limite el valor de las técnicas gendmicas y proteicas utilizadas para la comprension de
este complejo drgano.

Dado que los adipocitos contienen una gran gota lipidica que hace que la célula flote,
los métodos mas comunes de cultivo celular resultan inefectivos, ya que las células dejan de
ser adherentes al soporte utilizado. Aunque se ha publicado algun estudio sobre adipocitos en
suspensién (Fernyhough, Vierck et al. 2004), su mantenimiento se reduce a unas pocas horas,
insuficientes para el analisis de la mayoria de pardmetros metabdlicos.

Por tanto, lo mas frecuente es el cultivo de preadipocitos, que todavia no contienen
una gran cantidad de lipidos por lo que su apariencia es fibroblastoide, de manera que puede
inducirse su diferenciacion y utilizar ese cultivo celular para los estudios procedentes. Aunque
actualmente existen preadipocitos primarios disponibles comercialmente, de forma
equivalente pueden utilizarse las células de la llamada fraccién vascular-estromal (SV), aisladas
tras la digestién enzimatica y centrifugacidn del tejido adiposo. Sin embargo, la proporcién de
estas células que son capaces de diferenciarse depende de la especie de la que se obtiene,
edad y peso (obeso o no) del donante y localizacion del tejido (Poulos, Dodson et al. 2010,
Perez, Suarez et al. 2016). Asimismo, dicha proporcién puede alterarse modificando los
cocteles de medios de diferenciacidn o los componentes de la matriz extracelular artificial
utilizada para el cultivo (Hausman, Wright et al. 1996).
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No obstante, el tipo celular mas clasicamente aceptado para el estudio de la
adipogénesis es el de las lineas celulares establecidas, como por ejemplo la 3T3-L1 de raton.

1.2.5.1. 3T3-L1

Uno de los modelos mejor caracterizados para el estudio de la adipogénesis es el de
preadipocitos de ratén 3T3-L1. Este clon deriva de la linea de fibroblastos 3T3 inmortalizada,
que puede ser expandida indefinidamente en cultivo y acumular triglicéridos cuando se induce
la detencién de su crecimiento, ya que se trata de una linea ya comprometida hacia el linaje
adipogénico (Green and Kehinde 1975). Otro clon derivado de la misma linea, el 3T3-F422A se
utiliza también como modelo de adipogénesis (Chen, Teicher et al. 1989).

La diferenciacidn de estas células in vitro puede conseguirse mediante la adicion de
estimulos de adipogénesis que incluyen glucocorticoides, AMP ciclico e insulina, tras un
periodo de unos 4 a 6 dias (Chang and Polakis 1978). Ademas, el tratamiento de estas células
con hormonas o drogas lipogénicas o lipoliticas modula la tasa de sintesis y acumulacién de
triglicéridos del mismo modo que ocurre en células de grasa aisladas directamente de tejidos
animales (Green and Kehinde 1975).

Aunque este modelo comparte gran parte de sus caracteristicas con los adipocitos
primarios, como la respuesta a insulina, la expresidon de genes especificos y la secrecién de
determinados factores, presentan algunas diferencias importantes a tener en cuenta. Por
ejemplo, en las células 3T3-L1 los triglicéridos se almacenan en multiples gotas lipidicas,
mientras que los adipocitos blancos contienen una Unica y de gran tamafio (Green and Kehinde
1975). Por otro lado, las 3T3-L1 expresan y secretan leptina en niveles mucho menores que los
adipocitos primarios (Mandrup, Loftus et al. 1997).

Otras desventajas de este modelo celular son: su aneuploidia, que puede influir en su
capacidad de diferenciacién, la falta de potencial de diferenciacién a adipocito marrén, la
carencia del contexto extracelular propio del tejido adiposo y la imposibilidad de encontrar
diferencias entre los distintos tipos de tejido adiposo especificos segin su localizacion
(subcutaneo o visceral), que se sabe que difieren tanto en su potencial adipogénico como en
su comportamiento metabdlico en general (Rosen, Walkey et al. 2000).

Como alternativa a este modelo, recientemente se han empezado a utilizar células
madre aisladas a partir del tejido adiposo del ratén (mASC), con potencial de diferenciacion a
adipocitos maduros, entre otros linajes (Lasrich, Bartelt et al. 2015). En el siguiente apartado
se detallardn sus principales caracteristicas para el caso de células humanas, mas interesantes
para el estudio de mecanismos fisioldgicos y patoldgicos en nuestra especie.

1.2.5.2. hASC

Las células madre se dividen tradicionalmente en embrionarias (ESC), obtenidas a
partir de blastocistos y con capacidad de diferenciacidon hacia todos los tipos celulares, y
adultas, derivadas de diferentes tejidos del individuo ya desarrollado y que se pueden
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diferenciar solo hacia unos determinados tipos de células. Estas ultimas se dividen para
reemplazar células muertas y para regenerar tejidos dafiados (Lin, Xin et al. 2010).

Las células madre mesenquimales humanas (hMSC) son células madre somdticas,
procedentes del mesodermo embrionario, que residen en una gran variedad de tejidos.
Aungque originalmente se aislaron del estroma de la médula ésea y Friedenstein las denomind
“mecanocitos” (Friedenstein 1976), también se encuentran en el tejido adiposo, sangre del
cordén umbilical, fluido amnidtico, placenta, tendones, membrana sinovial, musculo
esquelético, etc. Estas presentan un cariotipo normal (euploide) y una alta capacidad de
autorrenovacién, a pesar de no ser tumorales. Ademads, pueden diferenciarse en distintas
progenies de multiples linajes, incluyendo osteoblastos, condrocitos y adipocitos (Chen, Shih et
al. 2008, Schipani and Kronenberg 2008).

De entre ellas, la poblacién que se encuentra en el estroma vascular del tejido adiposo
se engloba bajo el nombre de células madre derivadas de tejido adiposo (ASC, segun la
nomenclatura estandar propuesta por la International Fat Applied Technology Society)
(Gimble, Katz et al. 2007). Se calcula que un 1 % de las células del tejido adiposo blanco
presentan las propiedades bdasicas de las MSC (Ong and Sugii 2013). Ademas de la
diferenciacién osteogénica, condrogénica y adipogénica, se ha descrito que estas células
pueden diferenciarse a musculo esquelético (Mizuno, Zuk et al. 2002) e incluso hacia tejidos
procedentes de linajes no mesenquimales como cardiomiocitos (Planat-Benard, Menard et al.
2004), neuronas (Ashjian, Elbarbary et al. 2003), células pancreaticas (Timper, Seboek et al.
2006), hepatocitos (Bonora-Centelles, Jover et al. 2009), células endoteliales (Auxenfans,
Lequeux et al. 2012), etc. (figura 1.9).
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Figura 1.9: Potencial de diferenciacion de las MSC. Extraido de (http://factorstem.es).
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La capacidad de diferenciacién de las ASC, unida a su abundancia (si se compara con
las MSC obtenidas de médula dsea) y a la facilidad de su extraccidn (generalmente a partir de
procedimientos de liposuccion), hace de estas células una prometedora opcidon para su
aplicacién en ingenieria de tejidos. De hecho, se ha propuesto su potencial terapéutico para
una notable variedad de enfermedades como el infarto de miocardio (Joggerst and
Hatzopoulos 2009), enfermedades neuroldgicas (Martino, Franklin et al. 2010), apoplejia (Liao,
Xie et al. 2009), cicatrizacion de heridas (Wu, Zhao et al. 2010), etc.

Sin embargo, su uso real para éste y otros estudios genéticos y bioquimicos se ve
limitado por su rdpido envejecimiento en cultivo (senescencia), causante de cambios
considerables en sus propiedades moleculares y fenotipicas (Tang and Lane 2012).
Concretamente, se ha demostrado que las alteraciones morfolégicas y el declive en el
potencial de diferenciacidon se deben a un acortamiento prematuro de los telémeros (Bonab,
Alimoghaddam et al. 2006). Ademads, el cultivo prolongado de estas células también
incrementa las posibilidades de una transformacién maligna de las mismas (Rosland, Svendsen
et al. 2009).

En cuanto a la capacidad de diferenciacion adipogénica de las ASC hay que tener en
cuenta que ésta depende del origen de las células asi como de las caracteristicas del donante
(edad, sexo y estado metabdlico), diferencidandose mejor aquellas procedentes de grasa
subcuténea frente a las de grasa visceral (Macotela, Emanuelli et al. 2012).

Como conclusion y a modo de resumen, las hASC constituyen un buen modelo de
célula humana con capacidad de diferenciacién, euploide y de relativamente facil obtencidn,
destacando como principal inconveniente la senescencia celular que imposibilita la realizacion
de experimentos muy prolongados en el tiempo.

[.2.5.3. Otros

Como alternativa a las hASC, en los ultimos afios se han realizado algunos estudios con
una linea de preadipocitos aislados del tejido adiposo de un paciente con el sindrome de
Simpson-Golabi-Behmel (SGBS), sindrome asociado al cromosoma X que se caracteriza por un
crecimiento acelerado. Estas células, no inmortalizadas, poseen la capacidad de proliferar
hasta las 50 generaciones sin perder su potencial de diferenciacién adipogénica (Fischer-
Posovszky, Newell et al. 2008).

Aunque mucho menos utilizadas, una ultima opcion para el estudio de la adipogénesis
en células humanas lo constituyen las células LiSa-2 (Wabitsch, Bruderlein et al. 2000). Sin
embargo, dado que fueron aisladas a partir de un liposarcoma, con ellas no se evitan las
desventajas asociadas a las lineas celulares de origen tumoral.

En cuanto a células de ratén, otros modelos disponibles son las células embrionarias
multipotentes 10T1/2 (Rong, Klein et al. 2011), las células TA1, derivadas de las 10T1/2 tras el
tratamiento con 5-azacitidina (Chapman, Knight et al. 1984), y la linea celular establecida a
partir de grasa epididimal Ob17 (Grimaldi, Djian et al. 1982).
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Para finalizar este capitulo, es necesario destacar que las nuevas tendencias en cuanto
a terapia celular y medicina regenerativa pasan por el uso de células madre pluripotentes
inducidas (iPSC), que pueden generarse a partir de células somaticas adultas mediante técnicas
de reprogramacion (Takahashi, Tanabe et al. 2007). Asi, una fuente alternativa para la
obtencidn de grandes poblaciones de MSC puede ser la diferenciacidon controlada de estas
iPSC, que a su vez pueden diferenciarse hacia el linaje adipogénico (Xiong, LaDana et al. 2013,
Hynes, Menicanin et al. 2014). En esta linea, las iPSC se postulan incluso, en un futuro, como
herramienta de una posible terapia de sustitucién para enfermedades mitocondriales (Galera,
Zurita-Diaz et al. 2016).

I1.3. Mitocondria y adipocitos

I1.3.1. Papel de la mitocondria en la biologia del adipocito

El metabolismo lipidico, asi como el de la glucosa, depende en gran medida de la
mitocondria, ya que la célula necesita metabolizar estos nutrientes para generar energia en
forma de ATP. Aunque todas las células se ven alteradas por una disfuncién mitocondrial, los
tejidos primarios mas afectados son aquellos mas dependientes de la actividad de dicho
organulo, como el musculo esquelético y cardiaco, el cerebro, el higado y también el tejido
adiposo (Kusminski and Scherer 2012).

A pesar de contener relativamente pocas mitocondrias respecto a su gran tamafio, los
adipocitos interpretan las sefiales nutricionales y hormonales y coordinan la respuesta
mitocondrial mas adecuada. Dicha respuesta consistird en, o bien oxidar los acidos grasos y
carbohidratos de la dieta a través del ciclo de Krebs y la cadena respiratoria, o bien almacenar
estos combustibles en forma de triglicéridos hasta que el requerimiento energético del
organismo exija su liberacidn (Sun, Kusminski et al. 2011).

Por tanto, la mitocondria es esencial para el mantenimiento de la funcidn del tejido
adiposo blanco, incluyendo la secrecion de adipoquinas (Koh, Park et al. 2007, Kusminski and
Scherer 2012). Por un lado, juega un papel clave en la lipogénesis, proporcionando los
intermediarios necesarios (acetil-CoA y glicerol-3-fosfato, derivados del metabolismo glucidico)
para la sintesis de triglicéridos. Por otro lado, participa también en la regulacién de la lipolisis,
ya que los acidos grasos resultantes se oxidan en este organulo (B-oxidacién) y se utilizan como
fuente de energia para la produccién de ATP (De Pauw, Tejerina et al. 2009) (figura 1.10).
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Figura 1.10: Principales funciones de la mitocondria en los adipocitos. El piruvato obtenido por glucolisis en el
citosol se convierte en acetil-CoA en la matriz. Los grupos acetilo salen de la mitocondria en forma de citrato, que al
metabolizarse libera acetil-CoA para la sintesis de acidos grasos. Alternativamente, los acidos grasos libres entran a
la mitocondria a través de los complejos carnitina-palmitoil-transferasa-1 (CPT-1), donde son oxidados mediante el
proceso de la B-oxidacion. Los electrones derivados de las reacciones de 6xido-reduccion son aceptados finalmente
por el O,, y la energia desprendida se utiliza en la sintesis de ATP. Por otro lado, PGC1-a contribuye tanto a la
biogénesis mitocondrial como a la adipogénesis, activando factores de transcripcidn especificos implicados en la
expresion de genes nucleares codificantes de proteinas mitocondriales y marcadores adipogénicos. La biogénesis
mitocondrial va acompafiada de un incremento en la produccion de ATP y en la lipogénesis, mientras que la lipolisis
se encuentra inhibida. Modificado de (De Pauw, Tejerina et al. 2009).

Los adipocitos blancos maduros pueden ver reducido su niumero de mitocondrias,
especialmente con la edad, o debido a patologias como la diabetes tipo 2 o la obesidad,
llegando a una hipertrofia que lleva a la pérdida de la mayor parte de su potencial metabdlico
y funcional (Choo, Kim et al. 2006).

1.3.2. Papel de la mitocondria en la diferenciacion adipogénica

Los diferentes factores de transcripcidon, mencionados anteriormente, necesarios para
la diferenciacién adipogénica, requieren ser activados secuencialmente mediante la
participacidn del coactivador 1a del PPARy (PGC-1a), uno de los principales coactivadores de
receptores nucleares que regulan varios componentes del metabolismo energético, y que por
tanto estan implicados tanto en la adipogénesis como en la biogénesis mitocondrial (Scarpulla
2011). En concreto, PGC-1a interactua con los factores respiratorios nucleares (NRF) 1y 2,y
con TFAM, que es responsable directo de la replicacién y transcripcién del mtDNA (Wu,
Puigserver et al. 1999). Esto constituye un argumento importante que apoya el hecho de que
debe existir una coordinacién entre la biogénesis del organulo y el balance energético (De
Pauw, Tejerina et al. 2009).
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Las células madre en general poseen un nimero reducido de mitocondrias asi como
una baja actividad enzimatica mitocondrial, posiblemente como mecanismo para contrarrestar
la acumulacién de dafio oxidativo causado por las ROS producidas en la ETC mitocondrial
(Chen, Hsu et al. 2010). De hecho, se sabe que la mitocondria se mantiene en un estado naive
durante el desarrollo embrionario temprano (Van Blerkom 2009).

Sin embargo, durante la diferenciacién adipogénica se produce una marcada
biogénesis mitocondrial (Wilson-Fritch, Burkart et al. 2003, Newton, Cologna et al. 2011), al
igual que ocurre en otros tipos de procesos de diferenciacién como la osteogénesis (Chen, Shih
et al. 2008), la miogénesis (Moyes, Mathieu-Costello et al. 1997) o la cardiomiogénesis
(Spitkovsky, Sasse et al. 2004). Esta biogénesis mitocondrial es un proceso complejo que
incluye tanto un incremento en la masa mitocondrial (proliferacién) como un cambio en sus
funciones bioldgicas (diferenciacion) (Attardi and Schatz 1988).

Concretamente, se sabe que la diferenciacién in vitro de preadipocitos murinos 3T3-L1
estd acompanada de un importante incremento en la expresiéon de un gran numero de
proteinas mitocondriales, implicadas en el ciclo de Krebs, la B-oxidacidn de los acidos grasos, la
generacion de ATP y la funcién antioxidante (Newton, Cologna et al. 2011). De hecho, el
programa de diferenciacidon a adipocito requiere grandes cantidades de ATP para que las
células lleguen a ser metabdlicamente activas, si bien el contenido de ATP total disminuye
como resultado de un balance negativo entre su produccion y su consumo en procesos de alta
demanda energética como es el caso de la lipogénesis. Del mismo modo, se ha demostrado un
incremento en la tasa de consumo de oxigeno de los adipocitos frente a la de los
preadipocitos, lo que podria ser una clara manifestacion de un aumento en la biogénesis del
sistema OXPHOS durante la diferenciacién adipogénica (Wilson-Fritch, Burkart et al. 2003).
Ademas, tanto los niveles de los complejos OXPHOS como el nimero de copias de mtDNA
aumentan con la diferenciacion a adipocito en otros estudios (Shi, Burkart et al. 2008, Ryu, Kim
et al. 2013). Del mismo modo, el tratamiento de preadipocitos humanos con agentes que
facilitan la diferenciacion in vitro a adipocitos blancos, incrementan también los niveles de
mtDNA (Bogacka, Ukropcova et al. 2005). Por ultimo, se ha demostrado que la diferenciacién
adipogénica de hMSC derivadas de médula dsea se acompafia de un incremento en la
complejidad de las estructuras supramoleculares en las que se organizan los complejos del
sistema OXPHOS, conocidas bajo el nombre de supercomplejos o respirasomas (Hofmann,
Beyer et al. 2012).

Por otra parte, la diferenciacion adipogénica puede verse afectada al manipular
genéticamente el sistema OXPHOS. Por ejemplo, la sobreexpresién del factor de transcripcion
de desarrollo mesodérmico Thx15 en preadipocitos de ratén lleva a una reduccién de masa
mitocondrial, respiracion y expresion de genes codificados en el mtDNA. Como consecuencia,
la diferenciacion a adipocito de estas células se ve interrumpida y se reduce la acumulacion de
triglicéridos (Gesta, Bezy et al. 2011). Asi mismo, se han estudiado células madre derivadas del
tejido adiposo (MASC) aisladas a partir de un ratdén Crifl knock out. Crifl es un factor
traduccional del mtDNA cuya deplecién causa una caida en los niveles de las subunidades
OXPHOS codificadas por el mtDNA a la vez que una alteracién en la diferenciacion adipogénica
(Ryu, Kim et al. 2013). Otro ejemplo es el de la supresion, mediante RNAs de interferencia
pequefios, del factor de transcripcion mitocondrial A (TFAM), un factor clave para la

21



Revision bibliogrdfica

transcripcién y replicacion del mtDNA cuya expresidon aumenta con la diferenciacién
adipogénica. Las hASC con esta modificacion genética sufren una disminucién en la expresion
del gen MT-ND2 y una disminucién de la conversidén a adipocito, determinada por los niveles
de mRNA de la adiponectina (Zhang, Marsboom et al. 2013). Por otro lado, se han disefiado
ratones que expresan una forma mutante de la enzima timidina quinasa 2 (TK2) que lleva a la
pérdida de funcidn de la misma. La TK2 es la responsable de proporcionar desoxitimidina
fosforilada a la mitocondria en células diferenciadas, y su actividad es esencial en el
mantenimiento de los niveles de mtDNA. Este modelo con deplecién mitocondrial presenta
una reduccion de los acimulos de grasa y de la expresion de leptina (Villarroya, Dorado et al.
2011). Finalmente, ratones carentes del receptor nuclear de estrégenos a (ERRa), que controla
la expresion de genes nucleares implicados en la biogénesis mitocondrial, presentan una
deplecién del mtDNA acompafiada de niveles bajos de tejido adiposo blanco y acumulacién
anormal de grasa marron (Luo, Sladek et al. 2003).

La manipulacion fisiolégica o farmacolégica del sistema OXPHOS puede afectar
también a la diferenciaciéon adipogénica. Por ejemplo, cultivar las células en condiciones de
hipoxia (1 % 0O,), siendo el oxigeno el ultimo aceptor de electrones de la cadena de transporte
mitocondrial, inhibe la conversidn a adipocito tanto de preadipocitos murinos como de hMSC,
(Carriere, Carmona et al. 2004, Zhang, Marsboom et al. 2013). Otros estudios llevados a cabo
con preadipocitos murinos 3T3-L1 demuestran que inhibidores del sistema OXPHOS como la
antimicina A, inducen la acumulacién de triglicéridos, si bien estas células no expresan
marcadores de adipocitos maduros (Vankoningsloo, Piens et al. 2005, Vankoningsloo, De Pauw
et al. 2006).

1.4. El tejido adiposo en la patologia mitocondrial

Las enfermedades mitocondriales comprenden un grupo muy heterogéneo y complejo
de enfermedades genéticas causadas por mutaciones tanto en el mtDNA como en el nDNA.
Aunque, como se ha visto, la mitocondria abarca un extenso niumero de rutas metabdlicas,
tradicionalmente el término de patologia mitocondrial se ha utilizado para denominar aquellas
enfermedades causadas por defectos en el sistema OXPHOS. Asi, los fallos en OXPHOS
representan una de las principales causas de trastornos metabdlicos, con una prevalencia de
1/4.300 nacimientos (Gorman, Schaefer et al. 2015). Por otra parte, hoy en dia se considera
que la mitocondria, ya sea directa o indirectamente, estd implicada en mas de la mitad de las
enfermedades humanas (Wallace, Ruiz-Pesini et al. 2003).

Asimismo, las enfermedades del tejido adiposo conforman un amplio espectro de
desoérdenes tanto cualitativos como cuantitativos y de distribucion. Por un lado, los lipomas
son los tumores benignos mas frecuentes en los tejidos blandos. Cuando estos son muy
numerosos se habla de lipomatosis, que pueden ser hereditarias o adquiridas. Por otro lado,
las lipodistrofias son sindromes en los que se produce una alteracidn en la distribucién del
tejido adiposo y complicaciones metabdlicas, pudiendo ser congénitas o adquiridas, parciales o
generalizadas. Por ultimo, tras un proceso inflamatorio o como efecto secundario a
determinados farmacos puede aparecer una atrofia adiposa o lipoatrofia (Delgado and Ingen-
Housz-Oro 2012).
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Aungque histdricamente se ha prestado poca atencion al papel de la mitocondria en el
tejido adiposo blanco, en los ultimos afios un gran nimero de estudios acerca de la obesidad,
la diabetes tipo 2 o las lipodistrofias han llevado a un mayor reconocimiento de la funcién
mitocondrial en la biologia del tejido adiposo y de su regulacidon metabdlica (Villarroya, Giralt
et al. 2009). Si bien se sabe que ocurre una disfuncion mitocondrial en el tejido adiposo de
estos pacientes, todavia se desconoce si esta disfuncidon contribuye o bien es el resultado de
estas alteraciones metabdlicas (Vernochet, Damilano et al. 2014).

I.4.1.Alteraciones en el metabolismo lipidico causadas por mutaciones en
genes nucleares relacionados con el sistema OXPHOS

Como se ha dicho, determinadas enfermedades genéticas mitocondriales estan
causadas por mutaciones en el nDNA, ya que éstas afectan a la codificaciéon de proteinas
implicadas en el funcionamiento de este orgdnulo. Si la funcidon mitocondrial juega un papel
importante en la diferenciacién adipogénica, defectos en estos genes pueden tener su reflejo
en el tejido adiposo o los adipocitos.

Recientemente se ha visto que un grupo de pacientes con sindrome de Leigh causado
por una mutacién en el gen LRPPRC (leucine-rich-pentatricopeptide-repeat-motif-containing)
(Merante, Petrova-Benedict et al. 1993), que codifica para una proteina de unidn a RNA
localizada en la mitocondria, presentan un aumento significativo en sus niveles de triglicéridos,
asi como una menor produccién de adiponectina, respecto al grupo de controles sanos
(Thompson Legault 2015). Del mismo modo, la concentracién de triglicéridos en plasma se
encontré aumentada en enfermos mitocondriales con mutaciones en los genes nucleares
FBXL4, POLG, MPV17 y RRM2B (Clarke, Xiao et al. 2013).

Asimismo, existen también enfermedades mitocondriales causadas por mutaciones en
genes nucleares implicados en la replicacién/transcripcion del mtDNA y que pueden alterar el
tejido adiposo blanco. Por ejemplo, mutaciones en la DNA polimerasa-y mitocondrial
presentes en pacientes con ataxia se han asociado con obesidad (Hakonen, Heiskanen et al.
2005). Del mismo modo, pacientes con mutaciones en TK2, ademds de un fenotipo de
patologia neuromuscular, presentan también un tejido adiposo fuertemente afectado
(Villarroya, Giralt et al. 2009).

1.4.2. Alteraciones en el tejido adiposo causadas por mutaciones en el mtDNA

Se sabe, desde los afios 80, que deleciones y mutaciones puntuales en el mtDNA
pueden ser causantes de determinadas enfermedades humanas, si bien el concepto de
enfermedad mitocondrial ya habia sido introducido en 1962 (Luft, Ikkos et al. 1962). Estas
mutaciones pueden clasificarse en dos tipos: las que afectan a la sintesis proteica y las que se
dan sobre genes codificantes de proteinas. Asi, mutaciones en cualquiera de los componentes
de la maquinaria de replicacién, transcripcion y traduccién mitocondrial (tRNAs y rRNAs) de
proteinas, asi como en la de su plegamiento, importe o ensamblaje, resultan en un sistema
OXPHOS deficiente en cualquiera de sus complejos con subunidades codificadas en el mtDNA.
De hecho, desde que se describid la primera mutacion en un tRNA hace 25 afios (Goto, Nonaka
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et al. 1990), se han encontrado mas de 150 mutaciones en estos genes asociadas a varias
manifestaciones clinicas (Rotig 2011).

Aunque la mayoria de estas mutaciones implican defectos en los tejidos neural y

Y codificado por el

muscular, algunas de ellas, concretamente las localizadas en el tRNA
mtDNA, pueden causar lipomatosis. La lipomatosis simétrica multiple se caracteriza por
depdsitos de tejido adiposo alrededor del cuello, hombros u otras partes del tronco, pero sin
lipoatrofia. La mayoria de los pacientes portadores de las mutaciones m.8344A>G, m.8356T>C,
m.8361G>A o m.8363G>A presentan el sindrome de epilepsia mioclénica asociada a fibras
rojo-rasgadas (MERRF), que cursa con neuropatia y miopatia, pero en otros casos se observan
depdsitos extensos de tejido adiposo en el area dorsal, similares a los que se producen en el
sindrome de Madelung (DiMauro 2004). Incluso la mutacién m.8344A>G se ha encontrado
asociada a un pedigri de lipomatosis simétrica multiple familiar pero en ausencia de las
manifestaciones clinicas tipicas del sindrome de MERRF, resultando mayor el porcentaje de
mutacion en los lipomas que en el propio tejido muscular (Gamez, Playan et al. 1998). Estos
tejidos lipomatosos no muestran cambios en los niveles de mtDNA o en la expresién de los
genes codificados por el mismo, pero si en aquellos genes reguladores de la adipogénesis.
Ademas, los patrones de expresidon génica de los adipocitos blancos frente a los marrones
quedan distorsionados, ya que dichos tejidos expresan la proteina desacoplante 1 (UCP-1)
especifica del tejido adiposo marrdn, pero sin la adquisicion completa de este fenotipo (Vila,
Gamez et al. 2000, Guallar, Vila et al. 2006). Fenotipos similares se han asociado a deleciones
multiples del mtDNA (Klopstock, Naumann et al. 1997) e incluso a una gran delecién Unica que
abarca el 47 % del genoma mitocondrial (Campos, Martin et al. 1996). Mas recientemente se

LeuUUR) 3sociada al

han encontrado casos de pacientes con la mutacion m.3291T>C en el tRNA
sindrome de MELAS (Mitochondrial Encephalomyopathy with Lactic Acidosis and Stroke-like

episodes), que también presentan lipomas (Yarham, Blakely et al. 2013).

Por otra parte, algunas mutaciones patoldgicas en el mtDNA estan fuertemente
asociadas con la diabetes, enfermedad metabdlica intimamente relacionada con la fisiologia
del tejido adiposo. En particular, la m.3243A>G y la m.3271T>C en el gen tRNA"(VWR
ademas de diabetes, un bajo indice de masa corporal (BMI) y lipomatosis en algunos pacientes
(Suzuki, Tsukuda et al. 2002, Suzuki, Nishimaki et al. 2004). Asi mismo, se han hallado pedigris
de diabetes mellitus transmitida por herencia materna y sordera asociados a una delecion de
10,4 Kb en el mtDNA (Ballinger, Shoffner et al. 1992). Mas recientemente, se ha publicado un

causan,

estudio en el que una serie de pacientes con miopatia causada por una variedad de defectos
mitocondriales heredados (incluyendo deleciones, mutaciones puntuales en el mtDNA y en el
nNDNA), presentan una sensibilidad reducida a la insulina en musculo, células A pancreaticas y
tejido adiposo (Rue, Vissing et al. 2014).

1.4.3. mtDNA y lipodistrofias

Las llamadas lipodistrofias hacen referencia a un grupo de enfermedades raras,
congénitas o adquiridas, que se caracterizan por la ausencia parcial o general de tejido
adiposo, con un alto grado de hipertrofia del mismo en lugares poco comunes (Garg 2011,
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Vantyghem, Balavoine et al. 2012). Tanto sus causas como sus manifestaciones clinicas son
diversas, pudiendo dar lugar a graves complicaciones de tipo metabdlico.

Algunos tipos de disfuncidn mitocondrial se han asociado a la aparicién del sindrome
lipodistrdéfico. Por ejemplo, ratones KO para el factor de transcripcién mitocondrial TFAM son
resistentes al aumento de peso (debido a la muerte de los adipocitos y a la inflamacidn del
tejido adiposo) y presentan complicaciones metabdlicas asociadas (Vernochet, Damilano et al.
2014).

Un fenotipo lipodistréfico similar se ha encontrado en individuos de edad avanzada. De
hecho, el modelo de ratén portador de una versién deficiente en la actividad correctora de
errores de la POLGA (subunidad catalitica codificada por el nDNA), presenta un depdsito de
grasa subcutdnea reducido asi como un incremento en la acumulacién de lipidos en tejidos no
adiposos (Trifunovic, Wredenberg et al. 2004).

Existen otras formas raras de lipodistrofias como el sindrome de Barraquer-Simons o
lipodistrofia parcial adquirida, en el que la expresidon de genes relacionados con la funciéon
mitocondrial se encuentra reducida en el tejido adiposo, a pesar de presentar niveles de
mtDNA inalterados (Guallar, Rojas-Garcia et al. 2008).

No obstante, de entre todas ellas, una de las lipodistrofias mds estudiada es aquella
gue se asocia al tratamiento antirretroviral contra el virus de la inmunodeficiencia humana o
VIH, virus de la familia de los retrovirus causante del sindrome de inmunodeficiencia adquirida
o SIDA.

La lipodistrofia asociada al VIH afecta a un importante grupo de pacientes infectados y
bajo tratamiento antirretroviral (abreviado como HAART, terapia antirretroviral de gran
actividad), consistente en lipoatrofia de la grasa subcutanea, obesidad visceral y, en ocasiones,
lipomatosis en la regién dorso-cervical (Villarroya, Giralt et al. 2009). La HAART se basa en la
accion de dos grandes familias de drogas, inhibidores de la transcriptasa reversa (que pueden
ser analogos nucledsidos o NRTIs, o no-nucledsidos), e inhibidores de proteasas (IPs). A pesar
de su efectividad, el uso a largo plazo de estos compuestos causa los mencionados efectos
secundarios a un 25-50 % de los pacientes. La principal hipdtesis propuesta se basa en la
toxicidad mitocondrial por accidn de los NRTIs, uno de cuyos efectos colaterales es la
inhibicion de la DNA polimerasa-y responsable de la replicacion del mtDNA (Villarroya,
Domingo et al. 2005).

1.4.3.1. NRTIs

Como se ha dicho, el uso de andlogos de nucledsidos inhibidores de la transcriptasa
reversa (NRTIs) induce la pérdida de grasa por la inhibicion de la DNA polimerasa-y
mitocondrial, llevando a anomalias en cuanto a la distribucidn del tejido adiposo y a diversas
alteraciones metabdlicas (Lee, Hanes et al. 2003).

Asi, los pacientes VIH positivos tratados presentan una deplecidn de su mtDNA asi
como una expresion disminuida de los genes relacionados con la diferenciacion adipogénica, el
almacenamiento de lipidos y la secreciéon de adipoquinas (Pace, Martin et al. 2003, Caron,
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Auclair et al. 2004, Giralt, Domingo et al. 2006). Asimismo, sus adipocitos se encuentran en un
amplio rango de tamafios, con un citoplasma abundante y rico en mitocondrias y multiples
gotas lipidicas (Lloreta, Domingo et al. 2002). Ademas, el estudio de biopsias extraidas de
lipomas dorso-cervicales (conocidos bajo el nombre en inglés de buffalo-hump) presentes en
algunos pacientes con lipodistrofia asociada a VIH, muestra una deplecién del mtDNA similar a
la encontrada en el tejido adiposo subcutaneo y visceral atrofiado (Guallar, Gallego-Escuredo
et al. 2008).

En concreto, la azidotimidina (zidovudina, AZT) fue la primera droga antirretroviral
autorizada en el afio 1987, sentando las bases de la terapia HAART que, desde su implantacion
hace 20 afios, constituye el principal tratamiento anti-VIH en la actualidad (Rodriguez-Novoa,
Barreiro et al. 2006). Describiendo brevemente su modo de accion, cuando el VIH entra en la
célula empieza a transcribir su RNA monohebra en un DNA proviral, utilizando para ello la
enzima transcriptasa reversa del propio virus. Los NRTIs, al ser analogos de nucledtidos, se
incorporan en la elongacion de este DNA y causan una terminacidon prematura de la cadena.
Ademas de la AZT, los NRTIs permitidos para su uso clinico actualmente son didanosina (ddl),
estavudina (d4T), lamivudina (3TC), emtricitabina (FTC) y abacavir (ABC). En cambio, la
dideoxicitidina (zalcitabina, ddC) ya no estd autorizada (Gardner, Hall et al. 2014) (figura I.11).

INDICE DE TOXICIDAD

Figura 1.11: Estructura y toxicidad de los analogos de nucledsidos. Se muestran los datos disponibles de zalcitabina
(ddC), lamivudina (3TC), didanosina (ddl, que se metaboliza a ddA), zidovudina (AZT), estavudina (D4T), abacavir
(CBV), tenofovir (PMPA), y 1-(2-deoxy-2-fluoro-G-D-arabinofuranosyl)-5-iodoracil (FIAU), que causé la muerte de
varios pacientes en sus ensayos clinicos. Obtenido de (Lee, Hanes et al. 2003).
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Los NRTIs se fosforilan intracelularmente (Janneh, Hoggard et al. 2003), siendo los
NRTIs-trifosfato los que inhiben la polimerasa-y mitocondrial, causando una disminucién en la
cantidad de mtDNA en células de sangre periférica, misculo y tejido adiposo de pacientes
tratados (Cossarizza, Mussini et al. 2001). Asociado a esto, también se ha demostrado una
reduccion en la actividad de la cadena respiratoria tras el tratamiento con NRTIs (Hammond,
Nolan et al. 2004), y la apariciéon de deleciones multiples en su mtDNA (Miro, Gomez et al.
2000, Zaera, Miro et al. 2001).

Del mismo modo y mas concretamente, preadipocitos tratados in vitro con NRTIs,
tanto murinos como humanos, presentan una deplecién de su mtDNA, asi como una
adipogénesis disminuida (Caron, Auclair et al. 2004, Walker, Auclair et al. 2006, Stankov,
Schmidt et al. 2008, Stankov, Lucke et al. 2010, Stankov, Panayotova-Dimitrova et al. 2013).

Por otra parte se ha visto que, en células de hepatocarcinoma HepG2, el tratamiento
con AZT causa otras alteraciones metabdlicas, como el aumento en los niveles de lactato y de
anién superodxido, pero sin deplecion del mtDNA, mientras que ddC y ddl no provocan estos
trastornos pero si que hacen disminuir la cantidad de mtDNA (Lund, Peterson et al. 2007). Esto
sugiere que, aunque similares en estructura, existen diferencias entre los mecanismos de
toxicidad de los distintos NRTIs. De hecho, se han propuesto otras vias de citotoxicidad ademas
de la inhibicion de la POLG, como la inhibicion de nucleétido quinasas enddgenas (Lynx,
Bentley et al. 2006), la inhibicidn directa de la fosforilacién oxidativa (Lund and Wallace 2004),
generacion de ROS (Mak, Nedelec et al. 2004) y mutaciones tanto en el mtDNA como en el
NDNA (Sussman, Olivero et al. 1999).

Dado que no todos los pacientes tratados con NRTIs experimentan esta toxicidad, se
cree que determinados factores genéticos deben estar implicados en este proceso. Por
ejemplo, un paciente con acidosis lactica grave, con la mutacidn homocigética R964C en el gen
de la POLG, localizada en una regidon muy conservada en la familia de las polimerasas A,
mostré tan solo un 14 % de actividad enzimatica, ademas de una caida significativamente
mayor en los niveles de mtDNA al ser tratado con el NRTI estavudina (d4T) (Yamanaka,
Gatanaga et al. 2007, Bailey, Kasiviswanathan et al. 2009). La susceptibilidad a esta droga
también se ha asociado a la presencia de la mutaciéon E1143G en heterocigosis en el mismo
gen (Chiappini, Teicher et al. 2009).

Por otra parte, se han observado efectos similares producidos por otros analogos de
nucledsidos utilizados en el tratamiento contra diversos virus, como por ejemplo el de la
hepatitis B cronica (McKenzie, Fried et al. 1995).

Por ultimo, se ha demostrado que los NRTIs también pueden desencadenar la
aparicion de una de las enfermedades mitocondriales mas frecuentes, como es el caso de la
neuropatia éptica hereditaria de Leber o LHON (Mackey, Fingert et al. 2003).

I.5. Xenobioticos OXPHOS

Por otra parte, considerando el sistema OXPHOS importante para la diferenciacion
adipogénica, numerosos compuestos quimicos utilizados en medicina, agricultura u otras
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actividades humanas que pueden afectar a la funcion OXPHOS (Degli Esposti 1998, Wallace
2008, Nadanaciva and Will 2011), podrian alterar también la adipogénesis. Existen varios
mecanismos mediante los cuales determinadas drogas pueden causar una disfuncidn
mitocondrial: inhibir de forma individual cada uno de los complejos del sistema OXPHOS,
desacoplar el transporte de electrones de la sintesis de ATP, inhibir los transportadores o
translocadores mitocondriales, impedir la replicacion del mtDNA o la sintesis mitocondrial de
proteinas, causar estrés oxidativo, abrir de forma irreversible el poro de transicién de
permeabilidad mitocondrial, o inhibir enzimas implicadas en la oxidacion de los acidos grasos o
en el ciclo de Krebs (Nadanaciva and Will 2011).

I.5.1. Antibidticos

Aproximadamente el 40 % de los antibidticos interfieren con el proceso de sintesis de
proteinas de las bacterias uniéndose a sitios funcionalmente importantes dentro del ribosoma
(Bashan, Zarivach et al. 2003). Considerando el origen bacteriano de la mitocondria, uno de los
principios minimos del tratamiento con antibidticos como es la toxicidad selectiva no siempre
se cumple, de manera que pueden afectar también a la sintesis mitocondrial de proteinas y
por tanto provocar efectos secundarios en los seres humanos (Pacheu-Grau, Gomez-Duran et
al. 2010).

1.5.1.1. Antibioticos utilizados en el cultivo celular

A pesar de su efectividad para evitar la contaminacidn bacteriana y flngica en los
cultivos celulares in vitro, los antibidticos (generalmente gentamicina o la combinacion de
penicilina y estreptomicina) presentan un gran nimero de inconvenientes. Por un lado, cuando
se usan de forma rutinaria, los agentes contaminantes de crecimiento lento, como
micoplasmas o virus, son mas proclives a aparecer, ademdas de favorecer la formacion de
bacterias resistentes. Otro aspecto a tener en cuenta es que, debido a la excesiva confianza
depositada en el uso de antibidticos, se tienden a promover modos poco asépticos para
trabajar en instalaciones de cultivo celular (Cohen, Samadikuchaksaraei et al. 2006).

Por otra parte, dada la estructura y propiedades fisicoquimicas de los antibidticos,
pueden unirse a distintos componentes de la célula en cultivo y ejercer una influencia sobre
sus rutas bioquimicas. Sin embargo, tras una extensa busqueda bibliografica, tan solo se ha
encontrado un pequefio numero de trabajos que hagan referencia a este tema.
Concretamente para el caso de las células madre adultas, con gran potencial para la
investigacion biomédica y la ingenieria regenerativa, se ha dedicado un gran esfuerzo a la hora
de definir las condiciones éptimas de cultivo, pero llamativamente no se ha tenido en cuenta la
influencia de los antibidticos que se introducen de forma rutinaria en dichos protocolos.
Debido a este desconocimiento, el uso de antibidticos en los laboratorios de cultivo celular
estd muy extendido, no prestandose atencion a los efectos secundarios que éstos pudieran
tener sobre distintos procesos metabdlicos como la diferenciacién.

Por ejemplo, se ha visto que cultivos de hepatocitos primarios de rata tratados con
penicilina/estreptomicina presentan una inhibicién de la sintesis proteica (Schwarze and
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Seglen 1981). Por otra parte, la administracién de la misma mezcla de antibidticos a
adipoblastos primarios de ratas obesas Zucker, modifica la actividad lipasa de la lipoproteina
liberadora de heparina (Goldstein and Johnson 1982). Asimismo, en células de melanoma de
raton B16/F10, el antibidtico causa la estimulacion de las actividades DOPA oxidasa y tirosina
hidroxilasa, ademas de una leve inactivacién de la actividad dopacromo tautomerasa
(Martinez-Liarte, Solano et al. 1995).

1.5.1.2. Aminoglicésidos

Los aminoglicésidos son una familia de antibidticos que provocan la incorporacién de
aminoacidos erréneos durante la sintesis de proteinas (Pape, Wintermeyer et al. 2000). A esta
familia pertenecen la paromomicina, la gentamicina y la estreptomicina entre otros (figura
1.12), y todos ellos se unen al sitio decodificante de la subunidad ribosomal pequefia (Wilson
2009).

Figura 1.12: Estructura quimica de algunos aminoglicésidos. De izquierda a derecha: paromomicina, gentamicina y
estreptomicina.

La selectividad de los aminoglicésidos depende fundamentalmente de un Unico
nucledtido dentro del rRNA, presente en el rRNA 12S mitocondrial humano que le confiere
sensibilidad a los mismos, de manera que resultan neurotdxicos y ototdéxicos para nuestra
especie (Forge and Schacht 2000). Ademas, dos mutaciones en el mt-rRNA (m.1494C>T y
m.1555A>G), que se asocian a sordera familiar vinculada al tratamiento con aminoglicdsidos,
se dan en posiciones importantes para la unién del antibidtico en el equivalente rRNA 16S
bacteriano (Prezant, Agapian et al. 1993, Zhao, Li et al. 2004).

Por otro lado, el tratamiento con aminoglicésidos en una linea celular humana del
epitelio mamario causa un incremento en la produccién de ROS asi como una disfuncién
mitocondrial marcada por la inhibicion de los complejos respiratorios, el potencial de
membrana y los niveles de ATP (Kalghatgi, Spina et al. 2013).
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[.5.1.3. Cloranfenicol

El cloranfenicol (figura 1.13) es un antibidtico de amplio espectro que se une al sitio A
del centro peptidil transferasa del ribosoma bacteriano inhibiendo la elongacién (Schlunzen,
Zarivach et al. 2001). Ademas, se ha visto que el cloranfenicol inhibe el proceso de traduccion
mitocondrial, dando lugar a fenotipos frecuentes en patologias mitocondriales como la
neuropatia dptica y periférica (Carelli, Ross-Cisneros et al. 2002).
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Figura 1.13: Estructura quimica del cloranfenicol.

1.5.1.4. Linezolid

El linezolid es un antibidticos sintético, el primero del grupo de las oxazolidinonas en
recibir la aprobacién, en el afo 2000, de la Food and Drug Administration (FDA), utilizado
contra numerosas infecciones bacterianas, especialmente para el tratamiento de enterococos
resistentes a vancomicina (Birmingham, Rayner et al. 2003). Sin embargo, a pesar de su
eficacia, su uso es limitado debido a su toxicidad, causante de mielosupresion, neuropatia
periférica y sindrome serotoninérgico. Recientemente, su uso también se ha asociado a
hipoglucemia, acidosis lactica y pancreatitis aguda, entre otros efectos secundarios (Johnson,
Vaduganathan et al. 2015).

Estudios cristalograficos han demostrado que el linezolid se une al sitio A del centro
peptidil transferasa (PTC) de la subunidad grande ribosomal, al igual que lo hace el
cloranfenicol (Wilson, Schluenzen et al. 2008) (figura 1.14).
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Figura 1.14: Sitio de union del linezolid al centro peptidil transferasa de la subunidad grande ribosomal. Obtenido
de (Wilson, Schluenzen et al. 2008).

Asi, el linezolid ha demostrado ser un potente inhibidor de la traducciéon mitocondrial
en numerosos tejidos de mamiferos (McKee, Ferguson et al. 2006), demostrandose que su
administracién in vitro a células humanas causa una disminucién en la proliferacion celular,
masa mitocondrial, actividades enzimaticas y niveles de los complejos respiratorios (Garrabou,
Soriano et al. 2007).

1.5.2. Inhibidores OXPHOS

Al igual que ocurre de forma indirecta con los antibidticos, existen ciertos inhibidores
clasicos del sistema OXPHOS que, aunque actlen directamente solo sobre una de las enzimas
de la ETC, detienen todo el mecanismo (figura 1.15). La utilizacién de estos compuestos en
experimentos de diferenciacién permite un estudio mas especifico de la importancia de la
cadena respiratoria mitocondrial en dicho proceso. Sin embargo, los datos publicados sobre el
efecto de estos inhibidores recogen resultados contradictorios, por lo que seria necesario un
trabajo mas detallado para evaluar el potencial adipogénico o antiadipogénico de los mismos
en varios tipos celulares.
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Figura 1.15: Inhibidores del sistema OXPHOS. Se muestra su estructura quimica asi como su sitio de accion sobre los
complejos proteicos del sistema OXPHOS. Modificado de (www.molgen.mpg.de).

I.5.2.1. Rotenona

La rotenona es un insecticida isoflavonoide de origen vegetal que ha demostrado ser
un inhibidor mitocondrial altamente especifico del complejo I. Concretamente, este téxico se
une al Cl inhibiendo la oxidacidn del NADH, lo que provoca la fuga de electrones que se
combinan con oxigeno dando lugar a ROS (Li, Ragheb et al. 2003). Como efecto secundario
destacable, la exposiciéon crénica a este pesticida puede reproducir caracteristicas de la
enfermedad de Parkinson (Degli Esposti 1998).

Respecto a la diferenciacién adipogénica, la rotenona disminuyé la tinciéon con Oil Red
O vy los niveles de mRNA de adiponectina en hMSC diferenciadas a adipocitos (Zhang,
Marsboom et al. 2013), pero indujo la acumulacion lipidica en hASC a través de la activacion de
PPARy (Kim, Kim et al. 2014).

1.5.2.2. Antimicina A

Las antimicinas son antibidticos producidos como metabolitos secundarios por las
bacterias del género Streptomyces. La antimicina A es un inhibidor del complejo Il que actua
blogueando la transferencia de electrones entre el citocromo b y el citocromo c; (Rieske,
Lipton et al. 1967).

Al igual que en el caso de la rotenona, la antimicina A disminuyd la diferenciacién
adipogénica de preadipocitos 3T3-F442A de ratdn (Carriere, Carmona et al. 2004), pero indujo
la adipogénesis en hASC (Kim, Kim et al. 2014). En esta misma direccidn, el tratamiento de
células 3T3-L1 con antimicina A y con otros inhibidores del Clll (estigmatelina y mixotiazol)
indujo la acumulacion de triglicéridos (Vankoningsloo, Piens et al. 2005).
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1.5.2.3. Oligomicina

La oligomicina es un macrdlido producido por bacterias del género Streptomyces. Es un
inhibidor de la ATP sintasa mitocondrial o CV, ya que actua bloqueando el canal protdénico de
su fraccion Fy (Penefsky 1985).

De forma similar a lo que ocurre con otros inhibidores del sistema OXPHOS, se ha
descrito que la oligomicina induce la acumulacién de triglicéridos en preadipocitos 3T3-L1 de
ratdn (Vankoningsloo, Piens et al. 2005).

1.5.3. Toxicos medioambientales

Ademas de los mencionados, restringidos practicamente a su uso en el laboratorio,
existen numerosos tdxicos ambientales que interaccionan con los complejos del sistema
OXPHOS. Ademds, hay que tener en cuenta que el elevado contenido lipidico de las
membranas mitocondriales facilita la acumulacién de compuestos lipofilicos (Meyer, Leung et
al. 2013), que es la naturaleza quimica de la mayoria de estas sustancias. Por ejemplo, el
complejo | de la cadena respiratoria es la diana de sustancias tanto naturales como artificiales
utilizadas en el sector agroalimentario (insecticidas, acaricidas, pesticidas, antifungicos) y en el
sanitario (sedantes, analgésicos, antihistaminicos, antisépticos bucales), por lo que la
exposicién humana a este tipo de inhibidores es elevada (Degli Esposti 1998).

Por lo tanto, dichos contaminantes ambientales podrian tener también un efecto en el
potencial de diferenciacién adipogénica de las células madre que se encuentran en este tejido.

1.5.3.1. Patologia OXPHOS y toxicos medioambientales

En relacion a las enfermedades mitocondriales, se han identificado varias interacciones
gen-ambiente que potencialmente modifican el desarrollo de las mismas. Por ejemplo, el
consumo de alcohol o de tabaco son dos de los principales factores de riesgo para la pérdida
de visién de pacientes con neuropatia 6ptica hereditaria de Leber o LHON (Kirkman, Yu-Wai-
Man et al. 2009). Asimismo, existen casos publicados en los que el paciente desencadena los
primeros sintomas de dicha enfermedad tras la exposicion a vapores industriales como el n-
hexano u otros disolventes (Carelli, Franceschini et al. 2007).

En otro orden de cosas, se ha visto que la exposicion a bajas concentraciones de
lindano, un insecticida extensamente utilizado en agricultura y ganaderia, actia como
disruptor endocrino a través de la alteracién de la funcion mitocondrial, provocando un
notable incremento en la biogénesis de dicho organulo (Benarbia Mel, Macherel et al. 2013).
Otro ejemplo es el de la toxicidad provocada por el sulfonato de perfluoroctano (PFOS),
utilizado en una gran cantidad de procesos industriales. Su administracion prenatal en ratas ha
demostrado causar dafios en la ultraestructura mitocondrial asi como en la expresion de
proteinas esenciales para el funcionamiento del sistema OXPHOS (Xia, Wan et al. 2011).

Para explicar como un téxico ambiental puede afectar a la funcién OXPHOS pueden
considerarse diferentes factores. En primer lugar, la dosis necesaria para que una alteraciéon de
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este tipo sea visible deberia ser alta. Esto se daria o bien tras un pico agudo de administracion
o bien mediante la exposicidn continua a dichos compuestos. El mismo efecto se produciria si
el téxico se almacenase en alguno de los tejidos del cuerpo y se fuese liberando lentamente de
forma continua. Por otro lado, el sistema OXPHOS también se veria afectado si el téxico fuese
capaz de provocar una modificacion en el genoma, probablemente mediante mecanismos
epigenéticos como la metilacion del DNA (Tabb and Blumberg 2006).

1.5.3.2. El tejido adiposo como almacén de toxicos medioambientales

Recientemente se ha visto que el tejido adiposo juega un papel importante en la
alteracion de las propiedades toxicoldgicas y cinéticas de los llamados contaminantes
organicos persistentes (o POPs, del inglés persistent organic pollutants) (Kim, Marchand et al.
2011, Kim, Pelloux et al. 2012).

Algunas particularidades de este tipo de contaminantes son su bioacumulacién a
través de la cadena alimentaria, sobretodo en alimentos grasos de origen animal (Bergkvist,
Oberg et al. 2008), y su resistencia a las enzimas encargadas de metabolizar la mayor parte de
los xenobidticos quimicos (Barouki 2010).

Dado su caracter hidrofdbico, el tejido adiposo puede almacenar una gran variedad de
estos xenobidticos de manera que, mediante su lenta liberacidn, el resto de tejidos sufriria una
exposicidén continua a dichas sustancias (La Merrill, Emond et al. 2013). Sin embargo, puesto
que se sabe que los POPs se localizan entre las gotas lipidicas de los adipocitos (Bourez, Le Lay
et al. 2012), la hipdtesis contraria también seria posible: su acumulacién reduciria la
disponibilidad de estos contaminantes al resto de tejidos, limitando asi su toxicidad sistémica.

Por otra parte, el tejido adiposo en si mismo puede ser la diana de estos xenobidticos,
pudiendo causar asi una alteracion de sus funciones o una modulacién en la diferenciacion de
sus células precursoras (La Merrill, Emond et al. 2013). Por ejemplo, un estudio reciente
muestra que el bisfenol-A, a bajas concentraciones, incrementa de forma significativa la
diferenciacion adipogénica de células 3T3-L1 (Ariemma, D'Esposito et al. 2016).

1.5.3.3. Obesdgenos

La hipdtesis de los obesdgenos consiste en explicar el papel que juegan algunos
contaminantes quimicos medioambientales como disruptores de determinados controles
homeostaticos presentes en el cuerpo humano, de manera que pueden provocar un aumento
de peso (grasa) que lleva a obesidad, asi como a otras complicaciones metabdlicas (Thayer,
Heindel et al. 2012, Grun 2014). Las etapas mas criticas de susceptibilidad a los obesdgenos se
dan durante el desarrollo (prenatal, postnatal y pubertal), ya que sus efectos se atribuyen a
mecanismos de regulacion epigenética sobre determinados genes (Barouki, Gluckman et al.
2012).

Asi, la lista de contaminantes quimicos con pruebas o sospechas de ser disruptores
endocrinos es extensa, incluyéndose derivados plasticos, pesticidas, herbicidas, fungicidas,
estrégenos sintéticos, antibidticos, etc. (Vandenberg, Colborn et al. 2012).
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15.3.3.1. TBTC

El cloruro de tributiltina (TBTC) pertenece a la familia de las organotinas (figura 1.16),
incluidas en la lista de los POPs antes mencionados, cuyas aplicaciones en procesos
industriales son diversas: como catalizadores, para la fabricaciéon de PVC y otros plasticos, en
un amplio espectro de biocidas, etc. De hecho, la produccién mundial de estos compuestos ha
crecido desde las 5.000 hasta las 30.000 toneladas/afio en los ultimos 60 afios (Grun 2014).
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Figura 1.16: Derivados mas comunes de las organotinas. Se muestra la férmula general asi como la estructura
quimica de cada una. Obtenido de (Grun 2014).
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Los efectos bioldgicos de las organotinas han sido exhaustivamente estudiados desde
hace mas de 40 afos, aunque fue hace 10 cuando se centré la atencién en su posible potencial
como obeségeno (Grun and Blumberg 2006). Hasta entonces, dado el uso extendido de las
triorganotinas como componente alguicida y molusquicida de las pinturas para barcos, se
habian observado determinados efectos fenotipicos en moluscos, como imposex
(masculinizacién de organismos hermafroditas), esterilidad y malformaciones en las conchas,
lo que sugeria una sefializacion hormonal incorrecta (Smith 1981). Ademas, las tributiltinas
(TBT) tienen una tasa muy lenta de degradacidn ambiental y un gran potencial de
bioacumulacidn, por lo que su efecto se extiende a otras especies superiores en la cadena
tréfica. Por ello, su uso en este tipo de pinturas fue prohibido de forma global por la
Organizaciéon Maritima Internacional en 2003 (Champ 2003), siendo calificadas por la World
Wildlife Fund como “el quimico mas téxico que se ha liberado nunca de forma deliberada a los
océanos”.

Los mecanismos de toxicidad de las organotinas son muy variados. Dada su habilidad
para asociarse a membranas celulares y para alterar la fluidez y estado de peroxidacién de los
lipidos, provoca dafos en dichas membranas y estimula determinadas rutas de sefalizacién de
lipidos (Chicano, Ortiz et al. 2001). Ademas, son capaces de unirse y activar al PPARy que,
como ya se ha dicho, es la principal regulador transcripcional de la adipogénesis (Grun and
Blumberg 2006).

Otras lineas de investigacion demuestran que la exposicidon a organotinas lleva a una
desregulacion de la homeostasis del calcio (Chow, Kass et al. 1992), que interacciona con
componentes del poro de permeabilidad mitocondrial causando apoptosis (Nishikimi, Kira et
al. 2001). Mas recientemente, otros autores han propuesto que el TBT inhibe la isocitrato
deshidrogenasa dependiente de NAD (Yamada, Kotake et al. 2014), de manera que llevaria a
cabo un mecanismo de disrupcién endocrina no genémico.

Por otro lado, las triorganotinas afectan al acoplamiento energético mitocondrial
interactuando directamente con la F;Fy-ATP sintasa tanto en procariotas como eucariotas,
inhibiendo el flujo de protones y reduciendo asi los niveles de ATP intracelular (Matsuno-Yagi
and Hatefi 1993). Concretamente, la diana de las organotinas para la inhibicion de la ATP
sintasa seria la subunidad a del canal iénico (p.MT-ATP6 en mitocondrias), cuya entrada
quedaria blogueada por la unidon del TBTC tal y como exponen estudios posteriores (von
Ballmoos, Brunner et al. 2004) (figura 1.17). Por todo ello, la respuesta a cémo un téxico
ambiental como la tributiltina promueve la obesidad es complicada y todavia incompleta.
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Figura 1.17: Modelo de interaccion entre el TBTC y la ATP sintasa. La sintesis de ATP estd acoplada al flujo de iones
a través de la subunidad Fy. Las organotinas se acumulan en la membrana y penetran facilmente hasta la entrada
del canal, impidiendo el paso de iones. Como consecuencia, la sintesis de ATP queda bloqueada. Obtenido de (von
Ballmoos, Brunner et al. 2004).

Por otra parte, recientemente se ha demostrado que el TBTC puede agravar el efecto
de mutaciones patoldgicas en la subunidad ATP6 de la ATP sintasa, como es el caso de la
m.8993T>G (Lopez-Gallardo, Llobet et al. 2016), que generalmente se asocia a la enfermedad
de NARP (debilidad muscular neurogénica, ataxia y retinitis pigmentosa) a niveles bajos o a la
de MILS (sindrome de Leigh de herencia materna) cuando el porcentaje de mutacidn es muy
elevado (Tatuch, Christodoulou et al. 1992). Por lo tanto, la combinaciéon de la mutacidn
patoldgica con este contaminante ambiental podria modificar la expresidén fenotipica de la
misma.
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II. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

I1.1. Hipotesis

Existen cientos de xenobidticos que afectan al funcionamiento del sistema OXPHOS y a
los que el ser humano puede estar expuesto a lo largo de su vida.

Por otro lado, parece ser que el sistema OXPHOS es importante para la diferenciacién
de las células madre adultas, concretamente hacia el linaje adipogénico, tejido que hoy en dia
es considerado uno de los mayores 6rganos endocrinos del organismo y que estd implicado en
un gran numero de enfermedades metabdlicas emergentes, como la obesidad y la diabetes.
Ademas, varias patologias mitocondriales causadas por mutaciones en el mtDNA cursan con
alteraciones en el tejido adiposo, por lo que debe existir una relacién entre la biologia del
adipocito como célula diferenciada madura y el sistema OXPHOS.

Por lo tanto, la hipdtesis de esta tesis doctoral es que xenobidticos que afectan al
sistema OXPHOS pueden alterar la diferenciacidon de los adipocitos, lo que podria conllevar
consecuencias patoldgicas en el individuo.

I1.2. Objetivos

Objetivo general:

Estudiar el papel del sistema OXPHOS en la diferenciacion celular de las hASC a adipocitos.
Objetivos especificos:

- Caracterizar las hASC como modelo celular para el estudio de la adipogénesis.

- Conocer los cambios que se producen en cuanto a la funcién mitocondrial de las hASC al
diferenciarse a adipocitos.

- Analizar el efecto de distintos xenobidticos OXPHOS sobre la diferenciacion adipogénica.

- Evaluar las posibles consecuencias patoldgicas de una alteracién en la adipogénesis causada
por defectos en el sistema OXPHOS.
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I1I. RESULTADOS

II1.1. Caracterizacion de las hASC

Para el desarrollo de esta tesis doctoral se han utilizado principalmente células madre
derivadas de tejido adiposo humanas (hASC, del inglés human Adipose-derived Stem Cells)
obtenidas comercialmente de la firma Life Technologies (ThermoFischer Scientific).
Concretamente, se adquirieron tres viales procedentes de tres donantes distintos, en adelante
hASC-1, hASC-2 y hASC-3. La mayoria de los experimentos se realizaron con las hASC-1 aunque,
tal y como se indicara, en algunos de ellos se utilizaron también las hASC-2.

I11.1.1. Caracterizacion genética

I11.1.1.1. Huella genética

Para caracterizar genéticamente las células utilizadas en esta tesis, se analizé la huella
genética de 16 secuencias cortas repetidas en tandem (STR, del inglés short tandem repeats),
altamente polimérficas y dispersas por todo el genoma. En la tabla Ill.1 se muestran los
resultados obtenidos para las hASC-1y las hASC-2, procedentes de dos donantes diferentes.

Marcador Cromosoma Aletos
hASC-1 hASC-2
TPOX 2 8,11 8,11
D251338 2 25 16, 17
D351358 3 16, 17 14, 15
FGA 4 21,23 21,24
D55818 5 12 12,13
CSF1PO 5 11, 12 11, 12
D75820 7 10, 11 10, 11
D8S1179 8 13, 14 13,14
THO1 11 6 6
vWA 12 15 17
D13S317 13 11,12 11,13
D16S539 16 12 9,11
D18S51 18 12,13 13,18
D195433 19 13,15 15
D21S511 21 31.2,33 29, 30
AMEL X X X

Tabla lll.1: Perfiles STR de las células utilizadas. Se muestran los loci amplificados y los alelos obtenidos.

45



Resultados

Esta técnica permite comprobar en todo momento la autenticidad de las células
utilizadas en los diferentes estudios, evitando asi uno de los problemas mds comunes en los
laboratorios en los que se trabaja con cultivos celulares, como es la contaminacién cruzada
entre células de distintos linajes o incluso especies (Yu, Selvaraj et al. 2015).

I11.1.1.2. Cariotipado

Se sabe que las lineas celulares cultivadas durante periodos de tiempo prolongados
pueden sufrir alteraciones en su cariotipo, ya no solo por sus caracteristicas genéticas sino por
las propias condiciones de cultivo (Mamaeva 1998). Dado que las hASC constituyen un cultivo
primario, de envejecimiento rapido, todos los experimentos se llevaron a cabo en un pase
inferior a 10 (Wagner, Ho et al. 2010). Por ello, el andlisis citogenético de las células utilizadas
se realizd en este pase, comprobando asi que mantenian su cariotipo euploide.

Se analizaron un total de 20 metafases de cada cultivo celular, obteniéndose en todos
los casos un nimero de cromosomas igual a 46, sin alteraciones cromosémicas resefiables. En
la figura lll.1 se muestran imagenes representativas de los cariotipos obtenidos, con los pares
de cromosomas ordenados de acuerdo a su morfologia y tamaiio.

>
@

| '
le 1 0T M Co 2000
R IR N RIS NiE]
1T T T 1 D I B T 1 AT

k'

LU | S YR aﬁ | SR PO LI ( )

Figura Ill.1: Cariotipos de las células utilizadas. A) hASC-1. B) hASC-2.

I11.1.1.3. Secuenciacion completa del mtDNA

Para la caracterizacion genética mitocondrial de las células de esta tesis, se secuencid
su mtDNA completo. La especial localizacién y caracteristicas del mtDNA lo hacen
particularmente susceptible a la acumulacién de mutaciones puntuales que dan lugar a un
gran numero de variantes. Muchas de estas mutaciones no tienen efecto fenotipico o éste es
muy suave, pero otras son la causa de enfermedades muy graves conocidas como
mitocondriopatias (Montoya, Lopez-Gallardo et al. 2009). Por lo tanto, todo el genoma
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mitocondrial ha de ser secuenciado para descartar la existencia de mutaciones de este tipo
que puedan alterar la funcionalidad del sistema OXPHOS. Asimismo, la secuenciacién completa
del mtDNA permite encuadrar a las células dentro de un haplogrupo mitocondrial, definido por
un conjunto de mutaciones de efecto moderado que modifican algunas caracteristicas de su
sistema OXPHOS (Montoya, Lopez-Gallardo et al. 2009).

Las secuencias obtenidas se analizaron mediante el programa informatico Sequencher
tomando como referencia la secuencia de Cambridge revisada (rCRS). En la tabla Ill.2 se
muestran los polimorfismos encontrados en tres hASC diferentes (procedentes de distinto
donante). Las variantes en el mtDNA de la muestra se compararon con un arbol filogenético
qgue incluye mas de 20.000 secuencias (http://www.phylotree.org). La mayor parte de las
mutaciones de la muestra de estudio son comunes en la poblacién, por lo que se trata de
mutaciones antiguas. Ademas, todas ellas han sido descritas anteriormente como variantes
poblacionales, aparentemente no patolégicas (van Oven and Kayser 2009).

Genes SNP
mtDNA hASC-1 hASC-2 hASC-3
MT-ND1 [T4216C
MT-ND2 |A4769G, A4917G, C5187T IA4769G, T4823C IA4529T, A4769G
MT-ND3 [T10238C, A10398G
MT-ND4 |C10822T, A11251G, G11719A, A11812G, G11914A IA10819G, G11719A
MT-ND5 |C12363T, G13368A G12501A, C12705T, A13780G
MT-ND6 |A14233G IT14470A, A14602G
MT-CYB |C14766T, G14905A, A15326G, C15452A, A15607G A15326G G15043A, A15326G
MT-CO1 |G6261A, C7028T C7028T
MT-CO2 |C7873T G8251A
MT-CO3 [T9540C
MT-ATP6 |G8697A, A8860G IA8860G IA8860G
MT-ATP8 G8519A
MT-TG [T10034C
MT-TR  [T10463C
MT-TT |G15928A IA15924G
MT-RNR1 |G709A, A750G, A1438G IA750G, A1438G IA750G, A1438G
MT-RNR2 |G1888A, A2706G G1719A, A2706G
MT-DLOOP IA73G, T146C, A263G, T279C, 309Ci, 315Ci, T16126C, |A263G, 309Ci, 315Ci, ?ZigA;rngsicccTCleéis?ZZZCC’Aléiigiggl(;:llic'
IC16292T, C16294T, T16519C IT16093, C16221T T16519,C ! ! ! !

Tabla I11.2: Polimorfismos mitocondriales encontrados en las hASC.

Segun los polimorfismos encontrados, las células hASC-1, 2 y 3 estdn incluidas en los
haplogrupos T2c1d1a, H10e2 e l4a, respectivamente.

I11.1.2. Comprobacion de las caracteristicas que definen a las hASC

El Comité de Células Madre Mesenquimales y de Tejidos, como parte de la Sociedad
Internacional de Terapia Celular, propone unos criterios minimos que definen este tipo de
células. En primer lugar, las hASC deben ser adherentes al plastico en las condiciones de cultivo
celular estandar. En segundo lugar, las hASC deben expresar los marcadores de superficie
CD73, CD90 y CD105 y no expresar CD34, CD45, CD14 o CD11b, CD79a o CD19 ni HLA-DR. Por
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ultimo, las hASC deben poder diferenciarse in vitro a osteoblastos, adipocitos y condroblastos
(Dominici, Le Blanc et al. 2006, Gir, Oni et al. 2012).

I11.1.2.1. Adherencia al plastico

Las hASC, unas 3-4 horas después de su descongelacion, quedaron completamente
adheridas a la placa de cultivo. Las células mantuvieron su morfologia caracteristica, mostrada
en la figura 111.2, durante mas de 10 pases.

Figura Il.2: Adhesidn al plastico de hASC. Imagen de microscopia éptica. 10 X.

I111.1.2.2. Expresion de marcadores

Para confirmar que las hASC eran células madre, se midié la expresién de mRNAs que
codifican para algunas de las proteinas de superficie que se encuentran en la lista de
marcadores que definen este linaje celular. Los marcadores elegidos fueron el CD90 o Thy-1
(antigeno de diferenciacion de timocitos 1) y el CD105 o endoglina. Como control negativo se
utilizé una linea celular de neuroblastoma que, al ser tumoral, no expresa los marcadores
propios de las células madre. Los resultados se muestran en la figura II1.3.

48



Resultados

150- [ hASC
~ BB C- [SK-N-BE(2)-C]
S
< 1001
x
£
c
S
@ 50-
0 = E=m

CD90 CD105

Figura 111.3: Expresion de marcadores caracteristicos de las hASC. CD90) hASC: 100 + 9,1 (3); C-: 12,2 + 1,4 (3).
CD105) hASC: 100 + 28,4 (3); C-: 7,8 £ 0,2 (3). *P <0,0044 (vs. hASC).

I11.1.2.3. Diferenciacion in vitro

La diferenciacion de las hASC hacia los tres linajes mas comunes se indujo mediante
medios de diferenciacién comerciales siguiendo las indicaciones del fabricante (ThermoFisher
Scientific). Pasado el tiempo de diferenciacion, se llevaron a cabo tinciones especificas: el
colorante lipofilico Oil Red O tifie las gotas lipidicas de los adipocitos, la Alizarina se une a
depdsitos de calcio en células de la linea osteogénica, mientras que la Toluidina tifie la matriz
extracelular cartilaginosa del pellet de condrocitos. De esta manera, se comprobd la

diferenciacion de las hASC utilizadas en esta tesis a los tres linajes mencionados, como puede
observarse en la figura I11.4.

Figura 111.4: hASC diferenciadas. A) Adipocitos tefiidos con Oil Red O. B) Osteocitos tefiidos con Alizarin Red. C)
Condrocitos tefiidos con Toluidine Blue (cultivo en micromasas). Microscopia ptica, 10 X.
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II1.1.3. Estudio del estado metabdlico

Como previamente se ha demostrado (Weber, Ridderskamp et al. 2002), la
concentracién de glucosa en el medio de cultivo puede afectar a diferentes parametros
mitocondriales.

En el desarrollo de esta tesis, se observd que lineas celulares tumorales muy
glicoliticas, como los cibridos construidos a partir de la linea celular de osteosarcoma 143B,
consumian toda la glucosa del medio cuando se cultivaban a baja concentracién de la misma (5
mM) durante 48 h, y presentaban una marcada disminucién al cultivarlas a alta glucosa (25
mM) durante el mismo tiempo (figura III.5).

25+ -o- Alta glucosa
204 -6~ Baja glucosa
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Figura 111.5: Concentracidon de glucosa en el medio de cultivo de células con fondo nuclear de osteosarcoma 143B.
Alta glucosa: 0 h, 20,9 +1,1(9); 6 h, 21,4+ 1,3 (9); 12 h, 21,6 + 2,1 (9); 24 h, 22,2 + 1,5 (9); 30 h, 20,7 £ 2,1 (9); 36 h,
19,4 + 1,4 (9); 48 h, 14,6 + 0,8 (9). Baja glucosa: 0 h, 5,2 +0,3(9); 6 h, 4,9+ 0,3 (9); 12 h, 4,7+ 0,4 (9); 24 h, 2,1+ 0,3
(9);30h,0,5+0,4(9);36 h,0,03+0,1(9); 48 h,0,08+0,2 (9).

Como puede observarse en la figura 1l1.6, las células cultivadas a baja concentracién de
glucosa mostraron, respecto a aquellas cultivadas a alta glucosa, una mayor cantidad de
complejo IV (CIV) y una mayor actividad especifica de la enzima citrato sintasa (CS), un
marcador volumétrico de la fraccidn celular ocupada por mitocondrias. Al cultivar las células
en ausencia de glucosa, éstas mostraron una mayor actividad y cantidad de CIV respecto a las
mismas cultivadas a altas concentraciones de azucar.
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Figura 111.6: Efecto de la concentracion de glucosa en el medio de cultivo sobre enzimas mitocondriales en células
con fondo nuclear de osteosarcoma 143B. Actividad especifica (a.e.) CS: Baja glucosa, 115,5 + 7,4 (3); No glucosa,
115 + 11,8 (3). Actividad especifica CIV (a.e.): Baja glucosa, 111,9 + 17,6 (3); No glucosa, 135,8 + 15,3 (3). Cantidad
(c.) CIV: Baja glucosa, 130,4 + 7,4 (3); No glucosa, 178,4 + 7,6 (3). La linea discontinua representa los valores de Alta
glucosa, que se consideraron el 100 %. *P < 0,0276 (vs. Alta glucosa), *p <0.0014 (vs. Baja glucosa).

En cambio, cuando se repitié el mismo experimento con las hASC, se vio que el
consumo de glucosa era practicamente nulo durante un tiempo de 72 h, tanto si se cultivaban
las células con un medio alto en glucosa (25 mM) como bajo en glucosa (5 mM), tal y como se
muestra en la figura I11.7.
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Figura 111.7: Concentracion de glucosa en el medio de cultivo de hASC. Alta glucosa: 0 h, 21,3 £+ 0,5 (9); 6 h, 21,5 £
1,6 (9); 12 h, 22,1 £ 1,0 (9); 24 h, 22,3 + 1,1 (9); 30 h, 23,4 + 1,0 (9); 36 h, 21,2 £ 0,7 (9); 48 h, 21,4 + 0,7 (9); 54 h,
22,1+0,8(9); 60 h, 22,2 £0,8 (9); 72 h, 22,7 + 1,0 (9). Baja glucosa: O h, 6,4 + 0,3 (9); 6 h, 4,5 £0,3 (9); 12 h, 4,8 £ 0,3
(9); 24 h,4,7+0,3(9);30h,5,1+0,4(9);36h,4,9+0,5(9); 48 h, 4,8+ 0,4 (9); 54 h, 4,7 + 0,3 (9); 60 h, 5,0 £ 0,4 (9);
72h,5,0£0,5(9).

De estos resultados se deduce que quizds las hASC utilicen preferentemente otros
sustratos como fuente de energia, como podrian ser el piruvato o la glutamina (Reitzer, Wice
et al. 1979).

Como era de esperar, y de forma similar a otros estudios (Keuper, Jastroch et al. 2014),
pardmetros mitocondriales como la actividad especifica de la CS, la actividad y cantidad del CIV
(figura 11.8A) y el consumo de oxigeno (figura 1lI.8B), no se vieron afectados por la
concentracién de glucosa en el medio de cultivo de las hASC.
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Figura 111.8: Efecto de la concentracion de glucosa en el medio de cultivo sobre parametros mitocondriales en
células hASC. A) Enzimas mitocondriales. Baja glucosa: Actividad especifica (a.e.) CS, 94,7 + 2,7 (3); actividad
especifica (a.e.) CIV, 80,8 + 13,6 (3); cantidad (c.) CIV, 80,2 + 16,5 (3). La linea discontinua representa los valores de
Alta glucosa, que se consideraron el 100 %. B) Consumo de oxigeno. Alta glucosa: Enddgeno, 100 + 7,1 (3); Filtrante,
15,4 + 1,6 (3); Desacoplado, 197,2 + 15,0 (3). Baja glucosa: Enddgeno, 92,5 + 6,4 (3); Filtrante, 14,3 + 5,2 (3);
Desacoplado, 176,9 £ 3,9 (3).

Al no observar diferencias entre ambas concentraciones de glucosa en el medio, y
dado que ya habia sido demostrado que la reducciéon de glucosa lleva a un retraso del
compromiso hacia el linaje adipogénico (Lo, Ho et al. 2011), todos los experimentos de
diferenciacidn de esta tesis se llevaron a cabo a 25 mM de glucosa, a pesar de que éstano es la
concentraciodn fisioldgica.

I11.1.4. Cultivo de las hASC en hipoxia

Numerosos estudios proponen el uso de la hipoxia para mantener el estado
indiferenciado de las células madre, evitando asi los problemas de diferenciacién inespecifica
que sufren estas células cuando se mantienen en cultivo durante largos periodos de tiempo.
No obstante, otros autores demuestran que la hipoxia también puede estimular la
diferenciacion (Abdollahi, Harris et al. 2011).

Cultivando las hASC a una concentracion de oxigeno del 3 % se comprobd que los
niveles de mMRNA de los genes marcadores de hipoxia aumentaban significativamente respecto
a los de las células cultivadas al 20 % de oxigeno (normoxia), tal y como se muestra en la figura
111.9. Dichos genes fueron los que codifican para la fosfofructoquinasa L (PFKL), una de las
principales enzimas reguladoras de la glucolisis, y para el factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF), factor de angiogénesis cuya liberacién se estimula por accién del factor
inducible por hipoxia 1 (HIF) (Lee, Xia et al. 2009). En cambio, no se encontraron diferencias
significativas en la expresién de la enzima antioxidante superéxido dismutasa 2 (SOD2) debido
a la gran dispersion de los datos obtenidos, lo que podria corresponderse con la compleja
regulacion de esta enzima en condiciones de hipoxia (Gao, Li et al. 2013).
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Figura 111.9: Expresion de marcadores de hipoxia (3 % O,). VEGF: 2231,1 + 388,7 (3); PFKL: 2362,3 + 262 (3); SOD2:
2638,9 + 2165,8 (3). La linea discontinua representa el valor de estas variables a 20 % O,, que se ha considerado el
100 %. *P <0,0162 (vs. Normoxia).

En cuanto a los pardmetros mitocondriales, representados en la figura 111.10, el mayor
numero de copias de mtDNA y el incremento de actividad de la enzima CS sugieren una
biogénesis mitocondrial al cultivar las células en hipoxia. Sin embargo, aunque la cantidad de
CIV también tendid a aumentar, su actividad disminuyd significativamente (normalizando estos
valores frente a la actividad CS).
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Figura 111.10: Efectos del cultivo en hipoxia sobre parametros mitocondriales. CS a.e.: 117,7 + 6,8 (4); CIV/CS: 49,8
+7,2(4); CIV c./CS: 135,9 + 36,7 (4); mtDNA: 141 + 7,4 (2). La linea discontinua representa el valor de estas variables
a 20 % 0,, que se ha considerado el 100 %. *P <0,0178.

Este efecto opuesto de mayor biogénesis mitocondrial frente a una menor actividad
del CIV podria explicarse a través de las especies reactivas de oxigeno (ROS), que podrian
alterar negativamente dicha actividad enzimatica (Campian, Gao et al. 2007).

Por otro lado, el tiempo de duplicacién de las hASC en hipoxia resulté ser de 45,8
horas, casi el doble del calculado para las células cultivadas en normoxia, que fue de 26,3
horas. La comparacion entre ambas curvas de crecimiento puede verse en la figura 111.11.
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Figura 111.11: Tiempo de duplicacion de las hASC. Normoxia: 0 h, 11.870 + 550 (3); 24 h, 21.587 + 1.443 (3); 48 h,
44.413 +2.352 (3); 72 h, 91.668 * 2.646 (3); 96 h, 162.033 + 3.107 (3); y = 12.975-e*°*** Hipoxia: 0 h, 11.870 + 550
(3); 24 h, 19.547 + 869 (3); 48 h, 32.084 + 2.440 (3); 72 h, 48.864 + 1.313 (3); 96 h, 60.917 + 4.868 (3); y =
14 841'90'01515X

Ademds, tal y como se aprecia en la figura 111.12, al aplicar el protocolo de
diferenciacidon adipogénica en condiciones de hipoxia, ésta se vio negativamente afectada
como muestra la tincion difusa proporcionada por el Nile Red (A), al mismo tiempo que,
sorprendentemente, se favorecid la diferenciacion osteogénica (depdsitos de calcio, B) vy
condrogénica (C) (Wang, Fermor et al. 2005, Choi, Pingguan-Murphy et al. 2014).

Figura 111.12: Diferenciacion adipogénica de las hASC en hipoxia (3 % 0,). A) Tincidén con Nile Red (verde) y Hoechst
(azul). Imagen de microscopia de fluorescencia. B) Tincién con Alizarin Red. C) Tincién con Toluidine Blue (cultivo
normal). Imagenes de microscopia dptica, 10 X.

Debido a la lenta tasa de proliferacion y a la aparente dificultad para inducir la
diferenciacidon adipogénica en hipoxia, todos los experimentos de esta tesis, de ahora en
adelante, fueron llevados a cabo a una concentracidn de oxigeno del 20 %, si bien se sabe que
estas condiciones no reproducen exactamente las condiciones fisiolégicas en las que se
encuentran las hASC in vivo.
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I11.2. Diferenciacion de las hASC a adipocitos

I11.2.1. Cambios morfolégicos

Como era de esperar, la induccién de la diferenciacion adipogénica detuvo
inmediatamente el crecimiento celular, consiguiéndose en 3 semanas el maximo de
diferenciacidn. Al igual que en estudios previos (Hofmann, Beyer et al. 2012, Keuper, Jastroch
et al. 2014), la diferenciacidn en ningun caso fue total, sino de aproximadamente el 50 % de las
células.

Asi, las hASC diferenciadas mostraron un incremento de tamafo, de hasta 20 veces
segln algunos autores (von Heimburg, Hemmrich et al. 2005), y un cambio morfolégico
respecto a las células sin diferenciar, tal y como puede apreciarse en la figura 111.13.

Figura 111.13: hASC sin diferenciar y diferenciadas a adipocito. A) hASC sin diferenciar. Microscopia 6ptica, 10 X. B)
hASC sin diferenciar. Microscopia electrénica. C) hASC diferenciadas a adipocito. Microscopia dptica, 10 X. D) hASC
diferenciadas a adipocito. Microscopia electrénica.
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Este cambio morfoldgico esta representado principalmente por una acumulacion de
gotas lipidicas, tal y como quedé reflejado en la figura IIl.14A-B mediante las tinciones
lipofilicas con Oil Red O y Nile Red, asi como con la medida de la cantidad de triglicéridos
totales, que se representa en la figura 111.14C.
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Figura 111.14: Acumulacidon de lipidos en las hASC diferenciadas a adipocitos. A) Tincién con Nile Red. Microscopia
de fluorescencia. B) Tincion con Oil Red O. Microscopia dptica, 20 X. C) Niveles de triglicéridos totales. SD (hASC sin
diferenciar): 100 + 28,7 (3); D (hASC diferenciadas a adipocito): 747,8 £ 52,7 (3). *P < 0,0001.

La aparicidén de estas gotas lipidicas constituye un claro indicador de la diferenciacion
adipogénica. Su presencia hace que el cambio de tamafo no sea proporcional al aumento de
proteina celular total, cuantificada en la figura I11.15.
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Figura 11l.15: Cantidad de proteina celular. SD y D denotan hASC sin diferenciar y diferenciadas a adipocitos,
respectivamente. SD: 100 + 8,2 (3); D: 130,7 + 14,2 (3). *P = 0,0314.

I11.2.2. Cambios en la expresion de marcadores

Para verificar que las hASC, tras aplicar el protocolo de diferenciacién, perdian sus
caracteristicas de célula madre para pasar a ser células diferenciadas maduras, se midié en
primer lugar la expresion de los marcadores de superficie anteriormente citados, CD90 vy
CD105, viendo que sus niveles disminuian con la diferenciacion (figura 111.16).
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Figura 11l.16: Expresion de marcadores caracteristicos de las hASC. SD y D denotan hASC sin diferenciar y
diferenciadas a adipocitos, respectivamente. CD90: SD, 100 + 9,1 (3); D, 42,6 + 13,4 (3). *P = 0,0035. CD105: SD, 100
+28,4(3); D, 59,2 + 20,8 (3).

Por otro lado, y de forma similar a otros estudios (Vankoningsloo, Piens et al. 2005,
Gesta, Bezy et al. 2011, Hofmann, Beyer et al. 2012, Zhang, Marsboom et al. 2013, Keuper,
Jastroch et al. 2014), se vio que la induccidn de la diferenciacién adipogénica conlleva la
expresion de determinados marcadores propios de los adipocitos: adiponectina, leptina,
FABP4, PGCla y PPARYy.

La adiponectina es una hormona sintetizada exclusivamente por el tejido adiposo que
participa en el metabolismo de la glucosa y los 4cidos grasos. La leptina es otra hormona
producida principalmente por los adipocitos (aunque también se expresa en otros tejidos) que
actua como indicador del estado de saciedad. La proteina de unidn a acidos grasos 4 (FABP4)
es una proteina transportadora especifica para este tipo de macromoléculas. El coactivador 1a
del receptor vy activado por el proliferador peroxisomal (PPARy) PGCla ha demostrado ser un
regulador principal tanto de la biogénesis mitocondrial como del metabolismo energético
celular. El PPARy es un miembro de la subfamilia de los receptores nucleares que regula la
diferenciacidon de los adipocitos.

A excepcidn del PPARy, ninguno de estos mRNA se expresd en las células hASC sin
diferenciar, por lo que cuantificar la diferencia de expresién respecto a las células
diferenciadas resulté imposible. En la figura 111.17 se muestra una imagen representativa de las
curvas de amplificacién por qRT-PCR de uno de esos genes (A), asi como la cuantificacién del
PPARY (B).
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Figura 111.17: Expresion de marcadores de adipogénesis. A) Expresion del mRNA de FABP4 (azul) frente al del gen de
normalizacidon rRNA 18S (verde). Imagen representativa de las curvas de amplificacion obtenidas por gRT-PCR para
las hASC sin diferenciar (panel izquierdo) y diferenciadas a adipocitos (panel derecho). La amplificacion del mRNA
FABP4 en las células SD no es cuantificable. Graficos similares se obtuvieron para adiponectina, leptina y PGCla. B)
Expresion del mRNA de PPARy. SD: 100 + 10,3 (3); D: 265,2 + 98,0 (3). *P = 0,0442. SD y D denotan hASC sin
diferenciar y diferenciadas a adipocitos, respectivamente.

Como se observa en las figuras 111.18 y 19, algunos de estos marcadores se estudiaron
también mediante técnicas de andlisis de proteinas. Para el caso de la FABP4, se comprobd su

presencia intracelular en las células diferenciadas tanto por inmunocitoquimica como por
Western blot (figura 111.18).

p-Actina, 42 KDa

FABP4,15KDa

Figura 111.18: FABP4 intracelular. A) Determinacion inmunocitoquimica de FABP4 (rojo) y DAPI (azul) en adipocitos.

B) Determinacidn por Western blot de FABP4 (verde) y B-actina como proteina de normalizacidn (rojo), en hASC sin
diferenciar (SD) y diferenciadas a adipocito (D).

Por otra parte, se estudid mediante ensayos tipo ELISA la secrecién al medio
extracelular de las principales adipoquinas FABP4, adiponectina y leptina que, tal y como se

58



Resultados

muestra en la figura 111.19, se vio fuertemente inducida en los tres casos (Dicker, Le Blanc et al.
2005).
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Figura 111.19: Niveles de adipoquinas secretadas por los adipocitos. Leptina: 613,7 + 11,5 (3); Adiponectina: 397,9 +
72,3 (3); FABP4: 425,1 + 82,2 (3). La linea discontinua representa los valores encontrados en el medio de cultivo de
las hASC sin diferenciar, que se consideraron el 100 %. *P < 0,0117. D denota hASC diferenciadas a adipocitos.

I11.3. Papel del sistema OXPHOS en la diferenciacion de las hASC a
adipocitos

Aunque la principal funcién de la mitocondria sea su participacion en el metabolismo
energético, recientemente se ha incrementado el nimero de datos que demuestran el papel
de este orgdnulo en los procesos de diferenciacion celular. Las diferencias metabdlicas entre
las células madre y las células maduras derivadas de las mismas requieren de una adaptacion
de la funcidn mitocondrial durante la diferenciaciéon (De Pauw, Tejerina et al. 2009).

I11.3.1. Morfologia y localizacién mitocondrial

En primer lugar, se tomaron fotografias de microscopia electrénica de las hASC sin
diferenciar y diferenciadas a adipocitos, para determinar asi si existian diferencias en cuanto a
la morfologia y/o localizacién de las mitocondrias.

Como puede verse en las imagenes mostradas en la figura 111.20, las hASC sin
diferenciar (A y B) poseen pocas mitocondrias, pequefias y redondeadas, con pocas crestas y
situadas preferentemente en regiones perinucleares. Por el contrario, las hASC diferenciadas a
adipocitos (C y D) presentan numerosas mitocondrias, largas y extendidas, con numerosas
crestas y mayoritariamente distribuidas alrededor de las gotas lipidicas citoplasmaticas.
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Figura 111.20: Microscopia electronica de las hASC sin diferenciar y diferenciadas a adipocito. A) hASC sin
diferenciar. B) Detalle de las mitocondrias de las hASC. C) hASC diferenciadas. D) Detalle de las mitocondrias de los
adipocitos.

Para confirmar estos resultados en células vivas, se utilizd el colorante fluorescente
MitoTracker, que tife de forma especifica las mitocondrias. En la figura 111.21 se aprecian tanto
hASC diferenciadas a adipocitos (flecha verde), con multiples gotas lipidicas y mitocondrias a
su alrededor, como hASC que han quedado sin diferenciar (flecha amarilla), observandose la
acumulacién de mitocondrias en torno al nicleo.
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Figura 111.21: Disposicion de las mitocondrias en las hASC. MitoTracker (rojo, mitocondrias) y Hoechst (azul,
nucleos). Flecha amarilla: hASC sin diferenciar. Flecha verde: hASC diferenciadas.

A pesar de que la simple observacién microscdpica ya sugiere una mayor cantidad de
mitocondrias y por tanto una mayor superficie de membrana interna mitocondrial (MIMS) en
las células diferenciadas, se cuantificé este incremento por citometria de flujo mediante la
sonda fluorescente nonil-naranja de acridina (NAO), que se une especificamente al fosfolipido
cardiolipina (mayoritario de la membrana interna de la mitocondria e intimamente ligado a los
complejos enzimaticos de la cadena respiratoria). La figura 111.22 muestra un aumento de dicho
marcador en las células diferenciadas. Sin embargo, este aumento no resultd estadisticamente
significativo, probablemente debido a que, como ya se ha comentado, solo la mitad de las
células utilizadas en los ensayos cuantitativos estdan completamente diferenciadas.
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Figura 111.22: Superficie de membrana interna mitocondrial. A) Histograma representativo de citometria de flujo
con la sonda NAO. B) Cuantificacién. SD: 100 + 19,7 (3). D: 131,0 + 28,0 (3). SD y D denotan hASC sin diferenciar y
diferenciadas a adipocitos, respectivamente.
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I11.3.2. Parametros bioquimicos mitocondriales

I11.3.2.1. Potencial de membrana interna mitocondrial

Uno de los principales parametros que dirigen el funcionamiento del sistema de
fosforilacién oxidativa (OXPHQS) es el potencial de membrana interna mitocondrial (MIMP),
como importante indicador del estado energético mitocondrial de la célula (Rottenberg and
Wu 1998).

Como se muestra en la figura 111.23, tanto cualitativamente por microscopia de
fluorescencia (A y B), como al cuantificar dicha fluorescencia por citometria de flujo, se vio que
el MIMP aumentaba significativamente con la diferenciacién a adipocitos de las hASC.
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Figura 111.23: Potencial de membrana interna mitocondrial. A) hASC sin diferenciar. Imagen de microscopia de
fluorescencia en la que predomina el color verde, lo que indica un bajo potencial de membrana. B) hASC
diferenciadas a adipocitos. Imagen de microscopia de fluorescencia en la que predomina el color naranja, indicador
de un potencial de membrana mas alto. C) Cuantificacién mediante citometria de flujo. SD: 100 + 2,9 (3); D: 131,6
8,3 (3). *P =0,0034. SD y D denotan hASC sin diferenciar y diferenciadas a adipocitos, respectivamente.

111.3.2.2. Consumo de oxigeno

Como medida indicativa del funcionamiento de la cadena de transporte de electrones
(ETC) se llevd a cabo el estudio del consumo de oxigeno a partir de células intactas utilizando
un oxigrafo de alta resolucién (Oroboros). Tanto para las hASC sin diferenciar como para las
diferenciadas a adipocitos, se determind la respiracion enddgena o basal, la filtrante y la
desacoplada o capacidad maxima respiratoria, adicionando oligomicina como inhibidor de la
ATP sintasa y el desacoplante FCCP respectivamente. A todos los valores se les restd el
obtenido al afadir KCN como inhibidor del CIV, descartando asi el consumo de oxigeno no
dependiente de la ETC.

Tal y como se aprecia en la figura I1.24, el consumo de oxigeno enddgeno, filtrante y
desacoplado por célula, se incrementd significativamente con la diferenciacién de las hASC (A).
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Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas cuando estos valores se normalizaron
por la cantidad de proteinas o por la actividad especifica de la CS (B y C).
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Figura 111.24: Consumo de oxigeno. A) Consumo O, por célula. SD: Enddgeno, 100 + 3,1 (3); Filtrante, 13,4 £ 6,2 (3);
Desacoplado, 218,0 + 15,0 (3). D: Enddgeno, 112,7 * 4,8 (3); Filtrante, 25,3 + 2,5 (3); Desacoplado, 300,6 + 6,1 (3).
*P < 0,0361. B) Consumo O, por mg de proteina. SD: Enddgeno, 100 + 18,0 (3); Filtrante, 13,1 + 5,0 (3);
Desacoplado, 216,0 + 17,4 (3). D: Enddgeno, 75,6 + 5,8 (3); Filtrante, 17,1 + 2,8 (3); Desacoplado, 201,8 + 17,9 (3). C)
Consumo O, por actividad especifica de la CS. SD: Enddégeno, 100 + 13,8 (3); Filtrante, 13,3 + 6,1 (3); Desacoplado,
216,7 + 14,9 (3). D: Enddgeno, 77,9 + 2,7 (3); Filtrante, 17,6 * 2,2 (3); Desacoplado, 208,1 + 10,5 (3). SD y D denotan
hASC sin diferenciar y diferenciadas a adipocitos, respectivamente.

I11.3.2.3. Actividades enzimaticas

Los resultados anteriores parecen sugerir un incremento en el numero de
mitocondrias paralelo a la diferenciacion de las hASC a adipocitos. Para confirmarlo, se llevo a
cabo la medida de las actividades especificas de la CS, del Cll y del CIV, asi como de la cantidad
de CIV, referidas al nUmero total de células. La CS es una enzima del ciclo de Krebs, situada en
la matriz mitocondrial y codificada por el nDNA, por lo que se utiliza habitualmente como
medida del contenido mitocondrial. Del mismo modo, la enzima succinato deshidrogenasa
(SDH o Cll) es el uUnico complejo de la cadena respiratoria mitocondrial codificado
exclusivamente por el nDNA, por lo que se usa también como marcador de la superficie de
membrana interna mitocondrial. En cuanto a niveles de funcionalidad del sistema OXPHQOS,
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uno de las determinaciones mas utilizadas es la de la actividad y cantidad de la citocromo c
oxidasa o CIV.

Los resultados representados en la figura IIl.25A confirman una biogénesis
mitocondrial durante la diferenciacién, ya que todos los parametros evaluados aumentan
significativamente (a excepcién del Cll, que tiende a aumentar pero no alcanza la significacion
estadistica). Ademads, los cambios en actividad y cantidad de CIV se anulan al normalizarlos por
la actividad CS (B).
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Figura 111.25: Actividades especificas y cantidad de enzimas mitocondriales en las hASC diferenciadas a adipocitos.
A) Enzimas mitocondriales (por millén de células). CS: 143,2 + 5,2 (3); Cll: 164,3 + 52,4 (3); CIV: 146,9 + 17,8 (3);
cantidad (c.) CIV: 146,4 + 10,9 (3). La linea discontinua representa los valores encontrados en las hASC sin
diferenciar, que se han considerado el 100 %. *P < 0,0388. B) CIV/CS. Actividad CIV/CS: 102,4 + 9,2 (3); Cantidad
CIV/CS: 103,1 £ 4,2 (3). D denota hASC diferenciadas a adipocitos.

I11.3.2.4. Sintesis mitocondrial de proteinas

El efecto de biogénesis mitocondrial durante la diferenciacion de las hASC a adipocitos
podria deberse a una mayor tasa de sintesis mitocondrial de proteinas. Para evaluar este
fendmeno, se cuantificaron los productos de traduccién mitocondrial (MTP) in vivo mediante
el método de la metionina marcada radiactivamente con **S (Chomyn 1996).

Concretamente, se cuantificaron las bandas correspondientes a las subunidades
p.MT-CO1, p.MT-ND2 y p.MT-ND3, situadas en distintas zonas del gel y pertenecientes a
complejos respiratorios diferentes. Todas ellas se normalizaron por la cuantificacion
densitométrica de una de las bandas del gel tefiido con Azul de Coomassie, para descartar asi
cualquier error en la cantidad de proteina total cargada.

Sorprendentemente, la sintesis mitocondrial de proteinas en las células diferenciadas
resultd ser menor que en las hASC sin diferenciar, aspecto que se muestra en la figura I11.26.
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Figura 111.26: Sintesis mitocondrial de proteinas. A) Imagen representativa del gel-autorradiografia que muestra los
patrones electroforéticos de los productos de traducciéon mitocondrial (derecha) asi como el control de carga
(izquierda). M, SD y D indican marcador de pesos moleculares, hASC sin diferenciar y diferenciadas a adipocitos
respectivamente. B) Cuantificacidn de los productos de traduccién mitocondrial por densitometria. Se representa la
media de las 3 bandas cuantificadas en 3 geles independientes. SD: 100 (3); D: 74,0 £ 12,2 (3). *P = 0,0210.

Este resultado podria ser explicado mediante la hipdtesis de que las células
indiferenciadas, activas en cuanto a la divisidn celular, requieren una sintesis mitocondrial de
proteinas continua, necesaria para producir las nuevas mitocondrias de las células hijas. Sin
embargo, las células diferenciadas, no proliferantes, tan solo necesitarian reemplazar aquellas
mitocondrias que hubiesen sido degradadas en las células ya existentes. Por lo tanto, la
biogénesis mitocondrial observada probablemente se deba a un pico muy localizado en el
tiempo, que parece no corresponderse con el momento post-diferenciacion en el que se lleva
a cabo el experimento de sintesis mitocondrial de proteinas.

I11.3.2.5. Niveles de mtRNA y mtDNA

Para confirmar esta hipoétesis, se determinaron los niveles de expresion de algunos
mMtRNA asi como del nimero de copias de mtDNA por célula, ya que existen numerosas
evidencias de que los niveles de mtDNA y mtRNA condicionan la cantidad de proteinas
mitocondriales sintetizadas (Zhao, Young et al. 2005).

Mediante PCR cuantitativa se analizaron tres genes codificados en el mtDNA, como
representantes de los RNAs correspondientes a las tres unidades de transcripcion: MT-RNR1 o
12S rRNA (hebra pesada 1, H1), MT-CO1 (hebra pesada 2, H2) y MT-ND6 (hebra ligera, L). En la
figura II1.27 que se representa a continuacidn puede verse que, de acuerdo con los niveles de
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proteina sintetizada, la expresidén de estos tres RNAs también disminuye con la diferenciacion
de las hASC a adipocitos.
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Figura 111.27: Niveles de mtRNA. 12S: 75,8 + 6,4 (4); CO1: 80,1 * 8,8 (4); ND6: 73,8 £ 11,9 (4). La linea discontinua
representa los valores obtenidos en las hASC sin diferenciar, que se han considerado el 100 %. *P < 0,0104. D
denota hASC diferenciadas a adipocitos.

Del mismo modo, se determiné el nimero de copias de mtDNA por PCR cuantitativa,
viendo que, a pesar de la disminucién en la traduccion y transcripcion mitocondrial, éste
permanecia inalterado con la diferenciacion de las hASC a adipocitos (figura 111.28).
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Figura 111.28: Niveles de mtDNA. SD: 100 + 37,7 (3); D: 89,1 = 7,3 (3). SD y D denotan hASC sin diferenciar y
diferenciadas a adipocitos, respectivamente.

I111.3.2.6. Especies reactivas de oxigeno

Para cuantificar la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), se midieron los
niveles de perdxido de hidrégeno (H,0,) por citometria de flujo mediante la sonda 2’,7'-
diclorofluoresceina-diacetato (DCFH-DA).

Como se muestra en la figura I11.29, a pesar del incremento observado en el potencial
de membrana interna mitocondrial durante la diferenciacion, el H,0, se encontrd
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significativamente reducido. Esto podria ser una consecuencia de un incremento en la
expresion de enzimas antioxidantes (Higuchi, Dusting et al. 2013), hecho que queda
demostrado mediante la amplificacion por PCR cuantitativa de la superdxido dismutasa
mitocondrial (SOD2), cuyos niveles se vieron aumentados en las hASC diferenciadas a
adipocitos.
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Figura 111.29: Variables relacionadas con ROS. Cantidad de H,0,: 60,0 = 4,0 (3), *P = 0,0353. Niveles de SOD2 mRNA:
237,4 + 82,0 (3), *P = 0,0463. La linea discontinua representa los valores obtenidos en las hASC sin diferenciar, que
se han considerado el 100 %. D denota hASC diferenciadas a adipocitos.

II1.4. Efecto de xenobioticos en la diferenciacion de las hASC a
adipocitos

Una gran variedad de compuestos quimicos utilizados en medicina, agricultura u otras
actividades humanas afectan a la funcién del sistema de fosforilacion oxidativa por lo que,
dado lo anteriormente expuesto, también podrian alterar la adipogénesis.

II1.4.1. Antibidticos comunmente utilizados en el cultivo celular

Los antibidticos se introducen de forma frecuente en los medios de cultivo para
reducir la frecuencia de contaminacién microbiana, especialmente en el caso de los protocolos
de diferenciacion para los que, al requerir tiempos de cultivo muy largos, el riesgo se ve
notablemente incrementado.

La mezcla de antibidticos mas utilizada en el cultivo celular contiene 100 U/ml de
penicilina, un B-lactamico inhibidor de la sintesis de la pared celular bacteriana, 100 pg/ml de
estreptomicina, un aminoglicésido inhibidor de la sintesis proteica bacteriana, y en algunos
casos el antifungico anfotericina B, un polieno-macrélido que desintegra las membranas
lipidicas de los hongos (Piraino and Abel 1964, Ellison, Rigg et al. 1965).

Otro aminoglicdsido, la gentamicina, también se usa habitualmente en protocolos de
cultivo celular (Casemore 1967, Rudin, Healey et al. 1970). De hecho, la casa comercial Life
Technologies (ThermoFisher Scientific) recomienda adicionar 5 pug/ml de gentamicina a sus
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medios de diferenciacién (adipogénica, osteogénica y condrogénica), todos ellos utilizados en
esta tesis. No obstante, hay que recordar que, excepto para los experimentos
correspondientes a este apartado, ningln antibidtico se ha afadido a los medios de
diferenciacion.

II11.4.1.1. Marcadores de diferenciacion

Para evaluar el efecto de estos antibidticos sobre la diferenciacion de las hASC a
adipocitos, se cuantificé la fluorescencia emitida por el colorante Nile Red, se midieron los
niveles de leptina secretada y se determind la cantidad de triglicéridos totales. Todos los
experimentos se realizaron tras tres semanas de diferenciacidn, adicionando al medio de
cultivo especifico cada uno de los compuestos a estudiar.

Como se muestra en la figura 111.30, la mezcla penicilina-estreptomicina-anfotericina
(PEA), a las concentraciones utilizadas normalmente en el cultivo celular, aumenté
significativamente la tincién con Nile Red. Sin embargo, el aumento al tratar las hASC con
gentamicina (GEN) no resultd estadisticamente significativo.
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Figura 111.30: Tincién con Nile Red (NR). Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia. Los valores medios para
las hASC diferenciadas se han considerado el 100 %. SD: 17,7 + 4,6 (9), p< 0,0001 (vs. D); D: 100 * 25,8 (12); D+PEA:
136,2 + 37,1 (6), *P = 0,0274 (vs. D); D+GEN: 115,7 + 25,3 (6). SD y D denotan hASC sin diferenciar y diferenciadas a
adipocitos, respectivamente. D+PEA 'y D+GEN denotan hASC diferenciadas en presencia de
penicilina/estreptomicina/anfotericina o gentamicina, respectivamente.

En cuanto a la secrecidon de leptina, la figura 111.31 demuestra que la mezcla PEA
incrementd en gran medida la concentracion de esta adipoquina en el medio extracelular, al
igual que lo hizo el tratamiento con GEN. Esta concentracion de GEN (5 pg/ml) se encuentra
dentro del rango de concentraciones encontradas en la sangre de pacientes tratados (0,9-11,4

pug/ml), por lo que este resultado podria conllevar consecuencias fisioldgicas en dichos
individuos.
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Figura 111.31: Niveles de leptina secretada. Los valores medios para las hASC diferenciadas se han considerado el
100 %. SD: 27,5 + 3,1 (3), *P = 0,0004 (vs. D); D: 100 + 11,0 (3); D+PEA: 390,0 * 74,7 (3), *P = 0,0027 (vs. D); D+GEN:
243,6 + 85,0 (3), *P = 0,0441 (vs. D). SD y D denotan hASC sin diferenciar y diferenciadas a adipocitos,
respectivamente. D+PEA y D+GEN denotan hASC diferenciadas en presencia de
penicilina/estreptomicina/anfotericina o gentamicina, respectivamente.

Al contrario de lo que cabria esperar en relacion a los dos resultados anteriores, no se
observaron diferencias significativas en los niveles de triglicéridos totales al diferenciar las
hASC en presencia de PEA ni de GEN (figura 111.32).
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Figura 111.32: Cantidad de triglicéridos. Los valores medios para las hASC diferenciadas se han considerado el 100 %.
SD: 13,4 + 3,8 (3), *P < 0,0001 (vs. D); D: 100 + 1,1 (3); D+PEA: 99,5 + 2,9 (3); D+GEN: 97,2 + 14,6 (3). SD y D denotan
hASC sin diferenciar y diferenciadas a adipocitos, respectivamente. D+PEA y D+GEN denotan hASC diferenciadas en
presencia de penicilina/estreptomicina/anfotericina o gentamicina, respectivamente.

En relacién a estos resultados contradictorios, existen algunos datos que indican que la
tincidén con Nile Red no siempre se corresponde con los ensayos cuantitativos de cantidad de
triglicéridos. Esto podria ser debido, al menos parcialmente, a otros organulos de las hASC
tefiidos inespecificamente, como ocurre en el caso de Caenorhabditis elegans, cuyos depdsitos
de grasa no suelen tedirse con Nile Red, sino que la tincidn se encuentra exclusivamente en

organulos relacionados con los lisosomas (O'Rourke, Soukas et al. 2009, Zhang, Trimble et al.
2010).
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I11.4.1.2. Enzimas mitocondriales

Aunque los aminoglicdsidos se consideran especificos para el sitio A del ribosoma
procariota, la mayoria de ellos también se unen, aunque con menos afinidad, al sitio A del
ribosoma eucariota citosélico. Teniendo esto en cuenta, su union al sitio A del ribosoma
eucariota mitocondrial, cuya secuencia es muy similar al bacteriano, podria inhibir la sintesis
mitocondrial de proteinas y afectar negativamente a las células de mamifero (Pacheu-Grau,
Gomez-Duran et al. 2010).

Para averiguar si se producia este efecto al diferenciar las hASC en presencia de PEA
(que contiene el aminoglicésido estreptomicina) o GEN, se midio la actividad (A) y cantidad (B)
del CIV, por ser un complejo con subunidades codificadas por el mtDNA y por tanto
potencialmente mas susceptibles a los aminoglicdsidos. Sin embargo, tal y como representa la
figura 111.33, no se observaron diferencias significativas en estos parametros.
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Figura 111.33: Actividad y cantidad del complejo IV. A) Actividad especifica CIV. D: 100 + 17,4 (3); D+PEA: 108,5 + 7,8
(3); D+GEN: 100,1 + 20,9 (3). B) Cantidad CIV. D: 100 + 23 (3); D+PEA: 94,2 + 14,8 (3); D+GEN: 85,2 + 3,3 (3). Los
valores medios para las hASC diferenciadas se han considerado el 100 %. D denota diferenciadas a adipocitos.
D+PEA y D+GEN denotan hASC diferenciadas en presencia de penicilina/estreptomicina/anfotericina o gentamicina,
respectivamente.

A la vista de estos resultados, se pensé que quizas existiera un descenso relativo en la
actividad y cantidad de CIV pero compensado de algin modo por una biogénesis mitocondrial
general. Sin embargo, como se aprecia en la figura 111.34, los antibidticos no afectaron a la
actividad especifica de la CS, enzima codificada en el nDNA y utilizada como marcador de
biogénesis mitocondrial.
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Figura I11.34: Actividad especifica de la enzima Citrato Sintasa. D: 100 + 6,9 (3); D+PEA: 113,0 + 23,3 (3); D+GEN:
98,5 + 6,2 (3). Los valores medios para las hASC diferenciadas se han considerado el 100 %. D denota diferenciadas a
adipocitos. D+PEA y D+GEN denotan hASC diferenciadas en presencia de penicilina/estreptomicina/anfotericina o
gentamicina, respectivamente.

111.4.1.3. Especies reactivas de oxigeno

Uno de los factores responsables de la toxicidad de los aminoglicdsidos podrian ser,
segln experimentos con animales, las especies reactivas de oxigeno (Walker, Barri et al. 1999,
Bates 2003).

Por ello, se analizé la cantidad de ROS en hASC diferenciadas a adipocitos tanto en
presencia como en ausencia de PEA y GEN. La figura Ill.35 muestra que ambos antibidticos
producen un incremento significativo en la produccién de H,0,.
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Figura 111.35: Produccidn de perdxido de hidrégeno. D: 100 + 11,5 (3); D+PEA: 138,9 + 14,7 (3); D+GEN: 139,8 + 15,6
(3). *P £0,0238. D denota diferenciadas a adipocitos. D+PEA y D+GEN denotan hASC diferenciadas en presencia de
penicilina/estreptomicina/anfotericina o gentamicina, respectivamente.

Ya que existen numerosas evidencias en la literatura de que las ROS podrian ser
responsables del incremento de distintas variables relacionadas con la diferenciacion
adipogénica (Calzadilla, Sapochnik et al. 2011, Tormos, Anso et al. 2011), el siguiente paso fue
diferenciar las hASC en presencia de los dos antibiéticos y adicionando o no el antioxidante N-
acetilcisteina (NAC).
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La figura 111.36 demuestra que el antioxidante hizo disminuir significativamente la
tincién con Nile Red (A), asi como la concentracién de leptina secretada por los adipocitos (B).
De hecho, los niveles de ambos pardmetros cayeron incluso por debajo de los obtenidos en las
células diferenciadas en ausencia de cualquier tratamiento, resultado que también fue
estadisticamente significativo.
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Figura 111.36: Parametros de diferenciaciéon. A) Tincion con Nile Red (NR). Cuantificacién de la intensidad de
fluorescencia. D: 100 * 3,3 (7); D+PEA: 121,5 + 4,3 (4), *P < 0,0001; D+PEA+NAC: 31,7 + 4,1 (4), *P < 0,0001, *P <
0,0001; D+GEN: 105,9 + 2,1 (3), *P = 0,0235; D+GEN+NAC: 34,7 + 3,1 (4), *P < 0,0001, *p < 0,0001. B) Niveles de
leptina secretada. D: 100 + 7,2 (8); D+PEA: 161,8 + 4,9 (4), *P = 0,0002; D+PEA+NAC: 47,2 + 3,8 (4), *P = 0,00086, *p<
0,0001; D+GEN: 132,7 + 4,1 (4), *P = 0,0124; D+GEN+NAC: 70,8 + 2,8 (3), *P = 0,0406, p < 0,0001. Los valores
medios para las hASC diferenciadas se han considerado el 100 %. * denota diferencias significativas versus D; #
denota diferencias significativas versus células tratadas con el mismo antibidtico en ausencia de N-acetilcisteina
(NAC). D denota diferenciadas a adipocitos. D+PEA y D+GEN denotan hASC diferenciadas en presencia de
penicilina/estreptomicina/anfotericina o gentamicina, respectivamente.

II1.4.2. Otros antibioticos

Continuando con el estudio de los antibidticos, se eligieron otros cuatro como
representantes de alguna de las familias mas comunes en cuanto a este tipo de farmacos.

La ceftriaxona (CEF) es una cefalosporina de tercera generacién de amplio espectro,
con un anillo B-lactdmico en su estructura causante de la inhibicion de la sintesis de la pared
celular bacteriana. La concentracién de CEF utilizada en esta tesis, 10 uM, es la minima del
rango terapéutico, que se extiende de 10 a 1.000 uM (Brandebourger, Barre et al. 1986).

La eritromicina (ERI) es un antibiotico perteneciente a la familia de los macrdlidos que
se une al rRNA 23S de la subunidad 50S del ribosoma bacteriano y bloquea la salida de la
cadena peptidica en construccidon (Tok and Bi 2003). La concentracién administrada fue de 2
ug/ml, también en el extremo inferior del rango de concentraciones encontradas en el plasma
de los pacientes (Carbon 1998, Luca, Lam et al. 2004).

72



Resultados

La paromomicina (PAR) es otro aminoglicdsido que actua inhibiendo la sintesis de
proteinas bacteriana al unirse al rRNA 16S de la subunidad 30S ribosomal. Se utilizd la
concentracién de 20 pg/ml, dentro de su rango terapéutico (Eastwood 1962).

Las tetraciclinas (TET) son antibidticos de amplio espectro que se unen también al
rRNA 16S de la subunidad 30S del ribosoma bacteriano e impiden la unién del aminoacil tRNA
correspondiente. La concentracion de 40 uM se ha utilizado en estudios similares (Nadanaciva,
Willis et al. 2009) y se encuentra préxima a la hallada en el suero durante una terapia
convencional (Ingham, Turnbull et al. 1991).

111.4.2.1. Marcadores de diferenciacion

Al tratar las hASC con estos antibidticos durante el transcurso de su diferenciacién
adipogénica, se observaron algunos cambios significativos que merecen ser resaltados. En
primer lugar, el tratamiento con tetraciclina disminuyd la fluorescencia emitida por el
colorante de gotas lipidicas Nile Red, tal y como puede observarse en la figura 111.37.
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Figura 111.37: Tincion con Nile Red (NR) de hASC diferenciadas en presencia de distintos antibidticos.
Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia. La linea discontinua representa los valores medios obtenidos en las
hASC diferenciadas en ausencia de antibioticos, que se ha considerado el 100 %. Ceftriaxona (CEF): 81,0 + 45,0 (6);
eritromicina (ERI): 99,4 + 49,2 (6); paromomicina (PAR): 93,7 + 28,9 (6); tetraciclina (TET): 66,1 + 24,8 (6),
*p = 0,0171.

Por otro lado, la concentracién de leptina secretada por los adipocitos resulté ser
mayor en aquellas células tratadas con ceftriaxona (figura 111.38).
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Figura 111.38: Niveles de leptina secretada por hASC diferenciadas en presencia de distintos antibidticos. La linea
discontinua representa los valores medios obtenidos en las hASC diferenciadas en ausencia de antibidticos, que se
ha considerado el 100 %. Ceftriaxona (CEF): 156,8 + 14,1 (3), *P = 0,0054; eritromicina (ERI): 120,2 + 47,0 (3);
paromomicina (PAR): 132,9 + 36,4 (3); tetraciclina (TET): 124,0 £ 20,5 (3).

Por ultimo, tras la cuantificacién de los triglicéridos totales que se muestra en la figura
111.39, se observd que la paromomicina incrementaba significativamente este parametro
respecto a los adipocitos sin tratar.
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Figura 111.39: Cantidad de triglicéridos en hASC diferenciadas en presencia de distintos antibidticos. La linea
discontinua representa los valores medios obtenidos en las hASC diferenciadas en ausencia de antibidticos, que se
ha considerado el 100 %. Ceftriaxona (CEF): 102,4 + 4,9 (3); eritromicina (ERI): 105,4 + 6,7 (3); paromomicina (PAR):
109,8 + 3,9 (3), *P = 0,0144; tetraciclina (TET): 94,1 + 15,3 (3).

111.4.2.2. Enzimas mitocondriales
Para ver si los antibidticos afectaban a la biogénesis mitocondrial, se analizd la

actividad especifica de la enzima citrato sintasa (figura 111.40), si bien no se encontré ninguna
diferencia significativa.
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Figura 111.40: Actividad especifica de la enzima Citrato Sintasa en hASC diferenciadas en presencia de distintos
antibidticos. La linea discontinua representa los valores medios obtenidos en las hASC diferenciadas en ausencia de
antibidticos, que se han considerado el 100 %. Ceftriaxona (CEF): 90,3 + 16,7 (3); eritromicina (ERI): 106,2 + 8,8 (3);
paromomicina (PAR): 94,3 + 14,3 (3); tetraciclina (TET): 93,7 £ 28,1 (3).

En la figura 111.41 se representan los valores de actividad y cantidad del complejo IV.
Como puede observarse, la tetraciclina disminuyé significativamente la cantidad de CIV por
mitocondria, aunque esto no se tradujo en una menor actividad enzimatica.
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Figura 111.41: Actividad y cantidad del complejo IV en hASC diferenciadas en presencia de distintos antibiéticos..
La linea discontinua representa los valores medios obtenidos en las hASC diferenciadas en ausencia de antibidticos,
que se han considerado el 100 %. A) Actividad del CIV referida a la actividad especifica de la CS. Ceftriaxona (CEF):
97,7 + 25,9 (3); eritromicina (ERI): 97,0 + 22,9 (3); paromomicina (PAR): 113,8 + 31,3 (3); tetraciclina (TET): 101,4
43,2 (3). B) Cantidad de CIV referida a la actividad especifica de la CS. CEF: 87,7 + 23,0 (3); ERI: 103,2 + 18,5 (3); PAR:
77,4+ 17,6 (3); TET: 60,4 11,2 (3),*P = 0,0456.

111.4.2.3. Especies reactivas de oxigeno

Por ultimo se midi6 la cantidad de ROS producidas por las células tras su diferenciacion
en presencia de los antibidticos. Como se observa en la figura 111.42, ninguno de ellos afectd a
los niveles de perdxido de hidrégeno.
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Figura 111.42: Produccién de peréxido de hidrégeno en hASC diferenciadas en presencia de distintos antibidticos.
La linea discontinua representa los valores medios obtenidos en las hASC diferenciadas en ausencia de antibioticos,
que se ha considerado el 100 %. Ceftriaxona (CEF): 101,1 £ 6,1 (3); eritromicina (ERI): 112,4 + 8,7 (3); paromomicina
(PAR): 94,1 + 15,4 (3); tetraciclina (TET): 107,7 + 4,4 (3).

111.4.3. Analogos de nucledsidos inhibidores de la transcriptasa inversa

Los NRTIs, ademas de sus efectos antirretrovirales contra el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), inhiben la polimerasa gamma del mtDNA y alteran la funcién
mitocondrial, lo que puede provocar una interrupciéon de la diferenciacidon celular (Caron,
Auclair et al. 2004, Stankov, Lucke et al. 2010).

Para esta tesis se han utilizado dos NRTIs, 3’-azido-3’-deoxitimidina (Zidovudine, AZT) y
2’,3’-dideoxicitidina (Zalcitabine, ddC), a concentraciones cercanas a las maximas encontradas
en plasma humano (Laskin, de Miranda et al. 1989, Gustavson, Fukuda et al. 1990),
concretamente 6 uM y 0,1 uM respectivamente.

I11.4.3.1. Marcadores de diferenciacion

Como queda recogido en la figura 111.43, AZT no afectd a ninguno de los marcadores de
adipogénesis evaluados, ni a nivel intracelular (tincidn con Nile Red y cuantificacién de
triglicéridos totales) ni de adipoquinas secretadas (leptina, adiponectina y FABP4).

Sin embargo, ddC si que disminuyd significativamente la intensidad de fluorescencia

del Nile Red, los triglicéridos y la leptina secretada.
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Figura 111.43: Parametros de diferenciacion de las hASC a adipocitos en presencia de NRTIs. La linea discontinua
representa los valores medios obtenidos en las hASC diferenciadas (D) en ausencia de NRTIs, que se han
considerado el 100 %. NR) Intensidad de fluorescencia de la tincién con Nile Red. AZT: 102,0 + 5,2 (6); ddC: 63,9 *
26,4 (6). Tg) Cantidad de triglicéridos totales. AZT: 88,3 + 16,8 (3); ddC: 75,2 £ 4,6 (3). Lep) Leptina secretada. AZT:
82,5+ 11,9 (3); ddC: 73,6 + 3,9 (3). Adi) Adiponectina secretada. AZT: 105,4 + 11,9 (3); ddC: 105,0 + 3,1 (3). FABP4)
Proteina de unidn a 4cidos grasos 4 secretada. AZT: 122,8 + 16,0; ddC: 119,5 + 7,3. *P < 0,0135 (vs. hASC D no
tratadas), *p = 0,0234 (vs. AZT). AZT y ddC denotan hASC diferenciadas en presencia de 3’-azido-3’-deoxitimidina o
2’,3’-dideoxicitidina, respectivamente.

111.4.3.2. Especies reactivas de oxigeno

Como ya se ha demostrado en esta tesis, la diferenciaciéon de las hASC lleva consigo
una disminucién en la produccion de ROS (ver figura 111.29). Por ello, se decidié comprobar si
los efectos negativos del ddC sobre la adipogénesis ocasionaban también un incremento en los
niveles de H,0,.

Efectivamente, tal y como muestra la figura 111.44, ddC aumentd la cantidad de ROS,
mientras que AZT no tuvo ningln efecto.
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Figura 111.44: Produccion de H,0,. La linea discontinua representa los valores medios obtenidos en las hASC
diferenciadas en ausencia de NRTIs, que se han considerado el 100 %. AZT: 107,7 + 10,2 (3); ddC: 144,1 + 7,7 (3).
*P = 0,0052 (vs. hASC D no tratadas), *P = 0,0077 (vs. AZT). AZT y ddC denotan hASC diferenciadas en presencia de
3’-azido-3’-deoxitimidina o 2’,3’-dideoxicitidina, respectivamente.

77



Resultados

I11.4.3.3. Parametros mitocondriales

La figura IIl.45 muestra los efectos de los dos NRTIs sobre algunos parametros
mitocondriales. En primer lugar, se vio que éstos no afectaban a la biogénesis mitocondrial en
general, ya que no se observaron cambios en la actividad especifica de la citrato sintasa.

Tal y como era de esperar al tratarse de inhibidores de la mtDNA polimerasa, los
niveles de mtDNA se encontraron significativamente reducidos en ambos casos.

Finalmente, AZT causd un aumento tanto en la actividad como en la cantidad del
complejo IV normalizado por CS, efecto que no produjo el ddC.
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Figura 111.45: Variables mitocondriales. La linea discontinua representa los valores medios obtenidos en las hASC
diferenciadas (D) en ausencia de NRTIs, que se han considerado el 100 %. CS a.e.) Actividad especifica de la CS. AZT:
92,8 £ 2,0 (3); ddC: 98,6 + 9,2 (3). CIV/CS) Actividad especifica del CIV normalizada por la actividad CS. AZT: 115,3 +
7,2 (3); ddC: 102,5 + 2,7 (3). CIV c./CS) Cantidad de CIV normalizada por la actividad CS. AZT: 116,7 + 10,0 (3); ddC:
111,4 + 8,9 (3). mtDNA) Niveles de mtDNA. AZT: 88,6 + 2,4 (3); ddC: 90,7 + 1,9 (3). *P < 0,0469 (vs. hASC D no
tratadas), *p = 0,0452 (vs. AZT). AZT y ddC denotan hASC diferenciadas en presencia de 3’-azido-3’-deoxitimidina o
2’,3’-dideoxicitidina, respectivamente.

111.4.3.4. Efecto del tratamiento con ddC previo a la diferenciacion

Como se ha visto, el tratamiento con ddC durante la diferenciacion provoca la
reduccion de algunos marcadores de adipogénesis pero no altera las enzimas mitocondriales.
Para tratar de conocer en mayor medida el efecto del ddC sobre las hASC, se disefié un
experimento en el cual las células se trataron durante 10 dias con ddC 0,1 puM vy
posteriormente se indujo su diferenciacién, esta vez en ausencia de la droga.

Asi, se vio que este tratamiento previo no causaba ningun efecto sobre los parametros
de diferenciaciéon evaluados al compararlos con los obtenidos para las células no tratadas
(figura 111.46).
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Figura 111.46: Variables de adipogénesis tras 10 dias de tratamiento con ddC y posterior diferenciacion. Nile Red
(NR): 119,3 + 17,4 (3); triglicéridos (Tg: 134,1 + 21,7 (3); leptina (Lep): 89,4 + 5,2 (3); adiponectina (Adi): 117,8 + 13,1
(3). La linea discontinua representa los valores medios obtenidos en las hASC no tratadas, que se han considerado el
100 %. ddC denota 2’,3’-dideoxicitidina.

Sin embargo, en cuanto a los enzimas mitocondriales, la actividad especifica de la CS se
vio significativamente disminuida, al mismo tiempo que aumentaron la actividad y cantidad de
CIV normalizadas por la CS (figura 111.47).
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Figura 111.47: Variables mitocondriales tras 10 dias de tratamiento con ddC y posterior diferenciacion. Actividad
especifica (a.e.) CS: 80,4 + 2,6 (3); CIV/CS: 112,7 + 1,4 (3); cantidad (c.) CIV/CS: 112,3 + 3,6 (3). La linea discontinua
representa los valores medios obtenidos en las hASC no tratadas, que se han considerado el 100 %. *P < 0,0480.
ddC denota 2’,3’-dideoxicitidina.

111.4.4. Antibidticos ribosomales inhibidores del centro peptidil transferasa

Como ya se ha dicho, debido al origen bacteriano de la mitocondria, algunos
antibidticos inhibidores de la sintesis proteica bacteriana pueden inhibir también la sintesis
mitocondrial de proteinas. En esta tesis se han utilizado dos de estos antibidticos: cloranfenicol
(CLOR) a una concentracion de 2,5 uM, por debajo del limite inferior de su rango terapéutico
(Balbi 2004), y linezolid (LIN) a 30 uM, una concentracion también menor a la mas alta
encontrada en suero (Dryden 2011).
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I11.4.4.1. Marcadores de diferenciacion

Tanto CLOR como LIN, aplicados al medio de diferenciacidon durante las 3 semanas de
protocolo, provocaron una disminucién en la cantidad de triglicéridos totales y de leptina
secretada al medio extracelular. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en
cuanto a la tincién con Nile Red ni tampoco en los niveles de adiponectina y FABP4. Todo ello
queda recogido en la figura 111.48.
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Figura 111.48: Parametros de diferenciacion de las hASC a adipocitos en presencia de antibidticos ribosomales. La
linea discontinua representa los valores medios obtenidos en las hASC diferenciadas (D) en ausencia de antibidticos,
que se han considerado el 100 %. NR) Intensidad de fluorescencia de la tincién con Nile Red. CLOR: 97,8 + 22,3 (6);
LIN: 94,8 + 22,8 (6). Tg) Cantidad de triglicéridos totales. CLOR: 64,1 + 1,1 (3); LIN: 77,6 + 11,5 (3). Lep) Leptina
secretada. CLOR: 73,5 £ 6,5 (3); LIN: 80,8 + 8,3 (3). Adi) Adiponectina secretada. CLOR: 95,4 + 0,9 (3); LIN: 92,5+ 2,9
(3). FABP4) Proteina de unidn a acidos grasos 4 secretada. CLOR: 109,5 + 7,0 (3); LIN: 97,9 + 20,7 (3). *P <0,0008 (vs.
hASC D no tratadas). CLOR y LIN denotan hASC diferenciadas en presencia de cloranfenicol y linezolid,
respectivamente.

111.4.4.2. Especies reactivas de oxigeno

Como se observa en la figura 111.49, CLOR aumentd la produccién de ROS en las hASC
diferenciadas a adipocitos, efecto que ya habia sido observado en otras ocasiones (Paez,
Becerra et al. 2008). Sin embargo, LIN no alterd significativamente estos niveles, ni siquiera
cuando se elevd su concentracién a 60 uM.
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Figura 111.49: Producciéon de H,0,. La linea discontinua representa los valores medios obtenidos en las hASC
diferenciadas (D) en ausencia de antibidticos, que se han considerado el 100 %. CLOR: 122,1 + 5,5 (3); LIN 30 uM:
118,2 + 12,3 (3); LIN 60 pM: 111,9 + 11,7 (3). *P = 0,0396 (vs. hASC D no tratadas). CLOR y LIN denotan hASC
diferenciadas en presencia de cloranfenicol y linezolid, respectivamente.

I11.4.4.3. Parametros mitocondriales

Analizando los enzimas mitocondriales representados en la figura 111.50, CLOR
disminuyd significativamente la actividad especifica de la citrato sintasa, efecto que no produjo
LIN. Sorprendentemente, ambos antibidticos alteraron de forma opuesta la actividad y
cantidad de complejo IV normalizado por la CS, CLOR positiva y LIN negativamente. Sin
embargo, los niveles de mtDNA permanecieron inalterados tras el tratamiento con ambos
antibidticos.
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Figura 111.50: Variables mitocondriales. La linea discontinua representa los valores medios obtenidos en las hASC
diferenciadas (D) en ausencia de antibidticos, que se han considerado el 100 %. CS a.e.) Actividad especifica de la
CS. CLOR: 89,2 * 3,1 (3); LIN: 109,7 £ 5,1 (3). CIV/CS) Actividad especifica del CIV normalizada por la actividad CS.
CLOR: 108,7 £ 9,9 (3); LIN: 70,1 + 0,9 (3). CIV c./CS) Cantidad de CIV normalizada por la actividad CS. CLOR: 121,0 +
9,9 (3); LIN: 72,0 £ 5,6 (3). mtDNA) Niveles de mtDNA. CLOR: 106,2 + 5,7 (3); LIN: 123,0 + 22,1 (3). *P < 0,0273 (vs.
hASC D no tratadas), *P < 0,004 (vs. CLOR). CLOR y LIN denotan hASC diferenciadas en presencia de cloranfenicol y
linezolid, respectivamente.
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Como el linezolid, antibiético de la familia de las oxazolidinonas, ya habia demostrado
ser un potente inhibidor de la traduccidon mitocondrial en numerosos tejidos de mamiferos
(McKee, Ferguson et al. 2006), se comprobd que la disminucion en cantidad de CIV observada
se correspondia con una caida general en la sintesis mitocondrial de proteinas. Esta hipdtesis
fue confirmada tal y como muestran los resultados de la figura 111.51.
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Figura I11.51: Sintesis mitocondrial de proteinas en presencia de linezolid (LIN). A) Imagen representativa del gel-
autorradiografia que muestra los patrones electroforéticos de los productos de traduccién mitocondrial (derecha)
asi como el control de carga (izquierda). M, - y + indican marcador de pesos moleculares, hASC en ausencia y
presencia de linezolid 30 uM respectivamente. B) Cuantificacion de los productos de traduccién mitocondrial (MTP)
por densitometria. Se representa la media de las 3 bandas cuantificadas en 3 geles independientes. LIN 0 uM: 100
(3); LIN 30 uM: 91,9 + 2,8 (3). *P = 0,0071.

El estudio del efecto del linezolid sobre la traduccion mitocondrial en las hASC se
completé con dos técnicas mas de analisis de proteinas. En primer lugar, tal y como muestra la
figura 111.52, se llevd a cabo un Western blot a partir del aislado de mitocondrias de hASC no
tratadas y tratadas con dos concentraciones de linezolid (30 y 90 uM) durante una semana.
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Figura 111.52: Inmunodeteccion de proteinas mitocondriales por Western blot en hASC tratadas con linezolid. Para
cada concentracion de linezolid (0, 30 y 90 uM) se cargaron 10 y 20 ug de proteina mitocondrial (Mito). El
tratamiento se prolongd durante una semana. Las proteinas detectadas son: proteina ribosomal mitocondrial L45
(MRPL45), proteina transmembrana con cremallera de leucina-mano-EF (LETM1), subunidad 21 de la translocasa de
importe de la membrana interna mitocondrial (TIM21), subunidad 9 del subcomplejo 1a de la NADH
deshidrogenasa (ubiquinona) (NDUFA9), citocromo c oxidasa 1 (COX1), citocromo c oxidasa 2 (COX2), isoforma 1 de
la citocromo c oxidasa 4 (COX4-1), intermediario de ensamblaje de la citocromo c oxidasa de regulacion de la
traduccién mitocondrial (MITRAC12), subunidad B de la ATP sintasa (ATP5B).

Como puede observarse, las proteinas que ven reducida su produccién tras el
tratamiento con linezolid son: NDUFA9 (complejo 1); COX1, COX2, COX4-1 (complejo IV) y
MITRAC12 (ensamblaje del complejo IV). Asimismo, las proteinas que no varian por accion del
linezolid son: MRPL45 (ribosoma mitocondrial), LETM1 (membrana interna mitocondrial,
transporte de Ca®*), TIM21 (membrana interna mitocondrial, translocasa) y ATP5B (complejo
V).

Por otro lado, para estudiar la abundancia y composicién de los complejos OXPHOS en
las hASC sin tratar y tratadas con linezolid (90 uM) durante una semana, se realizd una
electroforesis en geles nativos (Blue Native) seguida de un andlisis en segunda dimensién que
queda reflejado en la figura 111.53.
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Figura 111.53: Inmunodeteccion de complejos OXPHOS por Blue Native-2D en hASC tratadas con linezolid. Para
cada concentracion de linezolid (0 y 90 uM) se cargaron 100 pg de proteina mitocondrial. El tratamiento se
prolongé durante una semana. 440, 220 y 70 representan los pesos moleculares (en KDa) aproximados.

De forma similar a los resultados obtenidos por Western blot, puede apreciarse que el
linezolid provoca la desaparicién practicamente total del CIV, tanto en su forma individual
(flecha verde) como formando supercomplejos (flecha azul). Lo mismo ocurre con el Cl, que se
encuentra mayoritariamente en forma de supercomplejos (flecha amarilla) y desaparece tras
el tratamiento con linezolid. En relacién al CV, en las hASC sin tratar aparece tanto en forma
individual (flecha naranja) como ensamblado consigo mismo (flecha morada), mientras que,
llamativamente, tras el tratamiento con linezolid solo se encuentra una pequeia parte como
complejo individual y la mayor parte formando subcomplejos (flecha roja), pudiéndose
apreciar también la subunidad ATP5B aislada (flecha marrén).

En este Ultimo experimento también se observa una menor cantidad de MITRAC12 en
las células tratadas con linezolid (flecha rosa). Los llamados complejos MITRAC consisten en
distintos intermedios de ensamblaje del CIV, formados por la subunidad COX1 y otras
proteinas codificadas en el nucleo (Mick, Dennerlein et al. 2012). Asi, lo que puede ocurrir en
presencia de linezolid es que, al no estar sintetizdndose COX1 durante un periodo prolongado
de tiempo, el intermedio de ensamblaje se desestabilice y MITRAC se degrade. No obstante, se
ha publicado que el tratamiento con tianfenicol, antibiético de accién similar a la del linezolid,
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no afecta a los niveles de MITRAC (Mick, Dennerlein et al. 2012), aunque esto puede deberse a
que el tiempo de exposicidon en ese caso es mas corto (48 horas frente a una semana).

111.4.4.4. Efecto del tratamiento con linezolid previo a la diferenciacion

Al igual que se hizo con el ddC, se quiso comprobar si los cambios producidos por el
linezolid, tanto a nivel de diferenciacion como de funcién mitocondrial, se mantenian una vez
retirada la droga del medio de cultivo. Es decir, las hASC se trataron con LIN 30 uM durante 10
dias y posteriormente se llevd a cabo su diferenciacién adipogénica en ausencia del
antibidtico.

Como se aprecia en la figura I11.54, tanto la tincidn de gotas lipidicas con Nile Red como
la concentracion de leptina secretada resultaron, llamativamente, disminuidas de un modo
significativo, lo que induce a pensar que el efecto tdxico del linezolid en cuanto a la
diferenciacidn celular se mantiene incluso al llevar a cabo el protocolo de diferenciacion una
vez eliminada la droga.
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Figura 111.54: Variables de adipogénesis tras 10 dias de tratamiento con linezolid (LIN) y posterior diferenciacion.
Nile Red (NR): 74,1 + 8,3 (4); triglicéridos (Tg): 112,6 + 21,1 (3); leptina (Lep): 86,9 + 3,1 (3); adiponectina (Adi):
100,6 + 3,8 (3). La linea discontinua representa los valores medios obtenidos en las hASC no tratadas, que se han
considerado el 100 %. *P <0,0367.

Sin embargo, la funcién mitocondrial se restablecié completamente, como muestran
los resultados de la figura I11.55.
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Figura 111.55: Variables mitocondriales tras 10 dias de tratamiento con linezolid (LIN) y posterior diferenciacion.
Actividad especifica (a.e.) CS: 93,4 + 4,4 (3); CIV/CS: 92,1 + 7,8 (3); cantidad (c.) CIV/CS: 94,9 + 13,9 (3). La linea
discontinua representa los valores medios obtenidos en las hASC no tratadas, que se han considerado el 100 %.

Para intentar explicar este efecto duradero del linezolid incluso una vez retirado del
medio de cultivo, se midié el estado de metilacién global del genoma de las hASC cultivadas
durante una semana en presencia del antibidtico, obteniéndose los resultados que se
muestran en la figura 111.56.
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Figura 111.56: Estado de metilacion general de las hASC sin diferenciar en presencia de linezolid (LIN) 30 y 90 uM
durante una semana. La linea discontinua representa la media de los valores obtenidos en las hASC en ausencia de
linezolid, que se ha considerado el 100 %. LIN 30 uM: 110,9 + 16,3 (3); LIN 90 uM: 83,4 + 4,6 (3), *P =0,0194 (vs. LIN
0 uM), P = 0,048 (vs. LIN 30 pM).

Como queda demostrado, el tratamiento con linezolid produce en las hASC ciertas

modificaciones epigenéticas que podrian ser la causa de la alterada diferenciacién adipogénica
que se observa a posteriori.
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I11.4.4.5. Efecto del tratamiento con linezolid en hASC procedentes de
distintos donantes

Para descartar un posible efecto del linezolid especifico para la linea hASC utilizada
(hASC-1), se analizé en paralelo la influencia de dos concentraciones de LIN (30 y 60 uM) sobre
otras hASC procedentes de un donante distinto (hASC-2). Recordar que ambas lineas difieren
en cuanto a su haplogrupo mitocondrial, perteneciendo a los grupos T y H respectivamente
(ver tabla 2).

A la concentracidn de LIN 30 uM, los efectos sobre las hASC-2 fueron muy similares a
los observados en las hASC-1, a excepcidn de la actividad especifica de la citrato sintasa, que se
encontrd significativamente incrementada.

Con LIN 60 pM, las diferencias entre ambas lineas fueron mds pronunciadas: tanto los
ratios CIV/CS como los niveles de leptina secretada fueron significativamente mas bajos en las
dos lineas, pero ademas, para el caso de la actividad de CIV normalizada por CS y para el de la
leptina secretada, se encontraron también diferencias significativas entre las hASC-1 y las
hASC-2, siendo menores para esta ultima linea.

Todos estos datos se recogen en la figura 111.57, lo que sugiere que los polimorfismos
genéticos pueden modificar la susceptibilidad de las hASC frente a los antibidticos que se unen
al ribosoma mitocondrial.
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Figura 111.57: Parametros mitocondriales y de diferenciacion en las lineas hASC-1 y hASC-2 diferenciadas en
presencia de linezolid (LIN). Leptina) hASC-1, LIN 30 uM: 90,4 + 1,7 (3); hASC-2, LIN 30 uM: 72,5 * 1,8 (3); hASC-1,
LIN 60 pM: 77,0 + 1,4 (3); hASC-2, LIN 60 pM: 65,9 + 0,1 (3). Actividad especifica (a.e.) CS) hASC-1, LIN 30 uM: 107,0
+ 13,2 (3); hASC-2, LIN 30 uM: 139,3 + 16,7 (3); hASC-1, LIN 60 uM: 109,4 * 5,2 (3); hASC-2, LIN 60 uM: 148,7 + 11,3
(3). CIV/CS) hASC-1, LIN 30 uM: 58,6 + 6,0 (3); hASC-2, LIN 30 uM: 49,6 * 3,5 (3); hASC-1, LIN 60 uM: 47,6 + 0,2 (3);
hASC-2, LIN 60 uM: 29,0 £ 9,0 (3). Cantidad (c.) CIV/CS) hASC-1, LIN 30 uM: 44,0 + 2,6 (3); hASC-2, LIN 30 uM: 42,0 +
0,4 (3); hASC-1, LIN 60 uM: 33,4 + 3,0 (3); hASC-2, LIN 60 uM: 32,1 + 2,2 (3). La linea discontinua representa los
valores medios obtenidos en las hASC no tratadas, que se han considerado el 100 %. *P < 0,0366 (vs. hASC
diferenciadas no tratadas); *p <0,0329 (vs. LIN 30 uM); &p < 0,0225 (vs. hASC-1).
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Posteriormente, el experimento de diferenciacion en presencia de LIN 30 uM se
extendid al anadlisis de 13 lineas hASC procedentes de 13 donantes diferentes, obtenidas a
partir de tejido adiposo de distintos pacientes. Los pardmetros de diferenciacion medidos se
representan en la figura 111.58.
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Figura 111.58: Parametros de diferenciacion adipogénica en presencia de linezolid (LIN) 30 uM en hASC
procedentes de 13 donantes distintos. Todas las hASC sin tratar se han considerado el 100 % y se
representan mediante la linea discontinua. NR) Tincidn con Nile Red: 88,0 + 9,6 (13). Lep) Cantidad de
leptina secretada: 78,6 + 15,2 (13). Tg) Cantidad de triglicéridos totales: 80,6 + 7,6 (13). *P < 0,0002.

Este resultado confirma de forma indudable el efecto del linezolid sobre Ia
diferenciacidn adipogénica de las hASC.

Por otra parte, previamente se habia demostrado que el tratamiento con linezolid en
cibridos de osteosarcoma 143B con el alelo m.3010A en su mtDNA causa una mayor
disminucién en la sintesis mitocondrial de proteinas y en el ratio CIV/CS (Pacheu-Grau, Gomez-
Duran et al. 2013). Este nucledtido se localiza en el rRNA 16S, posicién en la que se une el
linezolid.

Por ello, se quiso saber si la presencia de este polimorfismo podia amplificar de algin
modo el efecto del linezolid sobre la diferenciacion de las hASC. Asi, en la figura IIl.59 se
presentan los datos de las 13 hASC clasificadas en funcion de que presenten el alelo m.3010A
(perteneciendo al haplogrupo H1) o el m.3010G (haplogrupo no H1).
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Figura 111.59: Parametros de diferenciacion adipogénica en presencia de linezolid 30 uM en hASC
agrupadas segun su haplogrupo mitocondrial. Todas las hASC sin tratar se han considerado el 100 % y
se representan mediante la linea discontinua. NR) Tincién con Nile Red. No H1: 88,3 + 7,2 (9); H1: 87,5
15,2 (4). Lep) Cantidad de leptina secretada. No H1: 80,0 + 16,8 (9); H1: 75,5 + 12,2 (4). Tg) Cantidad de
triglicéridos totales. No H1: 79,8 £ 7,0 (4); H1: 82,6 + 9,5 (4). *P < 0,0057 (vs. hASC diferenciadas en
ausencia de linezolid).

Como puede observarse, la hipétesis de que el linezolid afectaria de forma mas notoria
a células del haplogrupo H1 que a las de otro haplogrupo, no se confirma para el caso de las
hASC en las condiciones estudiadas. Ademas, hay que tener en cuenta que estas células,
ademads de tener distinto mtDNA, difieren también en su nDNA, por lo que el efecto del
mencionado polimorfismo mitocondrial podria verse compensado por otros cambios a nivel
nuclear imposibles de considerar para este experimento.

II1.4.5. Toxicos ambientales: cloruro de tributiltina

La organotina TBTC es un potente alguicida y molusquicida causante, desde los afios
60, de la contaminacién de ecosistemas marinos al utilizarse como componente de las pinturas
que revisten los barcos. Fuera del agua, las tributiltinas (TBT) se usan ademas en agricultura y
en una gran diversidad de actividades industriales, lo que ha llevado a considerar los efectos
perjudiciales de este compuesto sobre la salud humana. Como consecuencia, este tipo de
pinturas basadas en tributiltinas fueron prohibidas a nivel global desde el afio 2003 (Grun
2014).

Las concentraciones de TBT encontradas en sangre en humanos varian en un rango de
16,8 a 306,8 nM (Whalen, Loganathan et al. 1999), por lo que en esta tesis se han utilizado dos
dosis, de 20 y 100 nM. No obstante, a concentraciones mas altas, ya se ha demostrado que la
subunidad p.MT-ATP6 del complejo V o ATP sintasa podria ser la diana de inhibicion de las TBT
(von Ballmoos, Brunner et al. 2004, Kotake 2012).
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I111.4.5.1. Cambios morfolégicos y marcadores de diferenciacion

Algunos autores ya habian demostrado que las TBT inducen la acumulacion de gotas
lipidicas en queratinocitos humanos (Corsini, Viviani et al. 2003) asi como la diferenciacion
adipogénica de preadipocitos de ratén (Kanayama, Kobayashi et al. 2005).

Al tratar las hASC con TBTC durante 3 semanas en medio normal de crecimiento (no de
diferenciacion), asi como con otro inhibidor del CV como es la oligomicina (OLI, 16 nM), se
indujeron unos cambios morfoldgicos similares que, tal y como se aprecia en la figura I11.60,
conllevan la aparicién de una especie de vesiculas que podrian contener cimulos de lipidos.

Figura 111.60: Imagenes de microscopia 6ptica de hASC. A) hASC no tratadas. B) hASC tratadas con OLI 16 nM. C)
hASC tratadas con TBTC 20 nM. D) hASC tratadas con TBTC 100 nM. 10 X.

En la figura 11.61 se representan los valores obtenidos al medir distintas variables de
adipogénesis en las hASC tratadas durante 21 dias en medio de cultivo normal, no de
diferenciacion, DMEM (A) o MesenPRO (B). Como puede observarse, los cambios morfoldgicos
hallados se correspondieron con un incremento muy significativo de los marcadores de
diferenciacion intracelulares (tincion con Nile Red y cantidad de triglicéridos totales) asi como
en los de secrecion de adipoquinas, en este caso leptina. Estas diferencias fueron mayores a
mayor concentracidon de TBTC, obteniendo resultados que apuntan en la misma direccién con
el tratamiento con OLI. Del mismo modo, los resultados obtenidos con ambos medios de
cultivo son practicamente equivalentes.
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Figura 111.61: Variables de diferenciacion adipogénica tras el tratamiento con TBTC. A) En medio de cultivo DMEM.
Nile Red (NR)) OLI 16 nM: 133,4 + 13,7 (3); TBTC 20 nM: 190,6 + 33,8 (3); TBTC 100 nM: 266,2 + 12,6 (3).
Triglicéridos (Tg)) OLI 16 nM: 326,9 + 92,1 (3); TBTC 20 nM: 1.066,4 + 411,3 (3); TBTC 100 nM: 2.595,9 + 879,3 (3).
Leptina (Lep)) OLI 16 nM: 117,7 + 6,5 (3); TBTC 20 nM: 173,9 + 34,0 (3); TBTC 100 nM: 203,0 + 37,6 (3). *P < 0,0256
(vs. hASC no tratadas); *p=0,0221 (vs. TBTC 20 nM). B) En medio de cultivo MesenPRO. NR) OLI 16 nM: 148,1 + 14,5
(3); TBTC 20 nM: 123,6 + 23,7 (3); TBTC 100 nM: 146,1 + 16,5 (3). Tg) OLI 16 nM: 174,0 + 86,2 (3); TBTC 20 nM: 428,3
+ 42,7 (3); TBTC 100 nM: 1.704,9 + 573,9 (3). Lep) OLI 16 nM: 142,1 + 19,3 (3); TBTC 20 nM: 193,5 + 10,8 (3); TBTC
100 nM: 208,5 + 23,0 (3). *P < 0,0427 (vs. hASC no tratadas); *p = 0,0184 (vs. TBTC 20 nM). La linea discontinua
representa los valores medios obtenidos en las hASC no tratadas, que se han considerado el 100 %. OLI y TBTC
denotan oligomicina y cloruro de tributiltina, respectivamente.

111.4.5.2. Diana del TBTC y parametros mitocondriales

Se sabe que las TBT a bajas concentraciones (10 nM) pueden activar determinadas
rutas gendmicas a través del PPARy y el RXRa (Kanayama, Kobayashi et al. 2005), pero también
que pueden promover la adipogénesis de forma independiente al PPARy dependiendo del
momento de la diferenciacién en que se administre el compuesto (Biemann, Fischer et al.
2014). Recientemente se ha demostrado que, a concentraciones nanomolares, las TBT son
capaces de inhibir la isocitrato deshidrogenasa dependiente de NAD (NAD-IDH), definiéndose
asi como un mecanismo de disrupcidn endocrina no genémico (Yamada, Kotake et al. 2014).

Para confirmar o desmentir esta ultima hipodtesis en las hASC, se midié la actividad IDH
de las células tratadas con TBTC u OLI, viendo que no solo no disminuia sino que incluso con
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TBTC 100 nM y con OLI 16 nM aumentaba significativamente (figura 111.62), probablemente
debido a un mecanismo compensatorio de biogénesis mitocondrial.
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Figura 111.62: Actividad especifica de la Isocitrato Deshidrogenasa (IDH). La linea discontinua representa los valores
medios obtenidos en las hASC no tratadas, que se han considerado el 100 %. OLI 16 nM: 183,4 + 24,4 (3); TBTC 20
nM: 72,5 + 13,8 (3); TBTC 100 nM: 151,4 + 16,2 (3). *P < 0,0173 (vs. hASC no tratadas); *P = 0,003 (vs. TBTC 20 nM).
OLI y TBTC denotan oligomicina y cloruro de tributiltina, respectivamente.

Por otro lado, y como era de esperar al tratarse de inhibidores directos de la ATP
sintasa, tanto OLI como TBTC (a 100 nM) disminuyeron de forma inmediata el consumo de
oxigeno de las hASC, que se recuperd al afiadir un desacoplante como el FCCP, lo que indica
una cadena respiratoria conservada (figura 111.63).
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Figura 111.63: Determinacion del consumo de oxigeno tras la adicion de drogas. A) Representacidn gréfica de los
resultados obtenidos mediante el sistema Oroboros®. Las lineas azul y roja representan concentracidon y consumo
de oxigeno respectivamente. B) Cuantificacion del consumo de oxigeno. La linea discontinua representa el consumo
endégeno medio de las hASC sin tratar, que se ha considerado el 100 %. OLI 16 nM: 13,5 + 6,2 (3); TBTC 20 nM: 92,6
+ 17,8 (3); TBTC 100 nM: 62,0 + 10,7 (3). *P < 0,0403. OLI y TBTC denotan oligomicina y cloruro de tributiltina,

respectivamente.
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Por ultimo, se midieron los niveles de H,0, tras la adicion de estas drogas al cultivo de
hASC. Si bien TBTC a 100 nM no afecté a la cantidad de ROS, OLI la disminuyé de forma
inmediata. Este ultimo resultado fue inesperado ya que previamente se habia demostrado
que, a 4 nM, OLI incrementaba los niveles de H,0, en preadipocitos de ratén (Carriere,
Fernandez et al. 2003). Para corroborar la funcionalidad de la técnica, se afiadio el
antioxidante NAC (5 mM) y el agente generador de superdxido Menadiona (MEN, 10 uM), que
efectivamente disminuyeron y aumentaron la produccién de H,0, respectivamente. Todos
estos datos se recogen en la figura 11.64.

2001
3 OLI 16 nM
* @ TBTC 100 nM
B0 B TBTC 100 nM
S + NAC 5 mM
1004 ==========mm-mmmmmeeon -
Q % MEN 10 uM
T -
50+
% H#
0

Figura 111.64: Determinacion de los niveles de H,0, tras la adicion de drogas. La linea discontinua representa los
valores medios de las hASC sin tratar, que se han considerado el 100 %. OLI 16 nM: 62,0 + 6,6 (3); TBTC 100 nM:
90,8 + 4,2 (3); TBTC 100 nM + NAC 5 mM: 4,2 + 1,1 (3); MEN 10 pM: 147,0 % 3,1 (3). *P < 0,0021 (vs. hASC no
tratadas); p < 0,0001 (vs. TBTC 100 nM). OLI, TBTC, NAC y MEN denotan oligomicina, cloruro de tributiltina, N-
acetilcisteina y menadiona, respectivamente.

II1.5. Estudio del secretoma de las hASC

II1.5.1. Cambios en el patron de secrecion entre las hASC sin diferenciar y
diferenciadas a adipocitos

Tras demostrar que la diferenciacidn de las hASC en presencia de xenobidticos que
afectan al sistema OXPHOS alteraba la secreciéon de ciertas adipoquinas como la leptina, se
decidié llevar a cabo un estudio general del perfil de proteinas secretadas al medio
extracelular por parte de estas células.

En primer lugar, y para conocer mdas concretamente los cambios en las proteinas
secretadas que se producen durante la diferenciacidn celular, se llevo a cabo el analisis de
expresion diferencial entre el secretoma de las hASC sin diferenciar y diferenciadas a
adipocitos. Para ello se estudiaron las dos lineas de células madre ya mencionadas (hASC-1 y
hASC-2). Para la realizacién de estos experimentos se utilizd la técnica de marcaje isotépico
iTRAQ.

Si bien se prestd especial atencion en llevar a cabo un exhaustivo lavado de las células
para eliminar los restos de suero fetal bovino que contaminasen la muestra, la presencia de
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proteinas de la especie Bos taurus resulté inevitable. Tal y como muestra la figura I11.65, al
cargar las muestras en un gel SDS-PAGE se obtuvo una banda mayoritaria a 67 KDa

correspondiente a la albdimina sérica bovina (flecha roja).
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Figura 111.65: Gel SDS-PAGE de las muestras de secretoma. Tincion con Azul de Coomassie. MW: patrén de pesos
moleculares; SD: hASC sin diferenciar, D: hASC diferenciadas a adipocitos, D L30: hASC diferenciadas en presencia
de linezolid 30 uM, D L60: hASC diferenciadas en presencia de linezolid 60 uM. H y T denotan el haplogrupo al que
pertenece cada una de las dos hASC utilizadas.

Ademads, se tuvo que hacer un cribado de proteinas cuyos péptidos habian sido
identificados con otras especies distintas a la humana y la bovina (Macaca mulatta, Macaca
fascicularis y Pan troglodytes). Esto es debido a que algunas proteinas estdn altamente
conservadas en la naturaleza, por lo que los péptidos correspondientes aparecen en las bases

de datos por su gran homologia.

Una vez considerado esto, en la tabla 11l.3 se muestran los resultados obtenidos,
sefialando en color azul las proteinas subexpresadas con la diferenciacién y en rojo las
superexpresadas. En dicha tabla se incluyen solamente las proteinas con expresiéon diferencial
significativa en ambas lineas celulares, si bien se pueden consultar en el Anexo | (tabla A.1) las
obtenidas en solo una de las dos.
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N2 Acceso PROTEINA Gen |[D/SD|PS|L F Referencias
Q15582 [Transforming growth factor-beta-induced proteinig-h3 | TGFBI |[0,18 si |Ex|cc, Tsf, b, ¢, d, g, h
P08253 |72 kDa type IV collagenase MMP2 0,24 | ST |EX| MP [a,c,d, e, T, g h
P02452  |Collagen alpha-1(l) chain COL1A1 |0,24 | SI [EX| MC [a,b,c, d, e, f g
P02751 |Fibronectin FN1  |0,25] Sl [EX| MC [, b, ¢, d, e f g, h
P35555  |Fibrillin-1 FBNL1 |0,27 |ST|EX] MC |c, d, g

P08123 [Collagen alpha-2(l} chain COL1A2 |0,29 | Sl |EX| MC [a,b,c,d, e, f. g h
P05121  |Plasminogen activator inhibitor 1 SERPINEL|0,31 | ST [EX| MP [a,c,d, e, f g
P12111 [Collagen alpha-3(VI) chain COL6A3 0,31 | SI |EX| MC fa,c, d

P02461 |Collagen alpha-1(lll} chain COL3A1 |0,32 | SI [EX| MC [a,c, d, e, f g h
QONRNS5 [Olfactomedin-like protein 3 OLFML3 | 0,39 | Si [EX| MC |d

P12109 [Collagen alpha-1(VI) chain COL6AL |0,44 | Si [EX| MC |a,c, d, e, f g h
P20908 |Collagen alpha-1(V) chain COL5A1 |0,44 | SI |EX| MC |c,d, e, g, h
P13645  [Keratin, type | cytoskeletal 10 KRT10 |0,48 INO|C| MC |-

P04264  [Keratin, type Il cytoskeletal 1 KRT1 |0,51 |NO|M| MC |-

P02787 [Serotransferrin TF 054 [SIEX| T |d,efgh
P09871 |Complement Cls subcomponent C1S 0,57 |STIEX| I f,cd,e
P05997 [Collagen alpha-2(V) chain COL5A2 |0,57 | S [EX| MC ¢, d, g

P14543 Nidogen-1 NID1 1,76 Si{EX| MC a,c,d h
P07996 [Thrombospondin-1 THBS1 |1,77 | SI |EX| MC ¢, d, h

P24821 [Tenascin TNC 3,61 | Si [EX|CC,TSlc, d, h

PO0746 |Complement factor D CFD 412 [STEX] 1 g h

P02649 |Apolipoprotein E APOE (4,20 |SI[EX| T |, d, e fgh
P49747 |Cartilage oligomeric matrix protein COMP |4,73 | Sl |EX| MC d

Tabla 111.3: Secrecion diferencial de proteinas por las hASC sin diferenciar y diferenciadas a adipocitos. Se
muestran en azul o en rojo las proteinas cuya secrecion disminuye (ratio D/SD < 0,7) o aumenta (ratio D/SD > 1,3)
con la diferenciacién, respectivamente. El N2 de acceso es el correspondiente a la base de datos SwissProt. La
presencia de péptido sefial (PS), la localizacion (L) y la funcién (F) de cada proteina se ha extraido de la base de
datos HPRD. Localizacion) EX = extracelular, C = citoplasma, M = membrana plasmatica. Funcidn) CC = comunicacion
celular, TS = transduccién de sefial, MP = metabolismo proteico, MC = mantenimiento celular, T = transporte, | =
respuesta inmune. Referencias) a, (Chiellini, Cochet et al. 2008); b, (Frazier, Gimble et al. 2013); c, (Kapur and Katz
2013); d, (Lim, Wollaston-Hayden et al. 2014); e, (Renes, Rosenow et al. 2014); f, (Rosenow, Noben et al. 2012); g,
(Rosenow, Noben et al. 2013); h, (Zhou, Xiao et al. 2009).

Como puede observarse, 21 de las 23 proteinas halladas presentan péptido sefial de
secrecidon, y solo las dos queratinas carecen de esta sefal. Lo particular de este tipo de
proteinas es que probablemente procedan de una contaminacién externa originada en el
laboratorio (piel o pelo de la persona que manipula las muestras), por lo que normalmente se
excluyen de este tipo de estudios (Hodge, Have et al. 2013).

Ademas, se quiso corroborar que todas las proteinas analizadas pertenecian realmente
a rutas de secrecion, descartando que apareciesen en el medio extracelular por la simple lisis
de las células. Para ello se llevd a cabo la determinaciéon enzimatica de la lactato
deshidrogenasa (LDH) en el medio de cultivo recogido para los estudios de secretoma. La LDH
es una enzima citosdlica que en ocasiones se ha utilizado para descartar la rotura de las células
en este tipo de estudios (Chiellini, Cochet et al. 2008). El resultado obtenido se representa en
la figura 111.66, que muestra la ausencia casi total de actividad LDH frente a un control positivo
del mismo volumen de medio en contacto con la misma cantidad de células lisadas por el
procedimiento de congelacion-descongelacion.
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Figura 111.66: Determinacion de la actividad enzimatica de la lactato deshidrogenasa (LDH). Control +: 100 * 3,1 (3);
Secretoma: 12,1 £ 6,1 (8). *P < 0,0001.

En cuanto a las proteinas encontradas, la mayoria de ellas forman parte de la matriz
extracelular y de su mantenimiento, lo que pone de manifiesto la necesidad de remodelar el
tejido adiposo con la diferenciacién de los adipocitos (Lim, Wollaston-Hayden et al. 2014). Por
ejemplo, la disminucién de coldgeno tipo VI puede facilitar a los adipocitos su incremento de
tamanio (Divoux and Clement 2011). Asi mismo, una menor expresion de colagenos tipo |y llI
es necesaria para que los preadipocitos pierdan su morfologia fibroblastoide (Weiner, Shah et
al. 1989).

Un aspecto que llama la atencion es que no aparece ninguna de las adipoquinas que se
sabe que secreta el tejido adiposo como érgano endocrino, tales como la adiponectina y la
leptina, si bien esta ultima tampoco es hallada en estudios similares (Zvonic, Lefevre et al.
2007). En cambio, si que aumentan los niveles de otras proteinas secretadas por los adipocitos
como el factor D del complemento o la apolipoproteina E (ApoE), al igual que disminuye el
inhibidor 1 del activador del plasminégeno.

I11.5.2. Efecto del linezolid sobre el secretoma de las hASC diferenciadas a
adipocitos

Del mismo modo, se llevd a cabo el andlisis del secretoma de las hASC diferenciadas a
adipocitos en presencia de linezolid a dos concentraciones, 30 y 60 uM, concentraciones
fisiolégicamente relevantes por encontrarse dentro del rango de las halladas en pacientes que
hayan seguido este tratamiento.

Los resultados obtenidos respecto a las células sin diferenciar se recogen en la tabla
IIl.4. Al igual que en el apartado anterior, las proteinas incluidas son las que aparecen como
diferenciales en ambas réplicas bioldgicas (hASC-1 y hASC-2), mientras que las que aparecen
solo en una de ellas se encuentran en el Anexo | (tabla A.2).
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N2 Acceso PROTEINA Gen |D/SD|DL30/SD|DL6O/SD|PS|L| F Referencias
Q15063  |Periostin POSTN - 0,16 0,16 | Si |EX|CC,TSh, d, h

P21810  [Biglycan BGN - 0,18 - Si [EX| MC d

Q15582 |[Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3 TGFBI 0,18| 0,19 0,22 Si |[EX|CC, TSf, b, ¢, d, g, h
P08253  [72 kDa type IV collagenase MMP2 0,24| 0,30 0,30 Si[EX| MP fa,c,d, e f g h
P02452 (Collagen alpha-1(l) chain ICOL1A1 (0,24 | 0,26 0,27 Si [EX| MC @a,b, ¢, d, e, f g
P51884  [Lumican LUM - 0,26 0,26 Si [EX| MC Ja, b, d

P02751 |Fibronectin FN1 0,25 | 0,29 0,31 Si [EX| MC [a,b, ¢, d, e, f, g h
P35555  |Fibrillin-1 FBN1 0,27 | 0,32 0,33 |Si|EX| MC [, d, g

P08123  [Collagen alpha-2(l) chain COL1A2 |0,29| 0,29 0,28 Si |[EX| MC fa,b, ¢, d, e fgh
P05121  |Plasminogen activator inhibitor 1 SERPINE1| 0,31 - - SIIEX| MP f,c,d, e fg
P12111  [Collagen alpha-3(VI) chain COL6A3 |0,31| 0,31 0,34 |Si|EX| MC fa, ¢, d

P02461  [Collagen alpha-1(lll) chain COL3A1 |0,32| 0,30 0,33 Si[EX| MC fa,c,d, e, f g h
IQ9NRNS5 [Olfactomedin-like protein 3 OLFML3 |0,39| 0,45 0,41 Si [EX| mC d

P12109 (Collagen alpha-1(VI) chain COL6A1 (0,44 | 0,48 0,52 Si [EX| MC fa,c, d, e, f,g h
P20908 [Collagen alpha-1(V) chain COL5A1 |0,44| 0,41 0,42 Si [EX| MC [c,d, e, g h
P35908  |Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal KRT2 - 0,54 0,60 |NO|C| MC |-

P13645  [Keratin, type | cytoskeletal 10 KRT10 0,48 | 0,58 0,57 |NO|C| MC |-

P04264  [Keratin, type Il cytoskeletal 1 KRT1 0,51| 0,60 0,57 |NO|M| MC |-

P35527  [Keratin, type | cytoskeletal 9 KRTS - - 0,57 |NO|C| MC |-

P02787  [Serotransferrin [TF 0,54 | 0,54 0,59 SIIEX| T defgh
P09871 [Complement Cls subcomponent C1S 0,57 - - SIEX| | f,cde
P05997  [Collagen alpha-2(V) chain COL5A2 |0,57 | 0,48 0,46 Si|[EX| MC [c,d, g

P14543 |Nidogen-1 NID1 1,76 | 1,72 1,59 |Si|EX| MC [a,c,d, h
P07996  [Thrombospondin-1 THBS1 1,77 - 1,89 Si [EX| MC e, d, h

P36955  |Pigment epithelium-derived factor SERPINF1| - 1,99 - Si |[EX|CC, TSfa, ¢, d, e, f, g, h
P24821  [Tenascin TNC 361| 3,33 3,73 | S |[EX|CC, TS|c, d, h

P00746 |Complement factor D CFD 4,12 | 4,85 3,96 [SIEX| | ,h

P02649 |Apolipoprotein E IAPOE 4,20 | 3,55 306 |SIEX| T f,defgh
PA9747  [Cartilage oligomeric matrix protein COMP 4,73 | 4,66 4,97 Si [EX| mC d

Tabla Ill.4: Secrecion diferencial de proteinas por las hASC sin diferenciar y diferenciadas a adipocitos en
presencia de linezolid. Se muestran en azul o en rojo las proteinas cuya secrecién disminuye (ratios < 0,7) o

aumenta (ratios = 1,3) con la diferenciacién en ausencia y presencia de linezolid, respectivamente. Aparecen en

negrita aquellas proteinas que presentan una tendencia ascendente o descendiente al aumentar la dosis de
linezolid. EI N2 de acceso es el correspondiente a la base de datos SwissProt. La presencia de péptido sefial (PS), la

localizacion (L) y la funcidn (F) de cada proteina se ha extraido de la base de datos HPRD. Localizacién) EX =

extracelular, C = citoplasma, M = membrana plasmatica. Funcién) CC = comunicacion celular, TS = transduccién de
sefial, MP = metabolismo proteico, MC = mantenimiento celular, T = transporte, | = respuesta inmune. Referencias)
a, (Chiellini, Cochet et al. 2008); b, (Frazier, Gimble et al. 2013); c, (Kapur and Katz 2013); d, (Lim, Wollaston-Hayden
et al. 2014); e, (Renes, Rosenow et al. 2014); f, (Rosenow, Noben et al. 2012); g, (Rosenow, Noben et al. 2013); h,
(zhou, Xiao et al. 2009).

Como puede observarse, tan solo algunas proteinas (en negrita) presentan una

tendencia que puede correlacionarse con las concentraciones crecientes de linezolid. Las que

disminuyen con la diferenciacién y aumentan con el linezolid son la proteina inducida por el

TGFB, el colageno ai(l), la fibronectina, la fibrilina-1 y el colageno al(VI). De entre ellas, las

diferentes isoformas del coldgeno tipo I, por ejemplo, forman parte de los llamados

adiposomas, que son vesiculas similares a los exosomas pero especificas de los adipocitos,

implicadas en la secrecién de adipoquinas (Renes, Rosenow et al. 2014). Las proteinas que

aumentan con la diferenciacién y que disminuyen con el linezolid son el nidogen-1 y la
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apolipoproteina E. El colageno a2(V) es un caso particular ya que disminuye con la
diferenciacién y sigue disminuyendo con el tratamiento con linezolid.

Por otro lado, y tal como muestra la tabla I1l.5, tan solo se encontraron 2 proteinas que
cambiaban entre las células diferenciadas en ausencia y presencia de linezolid, concretamente
a la concentracién de 60 pM. De nuevo, en el Anexo | (tabla A.3) puede encontrarse la tabla de
resultados correspondiente a las proteinas halladas en solo una de las dos lineas hASC
analizadas.

N2 Acceso PROTEINA Gen |DL30/D|DL60/D|DL60/DL30|PS| L | F Referencias
P02649  |Apolipoprotein E |APOE - 0,72 - SIEX| T lc,d, e, f g h
P02751 Fibronectin FN1 - 1,27 - SIEX/MC a,b,c,defgh

Tabla 111.5: Secrecion diferencial de proteinas por las hASC diferenciadas a adipocitos en ausencia y presencia de
linezolid. Se muestran en azul o en rojo las proteinas cuya secrecién tiende a disminuir (ratios < 0,7) o a aumentar
(ratios 2 1,3) con el tratamiento con linezolid, respectivamente. El N2 de acceso es el correspondiente a la base de
datos SwissProt. La presencia de péptido sefial (PS), la localizacién (L) y la funcién (F) de cada proteina se ha
extraido de la base de datos HPRD. Localizacién) EX = extracelular. Funcién) MC = mantenimiento celular, T =
transporte. Referencias) a, (Chiellini, Cochet et al. 2008); b, (Frazier, Gimble et al. 2013); ¢, (Kapur and Katz 2013); d,
(Lim, Wollaston-Hayden et al. 2014); e, (Renes, Rosenow et al. 2014); f, (Rosenow, Noben et al. 2012); g, (Rosenow,
Noben et al. 2013); h, (Zhou, Xiao et al. 2009).

La fibronectina es una glicoproteina presente en la matriz extracelular (ECM) que es
secretada en forma de dimeros inactivos solubles. Su principal funcidon es iniciar el ensamblaje
de diversas proteinas para formar las redes fibrilares de la ECM (Halper and Kjaer 2014).

La apolipoproteina E es un componente proteico de varias lipoproteinas y juega un
papel clave en el metabolismo lipidico, producido principalmente por el higado pero presente
también en el tejido adiposo y en el sistema nervioso central (Havel, Yamada et al. 1987,
Zechner, Moser et al. 1991).

Estos resultados permiten dar un paso mas alla en cuanto a las rutas metabdlicas que
cldsicamente se ven afectadas al alterar de algin modo el sistema OXPHOS como podrian ser
la del mantenimiento bioenergético, ya que tanto ApoE como fibronectina actuarian en
funciones celulares muy distintas.

I11.5.2.1. Validacion de los resultados por Western blot

Para validar los resultados del secretoma obtenidos por iTRAQ, las mismas muestras se
utilizaron para la inmunodeteccion de ApoE y fibronectina por Western blot.

Los resultados obtenidos, asi como su cuantificacion densitométrica, se muestran en la
figura 11.67. Hay que mencionar que ante la imposibilidad de encontrar una proteina dptima
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que sirviera como control de carga en el caso de muestras de secretoma, se repitio la
cuantificacion por el método de Bradford varias veces, para tratar de cargar exactamente la
misma cantidad de proteina en todos los pocillos del gel.
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Figura 111.67: Inmunodeteccion de ApoE y fibronectina en el secretoma hASC sin diferenciar y diferenciadas en
ausencia y presencia de linezolid (LIN). A) Determinacion por Western blot de fibronectina. MW: patréon de pesos
moleculares, SD: hASC sin diferenciar, D: hASC diferenciadas a adipocitos, DL30: hASC diferenciadas en presencia de
linezolid 30 uM, DL60: hASC diferenciadas en presencia de linezolid 60 uM. H y T denotan el haplogrupo al que
pertenece cada una de las dos hASC utilizadas. B) Cuantificacion de fibronectina por densitometria. La linea
discontinua representa la media de los valores obtenidos en el secretoma de hASC diferenciadas a adipocitos en
ausencia de linezolid, que se ha considerado el 100 %. SD: 815,6 + 216,6 (2); LIN 30 uM: 168,8 + 36,8 (2); LIN 60 uM:
142,6 + 78,3 (2). *P = 0,0433 (vs. D). C) Determinacidn por Western blot de ApoE. D) Cuantificacién de ApoE por
densitometria. La linea discontinua representa la media de los valores obtenidos en el secretoma de hASC
diferenciadas a adipocitos en ausencia de linezolid, que se ha considerado el 100 %. SD: 0 + 0 (3); LIN 30 uM: 94,1
2,0 (3); LIN 60 uM: 76,0 + 3,0 (3). *P < 0,0068 (vs. D); *P = 0,001 (vs. LIN 30 pM).

En el caso de la fibronectina, puede observarse una banda por encima de 250 que se
corresponde con el peso molecular predicho para la proteina, que es de 263 KDa. Al igual que
ocurria en el experimento iTRAQ, la fibronectina se encontré disminuida en las células
diferenciadas frente a las sin diferenciar, mientras que al inhibir parcialmente la sintesis
mitocondrial de proteinas mediante la administracién de linezolid, su expresién frente a las
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células diferenciadas sin droga aumenté ligeramente (aunque no de forma estadisticamente
significativa).

Por otro lado, la ApoE también mostrd la misma tendencia a la observada en el andlisis
general del secretoma. Como se aprecia en la figura 111.67 (C y D), aparece una banda en las
células diferenciadas que disminuye significativamente al tratar con linezolid, y que no se
observa en las células sin diferenciar. Dicha banda se encuentra por debajo del marcador de 37
KDa, cuando el peso molecular predicho por la casa comercial del anticuerpo era de 38 KDa
(aunque el peso molecular de la proteina es de 34,2 KDa, correspondiéndose de este modo
con la banda hallada).

I11.5.2.2. Verificacion de ApoE por huella peptidica

Al no coincidir exactamente el peso molecular de la banda hallada para ApoE con el
tedrico para esta proteina, y puesto que gran parte de los experimentos posteriores se iban a
basar en el uso de este anticuerpo, se decidio verificar la identidad de la misma por la técnica
de huella peptidica.

Tal y como muestra la tabla 111.6, la proteina mayoritaria en la banda del gel que se
correspondia con la inmunodeteccidon de ApoE, era efectivamente ApoE (mayor Mascot score),
si bien también se encontré otra proteina de peso molecular muy similar, la proteina secretada
acidica y rica en cisteinas (SPARC), igualmente conocida con el nombre de osteonectina.
Ambas superan la puntuacion que determina el motor de buldsqueda MASCOT como
significativa, con un intervalo de confianza del 95 %.

PROTEINA | _ ° | mw (Da)/p1 | MASCOT | Cobertura | N2 Péptidos | 0/
Acceso score secuencia apareados
1.033,5
ApoE | P02649 | 36.246/565 | 278 62 % 21 LQAEAFQAR
45
1.497,5
SPARC | P09486 | 35.465/473 | 197 43 % 13 AATVGSLAGQPLER
65

Tabla I11.6: Identificacion de ApoE por huella peptidica. El N2 de acceso es el correspondiente a la base de datos
SwissProt. MW y Pl denotan peso molecular y punto isoeléctrico tedricos, respectivamente. MASCOT score hace
referencia a la puntuacién obtenida por cada proteina al utilizar el motor de bldsqueda con el mismo nombre en la
base de datos SwissProt. La cobertura de la secuencia corresponde al porcentaje en proteinas identificadas por
huella genética. Los datos MS/MS son el peso molecular MH" (Da), la secuencia del péptido y el Mascot score del
ion correspondiente.
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II1.6. Cambios en la secrecion de ApoE por alteracion del sistema
OXPHOS

I11.6.1. Haplotipado del gen APOE

La proteina ApoE puede presentarse cominmente en humanos en tres variantes
(conocidas como E2, E3 y E4), muy relacionadas con algunas enfermedades asociadas a la edad
como el Alzheimer y también con el fendmeno del envejecimiento y la longevidad en general.
Las combinaciones de los alelos €2, €3 y €4 dan como resultado los diferentes haplotipos del
locus APOE (19913.31), dependiendo de los polimorfismos del exéon 4 rs429358 y rs7412
(Seripa, D'Onofrio et al. 2011).

Por ello, se secuencio el fragmento del gen APOE correspondiente en las tres lineas de
hASC utilizadas en esta tesis (hASC-1, 2 y 3), obteniendo, tal y como muestra la figura I11.68,
que las tres se correspondian con el haplotipo E3/E3, el mas comun en la especie humana.

A Alelo SNP
rs429358 rs7412
€2 T T
€3 T C
€l C C

Figura 111.68: Haplotipado del gen APOE. A) Tabla que muestra los polimorfismos que dan lugar a cada una de las
tres variantes genéticas. Los cddigos rs son los correspondientes a la base de datos dbSNP. B) Figura representativa
de un electroferograma, equivalente a las tres lineas hASC analizadas. Se muestran los dos tripletes que codifican
para los aminodcidos 112 y 158, en los que se encuentran las mutaciones que definen cada una de las variantes, con
la posicidon concreta sefialada con una flecha.

I11.6.2. Efecto de distintos xenobidticos sobre la produccion de ApoE

Visto el efecto del linezolid, se quiso comprobar si otros de los xenobidticos del
sistema OXPHOS utilizados en esta tesis podian alterar del mismo modo la produccién de
ApoE. En la figura 111.69 se muestran los resultados del Western blot realizado.
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Figura 111.69: Inmunodeteccion por Western blot de ApoE en hASC tratadas con distintos xenobidticos. A)
Determinacion por Western blot de ApoE (frente a actina como proteina de normalizacién). D: hASC diferenciadas a
adipocitos, AZT: hASC diferenciadas en presencia de AZT 6 uM, ddC: hASC diferenciadas en presencia de ddC 0,1
UM, CLOR: hASC diferenciadas en presencia de cloranfenicol 2,5 uM, LIN: hASC diferenciadas en presencia de
linezolid 30 uM. B) Cuantificacion de ApoE por densitometria. La linea discontinua representa la media de los
valores obtenidos en el secretoma de hASC diferenciadas a adipocitos en ausencia de cualquier xenobidtico, que se
ha considerado el 100 %. AZT: 104,1 + 9,5 (3), ddC: 97,3 + 2,4 (3), CLOR: 90,8 * 6,6 (3), LIN: 89,8 + 2,4 (3).
*P = 0,0273. AZT, ddC, CLOR y LIN denotan 3’-azido-3’-deoxitimidina, 2’,3’-dideoxicitidina, cloranfenicol y linezolid,
respectivamente.

Como puede apreciarse, los andlogos de nucledsidos no tuvieron efecto sobre la
produccién de ApoE. Tan solo en el caso del cloranfenicol se observd una tendencia negativa
que, sin embargo, no resulté estadisticamente significativa.

111.6.3. Efecto del linezolid sobre la produccion de ApoE

I11.6.3.1. Inmunodeteccion de la proteina

Con el objetivo de concretar si el defecto de ApoE provocado por el tratamiento con
linezolid en el secretoma celular tenia lugar a nivel de las rutas de secrecion o bien a nivel de la
produccién general de la proteina, se procedié a su inmunodeteccién mediante dos técnicas
diferentes. Estos experimentos se realizaron a pesar de que el perfil de secrecidon de la
fibronectina, opuesto al de la ApoE (es decir, disminuye con la diferenciacion y aumenta al
tratar con el linezolid), ya aporta un indicio acerca de que dicho compuesto no estd
provocando un defecto general en la secrecion de los adipocitos.
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En primer lugar se llevd a cabo un Western blot a partir de los homogenados celulares
de las hASC sin diferenciar y diferenciadas a adipocitos en ausencia y presencia de linezolid 30
y 60 uM. Como puede observarse en la figura IIl.70A, la ApoE disminuyd significativamente con
el tratamiento. Del mismo modo, se detecté la proteina por inmunocitoquimica, aumentando
la dosis de linezolid a 90 uM para que los efectos se hicieran mas visibles por microscopia.
Como se aprecia en la figura 111.70, la proteina no aparecié en las hASC sin diferenciar (B)
mientras que si lo hizo en los adipocitos (C), disminuyendo su intensidad en las células tratadas
con linezolid (D).

MW  SD D DL30 DL60

Figura 111.70: Inmunodeteccion de ApoE en hASC sin diferenciar y diferenciadas a adipocitos en ausencia y
presencia de linezolid. A) Determinacion por Western blot de ApoE (frente a actina como proteina de
normalizacién). MW: patrén de pesos moleculares, SD: hASC sin diferenciar, D: hASC diferenciadas a adipocitos,
DL30: hASC diferenciadas en presencia de linezolid 30 uM, DL60: hASC diferenciadas en presencia de linezolid 60
UM. B) hASC sin diferenciar. C) hASC diferenciadas. D) hASC diferenciadas en presencia de linezolid 90 uM. ApoE
(rojo) y DAPI (azul).

Estos resultados confirman que el tratamiento con linezolid no altera la ruta de
secreciéon de la ApoE, sino que su efecto se produce en la expresidn de la proteina ya a nivel
intracelular.
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I111.6.3.2. Expresion del mRNA

Considerando los resultados anteriores, el siguiente paso fue comprobar si el linezolid
afectaba a la traduccidon de la proteina o bien actuaba antes, sobre la transcripcion de su
mRNA. Para ello, se midié por qRT-PCR la expresidon de ApoE en las hASC diferenciadas a
adipocitos en ausencia y presencia de linezolid 90 uM, que a su vez resulté ser nula en las hASC
sin diferenciar. Los resultados se muestran en la figura 11l.71, que confirma que el linezolid
disminuye la expresion de ApoE a nivel de su mRNA.
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Figura 111.71: Expresion del mRNA de ApoE en hASC diferenciadas a adipocitos en ausencia y presencia de linezolid
(LIN). LIN O M: 100 % 2,5 (3); LIN 90 uM: 82,2 + 10,5 (3). *P = 0,0322.

111.6.3.3. Estado de metilacion del genoma

Que un gen se exprese menos puede ser debido a cambios epigenéticos en su
secuencia. Una de las modificaciones epigenéticas mas frecuentes es el estado de metilacion
de las citosinas, inversamente proporcional al nivel de expresién del mRNA.

Como primer paso, se midid el cambio de metilacién general, es decir, en todo el
genoma, que se producia durante la diferenciacién adipogénica, en ausencia y presencia de
linezolid. Los resultados obtenidos se muestran en la figura I1.72.

104



Resultados

1509+ CJ LINO uM
T \ B LIN 90 uM

& 1004

c

)

(&)

8

S 501

s

0

Figura 111.72: Estado de metilacion general de las hASC diferenciadas en ausencia y presencia de linezolid (LIN). La
linea discontinua representa la media de los valores obtenidos en las hASC sin diferenciar, que se ha considerado el
100 %. LIN O pM: 117,9 + 13,3 (7), *P = 0,015 (vs. hASC SD) ; LIN 90 pM: 87,7 + 12,3 (7), *P = 0,0009 (vs. LIN O pM).

Como puede apreciarse, el porcentaje de metilacién aumenta con la diferenciacién

adipogénica, mientras que si se lleva a cabo la diferenciacidon en presencia de linezolid, los
niveles de metilacidn no varian.
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IV. DISCUSION

IV.1. Las hASC como modelo celular para el estudio de la
adipogénesis

El modelo de cibridos, ampliamente aceptado para el estudio de defectos en el sistema
OXPHOS, cuenta con dos principales inconvenientes que imposibilitan una reproduccion mas
exacta del contexto bioldgico en el que aparecen (Iglesias, Llobet et al. 2012). Dado el
extendido uso de lineas celulares tumorales como fondo genético nuclear para su
construccion, estos cibridos son aneuploides y presentan una alta inestabilidad cromosdmica.
Por otro lado, la capacidad de diferenciacién de estas células es limitada, lo que impide
estudiar el efecto que tienen estas alteraciones sobre la dindmica tisular. Para el desarrollo de
esta tesis doctoral, se han utilizado como modelo células madre humanas derivadas de tejido
adiposo (hASC), células madre adultas, con cariotipo euploide y capaces de diferenciarse en
multiples linajes.

El principal inconveniente de estas células es que, en cultivo, alcanzan el estado de
senescencia muy rapidamente, en torno al pase 15 (Danoviz, Bassaneze et al. 2011), a partir
del cual pueden ralentizar su crecimiento, acumular modificaciones epigenéticas o sufrir una
diferenciacidon espontdnea (Li, Liu et al. 2011). Por ello, todos los experimentos se han
realizado antes del pase 10, tras comprobar que la dotacién cromosémica permanecia
inalterada. Asimismo, para descartar cualquier potencial efecto fenotipico debido a la
presencia de mutaciones mitocondriales, se secuencié su mtDNA completo, confirmandose
gue ninguno de los polimorfismos encontrados resultaba aparentemente patoldgico.

Puesto que las células fueron adquiridas comercialmente, se quiso chequear también
su identidad genética mediante el analisis de STRs, asi como sus caracteristicas basicas como
célula madre mesenquimal, definidas por la Sociedad Internacional de Terapia Celular
(Dominici, Le Blanc et al. 2006).

Tras estas comprobaciones, se realizd un estudio acerca de cuales eran las condiciones
de cultivo mas adecuadas para el trabajo in vitro con este tipo de células. Por un lado, se vio
que, al contrario de lo que ocurre en lineas celulares de origen tumoral, las hASC apenas
consumian glucosa y que, por tanto, la concentracién de glucosa en el medio de cultivo no
afectaba a la actividad mitocondrial. Sin embargo, esta demostrado que a bajos niveles de
glucosa la diferenciacion adipogénica se ve dificultada (Chuang, Yang et al. 2007, Lo, Ho et al.
2011), por lo que se decidid cultivar las células a 25 mM de glucosa. Por otro lado, el cultivo en
condiciones de hipoxia o normoxia tisular reproduciria mejor el nicho bioldgico en el que las
células madre se localizan en el organismo, ayudando a su mantenimiento en el estado
indiferenciado (Ilvanovic 2009). No obstante, nuestros resultados, al igual que otros estudios,
muestran que la tasa de proliferacién celular es significativamente menor en hipoxia (Mischen,
Follmar et al. 2008), mientras que la diferenciacidn adipogénica, principal objeto de estudio de
esta tesis, se ve fuertemente inhibida (Yun, Maecker et al. 2002). Por ello, todos los
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experimentos se realizaron a una concentraciéon de oxigeno del 20 %, coincidiendo con la
concentracién atmosférica. Aun siendo conscientes de que las condiciones de cultivo celular
no son las mds préximas a las que se dan de manera fisiolégica en el organismo, se
seleccionaron por ser las que permitian reproducir el proceso de adipogénesis in vitro,
necesario para llevar a cabo los experimentos.

Dada la relevancia de la obesidad y sus enfermedades emergentes asociadas (diabetes
tipo Il, enfermedades cardiovasculares, hipertensidn, dislipidemias e incluso algunos tipos de
cancer) en la sociedad actual, asi como el hecho de que en determinadas patologias del
sistema OXPHOS se vea afectado el tejido adiposo, nos interesamos por el estudio de la
diferenciacidn adipogénica de las hASC.

IV.2. La diferenciacion adipogénica incrementa la biogénesis del
sistema OXPHOS

En primer lugar, las mitocondrias de las hASC diferenciadas a adipocitos se distribuyen
preferentemente alrededor de las gotas lipidicas, al igual que se observa en otros estudios de
microscopia electronica de preadipocitos 3T3-L1 de raton (Novikoff, Novikoff et al. 1980).
Dichas mitocondrias cambian su morfologia, adquiriendo una apariencia mds alargada vy
aumentando la densidad de sus crestas, lo que se habia visto previamente mediante
microscopia electrénica en andlisis de adipogénesis in situ en cortes histoldgicos de fetos de
rata (Atanassova 2002). Se ha postulado que una de las funciones de las crestas mitocondriales
es minimizar la distancia entre los translocadores de nucledtidos y la ATP sintasa (Demongeot,
Glade et al. 2007), por lo que este cambio estructural podria conllevar una mayor eficiencia en
la produccidn de ATP.

Por otro lado, la diferenciacion adipogénica de las hASC utilizadas en esta tesis se
acompafia de un aumento en el consumo de oxigeno, MIMP y actividad y cantidad de CIV por
célula, resultados que indican una biogénesis mitocondrial durante el proceso de
diferenciacion.

La necesidad de una hiperpolarizacion de la membrana mitocondrial para la
diferenciacion de hMSC a adipocitos ya habia sido previamente descrita (Sundelacruz, Levin et
al. 2008). En cuanto al consumo de oxigeno, se han hallado los mismos resultados en
preadipocitos subcutdneos primarios de adultos jévenes (von Heimburg, Hemmrich et al.
2005), al igual que en hMSC (Zhang, Marsboom et al. 2013) y en una linea celular de adipocitos
blancos del sindrome de Simpson-Golabi-Behmel (SGBS) (Keuper, Jastroch et al. 2014).
Asimismo, varios autores demuestran que, paralelamente a la diferenciacién de las hMSC a
adipocitos, se produce una biogénesis mitocondrial (Tormos, Anso et al. 2011, Zhang,
Marsboom et al. 2013). De forma andloga a nuestro caso, los niveles de mRNA de las enzimas
SOD2 y CS se incrementaron significativamente durante la diferenciacion a adipocitos de hMSC
derivadas de médula ésea (Hofmann, Beyer et al. 2012, Zhang, Marsboom et al. 2013).
Asimismo, los niveles de mRNA de algunas subunidades del sistema OXPHOS (p.MT-CO3) vy la
cantidad de supercomplejos resultaron mayores en las mitocondrias de adipocitos frente a las
de las células sin diferenciar (Hofmann, Beyer et al. 2012). Ademds, otros estudios con células
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de diferentes especies, como preadipocitos de cerdo (Luo, Yu et al. 2008) o raton (Wilson-
Fritch, Burkart et al. 2003, Shi, Burkart et al. 2008, Ryu, Kim et al. 2013), han demostrado
resultados similares.

Por lo tanto, considerando que todos los estudios sefialados utilizan protocolos de
diferenciacién diversos, puede concluirse que el conjunto de los resultados confirma que se
produce una biogénesis mitocondrial como fenédmeno comun durante la diferenciacién
adipogénica.

Sin embargo, a pesar de esta mayor biogénesis, la sintesis mitocondrial de proteinas
fue menor en las células diferenciadas que en las no diferenciadas, al igual que ocurrié con los
niveles de RNA de tres de los productos codificados por el mtDNA. Para explicar este
fenédmeno, ya se ha hablado de la incapacidad de proliferacién de las células diferenciadas, por
lo que el aporte proteico mitocondrial solo es necesario para reemplazar proteinas degradadas
en las células ya existentes, no para sintetizar nuevas mitocondrias. No obstante, cabe
mencionar que estos experimentos tan solo se han realizado en el punto final de Ia
diferenciacidn, por lo que podria darse que el pico de biogénesis mitocondrial ocurriera en los
primeros dias del proceso, a los que les seguiria una etapa de maduracion, menos dependiente
de la sintesis mitocondrial de proteinas.

La biogénesis mitocondrial se da también en otros procesos de diferenciacién celular,
como por ejemplo el de osteogénesis a partir de hMSC, con un mayor consumo de oxigeno y
niveles de proteinas mitocondriales en las células diferenciadas (Chen, Shih et al. 2008). Cabe
destacar que, al igual que en nuestros resultados obtenidos para el caso de la diferenciacion
adipogénica, la osteogénesis también implica una menor produccidon de ROS, probablemente
como consecuencia de la sobreexpresién de enzimas antioxidantes (Sheshadri and Kumar
2016). Por otra parte, la miogénesis a partir de dos lineas de mioblastos murinos, C2C12 y Sol8,
también va acompanada de una biogénesis mitocondrial, justificada por un incremento
significativo de la actividad CS (Kraft, LeMoine et al. 2006). Lo mismo ocurre en el caso de
células madre embrionarias humanas, cuya diferenciacion supone un aumento tanto en la
masa mitocondrial (evidenciada por la tincidon con MitoTracker y por microscopia electrdnica)
como en los niveles de mtDNA (Cho, Kwon et al. 2006).

No obstante, se ha visto que la ausencia de actividad del sistema OXPHOS no es un
obstaculo para la diferenciacion celular. Por ejemplo, una linea celular p° (carente de mtDNA)
de rabdomiosarcoma humano posee la capacidad de diferenciarse a miotubos (Vergani,
Prescott et al. 2000), al igual que ocurre con la diferenciacién hacia monocito/macrdéfago de la
linea de leucemia promielocitica HL60 p° (Herst, Levine et al. 2005). Por otro lado, células
madre progenitoras endoteliales (EPSC) derivadas de un ratén KO para TFAM, presentan una
gran deplecidon en su mtDNA y ausencia de complejos de la ETC, pero su desarrollo epidermal
no se ve impedido (Baris, Klose et al. 2011). Del mismo modo, el tratamiento con oligomicina
de las células del neuroblastoma murino C1300 no evita la formacion de neuritas ni el
incremento de los niveles de proteinas neuroespecificas, lo que sugiere que la funcién
energética de la mitocondria no es necesaria para su diferenciacion (Vayssiere, Cordeau-
Lossouarn et al. 1992). Asimismo, otra linea p° de neuroblastoma humano, la SH-SY5Y,
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mantiene la capacidad de diferenciarse a neuronas, ya que expresan una enolasa especifica y
desarrollan neuritas con granulos secretores (Miller, Trimmer et al. 1996).

Por tanto, estos estudios demuestran que, en muchos tejidos, el sistema OXPHOS no
es necesario para que se produzca la diferenciacién, lo que no implica que alteraciones en
dicha maquinaria puedan afectar a los distintos procesos que participan en la dindmica tisular.

IV.3. Xenobidticos que afectan al sistema OXPHOS alteran la
diferenciacion de hASC a adipocitos

Una de las causas por las que el sistema OXPHOS se puede ver alterado,
independientemente de la presencia de mutaciones en el genoma mitocondrial o nuclear, es
su interaccion, directa o indirecta, tanto con sustancias téxicas de origen natural (antibidticos,
compuestos derivados de plantas, etc.) como con xenobidticos sintéticos (medicamentos,
pesticidas, compuestos quimicos industriales, etc.).

En esta tesis doctoral se ha demostrado que, paralelamente al proceso de
adipogénesis, se produce también una diferenciacion mitocondrial, es decir, un cambio en el
metabolismo energético y del sistema OXPHOS que facilita la formacion de los adipocitos
maduros. Por ello, que la funcion mitocondrial se vea comprometida por accién de estos
xenobidticos, puede tener como consecuencia una alteracién de la diferenciacién adipogénica
de las hASC.

IV.3.1. Inhibidores de la actividad de los complejos OXPHOS afectan a la
diferenciacion adipogénica

Una de estas familias de tdxicos medioambientales que pueden interaccionar con
determinados complejos proteicos del sistema OXPHOS es la de las organotinas, catalogadas
ademads como compuestos obesdgenos, es decir, que pueden inducir la acumulacién de lipidos
en las células de forma independiente a la ingesta caldrica. En concreto, esta tesis se ha
centrado en el estudio de una de ellas, el cloruro de tributiltina (TBTC), analizando sus efectos
en la funcidén mitocondrial y en la diferenciacién adipogénica de las hASC.

Nuestros resultados muestran un aumento significativo en la cantidad de lipidos
intracelulares, proporcional a la concentracion de TBTC utilizada, al igual que se observa en
otras células madre humanas derivadas de médula ésea (Carfi, Croera et al. 2008), en células
3T3-L1 (Kanayama, Kobayashi et al. 2005) y en células mesenquimales de ratén como las mASC
(Kirchner, Kieu et al. 2010) o las C3H10T1/2 (Biemann, Navarrete Santos et al. 2012). Ademas,
este compuesto también afecta a la funcion madura del adipocito, representada aqui por un
aumento en la secrecién de leptina, al igual que se habia visto en otros estudios (Carfi, Croera
et al. 2008).

Durante mucho tiempo se ha pensado que el efecto del TBT sobre la diferenciacion de
los adipocitos se daba solo a través de rutas gendmicas via PPARy y RXRa (Kanayama,
Kobayashi et al. 2005). Sin embargo, el papel del TBT como agonista del PPARy en las hASC en
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su estado indiferenciado es cuestionable, ya que se ha visto que la expresidn de este gen antes
de la diferenciacidn es escasa. Ocurre lo mismo en el caso de las MSC de ratén C3H10T1/2, que
durante su crecimiento en estado indiferenciado raramente expresan PPARy2. Al exponer
estas células a TBT 100 nM se aumentd la expresion de FABP4 y PPARy2 y consecuentemente
se incrementaron los niveles de triglicéridos. Sin embargo, el tratamiento con un agonista del
PPARY2, la rosiglitazona, no tuvo un efecto significativo en la diferenciacion adipogénica.
Ademas, el silenciamiento de PPARY tampoco tuvo un impacto adicional al ya observado con el
TBT. Por lo tanto, estos resultados sugieren que los mecanismos de adipogénesis inducidos por
el TBT son independientes del PPARy2 en células no diferenciadas (Biemann, Fischer et al.
2014) y también, al menos en parte, durante la induccion de la diferenciacién en las MSC de
raton BMS2 (Yanik, Baker et al. 2011).

Por otro lado, mas recientemente se ha visto que el canal proténico de la F;Fy ATP
sintasa constituye una diana para el TBT, posiblemente por la formacién de un enlace Sn-O
entre residuos aminoacidicos cruciales y muy conservados (Grun 2014). Esta uniéon provoca la
inhibicion del flujo de protones y la consiguiente reduccidn en los niveles de ATP intracelular
(Matsuno-Yagi and Hatefi 1993, von Ballmoos, Brunner et al. 2004). De acuerdo a esta
hipdtesis, los resultados de esta tesis sugieren que el TBTC induce la adipogénesis mediante un
mecanismo dependiente del sistema OXPHOS, ya que la dosis utilizada es capaz de inhibir el
consumo de oxigeno de forma instantanea al administrarselo a las hASC. Resultados similares
se habian encontrado en mitocondrias aisladas a partir de distintos modelos animales
sometidos al tratamiento con TBTC (Ueno, Kashimoto et al. 2003, Nesci, Ventrella et al. 2011).
Ademas, sus efectos son andlogos a los producidos por un inhibidor del CV, la oligomicina. De
hecho, se ha publicado que una dosis de oligomicina de 8 nM induce la acumulacién de
triglicéridos en células 3T3-L1 (Vankoningsloo, Piens et al. 2005). Otros datos sostienen esta
teoria, como por ejemplo que el tratamiento de 6 dias con TBT 25 nM provoca un descenso
significativo en los niveles de ATP, ademas de una pérdida en la funcién litica de células natural
killer humanas (Dudimah, Odman-Ghazi et al. 2007). Del mismo modo, se ha demostrado que
el TBTC disminuye el consumo de O,, los niveles de ATP, el potencial de membrana interna
mitocondrial y la produccién de H,0, en cibridos con fondo genético nuclear de osteosarcoma
y adenocarcinoma, afectando en mayor medida a aquellos portadores de una mutacién en la
ATP sintasa (Lopez-Gallardo, Llobet et al. 2016). En cuanto a los niveles de ROS, en nuestro
caso no se observd ningun efecto, como tampoco se ha visto en otros estudios con células
procedentes de distintas partes de cerebro de rata (Mitra, Siddiqui et al. 2014).

Por otra parte, la inhibicidn del CV también explicaria la acumulacién de isocitrato
dependiente de TBT (Yamada, Kotake et al. 2014), ya que el NAD" necesario para su oxidacién
no se regeneraria con una ETC inhibida. Mediante esta hipétesis, el TBT no tendria por qué
inhibir a la enzima isocitrato deshidrogenasa, lo que concuerda con nuestros resultados.

IV.3.2. Inhibidores de la traducciéon mitocondrial afectan a la diferenciacion
adipogénica

Otra forma de alterar el funcionamiento del sistema OXPHOS es mediante la inhibicion
de la maquinaria de sintesis proteica mitocondrial. Se sabe que algunos antibidticos dirigidos
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contra el ribosoma bacteriano también pueden inhibir la sintesis mitocondrial de proteinas
(Pacheu-Grau, Gomez-Duran et al. 2010), pero su efecto sobre la diferenciacién adipogénica
no ha sido estudiado.

En esta tesis se ha visto que un antibidtico ribosomal utilizado de una forma
relativamente frecuente en la practica clinica, el linezolid, altera la diferenciacion de las hASC,
lo que se evidencia por un descenso en la cantidad de triglicéridos intracelulares y en la
secrecion de leptina.

Ademas, el linezolid, como potente inhibidor de la traduccién mitocondrial, causé una
caida en los ratios CIV/CS e inhibié la sintesis mitocondrial de proteinas. Asimismo, su
administracién provocé una caida en los niveles de proteinas pertenecientes tanto al complejo
respiratorio | como al IV. Llamativamente, el analisis de la composicion de los complejos
OXPHOS por Blue Native-2D reveld la aparicion de subcomplejos formados por distintas
subunidades del complejo V sin ensamblar. Estos subcomplejos ya se habian observado en
células Rho® asi como en pacientes con defectos en la biosintesis mitocondrial (Carrozzo,
Wittig et al. 2006). Ademas, otros estudios afirman que cualquier condiciéon que afecte de
forma negativa a la traduccién mitocondrial de proteinas causara la inestabilidad y disociacion
de los dominios F; y Fo del CV, y por tanto la formacidon de subcomplejos (Smet, Seneca et al.
2009). Si bien estas publicaciones hacen referencia a mutaciones puntuales en tRNAs,
depleciéon o grandes deleciones del mtDNA, el efecto del linezolid sobre la sintesis de proteinas
mitocondriales podria equipararse al que tendrian estos defectos genéticos.

Para tratar de averiguar si estos efectos en la diferenciacién se daban como
consecuencia de la inhibicidn de la sintesis proteica, se repitieron los experimentos con otro
antibidtico dirigido contra la misma subunidad ribosomal, el cloranfenicol. En cuanto a los
pardmetros de diferenciaciéon adipogénica se obtuvieron resultados similares, si bien no se
observé ningun efecto en la funcién mitocondrial, probablemente debido a que la
concentracién de droga utilizada fue muy baja en comparacién a otros estudios similares
(Pacheu-Grau, Gomez-Duran et al. 2013). Sin embargo, la tincién con Nile Red no disminuyé ni
con cloranfenicol ni con linezolid, un resultado similar al obtenido con otro colorante lipofilico
en preadipocitos de ratén tratados con cloranfenicol (Vankoningsloo, De Pauw et al. 2006).

Por otro lado resulta destacable que, en esta tesis, el linezolid y el cloranfenicol
hicieron disminuir la secrecidon de leptina pero no afectaron a las otras dos adipoquinas
analizadas, adiponectina y FABP4. Anteriormente en la literatura cientifica ya se habia hablado
de una regulacién diferente de estas adipoquinas en respuesta a la inhibiciéon de la ETC. Por
ejemplo, en preadipocitos de raton tratados con un inhibidor del ClI, la capsaicina,
disminuyeron los niveles de triglicéridos al igual que ocurrié con el linezolid, pero la expresion
de leptina y adiponectina disminuyd y aumentd respectivamente (Hsu and Yen 2007). Del
mismo modo, en adipocitos humanos diferenciados a una concentracién de oxigeno del 10 %,
frente a la del 21 %, se observé la misma tendencia (Famulla, Schlich et al. 2012). Para explicar
este hecho puede considerarse que en la secrecidn de leptina, adiponectina y FABP4 se ven
implicados distintos compartimentos intracelulares. De hecho, se sabe que para la secrecién
de adiponectina se necesitan compartimentos endosémicos, pero no es asi para el caso de la
leptina (Xie, O'Reilly et al. 2008), mientras que el FABP4 se libera mediante un mecanismo
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dependiente de calcio (Schlottmann, Ehrhart-Bornstein et al. 2014). A pesar de todo esto,
todavia no existen datos acerca de cémo la actividad mitocondrial puede afectar de forma
selectiva a estas rutas de secrecion.

Aunque no en la adipogénesis, los efectos de antibidticos que inhiben la sintesis
mitocondrial de proteinas ya se habian estudiado en otros procesos de diferenciacién celular,
como es el caso de la formacidon de miotubos a partir de mioblastos. En estas publicaciones se
demuestra que la tetraciclina (Hamai, Nakamura et al. 1997) o el cloranfenicol (Korohoda,
Pietrzkowski et al. 1993) inhiben la diferenciacion miogénica.

Por otro lado, es importante tener en consideracién que, en la practica clinica, tan solo
se permite un periodo de administracion de linezolid inferior a 28 dias, evitando asi la
manifestacion de numerosos efectos secundarios (Garrabou, Soriano et al. 2007). Sin embargo,
lo que nuestros resultados demuestran es que la diferenciacién adipogénica en ausencia del
antibidtico se ve parcialmente impedida cuando las hASC habian sido tratadas previamente
(durante 10 dias) con la misma. No obstante, la funcién mitocondrial consiguié recuperarse.
Este efecto toxico del linezolid, prolongado incluso tras la retirada del mismo, puede explicarse
a través de mecanismos epigenéticos, es decir, demostrando que este antibiético puede llevar
a cabo cambios en el estado de metilacidn del genoma, tal y como confirman nuestros
resultados. Al respecto, se ha visto en algunos estudios con plantas que efectivamente
determinados antibiéticos pueden causar tanto hipermetilacion como hipometilacion del DNA,
teniendo esto consecuencias en el metabolismo celular (Schmitt, Oakeley et al. 1997, Bardini,
Labra et al. 2003). Ademas, también se ha publicado que el mantenimiento de un cierto grado
de metilacion en los promotores de determinados genes implicados en la adipogénesis (como
leptina, FABP4 o PPARY2) es esencial para que se produzca la diferenciacién (Boquest, Noer et
al. 2006), por lo que una alteracién en los mismos podria llevar a una menor proporcion de
células diferenciadas frente a las indiferenciadas. En concreto, un estudio con hASC demuestra
que el tratamiento de las células con dos modificadores epigenéticos inhibidores de la
metilacion, 5-aza-2’-desoxicitidina y tricostatina A, disminuye la diferenciacién adipogénica de
las mismas (Zych, Stimamiglio et al. 2013).

Otro dato interesante es que con el tratamiento de linezolid 60 uM, el ratio CIV/CSy la
cantidad de leptina secretada es significativamente menor en las hASC del haplogrupo H10e2
(hASC-2) que en las del haplogrupo T2cldla (hASC-1). Estos resultados enfatizan Ia
importancia de la funcién OXPHOS en la diferenciacion de los adipocitos, ya que
aparentemente podria ser modificada significativamente en funcién del haplotipo
mitocondrial. En relacidn a esto, previamente se habia visto que cibridos de osteosarcoma
143B con el alelo m.3010A tratados con linezolid poseian una menor cantidad de productos de
traducciéon mitocondrial y unos menores ratios p.MT-CO1/SDHA y CIV/CS (Pacheu-Grau,
Gomez-Duran et al. 2013). La posicidon de este nucledtido se encuentra en el RNA ribosomal
16S, muy préxima al lugar de unidn del linezolid. Aproximadamente un cuarto de la poblacién
europea (haplogrupos H1 y J1) tienen la variante m.3010A, y concretamente 4 de las 13 hASC
procedentes de distintos donantes analizadas en esta tesis. Sin embargo, en nuestras
condiciones de estudio, estos individuos no resultaron ser mas sensibles a los efectos
inhibitorios del linezolid sobre la diferenciacién adipogénica, si bien el experimento sirvio para
corroborar la accidon del antibiético independientemente de las hASC particulares
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seleccionadas. No obstante, hay que destacar que en el caso de esta tesis, se han utilizado
células con distintas variantes mitocondriales, pero también con un nDNA diferente. Ademas,
las condiciones ambientales previas de cada uno de los donantes son desconocidas, por lo que
el experimento contaba con muchas variables imposibles de controlar.

1V.3.3. Inhibidores de la replicacion del mtDNA afectan a la diferenciacion
adipogénica

Dado que se ha visto que la inhibicion de la sintesis mitocondrial de proteinas puede
disminuir la diferenciacidn adipogénica de las hASC, otras funciones mitocondriales, como por
ejemplo la replicacidon de su mtDNA, constituyen una potencial diana cuya alteracién puede
afectar a la adipogénesis. De forma andloga a lo que ocurria con los antibidticos ribosomales,
otros farmacos utilizados en medicina tienen este tipo de efectos secundarios. Por ejemplo, la
terapia antirretroviral resulta muy efectiva para disminuir la incidencia del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida entre los pacientes infectados por el VIH. Sin embargo, los NRTIs,
principal componente de dichas terapias, pueden causar una grave toxicidad mitocondrial,
puesto que también inhiben la mtDNA polimerasa-y.

Previamente ya se habia demostrado que los NRTIs podian afectar tanto a la funcidn
OXPHOS como a la diferenciacion adipogénica, e incluso que el haplotipo mitocondrial influia
en la propensioén a la lipoatrofia en pacientes que recibian esta terapia (Hendrickson, Kingsley
et al. 2009).

En el estudio realizado para esta tesis, el tratamiento con ddC a 0,1 uM en hASC
disminuyd la tincién con Nile Red, la cantidad total de triglicéridos, la secrecidn de leptina y los
niveles de mtDNA, pero no afectd al ratio CIV/CS. Sin embargo, AZT a 6 uM redujo los niveles
de mtDNA e incrementd el ratio CIV/CS (quizds como mecanismo de compensacion
mitocondrial), pero no alteré el resto de parametros analizados. Estos resultados son
consistentes con el nivel de toxicidad de cada uno de los dos farmacos (Kaguni 2004), ya que el
ddC es el mas toxico y por ello ha sido retirado de la practica clinica, mientras que el AZT es
uno de los NRTIs con efectos secundarios mas suaves. La toxicidad del ddC puede estar
ocasionada por el aumento en la produccién de ROS, tanto en las hASC utilizadas en esta tesis
como en experimentos in vivo con modelos animales (Skuta, Fischer et al. 1999). La inhibicidn
de la adipogénesis también se ha asociado al aumento de ROS en estudios con otros NRTIs
(Stankov, Panayotova-Dimitrova et al. 2013).

En el mismo rango de concentraciones, se ha visto que AZT y ddC disminuyen la tincion
con Oil Red tanto en preadipocitos murinos como humanos (Caron, Auclair et al. 2004, Walker,
Auclair et al. 2006, Stankov, Lucke et al. 2010). AZT a 1 uM también hizo disminuir los niveles
de mtDNA y de p.MT-CO2 en preadipocitos de ratén (Walker, Auclair et al. 2006), lo que no
ocurrid en preadipocitos subcutdneos primarios humanos a la concentracion de 6 uM,
tampoco alterando las actividades especificas de CIV y CS (Stankov, Lucke et al. 2010). Del
mismo modo, ddC a 0,2 uM en preadipocitos murinos disminuyd la cantidad de mtDNA vy
p.MT-CO2 (Walker, Auclair et al. 2006). Sin embargo, en el mismo tipo celular humano, aunque
a 0,1 uM hizo decrecer los niveles de mtDNA, no afectd a las actividades especificas de CIV y CS
(Stankov, Lucke et al. 2010).
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Resulta importante remarcar que los NRTIs afectan tanto a los niveles de mtDNA como
a la cantidad de lipidos en diversos tipos celulares procedentes de distintas especies y
utilizando diferentes concentraciones y protocolos de diferenciacién. Como se ha dicho, la
deplecion del mtDNA se atribuye a la inhibicion de la mtDNA polimerasa-y por parte de los
NRTIs. Curiosamente, esta deplecién se acompafia de una disminucién en los niveles de p.MT-
CO2 y de MIMP en preadipocitos de ratén (Walker, Auclair et al. 2006), pero no en el caso de
las hASC utilizadas en esta tesis ni en otros estudios con adipocitos primarios humanos
(Stankov, Lucke et al. 2010), en los que no se produce una deficiencia en CIV. Este hecho ya
habia sido documentado en el caso de pacientes infectados con VIH con lipoatrofia, en cuyo
tejido adiposo la actividad de CIV no se encontré alterada a pesar de la deplecidon en su mtDNA
(Kim, Jardel et al. 2008). En relacidon a esto, una deficiencia en TK2 en humanos también causa
un sindrome de deplecion del mtDNA (Sun and Wang 2014). Asi, ratones portadores de dicha
deficiencia muestran una reduccién en la cantidad de grasa almacenada asi como una marcada
disminucién de los niveles de leptina (Villarroya, Dorado et al. 2011). Sin embargo, la actividad
de CIV no se encontré disminuida en el tejido adiposo blanco de estos ratones, a pesar de que
si se redujeron de forma significativa los niveles de transcritos codificados por el mtDNA vy la
cantidad de mtDNA total. No obstante, es posible que en este modelo estuvieran
preferentemente afectados otros complejos OXPHOS. Una ultima evidencia acerca de que la
deplecion del mtDNA disminuye la acumulacién de lipidos se encuentra en un estudio con
células 3T3-L1 que, al tratarlas con bromuro de etidio (agente intercalante que depleciona el
mtDNA), vieron disminuida su tincién con Qil Red O (Ryu, Kim et al. 2013).

Por ultimo, cuando el ddC 0,1 uM se administré 10 dias antes del protocolo de
diferenciacion, la adipogénesis no se vio alterada, como demuestran todos los parametros
medidos. Sin embargo, la actividad y cantidad de CIV normalizadas por la actividad CS si que
aumentaron significativamente. Curiosamente, esta misma relacidon entre parametros de
diferenciacion y variables mitocondriales es la que se encontré tras el tratamiento con AZT 6
UM durante el tiempo de diferenciacion. En ambos casos, es posible que se haya producido
una compensacion por parte del sistema OXPHOS para tratar de mejorar los pardmetros de
diferenciacion.

IV.3.4. Los antibi6ticos que se utilizan en el cultivo celular afectan a la
diferenciacion adipogénica

La familia de los farmacos antibidticos es muy extensa, por lo que en esta tesis
doctoral se ha querido estudiar la influencia en la diferenciacidon adipogénica de al menos un
representante de cada subfamilia.

En primer lugar, ni la ceftriaxona (cefalosporina), la eritromicina (macrdlido), la
paromomicina (aminoglicésido), ni las tetraciclinas tuvieron un efecto significativo en los
parametros de adipogénesis medidos. De forma andloga, ninguno de estos antibidticos alterd
la funcidon mitocondrial de las hASC. Cabe destacar que la inhibicidon del sistema OXPHOS
producida, por ejemplo, por los aminoglicdsidos a bajas concentraciones, solo se ha visto en
casos muy concretos, como es en presencia de la mutacién en el mtDNA m.1555A>G, causante
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de una pérdida de audicién no-sindrémica (Pacheu-Grau, Gomez-Duran et al. 2011, Pacheu-
Grau, Gomez-Duran et al. 2013).

No obstante, llegados a este punto es importante resaltar que algunos de estos
antibiéticos no se utilizan en la préctica clinica, sino que se administran a las células en los
laboratorios de cultivos celulares para evitar la contaminacién bacteriana de los mismos.

El efecto de estos antibidticos no se ha estudiado en la diferenciacidn adipogénica,
pero si en otros tipos de diferenciaciones. Por ejemplo, se ha visto que la penicilina G inhibe la
diferenciacion de células madre embionarias de ratén (mESC) hacia cardiomiocitos, asi como
hacia neuronas, osteoblastos y condrocitos (Schaad, Guenin et al. 1988, zur Nieden, Kempka et
al. 2004). Sin embargo, la concentracion usada en estos estudios (>1300 U/ml) es muy alta, y
no resulta comparable a la utilizada normalmente en un cultivo celular (donde suele ser de
unas 100 U/ml).

No obstante, a concentraciones que si se utilizan frecuentemente en el cultivo in vitro,
se han observado otros efectos biolégicos relacionados con los procesos de diferenciacion
derivados del uso de estos antibidticos. Por ejemplo, la combinacién penicilina-estreptomicina
(200 U/ml - 50 pg/ml), la estreptomicina aislada (50 pg/ml) o la gentamicina (50 ug/ml),
interfieren con la sintesis de sulfatida, un componente de la membrana de mielina que se usa
como marcador de diferenciacion en cultivos celulares derivados de cerebro de ratones recién
nacidos (Amonn, Baumann et al. 1978). Del mismo modo, cultivos tratados con
estreptomicina (100 pg/ml), sufren una reduccién en la acumulaciéon de cadenas pesadas de
miosina (MHC), marcador utilizado normalmente para cuantificar la diferenciacién a miocitos
de células embrionarias de pollo (Moss, Spector et al. 1984). Finalmente, la mezcla penicilina-
estreptomicina (100 U/ml - 100 pg/ml) y la gentamicina (100 pg/ml) causan un descenso en la
tasa de crecimiento de mESC, asi como una inhibicién de la diferenciacién a neumocitos tipo Il
(Cohen, Samadikuchaksaraei et al. 2006).

Para el caso de las hASC, hemos visto que tanto la mezcla penicilina-estreptomicina-
anfotericina (PEA) como la gentamicina (GEN) incrementan la intensidad de fluorescencia del
colorante lipofilico Nile Red y la secrecién de leptina, reflejo de un aumento en la
diferenciacidon adipogénica. Por lo tanto, nuestros resultados confirman que los antibidticos
que se utilizan comudnmente en el cultivo celular, a las concentraciones aceptadas por la
comunidad cientifica, pueden afectar a la diferenciacion celular. Ademas, amplian la colecciéon
de resultados previos obtenidos en otras especies animales, abarcando de este modo también
su uso con células humanas.

Por otro lado, hay que destacar que la mayoria de estos antibidticos pertenecen a la
familia de los aminoglicésidos. En relacién a éstos, ya se ha comentado que previamente se
habia visto que determinadas mutaciones en el mtDNA podian incrementar su toxicidad. Sin
embargo, en nuestro caso, la ausencia de defectos en el CIV descarta la posibilidad de que la
sintesis mitocondrial de proteinas sea la causa de la alteracién en la diferenciacién celular
observada. No obstante, en ausencia de estas mutaciones patoldgicas del mtDNA, también se
ha visto que a altas concentraciones o bien tras periodos largos de exposicién, los
aminoglicdsidos pueden resultar toxicos.
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Este fendmeno puede explicarse a través de las ROS, ya que se ha propuesto que éstas
pueden favorecer la diferenciacion adipogénica, tanto en la etapa inicial de compromiso como
en la diferenciacién terminal desde preadipocitos a células adiposas maduras (Tormos, Anso et
al. 2011, Atashi, Modarressi et al. 2015, Wang, Zhang et al. 2015). Nuestros resultados de
diferenciacidon adipogénica en presencia de NAC apoyan la idea de que el incremento en los
niveles de ROS provocado por los aminoglicésidos es el responsable del aumento de otras
variables relacionadas con la diferenciacién, como la tincidon con Nile Red y la secrecidn de
leptina.

Asi pues, el origen de los efectos secundarios de los aminoglicésidos sobre la
diferenciacidon adipogénica se encuentra probablemente en una combinacién de factores
diferentes. De hecho, los aminoglicdsidos son moléculas cargadas positivamente que pueden
interactuar con otras con carga negativa, como son los acidos nucleicos o los fosfolipidos, o
incluso inhibir las fosfolipasas (Nagai and Takano 2004, Karasawa and Steyger 2011).

En conclusién, dado que los aminoglicdsidos pueden modificar la fisiologia celular a
través de un gran numero de rutas, muchas de ellas desconocidas, la mejor forma de evitar sus
efectos fenotipicos indeseados en células en cultivo, seria cultivarlas en ausencia de
antibidticos, realmente innecesarios si se trabaja con las técnicas de esterilidad adecuadas.

IV.4. Una alteracion del sistema OXPHOS por accion del linezolid
provoca cambios en la expresion de ApoE

El tejido adiposo blanco no solo almacena energia en forma de triglicéridos sino que
también secreta factores endocrinos, englobados bajo el nombre de adipoquinas. Por tanto,
conocer el perfil secretdmico de las hASC sin diferenciar, diferenciadas y diferenciadas en
presencia de un farmaco inhibidor de la traducciéon mitocondrial como es el linezolid puede
resultar de gran interés para conocer mas profundamente los cambios metabdlicos que tienen
lugar en la célula tras este proceso.

Debido al creciente interés en este campo, existen mds de 30 publicaciones recientes
en las que se analiza el secretoma de células madre mesenquimales (Skalnikova 2013).
Llamativamente, en comparacién a la mayoria de estos estudios, los resultados de esta tesis
muestran un nimero muy bajo de proteinas con expresidn diferencial entre las hASC sin
diferenciar y diferenciadas a adipocitos. Aunque la mayoria de ellos utilizan las técnicas
protedmicas basicas de electroforesis bidimensional seguida de la identificacion de las
proteinas por espectrometria de masas, se pueden encontrar ejemplos de secretoma de
preadipocitos humanos analizados por marcaje isotdpico iTRAQ en el que se detectan mas de
400 proteinas (Zhong, Krawczyk et al. 2010). No obstante, en nuestro caso se ha visto que
todas las proteinas poseen un péptido sefial de secrecidn y se ha demostrado la ausencia de
lisis celular mediante un ensayo de actividad de la lactato deshidrogenasa, asegurando asi que
todas las proteinas detectadas eran verdaderamente proteinas secretadas.

La mayor parte de estas proteinas son componentes de la matriz extracelular (ECM), lo
que es consistente con la idea ampliamente aceptada de que la composicidn vy rigidez de la
ECM son factores que regulan la adipogénesis (Cristancho and Lazar 2011), ya que es necesaria
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una remodelacion de la misma para pasar de la forma alargada propia de los fibroblastos a la
redondeada caracteristica de los adipocitos. Por ejemplo, la diferenciacién de las células de
ratdn 3T3-F442A a adipocitos esta inhibida si se cultivan en una matriz de fibronectina, uno de
los componentes de la ECM necesario para el ensamblaje de sus redes fibrilares, y dicho efecto
puede corregirse por la rotura quimica (con citocalasina D) del citoesqueleto de actina
(Spiegelman and Ginty 1983). Al igual que otros estudios (Chiellini, Cochet et al. 2008),
nuestros resultados confirman esta hipdtesis, ya que la secrecidon de fibronectina disminuye
con la diferenciacidn de las hASC a adipocitos, facilitando asi el cambio morfoldgico necesario.
Llamativamente, la fibronectina es una de las dos proteinas que ven alterada su expresion al
diferenciar las células en presencia de linezolid. Por tanto, la disminucidn en la diferenciacion
adipogénica observada al inhibir la sintesis mitocondrial de proteinas mediante la accidn de
este antibidtico, se acompafia de un incremento en la secrecidn de fibronectina que, como se
ha visto, impide dicho proceso por aumento de la rigidez de la ECM. De hecho, un aumento en
la expresién de fibronectina se ha visto en cibridos 143B portadores de la mutacién
m.3243A>T en el tRNA" (Nunes, Peixoto et al. 2015), asi como en células p° (Kulawiec, Safina
et al. 2008), lo que justifica el papel del sistema OXPHOS en el metabolismo de dicha proteina.

Por otro lado, un resultado muy interesante de esta tesis doctoral es que, al diferenciar
las hASC a adipocitos en presencia de linezolid, la secrecién de apolipoproteina E disminuye
significativamente respecto a la de las células diferenciadas en ausencia de este antibidtico. La
ApoE juega un papel importante en el metabolismo lipidico; su disfunciéon estd asociada al
desarrollo de enfermedades cardiovasculares y, segun la variante alélica que se posea,
constituye un factor de riesgo, ampliamente aceptado por la comunidad cientifica, para la
enfermedad de Alzheimer (Corder, Saunders et al. 1993). Ademas, su funcién en la
diferenciacidon adipogénica ha sido evidenciada recientemente, ya que tanto preadipocitos
aislados de un ratén KO para ApoE como hMSC cuyo gen para ApoE ha sido silenciado,
acumulan menos triglicéridos y expresan menores niveles de genes marcadores del linaje
adipogénico (Lasrich, Bartelt et al. 2015). Por otro lado, una cierta relacion entre el sistema
OXPHOS vy la expresion de ApoE se ha visto recientemente en otros estudios en los que células
ES de ratén con una delecidn del gen nuclear del complejo |, NDUFS4, poseen niveles menores
de ApoE en comparacion a células control (Johnson, Lee et al. 2016).

Para elucidar el mecanismo de accién del linezolid capaz de alterar el perfil
secretdomico de los adipocitos, se llevaron a cabo varios ensayos que permitieran localizar qué
punto del proceso estaba afectado. Tanto los experimentos de Western blot como los de
inmunocitoquimica, junto con el hecho de que la secrecion de fibronectina aumenta mientras
que la de ApoE disminuye, permiten descartar un defecto general en las rutas de secrecidn de
proteinas. Asi, viendo que la produccidn intracelular de ApoE también estd disminuida, el
siguiente paso fue comprobar si la expresion del gen que la codifica estaba afectada, lo que asi
demuestran nuestros resultados.

Como se sabe, el nivel de expresiéon de un gen puede verse alterado por cambios
epigenéticos en el DNA, como por ejemplo la metilacion de citosinas (Laird 2010).
Anteriormente ya se ha visto en esta tesis que el linezolid es capaz de disminuir los niveles de
metilacion del genoma de las hASC, tanto si su administracion es durante unos pocos dias en
estado indiferenciado como si se prolonga durante todo el proceso de diferenciacion
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adipogénica. Resulta remarcable que, segin nuestros resultados, dicho proceso se acompana
de un incremento en la metilacion de genes, mientras que al tratar con linezolid los niveles
caen incluso por debajo de los encontrados en las células sin diferenciar.

IV.5. Perspectivas futuras

A partir de estos ultimos resultados, se plantea un problema claro para ser resuelto
como continuacion de esta tesis doctoral. Se ha visto que el linezolid inhibe la diferenciacidn
adipogénica en las hASC y a su vez afecta a los niveles de ApoE. Asi, para explicar estos
resultados pueden plantearse dos posibles opciones. Por un lado, la alteracién del sistema
OXPHOS por accidn del linezolid podria reducir la expresidon de ApoE y ello causar la reduccidn
en la diferenciacién adipogénica observada, es decir, de manera lineal (figura IV.1A). Por otro
lado, el linezolid podria alterar la ApoE vy la diferenciacién mediante dos mecanismos de accion
diferentes pero que ocurran de forma paralela (figura IV.1B).

ApoE+/+ M .
p N

ApoE +/+ M LIN
-.-MSC_ .

-

ApoE - -_,P-'J‘\\ . .

LIN LIN Diferenciacion

Diferenciacion

i
=

Figura IV.1: Dos posibles hipdtesis para explicar el efecto del linezolid sobre ApoE y la diferenciacion adipogénica
de hASC. Representacion esquematica.

Para solventar este problema, también pueden considerarse dos opciones técnicas
mediante dos modelos celulares distintos. En primer lugar, podria trabajarse con hASC
extraidas de un raton KO para el gen ApoE (Pendse, Arbones-Mainar et al. 2009). Por otra
parte, los nuevos avances en ingenieria genética a través del sistema bacteriano CRISPR/Cas9
(Ran, Hsu et al. 2013) permitirian construir hASC carentes de ApoE. Para ambos modelos, si la
hipdtesis A es correcta, el linezolid no deberia afectar a la diferenciacién de estas células,
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mientras que para la opcién B, el antibiético disminuiria todavia mas la capacidad adipogénica
de las mismas. En este punto me gustaria resaltar que al término de la escritura de esta tesis
nos encontramos ensayando ambas alternativas, con resultados preliminares satisfactorios.

Por otro lado, para tratar de confirmar que una inhibicidn de la sintesis mitocondrial
de proteinas hace disminuir la diferenciacion a adipocito de las hASC, se propone una
aproximacion distinta al uso de antibidticos ribosomales. En estudios previos se habia visto
gue ASC de ratén KO para el factor de traduccidon y ensamblaje Crifl veian disminuido su
potencial de diferenciacién adipogénica al expresar niveles menores de subunidades OXPHOS
codificadas por el mtDNA (Ryu, Kim et al. 2013). La proteina ribosomal mitocondrial S12
(MRPS12), codificada en el nDNA, es un componente clave de la subunidad ribosomal
pequefia, concretamente del centro decodificador (Demirci, Wang et al. 2013). Asi, llevando a
cabo el silenciamiento de este gen o bien modificando algin aminoacido clave de su secuencia
proteica mediante mutagénesis dirigida (Emperador, Pacheu-Grau et al. 2014), puede inhibirse
la traduccidon mitocondrial, y ver si esto afecta o no a la adipogénesis. Hasta la fecha se ha
llevado a cabo la mutagénesis dirigida, la generacion de las particulas virales y la infeccion con
ellas de las hASC, por lo que en un futuro préoximo ya se podrian realizar los experimentos de
diferenciacién.

Por ultimo, una vez estudiados los efectos de la inhibicion de la traduccion
mitocondrial por factores ambientales (linezolid) y nucleares (MRPS12), el trabajo se
completaria con el andlisis de una mutacién en el mtDNA que afectara a dicha maquinaria. La
transicion m.1555A>G en el rRNA ribosomal 12S (gen MT-RNR1) causa en humanos sordera no
sindrémica, y se ha visto que cibridos portadores de esta mutacidon presentan una menor
sintesis de proteinas mitocondriales, menor consumo de oxigeno y un mayor tiempo de
doblaje que los cibridos control (Guan, Fischel-Ghodsian et al. 2001). Ademas, se ha
demostrado que la exposicién de estas células a aminoglicésidos (paromomicina) agrava el
fenotipo de disfuncién mitocondrial (Pacheu-Grau, Gomez-Duran et al. 2011). Por tanto, la
presencia de esta mutacidon en las hASC podria causar una diferenciacién a adipocitos
disminuida, cuyo efecto se haria mas notorio al tratarlas con aminoglicésidos. Por el momento
en el laboratorio se dispone de una linea hASC extraida de grasa del |6bulo de la oreja de un
paciente portador de la m.1555A>G asi como de un control sano, ambas con probada
capacidad de diferenciacion adipogénica.
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V. CONCLUSIONES

Las conclusiones que se han extraido de la realizacion de esta tesis doctoral son las

siguientes:

1.

La diferenciacidn adipogénica de células madre derivadas de tejido adiposo (hASC) va
acompafiada de un proceso de biogénesis mitocondrial.

Los antibidticos que se utilizan habitualmente en los laboratorios de cultivo celular
afectan a la diferenciacién de las hASC a adipocitos, por lo que es preferible trabajar
en condiciones asépticas en ausencia de antibiéticos.

Un téxico ambiental, cloruro de tributiltina (TBTC), estimula la adipogénesis de las
hASC de forma similar a un inhibidor de la ATP sintasa (CV), oligomicina, lo que apoya
la hipétesis de que dicho complejo sea la diana del TBTC para sus efectos como
obeségeno.

El antibidtico ribosomal linezolid, como inhibidor de la traduccién mitocondrial,
disminuye la capacidad de diferenciacién adipogénica de las hASC. Del mismo modo,
inhibidores de la DNA polimerasa-y que afectan a la replicacidon del mtDNA, como los
NRTIs, también alteran la adipogénesis.

El linezolid provoca cambios en el perfil secretémico de las hASC diferenciadas a
adipocito. Concretamente, causa un aumento en la expresion de fibronectina e inhibe
la de la apolipoproteina E (ApoE). Ademas, el linezolid disminuye el estado de
metilacion global del genoma, por lo que estos cambios epigenéticos pueden ser una
de las causas de las alteraciones observadas.
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VI. MATERIAL Y METODOS

VI.1. Material y reactivos

VI.1.1. Material bioldgico y lineas celulares

Material y métodos

En el presente trabajo se utilizaron las células StemPRO" Human Adipose-Derived Stem
Cells (hASC) de ThermoFisher Scientific (células madre adultas), aisladas de tejido adiposo
humano recolectado durante procedimientos de liposuccidn y criopreservadas como cultivo

primario. Cada lote de células procedid de un Unico donante. Estas células pueden

diferenciarse a multiples fenotipos de células maduras in vitro, incluyendo adipocitos,

osteoblastos y condrocitos. En concreto, durante el desarrollo de esta tesis se adquirieron 3
viales diferentes de células StemPRO" hASC.

Ademas, para algunos experimentos se utilizaron hASC obtenidas directamente de

tejido adiposo de pacientes, 8 de ellas amablemente cedidas por el Dr. José Miguel Arbonés

del Hospital Miguel Servet de Zaragoza, y otras 2 aisladas en nuestro laboratorio. Los datos de

los que disponemos acerca de dichos pacientes se muestran en la tabla VI.1.

Muestra Sexo Edad | indice masa corporal Patologias Genotipo ApoE
9 Mujer 75 29,2 HTA E3E3
10 Mujer 42 23,4 - E3E3
12 Mujer 60 24,2 - E3E4
15 Mujer 41 20,0 - E3E3
16 Mujer 77 41,1 HTA/Dislipidemia E3E3
24 Mujer 53 45,4 - E3E3
25 Mujer 55 43,5 HTA E3E3
31 Mujer 32 57,7 - E3E3

M51 Mujer 51 - - -
V85 Varén 85 - - -

Tabla VI.1: Datos basicos de pacientes donantes de tejido adiposo para extraccion de hASC. HTA
denota hipertension arterial.

También se han utilizado lineas celulares transmitocondriales con fondo nuclear del

osteosarcoma 143B, asi como su correspondiente linea Rho?, carente de DNA mitocondrial.
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VI.1.2. Aparatos e instrumentos

Material y métodos

FUNCION NOMBRE MODELO MARCA OBSERVACIONES
Purlflac;:;on de Destilador Milli-Ro 4 Millipore Osmosis inversa
Material de
Estufa S-201 P-Selecta vidrio (160 °C,
toda la noche)
e Material de
Esterilizacidn ;.
plasticoy
Autoclave 437 P-Selecta disoluciones
(120°C, 1 atm,
20 min)
Granatario FA-2000 AND Precision 0,1 g
Bal
alanzas Balanza analitica ML204 Mettler Precisién 0,001 g
Toledo
Muestras
bioldgicas,
Ultracongelador CFC Free Sanyo reactivos,
autorradiografias
(-80 °C)
Almacenamiento . ESPACE 151- o ?elf,ulas
Criopreservador Air Liquid (Nitrogeno
331-661 L
liquido)
. Reactivos y
L . Wh l, . .
Frigorificos/Congeladores | Varios modelos Bosclr:plc_’onx disoluciones
il (4 °C/-20 °C)
2,20,2 1.
Micropipetas Nichipet EX Nichiryo 20, 3?’ 000
ThermoFisher
. L Mi . It | i . |
Manejo de liquidos icropipetas multicana innpipette Scientific 50, 300 p
Pipeteador Accu-jet® pro Brand 1-50 mi
Jeringas 1701N Hamilton® 10, 25 ul
Medida de pH pHmetro micropH 2000 Crison
Z™Series Beckman Principio de
COULTER Coulter Coulter
COUNTER®
Recuento celular Contador
Countess® ThermoFisher
Automated Cell g Azul Trypan
Scientific
Counter
Congellauon de Criocontenedor Mr. Frosty™ TherrnoFllsher Isop‘)’ropa.nol
células Scientific 1 °C/min
37°C, 5% CO,,
Incubadores DHD Autoflow Nuaire atmosfera
himeda
o o -
, . H35 Don Whitley 37°C, % v’arlable
Camara de hipoxia . . 0,, atmosfera
Hypoxystation Scientific ,
. himeda
Cultivo celular —
LaminAir Holten
HB2448
Campanas de flujo LabGard ES NU-
laminar 437 Class I, Nuaire
Type A2
Biosafety
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Disgregacion de

" Homogeneizador Eurostar digital lka-Werke
tejidos
Bafio termostatizado Precisterm Selecta
Mulplaces Selecta En seco
Atemperado -
Termobloks Thermomixer Eopendorf En seco, con
5436 PP agitacion
, Laboport KnflLab
De vacio -
Bombas Vacusip Integra
Peristaltica Ecoline Ismatec
5415R E dorf Refri d
Microcentrifugas — ppendor elrigerada
MiniSpin® plus Eppendorf
Beck
A temperatura ambiente Allegra X-22 eckman
Coulter
Centrif
entrifugas RC 5B PLUS Sorvall ROtOg:Z;M y
Termostatizadas
'z HA01 Kontron Rotores AS4.13 y
A8.24
Concentrador a vacio 5301 Eppendorf
Veriti 96 Well Applied
Thermal Cycler Biosystems
Termocicladores T3 Biometra®
Thermocycler
M |
PCR astercycler Eppendorf
personal
™ Th Fish
StepOne er.mo .IS. er 48 pocillos
. System Scientific
Real-Time PCR -
StepOnePlus™ | ThermoFisher 96 pocillos
System Scientific P
o . - ABI PRISM® Applied-
Secuenciacion Secuenciador automatico .
3730 Biosystems
Absorbancia,
Lector de microplacas NOVOstar BMG Labtech fluorescencia,
Espectrofotometros luminiscencia
Th Fish .
Nano-drop ND-1000 er.mo .IS er Acidos nucleicos
Scientific
_Cell® j
Sub-Cell® GT Bio-Rad Acidos nucleicos
Cell
Mini-PROTEAN® .
n Bio-Rad Western blot
Tetra Cell
Sintesis
© 1w
Cubetas PROTF&AG:\: Il xi Bio-Rad mitocondrial de
proteinas
XCell SureLock™
Mini-Cell ThermoFisher Blue-Native
Electrophoresis Scientific
Electroforesis System
PowerPac Bio-Rad 10-300 V
Basic
, | PowerPac™HC Bio-Rad 5-250 V
Fuentes de alimentacién High-Current
PowerPac Bio-Rad 10-500 V
Universal
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Generador de gradiente Hoefer SG30 Amersham
Sisternas de Tr_?S:I-ailﬁt‘@ Bio-Rad Western Blot
transferencia iBlot® Gel ThermoFisher Blue-Native
Transfer Device Scientific
Gel Doc™ XR+ .
Tratamiento de Visualizacion System Bio-Rad uv
geles y membranas ODYSSEY® CLx LI-COR IR
Double-Up Gel .
Secador de geles Dryer Rack Bio-Rad
HypercassettewI Amersham Western blot
Exposicidon Sintesis
autorradiogréfica Kodak casette Kodak mitocondrial de
proteinas
Consumo de Oxigrafo de alta OROBOROS
‘ - Oxygraph-2k
oxigeno resolucion Instruments
. Beckman
Citometria Citémetros de flujo Cytomics FC 500 Coulter
FACSAria BD Separador
. FLoid Cell ThermoFisher
Fluorescencia . . s
Imaging Station Scientific
Invertido DMIL Leica Camara ICC50 HD
100 kv
Céamara GATAN
Microscopia EIectronllc.a’(de JEM 1010 Jeol Ltd BIO.SCAN de
transmision) barrido lento
Software DIGITAL
MICROGRAPH
Ultramicrotomo MT-XL RMC Espesores desde
1nma 10 um.
Nano crlorr?atografla EASY-nLC 1000 Ther_moFlls.her
Protedmica liquida Scientific
Espectrometro de masas LTQ Orbitrap ThermoFisher
tipo trampa idnica Velos Scientific

Tabla VI.2: Equipos utilizados en el desarrollo de esta tesis.

VI.1.3. Reactivos

VI.1.3.1. Reactivos generales

Todos los reactivos quimicos utilizados fueron de grado analitico o aptos para biologia
molecular y cultivo celular en su caso. La mayoria de ellos proceden de las casas comerciales

Sigma-Aldrich, Bio-Rad, ThermoFisher Scientific, Merck, Roche y Panreac®.

VI1.1.3.2. Medios de cultivo

Los medios utilizados en el cultivo celular, asi como el suero fetal bovino (SFB), fueron

de la casa comercial ThermoFisher Scientific.
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VI.1.3.3. Reactivos para PCR

Las Taq polimerasas utilizadas para la reaccién de PCR fueron principalmente RedTag™
de Sigma-Aldrich para fragmentos pequenos y la Taqg DNA Polimerase de Roche para
fragmentos mayores. Los reactivos para la qRT-PCR son de Applied-Biosystems (ThermoFisher
Scientific). Los oligonucleétidos para la PCR fueron sintetizados por Integrated DNA
Technologies (IDT) y purificados mediante el método del desalado. Los oligonucledtidos y
sondas para PCR cuantitativa fueron sintetizados por Applied-Biosystems y purificados por
HPLC.

VI1.1.3.4. Sondas fluorescentes

Las sondas de fluorescencia utilizadas en citometria de flujo proceden de la casa
comercial Molecular Probes (ThermoFisher Scientific) y Enzo Life Sciences. Las sondas para
microscopia de fluorescencia (MitoTracker® Red y Hoechst 33342) son de ThermoFisher
Scientific.

VI.1.3.5. Kits comerciales

NOMBRE UTILIDAD CASA COMERCIAL
MycoAlert™ Mycoplasma Detection Kit Deteccidon de micoplasma Lonza
BM Cyclin Eliminacion de micoplasma Roche
Glucosa liquida Medida del consumo de glucosa QCA
ficacis lioidi
AdipoRed™ Assay Reagent Cuanti IC?CIOI’I de gotas lipidicas Lonza
intracelulares
Adipogenesis Detection Kit Medl.d? d’e.la cantidad de Abcam
triglicéridos totales
Speedtools tissue DNA extraction kit Extraccion de DNA Biotools

NucleoSpin RNA Il

Extraccién de RNA

Macherey-Nagel

AmpFLSTR® Identifiler® PCR
Amplification Kit

Huella genética

ThermoFisher
Scientific

ExoSAP-IT for PCR

Purificacion de productos de PCR

Affymetrix

BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit

Secuenciacion automatica de acidos
nucleicos

Applied-Biosystems

Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit

Retrotranscripcién de RNA a cDNA

Roche

TagMan Gene Expression / Genotyping
Master Mix

PCR cuantitativa a tiempo real

Applied-Biosystems

PDARs RNAsa P

PCR cuantitativa a tiempo real

Applied-Biosystems

MethyIFIashTNI Methylated DNA
Quantification Kit (Colorimetric)

Determinacién del estado de
metilacién global

Epigentek

Mito-ID® Membrane Potential
Cytotoxic Kit

Determinacion del potencial de
membrana

ENZO® Life Sciences

Leptin Human ELISA Kit Determinacion de leptina secretada Abcam
. . . Determinacion de adiponectina -
Adiponectin Human ELISA Kit P Millipore
secretada
FABP4 Human ELISA Kit Determinacion de FABP4 secretada Symansis
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Determinacion de la actividad de la

Isocitrate Dehydrogenase Assay Kit IDH Abcam
ITRAQ® Reagents Experimento iTRAQ para estudios de AB Sciex
secretoma

Complex IV Human Duplexing (Activity
+ Quantity) Microplate Assay Kit

Determinacion de actividad y
cantidad de CIV

MitoSciences (Abcam)

CellTiter-Glo® Luminescent Cell
Viability Assay

Determinacidn de niveles de ATP

Promega

CellTiter-Blue® Luminescent Cell
Viability Assay

Determinacién de viabilidad celular

Promega

SuperSignal®West Pico Mouse/Rabbit
IgG Detection Kit

Inmunodeteccidn de proteinas

ThermoFisher
Scientific

Tabla VI.3: Kits comerciales utilizados en esta tesis.

VI.1.3.6. Geles, membranas y autorradiografias

Para la electroforesis de proteinas y su posterior inmunodeteccidon por Western blot se
utilizaron los Mini-PROTEAN® TGX™ precast gels y los Trans-Blot® Turbo™ Mini/Midi PVDF

Transfer Packs de Bio-Rad.

Las peliculas autorradiograficas utilizadas en la deteccién de proteinas marcadas

radiactivamente con **S fueron las Kodak Biomax MR film de la casa comercial Sigma. Para la

deteccién de proteinas por Western blot, mediante el método de quimioluminiscencia, se

utilizaron las peliculas Hyperfilm™ ECL de Amersham. El revelador y el fijador fueron de la

marca Kodak.

VI.1.3.7. Anticuerpos

ANTICUERPO ESPECIE DILUCION CASA COMERCIAL
B-actina Mc, ratdn 1/10.000 Sigma
FABP4 Mc, conejo 1/1.000 ThermoFisher Scientific
ApoE Mc, raton 1/1.000 Abcam
Fibronectina Mc, ratén 1/400 Abcam
MRPL45 Pc, conejo 1/1.000 (Lab. Dr. P. Rehling)
LETM1 Pc, conejo 1/500 (Lab. Dr. P. Rehling)
TIM21 Pc, conejo 1/500 (Lab. Dr. P. Rehling)
NDUFA9 Pc, conejo 1/500 (Lab. Dr. P. Rehling)
NDUFB8 Pc, conejo 1/500 (Lab. Dr. P. Rehling)
COoxX1 Pc, conejo 1/500 (Lab. Dr. P. Rehling)
COX2 Pc, conejo 1/500 (Lab. Dr. P. Rehling)
COX4-1 Pc, conejo 1/500 (Lab. Dr. P. Rehling)
MITRAC12 Pc, conejo 1/500 (Lab. Dr. P. Rehling)
ATP5B Pc, conejo 1/500 (Lab. Dr. P. Rehling)
Anti- conejo IgGDyLight™ 680 Cabra 1/15.000 ThermoFisher Scientific
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Anti-conejo IgGDyLight™ 800 Cabra 1/15.000 | ThermoFisher Scientific
Anti-ratén IgGDyLight™ 680 Cabra 1/15.000 | ThermoFisher Scientific
Anti-ratén IgGDyLight™ 800 Cabra 1/15.000 | ThermoFisher Scientific
Anti-ratén (H+L) peroxidasa conjugada Cabra 1/5.000 ThermoFisher Scientific
Anti-conejo (H+L) peroxidasa conjugada Cabra 1/5.000 ThermoFisher Scientific
Anti-raton Alexa Fluor 594 Cabra 1/1.000 ThermoFisher Scientific
Anti-conejo Alexa Fluor 594 Cabra 1/1.000 ThermoFisher Scientific

Tabla V1.4: Anticuerpos utilizados en esta tesis. Mc indica monoclonal, Pc indica policlonal.

VI.2. Métodos

VIL.2.1. Cultivos celulares

VI.2.1.1. Componentes y medios

Las células hASC se crecieron en general con el medio MesenPRO RS™ de Gibco
(ThermoFisher Scientific), compuesto de un medio basal al 2 % de SFB y 1 g/I de glucosa al que
se adiciona, en el momento de su utilizacién, un suplemento de crecimiento 50X
proporcionado por el kit y 2 mM de L-glutamina (GlutaMAX™, ThermoFisher Scientific). En
algunos casos se suplementé este medio con 3,5 g/l de D-glucosa (para poder realizar
comparaciones con el medio de diferenciacién) o con uridina (50 pg/ul) para el cultivo de
células rho®.

En la diferenciacion de las hASC a adipocito, osteocito y condrocito se utilizaron
respectivamente los StemPro® Adipogenesis, Osteogenesis y Chondrogenesis Differentiation
Kit, también de la casa comercial Gibco (ThermoFisher Scientific). Estos kits constan de un
medio basal y de un suplemento especifico 10X que se adiciona en el momento de su
utilizacién.

Las lineas celulares cibridas construidas a partir del osteosarcoma 143B se cultivaron
con Dubelco’s Modified Eagle Medium (DMEM) de bajo contenido en glucosa (5 mM),
suplementado con un 5 % de SFB.

VI.2.1.2. Siembra y cultivo celular

El trabajo con cultivos celulares tuvo lugar en condiciones de esterilidad, utilizando
para ello una campana de flujo laminar vertical y tomando todas las medidas necesarias para
evitar la contaminacidn, ya que durante el desarrollo de esta tesis se ha cultivado en ausencia
de antibidticos (excepto en aquellos experimentos en los que se quiso evaluar el efecto de los
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mismos). Asi, el material de vidrio usado en la manipulacién de las células se esterilizé a 120 °C
en un autoclave durante 20 minutos a 1 atmosfera de presidén y los reactivos se filtraron a
través de filtros de jeringa Acrodisc® GHP de 0,22 um de tamafio de poro (TPP®).

En general, las hASC se sembraron con una densidad inicial de 5.000 células/cm? en
placas Petri de 100 6 150 mm de diametro, frascos de cultivo de 25 6 75 cm? o placas
multipocillo de 96, 48, 12 6 6 pocillos, todas ellas de la marca TPP®. Cuando la finalidad de la
siembra era la de realizar un ensayo espectrofotométrico con las células adheridas, se
utilizaron placas multipocillo de la marca Nunc™. A todas ellas se afiadieron unos 0,2 ml/cm?

de medio de cultivo.

Los cultivos se mantuvieron para su crecimiento en un incubador a 37 °C con una
atmdsfera humeda al 5 % de CO,, cambiando el medio de cultivo de forma periddica cada 2-3
dias hasta llegar a una confluencia del 80 %. En este punto, las células se lavaron con tampdn
fosfato (PBS) para eliminar las proteinas del suero que inhiben la tripsina, y posteriormente se
incubaron con tripsina 0,05 % - EDTA 0,01 % (TrypLE™ Express, ThermoFisher Scientific)
durante 2-3 minutos, afiadiendo unos 0,033 ml/cm?. Tras comprobar con un microscopio
invertido que las células se hubieran despegado, se resuspendieron en un volumen de medio
3-5 veces mayor que el volumen de tripsina y se centrifugaron a 1.400 rpm (Beckman Coulter
Allegra X-22, rotor SX4250) durante 5 minutos a temperatura ambiente. El pellet celular
obtenido fue procesado segun el uso que se le fuera a dar.

VI.2.1.3. Congelacion y descongelacion de células

Para la congelacién de células se utilizaron criotubos de 2 ml de capacidad resistentes
a N, liquido de la marca TPP®.

El pellet celular obtenido por tripsinizacion se resuspendid en medio de cultivo
suplementado con un 20 % de SFB y un 10 % de dimetilsulféxido (DMSQO), compuesto orgdnico
que actlia como crioprotector. La cantidad de células congeladas por vial fue de
aproximadamente un millén.

Los viales se congelaron inmediatamente en un Mr.Frosty a -80 °C y tras 24 horas se
pasaron al tanque de N, liquido donde se conservaron hasta su posterior utilizacidn. El sistema
de congelacidn Mr. Frosty consiste en un contenedor de policarbonato que contiene alcohol
isoamilico y que, al ser sometido a congelacién, permite un descenso gradual de la
temperatura de 1 °C/minuto, lo que favorece una buena conservacion celular.

Para la descongelacion, se resuspendié el contenido del criotubo en 10 ml de medio de
cultivo en un tubo de centrifuga, que se centrifugd a 1.400 rpm (Beckman Coulter Allegra X-22,
rotor SX4250) durante 5 minutos para eliminar el DMSO, que resulta toxico a temperatura
ambiente. El pellet celular se disgregd y las células se sembraron en una placa de cultivo
adecuada.
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VI.2.1.4. Obtencion de hASC a partir de tejido adiposo

El tejido adiposo extraido de varios pacientes se recibié sumergido en suero fisioldgico
e inmediatamente después se llevd a cabo su procesamiento. Dicho tejido se lavé con PBS
suplementado con antibidtico y, posteriormente, se troced en fracciones mas pequefias con
ayuda de un bisturi, trabajando en condiciones de esterilidad. Los fragmentos se introdujeron
en un tubo con 5 ml de medio de digestion por cada 500-1.000 mg de tejido. Dicho medio se
compone de DMEM bajo en glucosa suplementado con antibidtico, 10 mg/ml de albumina y
1,5 mg/ml de colagenasa tipo Il. La mezcla se incubd durante 30-45 minutos a 37 °C con
agitacién, hasta que el tejido se digirié completamente.

Tras la digestién, se centrifugd el tubo a 1.200 rpm (Beckman Coulter Allegra X-22,
rotor SX4250) durante 10 minutos y se retird el sobrenadante. El pellet resultante se
resuspendid en tampdn de lisis de gldbulos rojos (NH,Cl 150 mM, NaHCO; 10 mM, EDTA 1,27
mM), se incubd 10 minutos a temperatura ambiente y se volvid a centrifugar. El pellet se lavd
con 10 ml de PBS y se llevd a cabo una ultima centrifugacidn.

Las células se sembraron en una placa de cultivo y, al dia siguiente, se lavaron dos
veces con PBS y se afiadié medio fresco para continuar con su expansién de la forma habitual.

VI1.2.1.5. Incubacion con xenobioticos

Las distintas drogas utilizadas en el desarrollo de esta tesis doctoral fueron las
siguientes: oligomicina (OLI), cloruro de tributiltina (TBTC), ceftriaxona (CEF), cloranfenicol
(CLOR), 2’,3’-dideoxicitidina (ddC), eritromicina (ERI), gentamicina (GEN), linezolid (LIN),
penicilina/estreptomicina/anfotericina B (PEA), paromomicina (PAR) y tetraciclina (TET), todas
ellas adquiridas en la casa comercial Sigma-Aldrich.

En aquellos ensayos destinados a evaluar el efecto de distintos xenobidticos sobre el
sistema de fosforilacién oxidativa, éstos se afadieron a la concentracién deseada en el medio
de cultivo (o medio de diferenciacion, en su caso). Para evitar un potencial efecto sobre la
adherencia de las células, éstas se sembraron en medio MesenPRO normal en ausencia de
téxicos, que se afiadieron unas 8 horas después. El medio fue renovado cada 48 horas hasta
gue termind el experimento.

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

VI.2.1.6. Recuento celular

Durante el desarrollo de esta tesis se han utilizado indistintamente dos aparatos de
contaje automatico de células.

El Z™Series COULTER COUNTER (Beckman Coulter) se basa en el principio de Coulter,
que hace referencia al uso de un campo eléctrico para contar y dimensionar particulas que se
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encuentran en suspensién en un liquido conductor. Para ello se resuspendieron 100 pl de
suspension celular en 10 ml de Isotdn (solucidn isotdnica en la que se realiza la medida).

El Countess® Automated Cell Counter (ThermoFisher Scientific) esta disefiado para el
contaje de células (rango de concentraciones entre 1x10%y 1x10” células/ml) y la evaluacién de
su viabilidad utilizando la técnica estandar del azul tripan, siendo necesaria la misma cantidad
de muestra que con un hemocitdmetro o cdmara de Neubauer. El azul tripan es un colorante
capaz de penetrar en las células muertas, ya que éstas presentan su membrana plasmatica
desestructurada. Asi, se mezclaron 10 pl de suspensién celular con la misma cantidad de azul
tripan y se pipetearon en el interior de la cdmara desechable por duplicado, de manera que las
células fueron contadas de forma automatica por el aparato en unos 30 segundos.

VI.2.1.7. Analisis y tratamiento de contaminacion por Mycoplasma sp.

El control de contaminacidn por micoplasma se llevd a cabo periédicamente a partir de
una alicuota del medio de cultivo tras 48 horas de contacto con las células.

El MycoAlert™ Mycoplasma Detection Kit de la marca Lonza es un test bioquimico
basado en la actividad de determinadas enzimas encontradas en las seis especies mas
comunes de micoplasma pero ausentes en las células eucariotas. El ensayo consiste en la lisis
de los micoplasmas presentes en una muestra, de manera que las enzimas reaccionan con el
sustrato proporcionado por el kit, catalizando la conversion de ADP a ATP. Este ATP se
transforma en sefial luminosa mediante una enzima luciferasa y puede ser medida en un
espectrofotometro. El ratio entre la medida A (antes de la adicidn del sustrato) y la medida B
(después de la adicion del mismo) es indicativo de la presencia (>1) o ausencia (<1) de
micoplasma. El kit incluye un control positivo liofilizado y un tampdn para su reconstitucion,
que a la vez puede utilizarse como control negativo.

Para eliminar la presencia de micoplasma de las células contaminadas se utilizé el kit
BM Cyclin de Roche. Este tratamiento consiste en la combinacidn de dos antibidticos: BM
cyclin 1 (derivado de pleuromitilina), 10 pg/ml, 3 dias; y BM cyclin 2 (derivado de tetraciclina),
5 ug/ml, 4 dias. El ciclo se repitié dos veces, tras los cuales se volvié a comprobar la presencia
de contaminacion.

VI.2.1.8. Cultivo en camara de hipoxia

Para los experimentos llevados a cabo en hipoxia o normoxia tisular (1-3 % de O,), se
sembraron las células en una campana de flujo laminar, ya que el incubador de hipoxia no
permite mantener las condiciones de esterilidad. Pasado el tiempo suficiente para que las
células se adhirieran a la placa en el incubador habitual, éstas se transfirieron al incubador de
hipoxia H35 de Don Whitley Scientific.
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VI1.2.1.9. Diferenciacion

V1.2.1.9.1. Adipogénica

Las hASC se sembraron en un soporte adecuado y se crecieron hasta alcanzar un 80 %
de confluencia. A partir de este punto se indujo la diferenciacién mediante el StemPro®
Adipogenesis Differentiation Kit (ThermoFisher Scientific) durante un periodo de 3 semanas,
tiempo tras el cual se llevaron a cabo los distintos experimentos. El medio de diferenciacién se
reemplazo periddicamente cada 2-3 dias.

V1.2.1.9.2. Osteogénica

Las hASC se sembraron en un soporte adecuado y se crecieron hasta alcanzar un 50 %
de confluencia. A partir de este punto se indujo la diferenciacién mediante el StemPro®
Osteogenesis Differentiation Kit (ThermoFisher Scientific) durante un periodo de 2 semanas,
tiempo tras el cual se llevaron a cabo los distintos experimentos. El medio de diferenciacion se
reemplazo periddicamente cada 2-3 dias.

V1.2.1.9.3. Condrogénica

Las hASC se sembraron en un soporte adecuado y se crecieron hasta alcanzar un 80 %
de confluencia. A partir de este punto se tripsinizaron y contaron, resuspendiéndolas a una
densidad de 1.6 x 10’ células/ml. Para generar cultivos en micromasas, se sembraron gotas de
5 ul de solucién celular en el centro de un pocillo, y pasadas 2 horas se indujo la diferenciacion
mediante el StemPro® Chondrogenesis Differentiation Kit (ThermoFisher Scientific) durante un
periodo de 2 semanas, tiempo tras el cual se llevaron a cabo los distintos experimentos. El
medio de diferenciacién se reemplazé periddicamente cada 2-3 dias.

VI.2.1.10. Cariotipado de lineas celulares

Para el analisis citogenético se partié6 de células en crecimiento exponencial,
aproximadamente a un 80 % de confluencia en una placa de 100 mm.

El procedimiento consistidé en eliminar el medio de cultivo y afiadir medio con
colchicina (0,5 pg/ml), que se incubd durante 4 horas a 37 °C. Pasado este tiempo se
tripsinizaron las células y se centrifugaron, resuspendiendo el pellet en 2 ml de medio salino
hipotdnico (KCl 0,075 M), evitando la formacién de burbujas. Una vez resuspendido se
afiadieron otros 3 ml y se incubd durante 30 minutos a 37 °C. Inmediatamente después se
afiadieron 3 gotas de fijador Carnoy (metanol/4cido acético 3:1) y se llevé a cabo una nueva
centrifugacion para obtener el pellet. Este se resuspendié en 2 ml de fijador Carnoy, afiadiendo
3 ml mas como en el paso anterior. Tras una incubacién de 20 minutos a temperatura
ambiente se centrifugd y se repitié de nuevo el lavado con 5 ml de fijador Carnoy. Por ultimo,
se resuspendid el sedimento celular en 0,5 ml de fijador Carnoy.
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El cariotipado fue realizado por el servicio de genética de los Laboratorios Duran
Bellido de Barcelona. Se utilizd la técnica de bandeo G con tincion Wright y se captaron y
analizaron al menos veinte metafases para cada tipo celular. La cantidad de cromosomas
obtenidos se representé como la media de cromosomas + desviacién estdndar y nimero
modal.

VI.2.1.11. Estudios de proliferacion celular: curvas de crecimiento

Las hASC se sembraron a una densidad de 20.000 células/pocillo en placas de 6 pocillos
y, tras un periodo de 2-4 horas para que se adhirieran a la placa, se cambié el medio de cultivo
pasando a las condiciones de estudio. Los contajes se realizaron a tiempo 0, 24, 48 y 72 horas,
siguiendo el protocolo descrito anteriormente (ver apartado VI.2.1.6.), cada uno de ellos por
triplicado.

Para calcular el tiempo de duplicacién celular se representd graficamente el nimero
de células frente al tiempo transcurrido y se ajustd a una curva exponencial del tipo:

N=a-el
donde N es el numero de células y t el tiempo expresado en horas. A partir de esta
ecuacion, el tiempo de duplicacién (DT) se obtuvo utilizando la férmula:

DT = In2/b

VI.2.1.12. Estudio del consumo de glucosa

Se midié el consumo de glucosa a lo largo del tiempo de las hASC asi como para un
cibrido del haplogrupo H con fondo nuclear de 143B (osteosarcoma). Para ello, se sembraron
las células y se recogieron muestras del sobrenadante a tiempo cero y cada 6 horas, durante
un tiempo total de 72 y 48 horas respectivamente (tiempo tras el cual se renueva el medio en
el cultivo habitual de cada uno de los dos tipos celulares). Dichas muestras se almacenaron a
-80 °C hasta el momento de realizar la medida.

Para ello, se utilizd el reactivo de Tinder (kit Glucosa Liquida, QCA), mediante el cual
tienen lugar las siguientes reacciones:

Glucosa Oxidasa . ..
Glucosa + H,0 + 0, —— Acido gluconico + H,0,

Peroxidasa
H,0, + 4Aminoantipirina + pHidroxibenceno sulfonato ———— Quinoneimina + H,0

Inicialmente se realizd una recta patrén partiendo de una solucion de glucosa 25 mM,
mezclando 2 pl de muestra con 180 ul del reactivo, y midiendo la absorbancia a 505 nm.
Posteriormente se midieron todas las muestras y se interpolaron en dicha recta los valores de
absorbancia obtenidos.

140



Material y métodos

VI.2.1.13. Tinciones especificas

V1.2.1.13.1. Oil Red O

Las células se fijaron con una solucién de formaldehido al 4 % en PBS durante 30
minutos a temperatura ambiente. Tras varios lavados, se tifieron durante 30 minutos a 37 °C
con una solucién de Oil Red O (tincién especifica de lipidos, Sigma) 16 uM en isopropanol. Las
células se lavaron con isopropanol al 60 % y agua destilada, y finalmente se tomaron
fotografias en un microscopio invertido.

VI1.2.1.13.2. Alizarin Red

Las células se fijaron con una solucién de formaldehido al 4 % en PBS durante 30
minutos a temperatura ambiente. Tras varios lavados, se tifieron durante 5 minutos a
temperatura ambiente con una solucion de Alizarin Red S (tincién especifica de calcio, Sigma)
30 mM en agua. Las células se lavaron con agua destilada y finalmente se tomaron fotografias
en un microscopio invertido.

V1.2.1.13.3. Toluidine Blue

Las células se fijaron con una solucion de formaldehido al 4 % en PBS durante 30
minutos a temperatura ambiente. Tras varios lavados, se tifileron durante 5 minutos a
temperatura ambiente con una solucién de Toluidine Blue (tincién especifica de
mucopolisacaridos, Sigma) al 1 % en etanol al 70 %. Las células se lavaron con agua destilada y
finalmente se tomaron fotografias en un microscopio invertido.

VI.2.1.14. Cuantificacion de gotas lipidicas intracelulares

AdipoRedTM es una solucién del colorante hidrofilico Nile Red, que en un ambiente
hidrofdbico pasa a ser fluorescente. Puede utilizarse para determinar la acumulacidon de
triglicéridos en forma de gotas intracelulares como marcador de la diferenciacién a adipocito.

Las células se sembraron a una densidad de 30.000/cm?” en placas NUNC de 12 pocillos
y se diferenciaron durante 3 semanas. Pasado este tiempo, se vaciaron los pocillos y se lavaron
las células con 1 ml de PBS. Después, se afiadieron 2 ml de PBS y 60 ul de AdipoRed a cada
pocillo. Tras una incubacion de 15 minutos se leyd la placa en el fluorimetro, midiendo la
fluorescencia a 485 nm de excitacién y 572 nm de emisidn. Los resultados se expresaron como
unidades relativas de fuorescencia (RFU).

VI.2.1.15. Medida de la cantidad de triglicéridos totales

El kit de deteccién de adipogénesis de Abcam cuantifica la acumulacién de triglicéridos
en células y tejidos. En este ensayo los triglicéridos se solubilizan e hidrolizan a glicerol, que es
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oxidado a la vez que la sonda genera color (Amsx = 570 nm) y fluorescencia (Ex/Em = 535/587
nm). El kit puede detectar triglicéridos en un rango lineal de 0,2 a 10 nmoles.

Las células cultivadas en placas de 6 pocillos se tripsinizan y el pellet resultante se
resuspende en 100 pl de la solucién de extraccidon de lipidos proporcionada por el kit. A
continuacidn, se transfieren 20 ul de los extractos lipidicos a una placa de 96 pocillos, cargando
cada muestra por triplicado, y se lleva a un volumen final de 50 ul con el tampdén adecuado.
Del mismo modo, a partir de un estandar de triglicéridos 0,2 mM, se construye una recta de
calibrado cargando 0, 10, 20, 30, 40y 50 ul (0, 2, 4, 6, 8, 10 nmoles/pocillo) por triplicado en el
caso del ensayo colorimétrico (para el fluorimétrico se diluye previamente el estandar 10
veces, ya que la técnica es mas sensible).

A cada pocillo conteniendo muestra o estdndares se le afiaden 2 ul de lipasa y se
incuba durante 10 minutos a temperatura ambiente para convertir los triglicéridos en glicerol y
acidos grasos. Pasado este tiempo, se prepara un mix de reacciéon que contiene, para cada
pocillo, 46 ul de tampdn, 2 pl de sonda (0,2 ul para el ensayo fluorimétrico) y 2 pul de mezcla
enzimatica. Se mezcla bien y se incuba durante 30 minutos a 37 °C, protegido de la luz.

Finalmente se mide la densidad éptica a 570 nm en un lector de microplacas.

VI.2.1.16. Toma de imagenes mediante FLoid: inmunofluorescencia

La estacién de imagen EVOS® FLoid®Cell Imaging Station de ThermoFisher Scientific
permite la captacion de imagenes celulares en tres colores de fluorescencia (azul, verde y
rojo) de forma rapida y sencilla. El sistema permite tomar las imagenes de la propia placa de
cultivo, incluso de células vivas.

VI1.2.1.16.1. Tincion con MitoTracker® Red

MitoTracker es un colorante fluorescente que tifie las mitocondrias en células vivas, ya
que su acumulacién depende del potencial de membrana. Esta tincion es resistente tras la
fijacién de las células con formaldehido.

Las células adheridas a cualquier soporte de cultivo se lavaron con PBS y se incubaron
con una solucién de MitoTracker 100 nM en medio de cultivo durante 30 minutos a 37 °C.

Pasado este tiempo se visualizaron en el sistema FLoid de ThermoFisher Scientific,
utilizando el canal rojo (Em= 646/68 nm, Ex= 586/15 nm).

A continuacidn, se tifieron los nucleos con el colorante de acidos nucleicos Hoechst
33342, afiadiendo 1 gota/ml de la solucién comercial (Molecular Probes, ThermoFisher
Scientific). La incubacidn tuvo lugar durante 20 minutos a temperatura ambiente, y la
visualizacidn se hizo a través del canal azul (Em= 446/33 nm, Ex= 390/40 nm).
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V1.2.1.16.2. Inmunofluorescencia

Las células en cultivo se lavaron con PBS y se fijaron durante 15 minutos a temperatura
ambiente con una solucién de paraformaldehido al 4 %. Pasado este tiempo, se lavaron con
PBS y se permeabilizaron con el detergente Tritén X-100 al 0,1 % durante 10 minutos a
temperatura ambiente. A continuacidn, se bloquearon las uniones inespecificas con una
solucidn de BSA al 0,1 %, incubando durante 15 minutos a temperatura ambiente.

El anticuerpo primario, diluido en la solucién de bloqueo a la concentracién deseada,
se incubd una hora a temperatura ambiente. El anticuerpo secundario se diluyé 1:1.000 en la
solucidn de bloqueo y se incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente. Pasado este
tiempo, las células tefiidas se lavaron varias veces con PBS y se visualizaron a través del
sistema FLoid.

En todos los casos se llevd a cabo paralelamente un control de anticuerpo secundario
(mismo procedimiento pero sin la incubacidn con anticuerpo primario) para descartar la
existencia de uniones inespecificas con el mismo.

La tincidon nuclear en los casos que requieren la fijacion de células se realizd con el
colorante de 4cidos nucleicos DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol), utilizandolo a una
concentracién de 1 uM en el propio medio de cultivo, durante unos 10 minutos de incubacion.
La visualizacion se hizo a través del canal azul (Em=446/33 nm, Ex=390/40 nm).

VI.2.1.17. Microscopia electrénica

Las hASC se sembraron a una densidad de 5.000 células/pocillo en 2 cdmaras Lab-Tek®
de 8 pocillos de la marca Nunc®. En una de las cdmaras se indujo la diferenciacion adipogénica
durante 3 semanas. Pasado este tiempo, las células se fijaron mediante el siguiente protocolo.

En primer lugar se elimind el medio de cultivo y se realizaron 3 lavados de 2 minutos
con PBS 0,1 M. Para la fijacion se afiadid glutaraldehido al 2,5 % en PBS 0,1 M, incubandolo
durante 5 minutos a 37 °C, tiempo tras el cual se sustituyd por glutaraldehido al 2,5 % fresco y
se mantuvo durante 1-2 horas a 4 °C. Finalmente, se realizaron 4 lavados de 5 minutos con PBS
0,1 My se conservaron las preparaciones en PBS 0,1 M con 0,05 % de azida de sodio a 4 °C.

Las muestras fueron procesadas y visualizadas en el Servicio de Microscopia
Electrénica de Sistemas Bioldgicos de la Universidad de Zaragoza.
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VI.2.2. Extraccion, manipulacion y analisis de acidos nucleicos

VI.2.2.1. Aislamiento de DNA total a partir de cultivos celulares

V1.2.2.1.1. Con fenol-cloroformo

Se resuspendid el pellet celular obtenido por tripsinizacion y lavado con PBS en 250 pl
de tampdn TE 10:1 (TRIS-HCI 10 mM, EDTA 1 mM), sobre el cual se afiadieron 5 pl de SDS (25
%) y 1,25 ul de proteinasa K (20 mg/ml). La mezcla se incubd a 37 °C durante toda la noche.

Al dia siguiente se llevaron a cabo dos procesos de extraccién con 1,5 volumenes de
fenol-IAC (fenol-cloroformo-alcohol isoamilico 25:25:1) y un tercero con 1,5 voliumenes de
alcohol isoamilico-cloroformo (24:1). Finalmente se afiadieron dos volumenes de etanol frio
(-20 °C) para que tuviera lugar la precipitacion del DNA. En el caso de que no se formara ovillo,
se dejo precipitar a -80 °C durante una hora y se centrifugd a 4 °C durante 30 minutos. El
etanol se evapord en un concentrador.

El DNA se resuspendié durante toda la noche en 100 pl de agua destilada estéril, por
agitacion en un termoblock a 37 °C.

VIL.2.2.1.2. En columna

El Speedtools DNA extraction kit permite una rapida y eficiente extraccién de DNA
gendmico de alta calidad procedente de diversas muestras (cultivos celulares, sangre, suero,
plasma u otros fluidos orgdnicos). Este kit permite la purificacién de hasta 35 ug de DNA
gendmico con una relacién A260/280 de entre 1,7 y 1,9. El DNA obtenido est4 listo para usarse
en reacciones tales como PCR, transferencia de Southern, y otras reacciones enzimaticas.

En este caso se resuspendio el pellet celular, obtenido por tripsinizacién y lavado con
PBS, en dos tampones de lisis diferentes y en presencia de proteinasa K. El homogenado se
incubd a 70 °C durante 15 minutos. La adicién de etanol en el segundo paso de extraccion crea
las condiciones necesarias de unién del DNA a las particulas de silice de la columna. El paso de
unién del DNA es especifico ademas de reversible. Los contaminantes presentes en la muestra
son eliminados mediante sucesivos lavados de la columna con diferentes tampones.
Finalmente el DNA es eluido en agua estéril libre de DNAsas, atemperada a 70 °C.

VI.2.2.2. Aislamiento de RNA total a partir de cultivos celulares

El RNA total a partir de células en cultivo se extrajo utilizando el kit NucleoSpin RNA Il
de Macherey-Nagel. Este kit permite la purificacién de hasta 70 ug de RNA total libre de DNA,
apto para diversas aplicaciones como qRT-PCR o Northern blot.

Las células en cultivo se recogieron por tripsinizacién, se lavaron con PBS frio y se
guardaron a -80 °C para evitar diferencias entre muestras frescas y congeladas. En el momento
de la extraccion se siguieron las instrucciones del fabricante. Brevemente, las células se lisaron
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por incubacién en una solucidn que contiene una gran cantidad de iones caotrdpicos, a la vez
que inactiva las RNAsas presentes y crea unas condiciones de uniéon favorables a la membrana
de silice. Tras la lisis, las muestras se homogeneizaron y se redujo su viscosidad mediante el
sistema de filtracion proporcionado por el kit. EIl DNA unido a la columna se eliminé afadiendo
una solucion de rDNAsa. Las sales, metabolitos y otros componentes celulares se eliminaron
mediante varios pasos de lavado con diferentes tampones. Finalmente, el RNA fue eluido con
agua libre de RNAsas.

VI1.2.2.3. Cuantificacion de acidos nucleicos

Para la cuantificacién del DNA o RNA se utilizé un espectrofotémetro Nano-drop y su
programa informatico asociado, el cual mide la absorbancia a 260 nm para cuantificar la
cantidad de DNA/RNA, y a 230 y 280 nm para calcular la pureza de dicha muestra (valor
Optimo ratio 260/280 = 1,8-2). En todos los casos se depositaron sobre el orificio de medida 2
pl de muestra. En primer lugar se hicieron dos medidas con agua destilada, la segunda de ellas
para fijar el valor de blanco. Tras esto se afiadid la solucién de DNA o RNA a cuantificar y el
programa informatico calculd la concentracién del mismo (en ng/ul). Para finalizar también se
realizaron dos medidas con agua destilada para eliminar los restos de 4cidos nucleicos.

VI1.2.2.4. Huella genética

El AmpFISTR® Identifiler® PCR Amplification Kit de ThermoFisher Scientific es un ensayo
multiplex de repeticiones cortas en tandem (STR, del inglés Short Tandem Repeat) que
amplifica 15 loci de repeticiéon de tetranucledtidos y el marcador determinante de género
Amelogenina, en una Unica reaccion de PCR. Entre ellos se encuentran los 13 loci requeridos
por el CODIS (Combined DNA Index System) (Budowle and Allen 1998) y dos mas adicionales
(D2S1338 y D19S433). La siguiente tabla muestra los loci amplificados, sus localizaciones
cromosomicas y sus correspondientes marcajes fluorescentes.

. Localizacion Alelos incluidos en el AmpFISTR® Identifiler® PCR .
Loci L. I . Marcaje
cromosomica Amplification Kit
D8S1179 8 8,910, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
24,24.2,25,26,27,28,28.2, 29, 29.2, 30,
D21S11 21911.2-g21 30.2, 31, 31.2, 32, 32.2, 33, 33.2, 34, 34.2, 35,
35.2, 36,37, 38 6-FAM™
D75820 7911.21-22 6,7,8,9,10,11,12,13,14,15
CSF1PO 5¢33.3-34 6,7,8,9,10,11,12,13,14,15
D3S1358 3p 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
THO1 11p15.5 4,5,6,7,8,9,9.3,10,11,13.3
D13S317 13g22-31 8,9,10,11,12,13,14,15 vice
D16S539 16q24-qter 5,8,9,10,11, 12,13, 14, 15
D251338 2035-37.1 15,16, 17, 18, 19, 22(; 22; 22, 23,24, 25, 26,
T BB B w215
VWA 12p12-pter 11, 12, 13, 14, 15, 1263 121 18, 19, 20, 21, 22, o
TPOX 2p23-2per 6,7,8,9,10,11,12, 13
D18s51 184213 16,17, 18, 19,20, 21, 23,35 24, 25,26, 2
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Amelogenin X:p22.1-22.3 X, Y
Y:pll.2
D55818 5g21-31 7,8,9,10,11, 12,13, 14, 15, 16 PET®
17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 26.2, 27,
FGA 4028 28, 29, 30, 30.2, 31.2,32.2,33.2,42.2,43.2,
44.2,45.2,46.2,47.2,48.2,50.2,51.2

Tabla VI.5: Loci amplificados para llevar a cabo la huella genética o los perfiles STR de las células utilizadas.

En este caso, se enviaron 100 ng de DNA, extraido a partir del cultivo celular siguiendo
el protocolo detallado anteriormente (ver apartado VI1.2.2.1.), a la Unidad de Gendmica de la
Universidad Complutense de Madrid, donde se llevaron a cabo los analisis.

VI.2.2.5. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccién de PCR se llevé a cabo a partir de las muestras de DNA total, aislado como se
ha descrito anteriormente (ver apartado VI.2.2.1.), disuelto en agua hasta una concentracion
aproximada de 100-500 ng/pl.

Las condiciones de la PCR varian en funcidn de las caracteristicas de la region de DNA
gue se desea amplificar y de la enzima DNA polimerasa utilizada. La reaccion se llevé a cabo
siguiendo las recomendaciones del fabricante, generalmente con la enzima RedTag™ DNA
Polimerasa de Sigma-Aldrich, realizdndose en tubos de 200 ul y en un volumen final de 50 pl
gue contenia los siguientes componentes:

COMPONENTE CONCENTRACION | VOLUMEN ()
Tampon (Tris-HCI 100 mM pH 8,3, KCI 500 mM, gelatina 0,1 %) 10X 5
MgCl, 25 mM 2
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP y TTP) 10 mM (cada uno) 2
Oligonucledtidos 25 uM 1
REDTaq polimerasa 1U/ul 1
H,0 - hasta 50

Tabla VI.6: Mezcla de reaccion para la PCR.

Para minimizar el error debido a la manipulacién de volimenes pequefios y para
facilitar el trabajo, se prepard una mezcla previa que contenia todos los reactivos necesarios
para todas las muestras excepto el DNA. Para comprobar la ausencia de contaminacion
durante la preparacidon de los reactivos, en cada experimento se utilizd, ademas de las
muestras, un tubo adicional que contenia la mezcla de reaccidn, pero que carecia de DNA
(blanco).

Se estableci6 una temperatura de hibridacién adecuada para cada par de
oligonucledtidos empleados. Las condiciones generales de amplificacién fueron las siguientes:
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e 94°C-5min

e 94°C-45s

e T2 hibridacidon—-45s 35 ciclos
e 72°C-45s

e 72°C-5min

e A4°C—o0

Las secuencias de oligonucleétidos utilizados durante el presente trabajo, asi como las
temperaturas de hibridacion a las que se emplearon, se muestran en los apartados
correspondientes a cada finalidad.

VI.2.2.6. Separacion electroforética de acidos nucleicos: geles de
agarosa teifiidos con bromuro de etidio

Para comprobar la amplificacidn del material genético mediante PCR se utilizaron geles
horizontales de agarosa tefiidos con bromuro de etidio.

La agarosa se fundié en un horno microondas en tampén TBE (Tris 50 mM, Acido
Borico 50 mM, EDTA-Na 1 mM, pH 8,3), a un porcentaje de entre 0,5 y 2,5 de agarosa,
dependiendo del tamafio de los fragmentos a separar. A esta solucidn se le aifadié el bromuro
de etidio (1 pg/ml) y se dejo gelificar en las camas de 50 6 100 ml de la marca Bio-Rad.

La carga de las muestras se realizé6 mezclando 5 pl de los productos de amplificacion
con unos 2 pl de tampdn de carga (Ficoll 400 al 15 %, azul de bromofenol al 0,2 %, en tampodn
de electroforesis). Se confirmé el tamafio de las bandas utilizando marcadores de peso
molecular de 1, 12 6 23 Kb, de |la casa comercial Roche.

La separacién electroforética se llevd a cabo a 100 V durante unos 30 minutos. El
resultado se visualizo tras la exposicion del gel a una fuente de radiacién ultravioleta (Gel
Doc™, Bio-Rad).

VI.2.2.7. Secuenciacion completa del mtDNA

Se llevé a cabo la extraccion del DNA a partir de cultivos celulares para la posterior
secuenciacion de su DNA mitocondrial mediante el método de secuenciacién Sanger. Para ello
se amplificd el mtDNA en 10 fragmentos solapantes de entre 955 y 2811 pares de bases. Los
oligonucledtidos utilizados para amplificar cada uno de los fragmentos, asi como el tamafio de
los mismos, fueron los siguientes:
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FRAGMENTO OLIGO 5’-3' HEBRA SECUENCIA 5’-3' AMPLICON (pb) T2 HIBRIDACION
1 hmtlL 569 L AACCAAACCCCAAAGACACC 2452 58 °C
hmtH2982 H CTGATCCAACATCGAGGTCG
P hmtl2797 L GTCCTAAACTACCAAACCTGC 2417 58 °C
hmtH5174 H GTGTTAGTCATGTTAGCTTG
3 hmtL5061 L AGCAGTTCTACCGTACAACC 2476 58°C
hmtH 7497 H TTTGAAAAAGTCATGGAGGCC
hmtL7336 L GATTTGAGAAGCCTTCGCTTC R
FAA hmtH 8251 H GCTATAGGGTAAATACGGGC 955 62°¢
COIIL 8018 L CCGATTGAAGCCCCCATTCG R
F4B COH9250 H GGGCTGGGTTTTACTATATG 1.272 62°¢
hmtL 8815 L CTCATTTACACCAACCACCC R
Fac L6H H CTTCGAAGCCAAAGTGAT 1.140 62°¢
Fs hmtL 9611 L TCCCACTCCTAAACACATCC 2539 58 °C
hmtH 12111 H AAACCCGGTAATGATGTCGG
L1L L TACTCTTCAATCAGCCACAT R
Fé hmtH 14559 H GATTGTTAGCGGTGTGGTCG 2811 62°¢
hmtl 14130 L TCTTCCCACTCATCCTAACC R
F7 hmtH 112 H ACAGATACTGCGACATAGGG 2.590 >8°C
hmtL 15591 L TT TACACAATTCT
rs mtL 1559 CGCCTACAC CTCCG 1.643 58 °C
hmtH 626 H TTTATGGGGTGATGTGAGCC

Tabla VI.7: Fragmentos solapantes para la secuenciacion completa del mtDNA.

Para la amplificacién de dichos fragmentos se preparé una mezcla con los siguientes

componentes:

COMPONENTE CONCENTRACION | VOLUMEN (pl)
Tampon (TRIS 100 mM, MgCl, 15 mM, KCI 500 mM, pH 8,3) 10X g
dNTPs 10 mM (cada uno) 1
Oligonucledtidos 25 uM 0,5
Taq polimerasa Roche 5U/u 0,25
H,0 - hasta 50

Tabla VI.8: Mezcla de reacciéon para la PCR de amplificacion de los fragmentos de secuenciacion.

El programa térmico que debe llevar a cabo el termociclador es el siguiente:

e 94°C-5min
e 94°C-45s
e 56°C-30s
e 72°C-3min
e 72°C-5min
e A4°C—o0

35 ciclos

Tras comprobar por electroforesis (gel de agarosa al 1 %) la correcta amplificacion de
cada fragmento (incluyendo un blanco sin DNA para cada uno de ellos y viendo que no hay
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contaminacion), se deben purificar las muestras. Para ello se mezclaron 8 pl de ExoSap-It
(exonucleasa | y fosfatasa alcalina) con 20 pl de muestra (2 pl de reactivo por cada 5 pl de
DNA), y se programé el termociclador con las siguientes temperaturas y tiempos:

e 37°C—-15min
e 80°C-15min
e 4°C-oo

Tras este paso, las muestras se enviaron al servicio de secuenciacién automatica de la
Universidad Complutense de Madrid. Los oligonucledtidos utilizados para la secuenciacion
fueron los mismos empleados para obtener los amplificados por PCR.

Para analizar las secuencias recibidas se utilizé el programa informatico Sequencher v
4.1.4. Este programa permite el alineamiento de varias secuencias y detectar cambios en las
mismas, ya sean cambios de base, deleciones o inserciones.

Se alinearon todas las secuencias (solapantes entre si) con una secuencia de referencia
del mtDNA completo (NC 012920) (Andrews, Kubacka et al. 1999) y se vieron todos y cada uno
de los polimorfismos presentes en las células de estudio.

Las variantes en el mtDNA de la muestra se compararon con un arbol filogenético que
incluye mas de 20.000 secuencias (van Oven and Kayser 2009).

VI.2.2.8. Deteccion de polimorfismos en el mtDNA mediante PCR
cuantitativa a tiempo real

Una forma de determinar la presencia o ausencia de polimorfismos o mutaciones
puntuales en el mtDNA es la utilizacion de la PCR cuantitativa a tiempo real. Esta técnica
permite la deteccion y cuantificacion de una sonda fluorescente cuya sefial aumenta en
proporcién directa a la cantidad de producto de PCR durante la reaccion.

En el desarrollo de esta tesis se utilizd, en todos los casos, la tecnologia TagMan®, que
permite medir la produccion de productos de PCR mediante un sistema de sondas marcadas
mediante dos fluorocromos. Su utilidad radica en que poseen un fluoréforo en su extremo 3'y
una molécula en el 5' que bloquea su emision de fluorescencia (denominada en inglés
quencher); esta sonda marcada hibrida especificamente en la parte central del producto de
PCR a obtener. De este modo, cuando se efectta la PCR (con la sonda mas el par de cebadores
especificos), la sonda hibrida en el amplicén pero, debido a la cercania del fluoréforo al
quencher, no se emite fluorescencia; cuando la polimerasa se topa con la sonda la hidroliza
mediante su actividad exonucleasa 5'-3', lo cual provoca la separacién del quencher del
fluorocromo vy, por tanto, la emision de fluorescencia, que esta relacionada con la cantidad de
amplicén producido (Heid, Stevens et al. 1996).

En este caso la sondas son idénticas en secuencia excepto en la posicién del
polimorfismo de interés para cada caso; una sonda tendra el nucleétido complementario a la
base del alelo salvaje y la otra el complementario a la base del alelo mutante. Sélo hibridara
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aquella sonda que porte el nucledtido complementario al alelo presente para el polimorfismo
de interés.

Se trabajo utilizando placas de 48 pocillos de Applied Biosystems, anadiendo a cada
uno de ellos los reactivos que se muestran en la siguiente tabla:

COMPONENTE Concentracion final | Volumen reaccion
TagMan® Genotyping MasterMix 1X 12,5 ul
Mix sonda/ oligonucledtidos 1X 0,66 ul
Agua - 9,875 ul
DNA 10 ng/ ul 2 ul

Tabla VI.9: Mezcla de reaccion para la deteccion de polimorfismos por PCR a tiempo real.

En todos los casos se utilizd6 un control positivo y un control negativo para el
polimorfismo de interés, ademas de un blanco sin DNA para comprobar la ausencia de
contaminacion.

Las reacciones tuvieron lugar en el StepOne™ System de Applied Biosystems con las
siguientes condiciones:

e 60°C-30s
e 95°C-10min
e 95°C-15s

) 40 ciclos
e 60°C—1min

VI.2.2.9. Cuantificacion del nimero de copias de mtDNA mediante PCR
cuantitativa a tiempo real

La medida de los niveles de mtDNA se basé en la técnica de sondas TagMan®
(Marcuello, Gonzalez-Alonso et al. 2005), también denominadas sondas de hidrélisis (Bustin,
Benes et al. 2009), y consiste en la determinacién simultanea del genoma mitocondrial y el
nuclear. La sonda mitocondrial (fluoréforo FAM) esta disefiada para que hibride en una zona
muy conservada del mtDNA (en el gen MT-RNR1), mientras que la nuclear (fluoréforo VIC) lo
hace en el gen de la RNAsa P, que se encuentra en monocopia en el genoma haploide. Los
resultados se expresan en base a la relacién mitocondrial/nuclear.

A continuacién se muestran las secuencias de los oligonucledtidos y de la sonda, los
volumenes de reaccion y las condiciones de la misma.
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OLIGONUCLEOTIDO SECUENCIA Tm
MT-L (directo) CCACGGGAAACAGCATGTATT 58,4 °C
MT-H (reverso) CTATTGACTTGGGTTAATCGTGTGA | 58,2 °C
Sonda MT-FAM FAM-TGC CAG CCA CCG CG 69,3 °C

Tabla VI.10: Oligonucleétidos utilizados para cuantificar el niimero de copias de mtDNA por qRT-PCR.

COMPONENTE CONCENTRACION | VOLUMEN (pl)
TagMan® Gene Expression MasterMix 2X 10
Oligo MT-L 5uM 0,5
Oligo MT-H 5uM 0,5
Sonda MT-FAM 0,5
RNAsa P (VIC) 1
DNA 10 ng/ul -

Tabla VI.11: Mezcla de reaccion para cuantificar el nimero de copias de mtDNA por qRT-PCR.

Las reacciones tuvieron lugar en el StepOne™ System de Applied Biosystems con las
siguientes condiciones universales:

e 50°C-2min
e 95°C—-10min

e 95°C-15s )

) 40 ciclos
e 60°C—1min
e 50°C-30s

Para realizar las rectas estdndar se parti6 de una mezcla de dos plasmidos: uno
presentaba un inserto con la region del mtDNA del gen MT-RNR1 y el otro el gen de la RNAsa
P. Esta mezcla contenia 9 x 10° copias del gen mitocondrial y 9 x 10° copias del gen nuclear. A
partir de la misma se realizaron diluciones seriadas 1:3 (en tampdn Tris-HCI 10 mM pH = 8,5).

Los resultados se expresaron como ACt entre la sonda mitocondrial y la nuclear.

VI.2.2.10. Determinacion del genotipo mitocondrial

El genotipo o haplogrupo mitocondrial se determiné comprobando la presencia o
ausencia de determinados polimorfismos en el mtDNA, mediante la técnica de PCR
cuantitativa a tiempo real. En todos los casos se siguid un esquema preestablecido de
busqueda de los polimorfismos (figura VI.1), basado en la abundancia de los mismos dentro de
la poblacidn (Ruiz-Pesini, Lapena et al. 2000).
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Figura VI.1: Esquema de la estrategia de determinacion del genotipo mitocondrial. Polimorfismos (negro) y
genotipos mitocondriales (rojo).

VI.2.2.11. Haplotipado del gen APOE

Para haplotipar el gen APOE se amplificd un fragmento de 314 pb utilizando los
oligonucledtidos y las condiciones que se muestran en la tabla (Kontula, Aalto-Setala et al.
1990). Los polimorfismos se detectaron por secuenciacion completa de dicho fragmento.

OLIGONUCLEOGTIDO SECUENCIA Tm
APOE-1F GGGCGCTGATGGACGAGACC | 63°C
APOE-1R CCCGGCCTGGTACACTGCCA | 64,8 °C

4580A 4580G

HV*

Tabla VI.12: Oligonucledtidos utilizados para el haplotipado de APOE.
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VI.2.2.12. Retrotranscripcion de RNA total

El cDNA monocatenario se obtuvo, utilizando como molde el RNA total extraido a
partir de células en cultivo (ver apartado VI.2.2.2), mediante el Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit de Roche. Los componentes y volimenes de reaccidon se muestran en la siguiente
tabla.

COMPONENTE CONCENTRACION | VOLUMEN (pl)
Transcriptasa reversa 20 U/ul 0,5
Tampon de reaccion 5X 4
Inhibidor de RNAsas 40 U/ul 0,5

dNTPs 10 mM 2

Random hexamer primer 600 pM
H,0 - 1
RNA total 0,1 pg/ul 10

Tabla VI.13: Mezcla de reaccion para la retrotranscripcion del RNA a cDNA.

El programa térmico llevado a cabo fue el siguiente.

e 25°C-10min
e 55°C-30min
e 85°C-5min

El cDNA obtenido se conservé a -20 °C hasta su uso.

VI.2.2.13. Medida de expresion de transcritos mediante PCR
cuantitativa a tiempo real

Para cuantificar los niveles de mRNA de los distintos genes estudiados se utilizé como
molde el cDNA previamente sintetizado (ver apartado VI.2.2.12.), llevando a cabo la reaccién
en el StepOne™ System de Applied Biosystems.

Para cada muestra, ademads de los genes deseados (fluoréforo FAM), se realizé la
amplificacion de un gen de referencia, en nuestro caso el ribosémico nuclear 18S (fluoréforo
VIC), que cumple una serie de caracteristicas necesarias para actuar como tal: se expresa en
todas las muestras y su expresién es cuantitativamente constante e intensa.

Los componentes y voliumenes de reaccidon se muestran en la siguiente tabla.
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COMPONENTE CONCENTRACION VOLUMEN (pl)
TagMan® Gene Expression MasterMix 2X 10
Gen estudio MIX (FAM) 20X 1
Gen 18S MIX (VIC) 20X 1
H,0 - 7
cDNA (directamente de la reaccién de RT) 1

Tabla VI.14: Mezcla de reaccién para la determinacidon de los niveles de expresion de un transcrito.

Las condiciones de reaccion fueron las siguientes.

e 50°C-2min
e 95°C-10min

e 95°C-15s _
e 60°C—1min 40 ciclos
e 50°C-30s

Los resultados se expresaron como ACt entre el transcrito de interés y el de referencia.
Se realizaron tres determinaciones independientes para cada muestra, cada una por triplicado.

Los transcritos analizados mediante esta técnica fueron:

- Mitocondriales: rRNA 12S (MT-RNR1), subunidad 1 del complejo IV (MT-CO1)
y subunidad 6 del complejo | (MT-ND6).

- Nucleares: gen de referencia 18S, fosfofructoquinasa L (PFKL), Factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), superéxido dismutasa 2 (SOD2), marcadores de hASC
(Thy-1 o CD90, endoglina o CD105), receptor activado de proliferacion de los peroxisomas y
(PPARYy), coactivador 1 del PPARy (PGC-1a), proteina de unidn a acidos grasos 4 (FABP4),
leptina, adiponectina y ApoE.

VI1.2.2.14. Determinacion del estado de metilacion global

La metilacién del DNA ocurre por la unién covalente de un grupo metilo al carbono 5
del anillo de citosina por accion de enzimas metiltransferasas. Asi, el MethylFlash™ Methylated
DNA Quantification Kit de Epigentek se utilizd para cuantificar la cantidad de 5-mC del DNA
obtenido de células hASC en cultivo y diferenciacion.

Para ello, se llevd a cabo el protocolo que especifica el fabricante, que se resume en
los siguientes pasos. En primer lugar, se aisld el DNA total y se cargaron unos 100 ng en una
placa de 96 pocillos ya tratada para que su superficie tenga una gran afinidad por el DNA. Para
que se produjera la unidn, se incubé a 37 °C durante 90 minutos. Tras varios lavados se afiadié
el anticuerpo de captura (primario), manteniéndolo durante 60 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se cargd el anticuerpo de deteccidn (secundario) y una solucion de
amplificacion de la seiial, incubandose cada uno a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Finalmente se afiadid el sustrato coloreado vy, tras un tiempo de reaccién de unos 10 minutos,
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la solucidn de parada, pasando a medir la absorbancia a 450 nm. Los valores se interpolaron en
una recta de calibrado construida a partir de un DNA hipermetilado proporcionado por el kit.

V1.2.3. Estudio funcional del sistema de fosforilacion oxidativa

VI.2.3.1. Determinacion de especies reactivas de oxigeno por
citometria de flujo

El proceso de generacidon de ROS puede monitorizarse utilizando el compuesto 2’,7'-
diclorofluoresceina-diacetato (DCFH-DA), que detecta y cuantifica el H,0, producido
intracelularmente. La conversion de la sonda no fluorescente (DCFH-DA) en un compuesto
altamente fluorescente (DCF) tiene lugar en varios pasos. Primero, la DCFH-DA atraviesa la
membrana celular y es desacetilada por esterasas para formar la DCFH, que queda retenida en
las células. Después, la DCFH se convierte en la DCF por la accion del perdxido de hidrégeno,
gracias a la accion de la peroxidasa (Carter, Narayanan et al. 1994).

Las células en cultivo se tripsinizaron, contaron y centrifugaron. El pellet de células se
tifild con una solucién de DCFH-DA (en etanol) a una concentracidon de 20 puM, y se incubd a
37 °C durante 30 minutos. Seguidamente se centrifugaron las células y se lavd el pellet con
PBS. Finalmente se resuspendié dicho pellet en unos 3 ml de HBSS, a partir de los cuales se
realizaron 3 medidas por citometria de flujo, midiendo en el canal FL1 la intensidad de
fluorescencia.

Los resultados obtenidos por citometria se analizaron utilizando el programa
informatico Weasel.

VI.2.3.2. Medida de la superficie de membrana interna mitocondrial
por citometria de flujo

Para realizar la medida de superficie de membrana interna mitocondrial se utilizé la
sonda Naranja Nonil de Acridina (NAO), que se une a la cardiolipina (lipido caracteristico de la
membrana interna mitocondrial) de forma directamente proporcional a su cantidad.

Las células en cultivo se tripsinizaron, contaron y centrifugaron. El pellet de células se
tifid con una solucidn de NAO a una concentracion de 1 uM, y se incubd a 37 °C durante 10
minutos. Seguidamente se centrifugaron las células y se lavd el pellet con PBS. Finalmente se
resuspendid dicho pellet en unos 3 ml de HBSS, a partir de los cuales se realizaron 3 medidas
por citometria de flujo, midiendo en FL1 la intensidad de fluorescencia.
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VI.2.3.3. Determinacion del potencial de membrana mitocondrial

V1.2.3.3.1. Por citometria de flujo

Para la determinacién del potencial de membrana interna mitocondrial se utilizé el
Mito-ID® Membrane Potential Cytotoxic Kit de ENZO®. Esta técnica se basa en una sonda
catidnica de emisidn dual de fluorescencia, verde o naranja, dependiendo del estado de la
célula. Cuando ésta tiene un elevado potencial de membrana, el reactivo coexiste tanto en
forma de mondmero verde en el citosol como en forma de agregados naranjas en la
mitocondria. Sin embargo, cuando este potencial de membrana se pierde, el reactivo se
encuentra principalmente como mondmero de fluorescencia verde en el citosol y ya no se da
la fluorescencia naranja en la mitocondria.

El protocolo se llevé a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se
tripsinizaron y recogieron las células cultivadas en una placa de 100 mm de didmetro al 80 %
de confluencia (aproximadamente 1 x 10° células), y se tifieron con 2 ml del reactivo
proporcionado por el kit. Al experimento se le incluyé una placa adicional control positivo pre-
tratada con el desacoplante carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona (CCCP) 2 uM durante 30
minutos. Las muestras se incubaron durante 15 minutos, a temperatura ambiente y protegidas
de la luz.

Pasado este tiempo, las muestras se analizaron en un citémetro de flujo Cytomics FC
500 de Beckman Coulter, utilizando el canal FL1 (Iaser 488 nm) para la fluorescencia verde y el
canal FL2 para la fluorescencia naranja.

V1.2.3.3.2. Mediante microscopia de fluorescencia

Para la toma de imagenes en la estacidon de fluorescencia FLoid de ThermoFisher
Scientific, se utilizé el mismo kit que en el apartado anterior, aplicando directamente el
reactivo sobre las células adheridas a la placa de cultivo.

VI1.2.3.4. Determinaciones enzimaticas

VL.2.3.4.1. Determinacion de la cantidad de proteinas totales por el
método de Bradford

Este procedimiento estd basado en la medida de la cantidad de proteinas totales
presente en un homogenado celular mediante una reaccidn colorimétrica.

Para ello, se prepararon diferentes diluciones de una soluciéon de albimina sérica
bovina (BSA) de concentracién conocida (1 mg/ml), con el objetivo de construir una recta de
calibrado que constara de los siguientes puntos: 0, 0,05, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 y 0,5 mg proteina/ml.
Se cargaron 10 pl de cada una de las diluciones por triplicado en una placa de 96 pocillos, al
igual que de cada una de las muestras diluidas de tal manera que su valor de absorbancia se
encontrara en el centro de la recta de calibrado.
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El reactivo de Bradford (Bio-Rad) se diluyd 1:5 en agua destilada y se afiadieron 200 pl
sobre cada pocillo.

Tras 5 minutos de incubacidn a temperatura ambiente y protegida de la luz, se midio la
absorbancia a 595 nm. Para calcular la concentracién de proteina en las muestras se
interpolaron los valores de absorbancia en la ecuacidn de la recta obtenida, teniendo en
cuenta la dilucidn realizada.

VL.2.3.4.2. Determinacion de la actividad enzimdtica y cantidad del
complejo respiratorio IV

Se midieron los niveles del complejo IV de la cadena respiratoria mitocondrial como
indicador de la presencia y funcionalidad del sistema OXPHOS, utilizando para ello el Complex
IV Human Duplexing (Activity + Quantity) Microplate Assay Kit de MitoSciences (Abcam).

El complejo IV se inmunocaptura en la placa de 96 pocillos suministrada con el kit y su
actividad se determina colorimétricamente, siguiendo la oxidacién del citocromo c reducido
por disminucion de la absorbancia a 550 nm.

En los mismos pocillos la cantidad de enzima se mide afiadiendo un anticuerpo
especifico del complejo IV conjugado con fosfatasa alcalina. Esta fosfatasa transforma un
sustrato incoloro en un producto de color amarillo que absorbe a 405 nm. La reaccién tiene
lugar de forma proporcional entre el tiempo y la cantidad de proteina capturada en los
pocillos.

VI1.2.3.4.2.1. Preparacion de las muestras

Este ensayo estd disefiado para usarlo con mitocondrias purificadas. Sin embargo,
también se pueden utilizar homogenados de tejidos y células enteras. En este caso, las células
se tripsinizaron, se recogieron y se centrifugaron. El pellet celular se guardd a -80 °C hasta su
uso.

El pellet de células se resuspendié en la solucion 1 suministrada por el kit, y se
determind la concentracion de proteinas mediante el método de Bradford, que fue
posteriormente ajustada a 5 mg/ml con esta misma solucién (concentracién recomendada por
la casa comercial para una correcta accion del detergente).

A continuacion se afiadio el detergente incluido en el kit, concretamente un volumen
10 veces menor al volumen de muestra, y se incubd en hielo durante 30 minutos. Después, las
muestras se centrifugaron durante 20 minutos y se recogid el sobrenadante. Con dicho
sobrenadante se realizéd un segundo Bradford para determinar la concentracién exacta de
proteinas (ya que se ha podido perder parte en los procedimientos anteriores).

La concentracion de proteinas se ajusté a la de 10 ug/200 pl (ya que se afiaden 200 pl
por pocillo) mediante la dilucién adecuada de las muestras.
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V1.2.3.4.2.2. Determinacion de la actividad y cantidad de CIV

Como hemos dicho, se afiadieron 200 ul de las muestras en cada pocillo, cada una por
triplicado, incluyendo también un triplicado sin proteinas (blanco). Tras 3 horas de incubacion,
se afiadié el sustrato (citocromo c) y se llevé a cabo la medida espectrofotométrica. En los
inicios de la reaccidn la absorbancia a 550 nm decrece linealmente, de forma proporcional a la
cantidad de citocromo ¢ que se oxida. Para determinar la actividad en la muestra hay que
calcular la pendiente de dicha recta (utilizando el software del propio lector de placas),
expresada en mOD/min, y compararla con la obtenida con los controles.

A partir de la misma placa se realiza, como hemos dicho, la medida de la cantidad de
complejo IV, afadiendo para ello un anticuerpo de deteccidn. El protocolo seguido fue el que
especifica la casa comercial. La cantidad de complejo IV se expresa como cantidad relativa
respecto a una muestra control, restando la absorbancia inicial de la final (en el rango de
respuesta lineal).

VI.2.3.4.3. Determinacion de la actividad enzimdtica de la citrato sintasa

La actividad citrato sintasa (Faloona and Srere 1969) se mide como el incremento en la
absorbancia a 412 nm que se produce debido a la formacién de la forma anidnica del acido
5,5-ditio-bis-2-nitrobenzoico (DTNB, €=13,6 mM™ cm™) tras afiadir oxalacetato como iniciador
de la reaccion.

Se prepard un mix de reaccidon con los componentes que se muestran en la siguiente
tabla. Tanto el DTNB como el oxalacetato se prepararon en fresco, mientras que el acetil-CoA
se almacené alicuotado a -80 °C.

COMPONENTE CONCENTRACION | VOLUMEN (pl)
Tris-HCI, pH 8 1M 15
DTNB (en Tris-HCI, pH 8, 10 mM) 1mM 20
Tritdn X-100 10 % 2
Acetil-CoA 7 mg/ml 2
H,0 - 146
Muestra ~5 mg/ml 5

Tabla VI.15: Mezcla de reaccion para la medida de la actividad de la citrato sintasa.

A cada pocillo, de una placa de 96 pocillos, se afiadieron 185 ul de esta mezclay 5 ul de
cada extracto proteico obtenido por alguno de los procedimientos descritos anteriormente.

Por ultimo se afiadieron 10 pl de oxalacetato, preparado a una concentracién de 50
mM en agua destilada. Esta adiciéon se realiza automaticamente con el pipeteador
programable del aparato NOVOstar (BMG Labtech), de manera que se puede empezar a medir
en el instante justo en el que empieza la reaccidn. La medida de absorbancia se realiza a 412
nm durante 5 minutos a 30 °C con la cinética minima que permita el aparato.
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La actividad de citrato sintasa obtenida (pendiente de la recta en mOD/min) se divide
por la cantidad total de proteinas en pug (calculada anteriormente por el método de Bradford)
para obtener la actividad especifica.

V1.2.3.4.4. Determinaciéon de la actividad enzimdtica del complejo
respiratorio Il (succinato ubiquinona oxidorreductasa)

Para la medida de la actividad de la succinato ubiquinona oxidorreductasa (King 1966)
se determina espectrofotométricamente el incremento de la absorbancia a 600 nm a 30 °C
durante varios minutos, que es debida a la reduccién del aceptor artificial 2,6-diclorofenol
indofenol (DCPIP, e=19,2 mM™ cm™) tras afiadir succinato como iniciador de la reaccién.

Se prepard un mix de reaccién conteniendo lo siguientes reactivos:

COMPONENTE CONCENTRACION VOLUMEN (pl)
Tampdn KP, pH 7 100 mM 100
DCPIP 0,03 % 20
KCN 30 mM 10
H,0 - 45
Muestra ~5 mg/ml 5

Tabla VI.26: Mezcla de reaccion para la medida de la actividad de la succinato ubiquinona oxidorreductasa.

A cada pocillo, de una placa de 96 pocillos, se afiadieron 175 pl de esta soluciény 5 pl
de muestra (extracto proteico obtenido por alguno de los procedimientos descritos
anteriormente).

Por ultimo se afadieron 20 pl de succinato 1 M y rapidamente se pasé a medir la
absorbancia a 600 nm.

La actividad de complejo Il obtenida (pendiente de la recta en mOD/min) se divide por
la cantidad total de proteinas en pg (calculada anteriormente por el método de Bradford) para
obtener la actividad especifica.

VI1.2.3.4.5. Determinacion de la actividad enzimdtica de la isocitrato
deshidrogenasa

La isocitrato deshidrogenasa se midié mediante un kit de ensayo colorimétrico de la
casa comercial Abcam, siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, el pellet de
células se resuspendid en el tampdn proporcionado por el kit y las muestras se cargaron en
una placa de 96 pocillos, junto con una curva de calibrado preparada a partir de NADH
estandar. A continuacién, se afiadié el mix de reaccién formado por el sustrato, el NAD" y un
desencadenante de la reaccion, y se incubd durante 30 min a 37 °C. Pasado este tiempo, se
midié la densidad dptica a 450 nm en un espectrofotémetro NOVOstar (BMG Labtech).
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VI1.2.3.5. Determinacion de niveles de ATP

El CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay de Promega es un ensayo basado en
la cuantificacion directa del ATP presente en un cultivo celular. A través de un uUnico reactivo se
produce la lisis celular y la generacién de una sefal luminiscente proporcional a la cantidad de
ATP. La reaccidn que tiene lugar es la siguiente.

Ultra-Glo™ Recombinant

HO s NT COOH Luciferase -0 | s /N:(O
N g/ +ATP+0, Mo+ N’ s J +AMP+PP +CO,+Light
g
Beetle Luciferin Oxyluciferin

Se sembraron 10.000 células/pocillo en una multiplaca blanca de 96 pocillos de la
marca Nunc, poniendo al menos un cuatriplicado de cada condicidn, y permanecieron en el
incubador hasta el dia siguiente. En paralelo, se sembré la misma cantidad de células para

llevar a cabo una medida del nimero de células para el que poder relativizar los niveles de ATP
obtenidos.

Dos horas antes de realizar la medida, se sustituyé el medio de cultivo por otro que
contenia deoxiglucosa 1 M en lugar de glucosa. Pasado este tiempo, se afiadié a cada pocillo
100 ul del reactivo comercial reconstituido con el tampdn proporcionado por el kit. Tras agitar
durante 2 minutos y esperar otros 10 minutos, se llevd a cabo la medida de luminiscencia en
un espectrofotémetro NOVOstar (BMG Labtech).

Paralelamente, se midié por fluorimetria el nimero medio de células presentes por
condicién mediante el CellTiter-Blue® Cell Viability Assay (Promega), que se basa en la
siguiente reaccion enzimatica.

Viable Cell

Reduction
Reactions

\
, }
Na ~O. 0] 0] Na* ~O O 0]
LT RLLT

v
(o}

Resazurin Resorufin

La molécula de resorufina es altamente fluorescente, por lo que puede cuantificarse en
un lector de microplacas NOVOstar (560Ex/590Em).
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El procedimiento consiste en afiadir 20 pl/pocillo del reactivo comercial sobre las
células en cultivo e incubar durante 2 horas a 37 °C, tiempo tras el cual puede llevarse a cabo

la medida.

Los resultados de niveles de ATP se han obtenido refiriendo los valores de
luminiscencia a los de fluorescencia (proporcionales al nimero de células).

VI.2.3.6. Electrodo de oxigeno de alta resolucion (Oroboros) en células
intactas

El consumo de oxigeno se midid en un sistema de alta resolucién (Gnaiger,
Steinlechner-Maran et al. 1995) llamado Oroboros®, que se basa en el principio bdsico de la
respirometria: una muestra celular que consume el oxigeno presente en una cdmara cerrada
hard disminuir la concentraciéon del mismo, y si representamos esta disminucién frente al
tiempo, podemos obtener la velocidad de consumo de oxigeno (Chance and Williams 1955). A
diferencia de la respirometria tradicional, la respirometria de alta resolucién utiliza electrodos
muy sensibles, con un disefio que minimiza la difusion de oxigeno, y estd acoplada a un
software avanzado (DatLab4) que nos da la informacidn simultanea de las velocidades de
consumo de oxigeno, asi como la estabilidad de la sefial del mismo.

Partiendo de células en crecimiento exponencial se tripsinizaron, se centrifugaron y se
contaron. El pellet se diluyé en 2 ml de medio DMEM sin SFB para evitar burbujas y se
introdujo en la cdmara. Esta se cerrd y se esperd a que se estabilizara el flujo de oxigeno (linea
roja), obteniéndose asi el valor de respiracién enddgena o de rutina. A continuacion se afadio
oligomicina 16 nM para inhibir la ATP sintasa y determinar el consumo de oxigeno filtrante.
Para la medida de la respiracidn desacoplada, que representa la maxima capacidad del sistema
de transporte electrénico que estamos estudiando, se afadid carbonilcianuro-p-
trifluorometoxi-hidrazona (FCCP) 0,8 uM. Por ultimo, se inhibié el consumo de oxigeno
utilizando KCN, un inhibidor del complejo IV, obteniéndose el valor de la respiracion no
dependiente de cadena respiratoria, que se resté a todos los demas valores (figura VI.2).
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Figura VI.2: Esquema representativo de una medida completa de consumo de O, en células intactas. Se muestra
en azul la concentraciéon de O, y en rojo el consumo de O, a lo largo del tiempo. Los eventos sefalados
corresponden a la adicion de oligomicina, FCCP y KCN respectivamente.
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Las determinaciones de consumo de oxigeno se realizaron en al menos tres
experimentos independientes y se alternaron las cdmaras de medida para evitar errores que
derivaran de la variacidn de las mismas.

Previamente a la realizacidn de estos experimentos se titularon todas las drogas
utilizadas en cada tipo celular mediante el uso de la bomba TIP-2K, que nos permite afiadir
peguefias cantidades de droga (0,025-250 ul) a una velocidad constante (entre 0,01-25 pl/s) y
en ambas camaras simultaneamente, evitando asi el posible error manual.

En la siguiente figura (VI.3) se muestra un ejemplo de titulacion para hallar la
concentracién éptima de FCCP para conseguir la respiraciéon desacoplada méxima en las hASC,
evitando un exceso que da lugar al efecto contrario.
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Figura VI.3: Esquema representativo del consumo de O, durante la titulacion del FCCP. Cada evento corresponde a
la adicion de un volumen de FCCP.

VI.2.4. Manipulacion y analisis de proteinas

VI.2.4.1. Ensayos ELISA

VL.2.4.1.1. Leptina

El kit ELISA de leptina humana de Abcam es un ensayo in vitro para la medida
cuantitativa de dicha adipoquina en suero, plasma o sobrenadante de cultivos celulares. Este
ensayo utiliza un anticuerpo especifico para la leptina humana unido a una placa de 96
pocillos. Tanto los estandares como las muestras se pipetean en los pocillos y la leptina
presente en la muestra se une a los pocillos a través del anticuerpo inmovilizado. Tras lavar los
pocillos se afiade otro anticuerpo biotinilado anti-leptina humana. Una vez se elimina el
anticuerpo no unido, se pipetea una solucién de estreptavidina conjugada a la enzima HRP
(peroxidasa de rabano). Los pocillos se lavan de nuevo y finalmente se afiade el sustrato
3,3’,5,5'-tetrametilbencidina (TMB), de manera que se desarrolla la reaccidn colorimétrica de
forma proporcional a la cantidad de leptina unida. La solucién stop cambia el color de azul a
amarillo, llevando a cabo la medida de intensidad a 450 nm.
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V1.2.4.1.2. Adiponectina

El kit ELISA de adiponectina humana de Millipore es un ensayo in vitro para la medida
cuantitativa de dicha adipoquina en suero, plasma y extractos de adipocitos o sobrenadante de
cultivos celulares. Estd basado en un ELISA tipo sdndwich en el que, secuencialmente: 1)
captura de las moléculas de adiponectina de una muestra en un placa de 96 pocillos recubierta
de un anticuerpo monoclonal anti-adiponectina humana, y unién de un segundo anticuerpo
monoclonal biotinilado para la misma proteina, 2) lavado de las moléculas que no se han
unido, 3) unién de los conjugados estreptavidina-HRP a los anticuerpos biotinilados
inmovilizados, 4) lavado del exceso de conjugados enzimaticos, 5) cuantificacién de los
conjugados enzima-anticuerpo mediante la monitorizacidon de la actividad HRP en presencia
del sustrato TMB. La actividad enzimatica se mide espectrofotométricamente por el
incremento de absorbancia 450 nm tras la acidificacidn de los productos formados.

V1.2.4.1.3. FABP4

Este ensayo es un ELISA cuantitativo tipo sandwich de Symansis. La placa de 96 pocillos
estd cubierta con un anticuerpo monoclonal de ratén especifico para la FABP4 humana. Los
estdndares y las muestras se pipetean en los pocillos y la FABP4 humana presente se une a los
anticuerpos inmovilizados. Tras eliminar las sustancias que no se han unido, se afade un
anticuerpo policlonal conjugado a biotina especifico de la FABP4 humana. Después de un
nuevo paso de lavado se anade un conjugado estreptavidina-HRP, y posteriormente una
solucidn de su sustrato, cuyo color se desarrolla en proporcion a la cantidad de FABP4 unida
inicialmente. La reaccién se detiene y la densidad dptica de cada pocillo se determina
utilizando un lector de microplacas. Ya que el incremento de absorbancia es directamente
proporcional a la cantidad de FABP4 humana capturada, la concentracion desconocida en la
muestra se puede calcular por interpolacion en una curva de referencia incluida en el ensayo.

VI1.2.4.2. Estudios del secretoma celular

VI1.2.4.2.1. Preparacion de las muestras

Para los estudios de secretoma, las hASC se cultivaron y diferenciaron en placas de 100
mm de didmetro al 80 % de confluencia. Pasadas las 3 semanas de diferenciacion, las células se
lavaron 3 veces con PBS y se incubaron durante 48 horas en un medio minimo, es decir, DMEM
libre de SFB, ya que el suero estd compuesto de muchas proteinas (sobretodo BSA) que
interferirian en el ensayo. A continuacion, se recogieron los sobrenadantes, se centrifugaron
para eliminar los restos celulares y se filtraron a través de un filtro de 0,22 um para evitar la
presencia de cualquier artefacto. Estos se almacenaron a -80 °C hasta su procesamiento.

La precipitacion de las proteinas secretadas presentes en el medio de cultivo se llevé a
cabo mediante el método tradicional de la acetona fria (Merrill and Fleisher 1932). Este
consiste en afnadir a la solucién de proteinas 3-4 volimenes de acetona fria (preenfriada a
-20 °C) y agitar con vdrtex. La precipitacion tuvo lugar a -20 °C durante toda la noche. Pasado
este tiempo, las muestras se centrifugaron a 4 °C durante 10 minutos a 5.000 rpm (RC 5B PLUS,
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rotor SS34, Sorvall). El pellet de proteinas se lavd con acetona fria y se volvid a centrifugar,
almacendandolo a -80 °C hasta que se realizo el envio.

Estos extractos proteicos se procesaron en el Centro de Gendmica y Protedmica de la
Universidad Complutense de Madrid.

Del mismo modo, cuando se quisieron analizar las proteinas secretadas por Western
blot, el sobrenadante celular se concentré utilizando las columnas Amicon® Ultra-15 y Ultra-
0.5 Centrifugal Filters de Millipore.

V1.2.4.2.2. Cuantificacion de las muestras

Los extractos proteicos precipitados con acetona se resuspendieron en 800 pl de
tampoén TEAB 0,5 M vy se cuantificaron por el método de Bradford, comprobando
posteriormente la integridad de los mismos mediante un gel SDS-PAGE al 10 % y cargando 10

pg de cada una de las muestras (figura V1.4).
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Figura V1.4: Gel SDS-PAGE de las muestras de secretoma. Tincidon con Azul de Coomassie. MW: patrén de pesos
moleculares; SD: hASC sin diferenciar, D: hASC diferenciadas a adipocitos, D L30: hASC diferenciadas en presencia
de linezolid 30 uM, D L60: hASC diferenciadas en presencia de linezolid 60 uM. H y T denotan el haplogrupo al que
pertenece cada una de las dos hASC utilizadas.

V1.2.4.2.3. Experimento iTRAQ

El estudio de la expresion diferencial de proteinas se realizé mediante la técnica de
marcaje isotopico iTRAQ 8-plex, que permite el analisis simultaneo de hasta 8 muestras.

Se aplicaron 50 pg de las muestras en un gel SDS-PAGE discontinuo (concentrador 4 %
y separador 10 %), parando la electroforesis cuando el frente estaba a unos 3 mm del
comienzo del gel separador. Las bandas de las proteinas sin separar se visualizaron con tincion
de Coomassie coloidal y se recortaron para su posterior digestion.
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Cada una de las bandas se redujo con TCEP 2,5 mM durante 1 hora a 57 °Cy se alquild
con MMTS 20 mM durante 20 min en oscuridad. Finalmente se digirieron durante toda la
noche a 37 °C con tripsina recombinante de grado de secuenciacién (Roche) en TEAB 0,5 M (pH
8,5) en un ratio 1/20 (w/w).

La extraccién de los péptidos del gel se realizdé con ACN al 50 % y TFA al 0,1 %.
Finalmente cada extracto se secé hasta un volumen final de aproximadamente 30 pl.

El marcaje isotdpico se realizd utilizando los reactivos e instrucciones de la casa
comercial AB Sciex. Brevemente, cada uno de los reactivos iTRAQ se reconstituyd afiadiendo
60 ul de isopropanol y fueron afiadidos a cada una de las muestras. Tras 2 h de incubacién a
temperatura ambiente, las muestras marcadas individualmente se juntaron y mezclaron,
secandose hasta alcanzar un volumen final de unos 100 pl. Finalmente se acidificé la muestray
se elimind el exceso de reactivos y sales mediante cromatografia de fase reversa C18 en punta
(OMIX C18, Agilent Technologies), resuspendiéndola en ACN 2 % y AF 0,1 %. La muestra se
congeld para su posterior analisis.

V1.2.4.2.4. Andlisis por espectrometria de masas (LC-MS/MS)

La muestra se analizé por nano-cromatografia liquida (EASY-nLC 1000, Proxeon,
Thermo Scietific) acoplada a un espectrometro de masas tipo trampa idnica (LTQ Orbitrap
Velos, ThermoFisher Scientific).

Los péptidos fueron concentrados por cromatografia de fase reversa usando una
precolumna C18 (Acclaim®PepMap100, NanoViper, 0,1 x 20 mm) y separados en una columna
C18 (Biosphere, NanoSeparations, 0,075 x 150 mm, flujo de 0,25 pl/min). Posteriormente se
eluyeron en 120 min usando un gradiente del 5 al 40 % de acido férmico 0,1 % y ACN 2 %.

La entrada de los péptidos al espectrometro de masas se realizé por ionizacién con
electrospray utilizando capilares de 30 um de didmetro interno (Nano-bore emitters Stainless
Steel, Proxeon). El equipo operd en modo de ionizacién positivo y dependiente de datos, para
cambiar automaticamente de MS a MSMS. Los péptidos fueron detectados con una resolucion
de 30.000 en modo Full scan MS en un rango de masas m/z de 400-1.600 amu. En cada
escaneado se seleccionaron hasta 10 precursores con carga mayor o igual a 2, en funcidn de su
intensidad, con exclusién dindmica de 30 segundos, seguidos de su aislamiento con un ancho
de ventana de 2 unidades de m/z y fragmentacion por HCD (high collision dissociation) con un
exceso de energia de colisién normalizada (42 %) y una resolucion de 7.500, para maximizar la
intensidad de iones.

Se realizd un segundo analisis de la muestra en las mismas condiciones, teniendo dos
réplicas técnicas, obteniéndose asi 38.443 espectros MS/MS.
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V1.2.4.2.5. Identificacion y cuantificacion relativa de proteinas

Los espectros MS/MS adquiridos se analizaron con el software Protein Pilot v.4.5 (AB
Sciex), tanto para la identificacion de proteinas (algoritmos de busqueda ParagonTM vy
ProGroupTM) como para la cuantificacidn relativa de éstas.

Para la identificacion se utilizd la base de datos revisada UniProt-SwissProt sin
restriccion taxondmica. El programa realizd un andlisis FDR (False Discovery Rate) para elegir
un punto de corte (unused score = 1,3) en el que el porcentaje de falsos positivos fuese menor
al 1%y el porcentaje de confianza mayor al 95 %.

Las proteinas que cumplieron estos requisitos se consideraron correctamente
identificadas, correspondiéndose con un total de 119 proteinas (el 19,3 % de los espectros
adquiridos).

La cuantificacidn relativa se realizé en funcion de las areas de los picos para cada una
de las muestras que aparecen en los espectros MSMS. La expresion de una proteina en dos
condiciones se representd por un ratio que resultd de la media de los logaritmos de los ratios
de todos los péptidos usados en esa proteina, normalizados de forma informatica (Bias
correction) para corregir las diferencias experimentales en concentracién de las muestras. Se
consideraron cuantificables aquellas proteinas con 2 o mas péptidos identificados. Los cambios
de expresion reales fueron aquellos con un p-valor < 0,05 y un factor de error < 2,
considerandose sobreexpresadas aquellas con un ratio > 1,3 y subexpresadas aquellas con un
ratio<0,7.

VI.2.4.3. Huella peptidica

V1.2.4.3.1. Preparacion de las muestras

Las muestras de medio de cultivo recogidas para los experimentos de secretoma se
concentraron y se cargaron en un gel SDS-PAGE por duplicado. Una mitad de gel se transfirid a
una membrana para la posterior inmunodeteccion por Western blot de la proteina de interés,
mientras que la otra mitad se tifié con azul de Coomassie. Una vez realizado el Western blot, la
autorradiografia se superpuso con el gel tefiido y se recortd, con la ayuda de un bisturi estéril,
la banda correspondiente, que se almacend sumergida en agua milliQ y se envid al Centro de
Genodmica y Protedmica de la Universidad Complutense de Madrid.

Dichas bandas se lavaron y deshidrataron con ACN y se redujeron con DTT 10 mM
durante 30 min a 56 °C. A continuacion se alquilaron con iodoacetamida 55 mM durante 15
min en oscuridad. Tras secar los fragmentos de gel en una centrifuga a vacio, se afiadieron 20
ul de tripsina bovina a una concentracién de 12,5 ng/ul y se incubaron toda la noche a 37 °C.
Los péptidos resultantes se recogieron para ser analizados por espectrometria de masas tipo
MALDI-TOF/TOF.
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V1.2.4.3.2. Andlisis mediante MALDI-TOF/TOF

Se depositd 1 ul de los péptidos en cada uno de los pocillos de la placa portamuestras
de MALDI y se dejé secar al aire a temperatura ambiente. A continuacién se anadieron 0,6 pl
de matriz (acido a-ciano-4-hidroxicinamico 3 mg/ml, en 50 % ACN y 0,1 % TFA) y se dejo6 secar
antes de introducir la placa para su analisis en el espectrémetro de masas.

El andlisis de masas se realizé en un espectrémetro de masas en tandem 4800 Plus
Proteomics Analyzer MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems), equipado con un laser de
nitrogeno, extraccion retardada y reflector. El equipo operd en modo reflector positivo con un
voltaje de aceleracién de 20.000 V para la adquisicién de los espectros MS. Todos los espectros
fueron calibrados internamente utilizando los valores m/z conocidos de los péptidos
procedentes de la autolisis de la tripsina. Como resultado de este primer analisis de masas se
obtuvo un espectro MS, y esta huella peptidica de la proteina (PMF, peptide mass fingeprint)
se utilizé para su identificacién en la base de datos.

Para la confirmacién de las proteinas identificadas por PMF se realizé un analisis
MS/MS o fragmentacién de péptidos. Asi, en el espectro MS se seleccionaron de 1 a 4 péptidos
precursores con buena intensidad y separados de otros péptidos como minimo en * 4 Da
(ventana de masa) para ser aislados. Cada uno de ellos se analizd independiente en una
camara y fragmentados por colisiéon con gas atmosférico, con el método de operacidn de 1 Kv
ion reflector en modo positivo. Con los espectros MS/MS obtenidos de cada uno de los
precursores fragmentados se realizé la busqueda de la proteina en las bases de datos. Ademas,
se buscaron, en el espectro MS de la muestra APOE, péptidos que pudieran pertenecer a esa
proteina de acuerdo a la digestidn triptica de la misma realizada in silico, y se fragmentaron
para confirmar su identificaciéon de forma concluyente.

V1.2.4.3.3. Biisqueda en bases de datos

La identificacion de las proteinas por huella peptidica se realizé con el motor de
busqueda MASCOT v 2.3 a través del software Global Protein Server (GPS) v. 3.6 (ABSCIEX), en
la base de datos de Swissprot (fecha 09/06/2014; 545.388 secuencias), con restriccion
taxondmica a humano (20.265 secuencias) y utilizando los siguientes parametros de blsqueda:
carbamidometilaciéon de cisteinas como modificacién fija, oxidacion de metioninas como
modificacion variable, tolerancia de error de masa para los péptidos 50 ppm y un punto de
corte perdido para la tripsina. La proteina identificada supera la puntuacién (score) que
determina MASCOT como significativa con un intervalo de confianza del 95 % (p-valor < 0,05).

Para la identificacién por huella peptidica combinada con MS/MS, los parametros de
busqueda fueron los mismos utilizados en la identificacion por huella peptidica, a excepcion
de la tolerancia del error para la masa del precursor que en este caso podia ser hasta de 80
ppm, y la tolerancia en las masas de los fragmentos (MS/MS) de 0,3 Da. El péptido identificado
supera la puntuacién individual del ion que determina MASCOT como significativa con un p-
valor < 0,05.
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VI.2.4.4. Preparacion de extractos celulares totales para Western blot
en geles desnaturalizantes

Para este tipo de ensayos se partid, normalmente, de células cultivadas en una placa
de 100 mm de didmetro al 80 % de confluencia (aproximadamente 1 x 10° células), que se
tripsinizaron y recogieron, guardando el pellet resultante a -80 °C hasta el momento de su uso.

En funcion del tamafio del pellet se afiadieron entre 25-100 pl de tampdn RIPA (Tris-
HCl 50 mM pH = 7,4, NaCl 50 mM, deoxicolato de sodio al 0,5 %, EDTA 5 mM, Tritén X-100 al
1 %) autoclavado, afiadiendo a éste un cdctel de inhibidores de proteasas de la marca Sigma-
Aldrich. La suspensién celular se incubd durante 15 minutos a 4 °C en una noria giratoria,
favoreciendo la rotura de las membranas celulares por accién del detergente. A continuacién,
esta suspension se centrifugd a 4 °C durante 15 minutos a 13.000 rpm (Eppendorf 5415R, rotor
F45-24-11) para eliminar los restos celulares. El extracto proteico se alicuotd y se almaceno a
-80 °C hasta su uso.

VI.2.4.5. Preparacion de extractos mitocondriales

Las mitocondrias se aislaron por centrifugacién diferencial siguiendo el protocolo
previamente descrito (Lazarou, Smith et al. 2009). Brevemente, las hASC sembradas en 4
placas de cultivo de 150 mm de diametro se tripsinizaron, y el pellet celular resultante se
resuspendid en 2 ml de tampdn THE (trehalosa 0,3 M, HEPES 10 mM, KCI 10 mM, pH 7,4) con
0,1 % de BSA. A continuacién, la muestra se procesd utilizando un homogeneizador mecanico
durante 25 veces a 750 rpm. Tras una centrifugacién de 10 min a 400 x g se recogid el
sobrenadante, y con el pellet se repitid el procedimiento otras dos veces mas. Finalmente se
unieron todos los sobrenadantes y se centrifugaron durante 6 min a 800 g para eliminar los
restos celulares. Las mitocondrias se consiguieron con una nueva centrifugacién de 10 min a
12.000 x g utilizando tubos de baja afinidad, y se resuspendieron en 100 pl de tampdn THE sin
BSA. La concentracién proteica se midié mediante el método de Bradford.

VI.2.4.6. Sintesis in vivo de proteinas mitocondriales marcadas con 35S-
Metionina

La cuantificacion de la sintesis de proteinas codificadas en el mtDNA en células in vivo
se realizo siguiendo el protocolo ya descrito (Chomyn 1996).

Se utilizaron células cultivadas en dos placas de cultivo de 100 mm de diametro por
condicidn. Brevemente, se retird el medio de cultivo, se lavaron las células con PBS y se afnadio
DMEM libre de metionina y cisteina al que se le afiadié SFB (5 %), piruvato (0,11 mg/ml),
uridina (50 pg/ml) y L-Glutamina (2 mM). La incubacion de las células durante 5 minutos a
37 °C con este medio permite que las mismas consuman su metionina y cisteina endégenas.
Transcurrido este tiempo, se retird el medio de la placa y se volvié a incubar durante 5 minutos
a 37 °C en el mismo medio suplementado con emetina (100 pg/ml) para inhibir
irreversiblemente la sintesis de proteinas citosdlicas.
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A continuacion se afiadio a la placa 0,1 mCi de PRO-MIX"ML-(35S) in Vitro Cell Labeling
Mix de Perkin Elmer, y se incubaron durante 2 horas a 37 °C (pulso). Una vez transcurrido el
tiempo de marcaje se eliminé el medio de las placas, se lavaron las células con PBS y se
incubaron con medio DMEM completo durante un minuto (caza), para que los ribosomas
mitocondriales terminasen de sintetizar las cadenas polipeptidicas empezadas.

Finalmente, las células se tripsinizaron, centrifugaron, lavaron y resuspendieron en
tampon de lisis (Tris-HCI 10 mM pH 7,4, SDS 0,1 %) suplementado con el céctel de inhibidores
de proteasas de la marca Sigma.

Para romper las membranas celulares se realizaron 5 ciclos de congelacion-
descongelacion. Tras calcular la cantidad de proteinas totales presentes en cada muestra
mediante el método de Bradford, el extracto de proteinas se cargd en un gel desnaturalizante
en gradiente exponencial (tal y como se explicara detalladamente en el apartado VI.2.4.7.3).

VI1.2.4.7. Electroforesis de proteinas

V1.2.4.7.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

La separacion electroforética de proteinas aisladas a partir de cultivos celulares se
realizé en geles de poliacrilamida, que permiten la separacién de las mismas en funcién de su
peso molecular.

Los geles de SDS-Tris-Glicina (Laemmli 1970) estdn formados por dos fases que difieren
en composicién y funcién. La fase superior, que se conoce como fase de concentracidn,
contiene un 5 % (p/v) de poliacrilamida. La inferior, llamada fase de resolucion, puede
contener un porcentaje variable de acrilamida-bisacrilamida en funcién del tamafno de las
proteinas que nos interesa separar, en general del 10-15 % (p/v).

En el desarrollo de esta tesis se utilizaron geles comerciales de la marca Bio-Rad o bien
se fabricaron utilizando el sistema Mini-Protean® 3 Cell de esta misma casa comercial.

A continuacion se resumen las disoluciones necesarias para la fabricacion de los geles
(en su caso) y para la posterior separacion electroforética.

DISOLUCION COMPOSICION
Acrilamida/bisacrilamida 29:1 (30 %)
Tampodn de resolucidn Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, SDS 0,4 %, EDTA 8 mM
Tampon de Tris-HCI 0,5 M pH 6,8, SDS 0,4 %, EDTA 8 mM
concentracion
Tampédn de

. . o
electroforesis 10X Tris-HCI 0,25 M, glicina 1,92 M, SDS 1 %

Glicerol 20 %, Tris-HCI 0,16 M pH 6,8, EDTA 20 mM, SDS 8 %, azul de

Tampon de carga 4X bromofenol 0,4 %, B-mercaptoetanol 4 %

Tabla VI.17: Disoluciones necesarias para la elaboracion de geles de acrilamida y para la electroforesis de
proteinas.
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La composicidn de las dos fases del gel se muestra en la siguiente tabla.

COMPONENTE GEL DE RESOLUCION 10 % | GEL DE CONCENTRACION
Acrilamida/bisacrilamida 1,65 ml 325 ul
Tampdn de resolucion 1,25 ml -
Tampdn de concentracion - 630 pl
H,0 2,01 ml 1,5ml
APS 10 % 100 pl 100 pl
TEMED 10 pl 10 pl

Tabla VI.18: Composicion de las dos fases de un gel de acrilamida al 10 %.

En primer lugar se afiadid el gel de resolucién, sobre el cual se adiciond isopropanol
para estabilizar el frente y evitar el contacto del mismo con el oxigeno del aire, que dificulta la
polimerizacidn. Una vez solidificado se retird el isopropanol y se lavaron los restos con agua
destilada (2-3 veces). Seguidamente se afadio el gel concentrador y se insertd un peine del
tamafio deseado. Tras la polimerizacién se lavaron los pocillos con tampdn de electroforesis y
se prepararon las muestras para cargar.

Los extractos proteicos, obtenidos segun los procedimientos detallados anteriormente,
se mezclaron con tampdn de carga y se desnaturalizaron durante 5 minutos a 90 °C. Se
cargaron entre 20 y 50 ug de proteinas totales. La electroforesis se realiz6 a un amperaje
constante de 10 mA hasta que las muestras entraron en el gel de resolucién y a 20 mA el resto
del tiempo, hasta que el frente alcanzé la parte inferior del gel.

V1.2.4.7.2. Electroforesis en geles desnaturalizantes en gradiente de
poliacrilamida

La separacion electroforética de las proteinas mitocondriales sintetizadas in vivo se
realizd en un gel de gradiente exponencial del 15 al 20 %. Las disoluciones necesarias para la
preparacion del gel fueron las mismas que se describieron en el apartado anterior. Sin
embargo, para la electroforesis se utilizd el sistema Mini-Protean Il xi de Bio-Rad con cristales
de 16x20 cm (interior) y 18,3x20 cm (exterior) y separadores de 0,75 mm. Se prepararon dos
mezclas de acrilamida, una al 20 y otra al 15 %, siguiendo las proporciones de la siguiente
tabla.

COMPONENTE 15 % 20%

Acrilamida/bisacrilamida 12,6 ml 8,6 ml

Tampodn de resolucién 6,3 ml 3,4 ml

H,O 6,25ml | 1,2 ml

APS 10 % 70 ul 40 pl
TEMED 12 pl 6 ul

Tabla VI.19: Composicion de las dos fases de un gel en gradiente de acrilamida.
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Se colocaron 14 ml de la disolucién de acrilamida al 15 % en la cdmara mas alejada de
la llave de salida de un formador de gradiente y 14 ml de la disolucién al 20 % de acrilamida en
la otra. La llave intermedia, que permite la comunicacién del liquido entre ambas camaras,
permanecidé cerrada. Este formador de gradiente se conecté a una bomba peristaltica a una
velocidad de 16 unidades (1 U = 0,3 ml/min). Cuando la disolucién al 20 % habia recorrido
aproximadamente 3/4 partes de la longitud de la goma se abrié la llave intermedia,
comenzando la formacién del gradiente. Cuando ya no quedé liquido en el formador de
gradiente se afadieron 3 ml mas de la disoluciéon al 15 %. Finalmente, se afiadid isopropanol
para favorecer la polimerizacion y estabilizar el frente del gel. Una vez polimerizado se retiré el
isopropanol y se lavaron los restos con agua destilada (2-3 veces), y se almacend durante toda
la noche a4 °C.

Al dia siguiente se elimind el agua y se afiadié un gel concentrador con la siguiente
composicion:

COMPONENTE VOLUMEN
Acrilamida/bisacrilamida 1,2 ml
Tampdn de concentracidon 2ml
SDS 25 % 50 ul
Agua 4,7 ml
APS 10 % 75 ul
TEMED 20 ul

Tabla VI.203: Componentes del gel concentrador.

Una vez polimerizado se lavaron los pocillos con tampdn de electroforesis y se
cargaron las muestras, concretamente 40 ug de proteinas totales mezcladas con el volumen
correspondiente de tampdn de carga. La electroforesis se realizd6 a amperaje constante a 20
mA hasta que las muestras salieron del gel concentrador, y a 30 mA hasta media hora después
de que el frente saliera del gel (unas 5 horas en total).

Cuando la electroforesis hubo finalizado se procedid a la tincién del gel con azul de
Coomassie y a continuacién se secd, tal y como se explica detalladamente en apartados
posteriores.

V1.2.4.7.2.1. Tincién de geles con azul de Coomassie

Los geles se tifieron en una solucién de metanol 30 % : acido acético 10 % (v/v) a la que
se afnadié 0,025 % de R Blue (azul de Coomassie) durante aproximadamente 45 minutos. A
continuacién, se empezaron a destefiir con una solucidén de metanol 30 % : dcido acético 10 %
(v/v) durante varios lavados (incluido un ultimo lavado de toda la noche de duracion). A la
mafiana siguiente se escaned el gel para tener el control de carga de todos los carriles, y
posteriormente se siguid destifiendo con una solucidon de metanol 50 % : 4cido acético 10 %
(v/v). Es importante que, en este paso, el gel quede bien destefiido, ya que el azul de
Coomassie interfiere en la emisidn radiactiva. Para que el gel se rehidratara se sumergié en
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una solucidén de metanol 20 % : acido acético 10 % (v/v). Finalmente la sefial radiactiva se
potencié durante 30 minutos con el reactivo Amplify de la casa comercial Amersham.

V1.2.4.7.2.2. Secado de geles

Los geles se secaron en un secador de la marca Bio-Rad conectado a una bomba de
vacio. Estos se colocaron sobre un papel de alto gramaje y se cubrieron con un papel film
transparente, evitando la formacion de burbujas. El aparato se programd a 70 °C durante una
hora.

V1.2.4.7.2.3. Deteccion

El gel seco se colocd en un casete (Kodak) junto con una placa autorradiografica
BIOMAX MR Film (Kodak) especifica para *°S a -80 °C durante el tiempo necesario para obtener
una buena intensidad de la sefial (entre 7 y 15 dias), tras el cual se llevd a cabo el revelado.

Utilizando el programa informatico Quantity One 1-D Analysis Software (Bio-Rad) se
cuantificaron las bandas correspondientes a las subunidades p.MT-ND5, p.MT-CO3 y p.MT-
ND3. Estas proteinas, ademads de pertenecer a dos complejos respiratorios distintos, estan
situadas en las partes superior, media e inferior de los geles respectivamente. La intensidad de
las bandas se refirié en todos los casos a la intensidad de una de las bandas del gel de carga.

V1.2.4.7.3. Electroforesis en geles TRIS-Tricina en gradiente de
poliacrilamida

Para la inmunodeteccion de proteinas mitocondriales en muestras de mitocondrias
aisladas se utilizaron geles TRIS-Tricina con un gradiente de acrilamida del 18 al 10 %. La
composicion de los tampones utilizados para este tipo de geles se muestra en la siguiente
tabla.

TAMPON COMPOSICION
Tampodn del cdtodo 10X | Tris 1 M, Tricina 1 M, SDS 1 %, pH 8,25
Tampodn del gel 4X Tris 3 M, SDS 0,3 %, pH 8,45
Tampdn del anodo 10X Tris 2 M, pH 8,9

Tabla VI.21: Composicion de los tampones utilizados para los geles TRIS-Tricina.

Para la formacidon del gradiente se utilizd el protocolo ya detallado previamente
(apartado VI.2.4.7.2.).

Una vez cargadas las muestras, la electroforesis se desarrollé durante toda la noche a
un voltaje de 80 V.
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V1.2.4.7.4. Electroforesis en geles nativos: Blue Native-2D

Para el andlisis de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial se utilizé el
protocolo de electroforesis Blue Native (Schagger and von Jagow 1991). El principio de esta
técnica es que el colorante Coomassie es un sustituto para la unién al detergente, de manera
que los complejos proteicos pasan a estar cargados (el colorante tiene carga negativa) y ya no
en forma de micelas con el detergente. Asi, se puede estimar el peso molecular del complejo
proteico, lo que normalmente no es posible debido a la unién del detergente. La composicion
de los tampones utilizados para este tipo de geles se muestra en la siguiente tabla.

TAMPON COMPOSICION
Tampdn del catodo 10X Tricina 500 mM, pH 7, Bis-Tris 150 mM, Coomassie G 0,2 %
Tampdn del gel 3X Acido aminocaproico 200 mM, Bis-Tris/HCl 150 mM, pH 7
Tampon del anodo 10X Bis-Tris/HCI 500 mM, pH 7
Tampdn de carga 10X Coomassie G 5 %, acido aminocaproico 500 mM, Bis-Tris 100 mM, pH 7
Tampén con digitonina Digitonina 1 %, Tris-HC| 20 mM, pH 7,4, EDTA 0,1 mM, NaCl 50 mM, glicerol
10 %, inhibidor de proteasas 1 mM

Tabla VI.22: Composicion de los tampones utilizados para la técnica Blue Native.

El gel se construyé con un gradiente de acrilamida del 14 al 4 %, utilizando el protocolo
ya detallado (apartado VI.2.4.7.2).

Para la preparacion de las muestras, se lisaron 100 pg de mitocondrias en 50 pul del
tampdn con digitonina previamente enfriado en hielo. El material insoluble se eliminé por
centrifugacidon a maxima velocidad durante 15 minutos.

La electroforesis se llevd a cabo a 4 °C a 70 V durante 1 hora y posteriormente a 80 V
durante toda la noche. Tras esta primera hora, el tampdn del catodo se cambié por un tampén
de la misma composicién pero sin Coomassie G.

Para separar los complejos OXPHOS en sus distintos componentes (segunda
dimension) se cortaron los carriles del gel y se dispusieron de forma horizontal sobre un gel
SDS-PAGE, vertiendo el gel concentrador sobre dicha pieza. El protocolo para esta segunda
electroforesis fue el detallado previamente (ver apartado VI1.2.4.7.1).

VI.2.4.8. Transferencia a membranas PVDF

La transferencia de proteinas para su posterior inmunodeteccién por Western blot se
realizd en el sistema de transferencia Trans-Blot® Turbo™ de Bio-Rad siguiendo las
instrucciones del fabricante, utilizando el programa HIGH MW para proteinas de hasta 150 kDa
con una duracion de 10 minutos, ademas de las membranas comerciales de la misma marca.
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VI1.2.4.9. Inmunodeteccion de proteinas mediante Western blot

VI1.2.4.9.1. Incubacioén de los anticuerpos primario y secundario

Si la membrana estaba guardada, se rehidraté con PBS-T (PBS con Tween al 0,1 % v/v). A
continuacion se realizo el bloqueo de la membrana con PBS-T al 5 % p/v de leche desnatada en
polvo, que se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente. En los casos en los que la
deteccidon de proteinas se llevd a cabo a través del sistema de imagen Odyssey, el bloqueo se
realizé con PBS al 5 % p/v en leche desnatada sin Tween-20. Seguidamente se realizaron 3
lavados rdpidos con PBS-T para eliminar los restos de la solucidn de bloqueo. Finalmente la
membrana se incubd con el anticuerpo primario, diluido en PBS-T al 1 % de leche desnatada en
polvo, o bien 1 hora a temperatura ambiente o bien durante toda la noche a 4 °C.

Transcurrido ese tiempo, se realizaron de nuevo 3 lavados de 10 minutos con PBS-T, para
arrastrar posibles restos de anticuerpo primario no adherido. Seguidamente, se incubd la
membrana durante 1 hora con el anticuerpo secundario, diluido en PBS-T al 0,1 % de leche
desnatada en polvo. Después de esto, se realizaron otros 3 lavados de 10 min con PBS-T para
eliminar las trazas de anticuerpo secundario (eliminando el Tween-20 del ultimo lavado para la
visualizacidn en el sistema Odyssey) y se procedio a la deteccidn, tal y como se explica en el
apartado siguiente. Tal y como queda reflejado en la tabla VI.4 (apartado VI.1.3.7.) los
anticuerpos secundarios utilizados dependieron del sistema de deteccidon posterior de la
proteina, es decir, conjugados a peroxidasa en caso del revelado por quimioluminiscencia o
con emisidn infrarroja para su visualizacién en el sistema Odyssey.

VI.2.4.9.2. Deteccion de proteinas

La membrana se incubd durante 5 minutos con el sustrato quimioluminiscente del kit
SuperSignal ®West Pico Mouse/Rabbit IgG Detection Kit y la luminiscencia de dicha reaccién se
detecté mediante una placa autorradiografica y su posterior revelado. El tiempo de exposicion
dependid de la cantidad de muestra aplicada y de la sensibilidad del anticuerpo utilizado. Tras
el revelado, las peliculas radiograficas se secaron al aire, se digitalizaron y se almacenaron en
bolsas de plastico selladas.

Se utilizé también el sistema de imagenes Odyssey® (LI-COR) que utiliza dos canales de
radiacidn infrarroja (700 y 800 nm) para deteccidn y analisis simultaneo de proteinas. Las
membranas fueron escaneadas y procesadas segun los requerimientos del equipo. Una vez
obtenidas las iméagenes, las bandas fueron cuantificadas con el programa Image Studio™ (1S)
version 2.0.

V1.2.4.9.3. Reutilizacion de membranas

Cuando se quiso reutilizar una membrana después de la deteccién, se incubd con
solucién de stripping (2-mercaptoetanol 100 mM, SDS 2 %, Tris-HCI 62,5 mM pH 6,7) a 58 °C
durante 20-30 min. Seguidamente, se realizaron dos lavados de 10 minutos a temperatura
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ambiente con PBS-T para eliminar las trazas de solucidon de stripping, y se procedio a la
siguiente inmunodeteccidn, repitiendo los procesos anteriormente descritos.

En el caso de la utilizacién del sistema Odyssey® este paso no es necesario, de manera
gue se pueden realizar distintas hibridaciones sucesivas sin intercalar el procedimiento de

Stripping.

VI.2.5. Tratamientos estadisticos

Se ha utilizado el programa informatico StatView 6.0 para llevar a cabo todos los
analisis estadisticos. En los graficos se presentan los valores medios y la desviacién estandar.
Mediante el test de Kolmogorov-Smirnov se comprobé si la distribuciéon de las variables era
normal. Si resulto asi, se realizé un test t desapareado para comparar los distintos pardmetros.
Si la variable no fue normal se aplicé el test no paramétrico de Mann Whitney. Los P-valores
menores a 0,05 se consideraron estadisticamente significativos (*).

175






VIiI. BIBLIOGRAFIA







Bibliografia

VIIL. BIBLIOGRAFIA

Abdollahi, H., L. J. Harris, P. Zhang, S. Mcllhenny, V. Srinivas, T. Tulenko and P. J. DiMuzio (2011). "The role of
hypoxia in stem cell differentiation and therapeutics." J Surg Res 165(1): 112-117.

Acin-Perez, R., P. Fernandez-Silva, M. L. Peleato, A. Perez-Martos and J. A. Enriquez (2008). "Respiratory active
mitochondrial supercomplexes.” Mol Cell 32(4): 529-539.

Ahima, R. S. and J. S. Flier (2000). "Adipose tissue as an endocrine organ." Trends Endocrinol Metab 11(8): 327-332.

Alberts, B., A. Johnson, J. Lewis, D. Morgan, M. Raff, K. Roberts and P. Walter (2007). "Molecular Biology of the Cell,
5th Ed.".

Ali, A. T., W. E. Hochfeld, R. Myburgh and M. S. Pepper (2013). "Adipocyte and adipogenesis." Eur J Cell Biol 92(6-7):
229-236.

Amonn, F., U. Baumann, U. N. Wiesmann, K. Hofmann and N. Herschkowitz (1978). "Effects of antibiotics on the
growth and differentiation in dissociated brain cell cultures." Neuroscience 3(4-5): 465-468.

Anderson, S., A. T. Bankier, B. G. Barrell, M. H. de Bruijn, A. R. Coulson, J. Drouin, I. C. Eperon, D. P. Nierlich, B. A.
Roe, F. Sanger, P. H. Schreier, A. J. Smith, R. Staden and I|. G. Young (1981). "Sequence and organization of the
human mitochondrial genome." Nature 290(5806): 457-465.

Andrews, R. M., |. Kubacka, P. F. Chinnery, R. N. Lightowlers, D. M. Turnbull and N. Howell (1999). "Reanalysis and
revision of the Cambridge reference sequence for human mitochondrial DNA." Nat Genet 23(2): 147.

Ariemma, F., V. D'Esposito, D. Liguoro, F. Oriente, S. Cabaro, A. Liotti, I. Cimmino, M. Longo, F. Beguinot, P.
Formisano and R. Valentino (2016). "Low-Dose Bisphenol-A Impairs Adipogenesis and Generates Dysfunctional 3T3-
L1 Adipocytes." PLoS One 11(3): e0150762.

Arita, Y., S. Kihara, N. Ouchi, M. Takahashi, K. Maeda, J. Miyagawa, K. Hotta, I. Shimomura, T. Nakamura, K.
Miyaoka, H. Kuriyama, M. Nishida, S. Yamashita, K. Okubo, K. Matsubara, M. Muraguchi, Y. Ohmoto, T. Funahashi
and Y. Matsuzawa (1999). "Paradoxical decrease of an adipose-specific protein, adiponectin, in obesity." Biochem
Biophys Res Commun 257(1): 79-83.

Ashjian, P. H., A. S. Elbarbary, B. Edmonds, D. DeUgarte, M. Zhu, P. A. Zuk, H. P. Lorenz, P. Benhaim and M. H.
Hedrick (2003). "In vitro differentiation of human processed lipoaspirate cells into early neural progenitors." Plast
Reconstr Surg 111(6): 1922-1931.

Atanassova, P. K. (2002). "Electron microscopic study of the differentiation of rat white subcutaneous adipocytes in

situ." Folia Med (Plovdiv) 44(4): 45-49.

Atashi, F., A. Modarressi and M. S. Pepper (2015). "The role of reactive oxygen species in mesenchymal stem cell
adipogenic and osteogenic differentiation: a review." Stem Cells Dev 24(10): 1150-1163.

Attardi, G. and G. Schatz (1988). "Biogenesis of mitochondria." Annu Rev Cell Biol 4: 289-333.

Auxenfans, C., C. Lequeux, E. Perrusel, A. Mojallal, B. Kinikoglu and O. Damour (2012). "Adipose-derived stem cells
(ASCs) as a source of endothelial cells in the reconstruction of endothelialized skin equivalents." J Tissue Eng Regen
Med 6(7): 512-518.

Bahceci, M., D. Gokalp, S. Bahceci, A. Tuzcu, S. Atmaca and S. Arikan (2007). "The correlation between adiposity and

adiponectin, tumor necrosis factor alpha, interleukin-6 and high sensitivity C-reactive protein levels. Is adipocyte
size associated with inflammation in adults?" ) Endocrinol Invest 30(3): 210-214.

179



Bibliografia

Bailey, C. M., R. Kasiviswanathan, W. C. Copeland and K. S. Anderson (2009). "R964C mutation of DNA polymerase
gamma imparts increased stavudine toxicity by decreasing nucleoside analog discrimination and impairing
polymerase activity." Antimicrob Agents Chemother 53(6): 2610-2612.

Balbi, H. J. (2004). "Chloramphenicol: a review." Pediatr Rev 25(8): 284-288.

Ballinger, S. W., J. M. Shoffner, E. V. Hedaya, |. Trounce, M. A. Polak, D. A. Koontz and D. C. Wallace (1992).
"Maternally transmitted diabetes and deafness associated with a 10.4 kb mitochondrial DNA deletion." Nat Genet
1(1): 11-15.

Barak, Y., M. C. Nelson, E. S. Ong, Y. Z. Jones, P. Ruiz-Lozano, K. R. Chien, A. Koder and R. M. Evans (1999). "PPAR
gamma is required for placental, cardiac, and adipose tissue development." Mol Cell 4(4): 585-595.

Bardini, M., M. Labra, M. Winfield and F. Sala (2003). "Antibiotic-induced DNA methylation changes in calluses of
Arabidopsis thaliana." Plant Cell, Tissue and Organ Culture 72: 157-162.

Baris, O. R., A. Klose, J. E. Kloepper, D. Weiland, J. F. Neuhaus, M. Schauen, A. Wille, A. Muller, C. Merkwirth, T.
Langer, N. G. Larsson, T. Krieg, D. J. Tobin, R. Paus and R. J. Wiesner (2011). "The mitochondrial electron transport
chain is dispensable for proliferation and differentiation of epidermal progenitor cells." Stem Cells 29(9): 1459-1468.

Barouki, R. (2010). "Linking long-term toxicity of xeno-chemicals with short-term biological adaptation." Biochimie
92(9): 1222-1226.

Barouki, R., P. D. Gluckman, P. Grandjean, M. Hanson and J. J. Heindel (2012). "Developmental origins of non-
communicable disease: implications for research and public health." Environ Health 11: 42.

Bashan, A., R. Zarivach, F. Schluenzen, I. Agmon, J. Harms, T. Auerbach, D. Baram, R. Berisio, H. Bartels, H. A.
Hansen, P. Fucini, D. Wilson, M. Peretz, M. Kessler and A. Yonath (2003). "Ribosomal crystallography: peptide bond
formation and its inhibition." Biopolymers 70(1): 19-41.

Bates, D. E. (2003). "Aminoglycoside ototoxicity." Drugs Today (Barc) 39(4): 277-285.
Benarbia Mel, A., D. Macherel, S. Faure, C. Jacques, R. Andriantsitohaina and Y. Malthiery (2013). "Plasmatic

concentration of organochlorine lindane acts as metabolic disruptors in HepG2 liver cell line by inducing
mitochondrial disorder." Toxicol Appl Pharmacol 272(2): 325-334.

Berg, A. H.,, T. P. Combs, X. Du, M. Brownlee and P. E. Scherer (2001). "The adipocyte-secreted protein Acrp30
enhances hepatic insulin action." Nat Med 7(8): 947-953.

Bergkvist, C., M. Oberg, M. Appelgren, W. Becker, M. Aune, E. H. Ankarberg, M. Berglund and H. Hakansson (2008).
"Exposure to dioxin-like pollutants via different food commodities in Swedish children and young adults." Food
Chem Toxicol 46(11): 3360-3367.

Biemann, R., B. Fischer, M. Bluher and A. Navarrete Santos (2014). "Tributyltin affects adipogenic cell fate
commitment in mesenchymal stem cells by a PPARgamma independent mechanism." Chem Biol Interact 214: 1-9.

Biemann, R., A. Navarrete Santos, D. Riemann, J. Knelangen, M. Bluher, H. Koch and B. Fischer (2012). "Endocrine
disrupting chemicals affect the adipogenic differentiation of mesenchymal stem cells in distinct ontogenetic
windows." Biochem Biophys Res Commun 417(2): 747-752.

Birmingham, M. C., C. R. Rayner, A. K. Meagher, S. M. Flavin, D. H. Batts and J. J. Schentag (2003). "Linezolid for the
treatment of multidrug-resistant, gram-positive infections: experience from a compassionate-use program." Clin
Infect Dis 36(2): 159-168.

Bogacka, I., B. Ukropcova, M. McNeil, J. M. Gimble and S. R. Smith (2005). "Structural and functional consequences
of mitochondrial biogenesis in human adipocytes in vitro." J Clin Endocrinol Metab 90(12): 6650-6656.

Bonab, M. M., K. Alimoghaddam, F. Talebian, S. H. Ghaffari, A. Ghavamzadeh and B. Nikbin (2006). "Aging of
mesenchymal stem cell in vitro." BMC Cell Biol 7: 14.

Bonora-Centelles, A., R. Jover, V. Mirabet, A. Lahoz, F. Carbonell, J. V. Castell and M. J. Gomez-Lechon (2009).
"Sequential hepatogenic transdifferentiation of adipose tissue-derived stem cells: relevance of different

180



Bibliografia

extracellular signaling molecules, transcription factors involved, and expression of new key marker genes." Cell
Transplant 18(12): 1319-1340.

Boquest, A. C., A. Noer and P. Collas (2006). "Epigenetic programming of mesenchymal stem cells from human
adipose tissue." Stem Cell Rev 2(4): 319-329.

Bourez, S., S. Le Lay, C. Van den Daelen, C. Louis, Y. Larondelle, J. P. Thome, Y. J. Schneider, I. Dugail and C. Debier
(2012). "Accumulation of polychlorinated biphenyls in adipocytes: selective targeting to lipid droplets and role of
caveolin-1." PLoS One 7(2): e31834.

Brandebourger, M., J. Barre, C. Hamberger, |. Pochet and J. P. Tillement (1986). "[In vitro study of ceftriaxone
binding to blood]." Pathol Biol (Paris) 34(5): 320-324.

Budowle, B. and R. C. Allen (1998). "Analysis of amplified fragment-length polymorphisms (VNTR/STR loci) for
human identity testing." Methods Mol Biol 98: 155-171.

Bustin, S. A., V. Benes, J. A. Garson, J. Hellemans, J. Huggett, M. Kubista, R. Mueller, T. Nolan, M. W. Pfaffl, G. L.
Shipley, J. Vandesompele and C. T. Wittwer (2009). "The MIQE guidelines: minimum information for publication of
guantitative real-time PCR experiments." Clin Chem 55(4): 611-622.

Butow, R. A. and N. G. Avadhani (2004). "Mitochondrial signaling: the retrograde response." Mol Cell 14(1): 1-15.

Calzadilla, P., D. Sapochnik, S. Cosentino, V. Diz, L. Dicelio, J. C. Calvo and L. N. Guerra (2011). "N-acetylcysteine
reduces markers of differentiation in 3T3-L1 adipocytes." Int J Mol Sci 12(10): 6936-6951.

Campian, J. L., X. Gao, M. Qian and J. W. Eaton (2007). "Cytochrome C oxidase activity and oxygen tolerance." J Biol
Chem 282(17): 12430-12438.

Campos, Y., M. A. Martin, C. Navarro, P. Gordo and J. Arenas (1996). "Single large-scale mitochondrial DNA deletion
in a patient with mitochondrial myopathy associated with multiple symmetric lipomatosis." Neurology 47(4): 1012-
1014.

Carbon, C. (1998). "Pharmacodynamics of macrolides, azalides, and streptogramins: effect on extracellular
pathogens." Clin Infect Dis 27(1): 28-32.

Carelli, V., F. Franceschini, S. Venturi, P. Barboni, G. Savini, G. Barbieri, E. Pirro, C. La Morgia, M. L. Valentino, F.
Zanardi, F. S. Violante and S. Mattioli (2007). "Grand rounds: could occupational exposure to n-hexane and other
solvents precipitate visual failure in leber hereditary optic neuropathy?" Environ Health Perspect 115(1): 113-115.

Carelli, V., F. N. Ross-Cisneros and A. A. Sadun (2002). "Optic nerve degeneration and mitochondrial dysfunction:
genetic and acquired optic neuropathies." Neurochem Int 40(6): 573-584.

Carfi, M., C. Croera, D. Ferrario, V. Campi, G. Bowe, R. Pieters and L. Gribaldo (2008). "TBTC induces adipocyte
differentiation in human bone marrow long term culture." Toxicology 249(1): 11-18.

Caron, M., M. Auclair, C. Lagathu, A. Lombes, U. A. Walker, M. Kornprobst and J. Capeau (2004). "The HIV-1
nucleoside reverse transcriptase inhibitors stavudine and zidovudine alter adipocyte functions in vitro." AIDS 18(16):
2127-2136.

Carriere, A.,, M. C. Carmona, Y. Fernandez, M. Rigoulet, R. H. Wenger, L. Penicaud and L. Casteilla (2004).
"Mitochondrial reactive oxygen species control the transcription factor CHOP-10/GADD153 and adipocyte
differentiation: a mechanism for hypoxia-dependent effect." ) Biol Chem 279(39): 40462-40469.

Carriere, A., Y. Fernandez, M. Rigoulet, L. Penicaud and L. Casteilla (2003). "Inhibition of preadipocyte proliferation
by mitochondrial reactive oxygen species." FEBS Lett 550(1-3): 163-167.

Carrozzo, R., I. Wittig, F. M. Santorelli, E. Bertini, S. Hofmann, U. Brandt and H. Schagger (2006). "Subcomplexes of
human ATP synthase mark mitochondrial biosynthesis disorders." Ann Neurol 59(2): 265-275.

Carter, W. O., P. K. Narayanan and J. P. Robinson (1994). "Intracellular hydrogen peroxide and superoxide anion
detection in endothelial cells." J Leukoc Biol 55(2): 253-258.

181



Bibliografia
Casemore, D. P. (1967). "Gentamicin as a bactericidal agent in virological tissue cultures." J Clin Pathol 20(3): 298-
299.
Cinti, S. (2012). "The adipose organ at a glance." Dis Model Mech 5(5): 588-594.
Clarke, C., R. Xiao, E. Place, Z. Zhang, N. Sondheimer, M. Bennett, M. Yudkoff and M. J. Falk (2013). "Mitochondrial
respiratory chain disease discrimination by retrospective cohort analysis of blood metabolites." Mol Genet Metab
110(1-2): 145-152.
Clayton, D. A. (1982). "Replication of animal mitochondrial DNA." Cell 28(4): 693-705.

Clayton, D. A. (2000). "Vertebrate mitochondrial DNA-a circle of surprises." Exp Cell Res 255(1): 4-9.

Cogliati, S., J. A. Enriquez and L. Scorrano (2016). "Mitochondrial Cristae: Where Beauty Meets Functionality."
Trends Biochem Sci 41(3): 261-273.

Cohen, S., A. Samadikuchaksaraei, J. M. Polak and A. E. Bishop (2006). "Antibiotics reduce the growth rate and
differentiation of embryonic stem cell cultures." Tissue Eng 12(7): 2025-2030.

Corder, E. H., A. M. Saunders, W. J. Strittmatter, D. E. Schmechel, P. C. Gaskell, G. W. Small, A. D. Roses, J. L. Haines
and M. A. Pericak-Vance (1993). "Gene dose of apolipoprotein E type 4 allele and the risk of Alzheimer's disease in
late onset families." Science 261(5123): 921-923.

Cornelius, P., O. A. MacDougald and M. D. Lane (1994). "Regulation of adipocyte development." Annu Rev Nutr 14:
99-129.

Corsini, E., B. Viviani, O. Zancanella, L. Lucchi, F. Visioli, G. Serrero, S. Bartesaghi, C. L. Galli and M. Marinovich
(2003). "Induction of adipose differentiation related protein and neutral lipid droplet accumulation in keratinocytes
by skin irritants." J Invest Dermatol 121(2): 337-344.

Cossarizza, A., C. Mussini and A. Vigano (2001). "Mitochondria in the pathogenesis of lipodystrophy induced by anti-
HIV antiretroviral drugs: actors or bystanders?" Bioessays 23(11): 1070-1080.

Cousin, B., S. Cinti, M. Morroni, S. Raimbault, D. Ricquier, L. Penicaud and L. Casteilla (1992). "Occurrence of brown
adipocytes in rat white adipose tissue: molecular and morphological characterization." J Cell Sci 103 ( Pt 4): 931-942.

Cristancho, A. G. and M. A. Lazar (2011). "Forming functional fat: a growing understanding of adipocyte
differentiation." Nat Rev Mol Cell Biol 12(11): 722-734.

Champ, M. A. (2003). "Economic and environmental impacts on ports and harbors from the convention to ban
harmful marine anti-fouling systems." Mar Pollut Bull 46(8): 935-940.

Chance, B. and G. R. Williams (1955). "Respiratory enzymes in oxidative phosphorylation. I. Kinetics of oxygen
utilization." J Biol Chem 217(1): 383-393.

Chang, T. H. and S. E. Polakis (1978). "Differentiation of 3T3-L1 fibroblasts to adipocytes. Effect of insulin and
indomethacin on the levels of insulin receptors." J Biol Chem 253(13): 4693-4696.

Chapman, A. B., D. M. Knight, B. S. Dieckmann and G. M. Ringold (1984). "Analysis of gene expression during
differentiation of adipogenic cells in culture and hormonal control of the developmental program." ) Biol Chem
259(24): 15548-15555.

Charni, S., G. de Bettignies, M. G. Rathore, J. I. Aguilo, P. J. van den Elsen, D. Haouzi, R. A. Hipskind, J. A. Enriquez, M.
Sanchez-Beato, J. Pardo, A. Anel and M. Villalba (2010). "Oxidative phosphorylation induces de novo expression of
the MHC class | in tumor cells through the ERK5 pathway." J Immunol 185(6): 3498-3503.

Chen, C. T., S. H. Hsu and Y. H. Wei (2010). "Upregulation of mitochondrial function and antioxidant defense in the
differentiation of stem cells." Biochim Biophys Acta 1800(3): 257-263.

182



Bibliografia

Chen, C. T., Y. R. Shih, T. K. Kuo, O. K. Lee and Y. H. Wei (2008). "Coordinated changes of mitochondrial biogenesis
and antioxidant enzymes during osteogenic differentiation of human mesenchymal stem cells." Stem Cells 26(4):
960-968.

Chen, S., L. C. Teicher, D. Kazim, R. E. Pollack and L. S. Wise (1989). "Commitment of mouse fibroblasts to adipocyte
differentiation by DNA transfection." Science 244(4904): 582-585.

Chiappini, F., E. Teicher, R. Saffroy, B. Debuire, D. Vittecoq and A. Lemoine (2009). "Relationship between
polymerase gamma (POLG) polymorphisms and antiretroviral therapy-induced lipodystrophy in HIV-1 infected
patients: a case-control study." Curr HIV Res 7(2): 244-253.

Chicano, J. J., A. Ortiz, J. A. Teruel and F. J. Aranda (2001). "Organotin compounds alter the physical organization of
phosphatidylcholine membranes." Biochim Biophys Acta 1510(1-2): 330-341.

Chiellini, C., O. Cochet, L. Negroni, M. Samson, M. Poggi, G. Ailhaud, M. C. Alessi, C. Dani and E. Z. Amri (2008).
"Characterization of human mesenchymal stem cell secretome at early steps of adipocyte and osteoblast
differentiation." BMC Mol Biol 9: 26.

Cho, Y. M., S. Kwon, Y. K. Pak, H. W. Seol, Y. M. Choi, J. Park do, K. S. Park and H. K. Lee (2006). "Dynamic changes in
mitochondrial biogenesis and antioxidant enzymes during the spontaneous differentiation of human embryonic
stem cells." Biochem Biophys Res Commun 348(4): 1472-1478.

Choi, J. R., B. Pingguan-Murphy, W. A. Wan Abas, M. A. Noor Azmi, S. Z. Omar, K. H. Chua and W. K. Wan Safwani
(2014). "Impact of low oxygen tension on stemness, proliferation and differentiation potential of human adipose-
derived stem cells." Biochem Biophys Res Commun 448(2): 218-224.

Chomyn, A. (1996). "In vivo labeling and analysis of human mitochondrial translation products." Methods Enzymol
264:197-211.

Choo, H. J.,, J. H. Kim, O. B. Kwon, C. S. Lee, J. Y. Mun, S. S. Han, Y. S. Yoon, G. Yoon, K. M. Choi and Y. G. Ko (2006).
"Mitochondria are impaired in the adipocytes of type 2 diabetic mice." Diabetologia 49(4): 784-791.

Chow, S. C, G. E. Kass, M. J. McCabe, Jr. and S. Orrenius (1992). "Tributyltin increases cytosolic free Ca2+
concentration in thymocytes by mobilizing intracellular Ca2+, activating a Ca2+ entry pathway, and inhibiting Ca2+
efflux." Arch Biochem Biophys 298(1): 143-149.

Christy, R. J., V. W. Yang, J. M. Ntambi, D. E. Geiman, W. H. Landschulz, A. D. Friedman, Y. Nakabeppu, T. J. Kelly and
M. D. Lane (1989). "Differentiation-induced gene expression in 3T3-L1 preadipocytes: CCAAT/enhancer binding
protein interacts with and activates the promoters of two adipocyte-specific genes." Genes Dev 3(9): 1323-1335.

Chuang, C. C, R. S. Yang, K. S. Tsai, F. M. Ho and S. H. Liu (2007). "Hyperglycemia enhances adipogenic induction of
lipid accumulation: involvement of extracellular signal-regulated protein kinase 1/2, phosphoinositide 3-kinase/Akt,
and peroxisome proliferator-activated receptor gamma signaling." Endocrinology 148(9): 4267-4275.

Danoviz, M. E., V. Bassaneze, J. S. Nakamuta, G. R. dos Santos-Junior, D. Saint-Clair, M. C. Bajgelman, K. C. Fae, J.
Kalil, A. A. Miyakawa and J. E. Krieger (2011). "Adipose tissue-derived stem cells from humans and mice differ in
proliferative capacity and genome stability in long-term cultures." Stem Cells Dev 20(4): 661-670.

De Pauw, A., S. Tejerina, M. Raes, J. Keijer and T. Arnould (2009). "Mitochondrial (dys)function in adipocyte
(de)differentiation and systemic metabolic alterations." Am J Pathol 175(3): 927-939.

Degli Esposti, M. (1998). "Inhibitors of NADH-ubiquinone reductase: an overview." Biochim Biophys Acta 1364(2):
222-235.

Delgado, L. and S. Ingen-Housz-Oro (2012). "Enfermedades del tejido adiposo: lipomas, lipomatosis, lipodistrofias."
EMC - Dermatologia 46(1): 1-9.

Demirci, H., L. Wang, F. V. t. Murphy, E. L. Murphy, J. F. Carr, S. C. Blanchard, G. Jogl, A. E. Dahlberg and S. T. Gregory
(2013). "The central role of protein S12 in organizing the structure of the decoding site of the ribosome." RNA
19(12): 1791-1801.

183



Bibliografia
Demongeot, J., N. Glade, O. Hansen and A. Moreira (2007). "An open issue: the inner mitochondrial membrane
(IMM) as a free boundary problem." Biochimie 89(9): 1049-1057.
Dicker, A., K. Le Blanc, G. Astrom, V. van Harmelen, C. Gotherstrom, L. Blomqvist, P. Arner and M. Ryden (2005).
"Functional studies of mesenchymal stem cells derived from adult human adipose tissue." Exp Cell Res 308(2): 283-

290.

DiMauro, S. (2004). "Mitochondrial diseases." Biochim Biophys Acta 1658(1-2): 80-88.

Divoux, A. and K. Clement (2011). "Architecture and the extracellular matrix: the still unappreciated components of
the adipose tissue." Obes Rev 12(5): e494-503.

Dominici, M., K. Le Blanc, I. Mueller, I. Slaper-Cortenbach, F. Marini, D. Krause, R. Deans, A. Keating, D. Prockop and
E. Horwitz (2006). "Minimal criteria for defining multipotent mesenchymal stromal cells. The International Society
for Cellular Therapy position statement." Cytotherapy 8(4): 315-317.

Dryden, M. S. (2011). "Linezolid pharmacokinetics and pharmacodynamics in clinical treatment." J Antimicrob
Chemother 66 Suppl 4: iv7-iv15.

Dudimah, F. D., S. O. Odman-Ghazi, F. Hatcher and M. M. Whalen (2007). "Effect of tributyltin (TBT) on ATP levels in
human natural killer (NK) cells: relationship to TBT-induced decreases in NK function." J Appl Toxicol 27(1): 86-94.

Eastwood, J. (1962). "Paromomycin: serum levels following parenteral administration." Antibiot Chemother

(Northfield) 12: 77-84.

Elston, T., H. Wang and G. Oster (1998). "Energy transduction in ATP synthase." Nature 391(6666): 510-513.

Ellison, D., J. Rigg, S. J. McConnell, A. D. Alexander and R. H. Yager (1965). "Use of Antibiotics in the Preparation of
Canine Kidney Tissue Culture Vaccines to Eliminate Leptospiral Infection Hazards." Appl Microbiol 13: 595-599.

Emperador, S., D. Pacheu-Grau, M. P. Bayona-Bafaluy, N. Garrido-Perez, A. Martin-Navarro, M. J. Lopez-Perez, J.
Montoya and E. Ruiz-Pesini (2014). "An MRPS12 mutation modifies aminoglycoside sensitivity caused by 12S rRNA
mutations." Front Genet 5: 469.

Enerback, S. (2009). "The origins of brown adipose tissue." N Engl ) Med 360(19): 2021-2023.

Faloona, G. R. and P. A. Srere (1969). "Escherichia coli citrate synthase. Purification and the effect of potassium on
some properties." Biochemistry 8(11): 4497-4503.

Famulla, S., R. Schlich, H. Sell and J. Eckel (2012). "Differentiation of human adipocytes at physiological oxygen levels
results in increased adiponectin secretion and isoproterenol-stimulated lipolysis." Adipocyte 1(3): 132-181.

Fei, H., H. J. Okano, C. Li, G. H. Lee, C. Zhao, R. Darnell and J. M. Friedman (1997). "Anatomic localization of
alternatively spliced leptin receptors (Ob-R) in mouse brain and other tissues." Proc Natl Acad Sci U S A 94(13):
7001-7005.

Fernyhough, M. E., J. L. Vierck, G. J. Hausman, P. S. Mir, E. K. Okine and M. V. Dodson (2004). "Primary adipocyte
culture: adipocyte purification methods may lead to a new understanding of adipose tissue growth and
development." Cytotechnology 46(2-3): 163-172.

Finley, L. W. and M. C. Haigis (2009). "The coordination of nuclear and mitochondrial communication during aging
and calorie restriction." Ageing Res Rev 8(3): 173-188.

Fischer-Posovszky, P., F. S. Newell, M. Wabitsch and H. E. Tornqgvist (2008). "Human SGBS cells - a unique tool for
studies of human fat cell biology." Obes Facts 1(4): 184-189.

Forge, A. and J. Schacht (2000). "Aminoglycoside antibiotics." Audiol Neurootol 5(1): 3-22.

Frazier, T. P., J. M. Gimble, I. Kheterpal and B. G. Rowan (2013). "Impact of low oxygen on the secretome of human
adipose-derived stromal/stem cell primary cultures." Biochimie 95(12): 2286-2296.

184



Bibliografia

Fridlender, B., M. Fry, A. Bolden and A. Weissbach (1972). "A new synthetic RNA-dependent DNA polymerase from
human tissue culture cells (HeLa-fibroblast-synthetic oligonucleotides-template-purified enzymes)." Proc Natl Acad
Sci US A 69(2): 452-455.

Friedenstein, A. J. (1976). "Precursor cells of mechanocytes." Int Rev Cytol 47: 327-359.
Friedman, J. M. (1999). "Leptin and the regulation of body weight." Harvey Lect 95: 107-136.

Frontini, A. and S. Cinti (2010). "Distribution and development of brown adipocytes in the murine and human
adipose organ." Cell Metab 11(4): 253-256.

Fruhbeck, G. (2008). "Overview of adipose tissue and its role in obesity and metabolic disorders." Methods Mol Biol
456: 1-22.

Fu, Y., N. Luo, R. L. Klein and W. T. Garvey (2005). "Adiponectin promotes adipocyte differentiation, insulin
sensitivity, and lipid accumulation." J Lipid Res 46(7): 1369-1379.

Galera, T., F. Zurita-Diaz, R. Garesse and M. E. Gallardo (2016). "iPSCs, a Future Tool for Therapeutic Intervention in
Mitochondrial Disorders: Pros and Cons." J Cell Physiol.

Gamez, J., A. Playan, A. L. Andreu, C. Bruno, C. Navarro, C. Cervera, M. A. Arbos, S. Schwartz, J. A. Enriquez and J.
Montoya (1998). "Familial multiple symmetric lipomatosis associated with the A8344G mutation of mitochondrial
DNA." Neurology 51(1): 258-260.

Gao, Y. H., C. X. Li, S. M. Shen, H. Li, G. Q. Chen, Q. Wei and L. S. Wang (2013). "Hypoxia-inducible factor lalpha
mediates the down-regulation of superoxide dismutase 2 in von Hippel-Lindau deficient renal clear cell carcinoma."
Biochem Biophys Res Commun 435(1): 46-51.

Gardner, K., P. A. Hall, P. F. Chinnery and B. A. Payne (2014). "HIV treatment and associated mitochondrial
pathology: review of 25 years of in vitro, animal, and human studies." Toxicol Pathol 42(5): 811-822.

Garg, A. (2011). "Clinical reviewt#: Lipodystrophies: genetic and acquired body fat disorders." J Clin Endocrinol
Metab 96(11): 3313-3325.

Garrabou, G., A. Soriano, S. Lopez, J. P. Guallar, M. Giralt, F. Villarroya, J. A. Martinez, J. Casademont, F. Cardellach,
J. Mensa and O. Miro (2007). "Reversible inhibition of mitochondrial protein synthesis during linezolid-related
hyperlactatemia." Antimicrob Agents Chemother 51(3): 962-967.

Gesta, S., 0. Bezy, M. A. Mori, Y. Macotela, K. Y. Lee and C. R. Kahn (2011). "Mesodermal developmental gene Thx15
impairs adipocyte differentiation and mitochondrial respiration." Proc Natl Acad Sci U S A 108(7): 2771-2776.

Gesta, S., Y. H. Tseng and C. R. Kahn (2007). "Developmental origin of fat: tracking obesity to its source." Cell 131(2):
242-256.

Gimble, J. M., A. J. Katz and B. A. Bunnell (2007). "Adipose-derived stem cells for regenerative medicine." Circ Res
100(9): 1249-1260.

Giordano, A., A. Smorlesi, A. Frontini, G. Barbatelli and S. Cinti (2014). "White, brown and pink adipocytes: the
extraordinary plasticity of the adipose organ." Eur J Endocrinol 170(5): R159-171.

Gir, P., G. Oni, S. A. Brown, A. Mojallal and R. J. Rohrich (2012). "Human adipose stem cells: current clinical
applications." Plast Reconstr Surg 129(6): 1277-1290.

Giralt, M., P. Domingo, J. P. Guallar, M. L. Rodriguez de la Concepcion, M. Alegre, J. C. Domingo and F. Villarroya
(2006). "HIV-1 infection alters gene expression in adipose tissue, which contributes to HIV- 1/HAART-associated
lipodystrophy." Antivir Ther 11(6): 729-740.

Gnaiger, E., R. Steinlechner-Maran, G. Mendez, T. Eberl and R. Margreiter (1995). "Control of mitochondrial and
cellular respiration by oxygen." ) Bioenerg Biomembr 27(6): 583-596.

185



Bibliografia

Goldstein, A. L. and P. R. Johnson (1982). "Primary culture of adipoblasts from obese and lean Zucker rat adipose
tissue." Metabolism 31(6): 601-607.

Gorman, G. S., A. M. Schaefer, Y. Ng, N. Gomez, E. L. Blakely, C. L. Alston, C. Feeney, R. Horvath, P. Yu-Wai-Man, P. F.
Chinnery, R. W. Taylor, D. M. Turnbull and R. McFarland (2015). "Prevalence of nuclear and mitochondrial DNA
mutations related to adult mitochondrial disease." Ann Neurol 77(5): 753-759.

Goto, Y., I. Nonaka and S. Horai (1990). "A mutation in the tRNA(Leu)(UUR) gene associated with the MELAS
subgroup of mitochondrial encephalomyopathies." Nature 348(6302): 651-653.

Green, H. and O. Kehinde (1975). "An established preadipose cell line and its differentiation in culture. Il. Factors
affecting the adipose conversion." Cell 5(1): 19-27.

Grimaldi, P., P. Djian, R. Negrel and G. Ailhaud (1982). "Differentiation of Ob17 preadipocytes to adipocytes:
requirement of adipose conversion factor(s) for fat cell cluster formation." EMBO J 1(6): 687-692.

Grun, F. (2014). "The obesogen tributyltin." Vitam Horm 94: 277-325.

Grun, F. and B. Blumberg (2006). "Environmental obesogens: organotins and endocrine disruption via nuclear
receptor signaling." Endocrinology 147(6 Suppl): S50-55.

Guallar, J. P., J. M. Gallego-Escuredo, J. C. Domingo, M. Alegre, J. Fontdevila, E. Martinez, E. L. Hammond, P.
Domingo, M. Giralt and F. Villarroya (2008). "Differential gene expression indicates that 'buffalo hump' is a distinct
adipose tissue disturbance in HIV-1-associated lipodystrophy." AIDS 22(5): 575-584.

Guallar, J. P., R. Rojas-Garcia, E. Garcia-Arumi, J. C. Domingo, E. Gallardo, A. L. Andreu, P. Domingo, I. llla, M. Giralt
and F. Villarroya (2008). "Impaired expression of mitochondrial and adipogenic genes in adipose tissue from a
patient with acquired partial lipodystrophy (Barraquer-Simons syndrome): a case report." J Med Case Rep 2: 284.

Guallar, J. P., M. R. Vila, E. Lopez-Gallardo, A. Solano, J. C. Domingo, J. Gamez, M. Pineda, J. L. Capablo, P. Domingo,
A. L. Andreu, J. Montoya, M. Giralt and F. Villarroya (2006). "Altered expression of master regulatory genes of
adipogenesis in lipomas from patients bearing tRNA(Lys) point mutations in mitochondrial DNA." Mol Genet Metab
89(3): 283-285.

Guan, M. X., N. Fischel-Ghodsian and G. Attardi (2001). "Nuclear background determines biochemical phenotype in
the deafness-associated mitochondrial 12S rRNA mutation." Hum Mol Genet 10(6): 573-580.

Gustavson, L. E., E. K. Fukuda, F. A. Rubio and A. W. Dunton (1990). "A pilot study of the bioavailability and
pharmacokinetics of 2',3'-dideoxycytidine in patients with AIDS or AIDS-related complex." J Acquir Immune Defic
Syndr 3(1): 28-31.

Hakonen, A. H., S. Heiskanen, V. Juvonen, |. Lappalainen, P. T. Luoma, M. Rantamaki, G. V. Goethem, A. Lofgren, P.
Hackman, A. Paetau, S. Kaakkola, K. Majamaa, T. Varilo, B. Udd, H. Kaariainen, L. A. Bindoff and A. Suomalainen
(2005). "Mitochondrial DNA polymerase W748S mutation: a common cause of autosomal recessive ataxia with
ancient European origin." Am J Hum Genet 77(3): 430-441.

Halper, J. and M. Kjaer (2014). "Basic components of connective tissues and extracellular matrix: elastin, fibrillin,
fibulins, fibrinogen, fibronectin, laminin, tenascins and thrombospondins." Adv Exp Med Biol 802: 31-47.

Hamai, N., M. Nakamura and A. Asano (1997). "Inhibition of mitochondrial protein synthesis impaired C2C12
myoblast differentiation." Cell Struct Funct 22(4): 421-431.

Hammond, E., D. Nolan, I. James, C. Metcalf and S. Mallal (2004). "Reduction of mitochondrial DNA content and
respiratory chain activity occurs in adipocytes within 6-12 months of commencing nucleoside reverse transcriptase

inhibitor therapy." AIDS 18(5): 815-817.

Hance, N., M. I. Ekstrand and A. Trifunovic (2005). "Mitochondrial DNA polymerase gamma is essential for
mammalian embryogenesis." Hum Mol Genet 14(13): 1775-1783.

Hausman, G. J., J. T. Wright and R. L. Richardson (1996). "The influence of extracellular matrix substrata on
preadipocyte development in serum-free cultures of stromal-vascular cells." J Anim Sci 74(9): 2117-2128.

186



Bibliografia

Havel, R. J., N. Yamada and D. M. Shames (1987). "Role of apolipoprotein E in lipoprotein metabolism." Am Heart J
113(2 Pt 2): 470-474.

Heid, C. A., J. Stevens, K. J. Livak and P. M. Williams (1996). "Real time quantitative PCR." Genome Res 6(10): 986-
994.

Hendrickson, S. L., L. A. Kingsley, E. Ruiz-Pesini, J. C. Poole, L. P. Jacobson, F. J. Palella, J. H. Bream, D. C. Wallace and
S. J. O'Brien (2009). "Mitochondrial DNA haplogroups influence lipoatrophy after highly active antiretroviral
therapy." J Acquir Immune Defic Syndr 51(2): 111-116.

Herst, P. M., D. M. Levine and M. V. Berridge (2005). "Mitochondrial gene knockout HL60rhoO cells show
preferential differentiation into monocytes/macrophages." Leuk Res 29(10): 1163-1170.

Higuchi, M., G. J. Dusting, H. Peshavariya, F. Jiang, S. T. Hsiao, E. C. Chan and G. S. Liu (2013). "Differentiation of
human adipose-derived stem cells into fat involves reactive oxygen species and Forkhead box O1 mediated
upregulation of antioxidant enzymes." Stem Cells Dev 22(6): 878-888.

Hodge, K., S. T. Have, L. Hutton and A. |. Lamond (2013). "Cleaning up the masses: exclusion lists to reduce
contamination with HPLC-MS/MS." ) Proteomics 88: 92-103.

Hofmann, A. D., M. Beyer, U. Krause-Buchholz, M. Wobus, M. Bornhauser and G. Rodel (2012). "OXPHOS
supercomplexes as a hallmark of the mitochondrial phenotype of adipogenic differentiated human MSCs." PLoS One
7(4): e35160.

Hsu, C. L. and G. C. Yen (2007). "Effects of capsaicin on induction of apoptosis and inhibition of adipogenesis in 3T3-
L1 cells." ) Agric Food Chem 55(5): 1730-1736.

Hynes, K., D. Menicanin, K. Mrozik, S. Gronthos and P. M. Bartold (2014). "Generation of functional mesenchymal
stem cells from different induced pluripotent stem cell lines." Stem Cells Dev 23(10): 1084-1096.

Iglesias, E., L. Llobet, D. Pacheu-Grau, A. Gdmez-Duran and E. Ruiz-Pesini (2012). "Cybrids for Mitochondrial DNA
Pharmacogenomics." DRUG DEVELOPMENT RESEARCH 73: 453—-460.

Ingham, E., L. Turnbull and J. N. Kearney (1991). "The effects of minocycline and tetracycline on the mitotic
response of human peripheral blood-lymphocytes." J Antimicrob Chemother 27(5): 607-617.

Isenmann, S., A. Arthur, A. C. Zannettino, J. L. Turner, S. Shi, C. A. Glackin and S. Gronthos (2009). "TWIST family of
basic helix-loop-helix transcription factors mediate human mesenchymal stem cell growth and commitment." Stem
Cells 27(10): 2457-2468.

Ivanovic, Z. (2009). "Hypoxia or in situ normoxia: The stem cell paradigm." J Cell Physiol 219(2): 271-275.

Janneh, O., P. G. Hoggard, J. F. Tjia, S. P. Jones, S. H. Khoo, B. Maher, D. J. Back and M. Pirmohamed (2003).
"Intracellular disposition and metabolic effects of zidovudine, stavudine and four protease inhibitors in cultured
adipocytes." Antivir Ther 8(5): 417-426.

Joggerst, S. J. and A. K. Hatzopoulos (2009). "Stem cell therapy for cardiac repair: benefits and barriers." Expert Rev
Mol Med 11: e20.

Johnson, J., W. Lee, A. E. Frazier, V. Vaghjiani, A. Laskowski, A. L. Rodriguez, G. L. Cagnone, M. McKenzie, S. J. White,
D. R. Nisbet, D. R. Thorburn and J. C. St John (2016). "Deletion of the Complex | Subunit NDUFS4 Adversely
Modulates Cellular Differentiation." Stem Cells Dev 25(3): 239-250.

Johnson, P. C., M. Vaduganathan, K. M. Phillips and W. J. O'Donnell (2015). "A triad of linezolid toxicity:
hypoglycemia, lactic acidosis, and acute pancreatitis." Proc (Bayl Univ Med Cent) 28(4): 466-468.

Kaguni, L. S. (2004). "DNA polymerase gamma, the mitochondrial replicase." Annu Rev Biochem 73: 293-320.
Kalghatgi, S., C. S. Spina, J. C. Costello, M. Liesa, J. R. Morones-Ramirez, S. Slomovic, A. Molina, O. S. Shirihai and J. J.

Collins (2013). "Bactericidal antibiotics induce mitochondrial dysfunction and oxidative damage in Mammalian
cells." Sci Transl Med 5(192): 192ra185.

187



Bibliografia

Kanayama, T., N. Kobayashi, S. Mamiya, T. Nakanishi and J. Nishikawa (2005). "Organotin compounds promote
adipocyte differentiation as agonists of the peroxisome proliferator-activated receptor gamma/retinoid X receptor
pathway." Mol Pharmacol 67(3): 766-774.

Kapur, S. K. and A. J. Katz (2013). "Review of the adipose derived stem cell secretome." Biochimie 95(12): 2222-
2228.

Karasawa, T. and P. S. Steyger (2011). "Intracellular mechanisms of aminoglycoside-induced cytotoxicity." Integr Biol
(Camb) 3(9): 879-886.

Kasamatsu, H. and J. Vinograd (1974). "Replication of circular DNA in eukaryotic cells." Annu Rev Biochem 43(0):
695-719.

Kauppila, J. H. and J. B. Stewart (2015). "Mitochondrial DNA: Radically free of free-radical driven mutations."
Biochim Biophys Acta 1847(11): 1354-1361.

Keuper, M., M. Jastroch, C. X. Yi, P. Fischer-Posovszky, M. Wabitsch, M. H. Tschop and S. M. Hofmann (2014). "Spare
mitochondrial respiratory capacity permits human adipocytes to maintain ATP homeostasis under hypoglycemic
conditions." FASEB J 28(2): 761-770.

Kim, J. H., S. H. Kim, S. Y. Song, W. S. Kim, S. U. Song, T. Yi, M. S. Jeon, H. M. Chung, Y. Xia and J. H. Sung (2014).
"Hypoxia induces adipocyte differentiation of adipose-derived stem cells by triggering reactive oxygen species
generation." Cell Biol Int 38(1): 32-40.

Kim, M. J., C. Jardel, C. Barthelemy, V. Jan, J. P. Bastard, S. Fillaut-Chapin, S. Houry, J. Capeau and A. Lombes (2008).
"Mitochondrial DNA content, an inaccurate biomarker of mitochondrial alteration in human immunodeficiency
virus-related lipodystrophy." Antimicrob Agents Chemother 52(5): 1670-1676.

Kim, M. J., P. Marchand, C. Henegar, J. P. Antignac, R. Alili, C. Poitou, J. L. Bouillot, A. Basdevant, B. Le Bizec, R.
Barouki and K. Clement (2011). "Fate and complex pathogenic effects of dioxins and polychlorinated biphenyls in
obese subjects before and after drastic weight loss." Environ Health Perspect 119(3): 377-383.

Kim, M. J., V. Pelloux, E. Guyot, J. Tordjman, L. C. Bui, A. Chevallier, C. Forest, C. Benelli, K. Clement and R. Barouki
(2012). "Inflammatory pathway genes belong to major targets of persistent organic pollutants in adipose cells."
Environ Health Perspect 120(4): 508-514.

King, T. E. (1966). "Reconstitution of the respiratory chain." Adv Enzymol Relat Areas Mol Biol 28: 155-236.

Kirchner, S., T. Kieu, C. Chow, S. Casey and B. Blumberg (2010). "Prenatal exposure to the environmental obesogen
tributyltin predisposes multipotent stem cells to become adipocytes." Mol Endocrinol 24(3): 526-539.

Kirkman, M. A., P. Yu-Wai-Man, A. Korsten, M. Leonhardt, K. Dimitriadis, I. F. De Coo, T. Klopstock and P. F. Chinnery
(2009). "Gene-environment interactions in Leber hereditary optic neuropathy." Brain 132(Pt 9): 2317-2326.

Kirtland, J. and P. M. Harris (1980). "Changes in adipose tissue of the rat due early undernutrition followed by
rehabilitation. 3. Changes in cell replication studied with tritiated thymidine." Br J Nutr 43(1): 33-43.

Klopstock, T., M. Naumann, P. Seibel, B. Shalke, K. Reiners and H. Reichmann (1997). "Mitochondrial DNA mutations
in multiple symmetric lipomatosis." Mol Cell Biochem 174(1-2): 271-275.

Koh, E. H., J. Y. Park, H. S. Park, M. J. Jeon, J. W. Ryu, M. Kim, S. Y. Kim, M. S. Kim, S. W. Kim, I. S. Park, J. H. Youn and
K. U. Lee (2007). "Essential role of mitochondrial function in adiponectin synthesis in adipocytes." Diabetes 56(12):
2973-2981.

Kontula, K., K. Aalto-Setala, T. Kuusi, L. Hamalainen and A. C. Syvanen (1990). "Apolipoprotein E polymorphism
determined by restriction enzyme analysis of DNA amplified by polymerase chain reaction: convenient alternative
to phenotyping by isoelectric focusing." Clin Chem 36(12): 2087-2092.

Korohoda, W., Z. Pietrzkowski and K. Reiss (1993). "Chloramphenicol, an inhibitor of mitochondrial protein
synthesis, inhibits myoblast fusion and myotube differentiation." Folia Histochem Cytobiol 31(1): 9-13.

188



Bibliografia
Kotake, Y. (2012). "Molecular mechanisms of environmental organotin toxicity in mammals." Biol Pharm Bull 35(11):
1876-1880.

Kraft, C. S., C. M. LeMoine, C. N. Lyons, D. Michaud, C. R. Mueller and C. D. Moyes (2006). "Control of mitochondrial
biogenesis during myogenesis." Am J Physiol Cell Physiol 290(4): C1119-1127.

Kralisch, S. and M. Fasshauer (2013). "Adipocyte fatty acid binding protein: a novel adipokine involved in the
pathogenesis of metabolic and vascular disease?" Diabetologia 56(1): 10-21.

Kuhlbrandt, W. (2015). "Structure and function of mitochondrial membrane protein complexes." BMC Biol 13: 89.

Kulawiec, M., A. Safina, M. M. Desouki, I. Still, S. Matsui, A. Bakin and K. K. Singh (2008). "Tumorigenic
transformation of human breast epithelial cells induced by mitochondrial DNA depletion." Cancer Biol Ther 7(11):
1732-1743.

Kusminski, C. M. and P. E. Scherer (2012). "Mitochondrial dysfunction in white adipose tissue." Trends Endocrinol
Metab 23(9): 435-443.

La Merrill, M., C. Emond, M. J. Kim, J. P. Antignac, B. Le Bizec, K. Clement, L. S. Birnbaum and R. Barouki (2013).
"Toxicological function of adipose tissue: focus on persistent organic pollutants." Environ Health Perspect 121(2):
162-169.

Lackner, L. L. (2014). "Shaping the dynamic mitochondrial network." BMC Biol 12: 35.

Laemmli, U. K. (1970). "Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage T4."
Nature 227(5259): 680-685.

Laird, P. W. (2010). "Principles and challenges of genomewide DNA methylation analysis." Nat Rev Genet 11(3): 191-
203.

Laskin, O. L., P. de Miranda and M. R. Blum (1989). "Azidothymidine steady-state pharmacokinetics in patients with
AIDS and AIDS-related complex." J Infect Dis 159(4): 745-747.

Lasrich, D., A. Bartelt, T. Grewal and J. Heeren (2015). "Apolipoprotein E promotes lipid accumulation and
differentiation in human adipocytes." Exp Cell Res 337(1): 94-102.

Lazarou, M., S. M. Smith, D. R. Thorburn, M. T. Ryan and M. McKenzie (2009). "Assembly of nuclear DNA-encoded
subunits into mitochondrial complex IV, and their preferential integration into supercomplex forms in patient
mitochondria." FEBS J 276(22): 6701-6713.

Lee, E. Y., Y. Xia, W. S. Kim, M. H. Kim, T. H. Kim, K. J. Kim, B. S. Park and J. H. Sung (2009). "Hypoxia-enhanced
wound-healing function of adipose-derived stem cells: increase in stem cell proliferation and up-regulation of VEGF
and bFGF." Wound Repair Regen 17(4): 540-547.

Lee, H., J. Hanes and K. A. Johnson (2003). "Toxicity of nucleoside analogues used to treat AIDS and the selectivity of
the mitochondrial DNA polymerase." Biochemistry 42(50): 14711-14719.

Lefterova, M. I. and M. A. Lazar (2009). "New developments in adipogenesis." Trends Endocrinol Metab 20(3): 107-
114.

Lehrke, M. and M. A. Lazar (2005). "The many faces of PPARgamma." Cell 123(6): 993-999.
Li, N., K. Ragheb, G. Lawler, J. Sturgis, B. Rajwa, J. A. Melendez and J. P. Robinson (2003). "Mitochondrial complex |
inhibitor rotenone induces apoptosis through enhancing mitochondrial reactive oxygen species production." J Biol

Chem 278(10): 8516-8525.

Li, Z., C. Liu, Z. Xie, P. Song, R. C. Zhao, L. Guo, Z. Liu and Y. Wu (2011). "Epigenetic dysregulation in mesenchymal
stem cell aging and spontaneous differentiation." PLoS One 6(6): €20526.

189



Bibliografia

Liao, W., J. Xie, J. Zhong, Y. Liu, L. Du, B. Zhou, J. Xu, P. Liu, S. Yang, J. Wang, Z. Han and Z. C. Han (2009).
"Therapeutic effect of human umbilical cord multipotent mesenchymal stromal cells in a rat model of stroke."
Transplantation 87(3): 350-359.

Lim, J. M., E. E. Wollaston-Hayden, C. F. Teo, D. Hausman and L. Wells (2014). "Quantitative secretome and glycome
of primary human adipocytes during insulin resistance." Clin Proteomics 11(1): 20.

Lin, C. S., Z. C. Xin, C. H. Deng, H. Ning, G. Lin and T. F. Lue (2010). "Defining adipose tissue-derived stem cells in
tissue and in culture." Histol Histopathol 25(6): 807-815.

Lo, T., J. H. Ho, M. H. Yang and O. K. Lee (2011). "Glucose reduction prevents replicative senescence and increases
mitochondrial respiration in human mesenchymal stem cells." Cell Transplant 20(6): 813-825.

Lopez-Gallardo, E., L. Llobet, S. Emperador, J. Montoya and E. Ruiz-Pesini (2016). "Effects of tributyltin chloride on
cybrids with or without an ATP synthase pathologic mutation." Environmental Health Perspectives In Press.

Luca, C. C,, B. L. Lam and C. T. Moraes (2004). "Erythromycin as a potential precipitating agent in the onset of
Leber's hereditary optic neuropathy." Mitochondrion 4(1): 31-36.

Luft, R., D. Ikkos, G. Palmieri, L. Ernster and B. Afzelius (1962). "A case of severe hypermetabolism of nonthyroid
origin with a defect in the maintenance of mitochondrial respiratory control: a correlated clinical, biochemical, and
morphological study." J Clin Invest 41: 1776-1804.

Lund, K. C., L. L. Peterson and K. B. Wallace (2007). "Absence of a universal mechanism of mitochondrial toxicity by
nucleoside analogs." Antimicrob Agents Chemother 51(7): 2531-2539.

Lund, K. C. and K. B. Wallace (2004). "Direct, DNA pol-gamma-independent effects of nucleoside reverse
transcriptase inhibitors on mitochondrial bioenergetics." Cardiovasc Toxicol 4(3): 217-228.

Luo, G. F., T. Y. Yu, X. H. Wen, Y. Li and G. S. Yang (2008). "Alteration of mitochondrial oxidative capacity during
porcine preadipocyte differentiation and in response to leptin." Mol Cell Biochem 307(1-2): 83-91.

Luo, J., R. Sladek, J. Carrier, J. A. Bader, D. Richard and V. Giguere (2003). "Reduced fat mass in mice lacking orphan
nuclear receptor estrogen-related receptor alpha." Mol Cell Biol 23(22): 7947-7956.

Lynx, M. D., A. T. Bentley and E. E. McKee (2006). "3'-Azido-3'-deoxythymidine (AZT) inhibits thymidine
phosphorylation in isolated rat liver mitochondria: a possible mechanism of AZT hepatotoxicity." Biochem
Pharmacol 71(9): 1342-1348.

Lloreta, J., P. Domingo, R. M. Pujol, J. A. Arroyo, N. Baixeras, X. Matias-Guiu, M. Gilaberte, M. A. Sambeat and S.
Serrano (2002). "Ultrastructural features of highly active antiretroviral therapy-associated partial lipodystrophy."
Virchows Arch 441(6): 599-604.

Mackey, D. A., J. H. Fingert, J. Z. Luzhansky, P. J. McCluskey, N. Howell, A. J. Hall, A. B. Pierce and J. F. Hoy (2003).
"Leber's hereditary optic neuropathy triggered by antiretroviral therapy for human immunodeficiency virus." Eye

(Lond) 17(3): 312-317.

Macotela, Y., B. Emanuelli, M. A. Mori, S. Gesta, T. J. Schulz, Y. H. Tseng and C. R. Kahn (2012). "Intrinsic differences
in adipocyte precursor cells from different white fat depots." Diabetes 61(7): 1691-1699.

Mak, I. T., L. F. Nedelec and W. B. Weglicki (2004). "Pro-oxidant properties and cytotoxicity of AZT-monophosphate
and AZT." Cardiovasc Toxicol 4(2): 109-115.

Mamaeva, S. E. (1998). "Karyotypic evolution of cells in culture: a new concept." Int Rev Cytol 178: 1-40.

Mandrup, S., T. M. Loftus, O. A. MacDougald, F. P. Kuhajda and M. D. Lane (1997). "Obese gene expression at in vivo
levels by fat pads derived from s.c. implanted 3T3-F442A preadipocytes." Proc Natl Acad Sci U S A 94(9): 4300-4305.

Mannella, C. A., M. Marko, P. Penczek, D. Barnard and J. Frank (1994). "The internal compartmentation of rat-liver
mitochondria: tomographic study using the high-voltage transmission electron microscope." Microsc Res Tech
27(4): 278-283.

190



Bibliografia

Marcuello, A., J. Gonzalez-Alonso, J. A. Calbet, R. Damsgaard, M. J. Lopez-Perez and C. Diez-Sanchez (2005).
"Skeletal muscle mitochondrial DNA content in exercising humans." J Appl Physiol (1985) 99(4): 1372-1377.

Martinez-Liarte, J. H., F. Solano and J. A. Lozano (1995). "Effect of penicillin-streptomycin and other antibiotics on
melanogenic parameters in cultured B16/F10 melanoma cells." Pigment Cell Res 8(2): 83-88.

Martinez-Romero, i., S. Emperador, L. Llobet, J. Montoya and E. Ruiz-Pesini (2011). "Mitogenomics: recognizing the
significance of mitochondrial genomic variation for personalized medicine." Current Pharmacogenomics and
Personalized Medicine 9(2): 84-93.

Martino, G., R. J. Franklin, A. Baron Van Evercooren, D. A. Kerr and G. Stem Cells in Multiple Sclerosis Consensus
(2010). "Stem cell transplantation in multiple sclerosis: current status and future prospects." Nat Rev Neurol 6(5):
247-255.

Matsuno-Yagi, A. and Y. Hatefi (1993). "Studies on the mechanism of oxidative phosphorylation. ATP synthesis by
submitochondrial particles inhibited at FO by venturicidin and organotin compounds." J Biol Chem 268(9): 6168-
6173.

McKee, E. E., M. Ferguson, A. T. Bentley and T. A. Marks (2006). "Inhibition of mammalian mitochondrial protein
synthesis by oxazolidinones." Antimicrob Agents Chemother 50(6): 2042-2049.

McKenzie, R., M. W. Fried, R. Sallie, H. Conjeevaram, A. M. Di Bisceglie, Y. Park, B. Savarese, D. Kleiner, M. Tsokos, C.
Luciano and et al. (1995). "Hepatic failure and lactic acidosis due to fialuridine (FIAU), an investigational nucleoside
analogue for chronic hepatitis B." N Engl J Med 333(17): 1099-1105.

Merante, F., R. Petrova-Benedict, N. MacKay, G. Mitchell, M. Lambert, C. Morin, M. De Braekeleer, R. Laframboise,
R. Gagne and B. H. Robinson (1993). "A biochemically distinct form of cytochrome oxidase (COX) deficiency in the
Saguenay-Lac-Saint-Jean region of Quebec." Am J Hum Genet 53(2): 481-487.

Merrill, M. H. and M. S. Fleisher (1932). "Factors Involved in the Use of Organic Solvents as Precipitating and Drying
Agents of Immune Sera." J Gen Physiol 16(2): 243-256.

Meyer, J. N.,, M. C. Leung, J. P. Rooney, A. Sendoel, M. O. Hengartner, G. E. Kisby and A. S. Bess (2013).
"Mitochondria as a target of environmental toxicants." Toxicol Sci 134(1): 1-17.

Mick, D. U., S. Dennerlein, H. Wiese, R. Reinhold, D. Pacheu-Grau, |. Lorenzi, F. Sasarman, W. Weraarpachai, E. A.
Shoubridge, B. Warscheid and P. Rehling (2012). "MITRAC links mitochondrial protein translocation to respiratory-
chain assembly and translational regulation." Cell 151(7): 1528-1541.

Michikawa, Y., F. Mazzucchelli, N. Bresolin, G. Scarlato and G. Attardi (1999). "Aging-dependent large accumulation
of point mutations in the human mtDNA control region for replication." Science 286(5440): 774-779.

Miller, S. W., P. A. Trimmer, W. D. Parker, Jr. and R. E. Davis (1996). "Creation and characterization of mitochondrial
DNA-depleted cell lines with "neuronal-like" properties." J Neurochem 67(5): 1897-1907.

Miro, O., M. Gomez, E. Pedrol, F. Cardellach, V. Nunes and J. Casademont (2000). "Respiratory chain dysfunction
associated with multiple mitochondrial DNA deletions in antiretroviral therapy-related lipodystrophy." AIDS 14(12):
1855-1857.

Mischen, B. T., K. E. Follmar, K. E. Moyer, B. Buehrer, K. C. Olbrich, L. S. Levin, B. Klitzman and D. Erdmann (2008).
"Metabolic and functional characterization of human adipose-derived stem cells in tissue engineering." Plast
Reconstr Surg 122(3): 725-738.

Mitra, S., W. A. Siddiqui and S. Khandelwal (2014). "Early cellular responses against tributyltin chloride exposure in
primary cultures derived from various brain regions." Environ Toxicol Pharmacol 37(3): 1048-1059.

Mizuno, H., P. A. Zuk, M. Zhu, H. P. Lorenz, P. Benhaim and M. H. Hedrick (2002). "Myogenic differentiation by
human processed lipoaspirate cells." Plast Reconstr Surg 109(1): 199-209; discussion 210-191.

Mohamed-Ali, V., J. H. Pinkney and S. W. Coppack (1998). "Adipose tissue as an endocrine and paracrine organ." Int
J Obes Relat Metab Disord 22(12): 1145-1158.

191



Bibliografia

Montoya, J., E. Lopez-Gallardo, C. Diez-Sanchez, M. J. Lopez-Perez and E. Ruiz-Pesini (2009). "20 years of human
mtDNA pathologic point mutations: carefully reading the pathogenicity criteria." Biochim Biophys Acta 1787(5):
476-483.

Montoya, J., M. J. Lopez-Perez and E. Ruiz-Pesini (2006). "Mitochondrial DNA transcription and diseases: past,
present and future." Biochim Biophys Acta 1757(9-10): 1179-1189.

Moss, P. S., D. H. Spector, C. A. Glass and R. C. Strohman (1984). "Streptomycin retards the phenotypic maturation
of chick myogenic cells." In Vitro 20(6): 473-478.

Moyes, C. D., O. A. Mathieu-Costello, N. Tsuchiya, C. Filburn and R. G. Hansford (1997). "Mitochondrial biogenesis
during cellular differentiation." Am J Physiol 272(4 Pt 1): C1345-1351.

Nadanaciva, S. and Y. Will (2011). "Investigating mitochondrial dysfunction to increase drug safety in the
pharmaceutical industry." Curr Drug Targets 12(6): 774-782.

Nadanaciva, S. and Y. Will (2011). "New insights in drug-induced mitochondrial toxicity." Curr Pharm Des 17(20):
2100-2112.

Nadanaciva, S., J. H. Willis, M. L. Barker, D. Gharaibeh, R. A. Capaldi, M. F. Marusich and Y. Will (2009). "Lateral-flow
immunoassay for detecting drug-induced inhibition of mitochondrial DNA replication and mtDNA-encoded protein
synthesis." J Immunol Methods 343(1): 1-12.

Nagai, J. and M. Takano (2004). "Molecular aspects of renal handling of aminoglycosides and strategies for
preventing the nephrotoxicity." Drug Metab Pharmacokinet 19(3): 159-170.

Nakajima, I., T. Yamaguchi, K. Ozutsumi and H. Aso (1998). "Adipose tissue extracellular matrix: newly organized by
adipocytes during differentiation." Differentiation 63(4): 193-200.

Nesci, S., V. Ventrella, F. Trombetti, M. Pirini and A. Pagliarani (2011). "Tributyltin (TBT) and mitochondrial
respiration in mussel digestive gland." Toxicol In Vitro 25(4): 951-959.

Newton, B. W., S. M. Cologna, C. Moya, D. H. Russell, W. K. Russell and A. Jayaraman (2011). "Proteomic analysis of
3T3-L1 adipocyte mitochondria during differentiation and enlargement." ) Proteome Res 10(10): 4692-4702.

Nishikimi, A., Y. Kira, E. Kasahara, E. F. Sato, T. Kanno, K. Utsumi and M. Inoue (2001). "Tributyltin interacts with
mitochondria and induces cytochrome c release." Biochem J 356(Pt 2): 621-626.

Novikoff, A. B., P. M. Novikoff, O. M. Rosen and C. S. Rubin (1980). "Organelle relationships in cultured 3T3-L1
preadipocytes." J Cell Biol 87(1): 180-196.

Nunes, J. B., J. Peixoto, P. Soares, V. Maximo, S. Carvalho, S. S. Pinho, A. F. Vieira, J. Paredes, A. C. Rego, I. L. Ferreira,
M. Gomez-Lazaro, M. Sobrinho-Simoes, K. K. Singh and J. Lima (2015). "OXPHOS dysfunction regulates integrin-
betal modifications and enhances cell motility and migration." Hum Mol Genet 24(7): 1977-1990.

O'Brien, T. W. (1971). "The general occurrence of 55 S ribosomes in mammalian liver mitochondria." J Biol Chem
246(10): 3409-3417.

O'Brien, T. W. (2003). "Properties of human mitochondrial ribosomes." [UBMB Life 55(9): 505-513.

O'Rourke, E. J., A. A. Soukas, C. E. Carr and G. Ruvkun (2009). "C. elegans major fats are stored in vesicles distinct
from lysosome-related organelles." Cell Metab 10(5): 430-435.

Ojala, D., J. Montoya and G. Attardi (1981). "tRNA punctuation model of RNA processing in human mitochondria."
Nature 290(5806): 470-474.

Ong, W. K. and S. Sugii (2013). "Adipose-derived stem cells: fatty potentials for therapy." Int J Biochem Cell Biol
45(6): 1083-1086.

192



Bibliografia

Oral, E. A., V. Simha, E. Ruiz, A. Andewelt, A. Premkumar, P. Snell, A. J. Wagner, A. M. DePaoli, M. L. Reitman, S. I.
Taylor, P. Gorden and A. Garg (2002). "Leptin-replacement therapy for lipodystrophy." N Engl J Med 346(8): 570-
578.

Pace, C. S., A. M. Martin, E. L. Hammond, C. D. Mamotte, D. A. Nolan and S. A. Mallal (2003). "Mitochondrial
proliferation, DNA depletion and adipocyte differentiation in subcutaneous adipose tissue of HIV-positive HAART
recipients." Antivir Ther 8(4): 323-331.

Pacheu-Grau, D., A. Gomez-Duran, E. lIglesias, E. Lopez-Gallardo, J. Montoya and E. Ruiz-Pesini (2013).
"Mitochondrial antibiograms in personalized medicine." Hum Mol Genet 22(6): 1132-1139.

Pacheu-Grau, D., A. Gomez-Duran, E. Lopez-Gallardo, T. Pinos, A. L. Andreu, M. J. Lopez-Perez, J. Montoya and E.
Ruiz-Pesini (2011). "'Progress' renders detrimental an ancient mitochondrial DNA genetic variant." Hum Mol Genet
20(21): 4224-4231.

Pacheu-Grau, D., A. Gomez-Duran, M. J. Lopez-Perez, J. Montoya and E. Ruiz-Pesini (2010). "Mitochondrial
pharmacogenomics: barcode for antibiotic therapy." Drug Discov Today 15(1-2): 33-39.

Paez, P. L., M. C. Becerra and I. Albesa (2008). "Chloramphenicol-induced oxidative stress in human neutrophils."
Basic Clin Pharmacol Toxicol 103(4): 349-353.

Palade, G. E. (1952). "The fine structure of mitochondria." Anat Rec 114(3): 427-451.

Pape, T., W. Wintermeyer and M. V. Rodnina (2000). "Conformational switch in the decoding region of 16S rRNA
during aminoacyl-tRNA selection on the ribosome." Nat Struct Biol 7(2): 104-107.

Pendse, A. A., J. M. Arbones-Mainar, L. A. Johnson, M. K. Altenburg and N. Maeda (2009). "Apolipoprotein E knock-
out and knock-in mice: atherosclerosis, metabolic syndrome, and beyond." J Lipid Res 50 Suppl: S178-182.

Penefsky, H. S. (1985). "Mechanism of inhibition of mitochondrial adenosine triphosphatase by
dicyclohexylcarbodiimide and oligomycin: relationship to ATP synthesis." Proc Natl Acad Sci U S A 82(6): 1589-1593.

Perez, L. M., S. Suarez, A. Bernal, B. de Lucas, N. San Martin and B. G. Galvez (2016). "Obesity-driven alterations in
adipose-derived stem cells are partially restored by weight loss." Obesity (Silver Spring).

Piraino, F. and C. Abel (1964). "Plaque Assay for Psittacosis Virus in Monolayers of Chick Embryo Fibroblasts." J
Bacteriol 87: 1503-1511.

Planat-Benard, V., C. Menard, M. Andre, M. Puceat, A. Perez, J. M. Garcia-Verdugo, L. Penicaud and L. Casteilla
(2004). "Spontaneous cardiomyocyte differentiation from adipose tissue stroma cells." Circ Res 94(2): 223-229.

Poulos, S. P., M. V. Dodson and G. J. Hausman (2010). "Cell line models for differentiation: preadipocytes and
adipocytes." Exp Biol Med (Maywood) 235(10): 1185-1193.

Prezant, T. R., J. V. Agapian, M. C. Bohlman, X. Bu, S. Oztas, W. Q. Qiu, K. S. Arnos, G. A. Cortopassi, L. Jaber, J. I.
Rotter and et al. (1993). "Mitochondrial ribosomal RNA mutation associated with both antibiotic-induced and non-
syndromic deafness." Nat Genet 4(3): 289-294.

Ran, F. A., P. D. Hsu, J. Wright, V. Agarwala, D. A. Scott and F. Zhang (2013). "Genome engineering using the CRISPR-
Cas9 system." Nat Protoc 8(11): 2281-2308.

Reitzer, L. J., B. M. Wice and D. Kennell (1979). "Evidence that glutamine, not sugar, is the major energy source for
cultured Hela cells." J Biol Chem 254(8): 2669-2676.

Renes, J., A. Rosenow, N. Roumans, J. P. Noben and E. C. Mariman (2014). "Calorie restriction-induced changes in
the secretome of human adipocytes, comparison with resveratrol-induced secretome effects." Biochim Biophys
Acta 1844(9): 1511-1522.

Rieske, J. S., S. H. Lipton, H. Baum and H. I. Silman (1967). "Factors affecting the binding of antimycin A to complex 3
of the mitochondrial respiratory chain." ) Biol Chem 242(21): 4888-4896.

193



Bibliografia

Robberson, D. L., H. Kasamatsu and J. Vinograd (1972). "Replication of mitochondrial DNA. Circular replicative
intermediates in mouse L cells." Proc Natl Acad Sci U S A 69(3): 737-741.

Rodriguez-Novoa, S., P. Barreiro, I. Jimenez-Nacher and V. Soriano (2006). "Overview of the pharmacogenetics of
HIV therapy." Pharmacogenomics J 6(4): 234-245.

Romao, J. M., W. Jin, M. V. Dodson, G. J. Hausman, S. S. Moore and L. L. Guan (2011). "MicroRNA regulation in
mammalian adipogenesis." Exp Biol Med (Maywood) 236(9): 997-1004.

Rong, J. X., J. L. Klein, Y. Qiu, M. Xie, J. H. Johnson, K. M. Waters, V. Zhang, J. A. Kashatus, K. S. Remlinger, N. Bing, R.
M. Crosby, T. K. Jackson, S. M. Witherspoon, J. T. Moore, T. E. Ryan, S. D. Neill and J. C. Strum (2011). "Rosiglitazone
Induces Mitochondrial Biogenesis in Differentiated Murine 3T3-L1 and C3H/10T1/2 Adipocytes." PPAR Res 2011:
179454.

Rosen, E. D. and B. M. Spiegelman (2006). "Adipocytes as regulators of energy balance and glucose homeostasis."
Nature 444(7121): 847-853.

Rosen, E. D., C. J. Walkey, P. Puigserver and B. M. Spiegelman (2000). "Transcriptional regulation of adipogenesis."
Genes Dev 14(11): 1293-1307.

Rosenow, A., J. P. Noben, F. G. Bouwman, E. C. Mariman and J. Renes (2013). "Hypoxia-mimetic effects in the
secretome of human preadipocytes and adipocytes." Biochim Biophys Acta 1834(12): 2761-2771.

Rosenow, A., J. P. Noben, J. Jocken, S. Kallendrusch, P. Fischer-Posovszky, E. C. Mariman and J. Renes (2012).
"Resveratrol-induced changes of the human adipocyte secretion profile." ) Proteome Res 11(9): 4733-4743.

Rosland, G. V., A. Svendsen, A. Torsvik, E. Sobala, E. McCormack, H. Immervoll, J. Mysliwietz, J. C. Tonn, R.
Goldbrunner, P. E. Lonning, R. Bjerkvig and C. Schichor (2009). "Long-term cultures of bone marrow-derived human
mesenchymal stem cells frequently undergo spontaneous malignant transformation." Cancer Res 69(13): 5331-
5339.

Rotig, A. (2011). "Human diseases with impaired mitochondrial protein synthesis." Biochim Biophys Acta 1807(9):
1198-1205.

Rottenberg, H. and S. Wu (1998). "Quantitative assay by flow cytometry of the mitochondrial membrane potential
in intact cells." Biochim Biophys Acta 1404(3): 393-404.

Rudin, A., A. Healey, C. A. Phillips, D. W. Gump and B. R. Forsyth (1970). "Antibacterial activity of gentamicin sulfate
in tissue culture." Appl Microbiol 20(6): 989-990.

Rue, N., J. Vissing and H. Galbo (2014). "Insulin resistance and increased muscle cytokine levels in patients with
mitochondrial myopathy." J Clin Endocrinol Metab 99(10): 3757-3765.

Ruiz-Pesini, E., A. C. Lapena, C. Diez-Sanchez, A. Perez-Martos, J. Montoya, E. Alvarez, M. Diaz, A. Urries, L. Montoro,
M. J. Lopez-Perez and J. A. Enriquez (2000). "Human mtDNA haplogroups associated with high or reduced
spermatozoa motility." Am J Hum Genet 67(3): 682-696.

Ryu, M. J., S. J. Kim, M. J. Choi, Y. K. Kim, M. H. Lee, S. E. Lee, H. K. Chung, S. B. Jung, H. J. Kim, K. S. Kim, Y. S. Jo, G. R.
Kweon, C. H. Lee and M. Shong (2013). "Mitochondrial oxidative phosphorylation reserve is required for hormone-
and PPARgamma agonist-induced adipogenesis." Mol Cells 35(2): 134-141.

Sagan, L. (1967). "On the origin of mitosing cells." ) Theor Biol 14(3): 255-274.

Scarpulla, R. C. (1997). "Nuclear control of respiratory chain expression in mammalian cells." J Bioenerg Biomembr
29(2): 109-119.

Scarpulla, R. C. (2011). "Metabolic control of mitochondrial biogenesis through the PGC-1 family regulatory
network." Biochim Biophys Acta 1813(7): 1269-1278.

Schaad, U. B., K. Guenin, C. Steffen and N. Herschkowtiz (1988). "Effects of antimicrobial agents used for therapy of
CNS infections on dissociated brain cell cultures." Pediatr Res 24(3): 367-372.

194



Bibliografia

Schagger, H. and G. von Jagow (1991). "Blue native electrophoresis for isolation of membrane protein complexes in
enzymatically active form." Anal Biochem 199(2): 223-231.

Schipani, E. and H. M. Kronenberg (2008). "Adult mesenchymal stem cells."

Schlottmann, 1., M. Ehrhart-Bornstein, M. Wabitsch, S. R. Bornstein and V. Lamounier-Zepter (2014). "Calcium-
dependent release of adipocyte fatty acid binding protein from human adipocytes." Int J Obes (Lond) 38(9): 1221-
1227.

Schlunzen, F., R. Zarivach, J. Harms, A. Bashan, A. Tocilj, R. Albrecht, A. Yonath and F. Franceschi (2001). "Structural
basis for the interaction of antibiotics with the peptidyl transferase centre in eubacteria." Nature 413(6858): 814-
821.

Schmitt, F., E. J. Oakeley and J. P. Jost (1997). "Antibiotics induce genome-wide hypermethylation in cultured
Nicotiana tabacum plants." J Biol Chem 272(3): 1534-1540.

Schwartz, M. W., D. G. Baskin, T. R. Bukowski, J. L. Kuijper, D. Foster, G. Lasser, D. E. Prunkard, D. Porte, Jr., S. C.
Woods, R. J. Seeley and D. S. Weigle (1996). "Specificity of leptin action on elevated blood glucose levels and
hypothalamic neuropeptide Y gene expression in ob/ob mice." Diabetes 45(4): 531-535.

Schwarze, P. E. and P. O. Seglen (1981). "Effects of antibiotics on protein synthesis and degradation in primary
cultures of rat hepatocytes." In Vitro 17(1): 71-76.

Seripa, D., G. D'Onofrio, F. Panza, L. Cascavilla, C. Masullo and A. Pilotto (2011). "The genetics of the human APOE
polymorphism." Rejuvenation Res 14(5): 491-500.

Shen, W. J,, Y. Liang, R. Hong, S. Patel, V. Natu, K. Sridhar, A. Jenkins, D. A. Bernlohr and F. B. Kraemer (2001).
"Characterization of the functional interaction of adipocyte lipid-binding protein with hormone-sensitive lipase." J
Biol Chem 276(52): 49443-49448.

Shepherd, P. R., L. Gnudi, E. Tozzo, H. Yang, F. Leach and B. B. Kahn (1993). "Adipose cell hyperplasia and enhanced
glucose disposal in transgenic mice overexpressing GLUT4 selectively in adipose tissue." J Biol Chem 268(30): 22243-
22246.

Sheshadri, P. and A. Kumar (2016). "Managing Odds in Stem Cells: Insights into the Role of Mitochondrial
Antioxidant Enzyme MnSOD." Free Radic Res: 1-46.

Shi, X., A. Burkart, S. M. Nicoloro, M. P. Czech, J. Straubhaar and S. Corvera (2008). "Paradoxical effect of
mitochondrial respiratory chain impairment on insulin signaling and glucose transport in adipose cells." J Biol Chem
283(45): 30658-30667.

Skalnikova, H. (2013). "Proteomic techniques for characterisation of mesenchymal stem cell secretome." Biochimie
95(12): 2196 - 2211.

Skuta, G., G. M. Fischer, T. Janaky, Z. Kele, P. Szabo, J. Tozser and B. Sumegi (1999). "Molecular mechanism of the
short-term cardiotoxicity caused by 2',3'-dideoxycytidine (ddC): modulation of reactive oxygen species levels and
ADP-ribosylation reactions." Biochem Pharmacol 58(12): 1915-1925.

Smeitink, J. A., M. Zeviani, D. M. Turnbull and H. T. Jacobs (2006). "Mitochondrial medicine: a metabolic perspective
on the pathology of oxidative phosphorylation disorders." Cell Metab 3(1): 9-13.

Smet, J., S. Seneca, B. De Paepe, A. Meulemans, H. Verhelst, J. Leroy, L. De Meirleir, W. Lissens and R. Van Coster
(2009). "Subcomplexes of mitochondrial complex V reveal mutations in mitochondrial DNA." Electrophoresis 30(20):
3565-3572.

Smith, B. S. (1981). "Tributyltin compounds induce male characteristics on female mud snails Nassarius obsoletus =
Ilyanassa obsoleta." J Appl Toxicol 1(3): 141-144.

Spalding, K. L., E. Arner, P. O. Westermark, S. Bernard, B. A. Buchholz, O. Bergmann, L. Blomqvist, J. Hoffstedt, E.

Naslund, T. Britton, H. Concha, M. Hassan, M. Ryden, J. Frisen and P. Arner (2008). "Dynamics of fat cell turnover in
humans." Nature 453(7196): 783-787.

195



Bibliografia

Spiegelman, B. M. and C. A. Ginty (1983). "Fibronectin modulation of cell shape and lipogenic gene expression in
3T3-adipocytes." Cell 35(3 Pt 2): 657-666.

Spitkovsky, D., P. Sasse, E. Kolossov, C. Bottinger, B. K. Fleischmann, J. Hescheler and R. J. Wiesner (2004). "Activity
of complex Il of the mitochondrial electron transport chain is essential for early heart muscle cell differentiation."
FASEB J 18(11): 1300-1302.

Stankov, M. V., T. Lucke, A. M. Das, R. E. Schmidt and G. M. Behrens (2010). "Mitochondrial DNA depletion and
respiratory chain activity in primary human subcutaneous adipocytes treated with nucleoside analogue reverse
transcriptase inhibitors." Antimicrob Agents Chemother 54(1): 280-287.

Stankov, M. V., D. Panayotova-Dimitrova, M. Leverkus, R. E. Schmidt and G. M. Behrens (2013). "Thymidine
analogues suppress autophagy and adipogenesis in cultured adipocytes." Antimicrob Agents Chemother 57(1): 543-
551.

Stankov, M. V., R. E. Schmidt, G. M. Behrens and H. A. German Competence Network (2008). "Zidovudine impairs
adipogenic differentiation through inhibition of clonal expansion." Antimicrob Agents Chemother 52(8): 2882-2889.

Stumpf, J. D., R. P. Saneto and W. C. Copeland (2013). "Clinical and molecular features of POLG-related
mitochondrial disease." Cold Spring Harb Perspect Biol 5(4): a011395.

Sun, K., C. M. Kusminski and P. E. Scherer (2011). "Adipose tissue remodeling and obesity." J Clin Invest 121(6):
2094-2101.

Sun, R. and L. Wang (2014). "Thymidine kinase 2 enzyme kinetics elucidate the mechanism of thymidine-induced
mitochondrial DNA depletion." Biochemistry 53(39): 6142-6150.

Sundelacruz, S., M. Levin and D. L. Kaplan (2008). "Membrane potential controls adipogenic and osteogenic
differentiation of mesenchymal stem cells." PLoS One 3(11): e3737.

Sussman, H. E., O. A. Olivero, Q. Meng, S. M. Pietras, M. C. Poirier, J. P. O'Neill, B. A. Finette, M. J. Bauer and V. E.
Walker (1999). "Genotoxicity of 3'-azido-3'-deoxythymidine in the human lymphoblastoid cell line, TK6:
relationships between DNA incorporation, mutant frequency, and spectrum of deletion mutations in HPRT." Mutat
Res 429(2): 249-259.

Sutovsky, P., R. D. Moreno, J. Ramalho-Santos, T. Dominko, C. Simerly and G. Schatten (1999). "Ubiquitin tag for
sperm mitochondria." Nature 402(6760): 371-372.

Suzuki, Y., K. Nishimaki, M. Taniyama, T. Muramatsu, Y. Atsumi, K. Matsuoka and S. Ohta (2004). "Lipoma and
opthalmoplegia in mitochondrial diabetes associated with small heteroplasmy level of 3243 tRNA(Leu(UUR))
mutation." Diabetes Res Clin Pract 63(3): 225-229.

Suzuki, Y., K. Tsukuda, M. Taniyama, Y. Atsumi, K. Matsuoka and Y. Oka (2002). "Lipoma and sensory neuropathy in
mitochondrial diabetes associated with tRNA mutation at position 3271." Diabetes Care 25(2): 407-408.

Tabb, M. M. and B. Blumberg (2006). "New modes of action for endocrine-disrupting chemicals." Mol Endocrinol
20(3): 475-482.

Takahashi, K., K. Tanabe, M. Ohnuki, M. Narita, T. Ichisaka, K. Tomoda and S. Yamanaka (2007). "Induction of
pluripotent stem cells from adult human fibroblasts by defined factors." Cell 131(5): 861-872.

Tang, Q. Q. and M. D. Lane (2012). "Adipogenesis: from stem cell to adipocyte." Annu Rev Biochem 81: 715-736.
Tatuch, Y., J. Christodoulou, A. Feigenbaum, J. T. Clarke, J. Wherret, C. Smith, N. Rudd, R. Petrova-Benedict and B. H.
Robinson (1992). "Heteroplasmic mtDNA mutation (T----G) at 8993 can cause Leigh disease when the percentage of

abnormal mtDNA is high." Am J Hum Genet 50(4): 852-858.

Thayer, K. A., J. J. Heindel, J. R. Bucher and M. A. Gallo (2012). "Role of environmental chemicals in diabetes and
obesity: a National Toxicology Program workshop review." Environ Health Perspect 120(6): 779-789.

Thompson Legault, J. S., L.; Tardif, J.; Sharma, R.; Tremblay-Vaillancourt, V.; Aubut, C.; Boucher, G.; Clish, C.B.; Cyr,
D.; Daneault, C.; Waters, P.J.; LSFC Consortium; Vachon, L.; Morin, C.; Laprise, C.; Rioux, J.D.; Mootha, V.K.; Des

196



Bibliografia

Rosiers, C. (2015). "A Metabolic Signature of Mitochondrial Dysfunction Revealed through a Monogenic Form of
Leigh Syndrome." Cell Rep. 13(5): 981-989.

Timper, K., D. Seboek, M. Eberhardt, P. Linscheid, M. Christ-Crain, U. Keller, B. Muller and H. Zulewski (2006).
"Human adipose tissue-derived mesenchymal stem cells differentiate into insulin, somatostatin, and glucagon
expressing cells." Biochem Biophys Res Commun 341(4): 1135-1140.

Tok, J. B. and L. Bi (2003). "Aminoglycoside and its derivatives as ligands to target the ribosome." Curr Top Med
Chem 3(9): 1001-1019.

Tormos, K. V., E. Anso, R. B. Hamanaka, J. Eisenbart, J. Joseph, B. Kalyanaraman and N. S. Chandel (2011).
"Mitochondrial complex Ill ROS regulate adipocyte differentiation." Cell Metab 14(4): 537-544.

Trayhurn, P. (2005). "Endocrine and signalling role of adipose tissue: new perspectives on fat." Acta Physiol Scand
184(4): 285-293.

Trifunovic, A., A. Wredenberg, M. Falkenberg, J. N. Spelbrink, A. T. Rovio, C. E. Bruder, Y. M. Bohlooly, S. Gidlof, A.
Oldfors, R. Wibom, J. Tornell, H. T. Jacobs and N. G. Larsson (2004). "Premature ageing in mice expressing defective
mitochondrial DNA polymerase." Nature 429(6990): 417-423.

Ueno, S., T. Kashimoto, N. Susa, Y. Shiota, M. Okuda, K. Mutoh, F. Hoshi, K. Watanabe, S. Tsuda, S. Kawazoe, T.
Suzuki and M. Sugiyama (2003). "Effects of butyltin compounds on mitochondrial respiration and its relation to
hepatotoxicity in mice and Guinea pigs." Toxicol Sci 75(1): 201-207.

Van Blerkom, J. (2009). "Mitochondria in early mammalian development." Semin Cell Dev Biol 20(3): 354-364.

van Oven, M. and M. Kayser (2009). "Updated comprehensive phylogenetic tree of global human mitochondrial
DNA variation." Hum Mutat 30(2): E386-394.

Vandenberg, L. N., T. Colborn, T. B. Hayes, J. J. Heindel, D. R. Jacobs, Jr., D. H. Lee, T. Shioda, A. M. Soto, F. S. vom
Saal, W. V. Welshons, R. T. Zoeller and J. P. Myers (2012). "Hormones and endocrine-disrupting chemicals: low-dose
effects and nonmonotonic dose responses." Endocr Rev 33(3): 378-455.

Vankoningsloo, S., A. De Pauw, A. Houbion, S. Tejerina, C. Demazy, F. de Longueville, V. Bertholet, P. Renard, J.
Remacle, P. Holvoet, M. Raes and T. Arnould (2006). "CREB activation induced by mitochondrial dysfunction triggers
triglyceride accumulation in 3T3-L1 preadipocytes." J Cell Sci 119(Pt 7): 1266-1282.

Vankoningsloo, S., M. Piens, C. Lecocq, A. Gilson, A. De Pauw, P. Renard, C. Demazy, A. Houbion, M. Raes and T.
Arnould (2005). "Mitochondrial dysfunction induces triglyceride accumulation in 3T3-L1 cells: role of fatty acid beta-
oxidation and glucose." J Lipid Res 46(6): 1133-1149.

Vantyghem, M. C., A. S. Balavoine, C. Douillard, F. Defrance, L. Dieudonne, F. Mouton, C. Lemaire, N. Bertrand-
Escouflaire, M. F. Bourdelle-Hego, F. Devemy, A. Evrard, D. Gheerbrand, C. Girardot, S. Gumuche, C. Hober, H.
Topolinski, B. Lamblin, B. Mycinski, A. Ryndak, W. Karrouz, E. Duvivier, E. Merlen, C. Cortet, J. Weill, D. Lacroix and J.
L. Wemeau (2012). "How to diagnose a lipodystrophy syndrome." Ann Endocrinol (Paris) 73(3): 170-189.

Vayssiere, J. L., L. Cordeau-Lossouarn, J. C. Larcher, M. Basseville, F. Gros and B. Croizat (1992). "Participation of the
mitochondrial genome in the differentiation of neuroblastoma cells." In Vitro Cell Dev Biol 28A(11-12): 763-772.

Vergani, L., A. R. Prescott and I. J. Holt (2000). "Rhabdomyosarcoma rho(0) cells: isolation and characterization of a
mitochondrial DNA depleted cell line with 'muscle-like' properties." Neuromuscul Disord 10(6): 454-459.

Vernochet, C., F. Damilano, A. Mourier, O. Bezy, M. A. Mori, G. Smyth, A. Rosenzweig, N. G. Larsson and C. R. Kahn
(2014). "Adipose tissue mitochondrial dysfunction triggers a lipodystrophic syndrome with insulin resistance,
hepatosteatosis, and cardiovascular complications." FASEB J 28(10): 4408-4419.

Vila, M. R,, J. Gamez, A. Solano, A. Playan, S. Schwartz, F. M. Santorelli, C. Cervera, C. Casali, J. Montoya and F.
Villarroya (2000). "Uncoupling protein-1 mRNA expression in lipomas from patients bearing pathogenic
mitochondrial DNA mutations." Biochem Biophys Res Commun 278(3): 800-802.

197



Bibliografia

Villarroya, F., P. Domingo and M. Giralt (2005). "Lipodystrophy associated with highly active anti-retroviral therapy
for HIV infection: the adipocyte as a target of anti-retroviral-induced mitochondrial toxicity." Trends Pharmacol Sci
26(2): 88-93.

Villarroya, J., B. Dorado, M. R. Vila, E. Garcia-Arumi, P. Domingo, M. Giralt, M. Hirano and F. Villarroya (2011).
"Thymidine kinase 2 deficiency-induced mitochondrial DNA depletion causes abnormal development of adipose
tissues and adipokine levels in mice." PLoS One 6(12): e29691.

Villarroya, J., M. Giralt and F. Villarroya (2009). "Mitochondrial DNA: an up-and-coming actor in white adipose tissue
pathophysiology." Obesity (Silver Spring) 17(10): 1814-1820.

von Ballmoos, C., J. Brunner and P. Dimroth (2004). "The ion channel of F-ATP synthase is the target of toxic
organotin compounds." Proc Natl Acad Sci U S A 101(31): 11239-11244.

von Heimburg, D., K. Hemmrich, S. Zachariah, H. Staiger and N. Pallua (2005). "Oxygen consumption in
undifferentiated versus differentiated adipogenic mesenchymal precursor cells." Respir Physiol Neurobiol 146(2-3):
107-116.

Wabitsch, M., S. Bruderlein, I. Melzner, M. Braun, G. Mechtersheimer and P. Moller (2000). "LiSa-2, a novel human
liposarcoma cell line with a high capacity for terminal adipose differentiation." Int J Cancer 88(6): 889-894.

Wagner, W., A. D. Ho and M. Zenke (2010). "Different facets of aging in human mesenchymal stem cells." Tissue Eng
Part B Rev 16(4): 445-453.

Walker, P. D., Y. Barri and S. V. Shah (1999). "Oxidant mechanisms in gentamicin nephrotoxicity." Ren Fail 21(3-4):
433-442.

Walker, U. A., M. Auclair, D. Lebrecht, M. Kornprobst, J. Capeau and M. Caron (2006). "Uridine abrogates the
adverse effects of antiretroviral pyrimidine analogues on adipose cell functions." Antivir Ther 11(1): 25-34.

Wallace, D. C., W. Fan and V. Procaccio (2010). "Mitochondrial energetics and therapeutics." Annu Rev Pathol 5:
297-348.

Wallace, D. C., E. Ruiz-Pesini and D. Mishmar (2003). "mtDNA variation, climatic adaptation, degenerative diseases,
and longevity." Cold Spring Harb Symp Quant Biol 68: 479-486.

Wallace, K. B. (2008). "Mitochondrial off targets of drug therapy." Trends Pharmacol Sci 29(7): 361-366.

Wang, D. W., B. Fermor, J. M. Gimble, H. A. Awad and F. Guilak (2005). "Influence of oxygen on the proliferation and
metabolism of adipose derived adult stem cells." J Cell Physiol 204(1): 184-191.

Wang, P., E. Mariman, J. Renes and J. Keijer (2008). "The secretory function of adipocytes in the physiology of white
adipose tissue." ) Cell Physiol 216(1): 3-13.

Wang, W., Y. Zhang, W. Lu and K. Liu (2015). "Mitochondrial reactive oxygen species regulate adipocyte
differentiation of mesenchymal stem cells in hematopoietic stress induced by arabinosylcytosine." PLoS One 10(3):
e0120629.

Weber, K., D. Ridderskamp, M. Alfert, S. Hoyer and R. J. Wiesner (2002). "Cultivation in glucose-deprived medium
stimulates mitochondrial biogenesis and oxidative metabolism in HepG2 hepatoma cells." Biol Chem 383(2): 283-
290.

Weiner, F. R., A. Shah, P. J. Smith, C. S. Rubin and M. A. Zern (1989). "Regulation of collagen gene expression in 3T3-
L1 cells. Effects of adipocyte differentiation and tumor necrosis factor alpha." Biochemistry 28(9): 4094-4099.

Whalen, M. M., B. G. Loganathan and K. Kannan (1999). "Immunotoxicity of environmentally relevant
concentrations of butyltins on human natural killer cells in vitro." Environ Res 81(2): 108-116.

Wilson-Fritch, L., A. Burkart, G. Bell, K. Mendelson, J. Leszyk, S. Nicoloro, M. Czech and S. Corvera (2003).

"Mitochondrial biogenesis and remodeling during adipogenesis and in response to the insulin sensitizer
rosiglitazone." Mol Cell Biol 23(3): 1085-1094.

198



Bibliografia

Wilson, D. N. (2009). "The A-Z of bacterial translation inhibitors." Crit Rev Biochem Mol Biol 44(6): 393-433.

Wilson, D. N., F. Schluenzen, J. M. Harms, A. L. Starosta, S. R. Connell and P. Fucini (2008). "The oxazolidinone
antibiotics perturb the ribosomal peptidyl-transferase center and effect tRNA positioning." Proc Natl Acad Sci U S A
105(36): 13339-13344.

Winer, J. P., P. A. Janmey, M. E. McCormick and M. Funaki (2009). "Bone marrow-derived human mesenchymal
stem cells become quiescent on soft substrates but remain responsive to chemical or mechanical stimuli." Tissue
Eng Part A 15(1): 147-154.

Wou, J., P. Bostrom, L. M. Sparks, L. Ye, J. H. Choi, A. H. Giang, M. Khandekar, K. A. Virtanen, P. Nuutila, G. Schaart, K.
Huang, H. Tu, W. D. van Marken Lichtenbelt, J. Hoeks, S. Enerback, P. Schrauwen and B. M. Spiegelman (2012).
"Beige adipocytes are a distinct type of thermogenic fat cell in mouse and human." Cell 150(2): 366-376.

Wu, Y., R. C. Zhao and E. E. Tredget (2010). "Concise review: bone marrow-derived stem/progenitor cells in
cutaneous repair and regeneration." Stem Cells 28(5): 905-915.

Wou, Z., P. Puigserver, U. Andersson, C. Zhang, G. Adelmant, V. Mootha, A. Troy, S. Cinti, B. Lowell, R. C. Scarpulla and
B. M. Spiegelman (1999). "Mechanisms controlling mitochondrial biogenesis and respiration through the
thermogenic coactivator PGC-1." Cell 98(1): 115-124.

Wu, Z., E. D. Rosen, R. Brun, S. Hauser, G. Adelmant, A. E. Troy, C. McKeon, G. J. Darlington and B. M. Spiegelman
(1999). "Cross-regulation of C/EBP alpha and PPAR gamma controls the transcriptional pathway of adipogenesis and
insulin sensitivity." Mol Cell 3(2): 151-158.

Wurtman, R. J., M. Cansev, T. Sakamoto and I. H. Ulus (2009). "Use of phosphatide precursors to promote
synaptogenesis." Annu Rev Nutr 29: 59-87.

Xia, W., Y. Wan, Y. Y. Li, H. Zeng, Z. Lv, G. Li, Z. Wei and S. Q. Xu (2011). "PFOS prenatal exposure induce
mitochondrial injury and gene expression change in hearts of weaned SD rats." Toxicology 282(1-2): 23-29.

Xie, L., C. P. O'Reilly, S. K. Chapes and S. Mora (2008). "Adiponectin and leptin are secreted through distinct
trafficking pathways in adipocytes." Biochim Biophys Acta 1782(2): 99-108.

Xiong, Z. M., C. LaDana, D. Wu and K. Cao (2013). "An inhibitory role of progerin in the gene induction network of
adipocyte differentiation from iPS cells." Aging (Albany NY) 5(4): 288-303.

Yamada, S., Y. Kotake, Y. Demizu, M. Kurihara, Y. Sekino and Y. Kanda (2014). "NAD-dependent isocitrate
dehydrogenase as a novel target of tributyltin in human embryonic carcinoma cells." Sci Rep 4: 5952.

Yamanaka, H., H. Gatanaga, P. Kosalaraksa, S. Matsuoka-Aizawa, T. Takahashi, S. Kimura and S. Oka (2007). "Novel
mutation of human DNA polymerase gamma associated with mitochondrial toxicity induced by anti-HIV treatment."
J Infect Dis 195(10): 1419-1425.

Yanik, S. C., A. H. Baker, K. K. Mann and J. J. Schlezinger (2011). "Organotins are potent activators of PPARgamma
and adipocyte differentiation in bone marrow multipotent mesenchymal stromal cells." Toxicol Sci 122(2): 476-488.

Yarham, J. W., E. L. Blakely, C. L. Alston, M. E. Roberts, J. Ealing, P. Pal, D. M. Turnbull, R. McFarland and R. W. Taylor
(2013). "The m.3291T>C mt-tRNA(Leu(UUR)) mutation is definitely pathogenic and causes multisystem
mitochondrial disease." J Neurol Sci 325(1-2): 165-169.

Yu, M., S. K. Selvaraj, M. M. Liang-Chu, S. Aghajani, M. Busse, J. Yuan, G. Lee, F. Peale, C. Klijn, R. Bourgon, J. S.
Kaminker and R. M. Neve (2015). "A resource for cell line authentication, annotation and quality control." Nature

520(7547): 307-311.

Yun, Z., H. L. Maecker, R. S. Johnson and A. J. Giaccia (2002). "Inhibition of PPAR gamma 2 gene expression by the
HIF-1-regulated gene DEC1/Stral3: a mechanism for regulation of adipogenesis by hypoxia." Dev Cell 2(3): 331-341.

Zaera, M. G., O. Miro, E. Pedrol, A. Soler, M. Picon, F. Cardellach, J. Casademont and V. Nunes (2001).
"Mitochondrial involvement in antiretroviral therapy-related lipodystrophy." AIDS 15(13): 1643-1651.

199



Bibliografia

Zechner, R., R. Moser, T. C. Newman, S. K. Fried and J. L. Breslow (1991). "Apolipoprotein E gene expression in
mouse 3T3-L1 adipocytes and human adipose tissue and its regulation by differentiation and lipid content." J Biol
Chem 266(16): 10583-10588.

Zhang, S. O., R. Trimble, F. Guo and H. Y. Mak (2010). "Lipid droplets as ubiquitous fat storage organelles in C.
elegans." BMC Cell Biol 11: 96.

Zhang, Y., G. Marsboom, P. T. Toth and J. Rehman (2013). "Mitochondrial respiration regulates adipogenic
differentiation of human mesenchymal stem cells." PLoS One 8(10): e77077.

Zhao, H., R. Li, Q. Wang, Q. Yan, J. H. Deng, D. Han, Y. Bai, W. Y. Young and M. X. Guan (2004). "Maternally inherited
aminoglycoside-induced and nonsyndromic deafness is associated with the novel C1494T mutation in the
mitochondrial 12S rRNA gene in a large Chinese family." Am J Hum Genet 74(1): 139-152.

Zhao, H., W. Y. Young, Q. Yan, R. Li, J. Cao, Q. Wang, X. Li, J. L. Peters, D. Han and M. X. Guan (2005). "Functional
characterization of the mitochondrial 12S rRNA C1494T mutation associated with aminoglycoside-induced and non-
syndromic hearing loss." Nucleic Acids Res 33(3): 1132-1139.

Zhong, J., S. A. Krawczyk, R. Chaerkady, H. Huang, R. Goel, J. S. Bader, G. W. Wong, B. E. Corkey and A. Pandey
(2010). "Temporal profiling of the secretome during adipogenesis in humans." J Proteome Res 9(10): 5228-5238.

Zhou, H., Y. Xiao, R. Li, S. Hong, S. Li, L. Wang, R. Zeng and K. Liao (2009). "Quantitative analysis of secretome from
adipocytes regulated by insulin." Acta Biochim Biophys Sin (Shanghai) 41(11): 910-921.

Zick, M., R. Rabl and A. S. Reichert (2009). "Cristae formation-linking ultrastructure and function of mitochondria."
Biochim Biophys Acta 1793(1): 5-19.

zur Nieden, N. |, G. Kempka and H. J. Ahr (2004). "Molecular multiple endpoint embryonic stem cell test--a possible
approach to test for the teratogenic potential of compounds." Toxicol Appl Pharmacol 194(3): 257-269.

Zvonic, S., M. Lefevre, G. Kilroy, Z. E. Floyd, J. P. DelLany, I. Kheterpal, A. Gravois, R. Dow, A. White, X. Wu and J. M.
Gimble (2007). "Secretome of primary cultures of human adipose-derived stem cells: modulation of serpins by
adipogenesis." Mol Cell Proteomics 6(1): 18-28.

Zych, J., M. A. Stimamiglio, A. C. Senegaglia, P. R. Brofman, B. Dallagiovanna, S. Goldenberg and A. Correa (2013).
"The epigenetic modifiers 5-aza-2'-deoxycytidine and trichostatin A influence adipocyte differentiation in human
mesenchymal stem cells." Braz J Med Biol Res 46(5): 405-416.

200



Viil. ANEXOS







Anexos

VIII. ANEXOS

Anexo |
N2 Acceso PROTEINA Gen |D/SD|PS|L F Referencias
Q15063 |Periostin POSTN 0,17 | Si |EX|CC, TS|a, d, h
P35527  [Keratin, type | cytoskeletal 9 KRT9 0,52 |[NO|C| MC |-
P35908 [Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal |KRT2 0,54 [NO| C| MC |-
P11047 |Lamininsubunit gamma-1 LAMC1 0,59 | Si |[EX| MC la,c,d, e, f h
Q08380 |Galectin-3-binding protein LGALS3BP|0,73 | ST [EX| | fa,c, d, h
P36955 |Pigment epithelium-derived factor SERPINF1 | 2,08 | Si |EX|CC, TS[a, ¢, d, e, f g h
P06396  |Gelsolin IGSN 2,23 | SI [EX| MC [, d, e, h
P08572  |Collagen alpha-2(1V) chain cOL4A2 | 2,57 | Si|EX| MC c,d, e h
P15090 [Fatty acid-binding protein, adipocyte FABP4 3,30 [NO| C|CC, TS e, f

Tabla A.1: Secrecidon diferencial de proteinas por las hASC sin diferenciar y diferenciadas a adipocitos en alguna
de las dos lineas analizadas. Se muestran en azul o en rojo las proteinas cuya secrecién disminuye (ratio D/SD < 0,7)
0 aumenta (ratio D/SD = 1,3) con la diferenciacion, respectivamente, mientras que el color negro representa valores
muy proximos a estos valores fijados como limite. EI N2 de acceso es el correspondiente a la base de datos
SwissProt. La presencia de péptido sefial (PS), la localizacion (L) y la funcion (F) de cada proteina se ha extraido de la
base de datos HPRD. Localizacidén) EX = extracelular, C = citoplasma. Funcién) CC = comunicacién celular, TS =
transduccién de sefial, T = transporte, | = respuesta inmune.

N2 Acceso PROTEINA Gen |D/SD|DL30/SDDL60/SD|PS|L| F Referencias
P10909 [Clusterin CcLU - 0,14 0,08 |NO|C I dh

Q15063 [Periostin POSTN 0,17 - - Si [EX|CC, TSR, d, h
P05121 [Plasminogen activator inhibitor 1 ERPINEL | - 0,18 0,22 Si |[EX| MP @, c,d e fg
1014498 |Immunoglobulin superfamily containing leucine-rich repeat protein |SLR - 0,36 0,31 |SI|M|CC, TS, g

P21810 [Biglycan BGN - - 0,36 |si|ex| mc d

P09871 |Complement Cls subcomponent C1S - 0,48 0,40 |SIEX| | R@,cde
P35527  [Keratin, type | cytoskeletal 9 KRTS 0,52 | 0,55 - NO|C| MC |-

P35908  [Keratin, type Il cytoskeletal 2 epidermal KRT2 0,54 - - NO|C| MC |-

Q92626 |Peroxidasin homolog PXDN - - 054 |[si|?|] A d

P11047 [Laminin subunit gamma-1 LAMC1 0,59| 0,56 0,62 |SI|EX| MC @,c,d e fh
Q08380 |Galectin-3-binding protein LGALS3BP|0,73 - 0,67 |SI|EX| 1| f,c dh
Q99715 |Collagen alpha-1(Xll) chain COL12A1 - 0,74 - Si |EX| MC d

P36955  |Pigment epithelium-derived factor ERPINF1 | 2,08 - 2,20 Si |[EX|CC, TSf, ¢, d, e, f g h
P07996 [Thrombospondin-1 THBS1 - 2,54 - Si |EX| MC &, d, h
P06396  |Gelsolin GSN 2,23| 257 - Si EX| MC c,d, e h
P08572 [Collagen alpha-2(IV) chain coL4aA2 |257| 1,91 2,05 Si |EX| MC &, d, e h
P15090 |Fatty acid-binding protein, adipocyte FABP4 3,30 - - NO|C |CC, TSe, f

Tabla A.2: Secrecion diferencial de proteinas por las hASC sin diferenciar y diferenciadas a adipocitos en presencia
de linezolid, en alguna de las dos lineas analizadas. Se muestran en azul o en rojo las proteinas cuya secrecion
disminuye (ratios < 0,7) o aumenta (ratios = 1,3) con el tratamiento con linezolid, respectivamente, mientras que el
color negro representa valores muy préximos a estos valores fijados como limite. El N2 de acceso es el
correspondiente a la base de datos SwissProt. La presencia de péptido sefial (PS), la localizacién (L) y la funcidn (F)
de cada proteina se ha extraido de la base de datos HPRD. Localizacién) EX = extracelular, C = citoplasma. Funcién)
CC = comunicacién celular, TS = transduccion de sefial, MP = metabolismo proteico, MC = mantenimiento celular, T
= transporte, | = respuesta inmune, A = apoptosis.
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N2 Acceso PROTEINA Gen |D/SD|DL30/SD|DL60/SD|PS |L| F Referencias
P15090 [Fatty acid-binding protein, adipocyte FABP4 - - 0,68 |NO|C|CC TS, f

P35527  [Keratin, type | cytoskeletal 9 KRT9 - - 0,69 |NO|C| MC |-

P02649  |Apolipoprotein E APOE 0,59 - 0,69 SiEX| T |c,d efgh
P14543  |Nidogen-1 NID1 - - 0,87 | Si|EX| MC Ja,c,d, h
P08572  [Collagen alpha-2(1V) chain COL4A2 |0,68| 0,74 - S [EX| MC [c,d, e h
P05997 |Collagen alpha-2{V) chain COL5A2 |0,69 - - SiEX| MC |c,d, g

Q15063  |Periostin POSTN 0,73| 0,74 - Si[EX|CC, TSla, d, h

P12111 [(Collagen alpha-3(VI1) chain COL6A3 0,78 - - Sl [EX| MC fa,c, d

P02751 |Fibronectin FN1 1,21 - 1,14 Si |EX| MC Ja,b,c,d, e f g h
P02452  (Collagen alpha-1(l) chain COL1A1 - 1,25 1,12 Si |[EX| MC fa,b,c,d, e fg
P12109 [(Collagen alpha-1(V1) chain COLBAL - 1,28 1,21 Si |EX| MC Ja,c,d, e f. g h
P04264  |[Keratin, type Il cytoskeletal 1 KRT1 1,22 1,37 - NO [M| MC |-

P13645  [Keratin, type | cytoskeletal 10 KRT10 1,24| 1,38 0,78 |NO|C| MC |-

P35555  [Fibrillin-1 FBN1 1,28 | 1,49 - Si |EX| MC |c,d, g

P08253 |72 kDa type IV collagenase MIMP2 1,35| 1,55 0,90 SiJEX| MP Ja,c,d, e f g h
Q15582 [Transforming growth factor-beta-induced proteinig-h3 [TGFBI 1,38 1,55 1,21 Sl |EX|CC, TSla, b, ¢, d, g,
P05121  |Plasminogen activator inhibitor 1 SERPINE1 [1,42| 1,46 - Sl [EX| MP fa,c,d e f g
P00746 |Complement factor D CFD 1,46 - 0,73 SIIEX| 1 [oh

P49747  (Cartilage oligomeric matrix protein COMP - - 1,16 | Si |EX| mMC d

P02461 [Collagen alpha-1(lll) chain COL3A1 - - 1,18 Si [EX| MC fa,c,d, e f g h
P02787  |Serotransferrin [TF - - 1,23 SiJEX| T |d,efgh
P35908  [Keratin, type |l cytoskeletal 2 epidermal KRT2 - - 1,55 [NO|C| MC |-

Tabla A.3: Secrecion diferencial de proteinas por las hASC diferenciadas a adipocitos en ausencia y presencia de
linezolid en alguna de las dos lineas analizadas. Se muestran en azul o en rojo las proteinas cuya secrecion
disminuye (ratios < 0,7) o aumenta (ratios > 1,3) con la diferenciacion en ausencia y presencia de linezolid,
respectivamente, mientras que el color negro representa valores muy proximos a estos valores fijados como limite.
El N2 de acceso es el correspondiente a la base de datos SwissProt. La presencia de péptido sefial (PS), la
localizacion (L) y la funcidn (F) de cada proteina se ha extraido de la base de datos HPRD. Localizacion) EX =
extracelular, C = citoplasma. Funcién) CC = comunicacién celular, TS = transduccion de sefial, MP = metabolismo
proteico, MC = mantenimiento celular, T = transporte, | = respuesta inmune.
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ABSTRACT

Background: The oxidative phosphorylation system (OXPHOS) includes nuclear chromosome
(nDNA)- and mitochondrial DNA (mtDNA)-encoded polypeptides. Many rare OXPHOS
disorders, such as striatal necrosis syndromes, are due to genetic mutations. Despite important
advances in sequencing procedures, causative mutations remain undetected in some patients. It is
possible that etiologic factors, such as environmental toxins, are the cause of these cases. Indeed,
the inhibition of a particular enzyme by a poison could imitate the biochemical effects of
pathological mutations in that enzyme. Moreover, environmental factors can modify the
penetrance or expressivity of pathological mutations.

Objectives: To study the interaction between p.MT-ATP6 and an environmental exposure that
may contribute phenotypic differences between healthy individuals and patients suffering from
striatal necrosis syndromes or other mitochondriopathies.

Methods: We analyzed the effects of the ATP synthase inhibitor tributyltin chloride (TBTC), a
widely distributed environmental factor that contaminates human food and water, on
transmitochondrial cell lines with or without an ATP synthase mutation that causes striatal
necrosis syndrome. Doses were selected based on TBTC concentrations previously reported in
human whole blood samples.

Results: TBTC modifies the phenotypic effects caused by a pathological mtDNA mutation.
Interestingly, wild-type cells treated with this xenobiotic show similar bioenergetics when
compared with the untreated mutated cells.

Conclusions: In addition to the known genetic causes, our findings suggest that environmental

exposure to TBTC might contribute to the etiology of striatal necrosis syndromes.
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INTRODUCTION

The mitochondrial DNA (mtDNA) m.8993T>G transversion in the MT-ATP6 gene
provokes a p.L156R substitution in the transmembrane helix 4 (TMH4) of the p.MT-ATP6
subunit. This polypeptide is an ATP synthase (complex V, CV) component of the oxidative
phosphorylation system (OXPHOS). The amino acid position 156 is located in the channel used
by protons to enter the mitochondrial matrix and power the ATP synthesis. The m.8993T>G
mutation is associated with maternally inherited Leigh syndrome (MILS) and neurogenic muscle
weakness, ataxia and retinitis pigmentosa (NARP) (Holt et al. 1990; Thorburn and Rahman
1993). As a generalization, NARP is caused by moderate levels of the m.8§8993T>G mutation,
whereas individuals with mutant loads greater than 90 % have MILS (Tatuch et al. 1992).
However, in some families, oligosymptomatic children share the same mutation load of
symptomatic siblings (Enns et al. 2006), and high mutation loads are not always associated with
MILS or NARP signs (Degoul et al. 1995; Mkaouar-Rebai et al. 2009; Tsao et al. 2001). Similar
to many other pathological mutations (Cooper et al. 2013; Lake et al. 2015), other factors are
likely involved in the phenotypic differences among individuals with the same m.8993T>G
mutation load.

Other pathological mutations in mtDNA genes have been reported in MILS patients
(Montoya et al. 2009; Ruhoy and Saneto 2014; Thorburn and Rahman 1993). Thus, polymorphic
variation in these genes may influence the m.8§8993T>G phenotype. Indeed, the mtDNA genetic
background (mtDNA haplogroups) plays an important role in modulating the biochemical defects
and clinical outcome by altering the risk of MILS due to m.8993T>G (D'Aurelio et al. 2010; Hao

et al. 2013). Moreover, many other pathological mutations in nuclear DNA (nDNA) genes have
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been described in Leigh syndrome (LS) patients (Ruhoy and Saneto 2014). For example, a
mutated mitochondrial aminoacyl-tRNA synthetase was described in a LS patient
(Schwartzentruber et al. 2014). Interestingly, a MILS patient had a homoplasmic mutation in the
tRNA " and his clinically normal mother was also homoplasmic mutant (McFarland et al. 2002).
It was recently shown that the overexpression of the mitochondrial valyl-tRNA synthetase can
restore the steady-state levels of the mutated tRNA"?. Thus, inter-individual variations of this
synthetase may underlie clinical differences (Rorbach et al. 2008). Therefore, polymorphic
variation in nDNA genes may influence the m.8993T>G phenotype.

In addition to nuclear and mitochondrial genetic factors, environmental stimuli may
modify the phenotype of the m.8§8993T>G mutation. Certain chemicals trigger the appearance of
pathological phenotypes associated with mtDNA mutations. For example, individuals harboring
the m.1555A>G transition in the MT-RNR1 gene for the 12S rRNA suffer non-syndromic hearing
loss when exposed to aminoglycosides (Prezant et al. 1993). Furthermore, occupational exposure
to n-hexane and other solvents precipitated visual failure in a Leber hereditary optic neuropathy
patient with the m.11778G>A mutation (Carelli et al. 2007). Previous reports suggest that the CV
proton channel, particularly the p.MT-ATP6 subunit, is the target site for organotin compounds,
including tributyltin chloride (TBTC) (von Ballmoos et al. 2004). These compounds contaminate
human food and water (Kotake 2012). Therefore, it is possible that TBTC affects the expressivity

of the m.8993T>G mutation.
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MATERIALS AND METHODS

Transmitochondrial cell line construction, characterization and functional investigations

To homogenize nuclear and environmental factors, we built transmitochondrial cell lines
(cytoplasmic hybrids or cybrids) with osteosarcoma 143B or adenocarcinoma A549 rho’ nuclear
backgrounds using patient and control platelets (Chomyn et al. 1994). All samples were collected
with informed consent, and the Ethics Review Committees of the involved hospitals and the
Government of Aragén approved the study (CEICA 11/2010).

The cybrids were grown in Dulbecco’s modified eagle medium containing glucose (1 g/1),
pyruvate (0.11 g/l) and fetal bovine serum (5 %) with no antibiotics (Llobet et al. 2015a).

For molecular cytogenetic analysis, cells were exposed to colchicine (0.5 pg/ml) for 4 h at
37 °C and harvested routinely. Metaphases were prepared following a conventional cytogenetic
protocol for methanol: acetic acid (3:1)-fixed cells. Approximately 20 metaphase cells were
captured and analyzed for each cell line. The genetic fingerprint of the cybrid cell lines was
determined using an AmpFLSTR" Identifiler PCR Amplification Kit (Life Technologies) and
an ABI Prism 3730x]I DNA analyzer (Applied Biosystems). These genetic fingerprints were
compared with those from the American Type Culture Collection (ATCC) cell lines. To confirm
the nucleotide at the m.8993 position, a PCR-RFLP analysis was performed (Lopez-Gallardo et
al. 2014). The mtDNA sequences were obtained using a BigDye Terminator v 3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applera Rockville) and an ABI Prism 3730xl DNA analyzer. The revised
Cambridge reference sequence (GenBank NC_012920) and an mtDNA phylogenetic tree were

used to locate mutations and define mtDNA haplogroups (van Oven and Kayser 2009),
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respectively. The level of peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARy) mRNA
was determined in triplicate using RT-qPCR and the One-Step Real-Time system (Applied
Biosytems). The expression levels were normalized using 18S rRNA. The ACt method was used
to calculate fold expression. StepOne software version 2.0 (Applied Biosystems) was used for
data analysis.

The analyses of oxygen consumption, ATP and H,O, levels were performed in triplicate
according to previously described protocols (Gomez-Duran et al. 2010). The determination of the
mitochondrial inner membrane potential (MIMP) was performed using a Mito-ID Membrane
Potential Detection Kit (Enzo Life Sciences). Fluorescent microscopy was performed on live cells
using a Floyd Cell imaging station (Life Technologies). Isocitrate dehydrogenase (IDH) activity
was determined using a commercial Isocitrate Dehydrogenase Colorimetric Assay Kit (Abcam®),
according to the manufacturer’s instructions. Briefly, 1 x 10° cells grown in DMEM were lysed in
200 pl of an assay buffer provided in the kit. The lysate was centrifuged at 13,000 x g for 10 min,
and the cleared supernatant was used for the assay. NAD" was used as the substrate for the NAD-
IDH assay. The measurements were obtained using a NovoStar MBG Labtech microplate
instrument.

In a previous study, 25 out of 32 blood donors from Michigan, USA, showed TBT
detectable concentrations in whole blood samples (Kannan et al. 1999). The observed range, 8.3 -
293 nM, encompasses TBTC concentrations used in this study. When required, TBTC (Sigma-
Aldrich) or oligomycin (OLI) (Sigma-Aldrich), another CV inhibitor, were solved in ethanol and
added to the respiration medium during the oxygen consumption determination and to the
medium for ATP, MIMP, H,0, or IDH determination during the 2 h, 15 min, 30 min and 24 h of

incubation, respectively.
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Statistical analysis

The statistical package StatView 6.0 was used to perform all statistical analyses. The data
are presented as the mean and standard deviation. At least three analyses were performed for each
parameter. An unpaired two-tailed t-test was used to compare parameters. Linear regression
analyses were performed and linear regression equations and regression coefficients are indicated
for TBTC concentrations vs. oxygen consumption, ATP amount, or H,O; levels. P values < 0.05

were considered statistically significant.

RESULTS

Characterization of the cybrid cell lines

Five cybrid cell lines were built. Two cybrids within the adenocarcinoma A549 nuclear
background should harbor the m.8993T (Awt) or m.8993G (Am) mtDNA alleles. The other three
cybrids within the osteosarcoma 143B nuclear background should also harbor the m.8§8993G (Om)
or m.8993T mtDNA alleles. For the osteosarcoma 143B m.8993T cells, a non-isogenic wild-type
cybrid was first generated (Owt). An isogenic cybrid was produced (Owti) after we obtained
platelets from the wild-type mother of the mutant patient.

Karyotyping was used to verify that the nuclear backgrounds were equivalent. Thus, the
Am and Awt cybrids share the modal number of chromosomes (60) and several chromosomal

abnormalities [del(2p21), +der(6)t(1;6)(q24-25?;q23), +der(7)delq32?, del(11g23)] (see
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Supplemental Material, Figure S1). The modal number of chromosomes differs in Owt (66), Owti
(69), and Om (70/71) cybrids,; however, these numbers are similar to those previously published
in other osteosarcoma 143B transmitochondrial cell lines (Gomez-Duran et al. 2010). These
cybrids share several chromosomal abnormalities [+i(7p), +der(7)t(1;7)(q25;932)[2],
+der(12)add(q24.3)]. To confirm the cell origin of our cybrids and the equivalence of nuclear
backgrounds, we determined the nuclear genetic fingerprint of 16 short tandem repeats (STRs)
(see Supplemental Material, Table S1). Adenocarcinoma A549 cybrids do not differ in STR
markers and do not vary from the 9 STR markers characterized for the ATCC adenocarcinoma
A549 cell line. The same is true for the osteosarcoma 143B cybrids and the ATCC osteosarcoma
143B cell line.

Next, we confirmed the mtDNA alleles of the cybrids using PCR-RFLP. The m.8993T>G
mutation caused the amplicon to be cut in two fragments, and the wild-type amplicon was not
digested (see Supplemental Material, Figure S2). To rule out the presence of mtDNA non-
defining haplogroup (private) mutations that can affect the bioenergetic phenotypes of these
cybrids, we sequenced the complete mtDNA (GenBank JN635299, KJ742713, KJ742715,
KT002148, KT002149) (see Supplemental Material, Figure S2). Owt cybrids contained two non-
synonymous private mutations: m.3387T>A provoking a p.MT-ND1:127M substitution and
m.14189A>G causing a p.MT-ND6:V162A change. Am cybrids contained one non-synonymous
private mutation: m.9194A>G producing a p.MT-ATP6:H223R replacement. These mutations
have been previously found 0, 9 and 4 times, respectively, in 29,867 mtDNA sequences
(GenBank, February 2015). However, the affected positions show a low evolutionary
conservation (23.5 %, 13.9 % and 14.1 % in 5,165, 5,177 and 4,925 eukaryote species,

respectively, obtained from GenBank in February 2015) when compared with the conservation of
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the p.MT-ATP6:L156 amino acid (99.0 % in 4,925 Eukaryota species) that causes MILS or
NARP. The lack of evolutionary conservation suggests that these mutations would have little or
no impact on phenotype. Therefore, we assume that the m.8993T>G transversion is responsible
for the major phenotypic differences between mutant and wild-type cybrids that have the same
nuclear background.

It has previously been reported that m.8993T>G mutant cybrids with the osteosarcoma
143B nuclear background showed reduced oxygen consumption (D'Aurelio et al. 2010; Lopez-
Gallardo et al. 2014; Pallotti et al. 2004), decreased ATP levels (D'Aurelio et al. 2010; Fujita et
al. 2007; Lopez-Gallardo et al. 2014; Pallotti et al. 2004; Sgarbi et al. 2009; Vazquez-Memije et
al. 2009), diminished MIMP (Lopez-Gallardo et al. 2014), and increased reactive oxygen species
(ROS) (Lopez-Gallardo et al. 2014; Wojewoda et al. 2010). Oxygen consumption was also
reported to be reduced in m.8993T>G mutant cybrids with the cervical cancer HeLa EB8 nuclear
background (Shidara et al. 2005). To confirm that the mutant cybrids used in the present study
also showed reduced OXPHOS capability, we analyzed these mitochondrial variables. We found
that oxygen consumption was significantly decreased in both Om and Am cybrids (see
Supplemental Material, Figure S3A and Table S3). The ATP levels were significantly diminished
in only the Om cybrid. In contrast with Om in which H,O, was significantly higher than in Owti,
H,0; levels were decreased in Am cybrids compared with Awt, though not significantly so. It
was previously reported that mitochondria of an m.8993T>G mutant osteosarcoma 143B cybrid
generated MIMP at the same magnitude as the parental wild-type cells (Wojewoda et al. 2012).
We found that, similar to Om cybrids (Lopez-Gallardo et al. 2014), the MIMP in Am cybrids was
reduced (see Supplemental Material, Figure S3B), although the last result is based on visual

assessment of a single sample.
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These results confirm that the biochemical phenotypes of our cybrids are similar to other

reported cybrids with the m.8993T>G mutation.

Effects of tributyltin chloride on cybrids

It was previously reported that mitochondrial respiration was significantly decreased in
mice treated with TBTC (Ueno et al. 2003), and that oxygen consumption in human adipose
tissue derived-stem cells (hASCs) was decreased in reponse to 100 nM TBTC (Llobet et al.
2015b). We found that TBTC > 10 nM significantly decreased oxygen consumption in Om
cybrids when compared with untreated cybrids (Figure 1A). TBTC > 50 nM was required to
significantly reduce oxygen consumption in Owt cybrids. There are negative and significant
correlations between TBTC concentration and oxygen consumption in Owt (linear regression
coefficient (B) for the change in %0, consumption with a 1-nM increase in TBTC = —0.45; R* =
0.924; P < 0.0001) and Om (TBTC B =-0.41; R* = 0.796; P < 0.0001). For the majority of TBTC
concentrations between 20 and 90 nM, the reduction in oxygen consumption in response to TBTC
was significantly greater in Om than Owt cybrids.

Additionally, TBTC > 20 nM significantly decreased oxygen consumption in Am cybrids
when compared with untreated cybrids (Figure 1B). TBTC > 70 nM significantly reduced oxygen
consumption in Awt cybrids; however, 40 nM TBTC also reduced this parameter. There are
negative and significant correlations between TBTC concentration and oxygen consumption in
Awt (TBTC B =-0.35; R* =0.876; P < 0.0001) and Am cybrids (TBTC p =-0.46; R* = 0.956; P
<0.0001). For TBTC concentrations between 30 and 90 nM, the reduction in oxygen

consumption in response to TBTC was significantly greater in Am than Awt cybrids. The
10
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decrease in oxygen consumption in response to 50 and 60 nM TBTC was significantly greater in
Om than in Am cybrids, and the decrease in oxygen consumption in response to 90 and 100 nM
TBTC was significantly greater in Owt than Awt cybrids.

Previous reports showed that 100 nM tributyltin decreased ATP levels in human
embryonic carcinoma NT2/D1 cells (Yamada et al. 2014). We found that TBTC > 15 nM
significantly decreased ATP levels in Om and Am cybrids when compared with untreated cybrids
(Figure 2). Furthermore, Owti and Awt cybrids treated with TBTC > 60 nM and 90 nM,
respectively, showed a significant reduction in ATP levels. These levels were also reduced in
Owti cybrids treated with 15 nM TBTC. There are negative and significant correlations between
TBTC concentrations and ATP levels in Owti (TBTC B =-0.17; R* = 0.810; P = 0.0374), Om
(TBTC B =-0.30; R* = 0.850; P = 0.0234) and Am cybrids (TBTC p =—0.38; R*=0.780; P =
0.0491) but not Awt cybrids (TBTC B =-0.11; R*=0.382; P = 0.3076). Om and Am cybrids
were more susceptible to TBTC concentrations > 15 or > 30 nM, respectively, when compared
with the wild-type. The decrease in ATP levels in response to 90 nM TBTC was significantly
greater in Am than Om cybrids. There was no significant difference in ATP levels between Owti
and Awt cybrids at any dose.

In a previous study, MIMP was diminished in mouse thymocytes treated with 10 nM
TBTC (Sharma and Kumar 2014). In the present study, visual assessment of a single sample
suggests that TBTC > 30 nM decreased the MIMP of the Am cybrid. However, a concentration >
60 nM is required to affect the MIMP of the Awt cybrid (Figure 3).

In a preceding study, concentrations of TBTC 10 nM increased H,O, production in mouse
thymocytes (Sharma and Kumar 2014). However, in other studies, TBTC < 300 nM did not

increase H,O; levels in dissociated mix cells from different parts of rat brain (Mitra et al. 2014),
11
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and 100 nM TBTC did not change the H,O, production in hASCs (Llobet et al. 2015b). We found
that, TBTC > 30 nM significantly decreased H,O; production in Owti and Om cybrids when
compared with untreated cybrids (Figure 4). There are negative and significant correlations

between TBTC concentrations and H,O; levels in Owti (TBTC 3 =-0.56; R*=0.969; P =

0.0006) and Om cybrids (TBTC B =-0.58; R*=0.915; P = 0.0071).

Tributyltin target

Several TBTC targets have been proposed. It has been reported that TBTC can activate
genomic pathways by binding PPARY (Kanayama et al. 2005). Thus, the different susceptibilities
of mutant and wild-type cybrids to TBTC may be PPARy-mediated. Osteosarcoma 143B and
adenocarcinoma A549 cells express the PPARy gene (Haydon et al. 2002; Li et al. 2014).
However, we did not observe significant differences in PPARy mRNA levels between mutant and
wild-type cybrids (see Supplemental Material, Figure S3A). Therefore, this target does not
explain our results.

A previous report showed that 100 nM TBTC decreased IDH activity in human embryonic
carcinoma NT2/D1 cells. These results suggest that IDH is a novel target of TBTC (Yamada et al.
2014). IDH is a mitochondrial enzyme from the tricarboxylic acid cycle that produces NADH.
This compound is reoxidized in the OXPHOS electron transport chain and increases oxygen
consumption and MIMP and ATP production. Therefore, the inhibition of IDH by TBTC would
decrease all of these parameters. However, we have previously found that 100 nM TBTC
increased IDH activity in hASCs (Llobet et al. 2015b). To assess IDH inhibition, we tested the

effect of TBTC on osteosarcoma 143B cybrids. At TBTC > 20 nM, Owti IDH activity did not
12
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differ significantly from untreated Owti cells. TBTC at 20 and 100 nM significantly increased
IDH activity in the Om cybrid compared with untreated Om cells (Figure 5). These data suggest
that NADH accumulated by OXPHOS dysfunction in mutant cybrids can provoke an abnormal
increase in isocitrate and a compensatory expression of IDH. Indeed, the mutant cybrid showed
significantly higher IDH activity than the Owti cybrid (see Supplemental Material, Figure S3A).
Thus, inhibition of IDH does not explain our results.

CV is the third proposed target of TBTC. In previous studies it has been shown that,
similar to TBTC, the CV inhibitor OLI > 49 nM decreased oxygen consumption in osteosarcoma
143B cybrids (Gomez-Duran et al. 2010; McKenzie et al. 2007; Gomez-Duran et al. 2012; Zhang
et al. 2012) and 3.15 puM OLI produced a decline in ATP production in these 143B cybrids
(Gomez-Duran et al. 2010; McKenzie et al. 2007; Gomez-Duran et al. 2012). Furthermore, 3.15
uM OLI increased and 6 pM OLI decreased MIMP in osteosarcoma 143B cybrids (McKenzie et
al. 2007; Porcelli et al. 2009). Surprisingly, in this study, a qualitative assessment suggests that
MIMP was reduced in Awt cybrids in response to 16 nM OLI, but was reduced in Am cybrids in
response to only 4 nM OLI (Figure 6A). OLI may cause a decrease in MIMP because there is not
enough ATP to activate respiratory substrates (Brown et al. 1990). The effect of OLI on H,O,
levels also varies. Previous studies showed that 4 nM OLI increased these H,O» levels in mouse
preadipocytes 3T3-L1 (Carriere et al. 2003), and 16 nM OLI decreased H,O, in hASCs (Llobet et
al. 2015b). In both Om and Owt cybrids, 16 nM OLI decreased H,O; levels (Figure 6B). Similar
to hASCs (Llobet et al. 2015b), 16 nM OLI increased IDH activity in Om cybrids (Figure 6C).
All of these results support CV as the target of TBTC (von Ballmoos et al. 2004). Further

investigation to confirm the target of TBTC is required.

13
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DISCUSSION

TBTC is a potent algicide and molluscicide that was used in marine antifouling ship paints
(Grun 2014). Due to its adsorbing efficacy on sediments, long half-life and lipophilic nature, the
levels of TBTC were considerably high in marine sediments and fishes (Mitra et al. 2014).
Widespread environmental contamination of marine ecosystems with organotins began in the
1960s (Grun 2014). As a result, a global ban on the use of organotin-based antifouling paints was
created in 2003 onward (Grun 2014). However, environmental contamination by organotins goes
beyond aquatic ecosystems because they are also used in industrial and agricultural activities
(Grun 2014). The slow rate of environmental degradation gives TBTC the potential for
bioaccumulation in upper trophic species of the food chain. In fact, several studies have found
TBT concentrations in human blood in the range of 8.3 - 293 nM (Kannan et al. 1999; Whalen et
al. 1999). This range is consistent with the TBTC concentrations used in this study. However,
tributyltin compounds may be metabolized to dibutyltin and other metabolites (Boyer 1989), and
TBT is rapidly cleared from blood. Thus, blood would not be the ideal biological compartment
for estimating butyltin burden in humans (Kannan et al, 1999). In liver samples from 9 Polish, 4
Japaneses and 18 Danish, ranges of 2.4 — 11; 59 — 96; y 1.1 — 33 ng of butyltin
(TBT+DBT+MBT)/g of liver were found (Kannan et al. 1997; Nielsen et al. 2002; Takahashi et
al. 1999).

Om and Owt cybrids (or Am and Awt cybrids) differ in their mtDNA genotype. The
phenotypic differences provoked by TBTC between cybrids from the same nuclear genetic
background suggest that mtDNA is the responsible factor. For the analysis of all mitochondrial

variables, except oxygen consumption, in osteosarcoma 143B cybrids, we used isogenic cybrids
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(Owti and Om). The Owti cybrid only differs from Om in the m.8993 nucleotide position. Our
results suggest that this mtDNA nucleotide position is the factor responsible for the phenotypic
differences in response to TBTC between these cells. Moreover, there is a higher similarity in the
mitochondrial response to TBTC between the Om and Am cybrids (or between Owt/Owti and
Awt cybrids), that harbor different nDNA and mtDNA but the same m.8993 nucleotide, than Om
and Owt/Owti cybrids (or Am and Awt cybrids), that harbor the same nDNA or even the same
mtDNA but differ in the m.8993 nucleotide. These results confirm that the m.8993T>G
transversion is the responsible factor for the phenotypic differences between these cells in the
response to TBTC. Therefore, a combination of this pathological mutation and this environmental
contaminant could modify the phenotypic expression of the m.8993T>G mutation.

Several p.MT-ATP6 TMH4 and 5 amino acids from the CV proton channel are mutated in
patients suffering from different mitochondriopathies (Lopez-Gallardo et al. 2014). The
interaction of a particular mutation with an environmental factor, such as TBTC, may explain
different pathological phenotypes. Interestingly, such an interaction might also explain why the
m.9025G>A/p.MT-ATP6:G167S mutation, a candidate for the etiologic factor of a particular
mitochondriopathy, is found in both patients and healthy individuals. The m.9025G>A mutation
was found in a patient with loss of Purkinje cells (Lopez-Gallardo et al. 2014), and Purkinje cells
showed degenerative changes throughout the tributyltin treated-rat cerebellum (Elsabbagh et al.
2002).

Organotin compounds are highly lipophilic and readily penetrate the blood-brain barrier to
enter the brain (Kotake 2012). An in vitro study reported that a concentration of 30 nM TBTC
caused a significant decrease in MIMP in dissociated mixed cells from different parts of the rat

brain. Cells from the striatum showed a higher susceptibility than cells from other brain regions
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(Mitra et al. 2014). Brain lesions, particularly in the striatum, characterize a group of disorders
termed “striatal necrosis syndromes”. These disorders include familial bilateral striatal necrosis
(FBSN), MILS and NARP, and they can be caused by MT-ATP6 mutations (Schon et al. 2001).
Interestingly, we found that levels of oxygen consumption, MIMP, and ATP production in wild-
type cybrids following TBTC exposure were similar to levels in cybrids with MT-4TP6 mutations
before TBTC exposure. More experiments in primary cells, such as neurons, are required.
However, our findings suggest that environmental-induced striatal necrosis syndromes due to

xenobiotics, such as organotins, may be possible.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Oxygen consumption by Osteosarcoma 143B (A) and Adenocarcinoma A549 (B)
cybrids. The dashed line (100 %) represents the mean value in each of the untreated cybrids. The
bars indicate the percentage of TBTC-treated cybrids. Error bars represent the standard deviation.
* P <0.05 vs. the same untreated cybrid; # P < 0.05 vs. the wild-type cybrid from the same
nuclear background at the same TBTC concentration; ¥ P <0.05 for Om vs. Am or Owt vs. Awt

at the same TBTC concentration.

Figure 2. ATP levels in Osteosarcoma 143B and Adenocarcinoma A549 cybrids. The dashed line
(100 %) represents the mean value in each of the untreated cybrids. The bars indicate the
percentage of TBTC-treated cybrids. Error bars represent the standard deviation. * P <0.05 vs.
the same untreated cybrid; # P < 0.05 vs. the wild-type cybrid from the same nuclear background

at the same TBTC concentration; ¥ P < 0.05 for Om vs. Am at the same TBTC concentration.

Figure 3. MIMP in single samples of TBTC-treated Adenocarcinoma A549 cybrids. A decreased

red stain corresponds to a lower MIMP.

Figure 4. H,O, production in TBTC-treated Osteosarcoma 143B cybrids. The dashed line (100
%) represents the mean value in each of the untreated cybrids. The bars indicate the percentage of
treated cybrids. Error bars represent the standard deviation. * P < 0.05 vs. the same untreated

cybrid.
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Figure 5. IDH activity in TBTC-treated Osteosarcoma 143B cybrids. The dashed line (100 %)
represents the mean value in each of the untreated osteosarcoma 143B cybrids. The bars indicate
the percentage of treated cybrids. Error bars represent the standard deviation. * P < 0.05 vs. the

same untreated cybrid. # P <0.05 vs. the mutant cybrid treated with 20 nM TBTC.

Figure 6. Oligomycin (OLI) effect on different mitochondrial parameters. A) MIMP in single
samples of treated Adenocarcinoma A549 cybrids. A decreased red stain corresponds to a lower
MIMP. The uncoupler carbonyl cyanide m-chlorophenyl hydrazone (CCCP) was used as a
control because it decreases MIMP. B) H,O, production in treated Osteosarcoma 143B cybrids.
C) IDH activity in treated Osteosarcoma 143B cybrids. The dashed line (100 %) represents the
mean value in each of the untreated osteosarcoma 143B cybrids. The bars indicate the percentage
of treated cybrids. Error bars represent the standard deviation. * P < 0.05 vs. the same untreated

cybrid; # P < 0.05 vs. the wild-type cybrid at the same OLI concentration.
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ABSTRACT

Adipogenesis is accompanied by differentiation of adipose tissue-
derived stem cells to adipocytes. As part of this differentiation,
biogenesis of the oxidative phosphorylation system occurs. Many
chemical compounds used in medicine, agriculture or other human
activities affect oxidative phosphorylation function. Therefore, these
xenobiotics could alter adipogenesis. We have analyzed the effects
on adipocyte differentiation of some xenobiotics that act on the
oxidative phosphorylation system. The tested concentrations have
been previously reported in human blood. Our results show that
pharmaceutical drugs that decrease mitochondrial DNA replication,
such as nucleoside reverse transcriptase inhibitors, or inhibitors of
mitochondrial protein synthesis, such as ribosomal antibiotics, diminish
adipocyte differentiation and leptin secretion. By contrast, the
environmental chemical pollutant tributyltin chloride, which inhibits
the ATP synthase of the oxidative phosphorylation system, can
promote adipocyte differentiation and leptin secretion, leading to
obesity and metabolic syndrome as postulated by the obesogen
hypothesis.

KEY WORDS: OXPHOS, Xenobiotics, Adipocytes

INTRODUCTION

The white adipose tissue (WAT) stores energy as triglycerides and
secretes endocrine factors such as adipokines. Most WAT mass or
volume consists of mature adipocytes. In adult humans, the number
of these cells is remarkably stable because new adipocytes
differentiate constantly to replace lost adipocytes (Spalding et al.,
2008).

In vitro differentiation of 3T3-L1 mouse preadipocytes, one of
the best characterized models for studying adipogenesis (Green and
Kehinde, 1975; Kita et al., 2009), is accompanied by a remarkable
increase in the expression of numerous mitochondrial proteins
(Newton et al., 2011). The increased basal rate of oxygen
consumption in adipocytes compared with preadipocytes could be
a clear manifestation of augmented biogenesis of the oxidative
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phosphorylation (OXPHOS) system during the adipogenic process
(Wilson-Fritch et al., 2003). The levels of assembled OXPHOS
complexes and mitochondrial DNA (mtDNA) copy number also
increase with the adipocyte differentiation of 3T3-L1 cells (Ryu
et al., 2013; Shi et al., 2008).

Genetic manipulation of the OXPHOS system can affect
adipocyte differentiation. Mouse preadipocytes that overexpress
mesodermal developmental transcription factor Tbx15 have
reduced mitochondrial mass, basal respiration and mtDNA gene
expression. These cells show an impaired differentiation to
adipocytes and reduced triglyceride accumulation (Gesta et al.,
2011). Mouse adipose tissue-derived stem cells (mASCs) that
lacked the CR6/gadd45-interacting protein Gadd45gipl/Crifl, a
translation/assembly factor for mtDNA-derived polypeptides,
express lower levels of mtDNA-encoded OXPHOS subunits and
display disrupted adipocyte differentiation (Ryu et al., 2013). The
expression of mitochondrial transcription factor A (TFAM), a key
factor for mtDNA transcription and replication, is increased with
adipogenic differentiation of human mesenchymal stem cells
(hMSCs). When TFAM expression is suppressed in hMSCs with
small interfering RNA, expression of the gene encoding NADH-
ubiquinone oxidoreductase chain 2 (MT7-NDZ2) is lowered and
adipogenic differentiation, as determined by adiponectin mRNA
levels, is inhibited (Zhang et al., 2013).

In addition to genetic intervention, physiologic or pharmacologic
manipulation of OXPHOS can also affect adipogenic
differentiation. Oxygen is the ultimate electron acceptor in the
OXPHOS electron transport chain (ETC) and hypoxia (1% O;)
restrains adipogenic differentiation in both mouse preadipocytes
and hMSCs (Carriere et al., 2004; Zhang et al., 2013). Nucleoside
reverse transcriptase inhibitors (NRTIs) used in human
immunodeficiency virus (HIV) treatment inhibit mtDNA
polymerase-y, the enzyme required for mtDNA replication. This
provokes mtDNA depletion and decreases adipogenesis in mouse
and human preadipocytes (Caron et al., 2004; Stankov et al., 2010,
2013, 2008; Walker et al., 20006).

Numerous chemical compounds used in medicine, agriculture or
other human activities can affect OXPHOS function (Degli Esposti,
1998; Nadanaciva and Will, 2011; Wallace, 2008). Because
OXPHOS appears to be important for adipocyte differentiation,
xenobiotics could also alter adipogenesis. However, xenobiotics are
very frequently tested at high concentrations that would never be
found in humans. Therefore, we have investigated the effects on
adipogenic differentiation of some OXPHOS xenobiotics at low
concentrations. Our results support the view that OXPHOS
xenobiotics might interfere with mitochondrial ETC and alter
adipogenic differentiation in concentrations already reported
present in human circulation.
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TRANSLATIONAL IMPACT

Clinical issue

Adipogenesis, the process by which adipocytes are generated from
precursor cells, requires high levels of cellular energy. In line with this, an
increase in biogenesis of the oxidative phosphorylation system
(OXPHOS) is observed in differentiating preadipocytes. Genetic
manipulation of OXPHOS is known to negatively affect adipocyte
differentiation in model systems, and defects in OXPHOS are
associated with a wide range of human multisystem disorders,
reflecting its importance in cellular metabolism. Unfortunately, this
system is often an unintended target of drug therapies and is
responsible, at least in part, for the dose-limiting side effects
associated with a large array of pharmaceuticals. Moreover, OXPHOS
is frequently the target of many environmental toxins (xenobiotics). In
general, the effects of xenobiotics on OXPHOS have been assessed by
applying high concentrations that would not be found in humans. Here,
the authors evaluate the effects on cell differentiation and function of
OXPHOS-targeting xenobiotics at concentrations that have been
reported in human circulation.

Results

Isolated human adipose tissue-derived stem cells (hASCs) were used to
model adipocyte differentiation. As proof-of-principle, the authors first
showed that OXPHOS biogenesis is enhanced during the differentiation
of these cells. They then evaluated the effect of different xenobiotics,
using concentrations that are usually found in human blood. Because
some essential polypeptides for OXPHOS biogenesis are mitochondrial
DNA (mtDNA)-encoded, the team tested compounds that could interfere
with mtDNA replication or translation. Inhibitors of mtDNA replication,
including nucleoside reverse transcriptase inhibitors used in the
antiretroviral therapy of individuals with AIDS, and inhibitors of mtDNA
translation, including ribosomal antibiotics used to fight bacterial
infections, were found to decrease cell triglycerides and leptin
secretion. On the other hand, an inhibitor of the OXPHOS ATP
synthase, the environmental chemical pollutant tributyltin chloride,
increased triglyceride levels and leptin discharge.

Implications and future directions

This work supports previous studies that indicate that OXPHOS
biogenesis is important for adipocyte differentiation. Clinical drugs that
reduce mtDNA gene expression, such as inhibitors of mtDNA replication
or translation, decrease OXPHOS biogenesis and alter adipogenesis,
even atlow concentrations. Exposure to environmental toxins that modify
OXPHOS complex activities can also interfere with adipocyte
differentiation. This finding lends weight to the obesogen hypothesis,
in which it is proposed that environmental contaminants have contributed
to the increase in obesity and related metabolic disorders in recent years.
Important OXPHOS components are mtDNA-encoded. These
polypeptides, by themselves or after their interaction with different
xenobiotics, modify OXPHOS capacity. Thus, mtDNA genetic variability
might also affect adipocyte differentiation and related phenotypes, with
potentially pathological consequences.

RESULTS

Characterization of human adipose tissue-derived stem cells
Prior to exposing the cells under study to xenobiotics, they were
confirmed to display characteristics typical of human adipose
tissue-derived stem cells (hASCs). As previously described (Gir
et al.,, 2012), hASCs were found to adhere to plastic, express
mRNAs for the hASC marker proteins cluster of differentiation 90
(CD90/THY1) and 105 (CD105/ENG) (Fig. 1A) and possess the
capacity to undergo adipogenic, osteogenic and chondrogenic
differentiation (Fig. 1B-E). To genetically characterize these cells,
the nuclear genetic fingerprint of 16 short tandem repeats and the
whole mtDNA sequence were obtained (Fig. 2A,B). Two different
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lots of hASCs were used (hASCs-1 and hAScs-2), originating from
different donors. The mtDNA haplogroup of hASCs-1 was
T2cldla and that of hASCs-2 was H10e2. In the organelle
genomes, there were no private mutations and none of the genetic
variants was apparently pathologic (GenBank KR816716,
KR816717) (van Oven and Kayser, 2009). Because all the
experiments described here were completed before passage 10,
karyotype analysis of the hASCs was performed in this passage.
All 20 metaphase preparations were found to be normal 46,XX
(Fig. 2C).

It has been previously shown that the glucose concentration in
the culture medium can affect different mitochondrial parameters
(Weber et al., 2002). We observed that very glycolytic tumor cell
lines, such as osteosarcoma 143B cybrids, consumed all medium
glucose when grown at low (5 mM) glucose concentration for 48 h
(Fig. S1A). Compared with cells grown without glucose, they
showed significantly lower quantities of respiratory complex IV
(CIV) (Fig. SIB). At high (25 mM) glucose concentration, the
sugar concentration in the medium was greatly decreased after
48 h. CIV specific activity and quantity were significantly lower at
high glucose than those from cells growing without glucose. The
CIV quantity and specific activity of citrate synthase (CS), a
volumetric marker of cell fraction occupied by mitochondria, were
also significantly lower at high glucose than in cells growing at
low glucose. In contrast, glucose consumption by hASCs was
almost negligible over 72 h (Fig. 1F). It is possible that hASCs
preferably use other substrates, such as pyruvate or glutamine, as
energy source (Reitzer et al., 1979). As found in other studies
(Keuper et al., 2014), mitochondrial parameters such as CS
specific activity, CIV specific activity or quantity (Fig. 1G) and
oxygen consumption (Fig. 1H) were not affected by glucose in
hASCs.

Several reports have proposed the use of hypoxia for
maintaining undifferentiated stem cell cultures, but it is known
that hypoxia can also stimulate differentiation (Abdollahi et al.,
2011). At 3% oxygen, the mRNA levels of hypoxia markers
phosphofructokinase L (PFKL) and vascular endothelium-derived
growth factor (VEGF) significantly increased (Fig. 1I) (Lee
et al., 2009), as did the number of mtDNA copies and CS
specific activity (Fig. 1J), suggesting mitochondrial biogenesis.
However, even though CIV quantity tended to increase, CIV
specific activity significantly decreased in hypoxia. The hASC
doubling time in hypoxia was 45.8 h as opposed to 26.3 h in
normoxia (Fig. 1K). Furthermore, the shift to hypoxic conditions
slowed adipogenic differentiation but, surprisingly, chondrogenic
and osteogenic differentiation was favored by induction of
adipogenic differentiation (Fig. 1L-N) (Choi et al., 2014; Wang
et al., 2005).

As a result of the slower hASC proliferation rate, the difficulty
to induce adipocyte differentiation and confounding effects of
chondro/osteogenesis of hASCs under hypoxia, all differentiation
experiments were performed at 20% oxygen. Because of the
reported delay in adipogenic lineage commitment of hMSCs after
glucose reduction (Lo et al., 2011), we also performed these
experiments at 25 mM glucose, in spite of the fact that these
conditions do not faithfully replicate the true physiological
conditions under which hASCs undergo differentiation in vivo.

Cell morphology and metabolic alterations during

adipogenic differentiation

As expected, adipogenic differentiation medium slowed hASC
proliferation. The mRNA levels of hASC marker proteins CD90 and
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differentiated to osteocytes (D) and hASCs differentiated to chondrocytes (micromass culture) (E). (F) Glucose concentration of hRASC culture medium. Black and
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Fig. 2. hASC genetic characterization.
(A) Nuclear genetic fingerprints. (B) mtDNA
genetic variants. Sequences are compared
with the revised Cambridge reference
sequence (rCRS). (C) Karyotypes.

A Nuclear ch Alleles
Marker | hASCs-1 | hASCs-2
TPOX 2 8,11 | 811
D251338 2 25 16,17
D351358 3 16,17 14,15
FGA 4 21,23 | 21,24
D55818 5 12 12,13
CSF1PO 5 11,12 11,12
D75820 7 10,11 10,11
|D851179 8 13,14 13,14
THO1 11 6 6
VWA 12 15 17
D135317 13 11,12 | 11,13
D165539 16 12 9,11
D18551 18 12,13 13,18
D195433 19 13,15 15
D21511 bx 31.2,33| 29,30
AMEL X X X
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MT-CO1 |G6261A, C7028T
MT-CO2 |C7873T
MT-ATP6 |GBGI7A, ABBGOG IABB60G
MT-TR |T10463C
MT-TT |G15928A
MT-RNR1 |G709A, A750G, A1438G IA750G, A1438G
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CD105 decreased by 57.4% and 40.8%, respectively (Fig. 3A). The
onset of differentiation was not completely synchronized and, as
previously reported (Hofmann et al., 2012; Keuper et al., 2014), a
certain percentage of the cells (approximately 50% in our case) did
not differentiate at all. Compared with undifferentiated hASCs
(Fig. 3B,C), differentiated cells showed a morphological change
and increased volume (Fig. 3D,E) which, at times, has been reported
to be as high as 20-fold (von Heimburg et al., 2005). The increased
size was only partially associated with higher protein content
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(Fig. 3F) and mainly represented accumulation of lipid droplets, as
shown by lipophilic staining (Fig. 3G,H) and triglyceride assay
(Fig. 3I). The appearance of lipid droplets is a clear indicator of
adipocyte differentiation.

As described in other reports (Gesta et al., 2011; Hofmann et al.,
2012; Keuper et al., 2014; Vankoningsloo et al., 2006; Zhang et al.,
2013), the induction of adipogenic differentiation led to expression
of mRNAs for adipocyte markers adiponectin, leptin, fatty acid
binding protein 4 (FABP4), peroxisome proliferator-activated
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Fig. 3. Adipogenic differentiation. (A) Expression of hAASC marker mRNAs. White and gray bars represent hASCs and adipocytes, respectively. *P=0.0035.
(B,C) Representative optical (B) and electron microscopy (C) images of hASCs. (D,E) Representative optical (D) and electron microscopy (D) images of
adipocytes. (F) Cell protein amount. White and gray bars represent the protein quantity per million cells of hASCs and adipocytes, respectively. *P=0.0314.
(G,H) Representative microscopy images of adipocytes stained with Nile Red (G) or Oil Red O (H). (1) Cell triglyceride levels. White and gray bars represent the
quantity of triglycerides in hASCs and adipocytes, respectively. *P<0.0001. (J) Expression of PPARy mRNA. White and gray bars represent hASCs and
adipocytes, respectively. *P=0.0442. (K) Representative immunocytochemical image of adipocytes FABP4. (L) Adipokine levels secreted by adipocytes. Dotted

line represents the levels found in the hASC culture medium. *P<0.0117.

receptor gamma coactivator l-alpha (PGClo) and peroxisome
proliferator-activated receptor gamma (PPARy) which, except for
PPARY, were not expressed at quantifiable levels in undifferentiated
hASCs (Fig. 3J). Consistently, protein levels for intracellular
FABP4 (Fig. 3K) and secreted FABP4, adiponectin and leptin
(Fig. 3L) were greatly induced (Dicker et al., 2005).

Mitochondrial morphology and the OXPHOS system during
adipogenic differentiation

Small, round mitochondria with few cristae are commonly found
in small numbers, often in the perinuclear cytoplasm of
undifferentiated hASCs (Fig. 4A,B). In adipocytes (Fig. 4C,D),
numerous, large and extended mitochondria with multiple cristae
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Fig. 4. Mitochondrial changes during adipocyte differentiation. (A,B) Representative electron microscopy images of part of a hASC (A) and mitochondria (B).
(C,D) Representative electron microscopy images of an adipocyte fragment (C) and mitochondrion (D). (E) Representative microscopy image of the mitochondrial
disposition in adipocytes. (F) MIMS. White and gray bars represent hASC and adipocyte MIMS values, respectively. (G) MIMP. White and gray bars represent
hASC and adipocyte MIMP values, respectively. *P=0.0034. Inserts: representative images of hASCs (left) and adipocytes (right) stained with a dye used to
measure MIMP. Green changes to orange when MIMP increases. (H) Oxygen consumption. White and gray bars represent values of consumed oxygen in hASCs
and adipocytes, respectively. *P<0.0361. (I) Mitochondrial enzyme specific activities and quantity (q) in adipocytes. Dotted line represents enzyme activities and
amount found in hASCs. *P<0.0388. (J) Mitochondrial protein synthesis. Representative gel showing the electrophoretic patterns of mitochondrial translation
products (ND1-6,CYB, CO1-3 and ATP6,8) (right) and loading controls (left). M, molecular weight marker; U, undifferentiated cells (hNASCs); D, differentiated cells
(adipocytes). Insert: quantification of mitochondrial translation products (MTPs) in adipocytes. Dotted line represents the level of MTPs in hASCs. *P=0.0210.
(K) Mitochondrial transcripts in adipocytes. Mitochondrial RNA levels (12S, CO1 and ND6) represent the three transcription units of the mtDNA. Dotted line
represents levels in hASCs. *P<0.0104. (L) mtDNA levels. White and gray bars represent the mtDNA amount in hASCs and adipocytes, respectively. (M) H,O,
quantity and SOD2 mRNA levels in adipocytes. Dotted line represents levels of these parameters in hASCs. *P<0.0463.
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are preferentially distributed between the cytoplasmic lipid
droplets. These results were confirmed in live cells using a
mitochondrial stain (Fig. 4E). Although simple microscopic
observation suggested that the mitochondrial inner membrane
surface (MIMS) would be larger in differentiated cells, the
increase was not found to be significant according to cardiolipin
assay (Fig. 4F). This can probably be explained by the fact that
only approximately half of the cells used for quantitative assay
were differentiated.

The mitochondrial inner membrane potential (MIMP), which
drives OXPHOS, was significantly augmented with differentiation
(Fig. 4G). The endogenous, leak state and uncoupled oxygen
consumption per cell significantly increased with differentiation
(Fig. 4H). However, these parameters did not change when
normalized by protein amount or CS specific activity.
Accordingly, specific activities of CS and CIV, and the quantity
of CIV per cell, also increased with differentiation. The increase in
respiratory complex II (CII) specific activity was also suggestive
(Fig. 41). Again, these parameters did not change when normalized
by CS specific activity. All these biochemical results confirm
mitochondrial biogenesis during differentiation. Despite the
increase in mitochondrial biogenesis, mitochondrial protein
synthesis in differentiated cells was lower than in undifferentiated
cells (Fig. 4]). Actively dividing, undifferentiated cells are likely to
require continuous mitochondrial protein synthesis to produce
mitochondria for the new cells. However, differentiated, non-
proliferating cells only need to replace the degraded mitochondrial
proteins of existent cells. In agreement with protein levels, the RNA
expression for three mtDNA-encoded products (representing three
mtDNA transcription units) also decreased with adipocyte
differentiation (Fig. 4K), although mtDNA levels remained
unaltered (Fig. 4L).

Despite the observed increase in MIMP, the hydrogen peroxide
(H,0,) levels were significantly reduced in differentiated cells
(Fig. 4M). This is probably a consequence of increased expression
of antioxidant enzymes during adipogenic differentiation (Higuchi
et al., 2013). Indeed, it was demonstrated that adipogenesis was
accompanied by significantly increased levels of mRNA for
manganese superoxide dismutase (SOD2) (Fig. 4M).

OXPHOS xenobiotics and adipogenic differentiation
Nucleoside reverse transcriptase inhibitors: Zidovudine and
Zalcitabine

As previously commented, NRTIs, in addition to their antiretroviral
effects, inhibit mtDNA polymerase-y, alter mitochondrial function and
can result in disturbed cellular differentiation. Two NRTIs, 3’-azido-
3’-deoxythymidine (Zidovudine, AZT) and 2’,3’-dideoxycytidine
(Zalcitabine, ddC) were tested here at concentrations close to their
maximum reported concentration in human plasma (Gustavson et al.,
1990; Laskin et al., 1989).

Whereas AZT at 6 uM had no effect on intracellular or secreted
markers of adipogenesis, ddC at 0.1 uM significantly decreased
Nile Red staining, triglycerides and secreted leptin (Fig. 5A).
Adipogenic differentiation of hASCs decreased H,0O, levels
(Fig. 4M) and, consistent with its effects on adipogenesis, ddC
(but not AZT) was associated with increased H,O, levels (Fig. 5B).
Neither AZT nor ddC had any effect on CS specific activity,
suggesting lack of a general effect on mitochondrial biogenesis
(Fig. 5C). However, as expected from inhibitors of mtDNA
polymerase, mtDNA levels were significantly reduced.
Additionally, AZT (but not ddC) increased CIV quantity and
specific activity, normalized by CS specific activity.

ddC treatment during adipogenic differentiation provoked
reduction of some adipocyte markers but had no effect on
mitochondrial enzymes. However, when hASCs were treated with
0.1 uM ddC for 10 days and then differentiated in the absence of
drug, they did not show any difference from untreated cells with
regards to adipocyte markers (Fig. 5D), but CS specific activity was
significantly decreased and CIV specific activity and quantity,
normalized by CS specific activity, were significantly increased
(Fig. 5E).

Ribosomal antibiotics: chloramphenicol and linezolid

Because of the bacterial origin of mitochondria, some ribosomal
antibiotics also inhibit mitochondrial protein synthesis. Two
inhibitors of bacterial protein synthesis, chloramphenicol (CAM)
and linezolid (LIN), bind the large subunit of the mitochondrial
ribosome and produce myelosuppression, lactic acidosis and optical
and peripheral neuropathy (Pacheu-Grau et al., 2010). Both CAM at
2.5 uM, a concentration below the lower limit of its therapeutic
range (Balbi, 2004), and LIN at 30 uM, a concentration below
the steady-state peak serum concentrations (Dryden, 2011),
significantly decreased the amount of triglycerides and secreted
leptin (Fig. 6A). However, Nile Red staining and adiponectin and
FABP4 levels were not significantly affected. CAM, but not LIN at
30 or 60 uM, increased production of reactive oxygen species
(ROS) (Fig. 6B). CAM, but not LIN, decreased CS specific activity
(Fig. 6C). Interestingly, the ratio CIV (specific activity or quantity)/
CS specific activity seemed to be altered in opposite directions by
the two antibiotics, whereas mtDNA levels remained unaltered.
Consistent with a negative effect of LIN on CIV quantity, a general
decrease in mitochondrial protein synthesis was observed in the
presence of the drug (Fig. 6D).

To rule out a particular effect of LIN on the specific hASCs used
(hASCs-1), we analyzed in parallel the influence of 30 or 60 uM
LIN on other hASCs (hASCs-2) derived from a different donor
(Fig. 2). LIN at 30 uM provoked similar effects on hASCs-2 as
observed on hASCs-1, except for CS specific activity, which was
significantly increased (Fig. 6E). At 60 uM LIN, the effects on
both lots of hASCs were more pronounced: the CIV/CS ratios and
the levels of secreted leptin were significantly lower than at 30 uM
in both cell lines (Fig. 6E). Interestingly, at 60 uM, the CIV/CS
specific activities ratio and the secreted leptin were also
significantly lower in hASCs-2 than in hASCs-1 (Fig. 6E). This
suggests that genetic polymorphisms modify the susceptibility of
hASC:s to antibiotics targeting mitochondrial ribosomes.

Environmental toxins: tributyltin chloride

The organotin tributyltin chloride (TBTC) is a potent algicide and
molluscicide. Widespread environmental contamination of marine
ecosystems with tributyltins (TBT) began in the 1960s when it
became ubiquitous as the active component in marine antifouling
paints for ships. However, environmental contamination by TBT
goes beyond aquatic ecosystems; they are also frequently used in
many industrial and agricultural activities. All this has led to
concern over their effects on human health. As a result, a global ban
on the use of organotin-based antifouling paints was enacted from
2003 onward (Grun, 2014).

It was previously shown that TBT induces lipid droplet
accumulation in human keratinocytes and adipogenic differentiation of
mouse preadipocyte cells (Corsini et al., 2003; Kanayama et al., 2005).
Bovine submitochondrial particles treated with TBT were found to
synthesize ATP at very low rates, and it was reported that subunit
p-MT-ATP6 of the OXPHOS complex V (CV, or ATP synthase) was
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Fig. 5. Response of adipogenic and mitochondrial parameters to NRTIs. Dark and light blue bars indicate treatment with 6 uM AZT and 0.1 uM ddC,
respectively. Dotted lines represent levels in untreated adipocytes. (A) Adipogenic variables. *P<0.0135, #P=0.0234 (vs AZT). (B) H,O, production in adipocytes.
*P=0.0052, #P=0.0077 (vs AZT). (C) Mitochondrial variables. *P<0.0469, #P=0.0452 (vs AZT). (D) Adipogenic variables after 0.01 uM ddC for 10 days and
posterior differentiation. (E) Mitochondrial variables after 0.01 uM ddC for 10 days and posterior differentiation. *P<0.0480.

the target site for inhibition by TBT (Matsuno-Yagi and Hatefi, 1993;
von Ballmoos et al., 2004). However, these data were obtained at
relatively high concentrations of the drug (Kotake, 2012). TBT
concentrations in human blood have been found to range from 16.8 to
306.8 nM (Kannan et al., 1999; Whalen et al., 1999), and TBT at
10 nM can activate genomic pathways via PPARy and retinoid X
receptor alpha (RXRo) (Kanayama et al., 2005). It has also been
shown recently that, depending on the exposure window, TBT can
promote adipogenesis independently of PPARy (Biemann et al.,
2014). Inhibition of isocitrate dehydrogenase (IDH) at nanomolar
levels has been demonstrated as a non-genomic, endocrine-disrupting
mechanism (Yamada et al., 2014).

In the preliminary test for the effects of TBTC on hASCs it was
recorded that another CV inhibitor, oligomycin (OLI) at 16 nM,
induced similar morphological changes in cells as those observed
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with TBTC (Fig. 7A-D). TBTC at 20 and 100 nM significantly
increased the intracellular (Nile Red, triglycerides) and secreted
(leptin) markers of adipogenesis in hASCs grown for 21 days in
normal, non-differentiation media (Fig. 7E and Fig. S2). Similar
results were obtained for OLI at 16 nM. However, in our hands,
neither TBTC nor OLI decreased IDH activity. On the contrary,
TBTC at 100 nM or OLI at 16 nM significantly increased IDH
activity (Fig. 7F), probably mirroring a compensatory response for
increasing mitochondrial biogenesis. As expected from direct
inhibitors of ATP synthase, both OLI and TBTC (at 100 nM)
decreased oxygen consumption of hASCs (Fig. 7G) and the effect
of TBTC was shown to be immediate (Fig. 7H). TBTC at 100 nM
did not affect the levels of H,O, but, unexpectedly, OLI was found
to immediately decrease these levels (Fig. 71). The assay was
confirmed functional by addition of antioxidant N-acetyl-cysteine
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(striped bars). Dotted line represents levels in untreated adipocyte-differentiated hASCs-1 or hASCs-2. *P<0.0366, #P<0.0329 (vs 30 uM LIN), &p<0.0225 (vs

differentiated hASCs-1).

(NAC) or a superoxide-generating agent (Menadione), which
decreased and increased H,O,, respectively. OLI at 4 nM was
previously shown to increase H,O, in mouse preadipocytes
(Carriere et al.,, 2003). It remains to be seen whether the
contrasting results were caused by differences in the OLI
concentration used or reflect true differences between the cells
from the two species.

DISCUSSION

Adipogenic differentiation increases OXPHOS biogenesis

In the hASCs used here, oxygen consumption, MIMP, CIV specific
activity and CIV quantity per cell increased with differentiation.

Thus, our results imply that adipogenic differentiation is
accompanied by OXPHOS biogenesis. Oxygen consumption is
also higher in differentiated than in immature primary subcutaneous
preadipocytes of young adults (von Heimburg et al., 2005). Higher
endogenous and uncoupled oxygen consumption is also observed
after adipogenic differentiation in hMSCs and in Simpson—Golabi—
Behmel syndrome subcutaneous preadipocytes (Keuper et al., 2014;
Zhang et al., 2013). Mitochondrial biogenesis is increased through
adipogenic differentiation of hMSCs (Tormos et al., 2011; Zhang
et al, 2013). Mitochondria of adipocytes are preferentially
distributed around the lipid droplets. Analagous to our findings
with hASCs, CS and SOD2 mRNA levels increase during
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Fig. 7. Response of adipogenic and
mitochondrial parameters to TBTC. White,
light and dark gray bars indicate 16 nM OLI-,
20 nM TBTC- and 100 nM TBTC-treated
hASCs, respectively. Dotted lines

represent levels in untreated hASCs.

(A-D) Representative microscopy images of
untreated hASCs (A), hASCs treated with
16 nM OLI (B), hASCs treated with 20 nM
TBTC (C) and hASCs treated with 100 nM
TBTC (D). (E) Adipogenic variables.

E F *P<0.0256, *P=0.0221 (vs 20 nM TBTC).
" (F) IDH levels. *P<0.0173, #P=0.0030 (vs

= 4000 - 20 nM TBTC). (G) Determination of oxygen
§ 30004 5 consumption just after drug addition.
£ 20004 250- *P<0.0403. (H) Oxygen consumption plot.
2 1000 s * Blue and red lines represent oxygen
£ - *
g - —~ 200 T " concentration and consumption,
© 4004 l X respectively. (I) Determination of H,O, levels
E_ 3 * # * 7 150 after drug addition. White, gray, black and
o 300+ * © dotted bars represent 16 nM OLI-, 100 nM
S 200 * L 1 100 e TBTC-, 100 nM TBTC+5 mM NAC- and
o . E L 10 uM Menadione-treated hASCs,
g_ 100 F= - = 80 respectively. *P<0.0021, #P<0.0001 (vs
§ 0 N 100 nM TBTC).
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adipogenic differentiation of hMSCs derived from bone marrow
aspirates (Hofmann et al., 2012; Zhang et al., 2013). Moreover, the
mRNA levels of cytochrome oxidase subunit 3 (p.MT-CO3) and
the quantity of OXPHOS supercomplexes are strikingly increased in
adipocyte mitochondria compared with undifferentiated cells
(Hofmann et al., 2012). Similar results have also been obtained
with cells from other species (Luo et al., 2008; Ryu et al., 2013; Shi
et al., 2008; Wilson-Fritch et al., 2003). Therefore, considering that
diverse differentiation protocols have been used in these reports, the
collective results confirm that mitochondrial biogenesis is a
common phenomenon during adipocyte differentiation.

Inhibitors of mtDNA replication affect adipogenic
differentiation

Antiretroviral therapy has been effective in lowering acquired
immunodeficiency syndrome incidence among patients infected
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with HIV. However, NRTIs used as a component of these therapies
can cause serious mitochondrial toxicity because they also inhibit
mtDNA polymerase-y. It was previously shown that NRTIs might
affect OXPHOS function and adipocyte differentiation and that
mtDNA genetic background (haplotype) influences the propensity
for lipoatrophy in patients receiving NRTIs (Hendrickson et al.,
2009). In the range of concentrations used in this study, AZT and
ddC have been shown to decrease Oil Red staining both in mouse
and human preadipocytes (Caron et al., 2004; Stankov et al., 2010,
2013, 2008; Walker et al., 2006). AZT at 1 uM also decreased
mtDNA and p.MT-CO2 levels in mouse preadipocytes (Walker
et al., 2006) but, even at 6 uM, did not have any effect on mtDNA
levels or on specific activities of CIV or CS in primary human
subcutaneous preadipocytes (Stankov et al., 2010). ddC at 0.2 uM
decreased mtDNA and p.MT-CO2 abundance in mouse
preadipocytes (Walker et al., 2006). Even though ddC at 0.1 uM
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decreased mtDNA levels in primary human subcutaneous
preadipocytes, it did not alter CIV or CS specific activities
(Stankov et al., 2010). In hASCs, ddC at 0.1 uM decreased Nile
Red staining, amount of triglycerides, secreted leptin, ROS
production and mtDNA levels, but did not affect the CIV/CS
ratio. However, AZT at 6 uM decreased mtDNA levels and
increased the CIV/CS ratio, but did not have an effect on the
other parameters.

It is remarkable that NRTIs seem to affect mtDNA and lipid
levels in diverse cell types from different species and using distinct
concentrations and differentiation protocols. mtDNA depletion is a
result of inhibition of mtDNA polymerase-y by NRTIs. Curiously,
NRTI-mediated mtDNA depletion of mouse preadipocytes is
accompanied by a decrease in p.MT-CO2 levels and MIMP
(Walker et al., 2006), whereas mtDNA depletion in hASCs (here)
or in primary human subcutaneous adipocytes is not followed by
CIV deficiency (Stankov et al., 2010). Preserved CIV activity in
adipose tissue of HIV-infected patients with lipoatrophy, despite
mtDNA depletion, has been previously documented (Kim et al.,
2005, 2008). Thymidine kinase 2 (TK2) deficiency in humans
causes mtDNA depletion syndrome (Sun and Wang, 2014).
mtDNA-depleted TK2-deficient mice show reduced fat
accumulation and severe reduction in leptin mRNA and
circulating levels of leptin (Villarroya et al., 2011). However, CIV
activity is not lowered in WAT from TK2-deficient mice, despite a
significant reduction in mtDNA-encoded transcripts and moderate
mtDNA depletion (Villarroya et al., 2011). It remains possible that
other OXPHOS complexes are preferably affected in this model.
That the mtDNA depletion directly decreases lipid accumulation is
supported by the fact that treatment of mouse 3T3-L1 cells with
ethidium bromide (which depletes mtDNA) decreases the intensity
of Oil Red O staining (Ryu et al., 2013).

When 0.1 uM ddC was supplied for 10 days before the
differentiation  protocol, the parameters of adipogenic
differentiation were no different to those of untreated cells.
However, CIV specific activity and quantity, normalized by CS
specific activity, were significantly increased. Almost the same
relationship between differentiation and mitochondrial variables
was observed when AZT 6 uM was provided to hASCs during the
differentiation protocol. Possibly, OXPHOS compensation is able
to improve differentiation factors.

Inhibitors of mitochondrial translation affect adipogenic
differentiation

It is known that some antibiotics that target bacterial ribosome also
inhibit mitochondrial protein synthesis (Pacheu-Grau et al., 2010),
but their potential effect on adipocyte differentiation has not been
previously studied. We have shown here that ribosomal antibiotics
CAM and LIN impair differentiation of hASCs, as evidenced by
decreased intracellular triglycerides and secreted leptin. LIN also
significantly decreased CIV/CS ratios and inhibited mitochondrial
protein synthesis. However, Nile Red staining of hASCs was not
decreased with CAM or LIN, which is similar to previous results on
lipophilic staining of mouse preadipocytes treated with CAM
(Vankoningsloo et al., 2006). Cellular fat stores primarily take the
form of triglycerides, and there is some data indicating that Nile Red
staining does not always correspond to quantitative triglyceride
assays. In Caenorhabditis elegans, for example, the major fat stores
are not normally stained by Nile Red, but the stain is found
exclusively in lysosome-related organelles (O’Rourke et al., 2009;
Zhang et al., 2010). It remains to be seen whether the observed
discrepancy between triglycerides and lipophilic staining could be,

at least partially, a result of the nonspecificity of stained
compartments in hASCs.

In our hands, LIN diminished leptin secretion but did not affect
two other adipokines (adiponectin and FABP4). A different
regulation for these adipokines in response to ETC inhibition has
been previously reported. Thus, leptin and adiponectin expression
were decreased and increased, respectively, in mouse preadipocytes
treated with the respiratory complex I (CI) inhibitor capsaicin that,
similarly to LIN, also decreased triglyceride levels (Hsu and Yen,
2007). Moreover, adiponectin and leptin release was increased and
decreased, respectively, in human adipocytes differentiated at 10%
oxygen compared with 21% (Famulla et al., 2012). The explanation
could be that leptin, adiponectin and FABP4 secretion involve
distinct intracellular compartments: endosomal compartments are
required for adiponectin but not for leptin secretion (Xie et al.,
2008), and FABP4 is actively released via a non-classical, calcium-
dependent mechanism (Schlottmann et al., 2014). However,
currently there is no information on how these pathways could be
selectively modulated by mitochondrial activity.

Very interestingly, for 60 uM LIN, the CIV/CS ratio was
significantly lower in hASCs with mtDNA from haplogroup
H10e2 (hASCs-2) than in haplogroup T2cldla (hASCs-1), and
the same was observed with secreted leptin. We have previously
found that the amount of mitochondrial translation products, the
p-MT-COl/succinate dehydrogenase complex subunit A (SDHA)
ratio and the CIV/CS ratio were significantly lower after treatment
with LIN in osteosarcoma 143B cybrids harboring the mtDNA
m.3010A allele (Pacheu-Grau et al., 2013). This nucleotide position
is located in the 16S ribosomal RNA, where LIN binds. The two
hASCs types used here have the m.3010G allele, but approximately
one quarter of western European individuals (mtDNA haplogroups
H1 and J1) harbor the A variant. These individuals would be even
more sensitive to the inhibitory effects of LIN on adipogenic
differentiation. Here, the differences in CIV and secreted leptin
between cells treated with different concentrations of LIN, and
between hASCs-1 and hASCs-2, emphasize the importance of
OXPHOS function on adipocyte differentiation that can be
significantly modified by mtDNA haplotype.

Inhibitors of OXPHOS complex activities affect adipogenic
differentiation
It was long thought that the effect of TBT on adipocyte differentiation
was solely through genomic pathways via PPARy and RXRo
(Kanayama et al., 2005). However, the role of TBT as PPARY agonist
in hASCs is questionable. It has been shown that hASCs do not
express PPARY before adipogenic differentiation. The same seems to
be true in mouse mesenchymal stem cells (mMSCs) C3H10T1/2.
Thus, during undifferentiated growth, PPARY2 is rarely expressed. In
C3H10T1/2, exposure to 100 nM TBT during undifferentiated
growth increased expression of the adipogenic marker genes
FABP4 and PPARy2, and subsequently increased triglyceride
levels. However, treatment with the PPARY2 agonist rosiglitazone
had no significant effect on subsequent adipogenic differentiation.
Moreover, silencing of PPARy had no additional impact on the
regulation of cell fate markers, over that already observed with TBT.
These results suggest that the TBT-induced adipogenic mechanisms
act independently of PPARYy2 during undifferentiated growth
(Biemann et al., 2014) and, in part, during the induction of
differentiation in mMSCs (BMS2) (Yanik et al., 2011).

It has been shown that the proton channel of the F;F, ATP
synthase is a target of TBT, possibly through formation of Sn-O
bonds at crucial, conserved amino acid residues (Grun, 2014). This
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leads to inhibition of proton flow and reduction in intracellular ATP
levels (Matsuno-Yagi and Hatefi, 1993; von Ballmoos et al., 2004).
Accordingly, our results suggest that TBTC induces adipogenesis
by an OXPHOS-mediated mechanism. Moreover, 6-day exposure to
25 nM TBT provoked a significant decrease in ATP levels and loss
of lytic function in human natural killer cells (Dudimah et al., 2007).
Inhibition of OXPHOS CV could also explain TBT-dependent
isocitrate accumulation (Yamada et al., 2014), as NAD" required for
its oxidation would not be regenerated by an inhibited ETC. It was
reported that OXPHOS CV inhibitor OLI at 8 nM induces
triglyceride accumulation in 3T3-L1 cells (Vankoningsloo et al.,
2005), which is similar to our results.

Published data on the potential role of inhibition of other
OXPHOS complexes are somewhat contradictory. Rotenone, a CI
inhibitor, decreased Oil Red O staining and adiponectin mRNA
levels of adipocyte-differentiated hMSCs (Zhang et al., 2013) but
induced lipid accumulation in hASCs (Kim et al., 2014). Antimycin
A, a complex III (CII) inhibitor, decreased adipogenic
differentiation of 3T3-F442A mouse preadipocytes (Carriere
et al., 2004) but again induced adipogenesis in hASCs (Kim
et al., 2014). Additionally, it has been shown that antimycin A, as
well as stigmatellin and myxothiazol (other CIII inhibitors), can
induce triglycerides in 3T3-L1 cells (Vankoningsloo et al., 2006,
2005). Thus, more detailed work on different classes of ETC
inhibitors are required to evaluate their adipogenic versus
antiadipogenic effects on various types of cells capable of
adipogenic differentiation.

Conclusions

Here, we have shown that the mitochondrial OXPHOS system is
important for regulation of adipogenesis in hASCs and that its
inhibition at the level of mtDNA replication (NRTIs), organelle
protein synthesis (antibiotics) or function (TBTC) can either inhibit
or promote adipogenesis in vitro. Because important OXPHOS
components are mtDNA-encoded and OXPHOS capacity is
affected by mtDNA haplogroup (Gomez-Duran et al., 2010,
2012), genetic variability in mtDNA could affect adipocyte
differentiation and related phenotypes such as obesity (Knoll
et al., 2014; Nardelli et al., 2013; Yang et al., 2011).

In the fight against infectious diseases, as well as in agricultural
pest control, therapies are based on the selective toxicity of the
used drug or xenobiotic against the non-desired agent. In this
light, the human OXPHOS system can be seen as the unintended
off-target of some drug treatments and responsible, at least in part,
for adverse events associated with a large array of compounds
(Wallace, 2008), including those related to adipogenic
differentiation. As previously commented, mtDNA haplogroups
modify the lipoatrophy propensity of patients being treated with
NRTIs (De Luca et al., 2012; Hendrickson et al., 2009; Hulgan
etal., 2011). mtDNA haplogroups can also define cell susceptibility
to inhibitors of mitochondrial protein synthesis (Pacheu-Grau et al.,
2013). These observations suggest that the mtDNA genotype is a
risk factor for lipoatrophy in patients treated with OXPHOS
xenobiotics.

If the potential side effects (such as altered adipocyte
differentiation) of a particular pharmacological intervention are
known, they can be monitored and possibly prevented. However,
human exposure to a myriad of other OXPHOS xenobiotics that
affect adipocyte differentiation is unknown and uncontrolled. Thus,
as the obesogen hypothesis postulates (Grun, 2014), environmental
chemical pollutants such as TBT that promote adipose-dependent
weight gain might lead to obesity and metabolic syndrome.
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MATERIALS AND METHODS

Chemicals

All reagents used were of research or cell culture quality. AZT and ddC,
which affect mitochondrial function and adipogenic differentiation; CAM,
LIN and OLI, which affect mitochondrial function; and TBTC, which
affects adipogenic differentiation, were purchased from Sigma-Aldrich
(St Louis, MO, USA).

Cells, growth and differentiation conditions

StemPro® Human Adipose-Derived Stem Cells (#R7788-115,
Invitrogen™, Life Technologies™) derive from human adipose tissue
collected during liposuction procedures and were cryopreserved at passage |
from primary cultures. Each lot of hASCs originates from a single donor of
human lipoaspirate tissue, and the two lots used here are named hASCs-1
and hASCs-2. hASCs were generally grown in MesenPRO RS™ medium
(Invitrogen™, Life Technologies™), containing 5 mM glucose and 2%
fetal bovine serum complemented with MesenPRO RS™ growth
supplement and 2 mM L-glutamine prior to use. To avoid undesired
phenotypic effects, cells were grown in the absence of antibiotics (Llobet
et al., 2015). The doubling times were determined using the Z2 Beckman
Coulter. Initially, 2x10* cells per well were seeded in a six-well plate. Three
replicate growth curves were performed and cells counts were performed in
duplicate at each time point (0, 24, 48, 72 and 96 h). For the hypoxia
treatment, cultures were transferred to an H35 Hypoxystation (Don Whitley
Scientific), where the incubation proceeded in atmosphere containing 5%
CO, and 3% O, balanced with nitrogen.

To induce adipogenic differentiation, confluent hASCs were incubated for
21 days with StemPro® Adipogenesis Differentiation Kit (Invitrogen™).
Because this differentiation medium contains 25 mM glucose, the glucose
concentration of the control culture medium (MesenPRO RS™) for
undifferentiated cells was also raised to 25 mM in experiments where
undifferentiated and differentiated cells were compared.

For osteogenic differentiation, hASCs were grown to 50% of confluence
and then incubated for 14 days with StemPro®™ Osteogenesis Differentiation
Media (Invitrogen™). For assessment of calcium deposition, cells were
washed with phosphate-buffered saline (PBS), fixed for 30 min in 4%
paraformaldehyde at room temperature and washed with distilled water.
Samples were incubated for 5 min at room temperature in 30 mM Alizarin
Red in distilled water, washed and visualized using an inverted microscope.

For chondrogenic differentiation, 80% confluent hASCs were harvested
and micromass cultures were generated by seeding the center of 96-well
plate wells with 5 ul droplets from a cell suspension containing 1.6x107
cells/ml. After 2 h, warmed StemPro® Chondrogenesis Differentiation
Medium (Invitrogen™) was added and the micromass cultures were
incubated for 14 days. The differentiated cell aggregates were fixed with 4%
paraformaldehyde for 30 min at room temperature and stained with 1%
Toluidine Blue in 70% ethanol, which detects glycoproteins in the
extracellular matrix. An inverted microscope was used for imaging.

Metabolic markers

Glucose concentration was measured by an enzymatic colorimetric GOD-
POD method with the Glucose Liquid reagents (Quimica Clinica Aplicada
S.A., Tarragona, Spain) following a previously described protocol (Trinder,
1969). Briefly, the cells under study were seeded, supernatant samples were
collected three times per day (6 h intervals) and absorbance was measured at
510 nm using the NovoStar MBG Labtech microplate instrument.

Lipid accumulation was assessed by Oil Red O staining. Briefly, cells
were washed with PBS, fixed with 4% paraformaldehyde for 30 min at room
temperature and incubated for 30 min at 37°C in freshly diluted and filtered
16 uM Oil Red O solution in isopropanol. Alternatively, intracellular lipids
were stained with the hydrophilic stain Nile Red that, when partitioned
in a hydrophobic environment, becomes fluorescent. For quantitative
determination of Nile Red fluorescence, the NovoStar MBG Labtech
microplate instrument was used (Ex: 485 nm/Em: 572 nm). Images were
acquired either with a DMIL inverted microscope (Leica) or FLoid Cell
Imaging Station (Life Technologies™).

Adipogenesis Detection Kit (Abcam) was used to quantify triglyceride
accumulation in cells according to the manufacturer’s instructions.
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In this assay, triglycerides are solubilized and hydrolyzed to glycerol, which
is subsequently oxidized to convert the probe to generate color
(Amax=570 nm). A NovoStar MBG Labtech microplate instrument was
used for measurements. For quantitative determination of adiponectin,
FABP4 and leptin in cell culture supernatants, Human Adiponectin ELISA
kit (Millipore), FABP4 Human ELISA kit (Symansis) and Leptin Human
ELISA Kit (Abcam) were used. Media were centrifuged for 5 min at
1400 rpm (Beckman Coulter Allegra X-22, SX4250 rotor) and supernatants
diluted for use in the quantification reaction. Concentrations were
determined according to the manufacturer’s instructions.

For immunocytochemistry, the cultured cells were fixed with 4%
paraformaldehyde for 15 min at room temperature and permeabilized with
0.1% Triton X-100 for 10 min. After blocking with 0.1% bovine serum
albumin, the washed cells were incubated for 1 h at room temperature with
a primary antibody against FABP4 (Invitrogen). Subsequently, the cells
were incubated with fluorescence-labeled secondary Alexa Fluor®™ 594
(Molecular Probes) at room temperature for 30 min, protected from light.
The cells were further incubated with 1 uM 4’,6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) for nuclear staining. Between incubations, samples were washed
with PBS containing 0.05% Tween.

Electron microscopy

For ultrastructural analysis, hASCs were seeded in Permanox®
chamberslides (NUNC), fixed with 2.5% glutaraldehyde for 2 h at 4°C
and maintained in phosphate buffer supplemented with 0.05% sodium
azide. Post-fixation was carried out using 1% OsOy, for 2 h. The cells were
dehydrated in a graded series of ethanol up to absolute. The specimens were
then passed through different mixtures of ethanol and araldite (3:1, 1:1, 1:3)
and embedded in pure araldite. After 3 days polymerization at 70°C,
ultrathin sections were cut and stained following a previously published
protocol (Reynolds, 1963). The sections were examined with a JEOL 1010
transmission electron microscope using a Gatan Bioscan camera and the
Digital Micrograph software.

Analysis of mitochondrial function

To measure mitochondrial content, mitochondria were labeled using the
mitochondria-specific dye MitoTracker® Red (Molecular Probes™),
according to the manufacturer’s protocol. The final dye concentration was
100 nM and the incubation time was 30 min at 37°C prior to visualization.
Fluorescent microscopy was performed on live cells using a FLoid
Cell Imaging Station (Life Technologies™). MIMP was measured in
triplicate in three independent experiments using the Mito-ID Membrane
Potential Cytotoxicity kit (ENZO®) following the manufacturer’s
instructions. MIMS, based on the quantity of cardiolipin, was measured
three times in three independent experiments using nonylacridine-orange
(Sigma) (Petit et al., 1992). H,O, production was measured in triplicate
using 2',7’-dichlorofluorescin diacetate (Sigma) as described previously
(Carter et al., 1994), with minor modifications. A Beckman Coulter
Cytomics FC500 cytometer was used for measurement of intracellular
fluorescence, and Weasel software was used for flow cytometry data
analysis.

Oxygen consumption was analyzed using the high-resolution oxygraph
OROBOROS® (Oroboros Instument, Innsbruck, Austria). Exponentially
growing cells were collected by trypsinization, then washed, counted and
resuspended at 1x10° cells/ml in DMEM. Endogenous, leaking (with OLI
added at 16 nM) and uncoupled (with FCCP added at 0.8 pM) respiration
analyses were performed. To correct for oxygen consumption not due to the
ETC, inhibition of mitochondrial respiration by KCN was performed. Each
condition was analyzed three times. Respiration was measured at 37°C, with
chamber volumes set at 2 ml. The software DatLab (Oroboros Instrument,
Innsbruck, Austria) was used for data acquisition at 1 s time intervals, as
well as for data analysis (Gnaiger et al., 1995).

The enzymatic activities of OXPHOS CII and CS and their protein levels
were assayed following previously described protocols (Faloona and Srere,
1969; King, 1966; Tzagoloff et al., 1967). CIV activity and levels were
determined using the Complex IV Human Specific Activity Microplate
Assay Kit (Mitosciences, Abcam®) according to the manufacturer’s
instructions. All enzyme determinations were performed in triplicate in at

least three independent experiments using a NovoStar MBG Labtech
microplate instrument. IDH activity was determined using the commercial
Isocitrate Dehydrogenase Colorimetric Assay Kit (Abcam®), according to
the manufacturer’s instructions. Briefly, 1x10® hASCs grown in DMEM
were lysed in 200 pl of provided assay buffer. The lysate was centrifuged at
13,000 g for 10 min and the cleared supernatant used for the assay. NAD"
was used as substrate for the NAD-IDH assay. A NovoStar MBG Labtech
microplate instrument was used for the measurements.

Mitochondrial protein synthesis was analyzed as described previously
(Chomyn, 1996), with minor modifications. Electrophoresis was performed
with a Protean II xi system (Bio-Rad). As a loading control, we dyed the gel
for 15 min with fixing solution (30% methanol, 10% acetic acid) plus
0.025% Coomassie Blue (Brilliant Blue R, Sigma). The gel was washed
several times with 50% methanol, 10% acetic acid solution and left
overnight in fixing solution. Finally, the gel was treated for 20 min with
Amplify solution (Amersham), dried and used for autoradiography. The
band intensities from appropriate exposures of the fluorograms from three
independent gels were quantified by densitometric analysis with the Gelpro
analyzer v4.0. Three bands, corresponding to the upper, middle and lower
parts of the gel, were selected for quantification.

Genetics characterization and gene expression analysis

For molecular cytogenetic analysis, cells were exposed to colchicine
(0.5 pg/ml) for 4h at 37°C and harvested routinely. Metaphases were
prepared following a conventional cytogenetic protocol for cells fixed in
methanol:acetic acid (3:1). Approximately 20 metaphase cells were
captured and analyzed for each cell line. The genetic fingerprints of the
cells were performed with the AmpFLSTR® Identifiler® PCR Amplification
Kit (Life Technologies). The mtDNA sequences were obtained using the
BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applera Rockville, MD,
USA) and an ABI Prism 3730x] DNA analyzer (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). To locate mutations, the revised Cambridge Reference
Sequence (rCRS) was used (GenBank NC_012920) (Andrews et al., 1999).

The mtDNA content was measured by the real-time quantitative reverse
transcription-polymerase chain reaction (RT-qPCR) method using an
Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR System Thermal Cycling
Block, as described elsewhere (Marcuello et al., 2005). The mtDNA levels
were determined in triplicate in three independent experiments.

To assess mRNA levels, total RNA was isolated from exponentially
growing cells using a NucleoSpin® RNA ITkit (Macherey-Nagel) according
to the manufacturer’s protocol. Total RNA (1 pg) was reversed-transcribed
with the Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche), using the
manufacturer’s conditions. The levels of CD90/THY1 and CD105/ENG,
FABP4,PGCla, PPARy, VEGF, PFKL and SOD2 mRNAs and cytochrome
oxidase subunit 1 (p.MT-COl), 12S ribosomal RNA and NADH-
ubiquinone oxidoreductase chain 6 (p.MT-ND6) mitochondrial RNA
were determined in triplicate in three independent experiments by RT-qPCR
using the One-Step Real-Time system (Applied Biosytems). The expression
levels were normalized using the 18S ribosomal RNA. The ACt method was
used to calculate fold expression. StepOne software version 2.0 (Applied
Biosystems) was used for data analysis.

Statistics

The statistical package StatView 6.0 was used to perform all the statistics.
Data for mean, standard deviation and number of independent experiments
or replicates are presented. The Kolmogorov—Smirnov test was used to
check the normal distribution. The unpaired two-tailed #-test was used to
compare parameters. P values lower than 0.05 were considered statistically
significant.
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Besides the advance in scientific knowledge and the production of different compounds, cell culture can now be
used to obtain cells for regenerative medicine. To avoid microbial contamination, antibiotics were usually
incorporated into culture media. However, these compounds affect cell biochemistry and may modify the
differentiation potential of cultured cells. To check this possibility, we grew human adipose tissue-derived stem
cells and differentiated them to adipocyte with or without antibiotics commonly used in these culture protocols,
such as a penicillin—streptomycin—amphotericin mix or gentamicin. We show that these antibiotics affect cell
differentiation. Therefore, antibiotics should not be used in cell culture because aseptic techniques make these

compounds unnecessary.

Introduction

THE PROTOCOLS FOR cell differentiation frequently re-
quire long-lasting cultures, which increase the risk of
microbial contamination. Antibiotics were introduced into
culture media to reduce the frequency of contamination. An
antibiotic mix commonly used in cell culture contains
100 U/mL penicillin, a B-lactam that inhibits bacterial cell
wall synthesis; 100 pg/mL streptomycin, an aminoglycoside
that inhibits bacterial protein synthesis; and sometimes,
0.25 pg/mL amphotericin B, a macrolide polyene that causes
disintegration of the fungal lipid membranes.' The ami-
noglycoside gentamicin is also used in cell culture proto-
cols.** Thus, gentamicin 5pg/mL is recommended to
prepare the complete adipogenic differentiation medium for
human adipose tissue-derived stem cells (hASCs) (STEM-
PRO® human adipose-derived stem cells; Invitrogen).
Despite their effectiveness to avoid bacterial and fungal
growth, antibiotics can have a number of significant disad-
vantages. One of them is a potential influence on cultured
cell biochemistry. We accomplished a very extensive liter-
ature review and, surprisingly, only found a very small
number of reports on this topic, and none of them in human
cells. Thus, in rat primary hepatocyte cultures, penicillin
360 M (~210U/mL)-streptomycin 175 uM (250 pg/mL)
inhibited protein synthesis.” In primary adipoblasts from
young obese Zucker rats, the penicillin 1 mg/mL (~ 1785 U/
mL)-streptomycin 33 pg/mL. mix modified the heparin-

releasable lipoprotein lipase activity.® In mouse B16/F10
melanoma cells, penicillin 100 U/mL-streptomycin 100 pg/
mL causes a moderate stimulation in dopa oxidase and ty-
rosine hydroxylase activities, but a slight inactivation in the
dopachrome tautomerase activity.” The absence of studies
on this issue maybe is the cause for the unawareness about
the effect of antibiotics used in cell culture on many dif-
ferent aspects of cell biochemistry.

Since the influence of these antibiotics on cell differen-
tiation, at concentrations found in cell culture, has not been
usually analyzed, we have studied their effect on adipocyte
differentiation of hASCs.

Materials and Methods

Biological samples, growth conditions,
and cell differentiation

STEMPRO human adipose-derived stem cells (hASCs)
(#R7788-115; Invitrogen™, Life Technologies™) are iso-
lated from human adipose tissue collected during liposuc-
tion procedures and cryopreserved from primary cultures.
Before cryopreservation, the hASCs are expanded for one
passage in the MesenPRO RS™ Medium. Each lot of
hASCs originates from a single donor of human lipoaspirate
tissue.

Cells were grown, without antibiotics, in the MesenPRO
RS Medium containing glucose (5mM) and fetal bovine
serum (FBS 2%) complemented with the MesenPRO RS

'Departamento de Bioquimica, Biologia Molecular y Celular; *Instituto de Investigacién Sanitaria de Aragén; *CIBER de Enfermedades
Raras (CIBERER); and “Fundacién ARAID, Universidad de Zaragoza, Zaragoza, Spain.
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Growth Supplement and L-glutamine 2 mM before use. To
induce adipogenic differentiation, confluent hASCs were
incubated for 21 days with the STEMPRO®Adipogenesis
Differentiation Kit (Invitrogen) without antibiotics; with
penicillin 100 U/mL-streptomycin 100 pg/mL—-amphotericin
B 0.25 ng/mL (#15240-062; Life Technologies) or genta-
micin 5pg/mL (#15710-064; Life Technologies). When
cells were grown with an antioxidant, N-acetylcysteine
(NAC) 5mM was used in the differentiation medium.

Determination of adipocyte markers

Intracellular droplets of lipids were stained with the hy-
drophilic stain Nile Red, which becomes fluorescent when
partitioned in a hydrophobic environment. For quantitative
determination, a NovoStar BMG Labtech microplate in-
strument (Ex: 485 nm/Em: 572nm) was used. This deter-
mination was replicated, at least, six times.

The Adipogenesis Detection Kit (Abcam) was used to
quantify triglyceride accumulation in cells, in triplicate in
three independent experiments, following the manufacturer’s
conditions. In the assay, triglycerides are solubilized and
hydrolyzed to glycerol, which is subsequently oxidized to
convert the probe to generate color (Apa.x=570nm). A No-
voStar BMG Labtech microplate instrument was used for the
measurements.

For quantitative determination of leptin in cell culture
supernatants, the Leptin Human ELISA Kit (Abcam) was
used. Media were centrifuged for Smin at 1400rpm
(SX4250 rotor, Beckman Coulter Allegra X-22) and then
supernatants were diluted for use in the quantification re-
action. These experiments were performed in triplicate in
three different experiments. Concentrations were deter-
mined according to the manufacturer’s instructions.

Determination of mitochondrial enzyme activities
and levels

The Complex IV Human Specific Activity Microplate Assay
Kit from Mitosciences (Abcam) was used according to the
manufacturer’s instructions for the determination of respiratory
complex IV (CIV)-specific activity and levels. CIV is im-
munocaptured within the wells and the activity is determined
colorimetrically by the oxidation of reduced cytochrome c as an
absorbance decrease at 550nm. Subsequently, in the same
wells, the quantity of enzyme is measured by adding a CIV-
specific antibody conjugated with alkaline phosphatase. The
phosphatase changes a substrate from colorless to yellow at
405 nm. The citrate synthase (CS)-specific activity was assayed
following previously described protocols.® Protein concentra-
tion was determined by the Bradford protocol (#500-0006; Bio-
Rad).? All enzyme determinations were performed in triplicate
in at least three independent experiments using a NovoStar
BMG Labtech microplate instrument.

Determination of hydrogen peroxide levels

The production of the hydrogen peroxide was measured
in triplicate by using 2’,7’-dichlorofluorescin diacetate
(Sigma) as described previously,'® with slight modifications.
A BD FACSAria sorter cytometer was used for measure-
ments of intracellular fluorescence. Weasel software was
used for flow cytometry data analysis.

LLOBET ET AL.

Statistics analysis

The statistical package StatView 6.0 was used to perform
all the statistics. Data for mean, standard deviation, and
number of replicates or independent experiments are pre-
sented. The Kolmogorov—Smirnov test was used to check the
normal distribution. For normal variables, the unpaired two-
tailed #-test was used to compare parameters. The p-values
lower than 0.05 were considered statistically significant.

Results

The hASCs cultured in the adipogenic differentiation
medium slowed down proliferation and showed a
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FIG. 1. Adipocyte markers. Dot, white, gray, and black bars
code for undifferentiated, differentiated, penicillin—streptomycin—
amphotericin-treated differentiated, and gentamicin-treated
differentiated human adipose tissue-derived stem cells (hASCs),
respectively. The mean value for differentiated hASCs has been
represented as 100%. ** denote significant differences versus
differentiated hASCs. (A) Intracellular lipid droplets. (B) Tri-

glyceride amount. (C) Secreted leptin levels.
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ANTIBIOTICS AND CELL DIFFERENTIATION

morphological change with an important rise in cell volume,
mainly due to a lipid accumulation, as demonstrated by the
significant increase in Nile Red staining (p <0.0001), a vital
stain for the detection of intracellular lipid droplets,'" and
cell triglycerides (p<0.0001) (Fig. 1A, B). Moreover, the
levels of secreted leptin, another adipocyte marker,'* were
significantly higher after the differentiation protocol
(p=0.0004) (Fig. 1C). All these results support the adipo-
cyte differentiation of hASCs.

At concentrations used in cell culture, the penicillin
100 U/mL-streptomycin 100 pg/mL—amphotericin 0.25 pg/
mL mix significantly increased Nile Red staining (136%,
p=0.0274) and leptin secretion (390%, p=0.0027), al-
though it did not affect triglyceride levels (Fig. 1). During
the adipocyte differentiation, gentamicin 5 pg/mL signifi-
cantly increased leptin production (244%, p=0.0441), but it
had no effect on triglyceride levels (Fig. 1). This gentamicin
concentration is within the range of concentrations (0.9-
11.4 pg/mL) found in the blood of some patients, for ex-
ample, in neonates with hypoxic ischemic encephalopathy
treated for presumptive infection, and therefore, it could
have physiologic consequences on medicated individuals."

Although considered selective for the A-site of the pro-
karyotic ribosome, most aminoglycosides also bind to the
A-site of the eukaryotic cytosolic ribosome, but with lower
affinities. Nevertheless, their binding to the A-site of the
eukaryotic mitochondrial ribosome, whose sequence is
very close to the bacterial one, might inhibit mitochondrial
protein synthesis and negatively affect mammal cells.'*
However, the CIV-specific activity and quantity, an enzyme
with mitochondrial DNA (mtDNA)-encoded subunits and,
therefore, potentially more susceptible to aminoglycosides,
were not affected in hASCs differentiated in a culture with
the aminoglycoside streptomycin or gentamicin (Fig. 2).
Maybe, there was a relative decrease in the CIV activity and
quantity but compensated, in some way, by a general mi-
tochondrial biogenesis. However, these antibiotics did not
affect the CS-specific activity, a nuclear DNA-encoded en-
zyme that is a marker of mitochondrial biogenesis (Fig. 2).

Experimental evidence in animals has indicated that
reactive oxygen species (ROS) may be one of the factors
responsible for the development of aminoglycoside toxici-
ty. 516 Therefore, we checked the ROS amount in hASCs
differentiated in the presence/absence of antibiotics. The
antibiotics mix, or gentamicin, provokes a significant in-
crease in ROS production (~ 140%, p<0.0238) (Fig. 3A).
Many evidences from the literature claim that ROS are re-
sponsible for rise in different variables related to adipogenic
differentiation.'”?* Therefore, we differentiated hASCs
in the presence of these antibiotics with or without NAC.
This antioxidant significantly decreased Nile Red staining
(>70%, p<0.0001) and secreted leptin concentrations
(>60%, p<0.0001) (Fig. 3B, C).

Discussion

At very high concentrations, penicillin G [ =730 pg/mL
or 21300 U/mL?**] had an inhibitory effect on mouse em-
bryonic stem cell (mESC) differentiation into cardiomyo-
cytes, as determined by contracting cardiomyocytes and
quantitative expression of the myosin heavy chain (MHC)
gene. This penicillin concentration also inhibited neuronal,
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FIG. 2. Mitochondrial enzymes. White, gray, and black
bars code for differentiated, penicillin—streptomycin—
amphotericin-treated differentiated, and gentamicin-treated
differentiated hASCs, respectively. The mean value for
differentiated hASCs has been represented as 100%. (A)
Complex IV (CIV)-specific activity. (B) CIV quantity. (C)
Citrate synthase (CS)-specific activity.

osteoblast, and chondrocyte differentiation as determined by
quantitative expression of the neurofilament 160, osteo-
calcin, and aggrecan genes, respectively.”® However, these
concentrations are not relevant for normal cell cultures.

At concentrations usually found in cell culture, the com-
bination of penicillin 200 U/mL-streptomycin 50 pg/mL,
streptomycin 50 pg/mL, or gentamicin 50 pg/mL interfered
with the synthesis of sulfatide, a component of the myelin
membrane and indicator of cell differentiation, in brain cell
cultures of newborn mice.?” The accumulation of MHC, often
used as a marker of myogenic differentiation of chick embryo
myogenic cells, was significantly reduced in cultures with
streptomycin 100 pg/mL.?® Penicillin 100 U/mL—streptomycin
100 pg/mL or gentamicin 100 pg/mL decreased the growth rate
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FIG. 3. Reactive oxygen species effects on adipocyte dif-
ferentiation. White, gray, stripped gray, black, and stripped
black bars code for differentiated, penicillin—streptomycin—
amphotericin-treated differentiated, penicillin—streptomycin—
amphotericin-N-acetylcysteine (NAC)-treated differentiated,
gentamicin-treated differentiated, and gentamicin-NAC-
treated differentiated hASCs, respectively. The mean value
for differentiated hASCs has been represented as 100%.
*denotes significant differences versus differentiated
hASCs. *denotes significant differences between untreated
and NAC-treated hASCs differentiated in the presence of
antibiotics. (A) Hydrogen peroxide production. (B) In-
tracellular lipid droplets. (C) Secreted leptin levels.

of mESC and, after their differentiation to tyg)e I pneumocytes,
the mRNA levels for surfactant protein C.”

Our results confirm that antibiotics commonly used in cell
culture, at concentrations usually employed, can affect cell
differentiation. Moreover, they extend previous results ob-
tained in other animal cells to encompass human cells.

Compounds from the aminoglycoside family are the an-
tibiotics shared in all these reports. It has been previously
shown that particular mtDNA mutations can increase ami-
noglycoside toxicity, but the absence of a CIV defect rules

LLOBET ET AL.

out an effect on mitochondrial protein synthesis as the cause
for the altered cell differentiation. However, in the absence
of these pathologic mtDNA mutations, high concentrations
or after long periods of exposure, aminoglycosides are also
usually toxic. It has been proposed that ROS can act to
promote both the initiation of adipocyte lineage commit-
ment of stem cells and the terminal differentiation of pre-
adipocytes to mature adipose cells.'”* Our results on the
adipocyte differentiation in NAC presence support that the
increase in ROS levels provoked by aminoglycosides is
responsible for the rise in other variables related with adi-
pogenic differentiation, such as Nile Red staining and leptin
secretion. The origin of aminoglycoside side effects on ad-
ipocyte differentiation and general cell differentiation
probably results from a combination of different factors.
Aminoglycosides are positively charged molecules that can
interact with other negatively charged molecules, such as
nucleic acids or phospholipids, or inhibit phospholipases.**~
32 Moreover, it has been shown that streptomycin >80 pg/
mL increases read through of stop codons and gentamicin
5 ug/mL induces read through of a premature termination
codon found in an expressed human pseudogene.ﬁ’34

Therefore, aminoglycosides can modify cell physiology
in unknown ways.**~2 To avoid undesired phenotypic ef-
fects, in general, cultured cells should be grown without
antibiotics. The use of aseptic techniques makes antibiotics
unnecessary.
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Mitochondrial DNA mutations at IT-ATP6 gene are relatively common in individuals suffering from striatal
necrosis syndromes. These patients usually do not show apparent histochemical and/or biochemical signs of
oxidative phosphorylation dysfunction. Because of this, UIT-ATP6 is not typically analyzed in many other mito-
chondrial disorders that have not been previously associated to mutations in this gene. To correct this bias, we
have performed a screening of the IT-ATP6gene in alarge collection of patients suspected of suffering different
mitochondrial DNA (mtDNA) disorders. In three cases, biochemical, molecular-genetics and other analyses in
patient tissues and cybrids were also carried out. We found three new pathologic mutations. Two of them in
patients showing phenotypes that have not been commonly associated to mutations in the IT-ATP6 gene.
These results remark the importance of sequencing the MMT-ATP6 gene in patients with striatal necrosis syn-
dromes, but also within other mitochondrial pathologies. This gene should be sequenced at least in all those
patients suspected of suffering an mtDNA disorder disclosing normal results for histochemical and biochemical
analyses of respiratory chain.

INTRODUCTION

Approximately 10—20% of individuals with Leigh syndrome
(LS) and more than 50% of individuals with neurogenic
muscle weakness, ataxia and retinitis pigmentosa (NARP)
have a mutation at mitochondrial DNA (mtDNA) nucleotide
position 8993 of the MT-ATP6 gene (1). These two clinical con-
ditions have been termed ‘striatal necrosis syndromes’ and have
been also associated to mutations at nucleotide position 9176 of
the MT-ATP6 gene (2). Thus, these mutations have been fre-
quently analyzed in persons suffering these pathologies. In
these patients, histologic examination of muscle biopsies
shows only minimal, if any, changes and the specific activities
of respiratory complexes are usually normal (1), because the
p-MT-ATP6 polypeptide is not a component of the respiratory

chain but of the oxidative phosphorylation system (OXPHOS)
complex V (CV) or ATP synthase. Moreover, for ADP phos-
phorylation to take place, mitochondria need to be maintained
intact and in a coupled state. Then, ATP synthesis can only be
measured on freshly isolated mitochondria (3). Therefore,
ATP synthase-specific activity is not regularly measured in
patients’ tissues. Because of the general lack of positive histo-
chemical and biochemical evidences on the implication of
p-MT-ATP6 in a particular pathology based in MT-4TP6 muta-
tions, its screening in other mitochondrial diseases has been
infrequent.

To avoid these biases, we have performed a screening of the
MT-ATP6 gene in abig collection of patients suspected of suffer-
ing mtDNA disorders, as NARP, maternally inherited LS
(MILS) and other with very different clinical phenotypes.
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RESULTS
MT-ATP6 analysis

Three out of the 550 patients studied harbored interesting
mutations in their MT-ATP6 genes. These mutations consisted
of transitions at m.9025G>A, m.9029A >G and m.9032T>C
nucleotide positions for P1, P2 and P3, respectively (Fig. 1).
To rule out the presence of other potentially pathological muta-
tions, we sequenced the complete mtDNAs of these three
patients, but no other variant was a better candidate for being
the pathogenic mutation (Supplementary Material, Note S1).
These analyses also provided us their mtDNA haplogroups
(U5b2b3, W1* and USb1f). Next, we analyzed the presence of
these mutations in 21580 human p.MT-ATP6 sequences
obtained from GenBank plus 4352 from different publications
(Supplementary Material, References S1). The m.9025G>A,
m.9029A>G and m.9032T >C transitions were found 13, 1
and 0 times, respectively, in apparently healthy individuals
and always in different mtDNA genetic backgrounds and distinct
from our patients (Supplementary Material, Note S2). To rule
out these mutations as more geographically restricted poly-
morphisms, we also studied 13 and 18 Spaniard population
samples from mtDNA haplogroups W and U5b, respectively.
The mutations were not found in any of them. In addition of
the 550 patients from the initial screening, we also analyzed by
real-time polymerase chain reaction (PCR) the m.9025G>A/
m.9032T>C and m.9029A>G transitions in all remaining
samples of our laboratory from individuals suspected of suffer-
ing from MILS/NARP and optic neuropathy, respectively. We
found the m.9025G > A mutation in a MILS patient (P4, Supple-
mentary Material, Note S1). Finally, the m.9025G> A mutation
had been found in one patient with colon cancer from haplogroup
H7d3a and another with motor neuropathy and the m.9029A > G
transition had also been found in one patient from haplogroup H
with suspected mitochondrial disorder (Supplementary Mater-
ial, References S2).

These mutations were firstly discovered by conformation sen-
sitive gel electrophoresis (CSGE) and/or sequencing (Supplemen-
tary Material, Fig. S1A). To rule out sequencing artifacts and
confirm the presence of these mutations by another different
method, we performed PCR-restriction fragment length poly-
morphism (RFLP) analyses. These mutations were found in
heteroplasmy in at least one individual from each pedigree
(Supplementary Material, Fig. S1B). However, the mtDNA
region around these mutations is highly represented in nuclear
mitochondrial DNA sequences (NUMTs) (4) and short amplicons
for m.9025G> A and m.9029A > G, but not for 9032T>C, ana-
lyses were observed from rho® cells (Supplementary Material,
Fig. S1C). Therefore, to ratify heteroplasmies, determine their
true percentages and their association with the phenotype, we
designed a larger amplicon (Supplementary Material, Fig. SID)
and performed a nesting radioactive PCR-RFLP in probands
and relatives. The m.9025G> A mutation was found in homo-
plasmy in proband’s muscle, liver and blood and in mother’s
and sister’s blood (Fig. 2A). The m.9029A>G mutation was
found in homoplasmy in the patient’s blood but in heteroplasmy
in his mother (95%) and siblings (brother 85%, sister 95%)
(Fig. 2B). This heteroplasmy is authentic because only two
NUMTSs in chromosomes 5 and 17 have enough length to be amp-
lified with our PCR conditions and, despite that their targets for the
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Figure 1. Electropherograms from segments of the MT-ATP6 gene. Hetero-
plasmy at m.9032 position can be observed.
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Figure 2. Hot PCR-RFLP. (A)m.9025G > A transition. C, B,L, M, I and Il denote
control, blood, liver, muscle, first and second generation, respectively. Black and
white figures represent the patient and non-affected relatives, respectively.
(B) m.9029A > G transition. C, I and II denote control, first and second gener-
ation, respectively. Black and white figures represent the patient and non-affected
relatives, respectively. (C) m.9032T>C transition. C, B, BM, H, U, I, I and IIT
denote control, blood, buccal mucosa, hair, urine, first, second and third gener-
ation, respectively. Black, grey and white figures represent the patient, the mod-
erately affected mother and other non-affected relatives, respectively.

genotyping restriction enzyme are identical to that of the normal
mtDNA sequence, there are many mispairings in the primers-
matched sequences (Supplementary Material, Note S3) and this
segment was not amplified in rho” cells (Supplementary Material,
Fig. S1D) or the patient blood (Fig. 2B). The m.9032T>C
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Figure 3. mtDNA levels in members of the m.9029A > G pedigree. The asterisk
denotes significant differences (P < 0.0078) from the rest of pedigree members.

transition was found in heteroplasmy in proband’s urine (96%),
hair (93%) and blood (70%) and also in mother’s hair (73%),
urine (57%) and blood (42%) but it was not found in hair, urine,
buccal mucosa or blood of a healthy maternal aunt (Fig. 2C).

As the mutation m.9025G> A was found in homoplasmy in
the asymptomatic mother and sister and m.9029A>G was
found at a high percentage in the asymptomatic mother and sib-
lings, we looked for potential compensatory factors, such as the
mtDNA levels, in symptomatic and asymptomatic family
members (5). There were no differences in mtDNA levels in
members of the m.9025G> A pedigree, but they were signifi-
cantly lower in the m.9029A>G patient than in his relatives

(Fig. 3).

P.MT-ATP6 analysis

The m.9025G>A, m.9029A>G and m.9032T >C transitions
provoke glycine to serine, histidine to arginine and leucine to
proline amino acid substitutions, respectively. The MutPred
score mean + standard deviation for all of the 24 206 possible
amino acid variations defined by a single point mutation away
from the revised Cambridge reference sequence (rCRS) is
0.642 + 0.154 (6). These values for all of the 111 glycine to
serine, 97 histidine to arginine and 553 leucine to proline pos-
sible substitutions were 0.749 4+ 0.120, 0.728 + 0.166 and
0.737 + 0.105, respectively, and they were significantly
higher than those for all of the possible amino acid substitutions
(P < 0.0001). The particular values for these changes were
0.860 (G167S), 0.827 (H168R) and 0.837 (L169P) (Table 1).
Because a higher pathogenicity score correspond to a greater
likelihood that the amino acid variation is pathogenic, these
results suggest that these particular amino acid substitutions
will have phenotypic consequences.

The G167, H168 and L169 amino acids are extremely pre-
served through evolution. Thus, they were conserved in 99.7,
98.1 and 87.9%, respectively, of 3410 published p.MT-ATP6
reference sequences from animals, plants, fungi and protists
(Table 1). G167 was the second most conserved p.MT-ATP6 pos-
ition after R159, a key residue for proton transport. As there is a
bias in the type of organisms with their mtDNAs sequenced
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(most of the sequenced mtDNAs belong to animals), to confirm
the clues about the functional importance of these amino acids,
we also estimated the conservation indexes (CI) for these positions
in 1409 bacteria that are organisms very distant from an evolution-
ary point of view. The Cls were 86.2,36.0 and 33.4%, respectively
(Table 1).

The G167, H168 and L169 amino acids are located in the trans-
membrane helix 4 (TMH4) of p.MT-ATP6 (Fig. 4A and B).
TMH4 and TMHS of p.MT-ATP6 and TMH2 of subunit ¢ form
the F1FO ATP synthase proton channel (7). Four other positions
affected by pathologic mutations (A155, L156, A162 and L170)
are also located in this TMH4. Moreover, G167 and L169 are
placed along with A155, L156, R159, A162 and L170 in the
most conserved side of TMH4 (Fig. 4C). A structurally compen-
sating replacement in any of these TMHs could explain the pheno-
typic differences between the homoplasmic m.9025G > A patient
and her asymptomatic maternal relatives. However, there were
not differences between the p.MT-ATP6 and ¢ subunits (the
three isoenzymes) from the patient and relatives.

Cybrid analysis

The previous results suggested that these mutations might be
functionally important and, maybe, they were responsible for
patients’ phenotypes. To confirm this possibility, we built
seven transmitochondrial cell lines (cytoplasmic hybrids or
cybrids) using the osteosarcoma 143B206 rho” cell line as the
common nuclear background (8) and platelets from each of
these patients. Unfortunately, family of deceased P1 did not
want to continue with the study and from P4, a patient studied
7 years ago, we only had muscle. Therefore, we could not
produce cybrids with this mtDNA mutation. We used a hap-
logroup H cybrid harboring the homoplasmic m.8993T>G
pathologic mutation as a positive control. As negative controls,
we used the isogenic m.8993T cybrid and, as it has been previ-
ously shown that the mtDNA genetic background plays an
important role in modulating the biochemical defects and
clinical outcome in NARP/MILS (9), we also generated
cybrids from healthy individuals from close haplogroups to
those of the patients. Thus, H, N1b and Uk cybrids were negative
controls (C5, C2 and C3) for mutant H, W1* and U5b cybrids
(PS5, P2 and P3), respectively.

First, we confirmed that the cybrids harbored the nuclear back-
ground of osteosarcoma 143B206 rho” cells and the mtDNA of
the donor platelets (Supplementary Material, Fig. S2).

Compared with their haplogroup controls, mutant cybrids har-
boring the homoplasmic m.8993T>G, m.9029A>G and het-
eroplasmic (25 and 80%) m.9032T>C mutations presented a
decrease in the endogenous oxygen consumption (Fig. SA),
but there were no differences in leaking respiration (Fig. SA).
Uncoupled respiration was not different from control cybrids
in m.8993T>G and m.9029A > G cybrids but was significantly
lower in m.9032T >C cybrids (Fig. 5A).

The mitochondrial inner membrane potential was signifi-
cantly lower in the m.8993T>G cybrid than in its haplogroup
control cybrid. However, this parameter was significantly
higher in m.9029A>G and m.9032T>C (25%) cybrids than
in their controls (Fig. 5B). This potential was not different
from that of the haplogroup control in the m.9032T>C (80%)
cybrid (Fig. 5B).
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Table 1. Pathologic mutations in the MT-ATP6 gene

p-MT-ATP6 Mutation Phenotype Pathologic Controls Mt-CI(%) B-CI (%) MutPred Cybrids
MT-ATP6 load pedigrees (>25000) (3410) (1409)
Previously reported mutations
p-MIT Ho—He IC S 0 69.8 - 0.983 N
m.8528T>C
p.A105P He NARP (0) 0 80.9 - 0.742 C
m.8839G>C
p-W109R Ho—He BSN S 1 90.9 - 0.780 N
m.8851T>C
p.A155P He NARP (0) 0 67.6 13.3 0.742 N
m.8989G>C
p.L156P/R He/He AOSA/NARP/LS S/S 0/0 99.1 84.0 0.846/0.824 C/C
m.8993T>C/G
p.Al62V Ho LHON (0) 1 95.0 30.5 0.728 C
m.9011C>T
p.L170P Ho—He Ataxia/AOSA S 0 91.0 23.0 0.865 C
m.9035T>C
p.L217P/R He/He LS S/S 1/0 98.4 96.5 0.719/0.777 C/C
m.9176T>C/G
p.L220P Ho—He AOSA/NARP/LS/CMT S 0 86.8 11.1 0.751 N
m.9185T>C
p.L222P He LS (0) 0 72.7 38.2 0.844 N
m.9191T>C
New mutations
p.G167S Ho CC, MN, LS-like S 13 99.7 86.2 0.860 N
m.9025G>A
p.H168R Ho—He LHON-like S 1 98.1 36.0 0.827 C
m.9029A>G
p.L169P He NARP (0) 0 87.9 33.4 0.837 C
m.9032T>C

To consider a previously published p.MT-ATP6 mutation as a pathologic one, the mutation should fulfill at least one of these two criteria: (i) the mutation should be
present in more than one pathologic pedigree, its population frequency should be very low (below 0.05%) and it should not be located at internal branches of the mtDNA
phylogenetic tree or (ii) phenotypic differences should be shown between cell models harboring different percentages of mutant and controlmtDNAs. The m.8989G>C
and m.9191T > C mutations do not fulfill these criteria. However, several other features suggest that they are pathologic mutations. AOSA, adult-onset spinocerebellar
ataxia; B-CI, conservation index for bacterial subunit a; BSN, bilateral striatal necrosis; C, cybrids; CC, colon cancer; CMT, Charcot-Marie-Tooth; Ho, homoplasmy;
He, heteroplasmy; IC, infantile cardiomyopathy; LHON, Leber hereditary optic neuropathy; LS, Leigh syndrome; MN, motor neuropathy; Mt-CI, conservation index
for p.MT-ATP6; MutPred, a proxy index for the pathogenicity of an amino acid variation (6); N, No; NARP, neuropathy, ataxia and retinitis pigmentosa; O, one; S,
several. A hyphen in the B-CI column signifies that we cannot trustworthily indicate the equivalent amino acid in the bacterial subunit a.

ATP levels in mutant cybrids were lower than those of their
control cybrids (Fig. 5C), except for the m.9032T>C (25%)
cybrid.

Reactive oxygen species (ROS) and Mn superoxide dismutase
(SOD2) mRNA levels in mutant cybrids were also significantly
higher than those of their control cybrids, except for the
m.9032T>C (25%) cybrid (Fig. 5D).

Therefore, when compared with normal mtDNAs, the reloca-
tion of these mutated mtDNAs to rho” cell lines transfers altered
biochemical features.

DISCUSSION

M.9025G>A associated with type IV 3-methylglutaconic
aciduria

The m.9025G>A/p.MT-ATP6:G167S mutation fulfills some
but fails in other of the accepted pathogenicity criteria. Thus,
this mutation was found in homoplasmy in healthy relatives
and, except for Leber hereditary optic neuropathy (LHON) and
mitochondrial deafness, this is not a common observation in dis-
orders due to mtDNA mutations. However, the homoplasmic
m.9176T>C/p.MT-ATP6:L217P mutation has also been asso-
ciated with a very mild disease course in some individuals

from two pedigrees suffering hereditary spastic paraplegia-like
disorder (10) and Charcot-Marie-Tooth hereditary neuropathy (11).
Homoplasmic levels of the m.9185T > C/p.MT-ATP6:1.220P muta-
tion were found in several slightly affected individuals from another
pathologic pedigree (12). The m.9025G > A mutation has been found
in 13 out of more than 25 000 (0.05%) apparently healthy individuals,
but all of them from different mtDNA genetic backgrounds,
which means that this is not an ancient polymorphism. Moreover,
other MT-ATP6 pathologic mutations, such as m.8851T>C/p.
MT-ATP6:W109R, m.9011C>T/p.MT-ATP6:A162V andm.9176T>
C/p.MT-ATP6:L217P, have been found in homoplasmy in
individuals from different population studies (Supplementary
Material, Note S2). In all these examples, other factors such as
nuclear modifying genes, the mtDNA genetic background or
environmental influences may be involved in determining the
severity of the phenotypic expression and the large phenotypic
variability of these MT-ATP6 mutations (10). On the other
hand, G167 is the second most conserved amino acid position in
the p.MT-ATP6 subunit and bioinformatics studies predict that
the glycine to serine amino acid substitution at p.MT-ATP6
167 position would be pathologic (6).

The glycine of the equivalent position in bacteria is also
extremely conserved (86.2% of 1409 bacteria species). Many
bacteria lacking a glycine in this position have a glycine at the
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Figure 4. The molecular model of the p.MT-ATP6 subunit. (A) View of subunita (yellow color) (the bacterial orthologue of mitochondrial p.MT-ATP6) and subunits ¢
(grey color) of Escherichia coli from the periplasma (intermembrane) space. The bacterial equivalent p.MT-ATP6 positions that, when mutated, have been associated
to human disorders (blue color) have been represented in this model. New mutations described in this article are represented in red color. (B) p.MT-ATP6 TMH4 and
TMHS. Already described and newly described pathologic mutations are represented in blue and red color, respectively. (C) Helical wheel representation of TMH4.
Pathologic positions are represented with blue and red circles and those with a CI > 90% with thick lines. (D) G167 (yellow color), in TMH4, does not interact with
E203 (red color) of TMHS (D) but S167 (yellow color) establishes a hydrogen bond (green line) with E203 (red color) of TMHS5 (D).

equivalent position to amino acid 203 in TMHS that interacts
with amino acid at position 167 in TMH4 (2). Thus, glycine is
frequently a member of the interacting amino acid pair. This
pair forms part of an aqueous pocket extending from D61 of
subunit ¢ to the periplasmic surface (13). Glycine is the smallest
amino acid and the bigger hydrophilic S167 might form a hydro-
gen bond with the E203 (Fig. 4D) and alter the conformational
movements of this helix (14). Also supporting an important
role of this amino acid position, the ATP synthase of extreme
alkaliphiles has special features that are required for non-
fermentative growth and OXPHOS at high pH (>10.5). At
such pH values, maintenance of a cytoplasmic pH that is acid
in, lowers the total chemiosmotic driving force, and yet a
robust Ht-coupled OXPHOS proceeds optimally. The K180
amino acid of these alkaliphilic bacteria (amino acid position
167 in humans) is implicated in the pH-dependent restriction

of the proton flux through the ATP synthase to and from the
bulk phase (15). Moreover, different replacements at the equiva-
lent position to human 167 have been modeled in E. coli and the
ATP synthase activity was greatly inhibited and the aerobic
growth suppressed. Replacing this amino acid by a polar one
caused proton leak (14,16—18).

All these forward and against evidences on the pathogenicity
of this mutation prevent its assignation as a pathologic change
and make necessary more proofs.

The clinical phenotype and the increased levels of
3-methylglutaconic acid in our patient suggested a type IV
3-methylglutaconic aciduria. This is a mixed bag diagnostic
but, frequently, a defect on the OXPHOS system has been
found for these patients (Supplementary Material, References
S3). Our results allowed us to rule out a defect of respiratory
complexes, a coenzyme Q (CoQ) deficiency or an mtDNA
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deletion or depletion. The 3-methylglutaconic aciduria has
sometimes been found in LS, but we were able to rule out
several causes of LS such as pyruvate dehydrogenase (PDH)
complex deficiency. LS caused by MT-ATP6 mutations fre-
quently show normal activities for the electron transport chain
complexes such as those found in our patient. Moreover,
3-methylglutaconic aciduria is frequently found in ATP synthase de-
ficiency and, particularly interesting, it was found in a patient with
the pathologic mutation m.8993T > G in the MT-ATP6 gene.

M.9029A>G associated with atypical LHON

The m.9029A > G/p.MT-ATP6:H168R mutation fulfills most of
the accepted pathogenicity criteria. However, this mutation was
also reported in two other individuals out of more than 25 000 in-
cluding patients and controls. This observation is not rare for
mtDNA mutations associated to hereditary optic neuropathies.
Thus, the m.11778G>A and m.14484T >C transitions are fre-
quently found in homoplasmy in normal females of LHON pedi-
grees. Moreover, two individuals without evidence of visual
abnormalities and not being part of LHON families harbored
these homoplasmic LHON pathogenic mutations (19). More im-
portantly, one of these two individuals with the m.9029A>G
mutation was suspected of suffering a mitochondrial disorder
(20). On the other hand, and supporting its pathogenic role,
this mutation is also the best candidate mutation to explain a

pathologic phenotype (optic neuropathy) frequently found asso-
ciated to pathologic mtDNA mutations. It was in homoplasmy in
the proband and in heteroplasmy in the unaffected relatives.
Despite the percentage of heteroplasmy was very high in the
healthy relatives, maybe their higher mtDNA content may con-
tribute to a moderate amount of normal mtDNA genotypes that
compensate the pathologic mutation (21). The mutation
changes a highly conserved amino acid in an important trans-
membrane alpha-helix which is part of the ATP synthase
proton channel. Moreover, 3 (W109R, L156R and L217R) out
of 12 previously described MT-ATP6 pathologic mutations in-
corporate an arginine. Finally, the m.9029A>G cybrid show
OXPHOS dysfunction when compared with the cybrid harbor-
ing anormal mtDNA genotype from a close mtDNA haplogroup.

By using the Ag*-chemical labeling of cysteine side chains,
introduced by site-directed mutagenesis, to map the aqueous
accessible regions on subunit a (bacterial ortologue of mitochon-
drial p.MT-ATP6), it was found that the bacterial equivalent
position to amino acid 168 might be part of an aqueous
pathway to the intermembrane space (13). Moreover, it has
been proposed that the proton motive force causes protonation
of a network of residues in subunit a near the intermembrane
surface, including amino acid 168 (22,23). Therefore, the
HI168R substitution, with very different pK, should have an
important phenotypic effect. Interestingly, different amino
acid replacements have been modeled at this equivalent position
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in E. coli (corresponding to position 219), showing that the proton
translocation and the ATP synthase activity was greatly inhibited,
and that the aerobic growth was also affected (16,24—27).

The main interest of m.9029A > G is that it is associated with
an atypical LHON phenotype. Many patients are not fully eval-
uated early in the course of the disease or are referred electively
for a subspecialty opinion years later. Properly evaluating an in-
dividual with suspected optic neuropathy years after the visual
loss occurred may be difficult (28). Sometimes, rare optic neuro-
pathies in patients harboring common LHON mutations can be
confused with ischemic optic neuropathy (29,30), as it was the
case of this patient. Moreover, LHON progression varies consid-
erably, ranging from sudden and complete vision loss to progres-
sive decline up to 2 years (31). However, the progressive loss of
vision in our patient over 4 years, although highly unusual, has
already been reported in an individual with the m.11778G>A
pathologic mutation (32).

It is considered that LHON is caused by mutations in
mtDNA-encoded complex I subunits. Mutations in M7-ND genes
have been associated to LHON but also to LS. Moreover, some
LHON mutations have been sometimes associated to LS (33).
Therefore, it would be possible that M7-4TP6 mutations, usually
associated to LS, were etiologic factors for LHON. A lowered
rate of oxidative ATP synthesis appears to be the common biochem-
ical background of pathogenic importance in all LHON complex I
mutations (34). This background is also accompanied by an
increased ROS production (35). The p.MT-ATP6 mutations that
cause LS also reduce the ATP production (36) and increase ROS
production (37). Very interestingly, the few histopathological
studies reporting ocular findings in LS patients indicate that these
individuals show features indistinguishable from LHON (38,39).
Thus, maybe LHON is not a defect of mtDNA-encoded complex
I subunits but of mtDNA-encoded OXPHOS subunits. Our
results on ROS and ATP levels from cybrids harboring the
m.9029A>G transition show that, in addition to M7-ND muta-
tions, other mtDNA mutations could be associated to hereditary
optic neuropathies. In fact, and although nowadays evidences are
not too strong, other MT-ATP6 mutations, such as m.9101T>C/
p-MT-ATP6:1192T (40) and m.9011C>T/p.MT-ATP6:A162V
(41) have been postulated as etiologic factors for LHON patients.
The m.9101T>C transition induced a proton leak that reduced
OXPHOS efficiency (40) and this phenotype was transferred to
cybrids (42). Moreover, cybrids harboring the m.9011C>T transi-
tion showed decreased calcium levels (43).

M.9032T>C associated with NARP

The m.9032T>C/p.MT-ATP6:L169P mutation fulfills all the
accepted pathogenicity criteria. It was the best mtDNA candidate
mutation to explain a pathologic phenotype (NARP) frequently
found associated to pathologic mutations in the M7-ATP6 gene.
It has not been found in normal individuals. It is present in hetero-
plasmy in the affected individuals, but it was not present in a
healthy relative. It changes a highly conserved amino acid in an
important transmembrane alpha-helix which is part of the ATP
synthase proton channel. This mutation incorporates the same
amino acid than other pathologic mutations of the same subunit,
such as A105P, A155P, L156P, L170P, L217P, L220P and
L222P, also associated to NARP/MILS phenotypes. A proline
inside a transmembrane alpha-helix provokes the loss of hydrogen
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bonds in the peptide bonds, destabilizes the secondary structure
and introduces a kink in the alpha-helix (44,45). Finally, cybrids
harboring mutant mtDNA genotypes show OXPHOS dysfunction
when compared with the cybrid harboring a normal mtDNA geno-
type from the same mtDNA haplogroup.

CONCLUSIONS

Our results on P3 patient (m.9032T > C) remark the importance of
sequencing the entire MT-ATP6 gene in NARP/MILS patients.
These analyses are providing new pathologic mutations, such as
m.8618-8619insT (46), m.8839G>C (47) or m.8989G>C (48),
as etiologic factors for these syndromes. Recent results also
suggest that MT-ATP6 sequencing in other mitochondrial patholo-
gies, no previously associated to MT-4ATP6 mutations, unmask
already known pathologic mutations as responsible for these clin-
ical conditions, such as m.9185T > C in the Charcot-Marie-Tooth
disease (49) or in the episodic weakness (50). Finally, these
studies are also revealing new M7T-4ATP6 mutations in other mito-
chondrial disorders, such as m.8528T > C in infantile cardiomyop-
athy (51) orm.9025G > A and m.9029A > G in 3-methylglutaconic
aciduria and hereditary optic neuropathy, respectively (this study).
To increase the success rate in the finding of MT-4TP6 pathologic
mutations, this gene should be sequenced at least in those patients
suspected of suffering a mtDNA disorder and negatives for histo-
chemical and biochemical analyses of respiratory chain defects.
However, a positive marker is still required to improve the diagnos-
tic efficiency of p.MT-ATP6 defects. Maybe, 3-methylglutaconic
acid can help to point out M7-4TP6 mutations.

MATERIALS AND METHODS
Patients screening and case reports

The MT-ATP6 gene was analyzed by CSGE or by sequencing of
DNA obtained from blood or muscle samples of 550 patients that
were referred to our laboratory after a suspect of mitochondrial
disease. All samples were collected with informed consent of
the patients and family members and the study was approved
by the Ethics Review Committees of the involved Hospitals
and of the Government of Aragdn (CEICA 11/2010). These
patients included individuals with MILS or NARP, in which
we had previously ruled out the presence of the m.8993 and
m.9176 mutations by PCR-RFLP. Many others suffered from
other pathologies, such as optic neuropathies. Three of these
patients presented interesting mutations.

The first patient (P1), a girl, is the first child born from healthy
non-consanguineous parents. Familial antecedents were unevent-
ful. The pregnancy was normal and the serology negative. The
delivery was at 40 weeks by caesarean section with meconium-
stained amniotic fluid. Since birth and due to respiratory depres-
sion, bradycardia and hypotonia, mechanic ventilation was
applied. Clinical examination showed microcephaly, severe
axial hypotonia, low deep tendon reflexes and pin cataract on
the left eye. Computerized tomography scan and magnetic reson-
ance imaging (MRI) showed cerebellum and brainstem atrophy
and diffuse increased signal on cerebellar white matter. Motor and
sensitive neuropathy was detected with electromyography and
nerve conduction velocity. The respiratory problems were
aggravated in the following days with severe bradycardia that
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did not respond to reanimation procedures and lead her to death
at 41 days of life. Necropsy studies confirmed severe atrophy of
the cerebellum and brainstem. There was loss of granule and Pur-
kinje cells and important astrocytosis of the cerebellar white
matter. Clinical picture was of LS but ganglia were not affected
on MRI or on the anatomopathologic study.

Lactate, pyruvate and alanine were elevated in blood. Urine
organic acid analysis disclosed increased 3-methylglutaconic
acid (34 mmol/mol creatinine; control range 5—15). In muscle,
normalized respiratory complexes I+III (CI + III), II 4 I
(CII + III) and IV (CIV) activities were not diminished. In the
liver, CI + III was severely decreased, CII + III increased and
CIV normal. PDH was normal as well (Supplementary Material,
Table S1). Normal muscle CI 4 III and CII + III and elevated
liver CII 4 III activities ruled out a CoQ deficit. Total and
non-esterified carnitine levels in the muscle were 26 and 36%,
respectively, of the lower limit for the control ranges (Supple-
mentary Material, Table S1).

The second patient (P2) is a 38-year-old caucasian male who
first came to our clinic complaining of a 4-year history of pro-
gressive visual loss. He was tentatively diagnosed of retinal
ischemia 4 months prior to consultation. On examination, his
best-corrected visual acuity was 20/80 in the right eye and 20/
70 in the left eye. The anterior segments examination was
within normal limits. The intraocular pressure was 12 mmHg
in both eyes. Posterior segment evaluation showed the temporal
half ofthe optic disc to be pale in both eyes. Visual evoked poten-
tials showed a markedly increased latency in both eyes. Paracen-
tral visual field defects were seen by the Goldmann visual field
analysis. He was diagnosed as suffering an atypical LHON.
His visual acuity and the anterior and posterior segment exam
and visual fields were unchanged after four and a half years of
oral multivitamin therapy on daily basis, especially B¢ and
B ;. Family history was negative for visual loss or neurological
disease.

The third patient (P3) is a male resulting from an uncompli-
cated pregnancy and delivery. He is the second child from non-
consanguineous parents. Since birth he showed a mild motor
delay. At 12 months, he was admitted to the hospital because
of recurrent vomiting episodes and metabolic acidosis that per-
sisted throughout his childhood. His height and weight remained
steady at high percentile during development. He had learning
difficulties at school. At the age of 7 years, an ophthalmologic
evaluation revealed decreased visual acuity and mild bilateral
macular pigmentary changes being diagnosed with pigmentary
retinopathy. Currently, the patient is 16 years old and the most
recent examination has revealed a mild ataxic gait, hypoactive
reflexes and bilateral hypoacusia along with visual deficit. He
has remained relatively stable for the last years. The laboratory
tests, the screening for metabolic disorders including lactate
and pyruvate levels in basal conditions, the thyroid and liver
function, and the serum creatine kinase level have been repeatedly
normal, and the karyotype was also normal. No lactate deter-
mination was recorded during any of the metabolic acidosis epi-
sodes in his pediatrics history. The electrophysiological study
showed a subclinical sensory neuropathy and the brain MRI
detects cerebellar vermis atrophy. His mother presented with
progressive both unstable gait and bilateral sensorineural
hearing loss since more than 15 years ago. She also presented bi-
lateral concentric visual loss with a final diagnosis of retinitis

pigmentosa. Examination disclosed a proximal weakness of
lower limbs. The laboratory tests, electrophysiogical studies
and brain MRI are normal. The grandmother presented visual
disturbances without a definitive diagnosis. The clinical pheno-
type of both patients (mother and son) was highly suggested of
NARP syndrome. New sequence accession numbers: GenBank
KJ742709-KJ742715.

Molecular-genetic analyses

The MT-ATP6 gene was screened by CSGE and/or sequencing.
The ATP5G1,ATP5G2 and ATP5G3 genes for the three isoforms
of subunit ¢ from the ATP synthase were screened by sequen-
cing. The primers and conditions for these analyses and for the
whole mtDNA sequencing are available upon request. The per-
centage of mutation was studied by the PCR-RFLP analysis
(Supplementary Material, Table S2). For the hot-PCR, 2 p.Ci
of [a **P] dCTP (3000 Ci/mmol) was added and one additional
cycle was performed. The mtDNA content was measured by
using protocols described elsewhere (52).

Bioinformatics explorations

The possibility of amplifying a nuclear sequence similar to the
1822 bp amplicon, between mtDNA positions 8018—9839,
was checked in the mitochondrial pseudogenes database from
mitomap (4). The 21 580 human, 3410 eukaryote and 1409 pro-
karyote p.MT-ATP6 sequences were obtained from GenBank
(18 October 2013). The MutPred scores for particular amino
acid substitutions were previously provided (6).

Modeling studies of p.MT-ATP6

The structure of E. coli subunit a (PDB 1C17) (53) was obtained
with the RasMol2.6 program. The intramolecular interactions
for the bacterial equivalent positions to p.MT-ATP6:G167 and
p-MT-ATP6:S167 were obtained with Swiss-PDB-Viewer
v.4.0.1. For this analysis, the E. coli equivalent position (histi-
dine 245) in TMHS was in silico mutated to glutamic.

Production, maintenance and functional investigations
of transmitochondrial cell lines

To homogenize nuclear and environmental factors, we built
transmitochondrial cell lines or cybrids with the osteosarcoma
143B rho” nuclear background using patient and control platelets
(54). The genetic fingerprints of the rho® cell line and cybrids
were performed with AmpFLSTR® Identifiler® PCR Amplifi-
cation Kit (Life Technologies). These cybrids were grown in
Dulbecco’s modified eagle medium with no antibiotics and con-
taining glucose (4.5 g/l), pyruvate (0.11 g/l) and fetal bovine
serum (5%).

The analyses of oxygen consumption, ROS, SOD2 mRNA
and ATP were performed in triplicate in three independent
experiments, according to the previously described protocols
(55). Mitochondrial ATP levels were measured using the
CellTiter-Glow Luminiscent Cell Viability Assay (Promega)
according to the manufacturer’s instructions. Briefly, 20 000
cells/well were seeded 10—12 h before measurement. Then,
cells were washed twice with PBS and incubated for 2 h in
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record solution with 5 mm 2-deoxy-p-glucose plus 1 mm pyru-
vate (56). Cells were lysed, and lysates were incubated with
the luciferin/luciferase reagents. Samples were measured using
a NovoStar MBG Labtech microplate luminometer, and the
results referred to the protein quantity.

The determination of the mitochondrial inner membrane po-
tential was also done in triplicate in three independent experi-
ments using Mito-ID Membrane Potential Detection Kit (Enzo
Life Sciences).

Statistics analysis

The statistical package StatView 6.0 was used to perform all the
statistics. Data for mean and standard deviation are presented.
The unpaired two-tailed 7-test was used to compare parameters.
P-values < 0.05 were considered statistically significant.

SUPPLEMENTARY MATERIAL
Supplementary Material is available at HMG online.
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ABSTRACT

Background: Mutations causing Leber hereditary
optic neuropathy are usually homoplasmic, show
incomplete penetrance, and many of the affected
positions are not well conserved through evolution.
A large percentage of patients harbouring these
mutations have no family history of disease. More-
over, the transfer of the mutation in the cybrid
model is frequently not accompanied by the transfer
of the cellular, biochemical and molecular pheno-
type. All these features make difficult their classifi-
cation as the etiologic factors for this disease. We
report a patient who exhibits typical clinical features
of Leber hereditary optic neuropathy but lacks all
three of the most common mitochondrial DNA
mutations.

Methods: The diagnosis was made based on clinical
studies. The mitochondrial DNA was completely
sequenced, and the candidate mutation was ana-
lysed in more than 18 000 individuals around the
world, its conservation index was estimated in more
than 3100 species from protists to mammals, its
position was modelled in the crystal structure of a
bacteria ortholog subunit, and its functional conse-
quences were studied in a cybrid model.

Results: Genetic analysis revealed an m.3472T>C
transition in the MT-NDI gene that changes a
phenylalanine to leucine at position 56. Bioinfor-
matics, molecular-genetic analysis and functional
studies suggest that this transition is the etiological
factor for the disorder.

Conclusions: This mutation expands the spectrum of
deleterious changes in mitochondrial DNA-encoded
complex I polypeptides associated with this pathol-
ogy and highlights the difficulties in assigning patho-
genicity to new homoplasmic mutations that show
incomplete penetrance in sporadic Leber hereditary
optic neuropathy patients.

Key words: Leber hereditary optic neuropathy,
mitochondrial DNA, mutation, respiratory complex I.

INTRODUCTION

Leber hereditary optic neuropathy (LHON, OMIM
535000) is characterized by severe acute or subacute
central vision loss in one eye, soon followed by the
fellow eye. It usually plateaus over the next months.
Bilateral simultaneous onset occurs in about 25% of
patients. In the acute phase, there is optic disc hyper-
aemia, peripapillary telangitectatic vessels, vascular
tortuosity and retinal nerve fibre layer oedema.
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These changes can be subtle, and approximately
20% of affected individuals show no fundal abnor-
malities." In some LHON patients, the optic discs
look entirely normal at the beginning and then
they develop neuroretinal rim pallor after 1 month.
Moreover, there is an associated dense central or
centrocecal scotoma, and colour vision is signifi-
cantly impaired. The pupillary light reflexes are rela-
tively preserved. Pathological cupping of the optic
disc is also a feature of long-standing LHON cases. It
is unusual for symptoms to develop beyond 50 years
of age.?

Three mitochondrial DNA (mtDNA) transitions in
genes for respiratory complex I (CI) subunits explain
approximately 90% of LHON cases (m.3460G>A/MT-
NDI, m.11778G>A/MT-ND4 and m.14484T>C/MT-
ND6). Beside these primary mutations, other changes
in mtDNA-encoded CI genes have been associated to
LHON, and MT-ND6 and MT-NDI1 genes have been
reported as mutational hot spots for this disorder.>*
However, the pathogenicity of several of these LHON
mutations has not been confirmed. This is not an
easy task because different disease modifiers influ-
ence the pathological consequences of these muta-
tions. Thus, LHON is characterized by incomplete
penetrance of homoplasmic mutations.> Moreover,
an important percentage of cases have no family
history.! Here, we report a LHON patient harbouring
a new mutation in the MT-NDI gene, and the
bioinformatics, molecular-genetic and functional
studies performed to confirm this mutation as the
etiologic factor for his disorder.

METHODS
Clinical phenotyping

The clinical phenotyping was performed by clinical
history, early-treatment diabetic retinopathy study
group (ETDRS) best-corrected visual acuity (BCVA)
charts, anterior segment bio-microscopy, Goldmann
applanation intraocular pressure (IOP) measure-
ment, fundus examination, visual field testing using
a perimeter (Humphrey Field Analyzer, Carl Zeiss
Meditec, Inc., Dublin, CA).

Molecular genetic analysis

Venous blood samples were obtained from the
patient and his mother. Total DNA was extracted by
standard methods. Screening for the three primary
LHON mutations was done by polymerase chain
reaction/restriction fragment length polymorphism
(PCR/RFLP). The complete mtDNA was amplified
and sequenced, from patient’s blood DNA and DNA
from a cybrid harbouring the m.3460G>A mutation,
according to previously described protocols.” The

revised human mtDNA Cambridge sequence
(GenBank NC_012920) was used as the reference
sequence. The percentage of m.3472T>C transition
was analysed by PCR/RFLP by using primers
HmtL2797 (GTCCTAAACTACCAAACCTGC) and
HmtH3733 (ATGATGGCTAGGGTGACTTC). The
amplicon size is 976 bp, and the PCR conditions
95°C 5 min (95°C 45 s/ 56°C 30 s / 72°C 3 min) 35
cycles, 72°C 5 min. The restriction enzyme Mboll
(GAAGA) cuts the amplicon in four fragments of
510 + 176 + 82 + 208 bp. The m.3472C>T transition
removes one cutting site (510 + 258 + 208). The pres-
ence of the m.3472T>C mutation in Spaniard con-
trols and patients suffering from optic neuropathy
was performed by PCR-RFLP or qRT-PCR, respec-
tively. This qRT-PCR was performed with TagMan
reagents including two primers around the
m.3472T>C position and two probes: a fluorophore
VIC-labelled probe specific for one allele and other
fluorophore FAM-labelled probe specific for the
other allele.* The mtDNA levels were determined
according protocols previously published.’

Construction and maintenance of transmitochon-
drial cell lines. By using platelets from two patients
and two haplogroup-matched controls, four cybrid
cell lines were built following protocols previously
described.” One of the patients used to built these
cybrids is the one here reported with the m.3472T>C
mutation, and the other one is a positive control
harbouring the LHON m.3460G>A pathologic muta-
tion. The haplogroup-matched controls did not
harbour any of these mutations.

Biochemical investigations

The respiratory complex II (CII) and IV (CIV) and
the citrate synthase (CS)-specific activities in cell
homogenates were determined according to previ-
ously described assays.® Mitoprofile Human complex
IV Activity and Quantity from Mitosciences (Invi-
trogen) was used according to the manufacturer’s
instructions for the determination of CIV activity and
levels. The enzymatic activities of CII, CIV and CS
were assayed in a NovoStar MBG Labtech microplate
instrument. To determine CI-specific activity in
mitochondria-enriched homogenates, mitochondrial
membranes were obtained from cell cultures.” Thus,
cells were harvested with trypsin, washed twice with
phosphate-buffered saline (PBS), and re-suspended
in 100 mL PBS plus 100 mL of digitonin solution
(4 mg/mL). The cell solution was kept on ice for
10 min to dissolve the membranes. One millilitre of
cold PBS was added to the cells, which were spun for
10 min at 10 000 r.p.m. at 4°C. The supernatant was
removed and the pellets re-suspended as previously
reported.'® CI activity was determined by following
the decrease in absorbance due to the oxidation of
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NADH at 340 nm in a Unicam UV500 spectrometer.'!
The mitochondrial inner membrane potential, ATP
levels and oxygen consumption were determined
according protocols previously published.” In par-
ticular, the determination of the mitochondrial
inner membrane potential was done using 3,3'-
dihexylosacarbocyanine [DiOCs(3)]. ATP levels
were measured using the CellTiter-Glo Luminiscent
Cell Viability Assay (Promega) according to the
manufacturer’s instructions. Oxygen consumption
was analysed using the high-resolution oxygraph
OROBOROS (Inssbruck, Austria).

Bioinformatic studies

18 037 human p.MT-ND1 sequences and 3121 p.MT-
ND1 reference sequences from other species from
protists to mammals were obtained from Genbank
(May 2013 and December 2012, respectively) and
aligned with the multiple sequence alignment
program Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/
Tools/msa/clustalo/). The conservation index was
calculated for every amino acid position in
PMT-ND1."

Molecular modelling

The structure of Thermus thermophilus Nqo8, bacterial
ortholog of human p.MT-ND1, subunit was obtained
with the RasMol2.6 program (PDB 4HEA).” The
bacterial equivalent p.MT-ND1 positions that, when
mutated, have been associated to human disorders
have been represented in this model.

Statistic analysis

The statistical package StatView 6.0 (Cary, North
Carolina, USA) was used to perform all the statistics.
Data for mean, standard deviation and sample size are
presented. The normal distribution was checked by
the Kolmogorov-Smirnov test, and the unpaired two-
tailed t-test was used to compare parameters. P-values
of <0.05 were considered statistically significant.

RESULTS
Case report

An otherwise healthy 40-year-old man presented to
the Emergency department complaining of 6 months
of progressive bilateral painless visual loss. BCVA
was 20/400 in both eyes. The bio-microscopic exami-
nation revealed a normal anterior segment. IOP
measured by applanation Goldmann tonometry was
14 mmHg bilaterally. Pupillary light responses were
preserved. Fundus examination demonstrated pale
optic discs. Visual field testing showed a bilateral

dense central/centrocecal scotoma. Colour vision
was markedly reduced. Visual evoked potentials
(VEP) of both eyes showed reduced central ampli-
tudes and prolonged latencies. Magnetic resonance
imaging of the brain and orbit were normal and no
other abnormality was found on a neurology consul-
tation. The absence of a history of alcohol, tobacco
or medications ruled out a toxic optic neuropathy.
Hemogram, erythrocyte sedimentation rate, hepatic,
renal and thyroid function, folic acid and vitamin By,
levels, electrophoretic proteinogram, antinuclear
antibodies, rheumatoid factor were normal and
serology for syphilis, hepatitis A virus, hepatitis B
virus, human immunodeficiency virus, Epstein—Barr
virus and varicella zoster virus were negative. He
was the only child, and there was no familiar history
of similar pathology. The patient gave informed
consent for this investigation.

The PCR/RFLP analysis of mtDNA from patient’s
blood excluded him from being a carrier of one of the
three more frequent mutations associated to LHON
(m.3460G>A, m.11778G>A and m.14484T>C) (data
not shown). The sequencing of the whole mtDNA
resulted in the identification of 18 apparently
homoplasmic mutations (GenBank: JX401415). Of
these mutations, 12 (m.263A>G, m.315-316insC,
m.750A>G, m.1438A>G, m.3010G>A, m.3796A>G,
m.4769A>G, m.8860A>G, m.15326A>G, m.16189T>
C, m.16356T>C, m.16362T>C) defined this patient as
belonging to mitochondrial haplogroup H1bl,** 5
(m.150C>T, m.309-310insC, m.523delAC, m.16183A
>C, m.16519T>C) were located in the control region
and had been previously described as population
polymorphisms, and the last (m.3472T>C) (Fig. 1a)
was a transition in the MT-NDI gene that provoked
the substitution of a phenylalanine at position 56 of
p-MT-ND1 by leucine.

To rule out m.3472T>C as a population polymor-
phism, we analysed 18 037 mtDNA sequences of
persons from all around the world. We found it in
three individuals without reported visual problems,
one from mtDNA haplogroup V2,”” one from
haplogroup M34'® and one schizophrenic patient
from haplogroup D4blbla.'” Despite this very low
population frequency (0.017%), to rule out the
possibility that m.3472T>C was a geographically
restricted polymorphism, we examined 101 Span-
iard control individuals from haplogroup H1 and did
not find it. As it has been suggested that a novel
mtDNA base change cannot be considered patho-
genic until it has been observed independently on
two or more occasions and only in association with
LHON, showing clear segregation with affected
disease status,' we also analysed 298 patients suffer-
ing from optic neuropathy but without any of the
three commonest LHON mutations and did not
find it. By PCR/RFLP analysis, we confirmed the

© 2014 Royal Australian and New Zealand College of Ophthalmologists
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Figure 1. The m.3472T>C transi- a
tion. (a) Electropherograms show-
ing segments of mtDNA sequences

m.3472

MWM A P M C

encompassing the m.3472 nucleo-
tide position. Upper and lower
electropherograms represent con-
trol individual and patient, respec-
tively. (b) Gel showing the RFLP
patterns. MWM, A, P, M and C code
for molecular weight marker,
amplicon, patient, mother and
control, respectively.
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homoplasmic state of this mutation in the patient’s
and his mother’s blood (Fig. 1b).

A MutPred score has been previously provided for
all of the 24 206 possible amino acid variations
defined by a single point mutation away from the
revised Cambridge reference sequence (rCRS)."® A
MutPred score equal or higher than 0.7 was consid-
ered as a high pathogenicity score. The MutPred
score for the F56L substitution is 0.746. Thus, the
F56L substitution would be classified as a poten-
tially pathologic mutation. To get an idea about the
functional importance on the substitution of this
amino acid, we evaluated the conservation index of
the phenylalanine at position 56. To perform this
analysis, we selected the polypeptide sequence of
3121 different organisms from protists to mammals.
The phenylalanine 56 is much more conserved
(82.2%) than the mean conservation of the whole
protein (58.4%) or the matrix loop that contains it
(67.6%) (Fig. 2a). Moreover, this phenylalanine is
only four positions away from one of the amino acids
most frequently mutated in LHON (m.3460G>A/
P-MT-ND1:A52T), and three positions from another
pathologic mutation also located in the same matrix
loop (m.3481G>A/p.MT-ND1:E59K). These three
positions are part of, and face the same side in, the
amphipathic helix 1 (AH1) that frames the entrance
into the Q-site® (Fig. 2b). All these results encour-
aged us to confirm the pathologic feature of this
mutation through the cybrid model.

We constructed a transmitochondrial cell line by
using osteosarcoma 143B rho® cells and platelets
from this patient. As a negative control, we used
a cybrid cell line from the same mtDNA haplo-
group (H1) but without any pathologic mutation
(Genbank: HM103354). As a positive control, we
used a cybrid cell line harbouring the m.3460G>A

pathologic mutation, although because this mtDNA
genotype belonged to a different mtDNA haplogroup
(J1c) (GenBank: JX401416), we had to compare it to
another negative control from the same Jlc
haplogroup (Genbank: JN635299). There were no
significant differences in hydrogen peroxide produc-
tion, mitochondrially generated ATP or oxygen con-
sumption between mutant and their haplogroup
control cybrids (data not shown). However, the
mitochondrial inner membrane potential of cybrid
with the m.3472T>C mutation was significantly
lower than that of its haplogroup control (Fig. 3a),
and the mtDNA levels were significantly lower in
mutant cybrids than in their haplogroup controls
(Fig. 3b). Finally, we determined the specific activ-
ities of several respiratory complexes (CI, CII and
CIV) and the Krebs cycle enzyme citrate synthase
(CS), a nuclear DNA (nDNA)-encoded mitochon-
drial matrix enzyme commonly used to determine
the cell fraction occupied by mitochondria. There
were no differences in CS, CII or CIV-specific activ-
ities among mutant cybrids and their haplogroup
controls. However, Cl-specific activity was signifi-
cantly lower in mutant cybrids when compared to
their haplogroup controls (Fig. 4).

DiscussIiON

We describe a LHON patient without any of the three
commonest mutations in a 40-year-old male. The
patient was not heavily exposed to xenobiotics that
could explain its phenotype, and an LHON due to
nDNA mutations has never been reported. Therefore,
because 10% of LHON cases harbour a rare
pathologic variant in its mtDNA,*> we consider the
mtDNA m.3472T>C transition as the best candidate
mutation to be the etiologic factor for this phenotype.

© 2014 Royal Australian and New Zealand College of Ophthalmologists
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57.9% 58.4%

289

Figure 2. Therespiratory complex | p.MT-ND1 subunit. (a) Sec-
ondary structure of p.MT-ND1 polypeptide. The rectangles sym-
bolize transmembrane helixes. Their limits are indicated.” Blue
and red lines symbolize intermembrane and matrix loops,
respectively. Pathologic mutations are denoted by black and
white (associated to LHON) dots. Percentages indicate the con-
servation indexes of intermembrane, transmembrane and
matrix domains and the whole protein. C, IM and M code for
intermembrane (cytosolic), inner membrane and matrix, respec-
tively. (b) The structure of Thermus thermophilus Ngo8 subunit,
bacterial ortholog of human p.MT-ND1. The T. thermophilus posi-
tions V13, E35, R36, A63, 167, E70, E130, 5148, G151, 5152, E163,
R216, E235, Y236 and G309 correspond to human positions
affected by pathologic mutations P2, E24, R25, A52, F56, E59,
5110, A128, G131, A132, E143, R195, E214, Y215 and L289,
respectively. The new pathologic mutation, here reported, is rep-
resented in blue and the rest in red. AH1 codes for amphipathic
helix 1.

However, because mitochondrial genomes harbour
large numbers of mutations with no clinical signifi-
cance, the pathogenic role of new mutations associ-
ated with human disease has to be established
beyond a reasonable doubt."’

One of the criteria to confirm the pathogenicity of
a particular mutation is that the mutation must be
present in patients but absent in controls. As we

found this transition in the mtDNA sequence of three
individuals (in two of them, demographic and health
status are not known) from more than 18 000 ana-
lysed mtDNA genomes, the mutation should not be
pathologic. However, other clearly pathologic muta-
tions in the MT-NDI gene have been found in popu-
lation controls (Table 1). Similarly, two LHON
common mutations (m.11778G>A and m.14484T>C)
in other MT-ND genes were previously found in
normal controls from a database including approxi-
mately 1000 mtDNA genomes.*” Moreover, the
carrier frequencies of the three major mutations that
cause LHON estimated from umbilical cord blood
samples were similar (0.70-1.08 per 1000). In par-
ticular, the carrier frequency for the m.3460G>A tran-
sition in the MT-NDI gene was 1.07.” If m.3472T>C
had the same carrier frequency than m.3460G>A,
then we should have found this mutation in approxi-
mately 17 of the 18 436 analysed individuals. There-
fore, this mutation is more rare in controls (0.11 per
1000) than other clearly pathologic LHON muta-
tions. Thus, the finding of this pathological mutation
in control individuals might be due to errors in the
sequencing process of normal individuals without
the mutation; because the pathological conditions
of the supposed “control individuals” were not
reported; or because this mutation show incomplete
penetrance, as it is known for the LHON common
mutations, and other factors (genetic, physiologic,
anatomic or environmental) required to express the
disease are absent in control individuals with the
mutation. The last would also explain the absence of
phenotype in this patient’s mother, as it is the case
for many mothers of patients with one of the LHON
common mutations. In fact, 90% of females who
harbour a primary LHON-causing mtDNA mutation
do not develop blindness.' Thus, it has been found
that the different exposure to oestrogens is sufficient
to modify the severity of mitochondrial dysfunction
induced by mtDNA mutations affecting CI in
LHON* then determining the predilection for males.
Moreover, two of the four reported individuals with
the m.3472T>C mutation suffer disorders that have
been associated to mtDNA pathologic mutations:
LHON and schizophrenia.*” Interestingly, it has been
recently described a patient displaying both schizo-
phrenia and LHON that harboured the m.3460G>A
mutation. Three of his relatives had similar patterns
of visual loss, without psychiatric disorders.*

A second pathogenicity criterion for an mtDNA
mutation is the heteroplasmic status of the mutation,
that is, the existence of normal and mutant mtDNA
in the same individual. Although most of MT-NDI
LHON mutations have been found heteroplasmic
in one or more individuals, this is not the normal
scenario. Heteroplasmy is present in less than 15%
of individuals with an LHON-causing mtDNA

© 2014 Royal Australian and New Zealand College of Ophthalmologists



New Leber mutation 861

b
160 120 -
—
1 o 1 * %
140 é i
o 120 » " 1 x
~— 100 1 * g ]
o ] () i *
= 80 2= 8
= 60- | < '
> % 40 -
40 - 20_‘
20 - = _
0 0

m.3460G>A 34 m.3472T>C ACH m.3460G>A  34J m.3472T>C ACH

Figure 3. Mitochondrial inner membrane potential (MIMP) and mitochondrial DNA levels. The values for haplogroup controls
(haplogroup J, 34) and haplogroup H, ACH) have been settled at 100%. Each of these determinations was performed, at least, three times.
(a) Mitochondrial inner membrane potential (MIMP). *P = 0.0432. (b) Mitochondrial DNA levels. **P < 0.0027.

a 140 -
201Cs T 1ClI
S 1001 > IR
~ T >, 1001
2> 801 "§ 1
= 1 £ 80
60 - 1
| T g0
0 i - —
2 40 ‘S 404
D 0 Q
D 201 &S 201
0 i ' E
O I ' r »
m.3460G>A 34)  m3472T>C  ACH 344 m3472T>C  ACH
140 -

|CI S~
= 120 ]
X ] S 1407
> 100 < 120]
= o = I
-_8 80 *% E 100-_
© ] O 80
5 60 T b ]
= © 601
‘O 404 = 1
o) ] O 40-
o 20 é. 20

0 . : 04 SRR :
m.3460G>A 34J m3472T>C  ACH m.3460G>A 34 m.3472T>C ACH

Figure 4. Citrate synthase and respiratory complexes-specific activities. The values for haplogroup controls (haplogroup J, 34J and
haplogroup H, ACH) have been settled at 100%. Each of these determinations was performed, at least, three times. *P = 0.0394;
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mutation.! Similarly, the m.3472T>C mutation was vation index means that the particular amino acid is
homoplasmic in the patient and his mother. functionally important and any change will be del-

A third principle to confirm the pathogenicity of a eterious. The phenylalanine at position 56 is in the
particular mutation is that the mutation must affect a same conservation range or much more conserved
highly conserved amino acid position. A high conser- than several MT-ND1 pathologic mutations associated
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Table 1. Pathologic mutations of the p.MT-ND1 polypeptide. To consider a previously published p.MT-ND1 mutation as a pathologic
one, the mutation should fulfil at least one of these two criteria: First, the mutation should be present in more than one pathologic
pedigree, and its population frequency should be extremely low. Second, phenotypic differences should be shown between cell models
harbouring different percentages of mutant and control mtDNAs

p.MT-ND1 Phenotype Ho/He Several pedigrees Controls Cl (%) (3121 spp)  Confirmation References
m.3310C>Tp.P2S NIDDM/HCM He N Yt 1.5 C 2
m.3376G>Ap.E24K MELAS/LHON He N N 98.8 N(b) .22
m.3380G>Ap.R25Q MELAS He N Y# 98.6 SF 3
m.3460G>Ap.A52T LHON Ho/He Y N 33.8 C(b) Many reports®
m.3472G>Ap.F56L  LHON/Sch Ho Y Y$ 82.2 C Present work'’
m.3481G>Ap.E59K MELAS/EM He Y N 95.5 C 5,26
m.3635G>Ap.ST10N  LHON Ho/He Y N 89.8 C 2731
m.3688G>Ap.A128T LS Ho N N 79.2 C 32
m.3697G>Ap.G131S  MELAS/LHON/D  He Y N 98.0 H 3235
m.3700G>Ap.A132T  LHON Ho Y N 73.0 N 36,37
m.3733G>Ap.E143K  LHON Ho/He Y N 99.1 N 437
m.3890G>Ap.R195Q  LHON/LS He Y N 99.2 C 26,38
m.3946G>Ap.E214K  MELAS He N \a 98.8 H(b) 33,39
m.3949T>Cp.Y215H  MELAS He N Yt 93.5 H(b) 33,39
m.4171C>Ap.L289M  LHON Ho/He Y N 27.9 N 37,4041

f(Genbank AAR91258, ABL61619, ACS48909, ADN11253, AEH03872, AFG10524, AFN09684); *(Genbank AA088618); §(Genbank
AAX15615, ABR94125); T(Genbank ABO39439); *f(Genbank ABR58707, this sequence belongs to a patient with an oncocytic thyroid
carcinoma with papillary features). The m.3376G>A transition is the only MT-ND1 mutation of this table whose pathogenicity has not been
confirmed by cybrids, hybrids or single fibres or has not been found in several pathologic pedigrees. However, several other features
suggest that is a pathologic mutation. NIDDM, non-insulin-dependent diabetes mellitus; HCM, hypertrophic cardiomyopathy; MELAS,
mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis, and stroke-like episodes; LHON, Leber hereditary optic neuropathy; Sch, schizophre-
nia; EM, encephaloMyopathy; LS, Leigh Syndrome; D, dystonia; Ho, homosplasmy; He, heteroplasmy; N, no; Y, yes; Cl, conservation index;

C, cybrids; b, bacteria; SF, single fibres; H, hybrids.

to LHON (Table 1). A pathologic mutation will
usually affect an important domain of the polypep-
tide. The F56L mutation alters a position in an
amphipathic helix (AH1). It has been proposed that
this domain would be important to connect the mem-
brane and matrix parts of CI and also to contribute to
the coenzyme Q-binding site'® (Fig. 2b). In this sense,
itis very interesting that one of the AH1 sides contains
highly conserved charged amino acids, such as K54
(K65 in T. thermophilus) that forms a salt bridge with
an aspartate of the matrix NDUFS7 subunit (Nqo6 in
T. thermophilus), and the other side, encompassing the
A52T and F56L mutations, is hydrophobic and con-
tribute to frame the entrance into the Q-site.

It was previously recommended that, to put the
assignment of pathogenicity for a novel LHON
primary mutation on a firmer footing, the complete
sequence of the mtDNA-encoded CI genes and func-
tional studies on cybrids should be performed.*” We
have completed these requests and have found sig-
nificant differences between mutant and control
cybrids in some mitochondrial parameters, such as
CI-specific activity, mitochondrial inner membrane
potential or mtDNA levels, but there were not dif-
ferences in other important mitochondrial variables,
such as oxygen consumption, reactive oxygen
species (ROS) production or ATP levels. This is not
rare and many cybrids harbouring LHON mutations

have been reported that showed differences in some,
but not all, mitochondrial parameters.?”***’ Thus,
similar to the cybrids here reported, cybrids with one
of the commonest LHON mutations can show normal
respiration,’>>* ROS production®® or ATP levels®'**
and isolated deficiency in CI activity’® or lower
mtDNA levels.’

Taken all the previous facts into account, the evi-
dence presented strongly suggests that the m.3472T>
C transition is the etiologic factor for this LHON
patient. Similar to our patient, a third of genetically
confirmed patients for the commonest LHON muta-
tions have no a history of similarly affected rela-
tives.”” Moreover, most of LHON patients are
homoplasmic for their pathologic mutations and
LHON mutations are usually characterized by incom-
plete penetrance.* Finally, some parameters indicat-
ing mitochondrial dysfunction have not been
transferred with the pathologic mutation in several
cybrid models. For all these reasons, it is really dif-
ficult to assign pathogenicity to new homoplasmic
mutations, with incomplete penetrance, in sporadic
LHON patients. However, another report of this
mutation in a LHON pathologic pedigree could
change its pathologic status from ‘provisional” to
‘confirmed’ but, after analysing 298 patients suffer-
ing from optic neuropathy without any of the three
commonest LHON mutations, we have not find it.

© 2014 Royal Australian and New Zealand College of Ophthalmologists
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Background and aims: Tacrolimus (Tac) is an immunosuppressive drug widely used to avoid organ rejection.
New-onset diabetes after transplantation (NODAT) is a major complication among transplanted patients who
receive Tac. The increased risk for NODAT could be partly mediated by the effect of Tac on mitochondria from
pancreatic beta-cells. Common and rare mitochondrial DNA variants have been linked to the risk of diabetes.
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Keywords: A Our aim was to determine whether mtDNA polymorphisms/haplogroups were associated with NODAT in
Post-transplant diabetes .
Tacrolimus Tac-treated kidney transplanted.
Mitochondria Methods: Seven polymorphisms that define the common European haplogroups were determined in 115 NODAT
Haplogroups and 197 no-NODAT patients.
Results: Haplogroup H was significantly more frequent in the NODAT group (50% vs. 35%; p = 0.01, OR = 1.82).
There was no difference between patients without and with (n = 106) D2M prior to the transplant.
Conclusions: Mitochondrial haplogroup H was associated with the risk for NODAT among Tac-treated
transplanted patients. The reported differences between the mtDNA variants could explain the increased
NODAT-risk among H-patients.
© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction mitochondrial function (Rostambeigi et al., 2011). We have previously

New-onset diabetes after transplantation (NODAT) is a frequent
complication in patients who receive immunosuppressive therapy
with the calcineurin inhibitor tacrolimus (Tac; FK506) (Balla and
Chobanian, 2007; Rodrigo et al., 2005). Although the diabetogenic effect
is reversible after its withdrawal, patients who receive a solid organ re-
quire a continuous use of Tac to avoid organ rejection. NODAT is thus
considered an important health issue, and the search for biological
markers that could help to predict the risk of developing NODAT is im-
portant to optimize the immunosuppressive regimen.

There is growing evidence that mitochondria play a relevant role in
DM2. Tac decreased insulin secretion and reduced mitochondrial
density and function, suggesting that posttransplantation diabetes in-
duced by this immunosuppressor may be mediated by its effects on

Abbreviations: Tac, tacrolimus; DM2, type 2 diabetes; NODAT, new-onset diabetes
after transplantation; ROS, reactive oxygen species; OXPHOS, oxidative phosphorylation;
mtDNA, mitochondrial DNA; OGTT, oral glucose tolerance test; FPG, fasting plasma glu-
cose; BMI, body mass index.
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Asturias, 33006 Oviedo, Spain. Tel./fax: 434 985107968.
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shown that Tac provokes an important decrease in oxygen consump-
tion, accompanied by a slight reduction in the synthesis of mitochondri-
al DNA-encoded proteins (Palacin et al., 2013).

Recent studies have identified DNA variants associated with NODAT-
risk among Tac-treated patients (Ghisdal et al., 2009; Kang et al., 2009;
Tavira et al., 2011a, 2012). These polymorphisms were in nuclear genes
linked to the risk of developing type 2 diabetes (DM2) that encoded
proteins involved in beta-cell function (Schwanstecher et al., 2002;
Scottetal., 2007; Sladek et al., 2007; Yang et al., 2011). Rare mtDNA mu-
tations have been found among patients with maternally transmitted
syndromes that included diabetes among the spectra of clinical mani-
festations (de Andrade et al., 2006; Maassen et al., 2004; Madsen-
Bouterse et al., 2010; van den Ouweland et al.,, 1992; Wang et al.,
2010). Also, common mtDNA variants have been associated with the
risk of developing DM2 in the general population (Fuku et al., 2007;
Poulton et al., 2002; Wang et al., 2009). Differences between common
mtDNA polymorphisms in mitochondrial matrix pH and intracellular
calcium dynamics, reactive oxygen species (ROS) production and
oxidative phosphorylation (OXPHOS) capacity could explain the associ-
ation with DM2 (Gémez-Duran et al., 2010; Kazuno et al., 2006;
Rostambeigi et al., 2011). A recent study reported that cybrids with
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diabetes-susceptibility and diabetes-resistant haplogroups showed sig-
nificant differences in cell signaling pathways in response to insulin
treatment (Weng et al., 2013).

Based on these evidences we hypothesized that common mtDNA
variants could contribute to the risk of developing NODAT among Tac-
treated patients.

2. Methods
2.1. Patients and immunosuppressive regimen

The study involved a total of 312 patients who received a cadaveric
kidney and were treated with a standard immunosuppressive therapy
with the oral twice a day formulation of Tac (Prograf TM, Astellas
Pharm), Mycophenolate mophetyl, and steroids, as previously reported
(Tavira et al,, 2011b). None of the 312 patients had DM2 at the time of
transplantation. Following the WHO guidelines, DM2 was defined as a
fasting plasma glucose (FPG) >125 mg/dL (7.0 mmol/L) after three con-
secutive measurements. Oral glucose tolerance test (OGTT) was not
performed to all the patients, and the definition of DM2 was thus
based on the FPG values. We also studied a group of 106 patients with
a history of DM2 prior to the time of kidney transplantation. All the pa-
tients were Caucasians from the region of Asturias (Northern Spain,
total population 1 million). The study was approved by the Ethical Com-
mittee of HUCA, and all the patients gave their informed consent to
participate.

Starting with a dose of 0.2 mg/kg per day, the Tac blood concentration
was determined 12 h postdose (immediately before receiving the next
dose) with an automated chemiluminescent immunoassay (CMIA) and
the Arquitect®Tacrolimus assay (Abbott Laboratories, Illinois, USA). The
dose was adjusted to reach a blood concentration of 10-20 ng/ml at one
week PT and 5-15 ng/ml thereafter.

2.2. Mitochondrial DNA analysis

The DNA was obtained from blood leukocytes and the mtDNA poly-
morphisms that define the common European haplogroups were deter-
mined following a polymerase chain reaction restriction fragment

Table 1
Main anthropometric and analytical values in the NODAT and no-NODAT patients.
NO-NODAT NODAT P values
(mean =+ SD) (mean = SD)
(n=197) (n=115)
Age (years) 45 + 12/15-75 534+ 11/22-74  0.004
Male gender 125 (63%) 67 (58%) 034
Weight (kg) One week 68 + 13/37-112 71 4+ 12/43-104 0.08
6 months 70 + 13/40-113 72 + 12/42-96 045
12 months 71 4+ 14/41.2-119 75 + 14/44-125 0.14
BMI (kg/m?) One week 24 + 4/17-38 26 + 4/17-36 0.01
6 months 25 + 4/17-43 26 + 4/17-38 0.08
12 months 26 4 4/17-43 27 + 4/18-41 0.04
Median (range) Median (range) P values
Tac dose One week 8 (1-30) 8 (4-20) 0.46
mg/day 6 months 4 (0.5-16) 5 (1.5-20) 0.09
12 months 4 (0.5-50) 4(0.5-14) 0.45
Tac blood levels One week 11 (1.6-38) 11 (3.4-27) 0.29
(ng/ml) 6 months 8 (1.5-23) 9(4-12) 0.06
12 months 8 (2.4-97) 7 (2.5-17) 0.68
Tac dose One week  0.11 (0.01-04) 0.11 (0.02-0.34) 0.14
mg/kg/day 6 months  0.06 (0.006-0.29) 0.07 (0.02-0.35) 0.17
12 months  0.05 (0.01-0.62) 0. 06 (0.01-0.88) 0.51
Tac normalized One week 89 (14-700) 97 (26-979) 0.12
dose (ng/ml per 6 months 135 (24-1300) 133 (99-524) 0.61
mg/kg/day) 12 months 152 (29-1528) 126 (37-461) 0.18

length polymorphism (PCR-RFLP) procedure (Supplementary tables)
(Coto et al,, 2011; Palacin et al,, 2011).

2.3. Statistical analysis

Haplogroup frequencies were compared between NODAT and no-
NODAT through the Chi-squared test. The ANOVA and t-Student's
tests were used to compare the mean values between the groups. Lineal
regression and logistic binary regression were used to determine the in-
fluence of the different variables (age, gender, Tac dose, BMI, genotypes)
on NODAT-risk. A p < 0.05 was the cut-off value to consider significant
all the statistical comparisons. The statistical power was calculated on-
line (http://statpages.org/proppowr.html).

3. Results

Compared to the no-NODAT group, NODAT patients had significant-
ly higher mean age (p = 0.004) and BMI (p = 0.01) (Table 1). There
was a significantly higher frequency of mtDNA haplogroup H among
the NODAT groups (p = 0.01), with an OR = 1.82 (95%CI = 1.14-
2.91) (Table 2). The sample size (115 NODAT + 197 no-NODAT) was
sufficient for a power of 73%. For an 80% power ata p = 0.05 and a 1.5
no-NODAT/NODAT ratio, a total of 212 and 142 patients should be nec-
essary. Haplogroup H remained significantly associated in the multivar-
iate analysis (Supplementary tables). Haplogroup H was more frequent
among the 106 patients with pre-transplant DM2 (42%) compared to
the 312 without DM2 at the time of transplant (40%), but the difference
was not significant.

4. Discussion

The diabetogenic effect of Tac could be mediated in part by its effect
on mitochondrial function (Palacin et al., accepted for publication;
Rostambeigi et al., 2011). Pathways that involved membrane trafficking,
cytoskeleton remodeling, and ATP metabolism were significantly
down-regulated in isolated islet cells treated with pharmacological rel-
evant concentrations FK506/Tac. These cells also showed a decreased
insulin secretion and mitochondrial content and reduced the oxygen
consumption in isolated islet cells (Rostambeigi et al., 2011). In addition
to the nuclear genes, DNA variants in mitochondria encoded genes
could contribute to the risk of developing NODAT. MtDNA mutations
have been found in maternally transmitted forms of DM2 and common
mtDNA polymorphisms/haplogroups have been linked to the risk of de-
veloping DM2 (De Andrade et al., 2006; Fuku et al., 2007; Maassen et al.,
2004; Poulton et al., 2002; van den Ouweland et al., 1992; Wang et al.,
2009, 2010). An impaired mitochondrial function could predispose
to develop DM2, and a direct effect of some mtDNA variants on reac-
tive oxygen species (ROS) production and oxidative phosphorylation
(OXPHOS) capacity could explain the association of these mtDNA
variants with DM2 (Gémez-Duran et al., 2010; Larsen et al., 2014).
Moreover, a recent study showed that upon insulin treatment cybrids
containing B4 (the major diabetes-susceptible haplogroup in the
Chinese population) exhibited an increased oxidative stress compared
to cybrids D4 and N9 (the major diabetes-resistant haplogroup among
Chinese and Japanese, respectively) (Weng et al., 2013).

Considering the effect of Tac on mitochondrial function and the asso-
ciation between mtDNA variants and DM2, we sought to determine
whether there was an association between the mtDNA haplogroups
and the risk of developing NODAT among Tac treated patients. We
found a significantly increased frequency of haplogroup H in the
NODAT patients. A functional difference between H and the other
haplogroups could explain the association of this haplogroup and
other traits. Huntington's disease patients carrying the 7028C allele
(that defined haplogroup H) showed higher intracellular ATP concen-
trations and ROS production (Arning et al., 2010). Haplogroup H was
also associated with increased lipoatrophy among AIDS patients
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Table 2
Frequency of the haplogroups (defined by seven mtDNA polymorphisms) in the NODAT, no-NODAT, and patients with pre-transplant type 2 diabetes.
Haplogroup C A G G A G G No-NODAT NODAT Pre-TR T2DM
7028 12308 13368 13708 9055 4580 16391 n=197 n=115 N =106
T G A A G A A
H* C A G G G G G 69 (35) 57 (50) 45 (42)
1 T A G G G G A 7 (4) 3(2) 7(7)
] T A G A G G G 25(13) 11 (10) 13 (12)
K T G G G A G G 14 (7) 6(5) 8(8)
T T A A G G G G 20 (10) 8(7) 8(7)
U T G G G G G G 26 (13) 12 (10) 9(8)
\' T A G G G A G 13(7) 5(5) 5(5)
W+ X T A G G G G G 15 (8) 6(5) 6 (6)
other 8 (4) 7(7) 5(5)

* p=0.011; OR = 1.82 (1.14-2.91); H vs no-H, NODAT vs. no-NODAT.

receiving nucleoside reverse transcriptase inhibitors, and riboflavin was
more effective in non-H patients with migraine (Di Lorenzo et al., 2009;
Hendrickson et al., 2009). We reported a significant association between
this haplogroup and early onset myocardial infarction, an effect that could
be attributed to the enhanced ROS production/endothelia dysfunction
among H-individuals (Palacin et al,, 2011).

Interestingly, haplogroup H was no significantly more frequent
among our patients with pretransplant diabetes. Moreover, the fre-
quency was close to the 40% reported in our general population
(Palacin et al., 2011). This suggests that this haplogroup has no or a
limited value as a risk factor for DM2 in the absence of the immuno-
suppressive therapy. Haplogroup H was defined by a SNP at position
7028, a synonymous amino acid change in the cytochrome C oxidase
subunit I (CO-I). A direct effect of this SNP on NODAT was thus un-
likely, and the risk could be attributed to other functional mtDNA
variants. A large scale sequencing of the full mtDNA encoded genes
from NODAT and no-NODAT patients should be necessary to define
nucleotide variants implicated in the risk of developing NODAT in
response to Tac.

Finally, our study was based on a limited sample size. Although the
effect of haplogroup H on NODAT-risk was plausible in view of the func-
tional differences between this and the other haplogroups, the associa-
tion here reported requires confirmation on large cohorts of renal
transplanted patients and from different populations.

In conclusion, we found a significant effect of the common
European mitochondrial haplogroup H on the risk of developing
NODAT in response to Tac. This effect could be explained by an in-
creased oxidative damage in beta cells from H individuals, compared
to the other haplogroups.

Conflict of interest

All the authors declare they have no conflicts of interest related with
this work.
Authors' contribution

All the authors participated in the study design and contributed to
the study by recruiting the patients, obtaining the patient's data, or
performing the laboratory work. E.C. had full access to the data and
takes the responsibility for the accuracy of the data analysis.
Acknowledgments

This work has been supported by the Instituto de Salud Carlos III-
REDInREN, and the FEDER Funding Program from the European Union.

Appendix A. Supplementary data

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.gene.2014.01.036.

References

Arning, L, et al,, 2010. Mitochondrial haplogroup H correlates with ATP levels and age at
onset in Huntington disease. ]. Mol. Med. 88, 431-436.

Balla, A., Chobanian, M., 2007. New-onset diabetes after transplantation: a review of re-
cent literature. Curr. Opin. Organ Transplant. 14, 375-379.

Coto, E., et al,, 2011. Late-onset Alzheimer's disease is associated with mitochondrial DNA
7028C/haplogroup H and D310 poly-C tract heteroplasmy. Neurogenetics 12,
345-346.

de Andrade, P.B., et al., 2006. Diabetes-associated mitochondrial DNA mutation A3243G
impairs cellular metabolic pathways necessary for beta cell function. Diabetologia
49, 1816-1826.

Di Lorenzo, C,, et al., 2009. Mitochondrial DNA haplogroups influence the therapeutic re-
sponse to riboflavin in migraineurs. Neurology 72, 1588-1594.

Fuku, N,, et al., 2007. Mitochondrial haplogroup N9a confers resistance against type 2 di-
abetes in Asians. Am. J. Hum. Genet. 80, 407-415.

Ghisdal, L, et al., 2009. TCF7L2 polymorphism associates with new-onset diabetes after
transplantation. J. Am. Soc. Nephrol. 20, 2459-2467.

Goémez-Duran, A., et al., 2010. Unmasking the causes of multifactorial disorders:
OXPHOS differences between mitochondrial haplogroups. Hum. Mol. Genet. 19,
3343-3353.

Hendrickson, S.L., et al., 2009. Mitochondrial DNA haplogroups influence lipoatrophy
after highly active antiretroviral therapy. ]J. Acquir. Immune Defic. Syndr. 51,
111-116.

Kang, E.S., et al., 2009. Association of common type 2 diabetes risk gene variants and post-
transplantation diabetes mellitus in renal allograft recipients in Korea. Transplanta-
tion 88, 693-698.

Kazuno, A.A,, et al., 2006. Identification of mitochondrial DNA polymorphisms that
alter mitochondrial matrix pH and intracellular calcium dynamics. PLoS Genet.
2,e128.

Larsen, S, et al., 2014. Increased intrinsic mitochondrial function in humans with mito-
chondrial haplogroup H. Biochim. Biophys. Acta 1837, 226-231.

Maassen, J.A., et al., 2004. Mitochondrial diabetes: molecular mechanisms and clinical
presentation. Diabetes 53, S103-S109.

Madsen-Bouterse, S.A., et al., 2010. Oxidative damage of mitochondrial DNA in
diabetes and its protection by manganese superoxide dismutase. Free Radic.
Res. 44, 313-321.

Palacin, M., et al., 2011. Mitochondrial DNA and TFAM gene variation in early-onset myo-
cardial infarction: evidence for an association to haplogroup H. Mitochondrion 11,
176-181.

Palacin, M, et al., 2013. FK506 affects mitochondrial protein synthesis and oxygen con-
sumption in human cells. Cell Biol. Toxicol. 29, 407-414.

Poulton, J., et al., 2002. Type 2 diabetes is associated with a common mitochondrial
variant: evidence from a population-based case-control study. Hum. Mol. Genet.
11, 1581-1583.

Rodrigo, E,, et al., 2005. Evolution of tacrolimus blood levels and concentration-dose ra-
tios in patients who develop new onset diabetes mellitus after kidney transplanta-
tion. Transpl. Int. 18, 1152-1157.

Rostambeigi, N., et al., 2011. Unique cellular and mitochondrial defects mediate FK506-
induced islet 3-cell dysfunction. Transplantation 91, 615-623.

Schwanstecher, C, et al., 2002. K(IR)6.2 polymorphism predisposes to type 2 diabetes by
inducing overactivity of pancreatic beta-cell ATP-sensitive K(+) channels. Diabetes
51, 875-879.

Scott, L., et al,, 2007. A genome-wide association study of type 2 diabetes in Finns detects
multiple susceptibility variants. Science 316, 1341-1345.

Sladek, R,, et al., 2007. A genome-wide association study identifies novel risk loci for type
2 diabetes. Nature 445, 831-885.


http://dx.doi.org/10.1016/j.gene.2014.01.036
http://dx.doi.org/10.1016/j.gene.2014.01.036
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0005
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0005
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0010
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0010
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0015
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0015
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0015
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0020
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0020
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0020
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0025
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0025
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0030
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0030
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0035
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0035
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0040
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0040
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0040
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0045
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0045
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0045
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0050
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0050
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0050
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0055
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0055
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0055
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0140
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0140
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0060
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0060
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0070
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0070
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0070
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0075
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0075
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0075
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0145
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0145
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0080
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0080
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0080
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0085
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0085
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0085
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0090
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0090
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0095
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0095
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0095
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0100
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0100
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0105
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0105

198

Tavira, B., et al,, 2011a. KCNQ1 gene variants and risk of new-onset diabetes in
tacrolimus-treated renal-transplanted patients. Clin. Transplant. 25, 284-291.

Tavira, B,, et al., 2011b. Pharmacogenetics of tacrolimus after renal transplantation: anal-
ysis of polymorphisms in genes encoding 16 drug metabolizing enzymes. Clin. Chem.
Lab. Med. 49, 825-833.

Tavira, B, et al., 2012. Association between a common KCNJ11 polymorphism (rs5219)
and new-onset posttransplant diabetes in patients treated with Tacrolimus. Mol.
Genet. Metab. 105, 525-527.

Van den Ouweland, ].M.,, et al., 1992. Mutation in mitochondrial tRNA(Leu)(UUR) gene in
a large pedigree with maternally transmitted type II diabetes mellitus and deafness.
Nat. Genet. 1, 368-371.

B. Tavira et al. / Gene 538 (2014) 195-198

Wang, P.W,, et al., 2009. Mitochondrial DNA variants in the pathogenesis of type 2
diabetes — relevance of Asian population studies. Rev. Diabet. Stud. 6,
237-246.

Wang, CH,, et al., 2010. Mitochondrial dysfunction in insulin insensitivity: implication of
mitochondrial role in type 2 diabetes. Ann. N. Y. Acad. Sci. 1201, 157-165.

Weng, S.W,, et al., 2013. Study of insulin resistance in cybrid cells harboring diabetes-
susceptible and diabetes-protective mitochondrial haplogroups. Mitochondrion 13,
888-897.

Yang, L., et al., 2011. Association between KCNJ11 gene polymorphisms and risk of type 2
diabetes mellitus in East Asian populations: a meta-analysis in 42,573 individuals.

Mol. Biol. Rep. 39, 645-659.


http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0110
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0110
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0115
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0115
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0115
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0150
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0150
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0150
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0120
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0120
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0120
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0125
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0125
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0125
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0130
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0130
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0155
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0155
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0155
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0135
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0135
http://refhub.elsevier.com/S0378-1119(14)00057-2/rf0135

Cell Biol Toxicol (2013) 29:407-414
DOI 10.1007/s10565-013-9263-0

ORIGINAL RESEARCH

FKS506 affects mitochondrial protein synthesis and oxygen

consumption in human cells

Maria Palacin - Eliecer Coto - Laura Llobet «

David Pacheu-Grau - Julio Montoya « Eduardo Ruiz-Pesini

Received: 7 June 2013 / Accepted: 17 September 2013 /Published online: 28 September 2013

© Springer Science+Business Media Dordrecht 2013

Abstract FK506 is an important immunosuppressive
medication. However, it can provoke neurotoxicity,
nephrotoxicity, and diabetes as adverse side effects.
The decrease in oxygen consumption of rat cells treated
with pharmacologically relevant concentrations of
FK506, along with other evidences, has insinuated that
some of the toxic effects are probably caused by drug-
induced mitochondrial dysfunction at the level of gene
expression. To confirm this suggestion, we have ana-
lyzed cell respiration and mitochondrial protein synthe-
sis in human cell lines treated with FK506. This drug
provokes an important decrease in oxygen consump-
tion, accompanied by a slight reduction in the synthesis
of mitochondria DNA-encoded proteins. These results
are similar to those triggered by rapamycin, another
macrolide with immunosuppressive properties, there-
fore insinuating a common toxic pathway.
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Introduction

Streptomyces tsukubaensis produces FK506. This com-
pound showed antifungal activity against Aspergillus
fumigatus and Fusarium oxysporum and, in mice, had
important immunosuppressive properties (Kino et al.
1987). This drug was first introduced as a human im-
munosuppressive medication in 1989 (Starzl et al.
1989). FK506 binds to FK-binding protein (FKBP) 12.
This complex inhibits the phosphatase activity of
calcineurin, preventing the dephosphorylation of nu-
clear factor of activated T cell (NFATc), its nuclear
translocation, and its interaction with different genes,
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such as the proinflammatory interleukin-2 gene. In
this way, FK506 blocks T cell-mediated immune re-
sponse because, in these cells, the activation of mem-
brane receptors by antigens induces a calcium signal
that activates the calcineurin. The chemical structure
of FK506 is entirely different from that of the fre-
quently used immunosuppressive cyclosporine A.
Cyclosporine A binds cyclophilin, and this complex
also acts as a calcineurin inhibitor (Prokai et al. 2012).
Due to their impressive ability to improve short-term
outcomes, these drugs are used in most of the immu-
nosuppressive protocols to prevent graft rejection fol-
lowing organ transplantation. However, the toxicity
related to calcineurin inhibitors is one of the main
reasons for long-term failures. The most limiting ad-
verse side effects of calcineurin inhibitors are neuro-
toxicity, nephrotoxicity, and diabetes (Serkova and
Christians 2003). However, the nephrotoxic and dia-
betogenic effects of FK506 are five times higher than
those of cyclosporine A (Prokai et al. 2012).

Studies using a magnetic resonance spectroscopy-
based metabonomic approach indicate that toxicity
due to calcineurin inhibitors is caused by drug-
induced mitochondrial dysfunction. Indeed, compar-
ison of the typical clinical symptoms of cyclosporine
A neurotoxicity and mitochondriopathies, such as
mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis,
and stroke-like episodes (MELAS) and myoclonic
epilepsy with ragged red fibers (MERRF), indicates
an almost complete overlap. These mitochondrial dis-
eases are usually caused by pathologic mutations in
the mitochondrial DNA (mtDNA)-encoded tRNAs
that are involved in the mitochondrial synthesis of
proteins. Interestingly, mitochondriopathies can also
cause kidney dysfunction and diabetes (Serkova and
Christians 2003). It has been recently reported that
insulin secretion and oxygen consumption were sig-
nificantly decreased in rat INS-1 cells treated with
pharmacologically relevant concentrations of FK506
(Rostambeigi et al. 2011).

Because the electron transport chain (ETC) of the
oxidative phosphorylation (OXPHOS) system is the
major oxygen consumer in the cell, since this system is
the main ATP producer in most of the cells, and mito-
chondrial ATP is important for insulin secretion, it was
insinuated that maybe some of the FK506 toxic effects
were mediated by a mitochondrial dysfunction at the
level of gene expression (Rostambeigi et al. 2011). To
confirm this suggestion in humans, we have analyzed

@ Springer

oxygen consumption and mitochondrial protein synthe-
sis in human cell lines treated or not with FK506.

Material and methods
Cells and growth conditions

As it has been suggested that FK506 toxicity was
mediated by mitochondrial dysfunction, to avoid spe-
cific effects of the mtDNA genetic background, we
used six human osteosarcoma 143B cell lines with
the same nuclear genetic background but different
mtDNA genotype (AcH, 612H, 613H, 3K, 8K, and
48K from Gomez-Duran et al. 2010). Cells were seed-
ed in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM)
with glucose (25 mM) and fetal bovine serum (FBS)
(5 %). After 8 h, the medium was replaced by DMEM
without glucose but with galactose (5 mM), pyruvate
(1 mM), and FBS (5 %), and the cells were grown for
72 h. It has been shown that this growth medium
stimulates mitochondrial biogenesis and oxidative me-
tabolism and, therefore, would increase the OXPHOS
effects of FK506 (Rossignol et al. 2004). We did not
use penicillin—streptomycin in the growing media to
avoid undesired phenotypic effects. The medium was
renewed every 48 h. To evaluate the effects of different
calcineurin inhibitors, cyclosporine A 800 ng/ml
(665 nM) or FK506 50 ng/ml (62 nM) was incorporat-
ed in the culture medium. FK506, PROGRAF®
5 mg/ml Astellas Pharma S.A., was obtained from the
Pharmacology Department at HUCA, National code
680678 (http://www.aemps.gob.es/).

Oxygen consumption

In order to analyze oxygen consumption, we used the
high-resolution oxygraph OROBOROS". Exponentially
growing cells were collected by trypsinization, washed,
counted, and resuspended at 1.5x10° cells/ml. Endo-
genous, leaking (with oligomycin added at 49 nM), and
uncoupled (with FCCP added at 1.2 uM) respiration
analyses were performed according to previously pub-
lished protocols (Gomez-Duran et al. 2010). The analysis
of oxygen consumption was carried out in parallel for both
conditions, non-treated and treated cell lines. Each cell
line and condition was measured three times. Results were
expressed as picomoles of O, per minute per million cells.
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All non-treated cell lines had shown normal respiration
rates (Gomez-Duran et al. 2010).

Analysis of respiratory complexes and citrate synthase

The respiratory complex IV (CIV) specific activity and
quantity were measured by using Mitoprofile” Human
Complex IV Activity and Quantity kit from Mitosciences
according to the manufacturer's instructions. This kit
immunocaptures CIV, and activity is determined colori-
metrically by following the oxidation of reduced cyto-
chrome ¢ as an absorbance decrease at 550 nm.
Subsequently, in the same well, the quantity of enzyme
is measured by adding a CIV-specific antibody conjugat-
ed with alkaline phosphatase. CIV activities and quanti-
ties were normalized per milligram of protein, a surrogate
of cell number or volume. Therefore, CIV activities and
quantities were expressed as millioptical density per min-
ute per milligram of protein. The p.MT-CO1/SDHA and
SDHA/Janus Green ratios were measured using the
MitoBiogenesis” In-Cell ELISA kit from Mitosciences
according to the manufacturer's instructions. Human cells
were seeded in 48-well microplates, and the levels of
CIV p.MT-CO1 and CII SDHA subunits were measured
simultaneously in each well. All these variables, along
with the protein levels, were assayed by triplicate for each
cell line and condition in at least three independent
experiments following previously described protocols
in a NovoStar MBG Labtech microplate reader
(Gomez-Duran et al. 2010). The enzymatic activities of
complexes [ + III (CI + III) and citrate synthase (CS)
were assayed, by triplicate for each cell line and condi-
tion, following previously described protocols with some
modifications and normalized per milligram of protein
(Ruiz-Pesini et al. 1998).

Mitochondrial protein synthesis

The mitochondrial protein synthesis was analyzed as
described previously (Chomyn 1996; Gomez-Duran
et al. 2010). Electrophoresis was performed with a
PROTEAN II xi system. As a load control, we dyed
the gel for 15 min with fixing solution (30 % methanol,
10 % acetic acid) plus 0.025 % of Brilliant Blue R
(Coomassie blue). Then, the gel was washed several
times with a 50 % methanol, 10 % acetic acid solution
and left overnight in fixing solution. Finally, it was
treated for 20 min with Amplify solution, dried, and
used for autoradiography. The band intensities from

appropriate exposures of the fluorograms were quanti-
fied by densitometric analysis with the Quantity One
1-D analysis software (Bio-Rad). Three bands, corre-
sponding to p.MT-ND4, p.MT-CO3, and p.MT-ND3
polypeptides (upper, middle, and lower part of the gel,
respectively), were selected for quantification.

Statistical analysis

The statistical package StatView 6.0 was used to per-
form all statistical analyses. Mean and standard devia-
tion are represented. The normal distribution was
checked by the Kolmogorov—Smirnov test. As all var-
iables were normally distributed, the unpaired two-
tailed 7 test was used to compare parameters. P values
of <0.05 were considered statistically significant.

Results

To confirm that FK506 toxic effects could be mediat-
ed by a dysfunction of the OXPHOS system, we
analyzed the oxygen consumption in six human cell
lines treated or not with FK506 (50 ng/ml) during
3 days. Endogenous and uncoupled, but not the
leaking, respirations were significantly lower in hu-
man cells treated with FK506 than in non-treated
cells (Fig. 1). The oxygen consumption was 35.1
(endogenous) and 32.2 % (uncoupled) inferior in
treated than non-treated cells.

Oxygen is consumed in mitochondria. Therefore, a
lesser number of mitochondria could be responsible for
lower oxygen consumption. To get an idea of mito-
chondrial number or volume, we determined the spe-
cific activity of citrate synthase, a nucleus-encoded
mitochondrial enzyme, commonly used for this pur-
pose. There were no differences between treated and
non-treated cells (Fig. 2).

Oxygen is reduced to water in CIV by electrons
flowing through the ETC. ETC includes respiratory
complexes 1 (CI), II (CII), III (CII), IV (CIV, cyto-
chrome oxidase or COX), and the protein cytochrome
c. CI, CIII, and CIV, but not CII or cytochrome c,
contain mtDNA-encoded polypeptides (7 out of 44, 1
out of 11, and 3 out of 14, respectively) (Balsa et al.
2012). FK506 is a macrolide. Some reports suggest
that macrolides, such as erythromycin, can provoke
inhibition of the mitochondrial protein synthesis when
interacting with mitochondrial rRNAs (Doersen and
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Stanbridge 1979, 1982; Luca et al. 2004). Therefore, it
would be possible that FK506 would affect oxygen
consumption by decreasing the translation of
mtDNA-encoded ETC subunits. Because important
subunits of CI, CIII, and CIV are coded in the
mtDNA, we determined CI + III and CIV activities in
cells treated with FK506. However, we did not find
differences in the specific activities of these ETC com-
plexes when compared to non-treated cells (Fig. 2);
neither did we found them in CIV quantity or SDHA
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levels, a CII polypeptide (Fig. 2). This result suggested
that FK506 had no effect on mitochondrial translation
of proteins.

To confirm that the synthesis of mtDNA-encoded
polypeptides was not altered, we performed mitochon-
drial protein synthesis assays before and after treatment
with FK506. Surprisingly, we observed a small but
significant decrease in the amount of mitochondrial
translation products (Fig. 3). Metabolic labeling to
estimate mitochondrial protein synthesis in cultured
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Fig. 2 Effects of FK506 on citrate synthase and respiratory
complexes. White bars represent the percentage of change in
the respiratory complexes and citrate synthase in six FK506-
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cells is a semiquantitative technique (Moreno-
Loshuertos et al. 2011). Therefore, with the aim of
ratifying this result, we quantitatively determined the
levels of p.MT-CO1, the CIV subunit that directly
reduces the oxygen to water, and normalized them to
those of SDHA. This p.MT-CO1/SDHA ratio showed,
again, a small but significant decrease, thus confirming
a slight effect of FK506 on mitochondrial protein syn-
thesis (Fig. 3).

To check whether this action of FK506 on
OXPHOS function was, in part, responsible of its more
toxic effect than cyclosporine A, we determine the
p-MT-CO1/SDHA ratio of cells treated with cyclospor-
ine A (800 ng/ml). This cyclosporine A concentration
had a comparable impact, to that of FK506, on cell
proliferation and viability and insulin secretion and cell
content of INS-1 cells (Rostambeigi et al. 2011); how-
ever, it did not appear to affect oxygen consumption in
HepG?2 cells (Luo et al. 2012). This p.MT-CO1/SDHA
ratio in cells treated with cyclosporine A was not dif-
ferent from that of control cells (Fig. 3).

The effect of FK506 on ETC has been studied in six
cybrid cell lines from two different mtDNA genetic
backgrounds, haplogroups H (AcH, 612H, and 613H)
and Uk (3K, 8K, and 48K). To check if these mtDNA
genotypes influenced the ETC effects of FK506, we
compared all previously analyzed parameters in both
haplogroups, but we did not find significant differ-
ences between them (data not shown).

Discussion

An analysis of CO, production from b-["*C]glucose or
[2-'*C]pyruvate in FK506-treated versus control rat
enterocytes showed significant reductions in CO, re-
leased from treated cells, thus indicating a mitochon-
drial dysfunction (Madsen et al. 1995). Moreover, the
oxygen consumption in rat INS-1 cells after 72 h of
treatment with pharmacologically relevant concentra-
tions (50 ng/ml) of FK506 was approximately a third
lower than that from the non-treated cell line
(Rostambeigi et al. 2011). We have found a similar
decrease of oxygen consumption in human cell lines
treated during 72 h with FK506 50 ng/ml. The lack of
differences in leaking respiration indicates that this
drug does not affect electron slipping or proton leaking
processes. On the other hand, the significant differ-
ences in endogenous and uncoupled respiration suggest

that treated cells contain lesser ETC capacity because of
a lower ETC quantity or a direct inhibition of the elec-
tron transpott.

The toxic effects of the macrolide FK506 could be
due to its interaction with the mitochondrial ribosome
and the inhibition of organelle protein synthesis, de-
creasing the ETC quantity and then impairing oxygen
consumption and many other cell functions dependent
on the OXPHOS system (Martinez-Romero et al. 2011).
In fact, the amount of mtDNA-encoded subunits and the
p-MT-CO1/SDHA ratio of human cell lines treated with
FK506 is 5 % lower than that of non-treated cell lines. A
small decrease in mitochondrial protein synthesis ac-
companied by a big decrease in the oxygen consumption
has been previously reported for other drugs, such as
calmodulin antagonists (Vijayasarathy et al. 1993). A
decrease in the level of expression of a given subunit did
not necessarily lead to a proportionate (if any) decrease
in the activity of the corresponding respiratory chain
complex (Rossignol et al. 2003). The expression and
steady-state amounts of a particular respiratory complex
subunit are, maybe in some conditions, higher than
those required to assemble a normal amount of that
complex. This fact would explain why a decrease in
p-.MT-CO1 expression and steady-state amounts in
FK506-treated cells are not mirrored in a difference in
CIV activity or quantity. However, the absence of dif-
ferences in CI + III and CIV specific activities or CIV
levels between treated and untreated cells, similar to
previous experiments in human umbilical endothelial
cells (Illsinger et al. 2011), appears to rule out that a
lower ETC quantity was responsible for the decrease in
oxygen consumption. As CII has no mtDNA-encoded
polypeptides, then SDHA levels can be used as a marker
of mitochondrial number or volume. Thus, our results
suggest that the mitochondrial density was not affected
by the FK506 treatment, contrary to that observed in rat
INS-1 cells (Rostambeigi et al. 2011) but similar to that
observed in human umbilical endothelial cells (Illsinger
etal. 2011). This fact was also confirmed by the absence
of differences in CS specific activity. On the other hand,
the significant differences in respiration could be due to
a direct inhibition of the ETC by FK506. In fact, it had
been previously shown that FK506 partly blocked CIII
activity (Simon et al. 2003; Zini et al. 1998). However,
our results on CI + III specific activities rule out this
possibility.

Despite an important decrease in oxygen consumption,
our results appear to preclude an important implication
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Fig. 3 Effects of FK506 on mitochondrial protein synthesis. a
Left panel. Gel showing the electrophoretic patterns of mito-
chondrial translation products (M7P), in which the bands of three
mtDNA-encoded polypeptides used for quantification (p.M7-
ND4, p.MT-CO3, and p.MT-ND3) are indicated. We also show
the p.MT-CO1 band to compare it with the quantitative assay
results (see Fig. 3b). The name of each cell line used is provided.
Right panel. Loading control from the six non-treated (—) and

of ETC in the side effects of FK506. However, in addition
of ETC, the OXPHOS system also includes the ATP
synthase or complex V (CV). Individuals with mtDNA
mutations affecting CV subunits often show normal spe-
cific activities of the ETC complexes (Thorbum et al.
1993). However, cells with these mutations have lower
oxygen consumption (Trounce et al. 1994). Very interest-
ingly, it has been shown that FK506 inhibits oxygen
consumption and CV activity of mitochondria from the
rat brain (Zini et al. 1998). FK506 also decreased the
expression of rat aortic ATP synthase gamma chain
(Zamorano-Leon et al. 2012). Therefore, it would be
possible that some FK506 side effects were mediated
through its interaction with CV.

Rapamycin is another macrolide with immunosup-
pressive activity. FK506 and rapamycin share a chemical
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p.MT-CO1/SDHA

FK506-treated (+) cell lines. b Quantification of mitochondrial
protein synthesis. The MTP (Fig. 3a, lefi panel) were normalized
using a densitometry of the Coomassie staining pattern (Fig. 3a,
right panel). White and stripped bars represent mean values for
FK506- and cyclosporine A-treated cell lines, respectively. The
mean value for non-treated cell lines was set to 100 % and was
shown as a dashed horizontal line. *P<0.0433 (unpaired two-
tailed ¢ test)

domain that allows them to bind FKBP12. Other parts of
these molecules are different and enable FK506 or
rapamycin, in conjunction with surface residues from
FKBP12, to interact with calcineurin or the mammalian
target of rapamycin (mTOR), respectively (Dumont and
Su 1996). Rapamycin, an mTOR inhibitor, decreases en-
dogenous and uncoupled respiration in Jurkat T cell leu-
kemia clone E6-1 cells (Ramanathan and Schreiber 2009;
Schieke et al. 2006). Moreover, in the C2C12 mouse
myoblast cell line, rapamycin decreased the expression of
several transcriptional regulators important for mitochon-
drial biogenesis, such as PGC-1«, resulting in a decrease
in the expression of nucleus-encoded mitochondrial pro-
teins, such as cytochrome c, COX5a, or ATP5gl, and
oxygen consumption (Cunningham et al. 2007). In human
prostate cancer cell lines, rapamycin also decreases the
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expression of ATP5g1 gene that codes for a subunit of CV
(van der Poel et al. 2003). Interestingly, PGC-1c was also
downregulated in FK506-treated rat INS-1 cells
(Rostambeigi et al. 2011). Thus, perhaps the FK506 toxic
effects may be due to a mitochondrial dysfunction medi-
ated by the mTOR pathway. In fact, it has been already
shown that chronic administration of FK506 decreased
mTOR activity (Yu et al. 2013).

It has been previously shown that side effects were
noted in connection with 76 % of FK506 concentra-
tions above 30 ng/ml. Thus, FK506 concentrations
should preferably be kept below 20 ng/ml (Bottiger
et al. 1999). In humans, an increased ratio of blood
3-hydroxybutyrate to acetoacetate observed in liver
transplant recipients treated with FK506 relative to
the healthy control subjects implied a more reduced
hepatic intramitochondrial redox state, i.e., a lower
capacity of NADH oxidation by the ETC. The mean
plasma FK506 level at the time of these metabolic
studies was 0.5 nM (Krentz et al. 1993). These results,
along with the lower oxygen consumption and mito-
chondrial translation of human cells treated with
FK506, make it reasonable to suggest that OXPHOS
defects contribute to FK506 toxicity.
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Abstract Multiple sclerosis is likely caused by a complex
interaction of multiple genes and environmental factors. The
contribution of mitochondrial DNA genetic backgrounds
has been frequently reported. To evaluate the effect of
mitochondrial DNA haplogroups in the same genetic and
environmental circumstances, we have built human
transmitochondrial cell lines and simulated the effect of
axon demyelination, one of the hallmarks of multiple scle-
rosis pathology, by altering the ionic gradients through the
plasmalemma and increasing ATP consumption. In this
model, mitochondrial biogenesis is observed. This process
is larger in Uk cybrids, which mirrors their lower oxidative
phosphorylation capacity in basal conditions. This model
replicates a process occurring in both patients suffering from
multiple sclerosis and several animal models of axon demy-
elination. Therefore, it can be used to analyze the contribu-
tion of various mitochondrial DNA genotypes to multiple
sclerosis. In this sense, a longer or stronger energy stress,
such as that associated with demyelinated axons in multiple
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sclerosis, could make Uk individuals more susceptible to
this pathology. Finally, pharmacologic compounds targeted
to mitochondrial biogenesis could be a potential therapy for
multiple sclerosis.

Keywords Multiple sclerosis - Demyelination - Axon -
Cybrid - Mitochondria - mtDNA

Introduction

Multiple sclerosis (MS) is a chronic demyelinating disease of
the central nervous system and is the most common cause of
non-traumatic disability in young adults. Histopathological
hallmarks of MS include inflammation, demyelination, loss
of oligodendrocytes and neuroaxonal degeneration (Witte et
al. 2009). Axonal damage occurs in the initial stages of the
disease, and over time, degenerative processes take over and
lead to extensive axonal loss and brain atrophy. Current re-
search focuses on pathogenic mechanisms that contribute to
axonal injury in MS, and new evidence suggests that axonal
pathology is tightly associated with mitochondrial alterations
(van Horssen et al. 2012).

Ethnic differences influence the worldwide distribution
of MS and MS appears to aggregate in families. Different
studies show higher concordance rates in monozygotic ver-
sus dizygotic twins or other siblings. There is an intermedi-
ate risk for half-siblings and no increased risk for adoptive
relatives. Therefore, there is a systematic reduction in rela-
tive risk correlated with genetic distance from the proband
(Lin et al. 2012). The crude recurrence in children of con-
jugal pairs is significantly higher than that of children with
one affected parent (Robertson et al. 1997), and the occur-
rence rate of MS in the patients’ offspring are 20- to 50-fold
greater than that in the general population. The higher
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recurrence risk for maternal rather than paternal half-
siblings suggests a maternal effect of MS susceptibility
(Ebers et al. 2004).

All of these epidemiological data suggest that genetic
variation is important for susceptibility to MS, and as human
mitochondrial DNA (mtDNA) is maternally inherited (Giles
et al. 1980), a genetic susceptibility transmitted in the mito-
chondrial genome may be a potential contributor to MS risk.
Supporting this idea, an association between MS and
Leber’s hereditary optic neuropathy (LHON) was suggested
in the 1960s (Lees et al. 1964). LHON is a disease caused by
point mutations in the mtDNA-encoded genes of respiratory
complex I. Some LHON patients develop a demyelinating
disease that is both clinically and radiologically indistin-
guishable of MS except for the prominence of visual failure.
This association is sometimes referred to as “Harding’s
disease” (Harding et al. 1992, Palace 2009). When two rare
conditions such as LHON and MS coexist, it is appropriate
to question if this occurs by chance. These two pathologies
coincide 50 times more frequently than expected (Palace
2009), which suggests that LHON mtDNA mutations may
affect the pathogenesis of MS. Moreover, MS has also been
associated with other non-LHON mtDNA pathologic muta-
tions, such as deletions (Bet et al. 1994).

The mtDNA pathologic mutations are very rare, and their
importance for MS should be marginal. However, the analysis
of the mtDNA genetic backgrounds of MS patients has
suggested associations with particular mtDNA haplogroups
(Ahari et al. 2007, Ban et al. 2008, Chalmers et al. 1996,
Ghabaee et al. 2009, Hanefeld et al. 1994, Houshmand et al.
2005, Kumleh et al. 2006, Mayr-Wohlfart et al. 1996,
Mihailova et al. 2007, Ohlenbusch et al. 1998, Otaegui et al.
2004, Otaegui et al. 2007, Penisson-Besnier et al. 2001,
Venkateswaran et al. 2011, Vyshkina et al. 2005, Vyshkina et
al. 2008, Yu et al. 2008). The mtDNA haplogroups are sets of
phylogenetically related mtDNA genotypes. Thus, their popu-
lation frequencies are much higher than those of mtDNA
pathologic mutations. For example, a higher susceptibility to
MS has been associated with the mtDNA haplogroup Uk
(Kalman et al. 1996a, Kalman et al. 1996b, Kalman and
Alder 1998, Kalman et al. 1999). The European frequency of
this haplogroups is 6.1 % (Richard et al. 2007). Very interest-
ingly, this haplogroup is also at a higher risk for LHON
(Hudson et al. 2007).

The etiology of MS is difficult to elucidate because of its
multifactorial nature. The disease is likely caused by a complex
interaction between multiple genes and environmental factors
(Vidaurre et al. 2012). Thus, the contribution of the mtDNA
genetic background to MS is likely dependent on the context.
An important disadvantage of MS animal models is that they do
not consider the human genetic background (Mix et al. 2010).
Consequently, human cell models are required to understand
the effects of particular genetic variants. Moreover, MS affects
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the nervous system and obtaining, culture and manipulate
human cells from this tissue is not an easy task. Therefore, to
evaluate the effect of the mtDNA haplogroup Uk in this con-
text, we have generated transmitochondrial cell lines, cytoplas-
mic hybrids or “cybrids” and have simulated the effects of axon
demyelination.

Material and methods
Cells and growth conditions

Blood from 165 healthy volunteers was obtained after receiv-
ing the approval of the Ethical Committee of the Regional
Government (Acta n° 17/2008) and securing a signed in-
formed consent. The mtDNA haplogroups of these samples
were characterized by PCR-RFLP. Platelets, which have mi-
tochondria and mtDNA but no nucleus, from 5 individuals
from each of the haplogroups H and Uk were used to generate
cybrids with osteosarcoma 143B TK™ rho” 206 cells, which do
not contain mtDNA. The mtDNAs of these 10 cybrid cell lines
were completely sequenced (Gomez-Duran et al. 2010). This
approach allows the homogenization of nuclear genetic and
environmental factors, because all 10 cybrids share the nuclear
background and were grown in the same culture conditions.
Most of the experiments were performed with cell lines
grown in Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM)
containing glucose (25 mM), pyruvate (1 mM) and fetal
bovine serum (FBS 5 %). When the cells were treated with
gramicidin, ethanol was used as the drug vehicle.

Determination of ATP levels

The cybrids’ ATP levels were measured 8 times using pre-
viously published protocols (Gomez-Duran et al. 2012).
Briefly, 20,000 cells/well were seeded 10—12 h before mea-
surement. Then, the cells were washed twice with PBS and
incubated for 2 h in record solution supplemented with 5
mM 2-deoxy-D-glucose, 1 mM pyruvate and various gram-
icidin concentrations. The cells were lysed, and the lysates
were incubated with luciferin/luciferase reagents. Samples
were analyzed using a NovoStar MBG Labtech microplate
luminometer, and the results referred to the protein quantity.

Oxygen consumption

Endogenous oxygen consumption was analyzed using the
high-resolution oxygraph OROBOROS®. Exponentially
growing cells were either treated with 5.3 nM gramicidin for
6 h or were left untreated. The cells were then collected by
trypsinization, washed, counted and resuspended at 1.5 x 10°
cells/ml. Each cell line and condition was analyzed three
times.
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Determination of mitochondrial inner membrane potential

The determination of the mitochondrial inner membrane
potential (MIMP) was performed in quadruplicate in two
independent cell lines using the Mito-ID Membrane
Potential Cytotoxicity kit from ENZO following the manu-
facturer’s conditions and the same buffer used for measuring
the ATP levels. Briefly, the cells were incubated for 2 h
either with or without 5.3 nM gramicidin or 1.2 uM FCCP
as a positive control. The samples were measured using a
NovoStar MBG Labtech microplate reader and the results
referred to that of cells without drugs.

Determination of cell viability

The cell viability was measured 8 times using the Neutral
Red kit from Sigma-Aldrich and conditions previously pub-
lished (Repetto et al. 2008). Briefly, the cells were either
treated with 5.3 nM gramicidin or left untreated for 48 h.
Then, the cells were incubated for 2 h with neutral red dye
(3.3 g/l), washed with PBS and treated with elution medium
followed by gentle shaking for 10 min. Aliquots of the
resulting solutions were transferred to 96-well plates, and
the absorbance at 540 nm was recorded using a NovoStar
MBG Labtech microplate instrument.

Determination of mitochondrial enzyme levels and activity

Exponentially growing cells were treated with 5.3 nM gram-
icidin during 6 h to determine the mitochondrial enzyme
levels and activity. Mitoprofile® Human Complex IV
Activity and Quantity from Mitosciences (Invitrogen) was
used according to the manufacturer’s instructions to determi-
nate complex IV (CIV) activity and levels. CIV is
immunocaptured within the wells and activity is determined
colorimetrical by the oxidation of reduced cytochrome ¢ as an
absorbance decrease at 550 nm. Subsequently, in the same
wells the quantity of enzyme is measured by adding a CIV
specific antibody conjugated with alkaline phosphatase. The
phosphatase changes a substrate from colorless to yellow at
405 nm. The specific activity of citrate synthase (CS) and the
protein levels were assayed according to previously published
protocols (Gomez-Duran et al. 2010). All enzyme determina-
tions were performed in triplicate in at least three independent
experiments using in a NovoStar MBG Labtech microplate
instrument.

Statistical analysis

The statistical package StatView 6.0 was used to perform all
of the statistics. The mean and standard deviation are repre-
sented. The normal distribution was examined using the
Kolmogorov—Smirnov test, and the unpaired two-tailed #-

test was used to compare parameters. P values<0.05 were
considered to be statistically significant.

Results

To analyze the oxidative phosphorylation (OXPHOS) func-
tion of haplogroup Uk, we generated 5 cybrids from this
genetic background in an osteosarcoma 143B nuclear back-
ground and 5 cybrids from the most common European
mtDNA, haplogroup H (Gomez-Duran et al. 2010), for
comparison. Demyelinated axons upregulate and reorganize
voltage-gated Na" channels, which are usually found only in
the nodes of Ranvier, all along the naked axons. The ex-
pression of Na'/K"-ATPase is also increased to restore intra-
axonal Na® concentrations, which enhances ATP demand
(van Horssen et al. 2012). Gramicidin rapidly and
nonspecifically permeabilizes membranes to monovalent
cations and increases ATP turnover by Na'/K'-ATPase
(James et al. 1999). Thus, osteosarcoma cybrids treated with
gramicidin better reflect the stress scenario found in MS
axons.

To determine the gramicidin concentration required to
decrease ATP levels in osteosarcoma 143B cybrids, the cells
were cultured with 5 mM 2-deoxy-D-glucose (a glycolytic
inhibitor) and drug concentrations ranging from 5 to
160 ng/ml (2.7 to 84.8 nM). In these conditions, gramicidin
concentrations greater than 10 ng/ml (5.3 nM) significantly
diminished cellular ATP levels (Fig. 1a). As each of the
multiple factors contributing to MS most likely exerts a
small impact, the remainder of the experiments used
5.3 nM gramicidin, which was the minimum concentration
that had an effect on ATP levels. Subsequently, we mea-
sured the oxygen consumption but did not find significant
differences in this parameter between untreated cybrids and
cybrids treated with gramicidin (Fig. 1b). In agreement with
this result, it was previously reported that 100 nM gramici-
din had no effect on cellular respiration in rat lymphocytes
(Arslan et al. 1981). These results are maybe due to a
reduced availability of ATP molecules for the initial glucose
phosphorylation reactions, slower glycolysis and Krebs cy-
cle rate, and less reducing equivalents, finally resulting in
altered oxygen consumption by a decrease in the electron
flow through the respiratory chain (Ortsater et al. 2002). To
corroborate the observation that OXPHOS function was
modified by this drug concentration (5.3 nM), the MIMP
was measured, and it was found that treatment with grami-
cidin greatly decreased the MIMP (Fig. 1¢). To confirm that
we were truly measuring MIMP, we used 1.2 uM FCCP as a
positive control. This mitochondrial uncoupler also reduced
the MIMP (Fig. 1c). Because previous reports showed that
gramicidin concentrations greater than 5.3 nM resulted in
visible hemolysis of washed human erythrocytes (Engstrom
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et al. 1993), the viability of these osteosarcoma 143B
cybrids after 48 h of treatment with gramicidin was deter-
mined. This gramicidin concentration did not affect cell
viability (Fig. 1d), which is supported by evidence that
fibroblast viability was preserved when cells were forced
to increase energy consumption by exposure to 21.2 nM
gramicidin (Sgarbi et al. 2009).

350 * *
300
250
200
x

150
100 T ]
50

0

C5s.a. Civs.a.

Fig. 2 Mitochondrial enzymes. White and black bars denote non-
treated and gramicidin-treated cells, respectively. These variables
were determined in triplicate in at least three independent exper-
iments for each of the 10 cybrid cell lines in both conditions. The
value obtained for non-treated (control) cells was expressed as
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Next, the 10 cybrid cell lines were grown in the presence
or absence of gramicidin and the specific activity of CS was
determined. CS is an enzyme of the mitochondrial matrix
that is commonly used as a marker of mitochondrial number
and volume. The cells treated with gramicidin showed an
increase in CS specific activity (Fig. 2). Thereafter, we
analyzed CIV specific activity and quantity as a surrogate

* * *
Civa. Civs.afiSsa. CIvVag.fCSs.a.

100 %, and the value from the gramicidin-treated cells was
expressed as a percentage of the control value. An asterisk (*)
denotes a significant difference compared to untreated cells (P<
0.0017). CS citrate synthase, CIV complex IV, s.a. specific activ-
ity, ¢. quantity
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of the OXPHOS system. The values for these two variables
were also significantly higher in cells grown with gramici-
din (Fig. 2). These results suggest that ATP-depleted cybrids
increase mitochondrial biogenesis. Moreover, the augment-
ed ratios of CIV specific activity and quantity to CS specific
activity implies that the attempt to compensate for the ener-
gy deficit was accomplished not only by increasing mito-
chondrial biogenesis but also by increasing the OXPHOS
capacity per mitochondrion (Fig. 2).

To examine the effect of the mtDNA genetic background
on the OXPHOS compensation, the cybrids were separated
based on their mtDNA haplogroup and the CS specific
activity and the ratios of CIV specific activity and quantity
to CS specific activity were analyzed. There were no differ-
ences in the CS specific activity between H and Uk cybrids
in either the untreated or gramicidin-treated cybrids
(Fig. 3a). However, the significant differences between the-
se two haplogroups regarding the ratios of the CIV specific
activity and quantity to the CS specific activity ob-
served in the control cells were not observed in the
cells treated with gramicidin (Fig. 3b and c).

Discussion

Gramicidin decreases ATP levels in osteosarcoma 143B
cybrids and induces mitochondrial biogenesis and increased
OXPHOS capacity per mitochondrion as a compensatory
mechanism. Interestingly, these responses can also be ob-
served in several animal models of MS. CIV activity and
mitochondrial density were increased in the mouse model of
hypomyelination, which was generated by knockout of the
gene encoding the myelin basic protein (Andrews et al.
2006). The demyelination after proteolipid protein
overexpression in another mouse model is accompanied by
an increase in mitochondrial density and CIV activity
(Hogan et al. 2009). An increase in mitochondrial numbers
has also been observed in the demyelination model induced by
Theiler’s murine encephalomyelitis virus (Sathornsumetee et
al. 2000). More importantly, enhanced mitochondrial density
and increased ratio of CIV specific activity versus CS specific
activity have been reported in chronic inactive lesions of MS
patients, which correlates with the increase in CIV protein
expression (Witte et al. 2009). Thus, mitochondria are most
likely recruited into demyelinated axons to meet the increased
energy demand needed for proper conduction.

In cats, demyelination of the optic nerve was induced
with antiserum to galactocerebroside, and increased num-
bers of mitochondria were observed at the site of demyelin-
ation (Mutsaers and Carroll 1998). In humans, ganglion cell
axons traverse the lamina cribrosa, and the optic nerve
myelination is postlaminar. A higher density of voltage-
gated Na' channels in the prelaminar and laminar optic
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Fig. 3 Mitochondrial enzyme capacities based on the mtDNA
haplogroup. Dark and light gray bars denote the H and Uk cybrids,
respectively. These variables were determined in triplicate in at least
three independent experiments for each of the 5 cybrid cell lines from
haplogroup H and 5 from haplogroup Uk in both conditions. The value
obtained for non-treated H cells was expressed as 100 %, and the value
from non-treated Uk cells and gramicidin-treated H and Uk cells was
expressed as a percentage of the control value. An asterisk (*¥) denotes
a significant difference compared to H cybrids (£<0.0099). CS citrate
synthase, CIV complex 1V, s.a. specific activity, g. quantity

nerve is accompanied by physiologically increased numbers
of mitochondria and higher CIV activity and levels
(Balaratnasingam et al. 2009, Barron et al. 2004, Bristow
et al. 2002). Therefore, the propagation of action potentials
in these segments of the optic nerve requires greater energy
input; as a result, the segments are more vulnerable to
OXPHOS impairments, such as those caused by LHON
mtDNA mutations. These increased axonal energy demands
are most likely a link between LHON and MS.

Our stressed cell model reproduced some of the features
found in MS and LHON and could be useful for analyzing the
epidemiologic associations observed between the mtDNA
haplogroup Uk and LHON (Hudson et al. 2007) or MS
(Kalman et al. 1996a, Kalman et al. 1996b, Kalman and
Alder 1998, Kalman et al. 1999) after homogenizing the
nuclear genetic and environmental factors. We had previously
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found that CIV activity and quantity were significantly higher
in cybrids from haplogroup H when compared to those of the
haplogroup Uk (Gomez-Duran et al. 2010). Here, we show
that the ratios of CIV specific activity and quantity to CS
specific activity were also significantly higher in the H com-
pared to Uk control cybrids. These results suggest that one or a
combination of several single nucleotide polymorphisms
(SNPs) defining haplogroup H confers it a higher OXPHOS
reserve capacity. There are 19 SNPs differentiating H and Uk
haplogroups (4 in the control region, 3 in RNA genes, 9
synonymous and 3 non-synonymous in protein genes).
However, this capacity is not sufficient under stress condi-
tions, such as a gramicidin challenge. Under moderate stress
conditions that require increased mitochondrial ATP produc-
tion and in which cell viability is preserved, cybrids from both
haplogroups significantly increase this OXPHOS capacity;
however this increase is greater in Uk cybrids than in H
cybrids. It is possible that a longer or stronger energy stress,
such as demyelinated or unmyelinated axons in MS or LHON,
respectively, makes individuals in the Uk haplogroup more
susceptible to these pathologies. Thus, such individuals could
be overrepresented in epidemiologic studies.

If mitochondrial biogenesis in axons is a compensatory
mechanism to satisfy increased energy demands and if this
process is insufficient in strong stress situations, pharmaco-
logic methods to increase mitochondrial biogenesis could be
a potential therapy for LHON and MS. It has been shown
that 17p-estradiol induces a general activation of mitochon-
drial biogenesis in osteosarcoma 143B cybrids harboring
LHON mutations, resulting in a small though significant
improvement in energetic competence (Giordano et al.
2011). Treatment with estrogens, which protect against ax-
onal loss and other effects, are currently being used in
clinical trials addressing MS (Spence and Voskuhl 2012).
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ABSTRACT  Several key components of the oxidative phosphorylation system are coded in mitochon-

drial DNA. In humans, the mutation rate of the mitochondrial genome is higher than that of nuclear DNA.
Some of these mutations can modify the interaction of mitochondrial DNA-encoded products with
different therapeutic drugs. Several of these mutations have survived evolution, therefore generating
different mitochondrial DNA genetic backgrounds. Thus, personalized medicine approaches must con-
sider these particular interactions. However, before incorporating this knowledge into patient treatments,
cellular and molecular studies are required. In this review, we discuss the cybrid model as a tool for this
type of analysis, along with the pitfalls and improvements that are necessary before the translation of such

models to medical practice. Drug Dev Res 73 : 453-460, 2012.
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INTRODUCTION

The oxidative phosphorylation (OXPHOS) system
is embedded in the mitochondrial inner membrane.
This system includes ATP synthase (complex V, CV)
and the electron transport chain (ETC). The ETC con-
tains respiratory complexes I through IV (CI-CIV),
cytochrome ¢, and the lipid coenzyme Q (Q). The elec-
trons from nutrients flow along this chain, resulting in
the reduction of inhaled oxygen to water. By eating and
respiring, we supply electron donors and acceptors
to the ETC. The electron flow is accompanied by the
pumping of protons into the intermembrane space, thus
generating an electrochemical gradient. Among many
other functions, this proton gradient contributes to the
regulation of cytosolic calcium levels, the production of
reactive oxygen species (ROS), and ATP synthesis when
the protons return to the matrix through the CV proton
channel. Because these compounds can behave as
second messengers, OXPHOS regulates many cellular

© 2012 Wiley Periodicals, Inc.

functions. Disequilibrium in the OXPHOS system is
frequently associated with various disorders [Martinez-
Romero et al., 2011].

Thirteen subunits of the OXPHOS system are
coded in DNA molecules located in the mitochondrial
matrix and known as mitochondrial DNA (mtDNA).
These polypeptides include seven of CI, one of CIII,
three of CIV, and two of CV. Besides these 13 polypep-
tides, mtDNA also codes for 22 tRNAs and 2 rRNAs that
are required for the expression of these proteins.
Because of their particular location and genetic features,
mtDNA molecules have a high mutation rate [Montoya
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et al., 2009]. Many of these mutations will be removed by
natural selection [ Ruiz-Pesini et al., 2004] but some will
survive, giving rise to new genetic backgrounds known as
mtDNA haplogroups. An mtDNA haplogroup is a set of
phylogenetically related mtDNA genotypes. These hap-
logroups are defined by ancient and frequent single
nucleotide polymorphisms (SNPs) in the mtDNA.

mtDNA GENETIC VARIATION AND
DRUG RESPONSE

The mtDNA SNPs can affect OXPHOS function
[Gomez-Duran etal., 2010], and as a consequence
modify individual susceptibility to various xenobiotics.
For example, more than half of patients with bipolar
disorder do not completely respond to lithium mainte-
nance therapy, the first drug of choice. The mtDNA
polymorphism m.10398A/p.MT-ND3:Thr114 may be a
genetic marker predicting the efficacy of lithium treat-
ment in patients with bipolar disorder [Washizuka et al.,
2003]. Riboflavin is an OXPHOS enhancer used to
prevent migraines. However, individuals from mtDNA
haplogroup H do not respond to riboflavin [Di Lorenzo
et al., 2009]. Cisplatin is a highly effective chemothera-
peutic agent, but its use is limited by nephrotoxicity,
neurotoxicity, and ototoxicity. It was recently shown that
5 out of 20 patients with hearing impairments under
therapeutic doses of cisplatin belonged to the mtDNA
haplogroup J, while only 1 of 19 patients without hearing
impairment belonged to this haplogroup [Peters et al.,
2003]. Nucleoside reverse transcriptase inhibitors were
the first drugs approved to treat human immunodefi-
ciency virus infection. These drugs inhibit human
mtDNA polymerase-yand cause peripheral neuropathy,
lipoatrophy, and occasional hearing loss. The mtDNA
European T and African Llc haplogroups are indepen-
dent predictors of peripheral neuropathy in these
patients [Hulgan et al., 2005; Canter et al., 2008, 2010;
Kallianpur and Hulgan, 2009]. However, mtDNA hap-
logroup H is strongly associated with increased lipoat-
rophy [Hendrickson etal., 2009], whereas mtDNA
haplogroup | provides relative protection against lipoat-
rophy [Hulgan et al., 2008].

The mtDNA mutations can also modify the suscep-
tibility to different xenobiotics directly. The m.1494C>T
and m.1555A>G transitions rebuild a Watson—Crick
base pair in the 12S rRNA that increases aminoglycoside
binding at the rRNA decoding site. In this way, ami-
noglycosides induce nonsyndromic hearing loss in indi-
viduals with these mutations [Prezant et al., 1993; Zhao
etal., 2004; Pacheu-Grau et al., 2010a,b 2011]. Many
pesticides are inhibitors that act on the Q-binding sites in
mitochondrial cytochrome b. Mutations affecting these
sites may modify inhibition. For example, in Saccharo-
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myces cerevisiae, an isoleucine to phenylalanine muta-
tion at position 17 of cytochrome b (position 18 in
humans) causes resistance to diuron, an herbicide [di
Rago et al., 1986]. Interestingly, mammals appear to be
naturally resistant to diuron, as 80%, including humans,
have phenylalanine at this position. Similarly, because
individuals from mtDNA haplogroups J1c and Uk have a
p-MT-CYB:F18L mutation, it is possible that these indi-
viduals differentially respond to particular xenobiotics
[Gomez-Duran et al., 2011].

MODELS FOR mtDNA
PHARMACOGENOMICS STUDIES

In mtDNA pharmacogenomic approaches, the
interactions between particular drugs and compounds
and different human mtDNA genetic backgrounds are
analyzed. It would be interesting to introduce a particu-
lar human mtDNA variant in mouse mtDNA and then
generate the animal harboring this mutation. In this
way, the model would permit the study of the drug/
mtDNA SNP interaction in terms of the whole organ-
ism level. However, the introduction of a particular
mutation into an animal’s mtDNA is not possible.
Moreover, this approach would break the functional
coevolution of all the SNPs in that mtDNA molecule.
Thus, the model would not be very representative of the
human haplotype under study [Wallace, 2007]. To
maintain the functional coevolution of mtDNA SNPs, it
would be possible to introduce human mitochondria
with human mtDNAs into animal cells [Kenyon and
Moraes, 1997]. However, the rate of mtDNA evolution
is much higher than that of nuclear DNA (nDNA)
[Brown et al., 1979]. Moreover, nuclear genes for pro-
teins that interact with mtDNA-encoded products also
evolve faster than the other nDNA genes to maintain a
successful interaction [Schmidt et al., 2005; Brindefalk
etal., 2007; Smits etal., 2007]. In fact, some clearly
pathological human mtDNA mutations represent the
wild-type allele in other animals [Kern and Kondrashov,
2004; Pacheu-Grau et al., 2011]. Therefore, the inter-
action of the human mtDNA with the animal nDNA
would be different from that found in humans [Barri-
entos et al., 1998], and, again, the model would not be
representative of humans. Thus, models based on the
human genome are required [Schule et al., 2009].

The previous considerations make the use of
human cell models completely necessary. An advantage
of using cells is that environmental factors can be com-
pletely homogenized. However, cells directly derived
from individuals will have different nDNA genotypes.
As a result, they will not be convenient models to
analyze the role of mtDNA population genetic variants,
as nDNA represents 99.9995% of the human genome
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and, therefore, many nDNA SNPs could affect the
results of mtDNA pharmacogenomics studies. There-
fore, homogeneous nuclear backgrounds are required.
Fortunately, a very useful model is available to individu-
alize the phenotypic effect of mtDNA haplotypes. This
model is a transmitochondrial cell line, also known as
cytoplasmic hybrids or cybrids [Wallace etal., 1975].
Cybrid cell lines share the same nuclear genetic back-
ground and environmental conditions but differ in their
mtDNA genotype due to the fusion of a nucleated cell
with an enucleated cell (cytoplast) [Bunn et al., 1974].
Cell fragments with mitochondria but without nucleus,
such as platelets [Chomyn et al., 1994], synaptosomes
[Inoue et al., 1997], or whole cells treated with nuclear
poisons [Bayona-Bafaluy et al., 2003], can also be used
as cytoplasm donors. The cytoplasm contribution from
the donor cell can be increased via the reconstituted
cell (recons) approach. In this approach, most of the
cytoplasm of the receptor cell is removed, and a karyo-
plast is obtained. A karyoplast is a nucleus surrounded
by a thin cytoplasm layer. A mix of mtDNA from the
donor and receptor cells is present in cybrids and, to a
lesser extent, in recons. This condition is called hetero-
plasmy. In contrast, a cell with only one type of mtDNA
is homoplasmic. This cell type can be obtained by using
a receptor cell without mtDNA, a rho” cell [King and
Attardi, 1989], or by pretreating cells with rhodamine
6G, a toxic mitochondrial dye [Trounce and Wallace,
1996] (Fig. 1).

Cybrid technology was used to demonstrate the
mitochondrial inheritance of human chloramphenicol
resistance due to the m.2939C>A/MT-RNR2 and
m.2991T>C/MT-RNR2 mutations [Wallace et al., 1975,
1977; Blanc et al., 1981; Wallace, 1981]. Furthermore,
cybrids have been very useful for studying susceptibility
to other ribosomal antibiotics, such as erythromycin
[Doersen and Stanbridge, 1979; Luca et al., 2004] and
the aminoglycosides [Inoue etal., 1996; Guan etal.,
2001; Giordano et al., 2002; Zhao et al., 2005]. It has
also been shown that tumors derived from cybrids with
mtDNA from cancer lines were more resistant than
those with mtDNA from healthy individuals in sup-
pressing tumor growth and inducing massive apoptosis
when anticancer drugs were administered [Mizutani
etal., 2009; Bayona-Bafaluy et al., 2011]. Because of
their frequency, common genetic variants, such as those
defining mtDNA haplogroups, will be more interesting
to study. It was recently shown that n-hexane might act
as an exogenous trigger for Leber’s hereditary optic
neuropathy (LHON). The sensitivity to cell death
induced by n-hexane’s neurotoxic metabolite, 2,5-
hexanedione, was greatly increased in cybrids carrying
the LHON mutations in haplogroup ] [Ghelli et al.,
2009]. Valproic acid is an antimigraine agent also used

455

Platelet
fusion

Fig. 1.

Transmitochondrial cell lines. Cells and their oxidative phos-
phorylation systems are displayed. The gray scale denotes the genetic
origin of the particular OXPHOS subunits. Thus, the subunits coded by
the nuclear or mitochondrial DNA are shown with the same code as
that used to represent the nucleus or mitochondria, respectively.

for prophylactic treatment of bipolar disorder. Val-
proate significantly decreased mitochondrial calcium
levels in cybrids from mtDNA macrohaplogroup N, but
does not decrease mitochondrial calcium levels in
cybrids from other macrohaplogroup [Kazuno etal.,
2008]. In human cybrids, the antioxidant N-acetyl-
cysteine significantly decreases mtDNA levels. This
effect is larger for cybrids from mtDNA haplogroup H
[Gomez-Duran et al., 2010].

CONSIDERATIONS REGARDING THE
CYBRID MODEL

Despite the previous observations, the use of
model systems that are appropriate to detect large phe-
notypic effects might not be optimal for the analysis
of the interaction between common genetic variants
and particular xenobiotics. Therefore, several concerns
should be taken into account. Some of these concerns
have already been discussed [Gomez-Duran etal.,
2010] (Table 1).

When cybrids built from rho’ cells are used, a
particular issue must be considered. Compounds that
interfere with mtDNA replication have been frequently
used to generate cells without mtDNA. The primary
disadvantage is their potential mutagenic effects.
However, the recent development of vectors that allow
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TABLE 1. Cell models for oxidative phosphorylation (OXPHOS)
studies: Answers to some drawbacks

Problem Solution

Cybrid cell lines
Nuclear mutations
mtDNA somatic mutations
Mutations in culture
Nuclear clonal effects
mtDNA steady-state levels

Tumoral cell lines
Only proliferative cells
Aneuploidy

Any cultured cell
Mpycoplasma contamination
Antibiotics unspecific effects
Different culture phase
Low OXPHOS function
Tissue hyperoxia
Only one cell type

Recons, endonucleases
Young platelet donors
Resequencing

Multiple cybrid clones
Culture passages

Cell differentiation
Stem cells

Frequent checkups

Growing without antibiotics
Same confluence level

Low sugar concentration
Tissue oxygen concentrations
Cells from different tissue

the temporal expression of mtDNA-degrading enzymes
removes the necessity of using mutagenic drugs to
obtain rho” cells. Regardless, osteosarcoma 143B rho’
cells generated by these two methods did not show
differences in several studied parameters [Kukat et al.,
2008].

Additional considerations are required for
experiments using cell culture. For example, some
mitochondria-related parameters are altered when the
cells progress from the early to logarithmic to confluent
phases. Particularly, the oxygen tension at the surface of
the cell cultures decreases linearly as the cell density
increases [Tokuda et al., 2000]. Therefore, it is critical
to perform experiments at the same confluence level.
Moreover, mycoplasma contamination of the cultured
cells affects the cell respiration [Gabridge, 1975; Koch
and Biaglow, 1983; Darin et al., 2003], the induction of
ROS [Sun et al., 2008], and the drug sensitivity of the
cell lines [Doersen and Stanbridge, 1981]. Thus, the
absence of this microorganism should be confirmed
regularly.

Aminoglycoside and penicillin are usually used to
avoid bacterial contamination of the cell cultures.
However, penicillin causes irreversible inhibition of
the mitochondrial carnitine-acylcarnitine transporter
after prolonged incubation [Pochini et al., 2008], and
aminoglycosides might inhibit mitochondrial protein
synthesis [Bottger, 2007]. Aminoglycosides are also
positively charged molecules that can interact with
other negatively charged molecules, such as nucleic
acids or phospholipids [Hermann, 2007]. Therefore
they can modify cell physiology in unknown ways. Thus,
to avoid undesired phenotypic effects, cybrid cell lines
should be grown without antibiotics.
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Cell cultures are usually carried out using high
glucose concentrations. Under these conditions, cells
with highly pathologic mtDNA mutations are able to
grow [Robinson et al., 1992]. The chronic exposure to
high glucose is also responsible for a decrease in mito-
chondrial biogenesis [Palmeira et al., 2007]. Therefore,
in excess glucose conditions, the cells are not depen-
dent on mitochondrial function. On the contrary, the
cells grown in the absence of fermentable carbohy-
drates stimulate mitochondrial biogenesis and oxidative
metabolism [Weber et al., 2002] as glutamine provides
most of the cell energy when carbohydrate concentra-
tions are not high [Reitzer etal., 1979]. Thus, the
potential OXPHOS effects of different drugs can be
more easily shown using cells grown in the absence of
high glucose [Marroquin et al., 2007; Swiss and Will,
2011].

Oxygen is fundamental for life and is particularly
essential for OXPHOS function. Oxygen concentration
is, therefore, an important signal. Nonetheless, oxygen
is rarely taken into account in cell culture. In room air,
oxygen comprises 21% of the gas, and cell culture is
usually performed at oxygen levels of 20%. However,
the mean tissue level of oxygen is approximately 3%
[Csete, 2005]. More oxygen is not necessarily better in
the case of tissue culture, and the exposure of cells to
high levels of oxygen can be toxic. Moreover, it is pos-
sible to lower the oxygen tension in tissue culture for
prolonged periods of time to levels closer to normal
physiological levels without subjecting the cells to
hypoxic stress. In fact, the incubation of human fetal
mesencephalic precursor cells in 3% atmospheric
oxygen resulted in higher cellular yields than in room
air [Storch et al., 2001], and the differentiation of pre-
cursor cells into dopaminergic neurons is increased at
lower oxygen levels when compared with atmospheric
oxygen [Studer et al., 2000].

Undifferentiated SH-SY5Y cells are more
susceptible to 6-hydroxydopamine or 1-methyl-4-
phenylpyridinium (MPYP), two toxins used in chemi-
cally induced models of Parkinson’s disease, than
differentiated cells [Cheung et al., 2009]. Thus, the cell
responses change depending on the differentiation
status. Thus, to simulate real conditions, undifferenti-
ated and differentiated cells must be studied. Undiffer-
entiated cells, which represent proliferative cells, will
aid in understanding tissue dynamics, whereas differen-
tiated cells, which are postmitotic, are more associated
with the tissue function. SH-SY5Y neuroblastoma cells
can be differentiated into neuron-like cells with retinoic
acid or the phorbol ester 12-O-tetradecanoyl-phorbol-
13-acetate (TPA) [Pahlman et al., 1990]. Depending on
differentiation conditions, these cells express dopa-
minergic markers, e.g., tyrosine hydroxylase (TH),
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dopamine D2 and D3 receptors, the dopamine (DAT)
and vesicular monoamine (VMAT2) transporters
[Presgraves et al., 2004] Teratocarcinoma NT2 cells can
be differentiated into dopamine neurons and express
an impressive variety of dopaminergic markers, includ-
ing TH, DAT, aromatic L-amino acid decarboxylase
(AADC), nuclear receptor related 1 (Nurrl), neu-
rotrophic tyrosine kinase receptor types 2 and 3 (TrkB
and TrkC), and GDNF family receptor o 1 (GFRA1).
Furthermore, these cells show functional properties of
dopaminergic cell lines responding to neurotransmit-
ters and exhibiting electrophysiological excitability
[Schwartz et al., 2005].

Markers of osteoblastic differentiation in osteosa-
rcoma 143B cells can be induced by 25(OH)Ds
and 10,25(0OH);Ds, as evidenced by increases in
alkaline phosphatase (ALP) activity, ostocalcin mRNA
expression, and mineralization of extracellular matrix
by alizarin red staining [Thompson etal., 2012].
Interferon-a-mediated differentiation of lung carci-
noma A549 was observed based on increase ALP activ-
ity [Krejcova et al., 2009] while rhabdomyosarcoma RD
cells retain the capacity to differentiate into myotubes
[Vergani et al., 2007]. All cell lines have been used as
nuclear backgrounds to build cybrids, and for cybrids
with SH-SY5Y, NT2, and RD nuclear backgrounds, the
cybridization process does not hamper their differen-
tiation [Wong et al., 2002; Trimmer and Borland, 2005;
Vergani et al., 2007].

An important difference between cultured
immortal cell lines and primary cultures is their karyo-
type. Immortal cell lines, and the cybrids derived from
them, are usually aneuploid. Thus, the mean number
of chromosomes in osteosarcoma 143B cybrids is
65.5 = 3.0 [Gomez-Duran et al., 2010] a number dif-
ferent from that of the only other analyzed osteosar-
coma 143B cybrid (87.3 * 4.6). This cybrid harbors an
m.5703G>A mtDNA mutation [Hao et al., 1999]. Thus,
during long-term culture, the cell lines may change
in their karyotype. Such changes are due not only
to genetic peculiarities but also culture conditions
[Mamaeva, 1998]. Therefore, it is important to maintain
very stable culture conditions. Teratocarcinoma NT2
cells are also aneuploid and contain between 56 and 61
chromosomes [Mostert et al., 1996]. The karyotype of
neuroblastoma SH-SY5Y cells (47,XX) is numerically
closer to the normal human karyotype but is still aneu-
ploid [Spengler et al., 2002]. Although stem cells may
show chromosomal instability while being cultured con-
tinuously in vitro [Hanson and Caisander, 2005], they
are generally a source of cultured cells with normal
karyotypes [Amabile and Meissner, 2009] and are a
potentially useful cell source for building cybrids [Levy
et al., 1999].
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CONCLUSIONS
Rho’ cells karyotyped and completely sequenced

can be used to build a collection of cybrids, including
several haplotypes of every important mtDNA haplo-
group. To model different nDNA/mtDNA interactions,
diverse nDNA genetic backgrounds can also be used in
other cybrid collections. Although they are not ideal,
these collections are currently the best models to apply
to mtDNA pharmacogenomics studies. Fortunately, as
we have commented, these cybrid collections have a
tremendous capacity for improvement. Therefore,
these compilations of cybrids will be useful for analyz-
ing the effects of new chemical compounds on
OXPHOS function in the context of medicine, agricul-
ture, food, work exposure, etc. In any case, cybrids are
only models, and the idiosyncrasies of particular indi-
viduals used to develop these should be taken into
account.
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Abstract: Over evolutionary time, human mitochondrial DNA (mtDNA) has accumulated many mutations. Because
mtDNA is exclusively inherited from the maternal lineage, these mtDNA mutations have given rise to different mtDNA
genetic backgrounds, or haplogroups. Human mtDNA codes subunits of the oxidative phosphorylation system and the
RNAs required for the expression of these subunits. As this cell pathway is significant in cell homeostasis, mtDNA popu-
lation polymorphisms may affect cell function, tissue dynamics and, finally, the health status of individuals. Supporting
this idea, transmitochondrial cell lines differ in cellular, biochemical and molecular-genetic properties among mtDNA
haplogroups. Moreover, several epidemiological studies suggest that population genetic variation in mtDNA can have im-
portant phenotypic effects and modify the predisposition of human beings toward different disorders. Human mitogenom-
ics, the study of mtDNAs in humans, will allow the development of mtDNA barcodes connecting particular mtDNA
haplotypes with higher/lower propensity to particular diseases. Importantly, mitogenomics offers a previously neglected
avenue for the development of drugs to treat individuals according their mtDNA genetic background, raising the possibil-

ity of mitochondrially-personalized medicine.

Keywords: Haplogroup, mitogenomics, MtDNA, OXPHOS, personalized medicine.

1. INTRODUCTION

Eukaryotic cells first arose as a result of an endosymbi-
otic event. One of the organisms involved in that process, the
antecessor of mitochondria, was an o—proteobacterium [1].
After the establishment of symbiosis, many of the genes re-
quired for free-living and those that were duplicated proba-
bly disappeared. This proteobacterium supplied the capacity
to perform respiratory electron transport; however, this proc-
ess also produces reactive oxygen species (ROS). These
compounds are mutagenic and, therefore, this environment
was not very convenient for maintaining genomic stability
[2]. Thus, many genes migrated to the proto-nucleus, and the
products that they coded needed to be sent back into the mi-
tochondria. If most of the proto-mitochondrial genes were
relocated to the nucleus, why were not all of them trans-
ferred? What was the advantage of maintaining a mitochon-
drial genome? Several explanations have been advanced,
such as divergence in the mitochondrial genetic code, the
potential toxic effects of mitochondrial DNA (mtDNA)-
encoded polypeptides in the cytosol or the impossibility of
importing very hydrophobic proteins into the mitochondria.
However, two other theories suggest the importance of hav-
ing an organelle genome. They propose that these genes are
required for the correct function of the organelle, offering the
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Biologia Molecular y Celular. Universidad de Zaragoza. C/ Miguel Servet
177, 50013-Zaragoza, Spain; Tel: +34-976761640; Fax: +34-976761612;
E-mail: eduruiz@unizar.es
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quickest, finest and most local regulation [3] or because the
presence of an mtDNA genome allows the co-evolution of
genes involved in the same function [4].

Thus, the mitochondrial genome comprises the mtDNA
and more than 1,500 genes located in the nuclear chromo-
somes that code for mitochondrial products [4]. Therefore,
the term “mitogenomics” or mitochondrial genomics could
be applied to the study of all these nuclear [5] and mitochon-
drial genes in different organisms. However, in a more re-
stricted sense, the term “mitogenomics” has been mainly
used in phylogenetic studies of mtDNA from extinct and
extant species to reconstruct relationships among divergent
lineages [6, 7]. Although the comparison of mtDNAs from
other species can give us information on genetic variants
found in human beings, we will use the term “mitogenom-
ics” in this review in reference to the study of mtDNAs from
our own species, thus remarking on the great genetic vari-
ability in this organelle genome. Therefore, we will consider
in this paper some critical aspects of human mitogenomics
and the potential avenues for the development of an mtDNA
barcode system. Human mitogenomics, offers a hitherto ne-
glected strategy for the development of drugs to treat indi-
viduals according their mtDNA genetic background, raising
the possibility of mitochondrially-personalized medicine.

2. MITOCHONDRIAL DNA AND OXIDATIVE PHOS-
PHORYLATION FUNCTION

Human mtDNA consists of super-coiled, closed circular,
double-stranded DNA molecules of approximately 16.5 ki-

© 2011 Bentham Science Publishers Ltd.
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lobases, located in the mitochondrial matrix. There are sev-
eral copies per mitochondrion, and they are organized into
nucleoids. Human mtDNA encodes 13 polypeptides of the
oxidative phosphorylation (OXPHOS) system and the RNAs
required for their expression, 2 rRNAs (12S and 16S rRNAs)
and 22 tRNAs [8, 9]. Of these polypeptides, seven (p.MT-
ND1-6 and p.MT-NDA4L) are part of the 46 subunits from the
NADH:ubiquinone oxidoreductase (respiratory complex I,
CI), one (p.MT-CYB) of the 11 subunits from the ubiqui-
nol:cytochrome c oxidoreductase (cytochrome reductase,
cytochrome bcl or respiratory complex III, CIII), three
(p-MT-CO1-3) of the 13 subunits from the cytochrome c
oxidase (respiratory complex IV, CIV) and two (p.MT-
ATP6,8) of the 16 from the ATP synthase (complex V, CV).
Indicating the importance of these polypeptides, the seven
mtDNA-encoded CI polypeptides are the only membrane
subunits of the bacterial CI [10] and the three mtDNA-
encoded CIV polypeptides are the only subunits of the bacte-
rial CIV [11]. MtDNA also contains a non-coding region,
including important sequences for the regulation of the
mtDNA replication and transcription (Fig. 1).

The OXPHOS system is a key pathway in the cell. It oc-
curs in the mitochondrial inner membrane and is composed
of the ATP synthase and the electron transport chain (ETC),
or the respiratory chain [12]. The ETC includes respiratory
complexes CI-IV, cytochrome ¢ and the lipid coenzyme Q
(Q). The nutrients that we ingest are broken down in the di-
gestive system, passed circulated through the blood and de-
livered to the target tissues. There, they pass into the cell and
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continue their digestion. Here, the process is called oxidation
and requires the extraction of their electrons, which are
passed on to the ETC. Moreover, the oxygen that we inhale
through our lungs diffuses into our blood, tissues and cells.
There, it enters the ETC to collect the electrons from the
nutrients. Thus, we eat and respire mainly to acquire electron
donors and acceptors for the ETC. This is important because
the flow of electrons through the ETC is accompanied by the
pumping of protons into the intermembrane space, thus gen-
erating an electrochemical gradient. The CV complex uses
this gradient to synthesize ATP, the molecule that harbors
the energy required to live (Fig. 2).

However, the OXPHOS system is much more than an
energy-generating cellular pathway. The proton gradient
produced by the electron flow is used for many different
purposes, such as the import of substrates and proteins into
the mitochondria, the regulation of apoptosis, heat genera-
tion, the maintenance of cytosolic calcium levels and the
production of ROS [12]. ATP, ROS, calcium and the red-ox
state of the cell can behave as second messengers and trigger
different cellular responses, thus connecting the mitochon-
drial OXPHOS function with the rest of the cytoplasm [13].
They can also affect the expression of chromosomal genes
[14], thus connecting the OXPHOS function with the nu-
cleus. The OXPHOS system also participates in the de novo
synthesis of pyrimidines. For example, to produce orotate, a
precursor of uridine, the dihydroorotate dehydrogenase oxi-
dizes dihydroorotate and sends electrons to the ETC [15].
Next, uridine, through uridine triphosphate (UTP), will pro-

Cytb

ND35
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Fig. (1). Human mitochondrial DNA. Genes encoded on the heavy strand are shown in the outer circle and those on the light strand are

shown in the inner circle.
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Fig. (2). Oxidative phosphorylation system. Electrons (¢’) from nutrients go through the respiratory complexes (CI-IV) of the electron
transport chain (ETC) and reduce oxygen to water. This electron flow is accompanied by the pumping of protons (H') into the intermem-
brane space and causes an electrochemical gradient (+/-). This gradient is used by ATP synthase (CV) to produce ATP. OXPHOS subunits,
coded in mitochondrial and nuclear DNA, are represented in blue and yellow colors, respectively. The red circle represents the lipid coen-

zyme Q.

duce cytidine triphosphate (CTP). These nucleotides are re-
quired not only for DNA replication and expression, but also
for the synthesis of plasma membrane components. UTP is
necessary to provide the glycidic part of the membrane gly-
colipids and glycoproteins. CTP is required for phospholipid
synthesis [16]. Thus, these processes connect the OXPHOS
system with the remodeling of the plasma membrane.
Moreover, forcing cells to perform respiration leads to in-
creased MHC-I expression at the RNA and protein levels
[17]. Because these proteins mediate self-recognition and
also present antigens, there is a connection between the OX-
PHOS system and immunity.

Mature cells require OXPHOS function to perform many
of their activities. However, cellular differentiation also re-
lies on this pathway. Thus, the induction of differentiation is
accompanied by an increase in mtDNA copy number,
mtDNA-encoded polypeptide levels, oxygen consumption
rates and intracellular ATP. These findings suggest that dif-
ferentiation leads to a transition in energy production, from
glycolysis to OXPHOS [18, 19]. Therefore, proper OXPHOS
function is also important for tissue dynamics.

MtDNA genetic variation, affecting some of these cellu-
lar processes, may alter cellular homeostasis, tissue dynam-
ics and the health status of individuals.

3. MTDNA GENETIC VARIATION

MtDNA is bound to the mitochondrial inner membrane.
The ETC is located in this membrane and is the main source
of ROS in somatic cells; ROS are mutagenic compounds
and, although there are proteins covering the mtDNA, this
molecule is not very well protected from ROS [20]. This fact
probably contributed to the exclusively maternal inheritance
of the mtDNA. Mitochondria from spermatozoa are selec-

tively removed during the first zygote’s cell divisions [21]
and, even before the elimination of the spermatozoa mito-
chondria, the mtDNA is degraded [22]. Despite the fact that
spermatozoa are germ cells, their mitochondria behave simi-
lar to those of somatic cells. They are very active and pro-
duce many mutagenic ROS [23]. Thus, by removing the pa-
ternal mtDNA, the possibility of transmitting mtDNA muta-
tions greatly decreases. It has been proposed that male gam-
etes maximize energy production for motility by sacrificing
mtDNA to mutagenic ROS, while non-motile female gam-
etes repress mitochondrial OXPHOS, thus protecting the
mtDNA for faithful transmission between generations [24].
However, during the development of female germ cells, from
the primordial germ cell to oocyte, there is a massive replica-
tion of the mitochondria [25]. This frequent mtDNA replica-
tion might favor long segments of the molecule remaining as
a single strand, allowing the formation of secondary struc-
tures that may hamper the progress of DNA polymerase and
promote the appearance of new mutations. Therefore, along
generations, mtDNA from female germ cells can accumulate
mutations and, because mtDNA is exclusively inherited from
the mother and there is no recombination with the father’s
mtDNA, each new mutation in the female germ line will
generate a new mtDNA lineage.

Since most of the mtDNA encodes genes or contain regu-
latory sequences, many mutations will very negatively affect
the phenotype, and they will be removed by purifying selec-
tion [26]. Some others will have not phenotypic effects at all
and their survival will be a matter of chance. In between,
there will be mutations with mild or moderate phenotypic
effects [27] and their population frequencies will depend on
a combination of random chance and past selective advan-
tage [28]. The surviving mutations will produce new mtDNA
lineages known as mtDNA haplogroups. Thus, a haplogroup
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is defined as a combination of phylogenetically related
mtDNAs.

Early in the 1980s, mtDNA started to be used as a tool
in population genetics [29, 30]. These studies confirmed
the African origin of modern humans. All extant human
mtDNA lineages are derived from a single woman who
lived in Africa around 200,000 years ago [31]. From her,
several mtDNA lineages specific to sub-Saharan Africans
(haplogroups L) originated. Two new lineages, designated M
and N, arose in northeastern Africa. Then, some human be-
ings left Africa, through the Bab al Mandab Strait at the far
southwestern point of the Arabian Peninsula, 65,000 years
ago [32, 33], and colonized the rest of the world. Despite
being less numerous, only individuals from these M and N
lineages left Africa to populate other continents. One migra-
tion moved along the southeastern Asian cost to colonize
Australia while others radiated into Eurasia. In Europe,
the major clusters HV, U, JT and IWX were all derived
from macrohaplogroup N. In Asia, there is a plethora of
haplogroups, both from macrohaplogroup N (including A, B
and F) and M (including C, D and G). Among all of the
Asian mtDNA lineages, only A, B, C, D and X finally
colonized America. Thus, of the extensive mtDNA variation
present in Africa, only two mtDNA lineages succeeded in
colonizing all of Eurasia and of the plethora of Asian
mtDNA types subsequently accumulated, with only five
going on to colonize America [34] (Fig. 3).

New environments exerted new challenges and new se-
lective pressures. Therefore, it is possible that the new condi-
tions selected for particular mtDNA genetic backgrounds.
Thus, the relative frequency and amino acid conservation of
internal branch replacement mutations increased from tropi-
cal Africa to temperate Europe and arctic northeastern Sibe-
ria, and highly conserved amino acid substitutions are found
at the roots of multiple mtDNA lineages from higher lati-
tudes. Thus, it is possible that specific mtDNA replacement
mutations permitted humans to adapt to more northern
climates [28, 35, 36]. If this is true, then individuals from
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different mtDNA haplogroups should show OXPHOS differ-
ences and variants defining these haplogroups, potentially
influencing our health today.

4. WHICH MTDNA POPULATION GENETIC VARI-
ANTS HAVE PHENOTYPIC EFFECTS? HOW CAN
WE ANALYZE THEM?

Over evolutionary time, human mtDNA have accumu-
lated many mutations. Some of them have phenotypic ef-
fects, but which? Two bioinformatic approaches may give us
an idea of what mutations should be targeted for further stud-
ies. The first is the construction of an mtDNA phylogenetic
tree. By comparing mtDNA sequences, it is possible to de-
termine the relative age of each mutation. Mutations har-
bored by only one individual will be very recent events and
will be located in the tips of the tree. Those changes har-
bored by two or more individuals will be more ancient and
they will produce a node in the phylogenetic tree. Thus, the
phylogenetic tree will also give us an idea of the frequency
of a particular mutation and its impact on populations.

The second approach to select a mutation for further
studies is to estimate its conservation index. Functionally-
important amino acids are highly conserved throughout evo-
lution. For example, Gly351 in the p.MT-COl subunit is
conserved in 1302 (99.6 %) of 1307 species, from protists to
mammals, and a substitution to Asp351 causes a mitochon-
drial disease [37]. Amino acid substitutions commonly found
in human populations do not affect such highly conserved
positions. Thus, Phel8Leu and Aspl171Asn mutations in the
p-MT-CYB subunit define the mtDNA haplogroups J1c/Uk
and J2, respectively. Phel8 and Aspl171 are conserved in 364
(27.9 %) and 1075 (82.2 %) of 1307 species from protists to
mammals, respectively. However, they are conserved in 197
(79.8 %) and 240 (97.2%) of 247 mammal species, respec-
tively. These conservation indices are surprising if we con-
sider that mammals have evolved for millions of years and
colonized many different environments.

D African haplogroups
I:l Asian haplogroups
European haplogroups

Asian and American haplogroups

Asian, European and American haplogroup

L1

L1ic

Fig. (3). Human MtDNA phylogenetic tree. Only those mitochondrial haplogroups highlighted in the text are represented.
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These two cheap, fast and easy approaches allow us to
select interesting candidate polymorphisms for further analy-
sis. Now, to show the phenotypic effect of mtDNA polymor-
phisms, we need convenient models. There are two reasons
to rule out animal models: First, it is still impossible to intro-
duce a particular mutation into an animal’s mtDNA. How-
ever, it would be possible to select a human-homologue ani-
mal mtDNA mutation to determine its phenotypic effect;
Second, there are large differences in the genetic environ-
ment between animals and humans. The OXPHOS system
includes many nuclear chromosomes-encoded polypeptides.
Furthermore, many other nuclear DNA (nDNA)-encoded
proteins are necessary to build a functional OXPHOS sys-
tem. Thus, genetic variants in all these proteins could affect
this cellular pathway. Moreover, the evolution rate of the
mtDNA is much higher than that of the nDNA [38] and nu-
clear genes for proteins that interact with mtDNA-encoded
products also evolve faster than other nDNA genes to main-
tain a successful interaction [39-41]. In fact, some clearly
pathologic mtDNA mutations are the wild-type allele in
other species [42, 43] probably because the gene has
coevolved with other genes. The interaction of that selected
particular animal mtDNA mutation with other gene products
would be different from that found in humans [44-47], and
the results cannot be extrapolated to the human variant.
Thus, animal models will not be convenient for the analysis
of population polymorphisms with slight or moderate indi-
vidual phenotypic effects, although they can be useful for
analyzing clearly pathologic mutation with a higher pene-
trance. Models based on human genomes will be more ap-
propriate and, therefore, cellular models will be required.
However, cells directly derived from individuals will differ
in genetic (nuclear and mitochondrial) and environmental
factors and, again, they will not be suitable because particu-
lar nDNA genotypes can compensate for mtDNA mutations
[48], or many xenobiotics can modify the activity of differ-
ent OXPHOS complexes. Fortunately, there is a way to ho-
mogenize all these nuclear and environmental factors in as-
sociation with different mtDNA genetic backgrounds: the
use of transmitochondrial cell lines, cytoplasmic hybrids or
cybrids.

Cybrids are built by removing the mtDNA of a parental
cell line and fusing it with cell fragments without a nucleus
as mitochondrial donors, such as cytoplasts (enucleated
cells) [49], platelets [50] or synaptosomes [51], or with
whole cells previously treated with nuclear poisons [52]. By
using different mitochondrial sources, it is possible to obtain
cell lines sharing the same nuclear background and growing
in the same environmental conditions. After several genera-
tions, the only difference between them will be the mtDNA
genotype and the possible phenotypic differences will neces-
sarily be due to the particular organelle genotype that they
contain [53].

Cybrids have been very useful in determining the dra-
matic effects of clearly pathological mtDNA mutations [54].
However, it would be expected that population genetic vari-
ants would have small effects on function, and that these
effects would be highly dependent on the context in which
the genetic variant is acting. So, the use of model systems
that are appropriate for detecting the large effects of patho-
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logic mutations might not be optimal for the analysis of
population genetic variants [55]. These less-severe mtDNA
genetic variants should show only small differences in the
studied parameters and technical matters might mask these
differences in the phenotypic effects. Thus, several basic
considerations must be seriously taken into account to study
them.

5. PHENOTYPIC DIFFERENCES DUE TO MTDNA
POLYMORPHISMS

Using spermatozoa, it was shown that there is a differ-
ence in CIV specific activity and sperm motility between
samples harboring H and T mtDNAs, and it was thus sug-
gested that mitochondrial tRNA mutations m.10463T>C/
MT-TR or m.15928G>A/MT-TT, or both synergically, could
influence mitochondrial protein synthesis in individuals from
haplogroup T [56]. Using cybrids and taking into considera-
tion the problems associated with this model, it was recently
show that mtDNA and mtRNA levels, mitochondrial protein
synthesis, cytochrome oxidase activity and amount, normal-
ized oxygen consumption, mitochondrial inner membrane
potential and growth capacity were all different between
cybrids from the H and Uk mtDNA haplogroups. It was sug-
gested that the Uk m.14798T>C/p.MT-CYB:Phel8Leu mu-
tation was the best candidate polymorphism for explaining
these results and that this mutation favored the transport of
some electrons without the formation of a proton gradient
[27]. This position is located close to the inner-ubiquinone-
binding site of the cytochrome b polypeptide [57], in a
helical region parallel to the plane of the membrane and
might participate in relaying conformational information
between the cytochrome b monomers [58]. Interestingly, a
similar change alters the susceptibility of yeast to diuron
[59]. In addition to polymorphisms in mtDNA genes, other
Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) in mtDNA regula-
tory regions could also induce phenotypic differences. Thus,
a haplogroup J m.295C>T/MT-DLOOP mutation increases
TFAM binding, the capacity of in vitro L-strand transcription
and the mtDNA copy number [60].

Cybrids have also been used to show that mtDNA
haplogroups can modify the pathogenic potential of
mutations causing i) Leber’s Hereditary Optic Neuropathy
(LHON) by affecting the overall assembly kinetics of
OXPHOS complexes [61] or ii) Neuropathy, Ataxia and
Retinitis Pigmentosa/Maternally Inherited Leigh Syndrome
(NARP/MILS) by destabilizing the respiratory chain [62].

Thus, mtDNA polymorphisms are able to affect different
mitochondrial and cell parameters. Do these phenotypic dif-
ferences at cellular level contribute to the health status of the
individuals?

6. ASSOCIATIONS BETWEEN MTDNA HAPLO-
GROUPS AND HUMAN DISEASES

LHON was the first human disease proven to be caused
by a point mutation within the mitochondrial genome [63].
Over 95% of LHON pedigrees harbor one of these three
mtDNA point mutations: m.3460G>A, m.11778G>A and
m.14484T>C. Contrary to most mtDNA diseases, where
pathologic mutations are commonly found in heteroplasmy
(mix of wild-type and mutant genotypes) and many tissues
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can be affected, these mutation are usually homoplasmic (all
organelle genomes in the patient are mutant), and, in the ma-
jority of cases, the pathology is limited to the retinal gan-
glion cells in eye. Males are mainly affected and, frequently,
individuals from the same pedigree are homoplasmic mu-
tants but do not develop the disease. Moreover, the preva-
lence of these mutations varies among different geographic
regions. Thus, m.11778G>A is the most prevalent (69%)
mutation in European LHON patients. In the Far East, this
mutation accounts for around 90% of all cases [64]. All these
observation suggest that other factors must be involved in the
development of this disease.

Early in the 1990s, some mtDNA SNPs, such as
m.4216T>C or m.13708G>A, were found to be much more
frequent in patients suffering from LHON that harbored
some of the three mtDNA pathologic mutations [65]. The
combination of these two SNPs defines mtDNA haplogroup
J. In 1997, analyzing North American, German, Finish and
Italian white patients, four different groups found in which
this haplogroup was overrepresented in LHON patients
[66-69]. It was concluded that SNPs defining this haplo-
group contributed to the pathologic phenotype. More
recently, these studies were refined, and it was reported that
the risk of visual failure was greater when the m.11778G>A
pathologic mutation was present in mtDNA haplogroup J2,
m.14484T>C in J1 and m.3460G>A in Uk. The risk of visual
failure was significantly lower when m.11778G>A occurred
in mtDNA haplogroup H. Because Uk and Jlc, the major
European J1 subhaplogroup, and J2 harbor interesting amino
acid substitutions in mtDNA-encoded cytochrome b, it was
suggested that these mutations could provide an explanation
for the associations [70].

LHON is not the only visual phenotype related to
mtDNA haplogroups. Age-Related Macular Degeneration
(ARMD) has been associated with mtDNA haplogroups J, T
and U [71-74]. In addition, vision is not the only sense re-
lated to mtDNA haplogroups; haplogroups U and Uk are
associated with a higher prevalence of Age-Related Hearing
Loss (ARHL) [75]. Very curiously, some of these haplo-
groups that increase the susceptibility to visual and hearing
failure in LHON, ARMD and ARHL patients are overrepre-
sented in aging individuals [76-82]. Therefore, they behave
as resistance factors against aging and susceptibility factors
against some neurodegenerative diseases. More intriguingly,
these haplogroups are also resistance factors against other
neurodegenerative disorders. Thus, mtDNA haplogroups J
and Uk are underrepresented in patients suffering from
Parkinson’s or Alzheimer’s disease and haplogroup H is
overrepresented in these disorders [83-94].

Interestingly LHON, aging and age-linked diseases share
several features. First, LHON pathologic mutations and
stress over the lifetime are stressor conditions that exacerbate
the mild phenotypic effects of haplogroup-defining SNPs. It
is possible that without stress, the mild effects of these po-
lymorphisms cannot be observed. Second, purifying selec-
tion due to these disorders will not affect, or only very
slightly, the population frequencies of these haplogroups in
the next generation. This is due to the fact that aging and
age-linked diseases are post-reproductive phenotypes, the
frequency of each LHON pathologic mutations is very low
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and the disease mainly affects men, but mtDNA is exclu-
sively inherited by maternal lineage. These factors can also
be found in other phenotypes. Thus, the increased pH of
seminal plasma triggers motility in ejaculated sperm through
the activation of flagellum dynein ATPase activity, and the
huge ATP consumption require a high OXPHOS function
[95]. Moreover, sperm motility is a male-specific phenotype
and, due to the fact that mtDNA is maternally inherited,
would not suffer selective pressure [96]. By checking sperm
motility, we found that asthenozoospermia is associated with
mtDNA haplogroups. Haplogroups H and T are significantly
more abundant in nonasthenozoospermic and asthenozoo-
spermic individuals, respectively, and show significant dif-
ferences in their OXPHOS performance [56]. Prostate cancer
is another male-specific phenotype and it has also been asso-
ciated with mtDNA polymorphisms [97]. Despite they are
not male-specific phenotypes, there is evidence supporting a
relationship between mtDNA haplogroups and other cancers
[98].

Many other disorders, such as cardiovascular and infec-
tious diseases, have been related to mtDNA haplogroups
[27], and this is not rare because mitochondrial OXPHOS is
ubiquitous, plays a key role in cell and disequilibria in some
of the functions performed by this system due to mtDNA
SNPs and may alter many cell and tissue mechanisms and
individual health status.

7. MITOCHONDRIAL TOXICOGENOMICS AND
PHARMACOGENOMICS

It is possible that mtDNA genetic backgrounds show
differential effects after their interaction with the environ-
ment. For example, many pesticides are inhibitors of the
coenzyme Q-binding (Q) sites in the mitochondrial cyto-
chrome b. Because there are population genetic variants de-
fining mtDNA haplogroups that affect these Q sites, it is
potentially possible that particular xenobiotics differentially
affect individuals from distinct mtDNA genetic backgrounds
[99]. Therefore, new compounds that spill out into the envi-
ronment could be more detrimental to some mtDNA geno-
types. In addition, mtDNA SNPs might affect OXPHOS
function and, thus, make these mitochondria particularly
susceptible to different xenobiotics. Thus, it was recently
shown that n-hexane might act as an exogenous trigger for
LHON. The sensitivity to cell death induced by its neuro-
toxic metabolite 2,5-hexanedione (2,5-HD) was greatly in-
creased in cybrids carrying LHON mutations on haplogroup
J[100].

The mitochondrial genetic background might have also
an indirect effect on a patient’s response to different clinical
drugs. Lithium is the first drug of choice for treatment of
bipolar disorders. However, more than 50% of patients with
this disorder do not completely respond to maintenance
treatment with this drug. Therefore, predictors of lithium
response would be helpful to minimize the risk of relapse.
Recent preliminary results suggest that mtDNA m.10398A/
p.MT-ND3:Thr114 polymorphism may be a genetic marker
predicting the efficacy of lithium treatment in patients
with bipolar disorder [101]. Along with m.8701A/p.MT-
ATP6:Thr59 and other synonymous SNPs, m.10398A de-
fines mtDNA macrohaplogroup N, widely represented in
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most of the continents except Africa. Therefore, this is a po-
tentially very important genetic marker. Valproate is also
used for prophylactic treatment of bipolar disorder. Mito-
chondrial calcium levels were significantly decreased by
treatment with valproate in cybrids from mtDNA macro-
haplogroup N, but this does not happen in those from other
macrohaplogroups [102]. Valproic acid is also an antimi-
graine agent. Other compounds, such as the OXPHOS en-
hancer riboflavin, can also be used to prevent migraines.
Although their efficacy is lower, they have the advantage of
being virtually devoid of side effects. Interestingly, individu-
als from mtDNA haplogroup H do not respond to riboflavin
and those from non-H mostly do respond [103].

In mouse cybrids that produce more ROS and have
higher mtDNA levels, the antioxidant N-acetyl-cysteine
(NAC) decreases these levels. However, the mtDNA amount
is unaffected in those cybrids producing less ROS [104]. In
human cybrids, NAC significantly decreases mtDNA levels
and the effect is larger for cybrids from mtDNA haplogroup
H [27]. This is important because expression of mtDNA
genes is proportional to the mtDNA copy number [105].

Acquired immunodeficiency syndrome morbidity and
mortality have been reduced by antiretroviral therapy. Nu-
cleoside reverse transcriptase inhibitors were the first drugs
approved to treat human immunodeficiency virus infection.
However, these drugs can inhibit human mtDNA polym-
erase-y and cause peripheral neuropathy, lipoatrophy and
sometimes hearing loss. It has recently been shown that
European T and African L1c¢ mitochondrial haplogroups are
independent predictors of peripheral neuropathy in these
patients [106-109]. On the other hand, the mtDNA
haplogroup H is strongly associated with increased atrophy
[110], while mtDNA haplogroup J provides relative protec-
tion against lipoatrophy [111].

Mitochondrial genetic background may also affect the
appearance of side effects after anticancer therapy. Cisplatin
is a highly effective chemotherapeutic agent, but its use is
limited by its nephrotoxicity, neurotoxicity and ototoxicity. It
was recently shown that 5 of 20 patients with hearing im-
pairment under therapeutic doses of cisplatin belonged to the
mtDNA haplogroup J, but only 1 of 19 patients without hear-
ing impairment belonged to this haplogroup [112]. Hearing
is a sense frequently affected in mitochondrial pathology. It
has been shown that a mtDNA polymorphism can become
particularly deleterious and provoke deafness after its inter-
action with a xenobiotic. Thus, the m.1494C>T mutation in
the 12S rRNA is associated with non-syndromic hearing
loss. However, many matrilineal relatives that are homo-
plasmic for this mutation do not develop the phenotype. This
mutation is also the wild-type allele in some primate species,
such as Macaca mulatta and Macaca sylvanus. Therefore,
the mutation shows incomplete penetrance, and other factors
are required for developing deafness. It has been reported
that the equivalent position in the bacterial rRNA form a
Watson-Crick base pair that it is important for aminoglyco-
side binding. Wild-type mitochondrial 12S rRNA lacks this
base pair but the mutation rebuilt it, making it more similar
to the bacterial rRNA and favoring aminoglycoside binding.
Aminoglycosides induce or worsen deafness in individuals
with this mutation [113]. Interestingly, this mutation defines
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a small cluster in mtDNA haplogroup A and, therefore it has
probably been present in the population for thousands of
years [114]. Due to the kinship between mitochondria and
bacteria, other ribosomal antibiotics could have similar ef-
fects [115, 116].

CONCLUSIONS AND OUTLOOK

Evidence from epidemiologic studies suggests that popu-
lation genetic variation in the mtDNA can have important
phenotypic effects and modify the predisposition of human
beings to different disorders. The unraveling of the molecu-
lar mechanisms using cell models will be necessary before
considering the impact of this information on human health.
However, once the link between the mtDNA genotype and
the individual phenotype is confirmed, it will be possible to
develop an mtDNA barcode system connecting particular
mtDNA haplotypes with resistance/susceptibility to particu-
lar diseases. Moreover, this barcode system will permit the
development of clinical drugs to treat individuals according
their specific mtDNA genetic background, giving rise to
mitochondrially-personalized medicine.

ABBREVIATIONS

ARHL = Age-related hearing loss

ARMD = Age-related macular degeneration

CI-V = OXPHOS complexes [ to V

ETC = Electron transport chain

2,5-HD = 2,5-hexanedione

LHON = Leber’s hereditary optic neuropathy

MHC-I = Major histocompatibility complex I

mtDNA = Mitochondrial DNA

mtRNA = Mitochondrial RNA

NAC = N-acetyl cysteine

NARP/MILS = Neuropathy, ataxia and retinitis pigmen-
tosa/maternally inherited Leigh syndrome

nDNA = Nuclear DNA

OXPHOS = Oxidative phosphorylation

Q = Coenzyme Q

ROS = Reactive oxygen species

rRNA = Ribosomal RNA

SNP = Single nucleotide polymorphism

tRNA = Transfer RNA.
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