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“Vivir no es sélo existir,

sino existir y crear,

saber gozar y sufrir

y no dormir sin sofiar.
Descansar, es empezar a morir.”

Gregorio Marafion (1887-1960)


http://www.proverbia.net/citasautor.asp?autor=628

“La verdadera ciencia ensefia, por encima de todo, a dudar y a ser ignorante”.

Miguel de Unamuno (1864-1936)


http://www.proverbia.net/citasautor.asp?autor=1004
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Introduccién

I. INTRODUCCION.

El término encefalomiopatia mitocondrial fue inicialmente propuesto para incluir todos
los fenotipos clinicos asociados a una disfuncion mitocondrial. Actualmente se utiliza
para referirse a aquellas patologias debidas a una alteracion en el componente final del
metabolismo oxidativo, es decir, la cadena respiratoria asociada a la fosforilacion
oxidativa. Estos trastornos que se asocian en una gran parte de los pacientes con
afectacion de tejidos de alta demanda energética, como el cerebro y el musculo
esquelético (encefalomiopatias), son denominados con el concepto mas genérico de
enfermedad mitocondrial o enfermedad de la cadena respiratoria mitocondrial
(DiMauro and Schon, 2003), debido a que afectan a la practica totalidad de 6rganos y
tejidos, siendo enfermedades multisistémicas. Durante casi tres décadas, el diagnostico
de las enfermedades mitocondriales se ha basado en la integracion de la caracteristicas
clinicas, los hallazgos histomorfoldgicos de la biopsia de musculo, y las alteraciones de
parametros bioquimicos como la hiperlactiacidemia y la elevacion de creatinquinasa
sérica, junto a la identificacion de las deficiencia enzimatica de los complejos de la
cadena respiratoria mitocondrial en tejidos diana, principalmente en masculo
esquelético. En las dos ultimas decadas, la eclosion de las técnicas de biologia
molecular ha permitido mejorar de forma sustancial la caracterizacion de estas
patologias, en particular aquellas relacionadas con alteraciones del ADN mitocondrial
(ADNmt).

Las mitocondrias tienen su origen en las proteobacterias, las cuales se unieron a células
eucariotas primitivas simbidticamente, hace mas de mil millones de afios (Dyall, et al.,
2004). Estas son pequefios organulos subcelulares localizados en el citoplasma de las
células eucariotas. Poseen una membrana externa y otra interna que dan lugar a dos
espacios perfectamente definidos, la matriz mitocondrial y el espacio intermembrana.

En la membrana interna, que se encuentra plegada en forma de crestas, se localizan los

Fernandez Moreira, D. 12
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complejos enzimaticos de la cadena respiratoria. Es la Unica organela, junto con el
ndcleo, que posee su propio ADN, el ADNmt. La matriz mitocondrial contiene, ademas
del ADNmt, las proteinas necesarias para la replicacion y transcripcion del mismo, los
ribosomas, y otras enzimas que participan en otros procesos metabolicos tales como el
ciclo de Krebs y la 3-oxidacion. Cada mitocondria suele contener de 5 a 10 copias de
ADNmt y cada célula humana puede poseer hasta cientos de mitocondrias (p.ej. el
6vulo puede tener hasta 100000 copias de ADNmt (Chen, et al., 1995)).

El ADNmt humano (Figura 1) es una molécula circular cerrada de doble cadena que
consta de 16.569 pares de bases (pb). Las dos cadenas del mismo poseen diferentes
densidades segun su composicién de C+G, lo que da lugar la definicion de una cadena
pesada (H) y otra ligera (L). EI ADNmt contiene la secuencia de 37 genes que
corresponden a 2 ARN ribosomicos (ARNr), 22 ARN de transferencia (ARNt), y a la
codificacion de 13 polipéptidos los cuales forman parte de la estructura de varios
complejos de la cadena respiratoria mitocondrial. Asi, siete proteinas forman parte del
complejo | (subunidades ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5, ND6); una corresponde
al apocitocromo b del complejo I11; tres subunidades pertenecen al complejo IV (COXI,
COXII, COXIII), y las otras dos al complejo V (subunidades ATP6 y ATP8) El resto
de las proteinas que forman parte de estos complejos y del complejo I, y las proteinas
qgue componen la maquinaria de replicacion y de expresion del propio genoma
mitocondrial, estdn codificadas por genes nucleares, por tanto son traducidas en los
ribosomas citopldsmicos e importados a la mitocondria mediante translocasas
localizadas en las membranas, externa e interna, mitocondriales (Attardi and Schatz,
1988; Herrmann and Neupert, 2000).

Fernandez Moreira, D. 13
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Figura 1. Representacion esquematica del ADNmt. ND: genes codificantes de subunidades proteicas
del Complejo I; CO: genes codificantes de subunidades del Complejo IV; ATPasas 6 y 8: genes
codificantes de estas subunidades del Complejo V; ARNr 12S y 16S: genes codificantes de los ARN
ribosomales mitocondriales. Los genes codificantes de los ARNt se encuentran representados con el
codigo estandar. D-loop: bucle-D, regién no codificante del ADNmt. P,y P,: promotores de transcripcién
de las cadenas pesada (H) y ligera (L). Oy y Oy: origenes de replicacion de las cadenas pesada y ligera.
Las flechas indican el sentido de replicacion y transcripcion de ambas cadenas. (Smeitink, et al., 2001b).

1.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LA GENETICA MITOCONDRIAL.

El ADNmt se caracteriza por:

a) una organizacion genética extremadamente compacta, con ausencia de intrones y sin
préacticamente secuencias no traducidas, y

b) una distribucion espacial de los ARNt que delimita los genes que codifican los

ARNTr y los genes codificantes de proteinas (Montoya, et al., 1981).

1.1.1. Replicacion del ADNmt.

La replicacion del ADNmt es un proceso crucial en la biogénesis mitocondrial, que al
contrario de lo que sucede en el ADNN, es independiente del ciclo celular (fase S), por

Fernandez Moreira, D. 14
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tanto las moléculas de ADNmt se pueden replicar en cualquier momento ((Bogenhagen
and Clayton, 1977). Este proceso qué fue descrito hace mas de 20 afios ((Kasamatsu
and Vinograd, 1973) y estudiado en detalle por el grupo de Clayton (Clayton, 1982),
consiste en un mecanismo asincronico, con dos origenes de replicacion
unidireccionales, es decir, la sintesis de una cadena comienza en el Oy, situado
alrededor del nucledtido 200 (Anderson, 1981) en la llamada “region control” de 1123
pb localizada entre los genes que codifican ARNt™™ y ARNt™™, avanzando en el sentido
de las agujas del reloj, mientras que la sintesis de la otra cadena comienza, una vez que
se han sintetizado dos terceras partes de la primera, en el O (situado en la posicién
5750 entre los genes que codifican ARNt®”® y ARNt™") teniendo lugar en el sentido
contrario a las agujas del reloj. Por tanto, las dos moléculas hijas resultantes son
sintetizadas en dos tiempos diferentes.

De forma similar a la que ocurre en bacterias, es necesaria la sintesis previa de un ARN
cebador, proceso que comienza a partir del promotor L. Posteriormente, se une el factor
de transcripcién mitocondrial A (mtTFA), lo que permite la separacion de las cadenas.
Este ARN, sintetizado por una ARN polimerasa mitocondrial, al hibridar con la cadena
L, desplaza a la cadena H, y genera el bucle-D. La sintesis de ADN no comienza hasta
que el ARN precursor no es digerido por la accién de una ribonucleasa procesadora de
ARNmMt (ARNsa MRP) y una endonucleasa G (Shadel and Clayton, 1997), dando lugar
al cebador necesario para la accion de la ADN polimerasa-y mitocondrial (gamma-pol).
Esta enzima ha sido caracterizada en distintos seres vivos incluyendo la humana (Gray
and Wong, 1992; Kaguni and Olson, 1989). Posee actividad ADN polimerasa en sentido
5'—3" y actividad exonucleasa en sentido 3'—5". La holoenzima gamma-pol es, en
vertebrados, un heterotrimero formado por una subunidad catalitica de 145 kDa
denominada pol y-A que estd codificada por el gen POLG, y una subunidad accesoria
dimérica formada por 2 monoémeros idénticos de 55 kDa denominada pol y-B y
codificada por el gen POLG2 (Yakubovskaya, et al., 2006). La elongacion de la cadena
H hija transcurre de forma unidireccional alrededor de la cadena L, al tiempo que se
desplaza la H parental. La replicacion de la cadena L comienza en el O, cuando éste
gueda en forma de cadena sencilla, momento en el que esta region adquiere la estructura
de bucle.

En todo el proceso intervienen otra serie de proteinas accesorias como la proteina unida
a ADN de cadena sencilla (mtSSB) (Van Tuyle and Pavco, 1985; Thommes, et al.,

1995), topoisomerasas Yy helicasas (Taanman, 1999).

Fernandez Moreira, D. 15
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El modelo anteriormente mencionado es conocido como el “modelo de replicacion de
cadena asimétrica” del ADNmt, siendo, actualmente, el més solido de los que se han
postulado.

Sin embargo, experimentos desarrollados por Holt y colaboradores (Bowmaker, et al.,
2003; Holt and Jacobs, 2003; Holt, et al., 2000; Yasukawa, et al., 2005) han cuestionado
este modelo. El andlisis de intermediarios de la replicacion (del ADNmt) mediante
técnicas electroforéticas de 22 dimension (2D), apuntdé a un modelo de sintesis del ADN
basado en el acoplamiento de la cadena rezagada y adelantada.

Recientemente se ha propuesto un modelo que pretende conciliar los aspectos mas
controvertidos de las distintas teorias, con la hipdtesis original de la replicacion. El
llamado “modelo de desplazamiento modificado de cadena” incluye un punto de vista
alternativo con respecto al origen de la cadena ligera, dando especial relevancia al tipo
de migracion en las moléculas replicadas de ADNmt (Brown, et al., 2005; Brown and
Clayton, 2006).

1.1.2 Transcripcion del ADNmt.

Al igual que sucede en el caso de la replicacion, la transcripcién del ADNmt tiene una
serie de peculiaridades que la diferencian del ADNn y la asemejan a los mecanismos
que suceden en los organismos procariotas.

La transcripcion es un proceso que tiene lugar a partir de los promotores de
transcripcion de ambas cadenas (L, Hi, Hy), localizados en el bucle-D, procediendo en
sentido contrario y de forma sincronica. La transcripcion de la cadena H comienza en
dos sitios, 1Ty e 1Tz, mientras que la cadena ligera se transcribe a partir de uno solo,
IT; (Montoya, et al., 1982; Montoya, et al., 1983). Los transcritos a partir de 1Ty, e

ITws, los cuales se localizan dentro del gen del ARNt™®

, son policistrénicos y
corresponden practicamente a las secuencias completas de ambas cadenas, H y L,
Phe’ y el
transcrito generado a partir de él termina poco después del gen ARNr 16S, en el gen
ARNt-UOUR),

El inicio de la transcripcion requiere la intervencion de una ARN polimerasa

respectivamente. ITy; se encuentra situado justo antes del gen del ARNt

mitocondrial especifica y el factor mtTFA (Parisi and Clayton, 1991), que reconoce

Fernandez Moreira, D. 16
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secuencias especificas en los promotores. Ademas de esta funcion, mtTFA es esencial
para el mantenimiento del ADNmt en levaduras (Diffley and Stillman, 1991) y
probablemente en mamiferos (Larsson, et al., 1998), debido a su capacidad de unirse de
forma no especifica al ADN. Por tanto, el mtTFA podria jugar un doble papel, como
factor especifico de activacion de la transcripcion y de empaquetador cromosomal. La
afinidad de este factor es diferente por ambos promotores, siendo mayor en el caso de la
cadena ligera, lo que se traduce en un mayor nimero de transcritos de la misma con
respecto a la pesada (Tracy and Stern, 1995). Ademas, la existencia de dos unidades
distintas de transcripcion en el promotor de la cadena pesada, puede explicar, en parte,
la activacion preferencial en la sintesis de ARNrs frente al ARNm policistronico total
(Montoya, et al., 1983). En este caso parece intervenir también un factor regulador
terminador (MTERF) (Kruse, et al., 1989), que reconoceria una secuencia especifica de
13 pares de bases en el ARNt™'YR regulandose no sélo la iniciacion de la
transcripcion de la cadena H (Christianson and Clayton, 1988) sino también su
terminacion. Este mTERF parece también regular la transcripcion de ARNmM
policistronico procedente de la cadena ligera, pues normalmente éste se transcribe hasta
aqui. Existe, por tanto, una serie de mecanismos reguladores que adaptarian la sintesis
de las subunidades que forman parte de la cadena respiratoria en funcion de la demanda
energética de la célula, de tal manera que niveles elevados de ATP estimularian la
transcripcion de los ARNrs y la cadena L, mientras que bajos niveles de ATP
favorecerian la transcripcion completa de la cadena H (Gaines, et al., 1987).

La estructura de los ARNL se caracteriza por contar con pocos nucleétidos, de 59 a 75,

tener un tamafio variable del bucle “DHU” y, con la excepcion del ARN{S (AGY)

, poder
plegarse formando la estructura caracteristica de “hoja de trébol”, hecho que es
fundamental en el procesamiento de los ARNm policistronicos.

Los productos de transcripcion del ADNmt humano que se han aislado incluyen los dos
ARNr, un ARN precursor de ambos, los 22 ARNt y 18 ARN poliadenilados en el
extremo 3", la mayoria de los cuales corresponden a los ARN mensajeros (Montoya, et
al., 1983). En general, los ARN maduros corresponden a un solo gen, y sélo en dos de
ellos (los que codifican las subunidades del complejo | ND4 y ND4L, y la subunidades
6 y 8 de la ATPasa) contienen dos genes cada uno con el marco de lectura solapado.

Los ARNr se caracterizan por estar metilados y oligoadenilados en su extremo

3"contando con 1 a 10 adeninas no codificadas en el ADNmt (Dubin, et al., 1982).

Fernandez Moreira, D. 17
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En cuanto a los ARNm correspondientes a las 13 proteinas codificadas por el ADNmt
se sabe que: i) contienen exclusivamente la secuencia del patron de traduccién y una
cola de poliadenina en el extremo 3”; ii) comienzan por los codones de iniciacion AUG,
AUA o AUU, o tienen 1 a 3 nucle6tidos delante de los mismos; iii) no poseen la
estructura “cap” en el extremo 5’ (Montoya, et al., 1981).; iv) en la mayor parte de ellos,
el extremo 3" carece de region no codificante, finalizando en un codon de terminacién
incompleto, cuya posterior poliadenilacién generara en todos ellos el codon de

terminacion UAA.

1.1.3. Traduccién del ADNmt.

Los ARNm mitocondriales son traducidos en la matriz mitocondrial mediante sus
propios ribosomas, cuyo coeficiente de sedimentacion es 55S. Estdn compuestos por
dos subunidades 28S y 39S, que contienen 32 y 52 proteinas, respectivamente,
codificadas por el ADNn, junto a los ARNr codificados por el ADNmt.

El cddigo genético utilizado por la mitocondria tiene una serie de diferencias con
respecto al universal. Asi, el codon UGA codifica triptdfano en lugar de terminacion;
AUA indica metionina en lugar de isoleucina; y AGA y AGG especifican terminacién
en lugar de arginina. Este fendmeno asegura que so6lo los mensajes codificados por el
ADNmt seran traducidos satisfactoriamente en la matriz.

Otra peculiaridad destacable del sistema genético mitocondrial es el uso de un modelo
inusual de reconocimiento de codones, que permite la lectura del cédigo con sélo los 22
ARNIt codificados por el ADNmt.

Los ARNm mitocondriales carecen de la secuencia 5'-UTR y de la tipica estructura
“cap” de los ARNm citoplasmaticos. Se desconoce la forma en la que los
mitoribosomas reconocen el extremo 5°de los ARNm e inician la traduccion. La
iniciacion y elongacion de la traduccién dependen de factores similares a sus
correspondientes en procariotas, mtF2, mtEFTu, mtEFTs y mtEFG (Taanman, 1999).
Recientemente se han empezado a caracterizar algunas aminoacil ARNt sintetasas

(Jorgensen, et al., 2000).
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1.2. REGULACION DE LA EXPRESION DEL SISTEMA GENETICO
MITOCONDRIAL.

La regulacién de la expresion del sistema genético mitocondrial esta condicionada por
los factores nucleares implicados en la modulacion tanto de la replicacion, como la
transcripcion y la traduccion de la molécula. Asi mismo, hay que considerar como se
produce la integracion de la actividad de este genoma con la expresion de genes
nucleares codificantes de proteinas que forman parte de la cadena respiratoria.

Estudios realizados en células de mamiferos sugieren que la replicacion del ADNmt
tiene lugar en el espacio perinuclear. Aunque este proceso tiene lugar
independientemente del ciclo celular, recientemente se ha demostrado en Drosophila la
existencia de una relacion entre la replicacion de ambos genomas. Asi se ha visto que
existe un factor, implicado en la coordinacion de genes involucrados en la replicacion
del ADNn vy en el control del ciclo celular, denominado DREF, que regula también la
proteina mtSSB y la expresion de la subunidad accesoria 3 de la y-polimerasa (Lefali, et
al., 2000; Ruiz De Mena, et al., 2000). Por tanto, DREF podria dirigir la respuesta de la
maquinaria de replicacién del ADNmt adecuéandola a la sintesis del ADNn vy el ciclo
celular.

La expresion de los genes codificados en el ADNmt esta regulada a distintos niveles:

1. Mediante el control de la dosis génica;

2. Regulacidn transcripcional;

3. Regulacién postranscripcional, y

4. Regulacién traduccional (Enriquez, et al., 1998).

La regulacion por dosis génica se ha identificado en el musculo estriado de mamiferos,
observandose una relacién entre la concentracion de ADNmt y ARNmt y la capacidad
oxidativa del tejido. Esta regulacion podria estar mediada por el componente ARN de la
ARNsa MRP (Williams, 1986) o por variaciones en la expresion del mtTFA (Scarpulla,
1997).

La regulacion transcripcional puede tener lugar en la iniciacion o terminacion del
proceso, a nivel de la transcripcion de la cadena pesada (Montoya, et al., 1982);
(Montoya, et al., 1983), en el control de la sintesis de los ARNr (Kruse, et al., 1989) y la
estabilidad de los distintos ARN (Gelfand and Attardi, 1981; Ostronoff, et al., 1995).
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La regulacion postranscripcional tiene lugar a nivel del procesamiento de los transcritos
primarios (Ojala, et al., 1980) y de la estabilidad de los transcritos maduros (Gelfand
and Attardi, 1981; Ostronoff, et al., 1995).

Algunos autores han propuesto también la existencia de una regulaciéon a nivel de la
traduccion, basada en diferencias en la eficiencia de la traduccion de los distintos
mensajeros (Attardi, 1987), en la disponibilidad de subunidades sintetizadas en el
citoplasma pertenecientes a un determinado complejo (Attardi, et al., 1990), etc.

Se ha observado que mutaciones en el Translocador de Nucleétidos de Adenina 1
(ANT1), que codifica la proteina mas abundante en la membrana interna mitocondrial,
cuya funcion es regular los niveles de ADP/ATP en el interior de la matriz mitocondrial
y el citoplasma, ademas de formar parte del Poro de Transicion de Permeabilidad
Mitocondrial (MPTP) (Brustovetsky and Klingenberg, 1996) y mediar en el proceso de
apoptosis (Marzo, et al., 1998), provocan alteraciones en la replicacion del ADNmt
dando lugar a deleciones multiples del ADNmt (Kaukonen, et al., 2000).

Por altimo, variaciones en la disponibilidad de sustratos pueden alterar también la
replicacion del ADNmt, dando lugar a deleciones multiples de este genoma. Este hecho
queda ilustrado en el caso de mutaciones en el gen de la timidina fosforilasa, que siendo
una proteina que no se expresa a nivel de musculo esquelético, interviene en el control
de la sintesis de ADNmt de forma indirecta, regulando los niveles de timidina y
desoxiuridina en sangre, que a su vez provocarian un desequilibrio entre las
concentraciones de nucle6tidos intramitocondriales, lo que llevaria a la sintesis anémala
de ADNmt. Las mutaciones descritas en este gen se asocian al sindrome MNGIE
(caracterizado por miopatia ocular, alteraciones de la motilidad intestinal, neuropatia

periférica, miopatia, acidosis lactica y leucoencefalopatia) (Nishino, et al., 1999).

1.3. IMPORTACION DE PROTEINAS CODIFICADAS POR EL NUCLEO.

De las 1.000 proteinas que forman parte de la mitocondria, Unicamente 13 son
codificadas por el ADNmt. La mayoria, por tanto, son codificadas por el nicleo y tienen
que ser importadas a la mitocondria desde el citosol. El proceso de importacidén es muy
complejo, pues existen diferentes vias y un namero elevado de posibles localizaciones
de estas proteinas en la mitocondria (membrana externa, membrana interna, espacio

intermembrana y matriz).
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La internalizacion de las proteinas, sintetizadas en el citoplasma, parece tener lugar
mediante la accion coordinada de dos maquinarias de translocacion: 1) el complejo
TOM, localizado en la membrana externa mitocondrial; 2) y dos complejos TIM, que
permiten el transporte a través de la membrana interna (Neupert, 1997). La
translocacion inicial y el destino de las pre-proteinas que se dirigen a la matriz parece
depender de la digestion selectiva de presecuencias en la regién amino terminal de las
mismas mediante proteasas especificas (Neupert, 1997). Frecuentemente esta zona
contiene secuencias consenso de caracter basico (con abundantes residuos de arginina y
lisina y un minimo ndmero de residuos de glutamato o aspartato), que determinan el
punto exacto de corte de la presecuencia. Por el contrario, proteinas cuyo destino es la
membrana externa, y algunas que se anclardn en la membrana interna, parecen no
contener estas presecuencias diana.

Muchos de los componentes de la maquinaria de importacion pertenecen a la familia de
proteinas denominado “proteinas de choque térmico (heat-shock proteins o hsp) (Stuart,
et al., 1994). Estas constituyen un grupo de proteinas dependientes de ATP, encargadas
de desplegar y plegar las proteinas a internalizar para permitir su paso a través de ambas
membranas una vez han sido reconocidas por su receptor especifico.

De todos los genes nucleares que codifican estas proteinas mitocondriales, existen un
grupo de 50 a 100 que contienen elementos regulatorios transcripcionales en comuin.
Dentro de ellos se encuentran varios que codifican subunidades que forman parte de la
cadena respiratoria y algunos implicados en la replicacion del ADNmt. Los factores
nucleares de respiracion 1 y 2 (NRF1, NRF2), constituyen dos buenos ejemplos de
dichos elementos reguladores, y han sido identificados en la region promotora o en el
primer intron de varios de estos genes (Evans and Scarpulla, 1990; Virbasius, et al.,
1993), como en el caso de la subunidad 1V, de la COX (Virbasius and Scarpulla, 1991).

Por otra parte, una vez que estas proteinas se encuentran en su forma madura han de
anclarse en la membrana interna, en el complejo correspondiente, uniéndose
adecuadamente a las subunidades codificadas por el ADNmt. En este proceso
intervienen otras proteinas codificadas por el nicleo y cuya alteracion puede ocasionar
una miopatia mitocondrial, como ocurre, entre otras, en el caso de las codificadas por
los genes SURF1 (Zhu, et al., 1998) y SCO2 (Papadopoulou, et al., 1999), asociadas al

sindrome de Leigh y encefalomiocardiopatia, respectivamente.
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1.4. PECULIARIDADES DE LA GENETICA DEL ADN MITOCONDRIAL.

El ADNmt tienes importantes caracteristica genéticas respecto al ADN de los
cromosomas entre las que destacan la poliplasmia, y por ende la heteroplasmia, el efecto

umbral, la segregacion mitotica, y la herencia por via materna.

1.4.1. Poliplasmia.
Cada célula, dependiendo de sus requerimientos de energia, contiene un nimero de

mitocondrias, y cada una de ellas, en general, de 5 a 10 copias de ADNmt. Por tanto

dentro de cada célula existiran miles de copias de cada gen codificado por el ADNmt.

1.4.2. Heteroplasmia.
Cuando una célula se divide, las mitocondrias se distribuyen al azar entre las dos células

hijas. Es por ello que si esta célula posee dos poblaciones de mitocondrias, con ADNmt
mutado y ADNmt con la secuencia consenso, las células hijas podran ser de tres tipos:
células con mitocondrias portadoras todas ellas de ADNmt normal, en cuyo caso
hablaremos de homoplasmia normal; células en las que todas sus mitocondrias tengan el
material genético mutado, en cuyo caso hablaremos de homoplasmia mutante; y células
que porten los dos tipos de de ADNmt, normales y mutantes, en cuyo caso las
definiremos como heteroplasmicas. En términos muy generalista se puede decir que
los polimorfismos neutros son homoplasmicos, mientras que las mutaciones patogénicas

suelen, aunque no invariablemente, ser heteroplasmicas.

1.4.3. Efecto umbral.
La expresion fenotipica de una mutacion patogénica del ADNmt no sigue las reglas de

la herencia mendeliana, y depende, en gran medida, de las proporciones del ADNmt
normal y mutado que existen en un tejido en particular. El efecto umbral representa la
proporcién minima de ADNmt mutado necesaria para que se produzca la disfuncion en
un determinado 6rgano o tejido. Este porcentaje varia de unos tejidos a otros, y depende
del requerimiento energético del mismo, en un momento dado y en una situacién de
estrés. Tejidos como el cerebro, corazdén, musculo esquelético, y en particular la
musculatura ocular, tienen grandes demandas de energia procedentes de la via oxidativa

y por tanto umbrales menores que otros, como la piel o la sangre. Asi pues, la presencia
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de una mutacion en una determinada proporcion en higado puede ser clinicamente
silente, mientras que la misma proporcion en musculo o cerebro puede dar lugar a
expresion fenotipica. Ademas, la vulnerabilidad metabdlica puede variar en el mismo
tejido con el tiempo y las demandas energéticas. Por ejemplo, la deplecién parcial de
ADNmt en musculo no produce expresion clinica los primeros meses de vida, pero
causa una miopatia cuando la alteracion del metabolismo oxidativo no puede hacer

frente al incremento de la demanda energética (Moraes CT, 1993).

1.4.4. Segregacion mitética.
La division de las mitocondrias y la replicacion del ADNmt son procesos

independientes del ciclo celular. Ademas, cuando la célula se divide, las mitocondrias se
distribuyen entre las células hijas al azar. Todo ello da lugar al fendmeno de
segregacion mitdtica. Segun este mecanismo, en un paciente con una mutacion
heteroplasmica, la proporcién de moléculas de ADNmt mutadas puede variar de un
tejido a otro, y en uno mismo a lo largo del tiempo. Esto puede significar que los
sintomas observados en el mismo puedan variar con el paso del tiempo y que la edad de
comienzo, para una misma alteracién, sea diferente de unos pacientes a otros. El
ejemplo maés claro de este fendmeno es el sindrome de Pearson. Los nifios con este
sindrome presentan una severa anemia y pancitopenia, con elevados niveles de ADNmt
delecionado en células sanguineas. Si éstos sobreviven al cuadro de anemias repetitivas,
desarrollan més tarde un sindrome de Kearns-Sayre, una encefalomiopatia muy grave
que se caracteriza por tener niveles aumentados de  ADNmt deleccionado en musculo,
pero niveles apenas indetectables en sangre (McShane, et al., 1991), posiblemente
debido a un fendmeno de seleccidén negativa contra las células que contienen altos
niveles de ADNmt mutado, y a que en tejidos postmitoticos, como el musculo y el

cerebro, el nimero de moléculas delecionadas tiende a aumentar con el paso del tiempo.

1.4.5. Herencia materna.
Durante la fertilizacion, practicamente todo el ADNmt que contiene el cigoto es

aportado por el ovulo. En general, una madre que lleve una mutacion en su ADNmt
puede transmitirla a su descendencia, pero Unicamente sus hijas la transmitiran a la

siguiente generacion. Sin embargo la dosis de ADNmt mutado que porte cada uno de
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sus ovulos puede variar ampliamente debido a un proceso de restriccion y amplificacion
conocido como “cuello de botella” mitocondrial (Chinnery and Turnbull, 2000). Segln
este mecanismo, durante una etapa temprana de la embriogénesis, en la formacién de la
linea germinal de la mujer, el numero de moléculas de ADNmt en cada oocito
disminuiria drasticamente, siguiendo posteriormente una amplificacién del ADNmt que
daria lugar a las 100.000 copias que existen en el oocito maduro. Existirian diversas
razones que justificarian la existencia de este “cuello de botella”; segiin Cree Yy
colaboradores, la carencia de histonas que protegerian la estructura del ADNmt, su
proximidad a la cadena respiratoria, fuente de radicales libres mutagénicos, asi como los
relativamente escasos mecanismos de reparacion del ADN presentes en las
mitocondrias, favoreceria el alto porcentaje de mutaciones en el ADN mitocondrial. El
“cuello de botella” permitiria una rapida segregacion de nuevos genotipos, los cuales, o
bien se perderian, o bien alcanzarian altos niveles, en el proceso de fecundacion. De esta
manera se facilitaria el proceso de eliminacion de mutaciones deletéreas, importante no
solo a nivel de la linea germinal femenina, sino también masculina, ya que mutaciones a
nivel del ADNmt podrian afectar a la motilidad espermaética, y por ende, a la capacidad
de fertilizacion. Mediante el “modelo biologico murino” postulado por Cree y
colaboradores se explicaria como el reparto de las moléculas de ADNmt entre las
distintas células antes y después de la implantacion, seguido por el proceso de
segregacion del ADNmt replicado entre las células germinales primordiales, seria el
responsable de las diferencias de porcentaje de ADNmt mutado entre Gvulos y la
descendencia. (Cree, et al., 2008).

Un estudio (Schwartz and Vissing, 2002), demostr6 que en determinadas circunstancias
una mutacion en el ADNmt puede ser heredada por via paterna, alcanzando en un tejido,
el musculo esquelético, el porcentaje suficiente para la manifestacion de la patologia.
Sin embargo, en trabajos posteriores, como el también llevado a cabo por Schwartz y
Vissing (Schwartz and Vissing, 2004), desarrollado en pacientes con miopatia
mitocondrial, no pudo concluirse que el fendmeno de herencia paterna del ADNmt
suceda a niveles significativos como para tenerlo en cuenta a nivel diagnéstico, o de

consejo genético.
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1.5. LA CADENA DE TRANSPORTE ELECTRONICO Y LA
FOSFORILACION OXIDATIVA.

El metabolismo mitocondrial tiene como funcién primordial la produccion de energia a
partir de la oxidacion aerébica de sustratos. El proceso oxidativo final esta acoplado a
una cadena de transporte electronico, o cadena respiratoria (CR), encargada de
transformar los potenciales de oxido-reduccién generados en energia, en forma de ATP,
mediante el acoplamiento a la fosforilacion oxidativa (Figura 2).

La glucolisis y el ciclo del &cido citrico generan una cantidad relativamente baja de
energia en forma de ATP. Sin embargo, seis pasos de deshidrogenacion (uno en la
glucolisis, otro en la reaccion de la piruvato deshidrogenasa y cuatro mas en el ciclo de
Krebs) reducen, en total, 10 moles de NAD" a NADH y dos moles de FAD a FADH,,
por mol de glucosa. La reoxidacion de estos equivalentes reductores genera la mayor
parte de la energia necesaria para la sintesis de ATP. La reoxidacion del NADH y
FADHj, tiene lugar en las células eucariotas, en un proceso en el que se producen
reacciones acopladas de oxidacion-reduccion, con el paso de electrones a traves de
transportadores electronicos integrados en la membrana interna mitocondrial. EI Gltimo
paso es la reduccién del O, a agua. La energia liberada en estos procesos se utiliza para
bombear protones desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana, y el gradiente
electroquimico generado es utilizado para la sintesis de ATP. La secuencia global de
transporte electronico es, por ello, exergonica. Un par de equivalentes reductores,
generados a partir de 1 mol de NADH, basta para dar origen a la sintesis acoplada de

unos 3 moles de ATP, a partir de ADP y P; mediante la fosforilacion oxidativa.
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Figura 2. Rutas metabdlicas en la mitocondria. Las espirales representan el conjunto de reacciones de
la B-oxidacidn, que conllevan a la formacidn de acetil-coenzima A (CoA) y la reduccidn de flavoproteina.
ADP: adenosin difosfato; ATP: adenosin trifosfato; ANT: transportador de nucledtidos de adenina;
CACT: carnitin acil-carnitin translocasa; CoQ: coenzima Q; CPT: carnitin palmitoil transferasa; DIC:
transportador de dicarboxilato; ETF: electron-transfer flavoproteina; ETF DH: electron-transfer
deshidrogenasa; FAD: flavin adenin dinucleétido; FADH,: flavin adenin dinucleétido reducido; NADH:
nicotinamida adenin dinucleétido reducido; PDHC: complejo piruvato deshidrogenasa; TCA: acido
tricarboxilico; I: complejo I; 1I: complejo II; I1I: complejo IlI; IV: complejo 1V; V: complejo V.
(DiMauro and Schon, 2003).

La cadena respiratoria mitocondrial estd constituida por cinco complejos enziméticos y
dos moléculas que actian a modo de nexos de unién o lanzadera (coenzima Q y
citocromo c), (Figura 3). Solo los tres primeros complejos (I, 11 y I1l) actian como
transportadores de electrones. EI complejo IV utiliza estos electrones para reducir el
oxigeno molecular (O,) a agua (H20). EI complejo V es la ATP sintetasa. Ademas, para
un perfecto funcionamiento de la cadena respiratoria mitocondrial es necesario un
funcionamiento adecuado de otras tres enzimas: dihidroorotato CoQ oxidorreductasa

(DHO-CoQO), flavoproteina transportadora de electrones CoQ oxidorreductasa (ETF-

Fernandez Moreira, D. 26



Introduccién

CoQO) vy el translocador de nucleotidos de adenina (ANT), encargado de exportar al
citosol el ATP sintetizado en la mitocondria, a la vez que introduce en la matriz ADP y
Pi.

/oo

[ TCACycle

Fumarale Succinate

MATRIX

INNER
MITOCHONDRIAL
MEMBRANE

INTERMEMBRANE
SPACE

Subunits Complex 1 Complex 11 Complex 111 Complex I'V Complex V
miDNA-encoded: 7 0 1 3 2
nDMNA=¢ncoded: 39 4 10 10 ~14

Figura 3. Esquema de la cadena respiratoria. Las subunidades codificadas por el ADN mitocondrial
(mtDNA) aparecen en rojo y las codificadas por el ADN nuclear (nDNA) en azul. Al tiempo que los
electrones fluyen a través de la cadena de transporte electrdnico, los protones son bombeados desde la
matriz al espacio intermembranal mediante los complejos I, 111, y IV. De ahi, los protones pasan de nuevo
a la matriz mitocondrial a través del complejo V, produciendo ATP. (DiMauro, 2004)

1.5.1. Complejo I: NADH- ubiquinona (CoQ) oxidoreductasa.

El complejo |1 (EC 1.6.5.3) constituye el primer paso en la cadena de transporte
electrénico. Su funcion es aceptar dos electrones procedentes del NADH y transferirlos,
a través de los transportadores electronicos que lo constituyen, a la ubiquinona
(coenzima Q). De forma acoplada se producira la translocacién de dos protones desde
la matriz mitocondrial al espacio intermembrana.

En humanos este complejo se encuentra constituido por 46 subunidades, siendo su peso
molecular de aproximadamente 980 kDa. Ademas, forman parte del mismo varios
componentes no proteicos como el flavin mononucleétido (FMN), varios nucleos de
hierro-azufre de naturaleza no heminica y fosfolipidos (Walker, 1995).

Mediante el uso de agentes caotropicos, el complejo | puede separarse en tres
fracciones: dos hidrofilicas, la fraccion flavoproteica y la fraccién de proteinas hierro-

azufre; y una fraccion hidrofdbica.
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La fraccion flavoproteica estd formada por las subunidades NDUFV1, NDUFV2 y
NDUFV3, todas ellas codificadas por genes nucleares. Comprende, ademas, el FMN y
seis &tomos de hierro (Chen and Guillory, 1981).

La fraccion de proteinas hierro-azufre esta formada por 9 polipéptidos, NDUFS1-
NDUFS8 Y NDUFA5, y contiene 9 6 10 atomos de hierro implicados en la
transferencia de electrones a la ubiquinona. La subunidad NDG6, codificada por el
ADNmMt, parece formar parte también de este fragmento (Chomyn, et al., 1986).

El resto de las proteinas forman parte de la fraccion hidrofobica: NDUFA1-NDUFA4,
NDUFA6-NDUFA10, NDUFAB1, NDUFB1-NDUFB10, NDUFC1 Y NDUFC2. Esta
fraccion contiene los centros hierro-azufre donadores de electrones a la ubiquinona. En
ella parecen encontrarse también el resto de subunidades codificadas por el ADNmt
(Ohnishi, 1998; Ragan, 1987).

1.5.2. Complejo I1: succinato CoQ oxidorreductasa.

Estd formado por cuatro polipéptidos, todos ellos codificados por el ADN nuclear.
Cataliza la oxidacion, en la matriz mitocondrial, de succinato a fumarato transfiriendo
los electrones al “pool” de ubiquinona (Ackrell BAC, 1992).

El complejo 11 se puede dividir en dos fracciones: una soluble, formada por la SDH, y
otra insoluble constituida por las proteinas que participan en el anclaje a la membrana.
La SDH estad formada por una subunidad flavoproteica, denominada SDHA, que
contiene los sitios de union del succinato y del flavin adenin dinucleétido (FAD), y una
subunidad hierro-azufre, SDHB, que contiene 3 nucleos de dichas caracteristicas
quimicas (Ackrell BAC, 1992). La fraccion insoluble estd formada por dos proteinas,
Ilamadas SDHC y SDHD, que contienen un grupo hemo cada una, los citocromos cybL

y cybS. Este complejo no transloca protones desde la matriz al espacio intermembrana.
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1.5.3. Complejo 111 (complejo bcl): ubiquinol (QH2) citocromo ¢

oxidorreductasa.

El complejo bcl es un dimero anclado a la membrana interna mitocondrial. El
monomero contiene 11 subunidades (denominadas I-XI), con un peso molecular total de
240 kDa. De estas subunidades, sélo una, el citocromo b (subunidad I11), se encuentra
codificada por el ADNmt. Las tres subunidades que forman el centro funcional del
complejo son: el citocromo c; (subunidad IV), que contiene un grupo hemo cy; la
proteina hierro-azufre de Rieske (subunidad V) y el citocromo b, que contiene dos
grupos hemo, bsg, (bH) y bsgs (bL). El resto de las subunidades son pequefias proteinas
que rodean el nucleo metaloproteico.

El complejo Il tiene como funcién primordial la transferencia de electrones del
ubiquinol al citocromo c, acoplada al bombeo de protones a través de la membrana

interna.

1.5.4. Complejo IV: citocromo c oxidasa (COX).

El complejo 1V cataliza la transferencia de cuatro electrones desde el citocromo c al
oxigeno molecular. La energia generada por la reaccion permite el bombeo de dos
protones desde la matriz al espacio intermembrana. El citocromo c cede los electrones al
centro activo del complejo, el cual contiene un grupo hierro-hemo asociado a un atomo
de cobre, y son utilizados para reducir el O, a dos moléculas de agua.

La citocromo oxidasa se encuentra anclada a la membrana interna en forma de dimero.
El mondémero esta formado por trece subunidades con un peso molecular total de 204
kDa. Las subunidades I, Il y Ill, codificadas por el ADNmt constituyen el centro
funcional del complejo. El resto de subunidades (IV, Va, Vb, Vla, VIb, Vlc, Vlla, VIIb,
Vllc y VIII) se encuentran rodeando al nucleo central, modulando la actividad del
complejo. EI complejo contiene ademas dos 4&tomos de hierro, tres atomos de cobre, un

atomo de zinc y otro de magnesio.
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1.5.5. Complejo V: FO-F1 ATP sintasa.

La ATP sintasa es una enzima funcionalmente reversible, capaz de sintetizar ATP,
utilizando la energia electroquimica producida durante la translocacion de protones en
la cadena de transporte electronico, y de hidrolizar ATP bombeando protones en contra
de gradiente. En humanos se han identificado 16 subunidades.

La ATP sintasa se puede dividir en dos fracciones: F1 o fraccion catalitica, soluble en
agua, cuya funcién es sintetizar ATP a partir de ADP y Pi; y fraccion FO, soluble
mediante detergentes, cuya funcion es transportar protones desde el espacio
intermembrana al interior de la matriz mitocondrial a fin de generar la energia necesaria
para que se libere el ATP sintetizado en la fraccion F1 (Loeffen, et al., 2000).

La fraccion F1 o catalitica esta constituida por cinco tipos diferentes de subunidades con
una proporcion estequiometrica: asPsyde. El resto de subunidades (a, b, ¢, d, e, f, g, F6,
ATPasa 8, A6L, la proteina que confiere sensibilidad a la oligomicina u OSCP vy el

factor de acoplamiento CF6) constituyen la fraccion FO.

Se ha observado en distintos organismos, desde bacterias a mamiferos, que los
complejos enzimaticos de la cadena respiratoria mitocondrial pueden agruparse en
estructuras supramoleculares, con distintas estequiometrias, llamados supercomplejos
(Schagger and Pfeiffer, 2000). Los supercomplejos formados por los complejos I, 11y
IV son también conocidos como respirasomas.

La formacion de estos supercomplejos, parece esencial para la estabilizacion y/o
ensamblaje de los distintos complejos OXPHOS (Acin-Perez, et al., 2004; Schagger, et
al., 2004; Vonck and Schafer, 2009).
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1.6. MITOCONDRIA'Y ENFERMEDAD.

Debido al papel central que desempefia la mitocondria en la fisiologia celular, con
numerosas Vvias metabolicas compartimentalizadas en su interior, la patologia
mitocondrial comprende un grupo heterogéneo de enfermedades bajo el punto de vista
clinico, bioquimico y genético, que pueden afectar a diferentes tejidos. Entre ellas, las
que cursan con un defecto en la capacidad de sintesis de ATP celular, con una
incidencia global considerable en la poblacion, se han denominado histéricamente
“enfermedades mitocondriales”, aunque el término podria aplicarse a cualquier
enfermedad causada por defectos en alguno de los numerosos procesos que suceden en
la mitocondria. Precisamente debido a esto, el término de “enfermedad mitocondrial”
podria redefinirse en un concepto mas amplio como el de “medicina mitocondrial”
(Zeviani and Carelli, 2007), englobando éste, un amplio grupo de entidades clinicas,
caracterizadas por alteraciones en la mitocondria en su funcion de produccion de
energia, generadora de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS), e iniciadora de procesos
apoptoticos. Todas estas funciones, interrelacionadas entre si, jugarian un papel
fundamental en la homeostasis tanto celular, como tisular. De esta manera, se podria
explicar la gran complejidad de las patologias mitocondriales, asi como la cada vez més
reconocida relevancia de las alteraciones mitocondriales en procesos de
neurodegeneracion y de envejecimiento celular.

Las patologias mitocondriales pueden afectar a un unico 6rgano, pero en general se
presentan como enfermedades multisistémicas, afectando a tejidos con alta demanda
energética, frecuentemente mdsculo y sistema nervioso. Por ello, las citopatias
mitocondriales causadas por fallos en la capacidad oxidativa cursan con un fenotipo
muy agresivo que ocasionan patologias muy graves, en general sindromes
neurodegenerativos asociados a encefalomiopatias. Se han descrito también alteraciones
de la funcion mitocondrial asociada a enfermedades neurodegenerativas de alta

incidencia como Alzheimer, Huntington y Parkinson.

Dado que en la biogénesis de la cadena respiratoria participan los dos sistemas
genéticos de la célula, las citopatias mitocondriales pueden estar ocasionadas por
mutaciones en el ADNmt o por mutaciones en genes nucleares. A dia de hoy, es quiza
éste, el punto de partida mas util a la hora de establecer una clasificacion con respecto a

las enfermedades mitocondriales.
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La primera mutacion en el ADNmt responsable de un grupo de encefalomiopatias fue
descrita en 1989 (Singh, et al., 1989) mientras que la primera alteracion en un gen
nuclear responsable de una enfermedad mitocondrial fue puesta de manifiesto unos afos
mas tarde, en 1995 (Bourgeron, et al., 1995). Actualmente, la busqueda e identificacion
de genes nucleares implicados en patologia mitocondrial es un campo en continua
expansion, habiéndose identificado recientemente varias mutaciones tanto en genes
estructurales de la cadena respiratoria, como en genes que codifican factores

reguladores de la biogénesis mitocondrial.

Como se ha apuntado anteriormente, las enfermedades mitocondriales pueden
clasificarse en funcién de la localizacién del defecto genético, esto es, a) como
enfermedades debidas a defectos en el ADNmt, que siguen una genética mitocondrial, y
b) enfermedades debidas a defectos en el ANDnN, que siguen una genética mendeliana
(Andreu and DiMauro, 2003; Debray, et al., 2008; Filosto and Mancuso, 2007).

1.6.1. Defectos en el ADN mitocondrial:
al. Reorganizaciones esporadicas.
Sindrome de Kearns-Sayre
Sindrome de Pearson
Diabetes y sordera
Oftalmoplejia Externa Progresiva (PEO)
a2. Mutaciones puntuales esporadicas.
Oftalmoplejia Externa Progresiva (PEO)
Encefalomiopatia mitocondrial con Acidosis Lactica y Accidentes Cerebro-Vasculares
(MELAS)
Intolerancia al ejercicio
Miopatia aislada
a3. Reorganizaciones de herencia materna.
Oftalmoplejia Externa Progresiva (PEO)
Sindrome multisistémico
a4. Mutaciones puntuales de herencia materna.
a4.1. Mutaciones en genes codificantes de proteinas estructurales.
Neuropatia Optica de Leber (LHON)
Neuropatia, Ataxia y Retinitis Pigmentosa (NARP)
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Sindrome de Leigh (LS)

a4.2. Mutaciones en genes codificantes de ARNt.
Epilepsia Mioclénica con Fibras Rojo-Rasgadas (MERRF)
MELAS

PEO

Cardiomiopatia y Miopatia (MIMyCa)

Diabetes y sordera

Sordera neurosensorial

Cardiomiopatia hipertréfica

Tubulopatia

a4.3. Mutaciones en genes codificantes de ARNTr.
Sordera no sindromica inducida por aminoglucdésidos

Cardiomiopatia hipertréfica

Dentro de este primer grupo, se han caracterizado un elevado nimero de mutaciones en
el ADNmt, que incluyen mas de 100 deleciones/reorganizaciones (en general
esporadicas), y mas de 50 mutaciones puntuales (de herencia materna) en genes que
codifican ARNs de transferencia, ARNs ribosomicos o proteinas (Servidei, 1999;
DiMauro, 2006).

Dichas alteraciones provocan una amplia variedad de sintomas que afectan
fundamentalmente a cerebro y musculo. Entre ellos hay que incluir epilepsia,
mioclonias, ataxia, hipotonias, atrofia Optica, sordera neurosensorial, trastornos
piramidales y extrapiramidales, miopatias y cardiopatias entre otros, sabiéndose desde
hace tiempo que estos sintomas son debidos a la presencia de altas proporciones de
ADNmt mutado en areas como corteza cerebral, cerebelo, nervio 6ptico, acustico,
ganglios basales, mesencéfalo, musculo o corazon. Las diferentes mutaciones del
ADNmMt tienen por tanto una gran variabilidad fenotipica y su expresion cerebral y
muscular puede producir una combinacién de todos los sintomas y signos ya
mencionados. Se pueden distinguir, no obstante, algunas enfermedades con entidad
clinica definida, entre las cuales se pueden mencionar la Oftalmoplejia Externa
Progresiva (PEO), consecuencia de deleciones unicas del ADNmt, el Sindrome de
Kearns-Sayre (KSS), el Sindrome de Pearson, la Neuropatia Optica Hereditaria de
Leber (LHON), la Neuropatia, Ataxia y Retinitis Pigmentosa (NARP), asociada

normalmente a mutaciones en el gen de la ATPasa6, el Sindrome de Leigh (LS), la
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Epilepsia Mioclénica con Fibras Rojo-Rasgadas (MERRF) y la Encefalomiopatia
mitocondrial con Acidosis Lactica y Accidentes Cerebro-Vasculares (MELAS), estas
dos Ultimas consecuencia de mutaciones en los genes codificantes de ARN de

SerlUCN) "o el ARNt *“(“YR) o la Sordera no sindrémica

transferencia, como el ARNt
inducida por aminoglucosidos (MtNSSND), ligada a mutaciones en genes codificantes
de ARN ribosomales, como la subunidad 12S, entre otras (Zeviani and Di Donato,

2004; DiMauro, 2006; Filosto and Mancuso, 2007).

1.6.2. Defectos en el ADN nuclear:
bl. Defectos en genes codificantes de proteinas estructurales de los complejos de la

cadena respiratoria mitocondrial.

Sindrome de Leigh (LS)

Cardiomiopatia

Paraganglioma

Sindrome multisistémico

b2. Defectos en genes codificantes de factores relacionados en el ensamblaje de los
complejos de la cadena respiratoria mitocondrial.

Sindrome de Leigh (LS)

Sindrome multisistémico

b3. Defectos a nivel de comunicacién intergenémica.
Oftalmoplejia Externa Progresiva autosdmica

Parkinsonismo

Encefalomiopatia neurogastrointestinal mitocondrial (MNGIE)
Sindrome multisistémico

Sindromes de deplecion del ADNmt

b4. Deficiencia de Coenzima Q1.

Encefalomiopatia

Encefalomiopatia con disfuncion renal

Ataxia con atrofia cerebelar

b5. Defectos en el entorno lipidico.

Sindrome de Barth

b6. Sindromes causados por defectos en procesos de modificacion de &acidos

ribonucleicos mitocondriales.
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Miopatia mitocondrial y anemia sideroblastica (MLASA)
b7. Defectos en la traduccion mitocondrial.

Sindrome de la mutacion MRPS16

b8. Defectos en la fusion o fision mitocondrial.

Atrofia optica autosdémica dominante (ADOA)

Aungue la mayoria de las proteinas asociadas a la cadena respiratoria mitocondrial estan
codificadas por genes nucleares, el nimero conocido de enfermedades causadas por
defectos en el ADN nuclear, es todavia hoy limitado (DiMauro, 2006; Filosto and
Mancuso, 2007).

Atendiendo a la clasificacion anteriormente mencionada, dentro de los casos de
mutaciones que implican a subunidades de los complejos de la cadena respiratoria, cabe
destacar aquellas que afectan a nivel estructural, dando lugar, entre otros, al Sindrome
de Leigh (mutaciones en el gen SDHA, p.ej), o las que afectan a genes del ensamblaje
como , como SURF1 (a nivel de la subunidad COX del complejo 1V), SCO2 (en casos
de cardioencefalomiopatia), SCO1 (en encefalomiopatia y disfuncion hepatica

neonatal)...

Se han identificados 9 genes nucleares implicados en la comunicacion intergendémica, es
decir, en el mantenimiento de la integridad y estabilidad del ADNmt y su replicacion,
cuyas alteraciones conducen a deleciones multiples o deplecion del mismo (Zeviani, et
al., 2003), el gen codificante para la subunidad catalitica de la gamma-polimerasa
POLG1 (Van Goethem, et al., 2001), implicado en cuadros de oftalmoplejia externa
progresiva autosémica dominante o recesiva (ad/ar PEO); el gen que codifica la
subunidad accesoria de la gamma-polimerasa POLG2 (ad PEO) (Longley, et al., 2006),
una helicasa mitocondrial (Twinkle , C100rf2) (Spelbrink, et al., 2001) el gen del
transportador de nucleétidos de adenina 1 ANT-1, actualmente renombrado como
SLC25A4 (solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; adenine nucleotide
translocator), member 4) (ad PEO) (Hudson, et al., 2006), el gen de la timidina
fosforilasa TYMP (asociado al sindrome MNGIE) (Hirano and DiMauro, 2001; Hirano,
et al., 2004); y los genes de la deoxiguanosina quinasa dGK (DGUOK) (Johansson and
Karlsson, 1996), SUCLA2 (succinate-CoA ligase, ADP-forming, beta subunit2)
(Chinnery, 2007), SUCLG1 (succinate-CoA ligase, alpha subunit) (Ostergaard, et al.,
2007), MPV17 (MpV17 mitochondrial inner membrane protein) (Spinazzola, et al.,
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2006) y la timidina quinasa 2 TK2 (Saada, et al., 2003) ( todos ellos asociados a
sindromes de deplecion mitocondrial).

En el déficit de Coenzima Q10, se ha observado una mutacién en el gen COQ2 (para-
hidroxibenzoato-poliprenil transferasa) en nifios de padres con una deficiencia primaria
severa de esta enzima (Quinzii, et al., 2006).

Otros genes a destacar, asociados a este grupo de alteraciones serian, el gen de la
tafazina (TAZ), responsable de un déficit de cardiolipina, caracteristico del Sindrome de
Barth; el gen de la pseudouridina sintasa 1 (PUS1), cuyas mutaciones dan lugar al
sindrome autosomico recesivo MLASA; el gen MRPS16 (mitochondrial ribosomal
protein S16), cuya mutacion tiene implicaciones en traduccién mitocondrial a nivel de
la subunidad 16S del ARN ribosomal y el gen OPAl(optic atrophy 1 (autosomal
dominant)), implicado en el control de la proliferacion mitocondrial y su distribucién
citoplasmatica, ademas de su implicacion en fusién mitocondrial, y cuyas mutaciones
son la causa de la atrofia 6ptica autosomica dominante (ADOA). Recientemente OPA1
se ha asociado a deleciones maltiples de ADN mitocondrial, lo que la define claramente
como patologia mitocondrial (Amati-Bonneau, et al.,, 2008; Hudson, et al., 2008;
Loiseau, et al., 2007).

1.7. COMPLEJO I: NADH-Ubiquinona oxidoreductasa.

La actividad del complejo I consiste en la deshidrogenacion de la molécula de NADH y
el transporte de electrones hasta el coenzima Q. Este sistema de transporte electronico
funciona de manera acoplada al sistema de translocacion protonica a través de la
membrana interna mitocondrial, creando asi un gradiente de protones cuyo potencial
energético es finalmente responsable de la produccién de ATP por accion de la ATP

sintetasa.
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NDUFVT *
NOUFV2 *
NDUFV3
NOUFS1 *
NDUFS2* 49
NDUFS3* 0
NOUFS4* 1
NDUFSS *
NDUFST *
NDUFSS *
NOUFA2
NOUFAS
NDUFAT ¢
NOUFA12
NDUFA13
SN NDUFB1 ,
NDUFA 1
NDUFB2
NDUFA3
NOUFB3
NDUFAG
NDUFBS
NOUFAS posdoal
NDUFAS rotstd®
NOUFA10
it NDUFB3
m:’_ NOUFB9
NDUFB10
NOUFC1 NOUEBT1
ND1* NDUFC2
ND2* 7)
ND3* ND4 *
NO4L ND5*

Figura 4. Representacion esquematica de las subunidades del complejo | humano y su topologia
dentro del complejo. Las subunidades homologas bovinas, aparecen en azul claro. Las subunidades
marcadas con * son aquellas en las que se han descrito mutaciones patdgenas causantes de deficiencia de
Complejo I. (Janssen, et al., 2006)

El complejo I humano (EC 1.6.5.3), es el mayor de los cinco complejos que constituyen
la cadena respiratoria mitocondrial, asi como uno de los dos puntos de entrada, siendo el
complejo Il (EC 1.3.5.1) el otro, del sistema OXPHOS.

Suponiendo que existe una copia de cada subunidad, del total de las 46 descritas para
esta holoenzima, su peso molecular es de, aproximadamente, 980kDa (Hirst, et al.,
2003).

Esta constituida por dos estructuras funcionales:

a) un brazo periférico catalitico, que penetra en la matriz mitocondrial y

b) un brazo de membrana responsable de la translocacion protonica, el cual se embebe
en la membrana interna mitocondrial. La estructura tridimensional del complejo | tanto
en E. coli, Neurospora crassa, Bos taurus, como en humanos, presenta esta
configuracion en forma de L (Figura 4).

Mediante el uso de detergentes caotropicos suaves el complejo | puede descomponerse
en 4 subcomplejos: la, I, IA y Iy (Carroll, et al., 2002; Carroll, et al., 2003; Sazanov, et
al., 2000).
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El subcomplejo la estaria formado por el brazo periférico (hidrofilico) junto con parte
del brazo de membrana (hidrofébico). Bajo condiciones ligeramente diferentes, éste
puede disociarse dando lugar al subcomplejo IA, conteniendo 15 subunidades,
incluyendo las 7 subunidades nucleares esenciales (NDUFV1, NDUFV2, NDUFS1,
NDUFS2, NDUFS3, NDUFS7 Y NDUFS8) junto con todos los cofactores redox (el
FMN vy los 8 centros hierro-azufre). El subcomplejo If corresponderia a la parte
principal del brazo de membrana; esta constituido por 12 subunidades, conteniendo la
mayor parte de las helices transmembranales de todos los subcomplejos. Existen
subunidades que no quedarian englobadas en ninguno de los subcomplejos la, 1B, y que
conforman el subcomplejo Iy.

Para la correcta estabilizacion, asi como la activacion del complejo |, se ha comprobado
la importancia de componentes constitutivos de naturaleza lipidica, mediante el
desarrollo de un método de preparacion de complejo | totalmente activo, obtenido a
partir de extractos mitocondriales de tejido cardiaco bovino (Hirst, et al., 2003). De
entre las sustancias de naturaleza fosfolipidica relevantes, cabria destacar la
cardiolipina, necesaria para la integridad del complejo, asi como, probablemente, su
funcionalidad, o las interacciones con fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina, esenciales

para la actividad catalitica del mismo (Sharpley, et al., 2006).

El complejo I, en humanos, estd formado por al menos 39 proteinas estructurales
diferentes, codificadas por el genoma nuclear y 7 subunidades codificadas por el
DNAmt (ND1-6 y NDA4L); éstas ultimas son todas de naturaleza hidrofébica, y junto
con unas, aproximadamente, 20 proteinas integrales de membrana, conforman el brazo
de membrana de la enzima, contribuyendo a méas de 60 segmentos transmembranales
(Potluri, et al., 2004) (Tabla 1).

De las 39 subunidades codificadas nuclearmente, 18 presentan secuencias de “diana”
mitocondrial (MTSs o mitochondrial targeting sequences); las 20 restantes (dado que
una de ellas todavia no estd claramente caracterizada) carecen de estas secuencias
precursoras de importacion, internalizandose de alguna manera, mediante un sistema de
sefializacion interna de la proteina madura.

Dentro de estas subunidades, se conocen algunas que llevan ligadas mecanismos post-
traduccionales de fosforilacion. Este hecho es de especial relevancia si se tiene en
cuenta que la fosforilacion reversible de subunidades del complejo | esta intimamente

implicada en la regulacion de la actividad enzimatica del complejo, y muy posiblemente
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actue afectando a nivel de la transferencia electronica, asi como a la produccion de
superoxido (Schilling, et al., 2005).

Dos de las subunidades fosforiladas identificadas, y que conforman los sitios de
fosforilacion AMPc dependientes, de la proteina (Kennelly and Krebs, 1991), son la
subunidad de 18 kDa ESSS (NDUFB11), cuyo sitio de fosforilacion se ubica en el
residuo serina-20, y la subunidad MWFE (NDUFAL), con el sitio de fosforilacion
ubicado en el residuo serina-55 (Chen, et al., 2004). La tercera subunidad fosforilada
identificada, es la subunidad de 42 kDa (NDUFAL0), con sitio de fosforilacion en
serina-59, localizada en el brazo de membrana; a diferencia de las otras dos, ésta parece
estar fosforilada cuando se aisla directamente de la mitocondria (Schulenberg, et al.,
2003; Schilling, et al., 2005).

Por otro lado, varios componentes del complejo no son de naturaleza protéica como el
flavin mononucleotido (FMN), varios nacleos de hierro-azufre de naturaleza no hémica
y fosfolipidos (Walker, 1995). Los nulcleos transportadores electronicos de este
complejo incluyen la molécula de FMN vy seis centros hierro-azufre denominados N-1a,
N-1b, N-2, N-3, N-4 y N-5 (Ohnishi, 1998).

En Escherichia coli, el complejo | esta formado por 14 polipéptidos (subunidades Nuo)
(Weidner, et al., 1993). Siete son homologos a los genes de mamiferos localizados en el
mtDNA vy el resto tienen su homologia en mamiferos, NDUFV1, NDUFV2, NDUFS1,
NDUFS2, NDUFS3, NDUFS7 Y NDUFS8 vy por tanto parecen ser esenciales para el
funcionamiento de este complejo (“core subunits™). Es esta la razén por la que se han
convertido en genes diana para el estudio de pacientes con déficits aislados del

complejo I.
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MASA
) HOMOLOGO ) MOLECULAR de
HOMOLOGO . HOMOLOGO
SUBCOMPLEJO Neurospora proteina
BOVINO n E.coli
crassa madura
(kDa) ¢

Nuo N

Nuo M

ot _____

Nuo L

AURACNN EEC E— U I —

NDUFV2 24kDa 24kDa Nuo E

NoURS _____
Noust _____

49kDa 49kDa Nuo CD

18kDa(AQDQ) 21kDa

13kDa 28,7kDa

NOUS? _____

21,3kDa Nuo |

NDUFA1 MWFE 9,8kDa

9,3kDa

29,9kDa

NDUFA7 B14,5a

NOUAS _____

39kDa 40kDa

NDUFA11 B14,7 21,3kDa

ot -----

(DAB13)
NDUFA13
B16,6 Ortélogo previsto® 6,6
(GRIM-19)
NDUFB1 MNLL
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m B12 g 11,3
_ B15 laYIp Ortélogo previsto© 15,1
m SGDH 1B 17
B17 I 15,4
B18 B Ortélogo previsto© 16,3
ASHI I 19kDa 18,8
B22 B Ortélogo previsto© 21,7
PDSW 1B 12,3kDa 20,7
ESSS B Ortélogo previsto© 17,3
(NP17.3)
[
SDAP loY IB 9,6kDa 10,2
KFYI Iy 5,9
B14,5b 1B 14,2
_ (10,6kDa) ??7??

Tabla 1. Composicién de las subunidades del complejo I. Modificada de Janssen (Janssen, et al., 2006)
®Distribucién de las subunidades en los subcomplejos segdn (Carroll, et al., 2003)

®Segtin (Videira and Duarte, 2002)

‘Ortologos previstos segin (Gabaldon, et al., 2005)

YMasas moleculares segiin Murray (Murray, et al., 2003), excepto para NDUFC1, ND4L, ND6, y el
homologo en humano de la, todavia sin caracterizar, proteina 10,6kDa.

El déficit aislado de complejo | es la causa mas frecuente de las encefalomiopatias
mitocondriales (Robinson, 1998; Smeitink, et al., 2001b). Supone méas de un tercio de
todos los casos conocidos de déficits de cadena respiratoria mitocondrial (von Kleist-
Retzow, et al., 1998; Kirby, et al., 1999) estando asociado a una amplia variedad de
sintomas clinicos, desde alteraciones neuroldgicas, tales como el sindrome de Leigh
(Morris, et al., 1996), hasta cardiomiopatias, miopatias o fallo hepatico.

En los dltimos afios se han descrito diversas mutaciones patogénicas en nueve de los
genes nucleares estructurales del complejo I. Estos genes (NDUFS1, NDUFS2,
NDUFS3, NDUFS4 , NDUFS6, NDUFS7, NDUFS8, NDUFV1, y NDUFV2 , NDUFA2
(Benit, et al., 2001; Loeffen, et al., 2001; Benit, et al., 2004; van den Heuvel, et al.,
1998; Kirby, et al., 2004; Triepels, et al., 1999b; Loeffen, et al., 1998b; Schuelke, et al.,
1999; Benit, et al., 2003; Hoefs, et al., 2008), se encuentran altamente conservados
evolutivamente hablando, poseyendo, ademas, un papel primordial en la actividad
catalitica del complejo.

El debut de los sintomas en esta deficiencia puede ocurrir en los primeros momentos de

la vida, en la infancia temprana, o en la etapa adulta.
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En el primer caso suele manifestarse por una disfuncion cerebral, en ocasiones
acompafiada de anomalias en otros tejidos de alto requerimiento energético, como el
musculo esquelético y el corazon. El cuadro clinico mas frecuente es el sindrome de
Leigh (Morris, et al., 1996) . Los criterios diagndsticos para la definicion este sindrome

fueron definidos por Rahman et al., en 1996 (Rahman, et al., 1996):

- Dafio neuroldgico progresivo con retraso del desarrollo motor e intelectual.

- Signos y sintomas de lesiones en tallo cerebral y/o en los ganglios basales.

- Aumento de la concentracion de lactato en sangre y/o en liquido cefalorraquideo
(LCR).

La acidosis lactica es habitual si bien no es una caracteristica definitoria. Suele ser mas
frecuente en LCR que en suero. Los aminoacidos plasmaticos pueden presentar una
concentracion de alanina elevada.

Hallazgos caracteristicos en el examen neuropatoldgico, o bien, si este no se ha
realizado, lesiones simétricas bilaterales en los ganglios de la base, a nivel de imagen

neurorradioldgica.

Ademas del sindrome de Leigh, se utiliza la terminologia sindrome de Leigh-like en
aquellos individuos con hallazgos clinicos sugestivos del sindrome de Leigh pero que

no se ajustan de manera completa a los criterios del primero.

Unicamente un porcentaje minoritario de los casos de deficiencia enzimatica del
complejo 1, se han asociado con mutaciones en los genes anteriormente mencionados, 1o
cual pareceria sugerir que las causas moleculares de las enfermedades asociadas a este
déficit, podrian encontrarse en otras subunidades o factores implicados en el
ensamblaje, la regulacidn catalitica o el mantenimiento del complejo I.

En 2005, se describio el primer caso de una mutacion en una chaperona (B17.2L)
implicada en el ensamblaje del complejo I, en un paciente con encefalopatia progresiva
(Ogilvie, et al., 2005), lo cual pareceria apoyar la teoria previamente sugerida.

Este grupo de proteinas participan en el proceso de ensamblaje del complejo I pero no
forman parte de la estructura final del enzima. Se han descrito mutaciones patogénicas,
algunas muy recientemente, en seis genes humanos: NDUFAF1 (CIA30) (Dunning, et
al., 2007), NDUFAF2 (NDUFA12L) (Ogilvie, et al., 2005), NDUFAF4 (C60RF66),
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C80ORF38, C200RF7(Sugiana, et al., 2008) y NDUFAF3 (C30RF60) (Saada, et al.,
2009).

La primera mutacion fue detectada en un paciente con encefalopatia progresiva y
anomalias en el ensamblaje del complejo | en el gen NDUFA12L, un ortélogo de la
subunidad estructural NDUFA12. NDUFA12L se asocia con un intermediario de
subensamblaje de ~830kDa del complejo I, que se halla habitualmente presente en
pacientes con mutaciones en NDUFV1, NDUFS4, y NDUFS6. Otras mutaciones se han
identificado en pacientes con cardiomioencefalopatia (NDUFAF1), encefalopatia
infantil mitocondrial o cardiomiopatia antenatal (C60RF66) (Saada, et al., 2008) y
sindrome de Leigh (CBORF38) (Pagliarini, et al., 2008).

Ademas, estudios realizados anteriormente en cohortes de pacientes con déficit aislado
de complejo I, mostraron una mayor prevalencia en la poblacion masculina, pudiendo
indicar esto una posible relacion causal con mutaciones en genes estructurales del
complejo, codificados a nivel del cromosoma sexual X (Robinson, 1998; Kirby, et al.,
1999; Loeffen, et al., 1998a; Wittig, et al., 2001).

Sin embargo, hasta ahora no se habian descrito mutaciones en ninguno de los dos genes

conocidos del complejo I ligados al cromosoma X, NDUFAL y NDUFB11.

1.8. NDUFAl1 y NDUFB11.

1.8.1. NDUFAL.

En 1996 Zhuchenko y col. (Zhuchenko, et al., 1996) aislaron y localizaron el gen
NDUFAL, dentro del brazo largo del cromosoma X, (Xq24). Este pequefio gen posee un
tamafio de 7,5kb, presentando dos regiones intrénicas de 1,5y 3 kb, y tres regiones
exonicas (Figura 5). Codifica una pequefia proteina integral de membrana, englobada
dentro del subcomplejo Io, llamada NDUFA1 6 MWFE, nombrada asi por sus cuatro
primeros aminoacidos (metionina, triptéfano, fenilalanina y acido glutdmico).

Se cree que la presencia de esta proteina es fundamental para la sintesis de las
subunidades mitocondriales ND, y su incorporacion dentro del complejo (Yadava, et al.,
2002; Yadava, et al., 2004). Esta se encuentra altamente conservada en diversas
especies de mamiferos y vertebrados, habiéndose descrito ortélogos tanto en hongos

como en plantas superiores (Gabaldon, et al., 2005).
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La proteina MWFE se ha demostrado que juega un papel fundamental a nivel de la ruta
de ensamblaje y funcion del complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial, tanto en
hongos como en mamiferos (Au, et al., 1999; Yadava, et al., 2002; Yadava, et al., 2004;
Marques, et al., 2003).

No. Exon/intron Start End Length Sequence
¥ upsiream - - e acgtcactccacgtt
sequence aAaagacactga ct ctotottgtgoectage
1 ENSE00001455228 118,889,762 118,890,004 243 AGATTCCGTCGCT TCT TCCGGAGCCGTACGTGGCACCGCCCCOrTCGCGEEOGGOCGCGE

AAMG
Iniron 1-2 113,890,005 118891204 1290 gt t ctecacgggetgattteegaaaa. - o oo o ..
.......... tgggtcactcacttttataaactgcaacaataattgtctcttatttgaag
2 ENSE00000854502 118,891,295 118,891,384 90 GAAAAAAGGGTTGCTCATTTTGGGTATCACTGGAGTCTGATGGAAAGAGATAGGCGCATC

TCTGGAGTTGATCGTTACTATGTGTCAAAG

Iniron 2-3 118,891,385 118,894,504 3,120 gtaagatgccactctgat ttt tgaggtgggttct

3 ENSE00001455224 118,894,505 118,894,624 120 GGTTTGEAGAACATTGATTAAGGAAGCAT T I TCCTGATTGATGAARAAAATAACTCAGTT
ATEECCATCTACCCCTGCTAGAAGE T TACAGTGTAT TATGTAGCATGCAATETGTTATGT

F downsiream - - - agtgcttaataaaaa ‘taaaat: gcatttctttittttaaatatgttacacaa
sequence aatcaagcaatctacccaatgtagtCittatCACtEABAM . v mr v e e annn s

Figura. 5. Secuencia del gen NDUFAL. Los exones aparecen en mayusculas: en negro las regiones
codificante y en morado las regiones UTR (UnTranslated Region). Los intrones y secuencias
flanqueantes aparecen en minusculas: en azul los intrones y en verde las secuencias flanqueantes 3y 5°.
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSG00000125356;r=X:1188897
62-118894624;t=ENST00000371437)

1.8.2. NDUFB11.

Posteriormente al descubrimiento del gen NDUFAL, como Unico gen conocido hasta
entonces, ligado al cromosoma X, dentro del complejo I, hubo de afiadirse una nueva
subunidad, la ESSS, codificada por el gen NDUFB11 e igual que la anterior, ligada al

mismo cromosoma (Xp11.3) (Figura 6).
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La proteina ESSS es una proteina integral de membrana, localizada en el subcomplejo
B, segun describieron Walker y colaboradores (Carroll, et al., 2003; Hirst, et al., 2003).
Se ha demostrado la esencialidad de esta proteina tanto a nivel de ensamblaje como de
actividad, para el complejo I, al no detectarse niveles del mismo, mediante técnicas de
BN-PAGE, en ausencia de la proteina, asi como al observarse ausencia de respiracion
rotenona-sensible, medida mediante técnicas polarogréaficas (Scheffler, et al., 2004).

No_ Exon / Infron Start End Length Sequence
5 upsiream sequence - - — e eeeeaaan attgcaccaacccectocogttoogogeatotocooccgacee
gaagt cetctacgt tacct c
1 ENSE00001475208 46,888,816 46,889 847 1,032 GACCAGCETCGACGCTCACCTTCTCGGCCCEGGCTETCAAGGAAGGGCTCCCAGACATCA
CCTCTECCC6CC6CCACCTCCTCCARCTCTCCCAGCTCAGCCGEAGCCGRAGOGCGCAAC
AACCAAGTCCGAGACTY AGAT( AGOGCCAAGCGOGCTGCCC

TCCCAGGGAAACTCACTGCCGCCTACTCCCAGCORGCCACAGTCACCAGCTCAAAATGGE
GACGACGAGAAGGGAGTCEECECTCCGACCACCATCCACCTACTAAMGGAAMGCGCGCTCTG
GCCEECCCCEECGATTEETCACCGCCCGCT AGCCCTEGCCTCCTCTGATTGEE
ARGCECTEECCACCTCCCCACACCCCTTECGAACGCTCCCCTAGTGRAGAAAMGGRGTAG
CTATTAGCCAATTCGECAGGECCCGCTTTTTAGAAGCT TGATTTCCTTTGAAGATGAAAG
ACTAGCGGAAGCTCTGCCTCT T T CCCCAGTGEEOGAGGGAACTOGGGGCGATTGECTGEG
AACTETATCCACCCAAATGTCACCGATTTCT TCCTATGCAGGARATGAGCAGARCCCATCA
ATAAGAAATTTCTCAGCCTGECCGAAAATGETTEHCCCCACGAAGCCACGACAACTGGAG
GCAAAGAGGGTTGCTCARCGCCCCGCCTCATTGEAAAACCAAATCAGATCTGEGACCTAT
ATAGCETEECEEAGGCGEEECGATGAT TG TCGCECTCGCACCCACTGCAGCTEGCACAG
TCECATTTCTTTCCCCECCCCTEAGACCCTECAGCACCATCTETCATGECGGCTGGGCTG
TTTEETTTGAGCGCTCECCETCTTTITEECEECAGCGECGACGEGAGGECTCCOGGLCGCC
CECETCCECTEEGAATCTAGCTTCTCCAGGACTGIGETCGCCCOGTCCGCTGTGECGEEA
ARGCEECCCCCAGRACCGACCACACCETGECARGAGGACCCAGAACCCGAGGACGARRRC

TTGTATGAGAAG
Inron 1-2 46,587,085 46,888,515 1,726 gt agtggggacggaacccogaaggyg- - - v---- -
_________ aggctttagt: cattgacctctatttctccacag
2 ENSE00001432338 46,886,957 46,887,087 13 AACCCAGACTCCCATGGTTATGACAAGGACCCCGT T T TGGACGTCTGGAACATGCGACTT
GTCTTCTTCTTTGGCGTCTCCATCATCCTGETCCT TGGCAGCACCT TTGTGGOCTATCTG
CCTGACTACAG
Intron 2-3 46,886,784 46,886,956 173 gtgcacagggtgt gggatgggtaagaggcagaggeaggga- - - - - - - - - -
__________ ggtatcagttgaggctcectcacgtctaccectgetatttgeactaccag
3 ENSE00000978832 46,886,559 46,886,763 225 GATGAAAGAGTGGTCCCGCCGCGAAGCTGAGAGGCTTGTGAAATACCGAGAGGCCAATGG

CCTTCCCATCATGGAATCCAACTGCTTCGACCCCAGCAAGATCCAGCTGCCAGAGGATGA
GrGACCAGTTGCTAAGTGEEECTCAAGAAGCACOGCCT TCCCCACCCCCTGCCTGCCATT
CrGACCTCTTCTCAGAGCACCTAATTAAAGGGGCTGAARGTCTGA

- 3 downsiream sequence - - - ctcgctagtgttgattgtgtigt atggoatgggggtat ttaaa
agggctgctgcaacctteecbggatattobggehgtatat . me e i e e e e e e na s

Figura. 6. Secuencia del gen NDUFB11.Los exones aparecen en mayusculas: en negro las regiones
codificantes y en morado las regiones UTR (UnTranslated Region). Los intrones y secuencias
flanqueantes aparecen en minusculas: en azul los intrones y en verde las secuencias flanqueantes 3’y 5.
(http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSG00000147123;r=X:4688655
9-46889847;t=ENST00000377811)

Fernandez Moreira, D. 45



Hipotesis de Trabajo y Objetivos

HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

Fernandez Moreira, D.



Hipotesis de Trabajo y Objetivos

I1. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS.

2.1. HIPOTESIS DE TRABAJO.

El déficit de complejo | mitocondrial podria estar asociado a mutaciones en genes

codificantes de subunidades no estructurales o “accesorias”.

La hipotesis de partida se fundamenta en el hecho de que un porcentaje minoritario de
los casos de deficiencia enzimética del complejo | se han asociado con mutaciones en
los genes estructurales o esenciales de este complejo. Este dato sugiere que las causas
moleculares de las enfermedades asociadas a este déficit podrian encontrarse en otras
subunidades o factores implicados en el ensamblaje, la regulacion catalitica o el

mantenimiento del complejo I.

Esta hipotesis se fundamenta en los siguientes hallazgos:

1. En el afio 2005, se describio el primer caso de una mutacion en una chaperona
(B17.2L) implicada en el ensamblaje del complejo I, en un paciente con encefalopatia

progresiva (Ogilvie, et al., 2005).

2. Estudios realizados anteriormente en cohortes de pacientes con déficit aislado de
complejo I, mostraron una mayor prevalencia en la poblacion masculina, lo que puede
indicar una posible relacion causal con mutaciones en genes estructurales del complejo
codificados en el cromosoma sexual X (Robinson, 1998; Kirby, et al., 1999; Loeffen,
et al., 1998a; Wittig, et al., 2001).

3. La relevancia funcional de ciertos genes “no estructurales” para la actividad,
fosforilacion, ensamblaje y estabilidad del complejo | (Au, et al., 1999; Yadava, et al.,
2002; Yadava, et al., 2004; Marques, et al., 2003; Chen, et al., 2004; Yadava, et al.,
2008).
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2.2. OBJETIVOS.

El objetivo global de este trabajo ha sido investigar posibles mutaciones en los genes
ligados al cromosoma X, NDUFA1 y NDUFB11, asociadas a alteraciones primarias del

proceso de la fosforilacion oxidativa.

Para ello planteamos los siguientes objetivos especificos:

1. Determinacion bioquimica, de la cadena respiratoria mitocondrial, para el cribado de
pacientes con deficiencia de actividad enzimatica del complejo 1.

2. Andlisis molecular del/de los genes portadores de la/las posibles mutaciones
encontradas.

3. Estudio de los efectos sobre la funcionalidad, a nivel de la subunidad afectada, de las
mutaciones identificadas.

4. Afectacion de la integridad y expresion tanto del complejo I, como del resto de
complejos respiratorios mitocondriales, como consecuencia de las mutaciones.

5. Analisis de los efectos de las mutaciones sobre el ensamblaje y/o estabilizacion del

complejo I mitocondrial.
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I1l. MATERIAL Y METODOS.

3.1. PACIENTES Y CONTROLES.

Para el desarrollo del estudio, se incluyeron veintiséis pacientes (12 nifias y 14 nifios)
con deficiencia aislada del complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial, cuyo
diagnostico se realizd mediante la medida de la actividad enzimatica de los complejos
de la CRM en tejido muscular esquelético. Se obtuvo el consentimiento escrito de todos
ellos, siendo aprobado el trabajo por el Comité Etico Institucional del Hospital 12 de
Octubre (Madrid), en consonancia con la Declaracion de Helsinki para la Investigacion

en Humanos.

Dado que las mutaciones en el genoma mitocondrial pueden ser de naturaleza
esporéddica o producirse de novo, se descartaron, mediante el empleo de métodos
establecidos, la presencia de las mutaciones mas frecuentes y relevantes del ADN
mitocondrial (ADNmt) relacionadas con encefalopatias progresivas variables y déficit
del complejo I, tales como las mutaciones puntuales A3243G, T9176C, T3271C,
A8344G, T8993G/C, reagrupamientos, como deleciones unicas y multiples, y deplecion
del ADNmt.

Asi mismo, se secuenciaron genes asociados al complejo | de la cadena respiratoria,
tales como los 7 genes codificados a nivel mitocondrial, del complejo 1 (ND1, ND2,
ND3, ND4, ND4L, ND5 y ND6), 9 genes codificados por ADN nuclear (NDUFV1,
NDUFS1,NDUFS2, NDUFS3, NDUFS4, NDUFS7, NDUFS8, y NDUFABL), asi como
el factor de ensamblaje del complejo, NDUFAF1 (también conocido como CIA30).

A excepcion de un caso previamente descrito y publicado, en el que se identific6 una
mutacion en el gen NDUFS1 (Martin, et al., 2005), no se encontré ninguna otra

mutacion patogénica en la serie de pacientes estudiados.
Para los estudios genéticos-moleculares se estudiaron 200 sujetos controles sanos (400

alelos) con el mismo origen étnico, mediante PCR y analisis de restriccién de los

fragmentos de longitud polimorfica (PCR-RFLP) para descartar mutaciones en la
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poblacién sana. Para los estudios protedmicos se emplearon como controles, cultivos de

fibroblastos procedentes de cuatro individuos sanos.

3.2. CASOS CLINICOS.

Paciente A

Varon concebido mediante fertilizacion “in vitro”, en el la cual el 6vulo fue aportado
por la madre, mientras que los gametos masculinos fueron aportados por un donante
anonimo procedente de banco de esperma. El paciente presento, tras un embarazo y
parto normal, un peso de 3.210 g. A los 4 meses de edad se le identificaron los primeros
signos de retraso en el desarrollo. A la edad de 7 meses comenzd a desarrollar un cuadro
de hipotonia axial, nistagmo vertical, coreoatetosis generalizada y reflejos
osteotendinosos disminuidos. En la imagen de la Resonancia Magnética Cerebral se
evidenciaron lesiones a nivel del tdlamo, pedinculos cerebrales y tallo cerebral. La
exploracién cardioldgica asi como oftalmoldgica, no revelaron datos anormales. Los
analisis bioquimicos de laboratorio mostraron aumento de acido lactico sérico 32mg/dl
(valores de referencia < 20mg/dl). Los resultados neurofisiolégicos de la
electromiografia y de las velocidades de conduccidn nerviosa resultaron normales. Se le
realiza una biopsia muscular en la que no se muestran alteraciones histomorfoldgicas.
Se obtuvo una biopsia de piel, en cuyos fibroblastos se determiné la actividad piruvato
deshidrogenasa, obteniéndose valores dentro de la normalidad. A partir de los 13 meses
se produjoé un deterioro progresivo, desarrollando un patron respiratorio anormal,
conducente, durante el transcurso de una infeccion respiratoria, a una insuficiencia
respiratoria, requiriendo de ventilacion asistida. El paciente finalmente fallecié de
parada cardiorrespiratoria a los 14 meses de edad.

Su hermano mayor, fue producto de una gestacion con un padre bioldgico distinto. El
embarazo y el parto no tuvieron complicaciones. Su peso al nacer fue de 3200g. A los 9
meses de edad, empez6 a mostrar signos de retraso psicomotor. A partir de los 12 meses
mostrd alteraciones extrapiramidales con afectacion mayoritaria de las extremidades
superiores. Fue ingresado a los 19 meses con un cuadro de coreoatetosis e hipotonia
generalizada. Se le practicd una Resonancia Magnética Cerebral, observandose lesiones
bilaterales a nivel de ganglios basales, putamen y caudado, asi como lesiones en el tallo
encefalico. Los parametros bioquimicos séricos habituales mostraron valores normales,

aunque no se determinaron niveles de lactato. El estado del paciente empeoré
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gravemente tras una infeccion respiratoria, falleciendo a los 19 meses de edad como
consecuencia de un fallo cardiorrespiratorio.
La historia familiar mostré la existencia de 3 hermanos en la rama materna que

fallecieron como consecuencia de una enfermedad desconocida.

Paciente B

Varon nacido de padres no consanguineos sanos. A los 6 meses presentd un retraso
psicomotor evidente, que le incapacité para andar sin apoyo hasta la edad de 4 afios,
cuando comenzo6 a caminar con ayuda, y un retraso importante en el desarrollo de las
habilidades del lenguaje. A los 3 afios de edad presentd un cuadro generalizado de
hipotonia. A los 6 afios se le practico una biopsia muscular, la cudl no mostrd
alteraciones histoquimicas ni morfoldgicas resefiables. A los 9 afios desarrollé un
cuadro de epilepsia miocldnica, que fué tratado con levetiracetam; la exploracién
neuroldgica a esta edad reveld hipotonia global, presencia de reflejos osteotendinosos
exaltados en las cuatro extremidades. Los valores de laboratorio, incluyendo los niveles
séricos de lactato, piruvato y amonio, se encontraron dentro de los limites normales.

Los resultados obtenidos en el estudio de los potenciales auditivos de tronco sugirieron
un defecto en la conduccion del sistema auditivo, a nivel del puente y mesencéfalo. La
Resonancia Magnética cerebral mostro signos de atrofia cerebelosa con alteraciones de
sefial en los ndcleos dentados y sin alteraciones acompafiantes de estructuras
supratentoriales ni del tronco encefalico. El estudio poligrafico de siesta revel6 una
actividad de fondo con ritmos fisiolégicos de vigilia, descargas epileptiformes de ondas
en polipunta, con una distribucion en las reacciones posteriores de ambos hemisferios o
generalizada. El electroretinograma no mostro resultados anormales.

El paciente tiene actualmente 10 afios y su evolucion clinica permanece estable.

La historia familiar destaca por una hermana asintomatica y un antecedente de aborto en

la madre.
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3.3. METODOS.

3.3.1. Estudio de las Actividades Enzimaticas de los Complejos de la Cadena

Respiratoria Mitocondrial.

Para la medida de las actividades enziméticas de los distintos complejos de la cadena
respiratoria mitocondrial, en homogenado muscular y cultivo de fibroblastos de piel, se
emplearon métodos previamente descritos (Martinez, et al., 2001; Smeitink, et al.,
2001a; Martin, et al., 2005; van den Heuvel, et al., 1998).

Los valores obtenidos, se expresaron relativos a la actividad de la citrato sintasa, para el
masculo, y de las actividades de la citocromo ¢ oxidasa (COX) o de la citrato sintasa, en
el caso de los fibroblastos.

Para musculo esquelético:

Se parti6 de 20-30 mg de tejido que fue homogeneizado en 15 volumenes de tampon
fosfato 20 mM pH= 7 en un homogenizador manual de vidrio. La fraccion rica en
mitocondrias se obtuvo centrifugando este homogenado a 800 x g, a 4 °C, durante 10
minutos y recogiendo el sobrenadante con pipeta Pasteur, situandolo inmediatamente en
un recipiente con hielo para evitar la degradacion enzimatica.

La actividad de las enzimas de la cadena respiratoria mitocondrial fue estudiada
mediante técnicas cinético-colorimétricas, segun técnicas descritas con modificaciones
(DiMauro, et al., 1987), en un espectrofotometro DU-68 (Beckman Instrument) con el
software incorporado para la medida de reacciones cinéticas.

El complejo | (NADH CoQ); oxidoreductasa sensible a rotenona) se determind mediante
el seguimiento de oxidacion del NADH a 340 nm en tampén fosfato 20 mM pH=8,
NADH 0.2 mM, NaN3 1 mM, BSA-EDTA 0.1% y CoQ; 200 uM. La reaccién fue
inhibida al 80% tras afiadir rotenona S5uM.

El complejo Il (succinato deshidrogenasa) se determind monitorizando la oxidacion del
succinato (32 mM) a 600 nm, en un tampo6n fosfato 50 mM pH=7, KCN 1.5 mM vy
CoQ: 50 uM, en presencia de un aceptor artificial de electrones, el 2,6 diclorofenol-
indofenol 0.1 mM.
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El complejo 111 (Decilubiquinol citocromo ¢ oxidorreductasa), sensible a antimicina, fue
medido observando la produccion de citocromo ¢ reducido a 550 nm, en una mezcla de
tampén fosfato 50 mM pH=7.5, NaN; 2 mM, BSA-EDTA 0.1%, citocromo c 1 mM y
50 uM de decilubiquinol (DBH). La reaccion fue inhibida en mas de un 90% con 10
puL de antimicina A (1 mg/mL en etanol al 50%). EI DBH2 se obtuvo mediante
reduccion de decilubiquinona comercial (DB) en presencia de borohidruro sédico en
medio &cido con posterior reconstitucion en etanol del residuo seco del extracto en
eter/hexano.

La actividad del complejo IV (citocromo ¢ oxidasa) se determind observando la
disminucion de la absorbancia a 550 nm producida por la oxidacion del citocromo ¢
reducido (80 puM) en una solucion con tampon fosfato 10 mM pH=7.

Se determinaron las actividades de los complejos I+I11 (NADH-citocromo C-reductasa)
y 1+ (Succinato-citocromo C-reductasa) a 550 nm, utilizando como aceptor
electronico el citocromo C oxidado, y como sustratos donadores NADH 1 mM y
succinato 30 mM, respectivamente.

La temperatura de incubacion fue de 30 °C para todas las reacciones excepto para el
complejo 1V que fue de 38 °C y el volumen final en todas ellas fue de 1 mL, siendo
realizado cada ensayo por duplicado.

Las actividades enzimaticas se calcularon en UI/L utilizando los siguientes coeficientes
de absortividad milimolar: 6,8 para complejo I; 19,2 para complejo Il, y 21,0 para los

complejos 11, 1V, I+111 y 11+111, empleando las siguientes formulas:

Actividad de complejo I (actividad sensible a rotenona):
A (Abs/min)= Abs/min con CoQ;-Abs/min con rotenona
Actividad de complejo II:
A de la reaccidn con el CoQq
Actividad de complejo 111 (actividad sensible a antimicina):
A= Abs/min SIN antimicina- Abs/min CON antimicina
Actividad de complejo IV (actividad COX):
A= Abs/min de la reaccion con citocromo C reducido
Actividad de complejo I+111:
A (Abs/min)= Abs/min con NADH
Actividad de complejo 1+l11I:

A (Abs/min)= Abs/min con succinato
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Los resultados de actividad enzimatica fueron referenciados a la actividad de la citrato
sintasa, enzima de matriz mitocondrial utilizado como marcador de contenido
mitocondrial celular. Su actividad fue determinada midiendo el incremento de
absorbancia a 412 nm por minuto que se produce por la reaccion del DTNB (acido 5-
5"ditio bis 2-nitrobenzoico) 100 pM con coenzima A libre, formada por la condensacion
del acetil-CoA (350 pg/mL) con el oxalacetato 0.5 mM, en una solucion con tampén
Tris-HCI 75 mM pH=8 y triton X-100 al 0.1 %.

Para el calculo de la actividad se emple0 la siguiente férmula:

Actividad de Citrato sintasa:

A (Abs/min)= Abs/min con oxalacetato

Para fibroblastos:

Para la medida de actividad del complejo | en fraccion enriquecida en mitocondria, a
partir de cultivo de fibroblastos, se siguié el protocolo previamente descrito por
(Fischer, et al., 1985; Smeitink, et al., 2001a).

Tanto la actividad del complejo I, como la de la enzima citocromo ¢ oxidasa (utilizada,
en este caso, como referencia en lugar de la citrato sintasa, debido a que la actividad de
esta UGltima podria verse disminuida artificialmente como consecuencia del
procedimiento de enriquecimiento mitocondrial, que conlleva la pérdida de la matriz
mitondrial) se midieron a partir de fraccidn enriquecida en mitocondria proveniente de
pellets celulares congelados.

Estos extractos celulares se prepararon acorde a los procedimientos ya descritos por
(Attardi, et al., 1969), con ligeras modificaciones.

Primeramente, a partir de una concentracién de aproximadamente 10-15x10° células, se
procede a una homogeneizacion mecanica mediante un homogeneizador tipo
vidrio/Tefldn, todo ello en medio hipotdnico (Tris-HCI 10 mM, pH=7.6) mediante ocho
golpes a 1800 rpm, a 0°C.

A continuacion, se isotoniza el medio que contiene este homogenado mediante la
adicion de sacarosa 1,5M y centrifugamos 10 minutos a 600xg y 0°C.

Posteriormente, recogemos el sobrenadante y volvemos a centrifugar 10 minutos a
14000xg y 0°C.

Los pellets asi obtenidos, se resuspenden en una solucién de Tris-HCI 10 mM (a pH

7,6) guardandose congelados en alicuotas de 70pul.
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Una parte del homogenado se conserva para medir la actividad enzimatica, con el
objetivo de calcular el grado de recuperacién de mitocondria, dentro de la fraccidn
mitocondrial.

La medida y el calculo de las actividades enzimaticas de los distintos complejos se

realizé analogamente a lo descrito en el apartado anterior (“Para musculo esquelético™)

3.3.2. Extracciéon de ADN.

En funcién del tejido o matriz de partida, se emplearon métodos distintos para la
extraccion del ADN total. En al caso de musculo se empleé una metodologia estandar,
descrita a continuacion; en los casos de sangre y fibroblastos se utilizd el sistema de
extraccion “Nucleon Extraction and Purification Kit” (GE Healthcare, Chalfont St.
Giles, UK) siguiendo las instrucciones recomendadas por el fabricante, y cuyo
fundamento es la precipitacion de proteinas con perclorato sédico y su separacion del
ADN mediante cloroformo y una resina patentada.

El protocolo estandar para la extraccion de ADN de mdusculo esquelético, fue el
siguiente: partiendo de una cantidad variable de tejido congelado en nitrégeno liquido,
entre 15-40 mg, se tritura en un mortero evitando la descongelaciéon. Se deposita el
pulverizado en un tubo de polipropileno estéril, de 2 ml, al que se le afiaden 180 ul de
tampon TSE (Tris-HCI 100 mM pH=7,4, CINa 10 mM, EDTA 25 mM) y 20 ul de
solucidén acuosa de proteinasa K (20 mg/ml). Se centrifuga brevemente a 14.000 rpm, se
mezcla con la pipeta y se incuba 5 min. A 55 °C. Se afiaden otros 180 ul de tampdn
TSE, 20 pl de proteinasa K y 40 pl de dodecil sulfato sodico (SDS). Se mezcla de nuevo
y se incuba a 55 °C otros 60 min. Posteriormente se afiaden otros 20 pl de proteinasa K
y se incuba de nuevo durante 30 min. Se incorporan 50 ul de CINa 5M, se mezcla, y se
afiade 1 ml de una mezcla de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), a pH
superior a 8. Se agita y se centrifuga a 14.000 rpm brevemente para separar las fases. Se
recoge el sobrenadante y se lava dos veces con 1 ml de éter dietilico. Una vez
evaporado el eter, se afiaden 1,5 ml de etanol al 98%, obteniendo el precipitado de
ADN. Este, se recoge con un asa estéril en un tubo y se lleva a evaporacion del resto de
etanol. Por Gltimo, se resuspende en 50-100 pl de tampdn Tris-EDTA (TE) (Tris-HCI
10 mM, EDTA 1mM, ph=7.4). La muestra de ADN se puede conservar a —20 °C.
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3.3.3. Cribado Mutacional.

El cribado y anélisis de las alteraciones moleculares patogénicas mas frecuentes a nivel
del ADN mitocondrial (ADNmt) se realiz6 mediante las técnicas de Southern Blot o
PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction Restriction Length Polymorphism).

3.3.3.a. Southern Blot.
Para el analisis de delecion mediante Southern Blot se partié de 5-10 pug de ADN total

de musculo esquelético. Estas alicuotas fueron digeridas con 20 U de la enzima Pvu 1l
en un volumen final de reaccion de 40 pl, durante una hora y media a 37 °C.

Los fragmentos fueron separados mediante una electroforesis en gel de agarosa al 0,8%
durante toda la noche, a bajo voltaje (35 V), en tampdn Tris-acetato-EDTA (TAE) 1X.
El ADN fue posteriormente transferido a una membrana Zeta-probe siguiendo las
instrucciones del kit DIG DNA Labeling and Detection kit (Roche Diagnostics).

Como sondas se utilizaron dos fragmentos del ADNmt amplificados mediante PCR,
utilizando los cebadores siguientes:

a) 1562F (entre los nucleotidos 5°-1562-1581-3" de la secuencia consenso) y 3717R (5'-
3717-3701-3);

b) 13809F (5°-13809-13828-3") y 16547R (5°-16547-16527-3"),

Dichos fragmentos, una vez purificados mediante el PCR and gel Band Purification kit
(Amersham-Pharmacia), fueron marcados con digoxigenina, siguiendo las
especificaciones del kit de marcaje y deteccidon. Una vez reveladas las membranas, la
sefial obtenida fue valorada densitométricamente utilizando un analizador de imagenes
SunSoft (Pharmacia).

Para el andlisis de deplecion del ADNmt se marcd en las mismas condiciones un
fragmento de 5.8 kb del gen humano que codifica la subunidad 18S del ARNr. En este
caso la cuantificacion se realiz6 siguiendo métodos descritos (Campos, et al., 1998).

El genoma completo del ADNmt se secuencié y analizd acorde a metodologia
previamente descrita y publicada (Taylor, et al., 2001). De igual manera, el analisis de
los productos amplificados de las secuencias codificantes de los genes NDUFSL1,
NDUFS2, NDUFS3, NDUFS4, NDUFS7, NDUFS8, NDUFV1, NDUFAB1, y
NDUFAF1 (CIA30) se realizd acorde a métodos previamente descritos. (Benit, et al.,
2001; Loeffen, et al., 2001; Benit, et al., 2004; van den Heuvel, et al., 1998; Kirby, et
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al., 2004; Triepels, et al., 1999b; Loeffen, et al., 1998b; Schuelke, et al., 1999; Benit, et
al., 2003; Triepels, et al., 1999a; Janssen, et al., 2002).

3.3.3.b. Etapa de amplificacion.
Los cebadores utilizados en la amplificacion y secuenciacion de los exones de

los genes en estudio se muestran en las tablas 2 a 9. Para realizar la PCR, se utilizaron
alrededor de 100 a 200 ng de ADN que fueron amplificados en 30 a 35 ciclos
(dependiendo de las caracteristicas del fragmento) consistentes en una desnaturalizacion
a 94 °C, una hibridacién y una extension a 72 °C; las temperaturas de hibridacion y el
uso de dimetilsulféxido (porcentaje en el volumen final de reaccién) como adyuvante de
la reaccion de PCR, quedan reflejadas en las tablas.

Se realiz6 una desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 4 min. y una extension final a
72 °C durante 10 min. Cada 100 pL de reaccién contenia 2,5 U de Tag polimerasa
(Cultek Inc.), 200 uM de cada dNTP, 0,5 uM de cada cebador y 1,5 mM de MgCl; en el

tampon suministrado.

Tabla 2 a Tabla 9.- Secuencia de cebadores utilizados para la amplificacion y secuenciacion de los
genes de estudio. Notese que algunos de estos cebadores han sido usados para amplificar
simultaneamente dos exones contiguos de los genes correspondientes. Los nombres de los cebadores se
corresponden con los exones amplificados mas proximos al extremo 3°. Las secuencias se obtuvieron a
partir de las depositadas en el GeneBank con el nimero de acceso correspondiente.

X —F: cebador forward (directo); X-R: cebador reverse (reverso); Ta: temperatura de annealing
(hibridacion).

Nombre Secuencia Ta
FS1-2F 5’- TACCAAACAGTTGGTGATTGTT
58 10%DMSO
FS1-2R 5’- AGGTCTAATTACCACGAATGC
|
FS1-3F 5’- TGTAGTTAGAGTCAATTCATCCA
57 5%DMSO
FS1-3R 5’- TGATAGCTCACTTTGAAGTGC
|
FS1-4F 5’- AGCAGTGAAGTCAGGTTATTC
57
FS1-4R 5’- CTACCTTCTACAGCATGGTGT
e —
FS1-5F 5’- TATTGAGTTGCTTGTAATCAC
57
FS1-5R 5’- CTGAGCACACCAACTTCTT
e —
FS1-6F 5’- AGTGCCAGCAGTTAATGTCA
57
FS1-7R 5’- AGAAACAGCATCCCTCTTCT
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Nombre Secuencia Ta
FS1-8F 5’- TGCTGGACTTGACCATTGAT

56
FS1-8R 5’- CCCAGGAAGAAAATGAACCT

FS1-9F

5’- GGTAAACCAGGTAACAGAAAC

FS1-9R

FS1-10F

5’- CAACTCAGATTCCAGTAGTC

5’- TTAGCAAGATTCCACAATGGT

FS1-10R

FS1-11F

5’- TCATGGCAAAGATGTTTCTTG

5’- ACATTTCATTGTGGTCTTTGCT

FS1-11R

FS1-12F

5’- AGCCTAGATCCTAGCTTCAT

5’- ATGGATTCTCTGTATGTCTTAA

FS1-12R

FS1-13F

5’- TACCACTAACACTATTAGGAA

5’- GTAAATAGATGTATCACTTAGGA

FS1-13R

FS1-14F

5’- TCAACAAGAGTAGATACACAT

5’- ATATGGTTTGGTGTTCAGCTTA

FS1-14R

FS1-15F

5’- AGGAACACATACATATACACAAC

5’- TGAGACTCTATCGCCGAGAA

FS1-15R

FS1-16F

5’- TGGGGGAGGCAAAATTCTCA

5’- ACTATCTTCATGTACAGTAGA

FS1-16R

FS1-17F

5’- TCAAATATGCCTTTAGTAGCA

5’- AGTGCTGCATTATTTCACCAT

FS1-18R

FS1-19F

5’- TGAGGTGATCTGATTACTTCT

5’- TCCTCCTGAATATGTGCACCA

FS1-19R

5’-TCACTGCACTACAGTTGTCCA

57

58 10%DMSO

56

56

56

57 5%DMSO

56

56

58 10%DMSO

56

Tabla 2.- Cebadores y condiciones de amplificacion del gen NDUFSL1.
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Nombre Secuencia Ta
FS2 1F 5"- AGGCGCGCTGGAGTTACTT

60
FS2 1R 5"- GAGTAAAGCGTCCCCAACCT

FS2 2F

5- CACAGGAACCAAACACTGTTCA

FS2 2R

FS2 3F

5-TTTCGCACCACTGCACTCCA

5- GAGAGGCTAACTCCTTGCTA

FS2 3R

FS2 4F

5-TTAAGGGCAGCAAACTGGCA

5- CTTCAGGCAGCCAGACTGT

FS2 5R

FS2 6F

5- ACCTTCTCTACTTCCTGCACTT

5- AGTACGCCATCATAGGACCT

FS2 6R

FS2 7F

5- CAGCGATACAGGTTTGGAGTT

5- TGCTGAGAGGGCTCTCCTTA

FS2 8R

FS2 9F

5- GGAGGATGCCAACAAGTCTTCA

5- GGGAGGCTAAGGAAGAAGGA

FS2 9R

FS2 10F

5- GAGTGAGGCAGGGGAAACTA

5- TCCTAGCCCCATACCTGCT

FS2 10R

FS2 11F

5- ATACTCCTCCCCAGCCACT

5- AGGCCTAGGAGACAGAGTT

FS2 12R

FS2 13F

5- ACCTCAACCAAGGTCAGGT

5- TCTCCTCCCACCTTGCAAGT

FS2 14R

5- ACACAGAGGCCAATTTCCAGT

Tabla 3.- Cebadores y condiciones de amplificacion del gen NDUFS2.
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Nombre Secuencia Ta
FS3 1F 5 - GATCTGCTGCACACTTCCGTTT 60
FS3 2R 5- GGGCAAGGACAGGCATCTAA 10%DMSO

FS3 3F

5- TACAAGCCTAAGAGACTGCATGCA

FS3 3R

FS3 4F

5- CATGCCCTGCGAACATGGTTCTTT

5- TGACTCCAGCTGAAGTTAGCTGT

FS3 4R

FS3 5F

5-CTGCTGTGTTCTATTGTATGTTACAAAC

5- ACAGGGCAGAACTCTCCCAAT

FS3 6R

FS3 7F

5- CAGACCGTATTTCTTGCCATTC

5-TAGGCTCCTGTGTAGCTATA

FS3 7R

5- ACAAGCACACACAAGGTGGT

58 59%DMSO

57 59%DMSO

Tabla 4.- Cebadores y condiciones de amplificacion del gen NDUFS3.

Nombre Secuencia Ta
FS4 1F 5 - TGCACTGGCTTGAGAACGAA
55
FS4 1R 5- GGTCAACAGAGGACGCCTT

FS4 2F

5-GTCTGTCTCTCCTCTCATT

FS4 2R

FS4 3F

5- AACCTGGAACACCATACTG

5- AGTGTGTATGTAGGCTGTTTGA

FS4 3R

FS4 4F

5- ACAGCGTCAAAAAGTACTGTCAT

5-GATTTTGTTTCTCAGCTAAAGCT

FS4 4R

FS4 5F

5- ATGAAACCACTGGATTCCAACT

5- AAAAGCTAGCCTCTGCTTGC

FS4 5R

5- CTATAAATACTGCACAGCTGACTT

Tabla 5.- Cebadores y condiciones de amplificacion del gen NDUFS4
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Nombre Secuencia Ta
FS7 1F 5’- AACCCGGAGCGCTAAGGAGA

58
FS7 1R 5’- ACGGCGACCGTTCATCGCAA

FS7 2F

5- AGTTGGGATCAGAGCTAGGC

FS7 2R

FS7 3F

5’-GTTCGTCTGTCGCTGCTGAA

5’- ACAGCCACTGACCCGCGTT

FS7 4R

FS7 5F

5’- TGCCTGTGAGTGTGCAGAGA

5’- TGCTCCACGTGGAGTCTCA

FS7 6R

FS77F

5’- CAGCACTCACGCTACGTCT

5’-TCTTCGGCACACTCCCCTCA

FS7 7R

FS7 8F

5’-TGTCTCCAGCTCCCTCGTG

5’- CTGCGGGAAGCGAGACTGA

FS7 8R

5’- CACGGGACACAAGCAGGCT

60

60

57 3%DMSO

62

58

Tabla 6.- Cebadores y condiciones de amplificacion del gen NDUFS7.

Nombre Secuencia Ta
FS8 2F 5’- TGCCAGTCTCAGAAGAGGAT

58
FS8 3R 5’- ACAAAGCCAGGACTGGAACT

FS8 4F

5’- AGACAGTGTGTGAGGCCTCTT

FS8 5R

FS8 6F

5’- ACTTCCTGGGGACGCACATC

5’- CAGCGTGGCAGTGTCTGGT

60

FS8 7R

5’- GTGGGGTCGGAGTGGTTTTATT

58 5%DMSO

Tabla 7.- Cebadores y condiciones de amplificacion del gen NDUFS8.
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Nombre Secuencia Ta
AC 1F 5-AGTTTAGTTGTGACACCAAGCA
57
AC 1R 5"- CAATCCCTGACCCTTGCCAA

AC 2F

5- ACCTATAGGCTTGTGCATTGAT

55

AC 2R

AC 3F

5- AAACTGGTAGCGTGGCTAT

5- GTGATTAAGTGGCATTGTACCA

55

AC 3R

AC 4F

5- CAGTGTGTAGATAGAAGACTGA

5- GATATACTTGTAGCTGTTGTAGA

55

AC 4R

5- ACAAATCTATGGGTGAACATCA

Tabla 8.- Cebadores y condiciones de amplificacion del gen NDUFAB1

(Acyl Carrier protein motif).

Nombre Secuencia Ta
FV11F 5- TCAGCCTCAGTGCTATGAA

56 5%DMSO
FV11R 5- TCCAGAGGCCACTACAGAC

FV12F

5- AGACCCAAGATTCTGTAGCTT

FV13R

FV14F

5- ACCTCATTCATGCTAAGTTTCT

5’- CTGCATGTCTGTCCTTCAGACAT

FV14R

FV15F

5’- CACTTCAGGTCACACAACGCT

5- AGTTATAGGCTGACTCCTGG

FV15R

FV16F

5- TAGCCAGATCCCGGGTGTCA

5- CCAGCAGGGATAAGAATGATAAG

FV16R

FV17F

5- CCAGGCTCTCTTTGTGGACA

5- TGTCCACAAAGAGAGCCTGG

FV17R

FV18F

5- TGAGTGCTGGCAAGAGGGTT

5- GCTGAGGCCCAGGCTTCTGT

FV1 10R

5- TGTCCAGCATTCCACATGGAT

63 10%DMSO

62 10%DMSO

63 10%DMSO

Tabla 9.- Cebadores y condiciones de amplificacion del gen NDUFV1.

Fernandez Moreira, D.

63



Material y Métodos

Los productos de PCR obtenidos en la etapa de amplificacion se visualizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa de bajo punto de fusion (Nusieve Low Melting Agarose,
FMC Products), y el fragmento de interés se purificé con el sistema “GFX'™ PCR DNA
and Gel Band Purification” (Amersham-Pharmacia), siguiendo las instrucciones del

fabricante.

3.3.4. Secuenciacion de dos genes ligados al cromosoma X y PCR-RFLP de

dos nuevas mutaciones en NDUFAL.

Se amplificaron las regiones codificantes completas (exones) de los genes NDUFAL
(MWFE) y NDUFB11 (ESSS), empleando para ello cebadores (“primers”) de disefno
propio, suministrados por Tib Molbiol Syntheselabor GmbH (Eresburgstr. 22-23, D-
12103, Berlin, Germany), segun las secuencias consenso descritas en GenBank (
nameros de acceso NM_004541 y NM_019056, respectivamente) (tabla 10)

Cebador Secuencia

MFwl 5-TCTTGTGCCCTAGCAGGATTCC- 3
MRv1 5- TAGGCAACCGGAAGCAAGTA- 3’

MFwz2 5- CCATTTCTCTGGAATGTCCCT- 3

MRv2 5- CATTACCAGAACCCACCTCAA- 3
MFwmod.2  5- TAAACTGCAACAATAATTGTCTCTTATTTGAAGGAAAAACG- 3
MFw3 5- GATGGGAACAGACTTGTCACA- 3’

MRv3 5- ATACAAGCCTCACAGTTGCCT- 3’

ES1 Fw 5- ATGATTGTCGCGCTCGCACCCA- 3’

ES1 Rw 5- ATCTGCCGATCCCGGACTGA- 3’

ES2 Fw 5- ACCAAGTTATGCAGGGCCAGAATAA- 3
ES2 Rw 5-TGGCAGAATCCCCTTCAACCTCCAT- 3"
ES3 Fw 5 - TGAGATGAGGGATTGGTATCAGTT- 3
ES3 Rw 5- AAGGTTGCAGCAGCCCTTTTAA- 3’

ESIUTR Fw 5- AGCTCAAAATGGCGACGACGAGAA- 3
ESIUTRRw 5- TGGGTGCGAGCGCGACAATCAT- 3

Tabla 10. Cebadores empleados para la amplificacion de los genes NDUFAL y NDUFBL11.
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Las condiciones de amplificacion para los fragmentos fueron las siguientes; para un
volumen final de 50pl se emplearon 1ul de ADN molde, 0.3 unidades de Tag DNA
polimerasa (Bioline, Randolph, MA), 5ul de buffer 10X, 1.5mM de MgCl,, 50pmol de
primer forward y reverse, y ImM de dNTPs (desoxirribonucledsidos trifosfato). El
programa de PCR consistio en una primera etapa de desnaturalizacion inicial de 4
minutos a 94°C, 30 ciclos de 45 segundos de desnaturalizacion a 94°C, 45 segundos de
hibridacion (“annealing™) a la Tm adecuada, y 45 segundos de elongacion a 72°C, todo

ello seguido de una etapa de elongacion final de 10 minutos a 72°C.

Los productos amplificados se visualizaron mediante una electroforesis en gel de
agarosa al 1-1.5%, purificandose posteriormente los fragmentos de interés mediante el
kit comercial “GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit” (GE Healthcare), segun
las instrucciones del fabricante.

Para la reaccion de secuenciacion se utilizé una alicuota de los productos de PCR
purificados, provenientes tanto de muestra de ADN de musculo, como de sangre y
fibroblastos, usando el kit “ABIDyeDeoxy Terminator Cycle Sequencing Kit”en un
secuenciador “ABI Prism System 310 Genetic Analyzer” (Applied Biosystems, Foster
City, CA), acorde a las especificaciones del fabricante. Dicha reaccién se realizd en
ambas direcciones, directa (“forward”) y reversa (“reverse”) utilizando los mismos

cebadores que en la etapa de amplificacion, a concentraciones inferiores (de 3.2 pmol)

Para ello, en un volumen final de 5 pl se afiadieron entre 75 y 100 ng del producto de
PCR purificado, 5% de DMSO, 0,32 uM del cebador correspondiente y 2 uL de
“PREMIX” (solucion que contiene la ADN polimerasa Taq FS de PE-Applied
Biosystems, tampon, dNTPs y didesoxinucleétidos marcados con fluorocromos). El
termociclador se programd, en todos los casos, con una deshaturalizacion a 94 °C
durante 3 min. seguida de 25 ciclos compuestos por una desnaturalizacion a 96 °C
durante 30 segundos, una hibridacion a 55°C durante 15 segundos y una extension a

60 °C durante 4 min.

Tras la reacciéon de secuenciaciéon se eliminaron los didesoxinucledtidos no

incorporados por precipitacion con etanol y MgCl,, de forma que a los 5 pL de la
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reaccion se afiadieron a 74 pL de precipitante (etanol 70%, MgCl, 0,5 mM), dejando la
mezcla a temperatura ambiente durante 15 min. A continuacion se centrifugd a 10.000
rpm durante 15 min., a 4°C. Después de eliminar la solucion alcohdlica, se afiadieron
250 ul de etanol al 75% preenfriado, centrifugandose durante 10 minutos a 10.000 rpm
y 4 °C. Se evaporo el etanol en el termociclador a 45 °C y el residuo seco se almacend
a -20 °C hasta su analisis en el secuenciador automatico.

El residuo fue reconstituido con 30 pl de TSR (“Template Supression Reagent” - PE-
Applied Biosystems), y se dejo a temperatura ambiente 10 min. para hidratarlo. Se agitd
en “vortex” y se transfirid la solucion a un tubo de secuenciacion, que se desnaturalizo
en el termociclador durante 3 min. a 95°C, y se mantuvo en hielo hasta su
procesamiento en el secuenciador automatico.

El secuenciador ABI-PRISM 310 Genetic Analyzer (PE-Applied BioSystems) se
programd siguiendo las instrucciones del fabricante. En sintesis su funcionamiento se
basa en la separacién de los fragmentos mediante una electroforesis capilar, excitacion
con luz laser de los fluorocromos y analisis de los datos con un programa informatico
que muestra los resultados en un “electroferograma” cuyos picos representan la posicion
de cada uno de los nucledétidos de la secuencia de ADN procesada.

Las secuencias asi obtenidas se compararon con las depositadas en la base de GenBank,
para ambos genes NDUFA1 y NDUFB11.

Ademas, se secuenciaron los ADNmt completos de ambos pacientes, a partir de ADN
obtenido de fibroblastos, idenficandose cambios con respecto a la secuencia de

referencia de “Cambridge” corregida (http://www.mitomap.org/mitoseq.html).

Las dos mutaciones encontradas, ambas en el gen NDUFAL1 (MWFE), la c.22G>C y la
€.251G>C, se confirmaron mediante la técnica de PCR-RFLP, empleando los cebadores
MFw1/MRv1 y MFwmod.2/MRv2 (tabla 10) respectivamente.

Para la mutacion ¢.22G>C, se empled la enzima de restriccion Bcenl, cuyo sitio de
reconocimiento es 5"-CC1G/CGG-3’; para el caso de la segunda mutacion ¢.251G>C, la
enzima de restriccion empleada fue MIlul, que reconoce y corta la secuencia 5'-
AICGCGT-3". En éste ultimo caso hubo de crearse el sitio de restriccion mediante el
disefio del cebador forward mismatch, MFwmod.2. Ambas enzimas se obtuvieron de la

casa Fermentas Life Sciences (Opelstrasse 9, D-68789 St. Leon-Rot, Germany).
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Para la realizacion de la técnica de digestion (o0 PCR-RFLP) se procedio de manera
analoga en ambos pacientes: para un volumen final de 30 ul, se afiadieron 5 pl del
producto de PCR previamente obtenido, 2 pl de la enzima correspondiente en cada caso,
3 ul del buffer propio de cada enzima, y 20 ul de H,O estéril.

La mezcla se incubé a 37°C durante un minimo de 3 horas, pudiéndose prolongar
“overnight” debido a la carencia de actividad inespecifica (actividad “star”) por parte de
ambas enzimas.

Los productos de ambas digestiones se visualizaron mediante electroforesis, en gel de

agarosa al 3%.

3.3.5. Cultivo de Fibroblastos y Aislamiento de Proteina Mitocondrial.

Los fibroblastos empleados en el estudio, se obtuvieron a partir de biopsias de piel de
los pacientes y de controles. Estos, se cultivaron utilizando medio M199 (Life
Technologies, Bethesda, MD) suplementado con suero fetal bovino al 10%, 100UI/ml
de penicilina y 100Ul/ml de estreptomicina. Las células se crecieron y recogieron en
condiciones exponenciales; los extractos proteicos mitocondriales se obtuvieron acorde

a metodologia previamente descrita (Nijtmans, et al., 2002).

3.3.5.a. Obtencion de Extractos Mitocondriales con Digitonina para la realizacion de

“Blue Native”.

Para la obtencidn de los extractos mitocondriales, se recogieron cultivos de fibroblastos
de biopsias de piel de pacientes y controles en un 90% de confluencia, mediante
tripsinizacién y posterior neutralizacion con suero. A continuacion se centrifugaron a
1400 rpm durante 5 minutos y el pellet se lavd dos veces con PBS. El sedimento
resultante se resuspendié en una solucion 1:1 de 100 pl de digitonina (4mg/ml) + 100 pl
de PBS.

Una vez homogeneizado, el pellet fue incubado en hielo durante 10 minutos mezclando
en vortex la mezcla a intervalos de 2 minutos.

Transcurrido este tiempo, se volvio a afiadir 1ml de PBS, y centrifugamos a 10.000 rpm

durante 10 minutos y a 4°C.
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Finalmente, el precipitado se lavé con PBS frio (4°C), y se volvié a centrifugar en las
mismas condiciones a las anteriormente descritas, conservando el pellet a —80°C hasta
su utilizacién (apartado 3.3.6.b.).

3.3.5.b. Obtencion de Extractos Mitocondriales para la realizacién de Western Blot.

Para la obtencidn de los extractos mitocondriales para la realizacion de Western Blot, se
siguio el mismo protocolo que el utilizado para la obtencion de extractos mitocondriales
para “Blue Native”.

En esta ocasion el pellet resultante se almacend a —80°C hasta su utilizacion (apartado
3.3.6.9.).

3.3.6. Estudio del ensamblaje y/o estabilidad de los complejos de la cadena

respiratoria mitocondrial.

La evaluacion del ensamblaje y/o estabilidad de los complejos enzimaticos de la cadena
respiratoria mitocondrial (CRM) se llevd a cabo mediante el empleo de las técnicas de
Blue Native Gel Electrophoresis (2D-BN- SDS-PAGE) y el ensayo de Actividad En Gel
0 “In Gel Activity” (IGA), para el complejo I mitocondrial, siguiendo protocolos
previamente descritos (Nijtmans, et al., 2002), utilizando para ello mitocondria aislada

extraida de los fibroblastos cultivados.

3.3.6.a. Preparacion del Gel de “Blue Native” de Primera Dimension (1D).
La 1D se realizd utilizando un gel de poliacrilamida en condiciones no

desnaturalizantes. Para conseguir separar los distintos complejos de la cadena
respiratoria de nuestras muestras celulares, el gel se prepar6 en gradiente de acrilamida
del 5 al 15%, eligiéndose éste, por ser el mas resolutivo para el peso molecular de
nuestras proteinas en estudio. La preparacion del gel y del gradiente se realizé a 4°C

para ralentizar y optimizar el proceso de polimerizacion.

La composicion de los geles utilizados en esta primera dimension fue:
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Composicion 4% 5% 15%
Gradiente STACKING SEPARATION SEPARATION
40% acril/Bis 0,5ml 1,25ml 3,75ml

Gel Buffer | 1,67ml 3,33ml 3,33ml
Glicerol - - 29

Agua bidestilada  2,83ml 5,42ml hasta 10ml
APS 55 pl 60 pl 35 ul

TEMED 5ul 6ul 3,5ul

Gel buffer (3X): 150mM Bis-Tris, 1.5mM &cido aminocaproico, a pH 7.0 ajustado con HCI a
4°C.

3.3.6.b. Preparacion de las muestras para “Blue Native” .
El pellet mitocondrial obtenido en el apartado 3.3.6.b se disolvié en 100 ul de una

mezcla equimolar de 4cido aminocapréico 2M y “Gel buffer” (compuesto por acido
aminocaproico 1,5M y Bis-Tris 150mM, pH: 7.0). A continuacion, se afiadieron 20 ul
de laurilmaltésido al 10%, y la mezcla se agitd con vortex en hielo durante 10-15
minutos.

El homogeneizado se centrifugd a 13.000 rpm durante 30 minutos, a 4°C, y el
sobrenadante asi obtenido se transfirid a otro tubo al que se afiadieron 10 pul de “Blue
Native sample buffer” (compuesto por acido aminocaproico 750mM, Bis-Tris 50mM,
EDTA 0,5mM, pH 7y 0,02 % Serva Blue G), quedando las muestras preparadas para
su carga en el gel de electroforesis. Se cargaron, aproximadamente, 50ug de proteina,

por calle.

3.3.6.c. Electroforesis.
Una vez cargadas las proteinas, la electroforesis se inicia con 30 V durante 30 min. para

facilitar la correcta penetracion de las proteinas en el gel (“stacking”). Posteriormente se
aumenta la potencia a 80 V para el resto del gel (“running”).

Los tampones utilizados en la electroforesis fueron:

- Anodo buffer: 50mM Bis—Tris/HCI, pH 7.0, a 4°C.

- Céatodo buffer A: 50mM Tricina, 15mM Bis—Tris/ HCI, pH 7.0, a 4°C.

- Catodo buffer B: Catodo buffer A+ 0.02% de Serva Blue G.

Para eliminar el exceso de Serva Blue G y evitar su posible interferencia en etapas

posteriores del ensayo, se cambia el Catodo buffer B por el Catodo buffer A, tras la
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migracion del frente a la mitad o dos tercios del gel. Se continua la electroforesis a 80 V
hasta observar el colorante en el extremo inferior del mismo.

Finalizada la electroforesis, el gel fue utilizado bien para la realizacién del ensayo de
actividad en gel (“In Gel Activity”), para la realizacion de “Blue Native” de Segunda
Dimension (2D), o para su transferencia a una membrana de nitrocelulosa PROTAN
(Schleicher & Schuell, Keene, NH) vy posterior hibridacion con anticuerpos

monoclonales de las subunidades representativas de los diferentes complejos.

3.3.6.d. Ensayo de Actividad En Gel 6 “In Gel Activity” (IGA).
En la realizacion del IGA para el complejo | mitocondrial, se siguieron, como se ha

mencionado anteriormente, protocolos ya descritos (Nijtmans, et al., 2002).

Los geles de “Blue Native” de primera dimension, se incubaron a temperatura ambiente,
durante al menos 3h, con la siguiente solucion:

Solucién para IGA de Complejo I: Tris/HCI 2mM a pH7.4, NADH 0.1 mg/ml, y NTB
(NitroTetrazolium Blue) 2.5 mg/ml.

3.3.6.e. Preparacion del Gel de “Blue Native” de Segunda Dimension (2D).
A partir de un gel de primera dimensién (BN) se seleccion6 una calle para realizar la

segunda dimension. La calle se cortd y se rotd 90° para colocarla sobre uno de los
cristales incubandose durante una hora con una solucién de disociacion (1% SDS y 1%
B-mercaptoetanol) a temperatura ambiente. El exceso de solucion se elimin6 usando un
papel de filtro para evitar que impidiera la correcta polimerizacion del gel, y los dos
cristales se ensamblaron para preparar el gel de acrilamida con una fase de separacion

del 10% y una fase de stacking del 4%.

Composicion 4% 10%
Gradiente STACKING SEPARATION
40% acril/Bis 1,5ml 10ml

Gel Buffer 11 3,7ml 13,3ml
Glicerol 4,2ml

Agua bidestilada 9ml 12,5ml

APS 150 pl 250 pl
TEMED 15 pl 20ul

Gel Buffer I1: 3.0M Tris/HCI; 0,3% SDS; pH 8,45
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La electroforesis se realizé a 30V durante 30 minutos hasta que el frente avanzo hasta la
fase de separacion donde el voltaje paso a ser de 80V. Posteriormente el gel se transfirio
a una membrana de nitrocelulosa (transferencia) para continuar con la hibridacion de la

membrana con anticuerpos monoclonales.

3.3.6.f. Transferencia.
Una vez completada la electroforesis, se elimind la fase de stacking del gel, y la fase de

running se mantuvo en agitacion durante 10 minutos en una solucién (blot buffer) que
contenia 25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% metanol, 0.02 % SDS (pH 8.2).

Al mismo tiempo, la membrana de nitrocelulosa utilizada para la transferencia se agitd
durante 10 minutos primero en metanol y posteriormente en la solucion blot buffer.
Preparacion del sandwich de transferencia:

Los papeles de filtro se sumergieron en blot buffer y se colocaron sobre uno de los
soportes del pad de transferencia, sobre ellos se situ6 la membrana de nitrocelulosa, el
gel, una segunda serie de papeles de filtro embebidos en blot buffer y el otro soporte del
pad de transferencia, evitando la formacion de burbujas que impedirian la correcta
transferencia de las proteinas.

El sandwich se cerrd y se colocd en la cubeta de transferencia de manera que la
membrana de nitrocelulosa fuera la mas préxima al polo positivo para que las proteinas
pasaran del gel a la membrana.

La transferencia se realiz6 en 2 horas a 15 voltios para el “Blue Native” de segunda
dimension y a 20V toda la noche para el “Blue Native” de primera dimension.
Posteriormente, las membranas se hibridaron con anticuerpos monoclonales especificos

de las proteinas de interés.

3.3.6.9. Western Blot.
50 ug de proteinas mitocondriales se separaron en un gel de poliacrilamida al 8% y

posteriormente fueron transferidos a una membrana de nitrocelulosa.

La membrana fue bloqueada durante toda la noche con una solucién al 5% de leche
desnatada en PBS-Tween20 al 0.05%, a 4°C. Posteriormente, la membrana se incubo
con anticuerpos especificos contra diferentes subunidades de los complejos de la cadena
respiratoria mitocondrial, en una dilucién 1:2000, durante 2 horas. Despues de tres
lavados de 7 minutos cada uno con PBS-Tween20 al 0.05%, la membrana se incubd
durante 1 hora con el anticuerpo secundario apropiado en una dilucion 1:5000. Tras tres

lavados con PBS-Tween20 al 0.05%, la membrana se incub6 a temperatura ambiente
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con un Kit de quimioluminiscencia (Pierce, Rockord, Illinois) y se expuso a

autoradiografia.

Los anticuerpos utilizados en los diferentes ensayos, fueron anticuerpos monoclonales
contra las siguientes subunidades de los complejos enzimaticos mitocondriales:

las subunidades de 39 (NDUFA9), 30 (NDUFS3) y 20kDa (NDG6), todas ellas
pertenecientes al complejo I; la subunidad de 70 kDa perteneciente al complejo Il; la
proteina core 2 del complejo Il1; y la subunidad COX 2 contenida dentro del complejo
IV (Molecular Probes, Eugene, OR).

Para el reconocimiento y estudio de la subunidad NDUFAL se empled un anticuerpo
policlonal, donado amablemente por el Dr. I.E. Scheffler, segin lo descrito por Yadava
y col. (Yadava, et al., 2002).

Como anticuerpos secundarios para todos ellos, se utilizaron IgGs anti-ratén o anti-
conejo conjugados con peroxidasa.

Las sefiales se detectaron empleando el sistema “Enzyme Chemiluminescence Plus”
(ECL plus), (GE Healthcare).
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IV. RESULTADOS.

4.1. ANALISIS BIOQUIMICO.

Los 26 pacientes estudiados en este trabajo, incluidos los 2 (pacientes A y B) con
mutaciones en el gen NDUFA1 (MWFE), presentaron una marcada deficiencia de

actividad enzimatica de complejo | a nivel de mdsculo esquelético.

En el caso del Paciente A, los niveles de actividad de complejo I medidos tanto en
musculo, como en fibroblastos, fueron de un 20% y un 17% respectivamente, con
respecto al valor de referencia més bajo, mientras que en el caso del Paciente B, la
actividad del complejo I, medida igualmente en masculo y fibroblastos, fue de un 30%

y un 70% respectivamente, con respecto al valor de referencia méas bajo (Tabla 11 y

Figura 7).
Actividades Fibroblastos® Msculo®
enzimaticas de la Paciente A Paciente B Control Paciente A Paciente B Control

Cadena Respiratoria

Complejo | 19 77 (110-260) 3.0 4.5 (15-30)
Complejo Il 1339 1102 (536-1027) 85 8.0 (5.8-17.4)
Complejo I+111 nd nd 4.6 7.4 (7-17.5)
Complejo H+I11 nd 344 (160-440) 6.3 7.7 (3.4-15)
Complejo 111 1835 1596 (1.270-2.620) 69.6 nd (38-98)
Complejo IV (COX) 781 670 (470-860)°  26.8 18.5 (22-80)
Citrato sintasa (CS)° 118 345 (144-257) 190 320 (78-250)

Tabla 11. Actividades enzimaticas de los distintos complejos de la cadena respiratoria mitocondrial,
medidas tanto en musculo como fibroblastos, de los pacientes Ay B.

Los valores anormales aparecen resaltados en negrita.

# Actividades enzimaticas expresadas en mU/mU de citocromo ¢ oxidasa (COX).

b Actividades enzimaticas expresadas en U/cU de citrato sintasa.

¢ Actividad de citrato sintasa expresada como mU/mg de proteina.
nd= no determinado
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mUscuLo ®
100,0 @ PACIENTE A
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60,0 O VALOR MIN.
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20,0
0,0
COMPLEJO 111 COMPLEJO 111
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Pa—
80,0 0 PACIENTE A
60,0 O PACIENTE B
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40,0
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20,0
22
0,0
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200,0
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100,0
0,0
CITRATO SINT. (CS)c CITRATO SINT. (CS)c

Figura 7. Representacion grafica de las actividades enziméticas de los distintos complejos de la
cadena respiratoria mitocondrial, medidas tanto en musculo como fibroblastos, de los pacientes Ay
B. Los valores de intervalo de control aparecen representados por las columnas de Valor Minimo- Valor
Maximo.
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4.2. ANALISIS DE LAS NUEVAS MUTACIONES ENCONTRADAS EN EL GEN
NDUFAL.

Los estudios moleculares llevados a cabo, demostraron para el Paciente A, la presencia
de una transversion de una G por una C en la posicion 22 (¢.22G>C) en el exon 1 del
gen NDUFA1 (Figura 1A), con la consiguiente sustitucion aminoacidica de una glicina,
altamente conservada, por una arginina, en la posicion 8 de la proteina (p.Gly8Arg). El
estudio realizado sobre la madre demostré que ésta era portadora heterocigota
asintomatica para la mutacion p.Gly8Arg (Figuras 8B, C).

En el caso del Paciente B, la secuenciacion del gen NDUFA1L puso de manifiesto una
sustitucion nucleotidica de una G por una C en la posicion 251 (¢.251G>C) en el exo6n 2
del susodicho gen, con el consecuente cambio de aminoacido de una arginina,
evolutivamente conservada, por una serina en la posicion 37 (p.Arg37Ser) (Figura 9A).
Estudios moleculares realizados sobre el material genético de distintos miembros de la
familia del probando, a los que se pudo tener acceso, demostraron que la madre era, al
igual que en el caso del Paciente A, portadora heterocigota para la mutacion,

encontrandose ésta ausente en el caso de la abuela y del tio materno.

La presencia de ambas mutaciones se confirmé en los pacientes mediante analisis de
restriccion (PCR-RFLP) (Figuras 8B y 9B).
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Figura 8. Analisis genético-molecular de la mutacion p.Gly8Arg..

(A) Electroferograma correspondiente al analisis de secuenciacion, del ADN extraido de musculo, del gen
NDUFAL; se resalta el cambio de nucledtido para el triplete de bases, del paciente (secuencia superior)
con respecto a la secuencia salvaje (“wildtype”). El asterisco indica la sustitucién nucleotidica.

(B) Anélisis mediante PCR-RFLP de NDUFAL. El fragmento de ADN sin cortar presenta un tamafio de
383pb, el cual tras digerirlo con Benl, da lugar a 3 fragmentos de 175, 109 y 99pb. La secuencia mutante
pierde un sitio de restriccion, dando lugar a un patrén de 2 bandas de 274 y 109pb tras la digestion. El
paciente resultd hemicigoto, mientras que la madre, heterocigota portadora para esta mutacion.

Se utiliz6 un marcador estandar de 100pb de peso molecular como referencia, observable en el margen
izquierdo del gel. M= madre del probando; P= probando; U= control sin cortar (“uncut”); WT= fenotipo
salvaje (“wildtype”).

(C) Pedigri de la Familia A: el paciente (C.111:2) es hemicigoto, mientras que su madre heterocigota para
la mutacion p.Gly8Arg. Los circulos pequefios representan los individuos sobre los que se ha podido
hacer cribado genético.
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Figura 9. Anélisis genético-molecular de la mutacion p.Arg37Ser.

(A) Electroferogramas correspondientes al analisis de secuenciacion, del ADN extraido de fibroblastos,
del gen NDUFAL, mostrandose el cambio de nucle6tido en el paciente (arriba) con respecto a un sujeto
control (abajo). El asterisco indica la sustitucidn nucleotidica.

(B) Analisis mediante PCR-RFLP del gen NDUFAL. El fragmento de ADN sin cortar (“wildtype”)
presenta un tamafio de 180pb. La presencia de la mutacion en la region amplificada y posteriormente
digerida con la enzima MIlul, induce un sitio de restriccion, cuyo resultado es la aparicion de 2 fragmentos
de 141 y 39pb. Se utilizé un marcador estandar de 100pb de peso molecular como referencia, observable
en el margen izquierdo del gel. M= madre del probando; P= probando; WT= control “wildtype”.

(C) Pedigri de la Familia B: el paciente (C.I11:2) es hemicigoto, mientras que la madre resulta
heterocigota para la mutacion p.Arg37Ser. Los circulos pequefios representan los individuos sobre los que
se ha podido hacer cribado genético.
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La secuenciacion del ADNmt completo de ambos pacientes llevo a la identificacion de

algunas variaciones respecto a la secuencia de referencia de Cambrigde modificada

(GenBank: NC 012920), todas ellas de naturaleza homoplasmica, teniendo en cuenta

que técnicamente no fue posible descartar la presencia de cambios en la secuencia con

niveles de heteroplasmia inferiores al 30%.

Para el Paciente A:

MT-RNR1:

MT-ND2:

MT-CO1:

MT-ATPG:

MT-NDA4:

MT-CYB:

MT-DLOOP:

Para el paciente B

MT-RNR2:

MT-DLOORP:
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m.750A>G

m.961T>C

m.1438A>G

m.4769A>G (Met100Met)
m.6284>G (Thr127Thr)
m.8860A>G (Thr112Ala)
m.12127G>A (Gly456Gly)
m.15326A>G (Thr194Ala)
m.456C>T

m.513del(CA)

m.302insC
m.310insC

m.1888G>A

m.93A>G
m.302insC
m.310insC
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4.3. LAS MUTACIONES p.Gly8Arg Y p.Arg37Ser ALTERAN DISTINTOS
DOMINIOS FUNCIONALES DE LA SUBUNIDAD NDUFAL1.

La proteina MWFE, que se halla muy conservada en la escala filogenética, esta formada
por 70 aminoacidos (10kDa) y dos dominios funcionales bien diferenciados (Figura 10).
Los primeros 25 aminoacidos que conforman la region hidrofobica N-terminal,
constituyendo un dnico dominio transmembrana, que se continua con un dominio
hidréfilico de 45 aminoacidos, que probablemente se disponga hacia el espacio
intermembrana. Este dominio contiene 12 residuos cargados positivamente y 5
negativos relacionados con la interaccion con otras subunidades del complejo |
(Yadava and Scheffler, 2004). Ademas, en este dominio encontramos un residuo de
serina, en la posicién 55, susceptible de ser fosforilado, cuya relevancia funcional
comienza a ser dilucidada (Chen, et al., 2004; Yadava, et al., 2008).

La proteina se sintetiza en el citosol, y posteriormente es importada a la mitocondria sin
procesamiento proteolitico adicional. La secuencia proteica minima necesaria,
observada en MWFE, engloba los 28 primeros aminoacidos pertenecientes a la region
N-terminal. Es muy probable que esta regién N-terminal sea la que se inserta dentro de
la membrana interna, quedando inmediatamente bloqueada su transferencia/
internalizacion, de manera que entre 4 a 8 aminoacidos quedarian expuestos sobre la
cara de la matriz mitocondrial, y el dominio hidrofilico se orientaria hacia el espacio
intermembrana (Yadava and Scheffler, 2004).

Ambas mutaciones van a afectar a residuos aminoacidicos muy conservados en la
evolucion, en especies que van desde los humanos hasta los invertebrados (tales como
Drosophila melanogaster) (Figura 10). En el caso de la primera mutacion descrita,
p.Gly8Arg, localizada en el dominio hidrofébico N-terminal, parece afectar a la region
responsable de la orientacion e importe de MWFE en la membrana interna mitocondrial;
por otro lado, la segunda mutacion, p.Arg37Ser, alteraria la polaridad de una carga
positiva de uno de los residuos aminoacidicos, pudiendo por ello afectar, bien a la
fosforilacion de la proteina, o bien a la interaccion de ésta con otras subunidades del

brazo de membrana del complejo.
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Figura 10. Estructura secundaria predicha para la proteina NDUFA1 humana y alineamiento de
las secuencias aminoacidicas entre distintas especies. Las posiciones G8 y R37, correspondientes a los
aminoacidos mutados, aparecen subrayadas.

Para apoyar las suposiciones anteriormente mencionadas, con respecto a la alteracion de

ambas mutaciones sobre la hidrofobicidad en la proteina MWFE, se realiz6 un “plot de

Kyte-Doolittle” (Figura 11). Su analisis indica que la mutacion p.Gly8Arg provoca una

clara caida de la hidrofobicidad, mientras que la mutacion p.Arg37Ser induce un

aumento de ésta.
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Figura 11. Plots Kyte-Doolittle.

Eje de abcisas: posicion del aminoacido dentro de la proteina MWFE. Eje de ordenadas: grado de
hidrofobicidad.

A: Proteina MWFE wild-type. Los circulos sombreados indican el grado de hidrofobicidad para las
posiciones Gly-8 y Arg-37.

B: La mutacion Gly8Arg provoca una evidente caida de la hidrofobicidad

C: La mutacion Arg37Ser causa un aumento significativo de la hidrofobicidad.

Este analisis se realiz6 online, en el sitio http://www.expasy.ch/tools/protscale.html
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44. LA INTEGRIDAD DEL COMPLEJO | MITOCONDRIAL HUMANO SE
ALTERA POR LAS MUTACIONES EN NDUFAL1.

Para el estudio del efecto sobre la integridad del complejo I de la cadena respiratoria,
por parte de las mutaciones descritas, se utiliz6 la técnica 2D-BN-SDS-PAGE, a partir
de mitocondria aislada de cultivo de fibroblastos de piel procedentes de nuestros dos
pacientes (Figura 12). Se realiz6 un Ensayo de Actividad en Gel (IGA) para el complejo
I, tras correr un gel de acrilamida de 1D Blue Native (1D BN-PAGE) (Figura 12A).
Mediante este analisis se confirmaron en ambos pacientes los niveles disminuidos de
actividad enzimatica de complejo | obtenidos en su medida espectrofotométrica, con
respecto a los niveles observados en muestras control. Un duplicado del gel anterior se
marc6 e incubd con un anticuerpo frente a la subunidad NDUFA9 del complejo |
(Figura 12B, primer panel). La disminucion de niveles de complejo totalmente
ensamblado, correlacioné con los bajos niveles de actividad de complejo | observados
en los pacientes, siendo mas pronunciado para el paciente portador de la mutacién
€.22G>C (Paciente A). Un hecho resefiable en este caso fue la presencia de 2 bandas por
encima del complejo I, las cuales mostraron actividad NADH deshidrogenasa y
contienen la subunidad NDUFA9 perteneciente a dicho complejo. En este paciente,
estas 2 bandas presentaron una mayor intensidad que la obtenida para la banda del
complejo totalmente ensamblado (ratio aprox. 3:1). Las mismas bandas pudieron ser
observadas cuando se utilizé un anticuerpo frente al complejo I11. Es muy probable que
éstas representen complejo | estabilizado dentro de los llamados supercomplejos
mitocondriales 11111, 6 I1111,1V; (Schagger and Pfeiffer, 2000; Schafer, et al., 2006). Sin
embargo, el anticuerpo utilizado frente al complejo 1V dio una sefial difusa que no se
definié correctamente en bandas (“smear”) en la zona electroforética de alto peso
molecular (por encima del complejo 1),. Se han descrito resultados similares en
pacientes con déficit de complejo I, como en el caso de un paciente con la mutacion
p.Pro229GIn en NDUFS2, si bien no asi en otro paciente con la mutacion p.Arg228GIn
para el mismo gen (Ugalde, et al., 2004a).

Fernandez Moreira, D. 84



Resultados

C3 PB C4

L o —Cl

Ensayo de Actividad en Gel (IGA)

Cl PA C2 C3 PB C4

. . S5 B I (NDUFA9)

B.
—

— CI’

- - - cu+c

S —— R a  CIl| (core2)

s WL CIV (cox2)

-' - -—-—-—4— Cll (70 kDa)

Figura 12. Ensayo de Blue Native (BN-PAGE) para el analisis de los distintos complejos de la
cadena respiratoria mitocondrial, en fibroblastos de los pacientes portadores de las mutaciones en
el gen NDUFAL.

Se utilizaron en cada caso, 30ug de proteina para el analisis de las distintas subunidades de los complejos,
empleando geles de poliacrilamida en gradiente (del 5 al 15%) para la separacion de los mismos.

A. Ensayo de Actividad en Gel (IGA) para el complejo I. Se confirma un descenso en las actividades de
ambos pacientes, con respecto a las muestras control. Las flechas indican la presencia de 2 bandas de alto
peso molecular, las cuales presentan actividad NADH deshidrogenasa.

B. Ensayo de Western Blot. Se utilizaron anticuerpos frente a la subunidad del complejo I, NDUFA9
(primer panel), la subunidad core 2 del complejo Il (segundo panel), la subunidad COX 2 del complejo
IV (tercer panel), o la subunidad de 70kDa perteneciente al complejo Il (cuarto panel). Mediante flechas,
se indican 2 bandas de alto peso molecular que contienen a la subunidad NDUFA9 (primer panel). La
banda nombrada como CI°, detectada en los controles utilizando el anticuerpo frente a NDUFAOY,
corresponde al intermediario “D” del ensamblaje del complejo I (descrito por Ugalde et al. (Ugalde, et al.,
2004b). Las 2 bandas superiores que pueden observarse en los controles C3 y C4 (segundo panel)
aparecen como sefial residual proveniente de una deshibridacion o “stripping” incompleto, tras la
incubacién previa con el anticuerpo anti-NDUFAQ9.
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Cl: complejo | totalmente ensamblado (980kDa aprox.); CllI: dimero de complejo 111 (600kDa aprox.);
CIV: complejo IV (250kDa aprox.); CIHI+CIV: supercomplejo constituido por ambos complejos,
frecuente observado en ensayos de BN-PAGE; C1-C4: sujetos control; PA: paciente A; PB: paciente B.

45. MUTACIONES EN LA SUBUNIDAD NDUFAl1 AFECTAN A LA
EXPRESION DE LOS COMPLEJOS RESPIRATORIOS MITOCONDRIALES.

Para el estudio en ambos pacientes, de los niveles de expresion de los complejos II, 111,
y IV de la cadena respiratoria, se incub6 el mismo blot anteriormente descrito frente a
anticuerpos como el core 2 (complejo Il1), COX 2 (complejo 1V), y la subunidad de
70kDa para el complejo IlI (Figura 12B, segundo, tercer, y cuarto panel,
respectivamente).

Se observo un aumento de COX totalmente ensamblada para ambos pacientes, siendo
este efecto mayor en el Paciente B, si bien, estos valores de expresion no
correlacionaron con las medidas de actividad enzimatica obtenidas para COX (Tabla 11
y Figura 12B). Dado que todos los pacientes mostraron actividades de COX normales, y
que la actividad de los complejos de la cadena respiratoria en fibroblastos se normaliz6
frente a complejo IV (Tabla 11), estas actividades se utilizaron igualmente para
normalizar los niveles de expresion de los distintos complejos (Tabla 12). Por ello, se
cuantificaron las sefiales obtenidas en los blots, y los ratios de los complejos I, II, 111,
II+1V, y IV, normalizados frente a la actividad del complejo 1V, se utilizaron para
relativizar la expresion de los complejos totalmente ensamblados (Tabla 12).

Como era de esperar, los niveles de expresion para el complejo | de ambos pacientes,
resultaron disminuidos, siendo este descenso mas acusado para el Paciente A.

Los niveles de complejo Il mostraron una sobreexpresion significativa para el Paciente
A, en comparacion con los sujetos control, lo cual correlaciond con un marcado
aumento de actividad enzimatica medida para este complejo en los fibroblastos de este
paciente (Tabla 11).

En el caso de los niveles del dimero de complejo Il totalmente ensamblado (600 kDa
aprox.) no se observo una alteracion significativa (Tabla 12 y Figura 12).

Sin embargo, en los dos pacientes, se pudo comprobar un fuerte incremento para los
niveles en estado estacionario (“steady state”) de una banda de aproximadamente
750kDa, la cual fue descrita previamente como el supercomplejo o estructura
supramolecular 11,1V, formada por los complejos mitocondriales 111 y IV (Schagger
and Pfeiffer, 2000).
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Estos resultados quedaron confirmados con la realizacion de un ensayo de 2D-SDS-
PAGE, donde se pudo observar respecto a controles un aumento de sefial asociada a la
proteina core2 perteneciente al complejo Ill, asi como una mayor sefial para la

subunidad COX2 perteneciente al complejo 1V.

Cl o] Cll Clv CllI+IV  Cl/CIV Cll/CIv  CllI/CIV  CIVICIV  CllI+IVICIV
Control 100 100 100 100 100 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00
Patient A 15+7 407+45 137+42 144415 785+166 0.13 3.48 1.16 1.23 6.64
Patient B 34+10 156+32 120+13 233+22 688+87 0.33 1.56 1.19 231 6.82

Tabla 12. Valores numéricos de los niveles de expresion para los distintos complejos de la cadena
respiratoria mitocondrial, en los pacientes con mutaciones en NDUFAL.

Para el célculo de los niveles de expresion de los complejos I, 11 y 11, se cuantificaron un minimo de tres
ensayos de Blue Native, normalizandose los valores obtenidos frente a la actividad de complejo 1V. Los
niveles andmalos aparecen resaltados en negrita.

7,00 +

6,00 -

5,00 +

4,00 A
W PACIENTEA

3,00 +
B PACIENTE B

2,00 A
CONTROL

1,00 4

0,00 T T

Figura 13. Representacion grafica de los niveles de expresion para los complejos de la cadena
respiratoria mitocondrial, en los pacientes con mutaciones en NDUFA1, normalizados frente a la

los niveles de complejo IV
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4.6. LAS MUTACIONES EN NDUFA1 PROVOCAN EFECTOS DIFERENTES
SOBRE EL ENSAMBLAJE/ ESTABILIZACION DEL COMPLEJO |
MITOCONDRIAL.

Con el objeto de profundizar en el estudio de como pueden afectar las mutaciones en
NDUFAL, al ensamblaje y/o estabilidad del complejo I, separamos los distintos
complejos mitocondriales nativos mediante la técnica de electroforesis de 22 dimension,
2D-SDS-PAGE. Para ello, se transfirieron y se incubaron con anticuerpos frente a 4
subunidades del complejo I: NDUFS3, localizada en el brazo periférico; NDUFA9,
localizada en el limite del brazo periférico de membrana; la subunidad de 20kDa (ver
Material y Métodos); y la subunidad NDUFAL, localizada en el brazo periférico
(Carroll, et al., 2003) (Figura 14).

Se pudieron observar los siguientes resultados en ambos pacientes:

1.- Disminucién de la cantidad de complejo | totalmente ensamblado respecto a los
sujetos control.

2.- Ausencia de acumulo significativo de subcomplejos de bajo peso molecular, o de
intermediarios del ensamblaje, que contuvieran alguna de las subunidades de complejo |

analizadas.

La alteracion méas acusada se observo en el Paciente A, portador de la mutacién en
hemicigosis pGly8Arg (Figura 14A), en el cuél todas las subunidades del complejo |
fracasan en su incorporacion a niveles normales dentro del complejo, en comparacién
con los controles. Ademas, en este paciente, la mayor parte de la sefial correspondiente
a las subunidades NDUFA9 y NDUFS3 se localizé en un Gnico “spot” de peso
molecular superior al del complejo | totalmente ensamblado. Este representaria las dos
bandas observadas en el gel nativo de 1D que se localizaban por encima del complejo I,
las cuales corresponderian a los supercomplejos 1111, 6 I1l11,1Vy, que a su vez se
observan como una unica mancha en la segunda dimension (2D). Tan s6lo una pequefia
cantidad de estas dos subunidades (aproximadamente el 20% de la sefial), estaria
presente en la banda correspondiente al complejo | totalmente ensamblado.

Por otro lado, la sefial correspondiente al anticuerpo frente a NDUFA1 humana,

colocaliza de manera equitativa en los dos “spots” observados en la 2D, como ocurre
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con el anticuerpo frente a la subunidad de 20kDa, lo cual indicaria la segregacion

conjunta de ambas subunidades.

En el Paciente B, portador de la mutacion p.Arg37Ser, la subunidad NDUFA1 parece
estar presente dentro del complejo I a niveles ligeramente inferiores a los observados en
los sujetos control (Figura 14B). Asimismo, se obtuvieron resultados similares para las
subunidades NDUFA9 y NDUFS3, lo que correlaciona, en gran medida, con la mayor
actividad enzimatica de complejo | de este paciente.

Sin embargo, apenas pudo detectarse sefial para la subunidad de 20 kDa en el complejo
totalmente ensamblado, ni en ninguno de los subcomplejos portadores de ésta, lo cual
indicaria que la estabilidad de esta subunidad estaria comprometida dentro del complejo
l.
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Figura 14. Ensayo de 2D-Blue Native/SDS-PAGE para el andlisis del complejo | de la cadena
respiratoria mitocondrial, a partir de las células mutantes en NDUFAL.

A. Paciente A, portador de la mutacion p.Gly8Arg.

B. Paciente B, portador de la mutacién p.Arg37Ser.

Tras la extraccion de los mitoplastos, se separaron 40ug de proteina en un gel de poliacrilamida en
gradiente del 5 al 15%. Para la diferenciacion de cada una de las subunidades individualmente, se corrio
un gel al 10% de tricina dodecil sulfato sédico (SDS) en la segunda dimensién. Se hibridaron con
anticuerpos frente al complejo I (NDUFA9 (39kDa); NDUFS3 (30kDa); Subunidad de 20kDa; y
NDUFAL1 (8kDa) tanto las proteinas extraidas de los fibroblastos de los pacientes como de los controles.
Cl indica la posicion relativa del complejo | totalmente ensamblado; CI+ClII hace referencia a la posicion
relativa del supercomplejo de alto peso molecular. Las flechas indican el desplazamiento electroforético
tanto en la 12 Dimension (1D), como en la 22 Dimension (2D).
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V. DISCUSION.

Las mutaciones en genes nucleares estructurales del complejo I, son la causa mas
frecuente de déficit aislado de complejo I, encontrandose asociadas a una amplia
variedad de signos y sintomas clinicos. Sin embargo, las consecuencias fisiopatoldgicas
de estas mutaciones siguen siendo, aun hoy en dia, unas grandes desconocidas.
Previamente al trabajo aqui presentado, analizamos una serie de genes estructurales
autosomicos, de codificacion nuclear, pertenecientes al complejo I mitocondrial, en 12
pacientes pediatricos con déficit aislado de complejo I, encontrando tan s6lo una
mutacion en el gen NDUFSL1, en un paciente diagnosticado con sindrome de Leigh
(Martin, et al., 2005).

El andlisis molecular de estos genes, junto con el estudio del factor de ensamblaje del
complejo | NDUFAF1 (CIA30) en otros 14 pacientes, resulto infructuoso, datos que
sugieren que la causa molecular de la enfermedad podria deberse a mutaciones en otras

subunidades o factores implicados en la regulacion funcional del complejo 1.

La sospecha de un patron de herencia ligado al cromosoma X en, al menos, una de las
familias de nuestra cohorte de pacientes, junto con los resultados previamente
publicados referentes al papel esencial del gen de complejo I, ligado al cromosoma X,
NDUFAL en cuanto a la actividad, ensamblaje y fosforilacion del complejo | (Au, et al.,
1999; Yadava, et al., 2002; Yadava, et al., 2004; Marques, et al., 2003; Chen, et al.,
2004) nos impulsé a buscar mutaciones en este gen.

Como consecuencia de ello, pudimos llegar a identificar por primera vez, un déficit de
complejo I ligado al cromosoma X, en 2 familias espafiolas, atribuibles a mutaciones en
NDUFAL.

El Paciente A mostrd un claro patron fenotipico concordante con un sindrome de Leigh:
regresion psicomotora, signos clinicos y neuroradiolégicos de disfuncion a nivel del
tallo cerebral y afectacion de los ganglios basales, asi como un pariente varén fallecido,
con un fenotipo similar al del paciente.

El Paciente B mostré una sintomatologia caracterizada por retraso en el desarrollo,
hipotonia, epilepsia miocldnica, y una evolucion clinica mas estable que el caso
anterior, estando actualmente vivo (10 afios). En ambos pacientes, los estudios

bioquimicos realizados pusieron en evidencia defectos Unicos de complejo | de cadena
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respiratoria mitocondrial, tanto en musculo como en fibroblastos, siendo este deficit
mucho mas acusado en el paciente caracterizado con sindrome de Leigh (Paciente A).
Las sospechas de un patrén de herencia ligado al cromosoma X, llegaron a partir de la
historia familiar del Paciente A. Observamos una mayor prevalencia en varones, dentro
de los miembros afectos: tanto el probando como su hermano mayor, fallecieron de
sindrome de Leigh; por otra parte, tres tios maternos fallecieron en la infancia a causa
de una enfermedad desconocida. Ademas, otro dato de especial relevancia en este
contexto, resultd ser el hecho de que, mientras la concepcién del Paciente A fue llevada
a cabo mediante técnicas de fertilizacion in vitro (a partir de esperma de un donante
anonimo), la de su hermano afecto e igualmente fallecido, fue el resultado de una
fecundacidn a partir de un padre bioldgico distinto.

Si se tiene en cuenta que las mutaciones descritas en subunidades del complejo |
codificadas nuclearmente, suelen estar asociadas a fenotipos tipo Leigh o
encefalomiopatia mitocondrial, nuestros resultados concordarian y apoyarian los datos
previamente publicados.

Curiosamente, el patrén clinico descrito en el Paciente B, presenta una mayor analogia
con los anteriormente observados en pacientes con mutaciones en otro de los genes de
complejo I, el gen NDUFV1 (Schuelke, et al., 1999). Por el contrario, la evolucién
clinica de los enfermos portadores de mutaciones en NDUFV1, empeoraba
paulatinamente, mientras que la del Paciente B se ha mantenido mas estable. Otra
diferencia resefiable con respecto al Paciente A fue el patron neuroradioldgico
observado, el cual resultd ser algo diferente entre ambos. Mientras que para el Paciente
A se observaron lesiones a niveles del tAlamo, pedunculos y tallo cerebral, en el caso del
Paciente B, la Resonancia Magnética si puso en evidencia signos de atrofia cerebelosa,
acompafiados de alteraciones a nivel de los nucleos dentados, pero no se observaron

alteraciones ni de estructuras supratentoriales, ni del tronco encefalico.

El analisis de PCR-RFLP y posterior secuenciacion realizado en el Paciente A
evidencié la presencia de la mutacion- transversion ¢.22G>C, en el gen NDUFAL. El
hecho de que la madre de éste, fuera una portadora asintomatica de esta mutacion,
enfatizé la posibilidad de una alteracion o patologia ligada al cromosoma X.
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Al analizar el mismo gen en el Paciente B, se encontré otra mutacion, en este caso
substitucion, la ¢.251G>C. En este caso, dado que la madre resultd ser portadora de la
mutacién, pero no asi la abuela materna, se podria hipotetizar que esta mutacion podria
haber aparecido de novo en la linea germinal de la abuela. En este sentido, se ha escrito
mucho acerca de la amplia variabilidad fenotipica dentro de las enfermedades ligadas al
cromosoma X. Los genes que escapan al proceso de silenciamento del cromosoma X, se
reparten por todo el cromosoma, aunque la mayoria de ellos se localizan en el brazo
corto del mismo (Orstavik, 2009). EI gen NDUFAL se localiza en al brazo largo del
cromosoma (Xq24), con lo cual es candidato a sufrir el fendmeno de inactivacion o

silenciamiento.

Considerando todos estos resultados en su conjunto, encontramos que el 11,5% (3 de
26) de nuestra serie de 26 pacientes pediatricos, portaban mutaciones en alguno de los
genes estructurales del complejo | mitocondrial. A pesar de que esta frecuencia
corrobora los datos previamente descritos por otros (Benit, et al., 2001; Hinttala, et al.,
2005; Bugiani, et al., 2004; Loeffen, et al., 2000), en nuestro caso, su distribucion es
mas bien diferente, dado que 2 de nuestros pacientes presentaron mutaciones en el gen
NDUFA1, mientras que tan sélo 1 lo hizo en otro, como fue el caso de la mutacion
descrita en NDUFS1 (Martin, et al., 2005). En este sentido, nuestros resultados
contravendrian lo descrito por Loeffen y col. (Loeffen, et al., 1998a) que, analizando el
gen NDUFAL1 en 17 pacientes con encefalomiopatia mitocondrial y déficit de complejo

I, no encontraron una sola mutacion.

Nuestros resultados podrian indicar que las mutaciones en el gen NDUFA1 aparecerian,
con una relativa frecuencia, como alteraciones genéticas subyacentes en la poblacién

espafiola con deficiencia de complejo I y encefalomiopatia mitocondrial.

Los residuos 8 y 37 de la subunidad NDUFALl se localizan en regiones muy
conservadas desde el punto de vista evolutivo sugiriendo que son relevantes desde el
punto de vista funcional.

Mediante el analisis de 2D-BN-SDS-PAGE se observaron que los niveles de complejo |
totalmente ensamblado, disminuian en ambos pacientes, lo cual correlaciona con los

bajos niveles observados de actividad enzimatica del complejo |.
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Estos resultados parecerian sugerir que, alteraciones en la importacion de la proteina
MWEFE, en la ruta de ensamblaje del complejo I, 0 a nivel de la estabilidad del complejo
I, podrian ser la causa directa del descenso en los niveles de actividad. Corroborando
esta Ultima observacion, encontrariamos los experimentos realizados sobre mutantes de
Neurospora crassa defectivos en MWFE, los cuales mostraron que eran incapaces de
llevar a cabo el proceso de ensamblaje del complejo 1, tanto del brazo periférico como el
de membrana (Marques, et al.,, 2003). Igualmente, se ha comprobado en células
mutantes de ovario de hamster chino que, alteraciones especificas a nivel de
aminoacido, o que formas truncadas de la proteina MWFE, interfieren en la formacion
del complejo I, haciendo de ésta una enzima inactiva (Au, et al., 1999; Yadava, et al.,
2002).

Ademas, en el caso de los fibroblastos de nuestros dos pacientes, no se detectd un
acumulo significativo ni de subcomplejos de bajo peso molecular, ni de intermediarios
del ensamblaje que contuvieran ninguna de las subunidades de complejo | analizadas,
en contraposicion a los resultados descrito en otros pacientes con déficit de complejo |
(Ugalde, et al., 2004a; Antonicka, et al., 2003).

Asi, estos resultados parecerian indicar que, mas que los procesos de ensamblaje del
complejo | mitocondrial, seria la estabilidad de éste la que estaria gravemente
comprometida, a consecuencia de las mutaciones en la subunidad NDUFAL. Una
posible explicacion alternativa podria ser que las proteinas mutadas no se incorporaran
eficientemente dentro del primer subcomplejo o intermediario del ensamblaje,
conllevando esto, una disminucion de la proteina totalmente ensamblada pero sin

acumulo de intermediarios.

Estos efectos mencionados, resultaron mas marcados en el Paciente A, el cual
presentaba un fenotipo clinico mucho méas severo. De manera interesante, la Gly8, se
localiza dentro del dominio N-terminal de la proteina NDUFAL, el cual parece formar
un dominio funcional implicado en el “targeting” mitocondrial, importe, y orientacion
de esta proteina dentro del complejo I. (Yadava and Scheffler, 2004).

La sustitucion por Arg podria conducir a un fallo en el importe mitocondrial de la
proteina; lo cual podria alterar tanto el anclaje del complejo I en la membrana interna,
como la inestabilidad del complejo. En este sentido, Yadava y col. (Yadava, et al.,

2002), han descrito, en células de hamster, que el bloqueo del mecanismo de importe en
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la proteina MWFE, conlleva a la formacion de un complejo | inmaduro o parcialmente
ensamblado.

Nuestros resultados indican que, al menos parcialmente, si ocurre el importe de MWFE,
dado que una pequerfia cantidad de la proteina se incorpora dentro del complejo I (Figura
14).

Por otro lado, estos resultados sugieren que la mutacion p.Gly8Arg pudiera estar
afectando la conformacién funcional de los complejos de la cadena respiratoria, los
cuales estarian estabilizados en las estructuras supramoleculares I1lll; y I1111,1Vy, que
conservan actividad NADH deshidrogenasa; si esta actividad es rotenona dependiente o

no, es algo que sigue sin estar claro.

En el caso del Paciente B, la sustitucion de Ser por Arg en el residuo 37 de MWFE
provoca la supresion de una carga positiva en la region central de la proteina, la cual
parece estar implicada en la interaccion de ésta con otras subunidades del complejo I ,
(Yadava, et al., 2002; Scheffler, et al., 2004). Ademas, es destacable que este residuo
estd proximo al, hasta hoy, Unico sitio de fosforilacion de la proteina, la posicién
aminoacidica 55 (Chen, et al., 2004). Recientemente, se ha estudiado la relevancia del
proceso de fosforilacion, tanto en MWFE como en ESSS. En el caso de MWFE, se
sustituyd, mediante técnicas de mutagénesis dirigida, la serina de la posicion 55, por
otra serie de aminoacidos, observandose en practicamente todos los casos, el blogueo

total del proceso de ensamblaje y funcionalidad del complejo I (Yadava, et al., 2008).

De igual manera que, como ya ha sido previamente documentado, para una mutacion en
la posicién aminoacidica conservada 50, p.Arg50Lys, la cual causa también una
alteracion en el dominio hidréfilo de MWFE, haciendo completamente inactivo al
complejo | (Yadava, et al., 2002), se podria pensar que nuestra mutacion p.Arg37Ser
podria alterar la estructura terciaria de NDUFAL, provocando por ello la marcada
disminucion de actividad del complejo I, como la observada en el Paciente B.

Aunqgue en este paciente mostrd niveles mayores de complejo | totalmente ensamblado,
en comparacion con el Paciente A, la estabilizacion dentro del complejo de la subunidad
de 20kDa del brazo de membrana se encontr6 severamente comprometida (Figura
14B). Con respecto a esto, es conocido que la proteina MWFE bovina se encuentra
localizada en el subcomplejo la (Iy) del brazo de membrana, donde posiblemente

interaccione con otras subunidades (Carroll, et al., 2003; Sazanov, et al., 2000). Por
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consiguiente, mutantes en alguna subunidad ND, o bien con una sintesis de proteina
mitocondrial alterada, darian lugar a una proteina MWFE inestable (Yadava, et al.,
2004; Potluri, et al., 2009).

Nuestros resultados apoyan observaciones previas en lineas celulares (Yadava, et al.,
2004) que sugieren que tanto el destino de la proteina MWFE, como la estabilidad de
los mutantes en complejo I, se encuentran muy ligados a la sintesis de proteinas
mitocondriales, asi como al mecanismo de ensamblaje de las subunidades del brazo de

membrana (Yadava, et al., 2004).

Recientemente, en el afio 2009, Potluri y colaboradores, describieron una nueva
mutacion en NDUFAL (Gly32Arg) en dos pacientes cuyas madres eran portadoras
heterocigotas de la mutacién. En este mismo trabajo, se modelizaron en lineas celulares

de hamster, tanto esta mutacion, como las descritas en esta tesis (Gly8Arg, Arg37Ser).

Los hallazgos funcionales estudiando la actividad de los complejos, el ensamblaje de los
mismos Yy la cinética de crecimiento celular, apoyan el efecto patogénico de estas
mutaciones. Por otra parte en ese trabajo estudiaron las variantes polimorficas del
ADNmt en el paciente con la mutacion Gly32Arg sugiriendo que ciertas variantes
presentes en determinadas subunidades mitocondriales podrian ejercer un papel
sinérgico junto a NDUFAL1 en la severidad de las manifestaciones clinicas (Potluri, et
al., 2009).
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V1. CONCLUSIONES.

Varias evidencias sugieren que estas mutaciones pudieran ser la causa subyacente en

ambos pacientes del déficit de complejo I, y por tanto, responsables del fenotipo clinico:

1. Son las Unicas alteraciones nucleotidicas encontradas en todos los genes estructurales
y de ensamblaje codificados por los genes nucleares analizados.

2. No se encontraron evidencias de mutaciones patégenicas tras secuenciacion del ADN
mitocondrial.

3. Ambas mutaciones afectan a residuos aminoacidicos muy conservados
evolutivamente, los cuales pudieran jugar un papel importante tanto en la funcion como
en la estabilidad de la proteina MWFE.

4. No se encontraron ninguna de las dos mutaciones, en 200 sujetos control sanos del
mismo origen étnico.

5. Los fibroblastos de piel cultivados de ambos pacientes mostraron alteraciones a nivel
de ensamblaje o estabilidad del complejo | mediante analisis de 2D-Blue Native/SDS-
PAGE.

En este trabajo se describe por primera vez, mutaciones en un gen estructural del
complejo | mitocondrial ligado al cromosoma X, asociadas a un defecto enzimatico del
complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial.

Los resultados de esta tesis sugieren que mutaciones que afectan a residuos muy

conservados en la proteina NDUFA1 humana puedan ser causa de encefalomiopatias
mitocondriales, y que esta proteina tenga un papel esencial en la funcién del complejo 1.
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X-Linked NDUFA1 Gene Mutations
Associated with Mitochondrial
Encephalomyopathy

Daniel Fernandez-Moreira, PharmB,1 Cristina Ugalde, PhD,1 Roel Smeets,2 Richard J. T.
Rodenburg, PhD,2

Eduardo Lopez-Laso, MD,s Maria L. Ruiz-Falco, MD,s Paz Briones, PhD,s Miguel A. Martin,
PhD,1

Jan A. M. Smeitink, MD, PhD,2and Joaqui'n Arenas, PhD:

Objective: Mitochondrial complex | deficiency is the commonest diagnosed respiratory chain defect,
being genetically heterogeneous.

The male preponderance of previous patient cohorts suggested an X-linked underlying genetic
defect. We investigated

mutations in the X-chromosomal complex | structural genes, NDUFA1 and NDUFB11, as a novel
cause of mitochondrial

encephalomyopathy.

Methods: We sequenced 12 nuclear genes and the mitochondrial DNA—encoded complex | genes in
26 patients with respiratory

chain complex | defect. Novel mutations were confirmed by polymerase chain reaction restriction
length polymorphism.

Assembly/stability studies in fibroblasts were performed using two-dimensional blue native gel
electrophoresis.

Results: Two novel p.Gly8Arg and p.Arg37Ser hemizygous mutations in NDUFA1 were identified in
two unrelated male

patients presenting with Leigh’s syndrome and with myoclonic epilepsy and developmental delay,
respectively. Two-dimensional

blue native gel electrophoresis showed decreased levels of intact complex | with no accumulation of
lower molecular weight

subcomplexes, indicating that assembly, stability, or both are compromised.

Interpretation: Mutations in the X-linked NDUFAL gene result in complex | defect and
encephalomyopathy. Assembly/

stability analysis might give an explanation for the different clinical phenotypes and become useful for
future diagnostic purposes.
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