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RESUMEN

El sindrome de Leigh es una enfermedad neurodegenerativa progresiva que suele aparecer en los
primeros afos de vida y es una de las enfermedades mitocondriales mas comunes. Inicialmente afecta
al cerebro, pero a medida que progresa son los musculos los mas afectados. Cursa con retraso
psicomotor, trastornos musculares, ataxia o retrasos en el desarrollo. A pesar del desarrollo de las
técnicas de secuenciacién de nueva generacién y de los avances realizados en su estudio, actualmente
se trata de una patologia sin tratamiento eficaz.

Se estima que un 30 % de los sindromes de Leigh se deben a mutaciones en el ADNmt que afectan,
mayoritariamente, a los complejos | y IV de la cadena respiratoria. La parte bibliografica de este trabajo
se ha centrado en el estudio de las principales mutaciones en los ARNt mitocondriales, concretamente,
en el ARNt triptéfano, y su relacidn con el sindrome de Leigh, demostrando asi que la localizacién de
la mutacién es esencial para la determinaciéon del fenotipo. Por su parte, el inicio del trabajo
experimental ha consistido en el analisis de la funcién mitocondrial, patogenicidad y nivel umbral de
la mutacién m.5537Ti en el ARNt triptdfano mitocondrial en cibridos portadores de la misma en
diferente porcentaje de heteroplasmia. Los estudios realizados permiten concluir que el nimero de
copias de ADNmt es directamente proporcional a la carga de mutacién. Asimismo, y en base a la
bibliografia, m.5537Ti se consideraria patogénica. No obstante, seria necesario el analisis de otros
pardametros bioquimicos para su confirmacion.

ABSTRACT

Leigh syndrome is an early-onset progressive encephalomyopathy and it is one of the most frequent
mitochondrial alterations. Initially, the brain is affected but as it progresses, muscles are the most
affected tissue. It is characterized by psychomotor delay, muscle disruptions, ataxia and
developmental delays. Despite the development of next generation sequencing techniques and all the
progress made in its study, an effective treatment for this pathology is still a challenge.

It is believed that 30 % of Leigh syndromes are due to mutations in the mtDNA that affect mostly
complexes | and IV of OXPHOS. Bibliographic part of this project has focused on studying the major
tRNAs mutations, in particular, on tryptophan tRNA and its relation with Leigh syndrome, showing that
mutation’s location is essential to determine the phenotype. On the other hand, the beginning of the
experimental part has comprised the analysis of mitochondrial function, pathogenicity and threshold
effect of m.5537Ti mitochondrial tryptophan tRNA mutation in cybrids which had different proportion
of heteroplasmy. Performed studies in this project conclude that the number of mtDNA copies is
proportional to the mutation load. Furthermore, and based on previous reports, m.5537Ti could be
considered as pathogenic. Nevertheless, other biochemistry parameters’ analysis would be needed for
its confirmation.



1 INTRODUCCION
1.1 ADN MITOCONDRIAL Y ENFERMEDADES MITOCONDRIALES

Las mitocondrias estan presentes en todas las células eucariotas, ya que son unos organulos
fundamentales para la obtencién de energia. Esta energia se produce a nivel de la membrana interna,
puesto que es ahi donde se localiza el sistema de fosforilacidon oxidativa OXPHOS, que conduce a la
sintesis de ATP que la célula necesita para la realizacion de sus funciones. Ademas de producir energia,
el sistema OXPHOS produce calor al generar un gradiente electroquimico, e interviene en diferentes
procesos como la regulacion de la apoptosis o muerte celular programada, la importacion de proteinas
al interior mitocondrial, la homeostasis y la liberacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) (1).

La biosintesis de este sistema OXPHOS estd controlada por los dos sistemas genéticos de la célula
eucariota: el sistema genético nuclear y el mitocondrial. Estos sistemas genéticos difieren en el patrén
de herencia. De esta forma, el genoma mitocondrial es de herencia materna, ya que el ADNmt paterno
es eliminado por el évulo mediante un mecanismo todavia desconocido (2); mientras que el genoma
nuclear puede proceder tanto de un progenitor como de otro (1,2). Por tanto, los posibles defectos o
alteraciones que puedan surgir en ambos sistemas daran lugar a las denominadas enfermedades
mitocondriales, que son un grupo de patologias caracterizadas por un defecto en la biosintesis de ATP
y por su afectacion multisistémica, lo que produce manifestaciones clinicas muy variadas. Las primeras
mutaciones que afectaban al sistema OXPHOS fueron descubiertas en el ADNmt (1,2).

El genoma mitocondrial esta constituido por multiples moléculas de ADN circular de doble hebra
compuesto por 16.569 pares de bases (pb). En él se encuentran genes que codifican 22 ARNs de
transferencia (ARNt), los ARN ribosémicos (ARNr) 16S y 12S, y 13 proteinas. Estas ultimas conforman
las distintas subunidades de la cadena respiratoria junto con otras proteinas codificadas en el ntcleo,
lo que evidencia la relacion entre los genomas nuclear y mitocondrial (2). Todo el genoma mitocondrial
es codificante, a excepcidn de una pequefia zona situada cerca del origen de replicacién de la cadena
pesada (1,2).

La tasa de mutacidn espontanea del ADNmt es 10-20 veces superior
a la del ADNn y esto se debe a la falta de histonas que lo protejan, a
los pocos sistemas de reparacién que poseen las mitocondriasy a la
generacion de radicales libres de oxigeno por parte de la cadena
respiratoria (1). En contraposicién con el ADNn, para el cual cada
célula somatica posee dos copias, del ADNmt existen entre 1.000-
10.000 copias en las células, dependiendo de los requerimientos
energéticos de las mismas. Generalmente todas ellas son iguales, lo
gue se denomina homoplasmia, pero cuando se producen
mutaciones puede haber dos poblaciones distintas de ADNmt, dando

lugar a heteroplasmia. Las proporciones de ambas poblaciones
pueden diferir en funcién del tejido, de manera que aquellos tejidos
con mayor carga mutante se veran mas afectados y serd en ellos donde
mas claramente se manifieste la enfermedad (1). Asimismo, cuando el
nivel de mutacién supere cierto umbral, apareceran los sintomas y el
fenotipo patoldgico (3).

Imagen 1. Genoma mitocondrial humano.
Aparecen sefialadas las cadenas pesadas (H)
y ligeras (L), asi como sus origenes de
replicacion (Oy y Oy) y de transcripcion (Py 'y
P,). Los genes codificantes de proteinas se
muestran en azul, los genes codificantes de
los ARN ribosomicos, en rosa; y los genes
codificantes de los ARN transferencia, con
rayas rojas.



Como resultado de la distinta carga de mutacion entre tejidos, las enfermedades mitocondriales
responden a una gran variabilidad fenotipica que complica su diagnéstico, haciendo necesaria en
muchos casos la conjuncidén de un diagndstico clinico con la determinacién de las actividades
enzimaticas de los distintos complejos del sistema OXPHOS (1,2). Individualmente, estas
enfermedades son consideradas raras al afectar a un nimero pequeiio de individuos, pero en conjunto
conforman los errores congénitos mas comunes del metabolismo. Por tanto, debido al papel
fundamental de la mitocondria en la célula y a que generalmente carecen de una terapia eficaz
aplicable, las enfermedades mitocondriales suponen un problema social y sanitario (1).

1.2 ENCEFALOMIOPATIA NECROTIZANTE SUBAGUDA O SINDROME DE LEIGH

1.2.1 Etiologia

Descrito en 1951 por Denis Leigh, el sindrome de Leigh es una enfermedad neurodegenerativa
progresiva que suele aparecer durante los primeros afos de vida, si bien también puede manifestarse
en la edad adulta (4). Es una de las enfermedades mitocondriales mds comunes, afecta a las areas
periventriculares del cerebro y a los ganglios basales (5).

Se estima que un 30 % de los sindromes de Leigh se deben a mutaciones en el ADNmt, las cuales
afectan a algunas de las enzimas que participan en la cadena respiratoria, entre las que destacan los
complejos mitocondriales | y IV (COX) (5). De esta forma, las mutaciones mas frecuentes afectan al
complejo I mitocondrial, con un 35 % de incidencia, seguidas por una deficiencia combinada de ambos
complejos (22 %) y por deficiencias en el complejo IV (16 %) (4). Estas alteraciones producen
deficiencias en la fosforilacidn oxidativa y conducen a un aumento de piruvato en el organismoy a una
acumulacion de lactato en el torrente sanguineo y/o en el fluido cerebroespinal. Un estudio asocié
estos niveles altos de lactato en el fluido cerebroespinal con la severidad de la enfermedad y su corta
supervivencia, por lo que podrian funcionar como un marcador de prondstico (4). Recientemente, la
insercion de un nucledtido de timina en la posicion 5537 del ADNmt que codifica para el ARNt
triptofano se ha asociado con el sindrome de Leigh y, en concreto, con una deficiencia de la citocromo-
c oxidasa (COX) (6). Esta es la mutacidn cuya patogenicidad es objeto de estudio en este trabajo.

Por otro lado, el 70 % de los casos de Leigh se deben a mutaciones en el genoma nuclear, entre las que
destacan algunas mutaciones en el complejo de la piruvato deshidrogenasa y deleciones en el gen
SURF1, asociado con una deficiencia del complejo COX, ya que codifica para una proteina que regula
la formacién de dicho complejo (5). La asociacidn entre esta enfermedad y las mutaciones en SURF1
parece ser especifica, ya que hasta la fecha no se han detectado alteraciones en este gen en aquellos
pacientes con el complejo IV alterado diagnosticados con una patologia distinta a Leigh (7). Mutaciones
en otros genes nucleares estan asociadas con el resto de complejos mitocondriales. Asimismo, se han
descubierto nuevos genes alterados en esta enfermedad implicados en el metabolismo y en la funcion,
traduccién y mantenimiento mitocondrial, como VPS13D, que codifica para una proteina del mismo
nombre implicada en la mitofagia (5).

1.2.2 Manifestaciones clinicas
Respecto a la clinica, el sindrome de Leigh cursa con retraso psicomotor, trastornos musculares

(distonia), espasticidad, ataxia (6), retrasos en el desarrollo, hipotonia, epilepsia, disfuncion
respiratoria, alimentacién pobre y debilidad (4). Ademas de estos sintomas, se han descrito otros
menos frecuentes en algunos pacientes, como migrafias, sintomas psiquiatricos y baja estatura (8).Por
tanto, inicialmente este sindrome se manifiesta en el cerebro, donde se observa desmielinizacion,
espongiosis, gliosis, necrosis y proliferacidn de los capilares. No obstante, en el progreso de la misma



es el musculo el que se ve mas afectado, puesto que los fallos en la funcién cerebral impiden que el
cerebro controle la contraccion muscular (4).

1.2.3 Diagndstico
La heterogeneidad clinica de este trastorno complica su diagndstico, aunque técnicas como la imagen

por resonancia magnética cerebral (6) o la biopsia muscular permiten su deteccién temprana (4).
Previo a la realizacion de estas técnicas, conviene medir algunos parametros en el laboratorio, como
los niveles de lactato en sangre, orina y fluido cerebroespinal, ya que una caracteristica comun en la
alteracidn del sistema OXPHOS es la acidemia lactica en dichas regiones del organismo. Ademas de los
niveles de lactato, es recomendable analizar la concentracién de aminodacidos y acidos organicos en
sangre y orina, puesto que se produce una elevacién de alanina y la acumulacién de algunos acidos
organicos como succinato, fumarato o malato, todos ellos intermediarios del ciclo de Krebs. Otro acido
organico que tiende a acumularse en aquellos pacientes con enfermedades mitocondriales es el acido
etilmaldnico y dicha acumulacién conduce a sintomas neurodegenerativos y a una deficiencia de la
citocromo-c oxidasa. Concretamente, los casos de Leigh se caracterizan por una aciduria 3-
metilglutacdnica secundaria, la cual es causada por una deficiencia de la succinil-CoA sintasa, que a su
vez conduce a deficiencias en los complejos | y IV de la cadena mitocondrial. Un dltimo marcador
molecular de Leigh es el factor de crecimiento de fibroblastos 21, que permite la distincion entre las
alteraciones del sistema OXPHOS con manifestacion muscular de las alteraciones sin dicha
manifestacion, pero este factor no ha sido catalogado todavia como marcador de rutina en la deteccién
de esta patologia (9).

Una vez medidos estos parametros, si se sospecha que el paciente puede presentar el sindrome de
Leigh, se lleva a cabo la técnica de imagen por resonancia magnética (MRI) cerebral. Para confirmar el
diagndstico, se deben observar lesiones simétricas en los ganglios basales o en dreas como la sustancia
negra, el bulbo raquideo o la médula espinal (9). Igualmente, se deberia realizar una espectroscopia
de resonancia magnética (MRS) para cuantificar los niveles de lactato en el Sistema Nervioso Central,
concretamente en la sustancia blanca y gris, puesto que esta cuantificacién es mas sensible que la de
los niveles de lactato en suero. Sin embargo, el lactato debe superar un umbral de concentracion para
ser detectado, por lo que la MRS no siempre es util (9).

Las enfermedades mitocondriales se caracterizan también por alteraciones musculares. Por tanto, un
analisis bioquimico de las biopsias musculares es otra herramienta de andlisis importante en el
diagndstico de una deficiencia del sistema OXPHOS porque permite medir la energia mitocondrial
generada y los componentes de dicho sistema (9). Igualmente, una simple observacién al microscopio
de esta biopsia aportaria informacidn sobre la severidad de la enfermedad, puesto que permitiria la
visualizacidon de fibras rojas rasgadas. Sin embargo, Sofou et al. (10) afirmaron que estas fibras
Unicamente se observan en el 51 % de los pacientes de Leigh, por lo que seria necesaria la realizacién
de otras pruebas, como las propuestas anteriormente, para confirmar el diagnéstico (4). Otro
inconveniente que presenta esta técnica es su caracter invasivo, ya que requiere un procedimiento
quirurgico (9).

Un ultimo aspecto referente a la deteccién del sindrome de Leigh es la realizacion de un diagndstico
genético. Para ello, a aquellos pacientes sospechosos para este sindrome se les toma una muestra de
tejido afectado, generalmente muscular, y se lleva a cabo un analisis de la secuencia completa del
ADNmt para localizar el gen mutado. Si hay evidencia de una alteraciéon en el ADNmt pero no se
detectan mutaciones en el mismo, se deben tener en cuenta las mutaciones en el gen que codifica



para la polimerasa gamma, que es la polimerasa responsable de la replicacion y reparacion del ADNmt.
Tras esto, si sigue sin encontrarse la mutacién responsable del sindrome de Leigh, basdndose en las
caracteristicas clinicas y bioquimicas de los pacientes se seleccionan genes nucleares para su
secuenciacion. Normalmente, se secuencian aquellos genes con mayor frecuencia de mutacion vy, si
esto tampoco permite localizar la ubicacién de la mutacién, se seleccionan otros genes a partir de
informacidn obtenida en bases de datos. Actualmente, el tiempo necesario para esta secuenciacion se
ha reducido considerablemente debido a las técnicas de secuenciacion de nueva generacion (NGS) y
ha permitido la identificacidn de nuevos genes relacionados con enfermedades mitocondriales. En un
futuro, se espera que estas técnicas NGS permitan hacer un Unico screening de todos los genes
candidatos a provocar la enfermedad. Este andlisis genético es el mas importante en el diagndstico del
sindrome de Leigh, sobre todo en casos de aparicién tardia, puesto que las mutaciones en el ADNmt
son la causa principal de su aparicién en la edad adulta (9).

Todas estas técnicas o andlisis hacen posible el diagnéstico del sindrome Leigh, pero también es
importante la historia clinica del paciente y de sus familiares debido al caracter hereditario del mismo
(9). Un diagndstico temprano es fundamental para el tratamiento de la enfermedad (5).

1.2.4 Tratamiento
Actualmente no existe ningun tratamiento especifico para el sindrome de Leigh debido a la dificultad

de realizar pruebas controladas a gran escala al tratarse de una enfermedad rara con una alta tasa de
mortalidad durante la infancia. Pese a ello, para algunos casos se han sugerido una variedad de
opciones de tratamiento, entre las que destacan tratamientos con farmacos y dietéticos (9).

Los nutracéuticos se han propuesto para el tratamiento tanto del sindrome de Leigh como de otras
alteraciones mitocondriales. Dentro de este grupo de compuestos, destacan el coenzima Q10, el 4cido
a-lipoico, la biotina o la tiamina por sus propiedades antioxidantes o por su funcién como cofactores
del sistema OXPHOS (9). Se ha demostrado que altas concentraciones de estas dos Ultimas (biotina y
tiamina) previenen el deterioro cerebral e incluso mejoran algunos aspectos clinicos (4).
Adicionalmente y como medida preventiva, el acido retinoico y la vitamina E pueden suplementarse
por su efecto antioxidante (9).

Por otro lado, fallos en el crecimiento y problemas de alimentacidn son sintomas comunes en nifios
con defectos primarios en el sistema OXPHOS diagnosticados con sindrome de Leigh. Para
solucionarlos, se ha propuesto una modificacién de la dieta de estos nifios adecuada a su edad y
actividad fisica que permita la mejora de la capacidad mitocondrial para generar energia. Asimismo,
es de vital importancia que los enfermos de Leigh lleven con ellos una tarjeta que los identifique como
tal para evitar, ante una emergencia clinica, la administracién de algunos farmacos como tetraciclina
o valproato, ya que su aplicacidn alteraria su funcién mitocondrial (9). Sin embargo, la gran variedad
de mutaciones responsables de esta enfermedad mitocondrial, asi como su diversa localizacién, hacen
que hasta el momento Unicamente se hayan conseguido tratamientos sintomaticos que permiten un
aumento de la esperanza y de la calidad de vida de los pacientes (4).

2 OBJETIVOS

El grupo de Biogénesis y Patologia Mitocondrial de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de
Zaragoza estd especializado en el diagndstico genético y molecular de enfermedades mitocondriales
humanas. Por ello, numerosas muestras de pacientes bajo sospecha de padecer una patologia
mitocondrial determinada son enviadas a sus instalaciones para su analisis y caracterizacion.



Una de las muestras recibidas corresponde a una paciente que presentaba una clinica compatible con
el sindrome de Leigh. La realizacion de un estudio genético permitid descartar las principales
mutaciones asociadas a esta patologia y, mediante secuenciacién, se encontré la mutacién puntual
m.5537Ti en el ADNmt, la cual se hallaba en homoplasmia. Dicha mutacién habia sido descrita
previamente asociada a este sindrome (6,8), por lo que seria candidata a ser responsable de la
patologia de la paciente. Por ello, se propuso el estudio de la implicacién de dicha mutacion en
asociacién con el sindrome de Leigh. Para ello, se partié de muestras de la paciente y de su madre, ya
que esta ultima presentaba la mutacién en heteroplasmia, y se definieron los siguientes objetivos de
Trabajo de Fin de Grado:

- Realizar un estudio en profundidad de mutantes en ARNt mitocondriales y, mas
concretamente, en mutaciones del ARNt triptéfano descritas en la literatura y relacionadas
con el sindrome de Leigh.

- Conocer el estado actual en lo referente a la mutacién m.5537Ti, que es objeto de estudio en
nuestro trabajo.

- Obtener clones con distinta carga de mutacién m.5537Ti a partir del cibrido transmitocondrial
construido previamente en el laboratorio, con fondo genético nuclear de la linea celular 143B
y fondo genético mitocondrial procedente de las plaquetas de la madre de la paciente
(portadora de la mutacién en heteroplasmia).

- Analizar la funcidon mitocondrial de los cibridos obtenidos para confirmar su patogenicidad y
conocer el valor umbral.

3 METODOLOGIA
3.1 METODOLOGIA PARA LA BL'JSQUEDA BIBLIOGRAFICA

Dos de los objetivos de este Trabajo Fin de Grado requieren la realizacion de una busqueda
bibliografica exhaustiva acerca de las mutaciones en ARNt mitocondriales, sobre todo de aquellas que
ocurren en el ARNt triptéfano y su relacién con el sindrome de Leigh, asi como en la mutacién
m.5537Ti. Para lograr dichos objetivos es necesario utilizar bases de datos cientificas fiables. Los
resultados obtenidos datan de articulos publicados entre los aflos 1995 y 2020y la informacidn ha sido
seleccionada y extraida de tres bases de datos, un buscador online y un repositorio.

Se han utilizado las bases de datos Web of Science (WoS), PubMed y MITOMAP. Las dos primeras son
bases bibliograficas multidisciplinares, mientras que MITOMAP ofrece informacién sobre el ADNmt y
las mutaciones que ocurren en el mismo. Todas ellas se actualizan constantemente y son de acceso
libre y gratuito. En cuanto al buscador online, se eligidé AlcorZe porque permite el acceso a la mayoria
de recursos de la Universidad de Zaragoza (UZ) y a mas de 100 bases de datos externas como MEDLINE,
asi como a ZAGUAN, que es el repositorio de la UZ y en él se pueden encontrar trabajos de fin de grado
y master, tesis, ponencias, libros y revistas.

La realizacién de la busqueda bibliografica se llevé a cabo accediendo a las paginas web
correspondientes a las bases de datos mencionadas anteriormente y escribiendo en los buscadores las
palabras clave. Algunas de estas palabras clave fueron: mitochondrial DNA, Leigh syndrome,
mitochondrial tRNA. Asimismo, en algunas ocasiones estas palabras clave se acompanaban del
operador booleano “AND”, que permitia la obtencién de articulos que contuvieran ambos términos.
De esta forma, algunas de las busquedas realizadas fueron: Leigh syndrome AND diagnosis o



mitochondrial tRNA AND tryptophan. La busqueda en MITOMAP fue ligeramente distinta, puesto que
se llevd a cabo una busqueda por alelos, para la cual se introdujo la mutacion m.5537Ti y se obtuvieron
un total de 6 articulos relacionados con la misma.

Otra opcién de busqueda empleada fue partir de la bibliografia utilizada en los articulos encontrados
para afadir nuevos articulos a la revisidn; mientras que la utilizacion del repositorio ZAGUAN sirvié
para esquematizar y organizar el trabajo. Por otro lado, la seleccién de los articulos se realizd en base
al niumero de citaciones y a la fecha de publicacién de los mismos, priorizando aquellos que hubieran
sido citados un mayor numero de veces y fueran mas recientes. En total, se han seleccionado 31
articulos para este Trabajo Fin de Grado.

3.2 METODOLOGIA EXPERIMENTAL
3.2.1 MATERIALES
3.2.1.1  Material biolégico y lineas celulares

El trabajo se ha realizado a partir de un cibrido transmitocondrial previamente generado en el grupo
de Biogénesis y Patologia Mitocondrial de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza.
Dicho cibrido proviene de la fusidon de la linea de osteosarcoma 143b p° (rho 0, carente de ADN
mitocondrial) con plaquetas extraidas a partir de una muestra sanguinea de la madre de una paciente
portadora de la mutacién m.5537Ti del ARNt tript6fano en heteroplasmia.

3.2.1.2 Aparatos e instrumentos
El anexo | recoge una tabla en la que se indican los instrumentos y aparatos empleados en el desarrollo

de este trabajo.

3.2.2 REACTIVOS

3.2.2.1 Reactivos generales y kits comerciales
Los reactivos quimicos utilizados eran de grado analitico o aptos para biologia molecular y cultivo y la

mayoria de ellos procedian de las casas comerciales Sigma-Aldrich, Bio-Rad, ThermoFischer Scientific,
Merck, Roche y Panreac.

Por su parte, la polimerasa utilizada para la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) fue la Tag DNA
Polymerase contenida en el kit Multiplex PCR Master Mix de Emerald (Takara); mientras que los
oligonucledtidos fueron sintetizados por ThermoFischer Scientific y purificados mediante el método
de desalado. Por otro lado, los reactivos necesarios para la realizacién de la RT-PCR procedian del
Master Mix de ThermoFischer Scientific, al igual que los oligonucledtidos y las sondas, los cuales fueron
sintetizados y purificados por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). Los kits comerciales
utilizados para la realizacién del trabajo se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1 Listado de kits comerciales utilizados.

Funcién Nombre Casa comercial
Extraccion de DNA Cells and Tissue DNA Isolation Kit Norgcegrsiotek
PCR-RFLP EmeraldAmp® GT PCR Master Mix Takara
PCR cuantitativa a tiempo real (RT- TagMan Gene Expression/Genotyping Mater Applied-
PCR) Mix Biosystems




3.2.2.2 Medios de cultivo y material estéril
Los medios empleados y el suero fetal bovino (SFB) procedian de Gibco™, Invitrogen. Por su parte, el

material de plastico empleado en cultivo (placas de 100mm, placas de 6, 10, 12, 24 o 96 pocillos, tubos
Falcon, pipetas, criotubos) procedia de TPP, Suiza.

3.2.3 METODOS
3.2.3.1 Técnicas de cultivo celular
3.2.3.1.1  Mantenimiento de los cultivos celulares

Los cultivos celulares se llevaron a cabo utilizando concentraciones elevadas de glucosa, ya que
promueve el crecimiento de las células portadoras de mutaciones en el ADNmt sin limitaciones. El
medio empleado para ello fue Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) glucosa 4,5 g/L (25 mM)
suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 5 %. Para aquellos cibridos con un porcentaje de
mutacion superior al 50 % (clon 80 y clon 100), se afadié también uridina al 0,5 %. El cultivo con uridina
tenia el objetivo de evitar la pérdida de mutacion en aquellas lineas donde la carga de mutacion era
elevada, puesto que se ha demostrado que la presencia de uridina en cultivo evita la seleccién negativa
de aquellos clones con mutaciones patoldgicas (11). Asimismo, para mantener la esterilidad de dichos
cultivos, todas las manipulaciones se llevaron a cabo en campana de flujo laminar vertical y en
condiciones de ausencia de antibidticos para evitar la inhibicion a nivel mitocondrial. Las lineas
celulares se cultivaron de manera rutinaria en placas de 100 o 150 mm en el medio adecuado, que fue
renovado cada 2-3 dias; y en un incubador termostatizado a 37 °C en atmdsfera saturada de humedad
y enriquecida con un 5 % de didxido de carbono (CO>).

3.2.3.1.2 Tripsinizacion de los cultivos celulares

Las células 143B son adherentes, por lo que es necesario disociarlas de la placa de cultivo para su
manejo, para lo cual se utilizé tripsina TrypLE™ Express de Gibco™, Invitrogen. Cuando las células en
cultivo alcanzaron un grado de confluencia del 80 % aproximadamente, se retird el medio de cultivo
de la placa, se lavaron con PBS para eliminar aquellas proteinas del suero que hubieran podido quedar,
inhibidoras del efecto de la tripsina, y se incubaron con tripsina durante 2-3 minutos a 37 °C para
eliminar las uniones adherentes de las células con la placa. Pasado ese tiempo, se comprobé al
microscopio invertido que las células se hubieran despegado y se recogieron en un tubo Falcon con un
volumen de medio fresco dos veces superior al de tripsina utilizado. Se centrifugaron a 14000 rpm
durante 5 minutos a temperatura ambiente y el pellet de células obtenido tras la centrifugacion se
proceso en funcidn del uso posterior. De esta forma, si el objetivo era hacer un nuevo pase de células
para mantenimiento, el pellet se resuspendié en un volumen de medio adecuado al volumen de pellet,
generalmente 3-4 ml, se tomd 1 ml de la suspensién y se sembré en una placa en la que previamente
se habian adicionado 9 ml de medio. Por el contrario, si el objetivo era la extraccion de ADN o de
proteinas, el pellet se almacend a -20 °C o -80 °C respectivamente.

3.2.3.1.3 Recuento celular

El recuento celular y el andlisis de su viabilidad se realizé utilizando un contador automatico de la
marca ThermoFisher Scientific con capacidad para detectar densidades desde 1x10* hasta 1x10’
células/ml y siguiendo la técnica del Azul Tripan, un colorante capaz de penetrar en aquellas células
con la membrana plasmatica dafiada, de forma que las células viables quedan sin colorear y las no
viables, tefiidas de azul. Para ello, el pellet de células obtenido tras centrifugar se resuspendid en un
volumen de medio adecuado y se tomaron 20 pl de suspension, que fueron mezclados con el mismo



volumen de Azul Tripan y homogeneizados. Hecho esto, la suspensidn con el colorante se analizé en

el interior de cdmaras desechables por duplicado, obteniendo asi la viabilidad y el nimero de células

por mililitro.
3.2.3.1.4 Congelacién de células

La congelacion de cultivos es un procedimiento que asegura el mantenimiento de las lineas celulares
en el tiempo. Para llevarla a cabo, las células se despegaron de la superficie de la placa mediante
tripsinizacién y el pellet obtenido tras centrifugacidn se resuspendié en medio de congelacién para
obtener una densidad de 2 millones de células por mililitro y se pasé a un criotubo. Este medio de
congelacién estaba compuesto por DMEM suplementado con un 20 % de SFB y con un 10 % de
dimetilsulféxido (DMSO), que es un crioprotector que actua evitando la formacién de cristales de hielo,
lo que danaria a las células. Una vez afiadidos todos los componentes, se homogeneizaron y los
criotubos se introdujeron en el Mr.Frosty, que se almacend en el congelador a -80 °C durante 2 dias Yy,
transcurrido ese tiempo, los criotubos se pasaron a un contenedor de nitrégeno liquido a -196 °C. El
sistema de congelacidon Mr.Frosty consiste en un contenedor de policarbonato que contiene alcohol
isoamilico, de forma que al someterlo a congelacién permite un descenso gradual de la temperatura a
una velocidad de 1 °C/minuto.

3.2.3.1.5 Seleccidén clonal mediante dilucion al limite

La técnica de siembra por dilucidn al limite permitio la seleccién de clones con diferente porcentaje de
mutacion, para el estudio del caracter patogénico de la mutacidn y la determinacién del umbral
patoldgico. Para ello, se recogieron las células por tripsinizacién (apartado 3.2.3.1.2) y el pellet se
resuspendid en un volumen de medio adecuado. A continuacién, se llevé a cabo un recuento de las
células mediante el contador automatico de la marca ThermoFisher Scientific siguiendo el protocolo
(apartado 3.2.3.1.3) y se diluyeron para obtener una densidad de 1 célula por cada 200 ul de medio,
equivalente a 5 células por ml de disolucién. Para obtener dicha densidad se llevaron a cabo varias
diluciones seriadas y, obtenida la concentracién deseada, se sembraron las células en una placa de 96
pocillos, utilizando una pipeta multicanal y afiadiendo 200 pl de disolucion en cada pocillo.

Se sembraron un total de 6 placas, las cuales se mantuvieron 2-3 semanas en la estufa y, durante ese
tiempo, se fue comprobando el crecimiento celular de las mismas al observar cambios en la coloracion
del medio. Este cambio de coloracién se produce porque las células consumen los nutrientes del
medio, liberando metabolitos que acidifican el medio y, por consiguiente, el color adquiere una
tonalidad diferente: pasa de rojo/rosa a amarillo/naranja. Al observar dicho crecimiento en alguno de
los pocillos, las células presentes en el mismo se recogieron por tripsinizacién y se sembraron en una
placa de 24 pocillos. Esto mismo se hizo con todos aquellos clones para los que se observd crecimiento.
Del mismo modo, una vez las células sembradas en la placa de 24 pocillos alcanzaron la confluencia,
se volvieron a recoger y sembrar en una placa de 12, posteriormente en una placa de 6 y, finalmente,
se pasaron a una placa de 100. Una vez esta ultima placa estuvo cercana al 100 % de confluencia, las
células de la misma se recogieron y el pellet obtenido tras tripsinizar y centrifugar se dividié en dos, de
manera que la mitad de este se resembrd y la otra mitad se congelé para, posteriormente, proceder a
la extraccion del ADNy, al estudio de la presencia de dicha mutaciény, en caso positivo, de la cantidad
de la misma mediante una PCR-RFLP.



3.2.3.2 Técnicas de manipulacion de dcidos nucleicos

3.2.3.2.1 Extraccién de ADN total a partir de lisados celulares con kit
Esta extraccidn se utilizé para el andlisis de la presencia de la mutacidn en los diferentes clones

celulares obtenidos. Para ello, se partié de pellets celulares, congelados a -20 °C o frescos, obtenidos
de cultivos celulares siguiendo el protocolo descrito en el apartado 3.2.3.1.2. Se lavaron con 800 pl de
PBS, se centrifugd a 8000 rpm durante 5 minutos y, pasado ese tiempo, se elimind el sobrenadante.
Para la extraccion de ADN se utilizé el kit de columnas Cells and Tissue DNA isolation de la casa
comercial Norgen Biotek siguiendo el protocolo facilitado por el fabricante para la preparacién de
lisados celulares a partir de células que crecen en monocapa y, seguidamente, para la purificacion de
ADN gendmico para todos los tipos de lisado. Finalmente, se obtuvo el ADN de cada clon celular eluido
en un volumen de 40 pl de agua pura.

3.2.3.2.2 Extraccién de ADN total a partir de lisados con fenol-cloroformo
Este otro método de extracciéon de ADN se utilizd para cuantificar el nUmero de copias del ADN ya que,

por la experiencia del grupo, la extraccidon con columnas presenta un bajo rendimiento y mucha
variabilidad. Al igual que en el método anterior, se partié de pellets celulares, congelados o frescos,
que fueron resuspendidos en 250 ul de TE 10:1 (Tris 10 mM, EDTA 1 mM) y tratados con 5 pl de SDS al
25% y con 1,25 pl de proteinasa K. Se mezclaron bien los componentes y se dejé incubando toda la
noche a 37 °C. Transcurrido ese tiempo, se procedié a la extraccion del ADN del lisado afiadiendo 250
ul Fenol IAC (alcohol isoamilico-cloroformo) en proporcion 25:24:1, se agité en el vértex hasta obtener
una mezcla blanquecina y se centrifugd 5 minutos a 3000 rpm. Tras la centrifugacién, se obtuvieron
dos fases, una superior acuosa donde se encuentra el ADN y una inferior organica donde estan los
restos celulares. Con cuidado y con ayuda de una pipeta Pasteur se recogio esta fase superior y se pasé
a un nuevo eppendorf, al que se le afiadieron 200 ul de cloroformo, se agitd en el vértex hasta
conseguir una mezcla homogénea y se centrifugd 5 minutos a 3000 rpm. Después de esta segunda
centrifugacion se obtuvieron tres fases y, de nuevo, se recogio la fase superior con una pipeta Pasteur
y se pasoé a un nuevo eppendorf.

A este nuevo eppendorf se le afiadio el doble de volumen de etanol frio respecto al volumen de la fase
acuosa recogida y se agitd por inversion. En algunos casos, al agitar se visualizo el ovillo de ADN, por
lo que se recogioé con pipeta Pasteur, se pasé a un nuevo eppendorf y se secd en el speedvac a 45 °C
durante 2-5 minutos. Sin embargo, también hubo casos en los que el ovillo no era visible, por lo que
se dejo precipitando 1h a -80 °Cy, pasado ese tiempo, se centrifugd a 14000 rpm durante 30 minutos
a 4 °C, se decanto el sobrenadante y el pellet de ADN se secd en el speedvac y se resuspendié en 100-
200 pl de agua pura. Por ultimo, el ADN extraido se dejé incubando toda la noche en agitaciéon a 37 °C.
Todo este proceso de extraccién se llevd a cabo en campana dada la toxicidad de los productos.

3.2.3.2.3 Cuantificacién de ADN

La cantidad de 4cidos nucleicos obtenidos tras la extraccion, independientemente del método utilizado
para ello, se determind mediante el espectrofotometro ND-1000 de la marca Nanodrop y su programa
informatico, el cual es capaz de realizar una lectura a una longitud de onda de 260 nm y 280 nm a partir
de un volumen infimo de muestra (2 pl). De esta forma, primero se procedio a la realizacion del blanco
utilizando agua pura, ya que era el disolvente en el que se encontraba disuelta la muestra, y, una vez
fijado este blanco, se cargaron las muestras. El espectrofotémetro aporta directamente la
concentracion de ADN en ng/ul, asi como el ratio de absorbancia 260/280, que permite evaluar la
pureza de la muestra ante una posible contaminacidn por proteinas, considerandose un valor dptimo
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un ratio de 1,8; y el ratio de absorbancia 260/230 para evaluar la pureza frente a compuestos organicos
o fendlicos derivados del proceso de extracciéon, siendo un valor éptimo un ratio de 2.

Finalizadas las determinaciones, se realizaron dos medidas consecutivas con agua destilada para
eliminar cualquier resto de acido nucleico que hubiera podido quedar.

3.2.3.2.4 PCR-RFLP
La PCR de tipo RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) se basa en la amplificacién de una

region determinada del material genético de interés, en este caso, del ADNmt, seguida de una
digestidn con endonucleasas especificas de restriccion. Esta técnica se llevd a cabo para comprobar
que los cibridos obtenidos habian incorporado correctamente el ADNmt de la madre de la paciente y,
por tanto, portaban la mutacién m.5537Ti.

3.2.3.2.4.a Proceso de amplificacion: reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
La reaccion de PCR se realizd partiendo del ADN de los cibridos, previamente extraido con un kit
(apartado 3.2.2.1) y cuantificado. Se llevé a cabo en tubos de 200 ply en un volumen final de reaccién
de 25 pl que contenia (Tabla 2):

Tabla 2. Lista de reactivos para la PCR-RFLP y mezcla de reaccion

Reactivo Concentracion Inicial Concentracién Final Volumen (ul)/pocillo
Master Mix Emerald 2X 1X 12,5
Cebador hmtL 25 uM 12,5 uM 0,5
Cebador hmtH 25 uM 12,5 uM 0,5
H20 estéril - - 10,5
ADN - 150 ng/ul 1

Asimismo, para descartar la presencia de contaminacidn, en cada experimentd se utilizé un blanco que
contenia la mezcla de reaccion descrita, pero sin la presencia de ADN. Los cebadores utilizados se
detallan en la Tabla 3:
Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados para llevar a cabo la PCR. Se incluye su secuencia y el tamafio del amplificado resultante.
Primer 5'> 3’ Hebra del ADNmt Secuencia 5’2 3’
hmtL 5536 L 5' GAAATTTAGGTTAAATACAGA 3'
hmtH 5798 H 5' GCAAATTCGAAGAAG CAGCTT 3!

Tamaiio (pb)

285

Una vez preparadas todas las mezclas de reaccidn, incluido el blanco, se introdujeron en un
termociclador para que tuviera lugar el proceso de amplificacién. Los ciclos de temperatura de la PCR-

RFLP se muestran en la Tabla 4. La temperatura de hibridacidn es especifica para cada cebador.
Tabla 4. Especificaciones del programa térmico empleado para la amplificacion del ADNmt por PCR.

Temperatura (°C) Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacidn inicial 95 5 minutos 1
Desnaturalizacion 95 45 segundos
Hibridacion 62 45 segundos 35
Extension 72 45 segundos
Elongacion 72 5 minutos 1
Enfriamiento 4 - -
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3.2.3.2.4.b Digestion de productos de PCR con enzimas de restriccién
Este ensayo se utilizé para determinar la presencia o ausencia de la mutacién puntual m.5537Ti en el
ADNmt de los cibridos transmitocondriales. Para ello, se utilizé la enzima de restriccion Mboll, capaz
de reconocer y escindir el sitio de restriccion 5 GAAGANs” 3’, de manera que corta en la secuencia
normal o wild-type (WT) pero no en la secuencia mutada, permitiendo asi la identificacidon de la
presencia de la insercién puntual en el ADNmt.

Concretamente, en los pacientes carentes de mutacion, la enzima escinde el ADNmt amplificado por
PCR en dos regiones, dando lugar a dos fragmentos de 252 y 33 pb. Por el contrario, en el caso de los

pacientes portadores de la mutacién, la enzima no corta y da lugar
a un uUnico fragmento de 285 pb si se encuentra en homoplasmia o A B ¢
a dos fragmentos de 285 y 252 pb si estd en heteroplasmia (Imagen
2). Para llevar a cabo esta digestién, se tomaron 5 pl de muestra
amplificada y se mezclaron con 1 pl de enzima de restriccion Mboll,
con 1 pl del tampdn de incubacién de la misma y con 3 pl de agua : =

destilada, obteniendo un volumen total de 10 pl. La reaccion se dejo . .

en agitacién toda la noche a 37 °C. Cuantitativamente, el porcentaje
de mutacién de cada clon fue calculado con el programa informéatico /magen 2 Patrén de corte esperado
tras la PCR-RFLP en gel de agarosa al
2,5%. Siendo A: muestra normal; B:

del gel de digestidn y estima un porcentaje de mutacion basdndose muestra mutante homopldsmica; C:
muestra mutante heteropldsmica.

Gel-Pro Analyzer. Este programa mide la intensidad de las bandas

en la intensidad relativa de las bandas.

3.2.3.2.4.c Separacion electroforética de acidos nucleicos

Para verificar el éxito del proceso de amplificacién por PCR, el producto se comprobd mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1 %, mientras que para determinar la presencia de mutaciones por
digestion enzimatica se llevd a cabo una electroforesis en gel de agarosa al 2,5 %.

La preparacion de los geles de agarosa fue la misma, Unicamente se modificd la concentracion de esta.
En ambos casos, tras pesar la cantidad adecuada de agarosa en una balanza, se afiadieron 100 ml de
tampon TBE 1X (50 mM Tris, 50 mM dcido bérico, 1 mM EDTA-Na y pH 8,3) y se calentd en un
microondas para conseguir su disolucién. Una vez disuelta, se afiadieron 6,5 ul de bromuro de etidio
(1 ug/ml) en campana y se dejo gelificar en las camas de electroforesis. Tras la gelificacidn, se mezcld
un volumen de 5 pl de amplificado o de 10 pl de producto digerido con un volumen adecuado de
tampon de carga (0,21 % (p/v) azul de bromofenol, EDTA 0,2 M pH 8, 50 % (v/v) glicerol en agua pura)
y se cargd en los pocillos del gel junto con un marcador de peso molecular de 1 kb. La electroforesis se
desarrollé a 50 V durante quince minutos aproximadamente para permitir la entrada de los acidos
nucleidos al gel y a 100 V el tiempo restante hasta la llegada del marcador azul de bromofenol al final
del gel. Las bandas resultantes se observaron mediante la exposicidon del gel a radiacion ultravioleta
en el transiluminador Gel Doc XR+System (Bio-Rad).

3.2.3.2.5 Cuantificacién del nUmero de copias de ADNmt mediante RT-PCR
La determinacién de los niveles de ADNmt se basé en la técnica de sondas TagMan, la cual consiste en

la cuantificacidn relativa de un gen mitocondrial presente en una regidn conservada del genoma (12S),
al que se le une la sonda fluorescente FAM; frente a un gen presente en monocopia en el genoma
nuclear haploide (RNasa P) al que se le une la sonda fluorescente VIC.

Para la cuantificacidn, se interpolaron los datos en una recta patrén generada mediante diluciones
seriadas de una solucién madre de pldsmidos portadores de ambos genes y que contenia 9x10° copias
del gen mitocondrial y 9x10* copias del gen nuclear. La solucidn inicial se obtuvo a través de la dilucién
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1:200 en Tris-HCI 10 mM pH 8,5 de la solucidn madre. Tomando como referencia esta solucidn inicial
se realizaron diluciones 1/3, 1/9, 1/27 y 1/81 en el mismo tampdn. Por otro lado, tras cuantificar el
ADN extraido con el método de fenol-cloroformo, se tomé una concentracion de ADN de 10-15 ng/pl.
En algunos casos fue necesario diluir el ADN hasta alcanzar dicha concentracién. El volumen final de
reaccién fue de 20 ul y se anadieron los siguientes reactivos (Tabla 5):

Tabla 5. Reactivos para la cuantificacion del numero de copias de ADNmt mediante RT-PCR y volumenes para la mezcla de

reaccion

Reactivo Concentracion Stock Volumen (pl)/pocillo

TagMan Gene Expression Master Mix 2X 10

Sonda mitocondrial (FAM) 10X 0,5

Sonda RNasaP (VIC) 20X 1

Cebador Mt-L 5uM 0,5

Cebador Mt-H 5uM 0,5

H20 estéril - 2,5

Las secuencias de los cebadores, de la sonda RNasaP (VIC) y de la sonda mitocondrial (FAM) empleadas

fueron las siguientes (Tabla 6):

Tabla 6. Cebadores y sondas utilizadas para la determinacion del niumero de copias de ADNmt mediante RT-PCR. Se incluyen

sus secuencias y las temperaturas de hibridacion.

Sonda/Cebadores Secuencia 5’23’ Temperatura (°C)
Sonda RNasaP AGATTTGGACCTGCGAGCG 69,3
Sonda FAM FAM-TGCCAGCCACCGCG 69,3
Cebador Mt-L CCACGGGAAACAGCATGTATT 58,4
Cebador Mt-H CTATTGACTTGGGTTAATCGTGTGA 58,2

La RT-PCR se llevé a cabo en una placa de 96 pocillos, de forma que cada muestra se midié por
duplicado y a cada pocillo se le afiadieron 15 pl de mezcla de reacciéon y 5 ul de ADN. Ademas, dos
pocillos se destinaron a un blanco, en el que se sustituyd el ADN por agua pura, y otros dos pocillos al
ADN procedente de las células Rho 0 para comprobar que no tuvieran ADNmt. La placa de 96 pocillos
cargada con las muestras se introdujo en el termociclador StepOne System de Applied Biosystems y la
RT-PCR se desarrollé con las siguientes condiciones (Tabla 7):

Tabla 7. Descripcion del programa empleado en la determinacion del nimero de copias de ADNmt mediante RT-PCR.

Temperatura (°C) Tiempo Numero de ciclos
Calentamiento 50 2 minutos 1
Desnaturalizacién inicial 95 10 minutos 1
Desnaturalizacion 95 15 segundos 40
Elongacion 60 1 minuto
Estabilizacion 50 30 segundos 1

Finalizado el ensayo, los resultados obtenidos se analizaron con el programa StepOne Software v2.3,
gue permite visualizar las curvas de amplificacién, asi como su ausencia en el caso del blanco y la
veracidad de los duplicados (lo ideal es que se trate de curvas superpuestas). Este programa calcula,
mediante la interpolacion de los valores de concentracidn en la recta patrén, el nUmero de copias de

gen mitocondrial y nuclear para cada uno de los pocillos. Los resultados se expresan como el cociente:
N2 copias gen mitocondrial

N? copias gen nuclear
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 MUTACIONES EN ARNt MITOCONDRIALES Y EN GENES NUCLEARES Y SU
IMPLICACION EN EL SINDROME DE LEIGH

La sintesis de proteinas es un proceso fundamental en las células y en él participan los ribosomas, los
ARNs mensajeros (ARNm) (12) y los ARNs de transferencia (ARNt). Estos ultimos son los adaptadores
que transportan los aminoacidos equivalentes a los tripletes de los ARNm hasta los ribosomas para
formar la cadena polipeptidica, por lo que los ARNt son el eje de los dos cédigos genéticos (ARNm y
aminoacidos) (13).

Esta misma sintesis de proteinas a partir del ARNm también ocurre en las mitocondrias, si bien en este
caso el numero de péptidos traducidos es menor (13 péptidos) y todos ellos participan en la
fosforilacién oxidativa. Otra diferencia de la traduccién mitocondrial respecto a la nuclear es la
variacion en algunos de los codones en cuanto a los aminodcidos que codifican. Sin embargo, los tres
tipos de ARNs (mensajeros, de transferencia y ribosémicos) desempefian las mismas funciones en
ambos genomas, por lo que los ARNm mitocondriales poseen la informacion codificada en el genoma
mitocondrial y los ARNr mitocondriales son los encargados de formar, junto a proteinas ribosomales,
los ribosomas (14). Por su parte, los ARNt mitocondriales poseen una estructura secundaria en forma
de hoja de trébol con 4 brazos y 3 loops y sufren modificaciones postranscripcionales en posiciones
especificas, asi como aminoacilacién (reaccidon de unidn del aminodcido al ARNt), todas ellas reguladas
por el genoma nuclear. Cualquier variante que dafie la estructura del ARNt mitocondrial o altere alguno
de estos procesos de modificacion y procesado podria interrumpir la funcion mitocondrial.

Los genes codificantes para estos ARNt mitocondriales suponen un 8 % del genoma mitocondrial. Sin
embargo, la frecuencia de variantes patogénicas en los mismos es significativamente superior a la de
otros ARNs como los mensajeros, por lo que son una de las causas mas frecuentes de los desdrdenes
producidos en el ADNmt (15). Mutaciones en estos ARNs de transferencia disminuyen la sintesis de
proteinas mitocondriales produciendo alteracién en la cadena de transporte mitocondrial (16), sobre
todo en los complejos 1 y IV (6).

Algunas de estas variantes provocan sustituciones en el brazo del anticodén, donde se une el ARNm
correspondiente, interfiriendo asi con el proceso de decodificacion del ARNt, por lo que es muy
probable que sean patogénicas. No obstante, apenas se han reportado casos de dichas sustituciones,
lo que indicaria que son incompatibles con las etapas tempranas de desarrollo o letales en la
embriogénesis. En cuanto a las inserciones y las deleciones, no alteran el marco de lectura del ARNt,
algo que si ocurre en el ARNm, y su patogenicidad es dependiente de la estructura, de manera que
generalmente son mas patogénicas aquellas mutaciones en los brazos que en los loops (15). Sin
embargo, estas inserciones en los ARNt mitocondriales son también una causa rara de desorden
mitocondrial (6).

Hasta la fecha, se han identificado mas de 75 genes nucleares relacionados con el sindrome de Leigh y
algunos estudios sugieren que las mutaciones genéticas causantes de esta enfermedad varian en
funcién de la etnia o entre poblaciones (5). Se han publicado articulos que afirman que las mutaciones
o defectos en genes nucleares que codifican para las aminoacil ARNt sintetasas, encargadas de
catalizar la unidn del ARNt con su aminoacido correspondiente, son una causa bastante frecuente del
sindrome de Leigh (5). Concretamente, la mutacién en la metionil-ARNt formiltransferasa mitocondrial
(MTFMT), necesaria para la iniciacion y elongacién de la traduccion en la sintesis de proteinas
mitocondriales, se relaciona con una aparicién tardia de Leigh y con una mayor tasa de supervivencia.
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Esto podria deberse a que los individuos portadores de esta variacién no suelen presentar alteraciones
en el bulbo raquideo ni en los ganglios basales, pero si en la médula espinal y es en ella donde se ve
afectado el complejo | de la cadena respiratoria o una combinacidn de varios complejos (17).

Sin embargo, son las mutaciones en el ADNmt las que provocan un fenotipo mds severo (18). La
mayoria de las alteraciones en los ARNt relacionadas con Leigh ocurren en los genes codificantes para
los ARNt leucina, isoleucina y lisina (5). No obstante, el estudio de dos hermanos con sindrome de
Leigh de aparicion en la edad adulta permitid el descubrimiento de una mutacién en el ARNt de valina,
donde se habia producido una transversién (cambio de base purica por pirimidinica o viceversa). Esta
sustitucidon presenta caracter patogénico porque podria tener consecuencias estructurales y, por
consiguiente, funcionales. Ademas, el ARNt valina mitocondrial, junto con los dos ARNr de 12 y 16S,
forma parte del transcrito primario de la cadena H del genoma mitocondrial de mamiferos, que es el
transcrito mds corto y abundante. Por tanto, una mutacién en el ARNt valina mitocondrial podria
alterar el splicing de los ARNr y del propio ARNt valina en este transcrito primario (18).

4.2 ARNt TRIPTOFANO: MUTACIONES Y ENFERMEDAD

Generalmente, las enfermedades mitocondriales debidas a mutaciones en genes codificantes de ARNt
mitocondriales son desérdenes multisistémicos cuyos primeros sintomas aparecen en la infancia o en
la adolescencia vy, los ultimos, a mediana edad. Estas mutaciones se caracterizan por un descenso
generalizado en la cantidad de enzimas de la cadena respiratoria que contienen subunidades
codificadas por el ADNmt, reflejado por una deficiencia en la traduccidon del mismo (19). Dentro de
estas mutaciones, las encontradas en el ARNt de triptéfano son consideradas raras, ya que Unicamente
se han descrito unos pocos casos, los cuales se describen a continuacion.

La primera mutacion descrita en el ARNt mitocondrial de triptéfano fue el polimorfismo m.5549G>A,
detectada en un paciente con demencia, corea y ataxia cerebelar en cuyo fenotipo estaba implicado
el sistema nervioso central y el metabolismo oxidativo, al igual que ocurre en la mutacién m.5537Ti
(8,20), objeto de estudio de nuestro trabajo. Un afio mas tarde, se identificé el polimorfismo
m.5521G>A, asociado con un descenso selectivo de la actividad de COX, mientras que el resto de
actividades de la cadena respiratoria no se encontraban afectadas. Al igual que el resto de mutaciones
patogénicas del ARNt triptéfano, se encuentra en una regidn conservada del genoma mitocondrial y
los pacientes cursan con encefalomiopatias mitocondriales tardias a nivel muscular y cerebral (19).
Una reduccién similar de la actividad de COX fue detectada en pacientes con otro polimorfismo en el
ARNt triptéfano, m.5540G>A, que también cursaban con encefalomiopatia (21); mientras que aquellos
que portaban la transicién m.5532G>A presentaron sindrome neurogastrointestinal, caracterizado por
fallos en el desarrollo, retrasos psicomotores, encefalopatia y oftalmoplejia, entre otros (22). Sin
embargo, aquellos pacientes portadores de la mutacion m.5543T>C en el ARNt triptéfano no
presentaron oftalmoplejia externa progresiva ni ninguna implicacidon neuroldgica, lo que sugiere que
la correlacidn entre las manifestaciones clinicas de un determinado individuo y el ARNt especifico
mutado es minima (23). Por su parte, la mutacién m.5545C>T afecta a la base central del anticoddn
del ARNt de triptofano. Esta base es una citosina invariable entre especies que interacciona con la
guanina central del codén del ARNm y es fundamental para determinar la especificidad del ARNt. Se
piensa que dicha mutacién supone una ganancia de funcion (24).

Recientemente, se describid la transversion m.5556G>C en el ARNt triptéfano, caracterizada como
patogénica, y en la que se produce un defecto en la actividad del complejo COX. El paciente portador
fue diagnosticado con el sindrome de Leigh de aparicidn tardia y cursaba con retinitis pigmentosa,
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epilepsia, miopatia y neuropatia, todos ellos sintomas caracteristicos de una mutacién en el ARNt
mitocondrial (25). Se piensa que la regidn en la que se produce la mutacién m.5556G>C es importante
para las interacciones trans-moleculares entre bases que dan lugar al plegamiento terciario de la
molécula, pero no afecta al emparejamiento de bases ni altera la estructura del ARNt. Por ello, esta
localizacién podria ser la razdn por la cual la mutacién produce una aparicién tardia del sindrome de
Leigh, como ya se observé en estudios previos de mutaciones en otros ARNt (valina y fenilalanina)
(18,26). Esto concuerda con el hecho de que la posicién de una mutacidn en la molécula de ARNt es
mas importante en la determinaciéon del fenotipo que la especificidad de aminoacido de dicha
molécula (25).

Asimismo, y sorprendentemente, el paciente portador de la alteracion m.5556G>C presentaba una
mayor carga de mutacién en el musculo esquelético, mientras que en el sistema nervioso central la
carga era muy baja, a pesar de ser este Ultimo el lugar de apariciéon del sindrome. Una posible
explicacion a este fendmeno es que algunos tejidos celulares son mas sensibles que otros a la presencia
de una mutacion en el ARNt. Ademas, el estudio familiar del
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sintomas que provocan son muy variados, y producen una
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mitocondrial. Por tanto, todo parece indicar que COX podria

Imagen 3 Estructura secundaria del ARNt
triptéfano mitocondrial (25). Se muestran las
ocho mutaciones descritas hasta la fecha para
este ARNt. m.5556G>C afecta a la region
variable del gen, mientras que el resto afectan

ser mas susceptible que otros complejos de la cadena  dl brazo del anticoddn o al emparejamiento de
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respiratoria a las mutaciones en el ARNt triptéfano (21). e

4.3 MUTACION m.5537Ti: CASOS DESCRITOS Y PATOGENICIDAD

La mutacion m.5537Ti del ADNmt afecta al gen MT-TW, el cual codifica para el ARNt triptéfano, y fue
caracterizada por primera vez por Santorelli et al. (8) al estudiar a cinco miembros de una misma
familia pertenecientes a diferentes generaciones (6). El paciente principal de esta familia presentaba
encefalomiopatia mitocondrial, mientras que su hermano fallecido habia sido diagnosticado con el
sindrome de Leigh. Las antepasadas maternas de los hermanos también fueron estudiadas debido a la
herencia materna de las mutaciones mitocondriales (8).

De esta forma, llevaron a cabo un estudio morfoldgico y bioquimico de biopsias musculares y
fibroblastos en los cuales midieron la actividad de las enzimas de la cadena respiratoria y de la citrato
sintasa por espectrofotometria. Asimismo, en estudios de genética molecular realizaron PCR-RFLPs
para detectar las mutaciones mas frecuentes en el genoma mitocondrial, lo que les permitié
descartarlas y descubrir que se trataba de una nueva mutacion. Una secuenciacién posterior les llevd
al descubrimiento de la insercion de un residuo de timina en la posicién 5537 (8).
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En dicho estudio mostraron también que los dos nifios de la ultima generacién poseian un alto
porcentaje de esta mutacidn en diferentes tejidos con una alta heteroplasmia, siendo mas abundante
en algunas dreas del cerebro (ganglios basales, sustancia negra y bulbo raquideo), donde alcanzaba
incluso la homoplasmia. Sin embargo, otros érganos como el higado o el rifidn no mostraban
alteraciones a pesar de tener porcentajes similares de ADNmt mutado. Estos resultados les llevaron a
sugerir que la expresion fenotipica de la mutacién podria estar modulada por otros factores (8).

Respecto a la clinica, el paciente con un 92 % de mutacidon mostraba sintomas de encefalomiopatia
(niveles elevados de lactato, valores bajos de la cadena respiratoria y baja actividad residual del
complejo IV), mientras que el nifio con el 95 % de mutacidn habia sido diagnosticado con Leigh y, como
es caracteristico, murié antes de los dos afios de edad. Por otro lado, las antepasadas maternas de
estos nifios no cursaban con alteraciones neuroldgicas, pero hacian sospechar la presencia de una
enfermedad mitocondrial al exhibir dolores de cabeza similares a la migraiia, sintomas psiquidtricos y
una baja estatura. El estudio genético demostrd que eran portadoras de la mutacién en heteroplasmia

(8).

La mutacién m.5537Ti cumple los criterios de patogenicidad de las mutaciones mitocondriales, ya que
es mas frecuente y severa en la descendencia y su expresién es mas temprana con el paso de las
generaciones. Estos autores asociaron dicha mutacién con el sindrome de Leigh, convirtiéndose asi en
la segunda alteracién descrita para el gen codificante del ARNt triptdfano. La consideraron patogénica
y no un polimorfismo neutral puesto que en muchos miembros de la familia se encontraba en
heteroplasmia. Ademads, la correlacion entre su abundanciay la severidad de los sintomas que producia
era buena. Por tanto, la insercion de timina en la posicion 5537 del ADNmt se asocia con el sindrome
de Leigh y podria ser la responsable de defectos en las enzimas de la cadena respiratoria que estarian
ocasionados por una sintesis proteica deficiente (8).

Afos mas tarde, una segunda familia con esta mutacién fue estudiada por Tulinius et al. (6). El objeto
de estudio fue un nifio de 9 aifos de padres sanos cuya evolucidn fue observada desde los 8 meses de
edad, siendo sus primeros sintomas irritabilidad e hipotonia, y que degenerd hasta sufrir ceguera y
microcefalia, entre otras. Estudios bioquimicos de este paciente mostraron niveles altos de lactato en
sangre, fluido cerebroespinal y orina. Asimismo, presentaba un patrén de lesion simétrico en el tracto
corticoespinal, un grave retraso mental y mitocondrias anormales, visualizadas por microscopia
electrénica. El andlisis histoquimico enzimatico del musculo mostré una reducciéon general de la
actividad del complejo IV, algo que también revelaron los analisis bioquimicos de las mitocondrias del
musculo esquelético. Ademads, a esta deficiencia del complejo IV se le sumd una deficiencia en el
complejo |. Todo ello llevd a los autores a secuenciar el ADN del paciente en muestras de sangre, higado
y musculoy, utilizando el mismo protocolo que Santorelli et al. (8), descubrieron que el paciente poseia
la mutaciéon m.5537Ti en un porcentaje superior al 95 % en sangre. Un analisis de sangre de la madre
del paciente reveld la presencia de esta mutacidn en un 81 %, pero en este caso no mostraba sintomas.
A pesar de estas evidencias, los autores consideran necesaria una investigacién neuropatoldgica para
la asignacién de esta mutacion al sindrome de Leigh (6).

Estos han sido los dos Unicos articulos publicados hasta la fecha donde se ha caracterizado y estudiado
la mutacion m.5537Ti del ADNmt. En ambos se recomienda hacer un screening de esta mutacion en
aquellos pacientes diagnosticados con sindrome de Leigh en los que una mutacién de SURF1 haya sido
descartada vy, sobre todo, cuando ademas presenten una reduccidn en la actividad de los complejo | y
IV (6,8).
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4.4 OBTENCION DE CLONES CON DIFERENTES PORCENTAJES DE HETEROPLASMIA DE
UN CIiBRIDO PORTADOR DE LA MUTACION m.5537Ti

Para estudiar la patogenicidad de la mutacién m.5537Ti se ha trabajado con cibridos o hibridos
transmitocondriales, que son el modelo celular mds ampliamente utilizado para el estudio de
patologias mitocondriales. Estos hibridos se habian construido previamente en el laboratorio por
fusion de la linea tumoral 143B p° con plaquetas de la madre de la paciente, la cual era portadora de
la mutacion en heteroplasmia. Con el objetivo de determinar el nivel umbral a partir del cual se observa
una expresion fenotipica de dicha insercion, se tratd de seleccionar clones con diferente porcentaje de
mutacion a partir del protocolo explicado en el apartado 3.2.3.2.4.b.

4.4.1 Comprobacion de la incorporacion de la mutacion m.5537Ti en el cibrido generado y
andlisis del porcentaje de heteroplasmia: seleccidn de clones para el estudio
Partiendo del cibrido construido y mediante el proceso de dilucién al limite, explicado en el apartado

3.2.3.1.5, se seleccionaron varios clones, los cuales habian crecido a partir de una Unica célula. Para
comprobar la incorporacién de la mutacion de estudio y la heteroplasmia de la misma, se extrajo el
ADN de los cibridos construidos a partir de un pellet de células siguiendo el protocolo descrito en el
apartado 3.2.3.2.1 y se realizd una PCR-RFLP, segun indica el apartado 3.2.3.2.4 para comprobar el
patrén de bandas tras una digestion con la enzima de restriccion Mboll.

Primero, se amplificé una regidon de 285 pb por PCR-RFLP que incorporaba la zona donde debia
encontrarse la mutacién m.5537Ti y se visualizé mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1 %.
Ademas del ADN extraido de los clones, se afiadid también a la PCR una muestra denominada blanco
para confirmar que la PCR se habia realizado correctamente. Los resultados se pueden observar en la
imagen 4.

Cib 1G7 2B4

Imagen 4. PCR-RFLP en gel de agarosa al 1% de varios clones. Siendo MPM un marcador de peso molecular de 1kb, p°
células de la linea 143B sin ADNmt, C- una muestra de ADN control sin mutacion, P una muestra de ADN de sangre de la
paciente, M una muestra de ADN de sangre de la madre de la paciente, Cib una muestra de ADN del cibrido previo a la
seleccion clonal v B el blanco. Aparecen también los clones 1G7. 2B4. 3B4. 3G9. 3G10. 4B5. 4C9. 5C3. 5F8 v 5G2.

La diferente intensidad en las bandas de los distintos clones de la imagen 3 se debe al diferente éxito
en la reaccién de amplificacion por PCR de los mismos. No obstante, la presencia de la banda,
independientemente de su intensidad, revela que se ha producido la amplificacién del ADNmt, si bien
todavia no se puede conocer si dicho ADNmt presenta o no la mutacidn de interés. Asimismo, en
algunos casos se podia observar la presencia de mds de una banda, indicando asi la presencia de
dimeros de cebadores, fendmeno que ocurre cuando se afiaden los cebadores en exceso. Por el
contrario, también se pudo observar la ausencia de banda en algunos casos, ya que no todos los clones
extraidos amplificaron a la primera, por lo que en estos casos fue necesaria la realizacién de la PCR-
RFLP de nuevo hasta conseguir la amplificacién. Por tanto, como se muestra en laimagen 3, se produjo
la amplificacion del ADNmt de los clones 1G7, 2B4, 3B4, 3G9, 3G10, 4B5 y 5G2, mientras que en los
pocillos correspondientes a las muestras p°, C-, P, M, Cib, 4C9, 5C3 y 5F8 no se observé la presencia de
banda de amplificacion de 285 pb y fue necesaria una nueva PCR-RFLP.
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Seguidamente, se procedié a la digestidn con la enzima de restriccion Mboll para conocer el porcentaje
o la cantidad de mutacién m.5537Ti de cada uno de los cibridos anteriores seguln se indica en el
apartado 3.2.3.2.4.b. Ademas de las muestras de los clones amplificados, se tratdé también con Mboll
una muestra control negativa para la mutacion de manera que su banda de 252 pb sirviera,
principalmente, para confirmar que la enzima cortaba el fragmento amplificado, descartando asi
posibles fallos en la enzima; ademas de como referencia para la identificacién de aquellos clones sin
mutacion. Por otro lado, se afiadié también un amplificado sin digerir para descartar la presencia de
bandas inespecificas que pudieran dificultar la interpretacién de los resultados; asi como un control
positivo (ADN de sangre de la paciente, de la madre de la paciente o de ambas) para confirmar que la
enzima estaba cortando correctamente y, por tanto, sirvi6 también como patrén de corte para
aquellos clones mutados al poseer una Unica banda de 285 pb. Esta digestion se visualizé y analizé
posteriormente a través de una electroforesis en gel de agarosa al 2,5 % (imagen 5).

Imagen 5. Digestiones enzimdticas en gel de agarosa al 2 % de los clones amplificados. Siendo MPM un marcador de peso molecular
de 1kb, A el amplificado sin digerir, C- y C’- muestras control negativas, Py M los controles positivos y Cib una muestra de ADN del cibrido
previo a la seleccion clonal. Se muestran también los clones 1G7, 2B4, 3B4, 3G9, 3G10, 4B5 y 5G2 en 4.A; los clones 2C12, 3C5 y 5C3 en
4.By los clones 1F2, 2D2, 2G2 y 4C5 en 4.C. Asimismo, en 4.A aparecen dos controles negativos, C-y C’-, porque la amplificacion de uno
de ellos era de cardcter dudoso.

Como se muestra en 4.A, de los 7 clones analizados, 5 clones (1G7, 2B4, 3B4, 3G10 y 5G2) presentaron
la mutacién en homoplasmia, mientras que los otros 2 clones restantes (3G9 y 4B5) la presentaron en
heteroplasmia. Respecto a 4.B, se analizaron 3 clones, de los cuales 2 (2C12 y 5C3) eran
heteroplasmicos para m.5537Tiy 3C5, homoplasmico. Por ultimo, de los 4 clones estudiados en 4.C, 2
de ellos (1F2 y 2G2) resultaron homoplasmicos, 4C5 resultd heteroplasmico y 2D2 no portaba la
mutacion de interés.

Por tanto, se obtuvieron varios clones portadores de la mutacién, siendo mayoritarios aquellos que se
encontraban en homoplasmia (100 % de mutacidn) y un Unico clon sin mutacién. Pese a conseguir
varios clones con el mismo porcentaje de mutacién, Unicamente se trabajé con un clon de cada
porcentaje, de manera que el resto fue descartado o almacenado como reserva en caso de que hubiera
variaciones en el porcentaje a lo largo del estudio. Los clones estudiados y su respectivo porcentaje de
mutacion, calculado mediante el programa Gel-Pro Analyzer (apartado 3.2.3.2.4.b), se muestranen la
Tabla 8.
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Tabla 8. Lista de clones estudiados por PCR-RFLP. Los clones marcados en verde fueron seleccionados para continuar con el
estudio por presentar la mutacion en diferentes porcentajes.

CLON % MUTACION ESTIMADO
1G7 100
2B4 100
3B4 100
3G9 50

3G10 100
4B5 50
4C9 50
5C3 80
5F8 100
5G2 100
2D2 0
2G2 100
2C12 20
3C5 100
1F2 100
4C5 50

Las enfermedades mitocondriales se caracterizan por debutar cuando la cantidad de mutacion supera
cierto nivel. Este nivel umbral fenotipico es especifico de cada mutacién y tejido y es util para
demostrar la patogenicidad de dicha mutacién asi como para el estudio de posibles terapias o
tratamientos (3,27). La importancia de este umbral en la expresién de mutaciones patogénicas en el
ADNmt humano se ha estudiado a través de cibridos construidos a partir de lineas celulares derivadas
de pacientes con MERF o MELAS, ambas enfermedades mitocondriales (3).

En este trabajo se seleccionaron aquellos clones con un porcentaje de mutacion del 20 %, 50 %, 80 %
y 100 % con el objetivo de conocer el nivel umbral de la misma. El clon con un 0 % de mutacién podria
utilizarse en dichos experimentos como control isogénico, es decir, seria portador de los mismos
cambios en el ADNmt a excepcién de la mutacidn de estudio. Asimismo, en funcidn del porcentaje de
mutacion, los cibridos pasaron a cultivarse en un medio suplementado con uridina (80 y 100 %) o sin
uridina (0, 20 y 50 %), como se detalla en el apartado 3.2.3.1.1.

4.4.2 Andlisis del nUmero de copias de ADNmt de los clones seleccionados
La creacidn de cibridos transmitocondriales permite la construccidon de células con una alta tasa de

division y proliferacion y portadoras de una mutacion de interés. No obstante, para dicha creacién se
parte de plaquetas de pacientes, que tienen una baja cantidad de mitocondrias y, por ende, de una
baja concentracidn de ADNmt, por lo que previamente a la realizacion de cualquier estudio con dichos
cibridos se debe comprobar que han recuperado sus niveles de ADNmt. Algunos estudios afirman que
una célula normal posee entre 450-800 copias de ADNmt, mientras que en el caso de tumores este
numero puede llegar a triplicarse (28). Estos niveles de ADNmt se recuperan haciendo pases sucesivos,
es decir, cultivando los clones en placas de 100 hasta alcanzar la confluencia, tripsinizando vy
resembrando el pellet resuspendido en un volumen de medio adecuado. Cada vez que se realiza este
procedimiento es un pase.
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Para verificar que los cibridos con porcentajes de mutacién 0, 20, 50, 80 y 100 % habian recuperado
los niveles de ADNmt, se cuantificd el nUmero de copias de ADNmt de dichos cibridos mutantes por
medio de un ensayo de RT-PCR cuantitativo, seglin se indica en el apartado 3.2.2.1, partiendo de
ADNmt extraido por el método de fenol-cloroformo (apartado 3.2.2.2). Por tanto, se midieron las
cantidades de ADNmt y ADNn correspondientes a tres pases alternos. Generalmente, el nUmero de
copias se expresa como el cociente nimero de copias del gen mitocondrial/nimero de copias del gen
nuclear, pero en este caso los duplicados de cada pase no mostraron una coincidencia total. Por tanto,
se decidid calcular el nimero de copias de ADNmt por célula para cada duplicado por separado v,
partiendo de esos resultados, se calculd la media global. Los resultados aparecen representados en la
Tabla 9.

Tabla 9. Numero de copias de ADNmt por célula en los cinco cibridos transmitocondriales seleccionados con porcentajes de
mutacion 0, 20, 50, 80 y 100 % y durante tres pases sucesivos.

Cibrido Estado Numero de copias de ADNmt/célula
Pase 12 862
2D2 (0%) Pase 13 1172
Pase 15 668
Pase 12 2124
2C12 (20%) Pase 13 1098
Pase 15 2240
Pase 12 5173
4B5 (50%) Pase 13 2483
Pase 15 1955
Pase 12 1129
5C3 (80%) Pase 13 739
Pase 15 1096
Pase 11 1127
2B4 (100%) Pase 13 2063
Pase 15 2272

Como se aprecia en la tabla 9, en términos generales se observé un incremento en el nimero de copias
con los sucesivos pases realizados y, en todos los casos, este nimero es superior a las 500 copias de
ADNmt, por lo que se puede afirmar que los clones han recuperado sus niveles de material genético

mitocondrial.

La imagen 6 muestra que el clon con mayor nimero de copias era el correspondiente al 50 % de

mutacién. Cuando el ADNmt estd mutado, la cadena 5000-

respiratoria se ve afectada, por lo que no se produce toda

la energia necesaria para la realizacion de las funciones : 9

celulares. Esto lleva a la célula a incrementar la produccién é 300

de mitocondrias en un vano intento por obtener dicha E 2000 -

energia, fendémeno conocido como biogénesis 2 00

mitocondrial (29,30). I=I

Segun esto, se podria esperar que fuera el clon con un 100 s o ) ) &
S A

% de mutacion, seguido del clon con un 80 %, aquel con
una mayor carga de genoma mitocondrial. Una posible magen 6. Representacion del nimero de copias de
explicaciéon a este fendémeno podria ser el medio de ADNmt por célula en los distintos clones. La

. . representacion se ha realizado con el programa
[s)
cultivo, ya que los clones con mutaciones del 0, 20 y 50 % informdtico PRISMA.
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crecieron en un medio de cultivo suplementado Unicamente son SFB mientras que el medio de los
clones mutados al 80y 100 % estaba suplementado con SFB y uridina. Esta explicacion seria consistente
con la observacién de un aumento gradual del nimero de copias de ADNmt en estos dos grupos por
separado. Una explicacion menos probable a este suceso seria que el clon con un 50 % de ADNmt
mutado habria aumentado su cantidad de genoma mitocondrial mutado respecto al momento en que
se midié dicha cantidad, ya que la heteroplasmia fluctua, no es constante (16,31).

La resoluciéon de estas dos hipdtesis exigiria la confirmacidn de la cantidad de mutacién por
secuenciacion y la repeticidn del ensayo creciendo las células en las mismas condiciones de cultivo.

5 CONCLUSIONES

Los genes que codifican los ARNt mitocondriales suponen el 8 % del genoma mitocondrial, pero su
frecuencia de mutacidn con cardcter patogénico es superior a otros tipos de ARNs y esto los convierte
en una de las causas mas frecuentes de las enfermedades mitocondriales. Mutaciones en los ARNt
alteran la cadena de transporte mitocondrial, mayoritariamente los complejos | y IV, conduciendo a
una disminucién de la sintesis de proteinas.

Dichas mutaciones se relacionan con el sindrome de Leigh, que es una enfermedad neurodegenerativa
mitocondrial progresiva que tiende a aparecer en los primeros afos de vida, aunque también se han
descrito casos de aparicién tardia. Para su diagndstico, se miden parametros como la acidosis lactica,
se hacen pruebas de imagen en busca de lesiones cerebrales, biopsias musculares y un diagndstico
genético para hallar la mutacion causante del mismo. Sin embargo, hasta el momento no hay un
tratamiento efectivo debido a su alta tasa de mortalidad, si bien se han sugerido algunos farmacos y
dietéticos para paliarlo.

Se han descrito 8 mutaciones en el ARNt triptéfano mitocondrial relacionadas con el sindrome de
Leigh, 7 de las cuales afectan a la estructura del mismo, mientras que solo una ocurre en la region
variable del ARNt y esta podria ser la diferencia entre una aparicion temprana y una aparicion tardia,
respectivamente. Todo ello sugiere la importancia de la localizacion de la mutaciéon en la
determinacion del fenotipo. Asimismo, la mayoria de estas mutaciones afectan al complejo IV del
sistema OXPHOS, por lo que se piensa que este complejo podria ser mas sensible a las mutaciones en
el ARNt triptofano que otros.

Una de las 7 mutaciones que afectan a la estructura del ARNt triptéfano mitocondrial es m.5537Ti, en
la cual se centra la parte experimental de este trabajo. Se han descrito dos casos de la misma, ambos
relacionados con el sindrome de Leigh, que la catalogan como patogénica por su mayor severidad con
el paso de las generaciones y por su correlacidn entre severidad y porcentaje de mutacién. La mayoria
de los pacientes estudiados portadores de dicha mutacion se caracterizan por tener el complejo IV
afectado, pero también se han descrito casos donde tanto el complejo IV como el complejo | estan
alterados.

Dentro de la parte experimental, se han obtenido clones del cibrido portador de la mutacién m.5537Ti
con diferentes porcentajes de heteroplasmia. El analisis de los niveles de ADNmt de los mismos
demuestra que los cibridos estan recuperados y sugiere que el nimero de copias de ADNmt es
directamente proporcional a la carga de mutacion. Sin embargo, seria necesario el andlisis de otros
pardmetros bioquimicos, como la cantidad de subunidades mitocondriales o el consumo de oxigeno,
para demostrar la patogenicidad de la mutacion.
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CONCLUSIONS

An 8 % of the mitochondrial genome encodes mitochondrial tRNAs, but they tend to mutate and be
pathogenic in a higher proportion than other RNAs, which make them one of the most frequent causes
of mitochondrial alterations. Mutations in these tRNAs affect the mitochondrial electron transport
chain, mostly complexes | and 1V, and this leads to a protein synthesis decrease.

These mutations are related with Leigh syndrome, an early-onset progressive mitochondrial
encephalomyopathy, although there have been reported some cases with a late-onset. Its diagnosis is
based in measuring some laboratory parameters such as lactic acidosis, doing some imaging tests in
order to find brain lesions, muscle biopsies and a genetic diagnosis to discover the mutation that
causes the syndrome. However, there is not an effective treatment at the moment due to its high
mortality rate, even though some drugs and dietetics have been suggested.

8 tryptophan tRNA mutations have been related to Leigh syndrome. 7 of these affect its structure while
the remaining one takes place in the variable region. This could make the difference between an early
and a late-onset, respectively, and all of that suggests how important the mutation’s location is to
determine the phenotype. In addition, most of these mutations affect OXPHOS’ complex IV, which
proposes that this complex could be more sensitive to tryptophan tRNA alterations than others.

One of the 7 mutations that affect mitochondrial tryptophan tRNA structure is m.5537Ti, which is also
the main focus of the experimental work in this project. This mutation has been described in two
papers, both related to Leigh syndrome, and it has been considered as pathogenic due to its higher
severity throughout generations and because there was a good correlation between abundance of the
mutation and severity of clinical symptoms. Most of studied patients with this mutation have complex
IV affected, but there have also been described cases where both complex | and IV were affected.

Regarding experimental work, m.5537Ti cybrid’s clones with different proportion of heteroplasmy
have been obtained. The analysis of mtDNA levels proves that they are recovered and suggests that
the number of mtDNA copies is proportional to the mutation load. Nevertheless, other biochemistry
parameters’ analysis would be needed, such as the number of mitochondrial subunits or the oxygen
consumption rate, in order to confirm the mutation pathogenicity.
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7 ANEXOS
7.1 ANEXO |: TABLA DE APARATOS E INSTRUMENTOS

Listado de instrumentos y aparatos utilizados. Se incluyen el modelo, la marca y la funcién, asi como algunas

observaciones.

Funcion Aparato Modelo Marca Observaciones
Vidrio (160 °C,
Estufa S-201 P-selecta .
overnight)
e Plastico y
Esterilizacion o
diluciones (120
Autoclave 437 P-selecta
°C, 1atm, 20
min)
Balanza Granatario FA-2000 AND Precision 0,1 g
Muestras
Ultracongelador CFC Free Sanyo biolégicas (-80
OC)
) ) ESPACE 151-331- o Células en N,
Almacenamiento Criopreservador Air Liquid L
661 liquido
Reactivos
Frigorificos y ) Whirlpool, o y
Varios diluciones
congeladores Bosch, Lynx... . .
(4°Cy-20°Q)
. . I —_ 2,10, 20, 200y
Micropipetas Nichipet EX Nichiryo
1000 pl
Manejo de Micropipetas . . ThermoFischer
) ) Finnpipette o 50y 300 pl
volumenes multicanal Scientific
Pipeteador . Integra
- PipetBoy L 1-50ml
automatico (Biosciences)
Countess .
ThermoFischer o
Recuento celular Contador Automated Cell o Azul tripan
Scientific
Counter
Adicién de
isopropanol
Congelacién de ] ™ ThermoFischer prop y
j Criocontenedor Mr. Frosty o rampa de
células Scientific
temperatura de
1 °C/min
37 °C, 5% CO,,
Incubador DHD Autoflow Nuaire atmosfera
humeda
. Campana LaminAir
Cultivo celular Holten
HB2448
Campanas de
. . LabGard ES UN-437
flujo laminar .
Class Il, type A2 Nuaire
Biosafety
Bafio . Con agua
Atemperado . Precisterm Selecta )
termostatizado destilada
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Microcentrifuga MiniSpin plus Eppendorf Refrigerada
. Beckman
, A T2 ambiente Allegra X-22
Centrifugas Coulter
. Rotores HS4 y
Termostatizada RC 5B PLUS Sorvall
SS34
Termociclador T3 Thermocycler Biometra
PCR ™ ThermoFischer .
RT-PCR StepOne'System o 96 pocillos
Scientific
, ThermoFischer | . . .
Espectrofotometro Nano-drop ND-1000 L Acidos nucleicos
Scientific
Cubetas Sub-Cell GT Cell Bio-Rad Acidos nucleicos
Electroforesis Fuente de PowerPac™ .
. ., . Bio-Rad 50-500V
alimentacion Universal
Generador de
) ] Hoefer SG30 Amersham
Tratamiento de gradiente
geles y membranas ) o Gel . .
Visualizacidn ™ Bio-Rad Ultravioleta (UV)
Doc""XR+System
) i ) ) Camara ICC50
Microscopia Invertido DMIL Leica

HD
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