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RESUMEN

La artrosis es una patologia compleja que se origina debido a la pérdida del
equilibrio entre los procesos anabdlicos y catabolicos, desencadenando la
modificacion anatomica y la alteracion fisioldgica de la funcidn articular. En los
ultimos anos se ha establecido una relacion entre la funcién mitocondrial, su
genoma y la incidencia y/o progresion de esta patologia. Hoy en dia el uso de
modelos celulares como los cibridos transmitocondriales que se caracterizan por
presentar un mismo fondo nuclear pero diferente genoma mitocondrial, resultan
esenciales para estudiar el papel de la mitocondria en patologias complejas como

la artrosis.

El objetivo de esta tesis fue la generacion de células carentes de genoma
mitocondrial, asi como la generacion de cibridos portadores de los haplogrupos de
ADNmt H y J de individuos sanos y artrdsicos para analizar de qué manera la
funcién mitocondrial estd relacionada con mecanismos que conllevan a la

alteracion del cartilago articular.

El andlisis de parametros relacionados con el desarrollo de esta patologia como el
estrés oxidativo, apoptosis, autofagia o el metabolismo glucolitico y lipidico, nos
permiti6 demostrar la relevancia de las mitocondrias funcionales en la
fisiopatologia de la artrosis. Los resultados obtenidos pusieron de manifiesto la
existencia de diferencias entre los cibridos portadores de diferentes ADN

mitocondriales tanto a nivel funcional como molecular.
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RESUMO

A artrose é unha patoloxia complexa que se orixina debido 4 perda do equilibrio
entre os procesos anabdlicos e catabolicos, desencadeando a modificacion
anatomica e a alteracion fisioloxica da funcidon articular. Nos udltimos anos,
estableceuse unha relacion entre a funcion da mitocondria, o seu xenoma e a
incidencia e/o progresion de esta patoloxia. Hoxe en dia, o uso de modelos
celulares como os cibridos transmitocondriais que caracterizanse por ter o mesmo
fondo nuclear pero diferente xenoma mitocondriai, permiten estudar o papel da

mitocondria en patoloxias complexas coma a artrose.

O obxectivo desta tese foi a xeracion de células carentes de xenoma mitocondriai e
a xeracion de cibridos portadores dos haplogrupos H e ] de individuos sans e
artriticos para analizar de que maneira a funcion mitocondriai pddese relacionar

cos mecanismos que levan & alteracion da cartilaxe articular.

A andlise de parametros que relacionaronse c6 desenvolvemento desta patoloxia
coma o estrés oxidabel, apoptose, autofaxia ou o metabolismo da glucosa e dos
lipidos, demostrou a relevancia das mitocondrias funcionais na fisiopatoloxia da
artrose. Os resultados presentados nesta tese puxeron de manifesto as diferenzas
entre os cibridos orixinados a partir de diferentes xenomas mitocondriais tanto 6

nivel funcional coma molecular.
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ABSTRACT

Osteoarthritis is a complex disease in which an imbalance between anabolic and
catabolic processes leads to the anatomical and physiological alteration of the joint
function. During the last years, mitochondrial function and genome have been
associated with the incidence and/or progression of osteoarthritis. Nowadays, cell
models such as transmitochondrial cybrids, which have the same nuclear
background but different mitochondrial genome, are a useful tool to study the role

of mitochondria in complex diseases like osteoarthritis.

The aim of this thesis was to generate cells without mitochondrial genome and to
establish transmitochondrial cybrids carrying the H and ] haplogroups from
healthy and osteoarthritic donors. This allowed us to study how the mitochondrial
function may be related to mechanisms that initiate molecular alterations at the

joint.

Analyzing the parameters that have been related to osteoarthritis development,
like oxidative stress, apoptosis, autophagy, glucose and fatty acid metabolism, we
could demonstrate the relevance of functional mitochondria in the
pathophysiology of osteoarthritis. To conclude, the results presented in this thesis
showed that cybrids carrying different mitochondria genomes responded

differently at functional and molecular levels.

XIX






PROLOGO

Hipotesis y objetivos.






PROLOGO

Actualmente, la osteoartritis (OA), comiinmente conocida como artrosis, es una de
las enfermedades musculoesqueléticas mas comunes a nivel mundial, estimandose
que aproximadamente un total de 250 millones de personas en todo el mundo la
padecen. Dentro de esta enfermedad, la mas comun es la OA de rodilla ya que
alrededor del 85% de casos se relacionan con esta articulacion (1, 2). En Europa se
estima que alrededor de 40 millones de personan la padecen (3). Al analizar la
incidencia de la OA de rodilla en la poblacion mayor de 50 afios, se estima que un
20% de las mujeres y un 10% de los hombres presentan signos radiograficos de OA

de rodilla (1, 4).

En Espafa, segun el Ministerio de Sanidad, Servicios sociales e Igualdad y el
Instituto Nacional de Estadistica, la OA es considerada una de las patologias
cronicas mas prevalentes por delante de las enfermedades cardiacas y
respiratorias. El tltimo estudio de prevalencia de las enfermedades reumaticas en
la poblacion adulta espafiola (EPISER-2016), llevado a cabo por la Sociedad
Espafiola de Reumatologia, reflejé6 que la OA presenta diferente prevalencia en
funcion de la articulacidn, asila OA de rodilla presenta una prevalencia del 13,83%
(Figura 1). Por su parte, en el afio 2014, el Instituto Nacional de Estadistica
describiéo que alrededor del 11,1% de los hombres y el 25,1% de las mujeres
mayores de 15 afios presentaban OA. En la comunidad gallega, segin datos de la
Liga Reumatoloxica Galega, el 23% de la poblacion padece algin sintoma
relacionado con enfermedades reumaticas, viéndose afectados aproximadamente
un total de 600.000 gallegos, lo que aumenta la prevalencia de esta patologia hasta
un 95% en personas mayores de 65 afios. Teniendo en cuenta los datos descritos, y
que la piramide poblacional se estd invirtiendo debido al envejecimiento de la
poblacion a nivel mundial, en los proximos anos se espera que estos porcentajes

aumenten notablemente.



OA cervical

(10,10%) 8
® OA de manos
(7,73%)
©
OA lumbar
(15,52%)

® OA de cadera
(5,13%)

@ OA de rodilla
(13,83%)

Figura 1 Prevalencia de afectacion de la OA de las diferentes articulaciones (en %).Datos

obtenidos del estudio EPISER 2016.

Si bien esta patologia no es mortal, si es altamente incapacitante para la persona
que la padece, siendo la enfermedad que provoca mas discapacidad en los mayores
en comparacion con cualquier otra enfermedad. Entre sus principales
caracteristicas destacan el dolor y la falta de movilidad asociados a la destrucciéon
dela articulacidn, lo que provoca una pérdida de la funcién motora y afecta al nivel
de trabajo de los individuos que lo padecen, disminuyendo significativamente su
calidad de vida (3, 5, 6). Hoy en dia, esta patologia no tiene cura y por tanto los
facultativos tnicamente pueden paliar los sintomas de los pacientes. En altimo
lugar, se plantea la cirugia de reemplazo articular como abordaje terapéutico para
que el paciente pueda recuperar su calidad de vida, siendo esto una de las
soluciones mas costosas (1). Esta situacion (de falta de un tratamiento eficaz que

frene en deterioro articular) y el gran nimero de bajas médicas asociadas, son los



dos factores que incrementan en gran medida el coste de esta patologia a las arcas
del estado (7). En consecuencia, el coste médico y, por tanto, el impacto
socioecondmico de la OA es muy elevado traduciéndose en aproximadamente el
1-2,5% del producto interior bruto de un pais (3, 6). En Espafia, supone un gran
gasto socio-sanitario tanto a nivel del Sistema Nacional de Salud como para el
sector profesional y empresarial, constituyendo el 0,5% del PIB nacional, llegando

a alcanzar un coste de 5 millones de euros anuales (5).

A dia de hoy, la OA es considerada una patologia que afecta al conjunto de las
articulaciones moviles, donde se producen cambios a nivel molecular que originan
estrés celular y degradacion de la matriz extracelular y activan respuestas de
reparacion ineficientes, las cuales pueden favorecer vias inflamatorias (1). Es una
enfermedad compleja en la que se desencadenan cambios moleculares que llevan
a la modificacion anatdmica y fisioldgica de la funcion articular culminando en
sintomas visibles en el paciente como el dolor o la rigidez en la articulacion (8). En
los tiltimos afios, se ha pasado a considerar a la articulacién como un érgano donde
todas sus estructuras juegan un papel fundamental en el mantenimiento de su
correcta funcion. Por ello, una articulacion artrosica difiere de la de una normal
por presentar degradacion del cartilago, remodelacion del hueso subcondral,
formacién de osteofitos, inflamacion de la membrana sinovial y del tejido de sostén
como ligamentos, tendones y musculo (5) (Figura 2). Todas estas estructuras estan
intercomunicadas e interactian de una u otra manera, por lo que el estudio de la
OA no puede centrarse tinicamente en el cartilago si no que debe llevarse a cabo

teniendo en cuenta todos los procesos y estructuras que lo rodean.
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Figura 2 Imagen representativa de la definicion de la articulacion como un érgano. En esta imagen
se describen todos los tejidos que lo componen en comparacion con un 6rgano estandar como es el
corazdn. Aparecen reflejadas las patologias que pueden afectar a los tejidos que componen cada
uno de los 6rganos que, como fin tltimo, generan un fallo organico. Imagen obtenida y modificada
de Blanco et al., 2018 (5).

Actualmente no existe ni un método de diagnostico precoz ni un tratamiento eficaz
que permita detener o revertir la degradacion de la articulacion, ademas de
técnicas que nos permitan descifrar el complejo origen fisiopatologico de esta
patologia ya que son numerosos los factores que intervienen. Asi, es de gran
relevancia en la investigacion basica abordar el estudio de patologias complejas
como la OA, tanto a la hora de desarrollar nuevos tratamientos y busquedas de
biomarcadores diagnostico y/o pronostico, como del perfeccionamiento de
modelos in vitro que permitan conocer mas en detalle a nivel celular y molecular
estas patologias. Pese a que todos estos ensayos son estudios con un alto coste,
cuyos resultados se obtienen tras varios afios de investigacion y trabajo, en los
altimos afos se esta avanzando en el andlisis de los procesos que conllevan a la
degradacion y alteracion de la estructura articular. El principal objetivo de estos
estudios es lograr definir distintos fenotipos artrosicos y biomarcadores asociados,
proporcionando y generando nuevo conocimiento que, a nivel clinico, podra ser
trasladado al paciente, siendo el ultimo beneficiario de los nuevos

descubrimientos.



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Teniendo en cuenta que la OA es una enfermedad multifactorial donde la funcion
mitocondrial parece jugar un papel importante en su desarrollo, se ha planteado
la siguiente hipotesis de trabajo: “los cibridos transmitocondriales son un buen modelo
celular para estudiar el papel de la mitocondria en la artrosis”. A partir de esta hipotesis
se han planteado los siguientes objetivos para llevar a cabo el desarrollo de la

presente tesis doctoral:

1 Generacion y caracterizacion de células Rho-0 a partir de diferentes lineas
celulares:

1.1 Analizar el efecto de diferentes sustancias con capacidad de deplecionar el
ADNmt.

1.2 Caracterizacién de la funcién mitocondrial en las lineas Rho-0 generadas.

2 Generacion y caracterizacion de un modelo in vitro de cibridos
transmitocondriales:

2.1 Generacidon de cibridos transmitocondriales a partir de plaquetas de
donantes sanos y pacientes artrdsicos portadores de los haplogrupos de
ADNmtHo]J.

2.2 Caracterizacidén del modelo in vitro bajo diferentes condiciones de cultivo:
2.2.1 Estudio de la morfologia y tasa de duplicacion celular.

2.2.2 Evaluacién de la actividad de los complejos de la cadena de
transporte electronico mitocondrial.
2.2.3 Estudio del estado de la red mitocondrial.
3 Respuesta al estrés oxidativo, apoptosis y autofagia en los cibridos
transmitocondriales:

3.1 Determinacion de la funciéon mitocondrial mediante el andlisis de la tasa de

consumo de oxigeno (OCR).

3.2 Estudio de la respuesta al estrés oxidativo.



3.3 Analisis de la respuesta apoptotica celular.
3.4 Estudio del proceso de autofagia.
4 Analisis del estatus metabolico del modelo celular generado:
4.1 Determinacion de la funcion glucolitica mediante el analisis de la tasa de
acidificacion extracelular (ECAR).
4.2 Bioquimica celular.
4.3 Estudio comparativo del metabolismo de la glucosa y el de los acidos
grasos.
4.4 Analisis del almacenamiento de glucosa y acidos grasos.
5 Proteoma de los cibridos con marcaje isotopico para cuantificacion relativa y
absoluta (iTRAQ):
5.1 Proteoma celular.

5.2 Proteoma mitocondrial.



OBJETIVO 1

Generacion y caracterizacion de céelulas Rho-0 a partir de

diferentes lineas celulares.






INTRODUCCION

Objetivo 1

Una linea Rho-0 presenta como principal caracteristica la carencia
ADN mitocondrial (ADNmt) pero no de mitocondrias. La ausencia de este genoma
se logra tras la incubacion de las células con diversas sustancias que, por diferentes
vias, inhiben la replicacion del ADNmt (9, 10). Asi, tras sucesivos procesos de
fusion y fisidn, las nuevas mitocondrias generadas van perdiendo el ADNmt.
Durante el proceso de obtencion de una linea celular Rho-0, es esencial conseguir
un equilibrio entre la deplecién del nimero de copias de ADNmt y la viabilidad

celular.

La generacion de este tipo de células se realiza clasicamente en presencia de bajas
dosis de Bromuro de Etidio (BrEt) durante un periodo largo de cultivo. Este
compuesto presenta una alta capacidad intercalante entre la doble cadena de
ADNmt que inhibe la funcion metabolica de la polimerasa-y, enzima implicada en
el proceso de replicacién del genoma mitocondrial. Sin embargo, su uso genera
toxicidad y mutaciones en las células debido a su alto grado de capacidad
mutagénica, actuando como agente intercalante en el ADN nuclear (ADNn) (11).
A pesar de ello, el empleo de este tipo celular desperto y despierta interés ya que
se considera importante tanto a la hora de investigar las interacciones ntcleo-
mitocondria, como los mecanismos patogenéticos moleculares que las mutaciones

de ADNmt puedan causar (12).

Ya desde hace mas de cuatro décadas, cuando se demostré que bajas dosis de BrEt
permitian la generacion de células Rho-0 (13), se ha incrementado el niimero de
estudios en este campo, no solo avanzando en testar diversos compuestos que
presenten la misma capacidad, sino que también en el empleo de estas células de
manera complementaria en numerosas investigaciones. En consecuencia, la

manipulacién del ADNmt de una célula, el traslado de las mitocondrias de un



entorno celular a otro o la posibilidad de introducir nuevos genes en el ADNmt,

abre nuevas y numerosas lineas de investigacion.

Asi, en los ultimos anos, se han descrito numerosos métodos que permitieron
deplecionar el ADNmt tanto en células humanas (9), como de otras especies (14).
En concreto, cabe destacar el uso de 2',3' dideoxycytidina (andlogo de nucledtidos
antivirales que inhiben la replicacion) para crear fibroblastos Rho-0 (15) o del
ditercalinium (agente antitumoral intercalante) para la obtencion de células Rho-0
a partir de raton (16). A partir del 2015, se comenzo a utilizar un método de
obtencién de células Rho-0 donde no se usaban compuestos quimicos, sino que se
basaba en la modificacion de enzimas de restriccion para fragmentar las moléculas
de ADNmt, lo que facilitaria su degradacion por parte de endonucleasas

mitocondriales, logrando asi la deplecion del genoma mitocondrial (17).

En este escenario, teniendo la posibilidad de alterar o modificar el genoma
mitocondrial, destac6 una metodologia desarrollada con el objetivo de variar el
porcentaje de mutaciones en heteroplasmia caracteristicas del ADNmt y
relacionadas con numerosas patologias (18). La heteroplasmia es un fenémeno
conocido a nivel mitocondrial debido a que una célula puede tener diferente
porcentaje de variacion del ADNmt (variante no mutada y variante mutada)
constituyendo una mezcla de dos genotipos mitocondriales diferentes en una
misma célula (19). Asi, en el 2001 se describié un procedimiento cuyo objetivo fue
reducir el porcentaje de variacion del ADNmt empleando enzimas de restriccion
que fragmentaban las moléculas de ADNmt cuyo sitio de restriccion especifico se
habia originado por la mutacion a estudio (20). Mas tarde, mediante el uso de
transcription activator-like effector nucleases (ITALENs), cuyo origen reside en la
reprogramacion de enzimas de restriccion, Bacman y colaboradores lograron el
marcaje y la eliminacion de forma permanente de la molécula de ADNmt

portadora de mutaciones puntuales, disminuyendo, por tanto, los niveles de
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heteroplasmia mitocondrial (21). En el ultimo afio, en este mismo campo, la
eficiencia de una técnica basada en el empleo de mitocondrial zinc-finger nucleases
(mtZFNs) modificados para dirigirse directamente al ADNmt, se ha testado en un
modelo murino in vivo que logrd reducir los niveles de ADNmt mutado (22). Del
mismo modo, el desarrollo de nuevas técnicas para editar el genoma nuclear, como
la tecnologia CRISPR-Cas, abrié una nueva ventana para su aplicabilidad en el

ADNmt generando una variante denominada spCas9Mito (23).

El proceso de depleciéon del ADNmt origina células carentes de este genoma, pero
dependientes de uridina y piruvato. Esta dependencia de uridina ocurre porque, a
medida que el material genético mitocondrial se va eliminando, las células no
presentan un correcto funcionamiento de la lanzadera de oorato debido a la
inhibicién de la enzima dihidroorato deshidrogenasa (DHODH), cuya principal
funcion es la biosintesis de bases puricas (24). La produccion de piruvato a través
de la glucolisis y la respiracion mitocondrial incrementan los niveles de NADH y
NAD*, respectivamente, en condiciones normales. Cuando se disminuye el
contenido del ADNmt, la produccién de NAD* se ve afectada, por lo que se
produce un desajuste del ratio NADH:NAD", influyendo en la obtencion de
energia mediante la glucolisis. Por ello, es importante el suplemento de piruvato
en el medio de cultivo, puesto que favorece la formacién de lactato, generando

NAD* y reestableciendo el estatus fisioldgico celular (9, 12).

Las células Rho-0 se han utilizado como un modelo celular para monitorizar
aquellas alteraciones en el metabolismo energético en respuesta a la deficiencia en
el ADNmt (25, 26). Ademas, en los tltimos afios, han cobrado relevancia como una
herramienta ttil a la hora de estudiar enfermedades asociadas a la disfuncion
mitocondrial. Estas células forman parte (como donadores de ADNn) del primer
paso en la generacion de wun modelo celular denominado cibridos

transmitocondriales. Los cibridos presentan la posibilidad de estudiar el efecto de
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diferentes genomas mitocondriales bajo el mismo fondo nuclear (ADNn de células
Rho-0) (9, 10, 27). Muchas de las funciones mitocondriales estdn controladas por
ambos genomas, por ello, las células Rho-0 y los cibridos son ttiles a la hora de
identificar cudl de los genomas es el responsable de un defecto mitocondrial

concreto.

Los ultimos estudios llevados a cabo en el desarrollo de células Rho-0 se han
centrado en deplecionar el ADNmt a partir de nuevas lineas celulares. Esto nos
permite abrir el abanico de posibilidades en la investigacion de enfermedades
donde la mitocondria juega un papel importante, aportando un mayor namero de
donantes nucleares para la posterior generacion de cibridos que presenten una
mayor similitud con la patologia a estudio en cada caso. En general, las lineas
utilizadas en los ultimos 10 afos para llevar a cabo este objetivo se obtuvieron a
partir de lineas celulares tumorales (9). A pesar de su amplia utilizacion, este tipo
de lineas celulares suelen presentar un contaje cromosdmico desequilibrado
manifestando aneuploidia lo que puede generar pérdida, ganancia y/o
translocacion de material genético y afectar a la relacion ADNn-ADNmt (28, 29).
Ademas, el origen de estas lineas celulares es generalmente anaerdbico y, a pesar
de que se desconoce el efecto que este fenotipo puede estar causando en el
genotipo mitocondrial, se deberia tener en cuenta que podria haber diferencias en
comparacion con lineas Rho-0 originadas a partir de un tipo celular con un

metabolismo aerdbico (9).

Pese a todo lo descrito anteriormente, las técnicas de obtencidon de células Rho-0
descritas actualmente presentan desventajas en forma de efectos mutagénicos o de
induccion de la expresion de genes de resistencia a multiples drogas, lo cual revoca
el efecto en la replicacion del ADNmt (11). Debido a estos inconvenientes, resulta
de gran interés el desarrollo de nuevos protocolos para la generacion de

células Rho-0.
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Por todo ello, en la primera parte de este trabajo de tesis doctoral, nos centramos
en la generacion de células Rho-0 a partir de dos tipos de lineas celulares diferentes
a las normalmente utilizadas: una linea de células madre estromales humanas

(3a6) y de una linea inmortalizada de condrocitos (T/C-28a2).
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MATERIAL Y METODOS

Objetivo 1

1.- Generacion de células Rho-0

1.1 Lineas celulares empleadas:

— 3a6: linea de células madre estromales humanas cedida por el grupo del
Dr. Hung (Veteran’s General Hospital, Taipei). Se desarroll6 a partir de la linea
celular KP, que se obtuvo mediante células madre mesenquimales de médula
Osea aspiradas de una paciente de 61 anos de edad y se inmortalizaron con un
vector de transduccion retroviral que expresaba HPV16 E6/E7. Finalmente, se
transfectaron con phTERT-IRES2-EGFP, obteniéndose las 3a6 (30) (Figura 3).

— T/C-28a2: linea celular cedida por el grupo de la Dra. Goldring (HSS Research
Institute, EEUU). Se establecié mediante transfeccion de cultivos primarios
(dia 5) de condrocitos obtenidos a partir del cartilago costal de una
adolescente de 15 afios. La transfeccion se realizo con un vector retroviral que
expresa el antigeno viral SV40 large T (31) (Figura 3).

— 143B.TK: linea celular tumoral de osteosarcoma timidin-quinasa negativa
resistente a bromodeoxiuridina (nucledtido sintético andlogo a la timidina)
adquirida de la coleccion europea de cultivos celulares (European Collection of
Cell Cultures-ECACC, Public Health England). Estas células fueron obtenidas a
partir de un osteosarcoma de una adolescente caucasica de 13 afios (Figura 3).

— 143B.TK Rho-0: células cedidas por el grupo del Dr. Garesse (IIB-CSIC-UAM,
Espafia). Se generaron a partir de las 143B.TK-al incubar estas células con bajas

concentraciones de BrEt durante al menos 8 semanas de cultivo.

Las lineas 143B.TK- y 143B.TK- Rho-0 fueron utilizadas como control en los

experimentos llevados a cabo para la deplecion del ADNmt. La linea
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143B.TK- Rho-0 se utilizé como control positivo a la hora de considerar a las dos

lineas celulares descritas anteriormente (3a6 y T/C-28a2) como Rho-0.

3ab T/C-28a2 143B.TK-

Figura 3 Imagenes de cultivo celular de las lineas 3a6, T/C-28a2 y 143B.TK-. Magnificacién de 100.

1.2 Cultivo celular

Las células se crecieron en incubadores a 37°C, 5% de dioxido de carbono (CO2) y
humedad a saturacién hasta que alcanzaron el 80% de confluencia en cada uno de

los medios de cultivo que se describen a continuacion:

— La linea celular 3a6 se expandié en Dulbecco’s modified Eagle’s medium Low
glucose (DMEM-LG, Thermo Fisher Scientific) 1 gr/L de glucosa, 1 mM de
piruvato sodico, suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF),
penicilina (100 U/ml), estreptomicina (100 pg/ml) (P/E) (GIBCO) y 2 mM de
L-Glutamina (Glutamax, GIBCO).

— Las lineas celulares T/C-28a2 y 143B.TK" se expandieron en DMEM 4,5 gr/L
glucosa, 1 mM de piruvato soédico y 4 mM de glutamina, suplementado con
10% de SBF y P/E.

— Las lineas celulares Rho-0 generadas se expandieron en su medio de cultivo
correspondiente (bien DMEM 1 gr/L de glucosa para las 3a6, o bien,
DMEM 4,5 gr/L de glucosa para las T/C-28a2 y 143B.TK") y se suplementaron,

en todos los casos, con uridina a 50 mg/ml (Sigma-Aldrich).

16



1.3 Generacion de células Rho-0

Con el objetivo de testar diferentes sustancias con capacidad de deplecionar el

ADNmt permitiendo asi obtener células Rho-0, se seleccionaron las siguientes

sustancias citadas a continuacion:

BrEt (3,8-Diamino-5-etil-6-fenilfenantridinio bromuro) (Sigma-Aldrich):
inhibe la funcién metabdlica de enzimas implicadas en la maquinaria de
replicaciéon como es el caso de la polimerasa-y, enzima encargada de la
replicacion del ADNmt (11).

Rd6g (Rodamina 6g) (Sigma-Aldrich): presenta, entre otras caracteristicas, la
capacidad de inhibir la fosforilacion oxidativa mitocondrial y la produccion
de ATP por acumulacién de calcio (Ca*™) (32).

MPP* (1-metil-4-fenilpiridinio) (Sigma-Aldrich): neurotoxina que acttia
interfiriendo en la fosforilacién oxidativa, inhibiendo el complejo I de la
cadena de transporte electronico (CTE), lo que genera una disminucion
drastica en los niveles de produccion de ATP en las células. Se ha descrito
también que inhibe la replicacion del ADNmt al incorporar 5-bromo-20-
doxiuridina lo que genera una disminucion del ntimero de transcritos
mitocondriales (33).

AZT (3’-acido-3’-deoxytimidina, zidovudina) y d4T (2’-3’-didehidro-2"-3’-
dideoxytimidina, estavudina) (Sigma-Aldrich): ambas sustancias pertenecen
a un grupo de drogas utilizadas en el tratamiento del virus de la
inmunodeficiencia humana y que se han asociado con procesos de
lipodistrofia. Estas dos moléculas pertenecen a la familia de los analogos de
los nucledtidos antivirales que inhiben la polimerasa-y (34). E1 AZT inhibe la
fosforilacion oxidativa y rompe el equilibrio entre el timidin-5"-fosfato (TTP)
y los demas desoxinucledtidos. El d4t tiene una actividad mas toxica sobre la

polimerasa-y (35-37).
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Para deplecionar el ADNmt en las lineas celulares, se sembraron un total de
8x10* células por pocillo en placa con 6 pocillos (multiWell plate- MW6) (Corning
Incorporated). Tras 24 h de cultivo, se afiadi6 el medio de cultivo suplementado
con uridina y las drogas anteriormente descritas siguiendo las concentraciones y
los tiempos recogidos en la Tabla 1. En todos los experimentos, se utilizaron como
control células cultivadas en ausencia de las drogas (condicion basal) para

determinar el nivel de ADNmt en cada tipo celular.

Tabla 1 Concentraciones y tiempos de incubacién con diferentes compuestos inhibidores de la
replicaciéon de ADNmt en las lineas 3a6 y T/C-28a2.

SUSTANCIA CONCENTRACIONES HORAS
Bromuro de etidio (BrEt) 500 nM, 100 nM, 1 mM 240
Rodamina-6g (Rd6g) 1 pg/ml, 3 pg/ml, 5 pug/ml 24+168
1-metil-4-fenilpiridinio (MPP*) 25 uM, 0,5 mM, 1 mM 72
Stavudina (D4D) > M 0 PM, 100 UM, 05 g0 45
mM
Zidovudina (Azt) 10 uM, 20 uM, 0,5 mM 96+216

2.- Aislamiento y cuantificacion de ADN: namero de copias de

ADNmt

2.1 Aislamiento ADN

La extraccion de ADN total se llevo a cabo a partir de precipitado celular utilizando
el kit Spin Tissue Mini (Invisorb®) segtin las recomendaciones del fabricante.
Brevemente, se lisaron las células con 400 pl de tampodn de lisis G y 40 pl de
proteinasa K durante una incubacién de 10 minutos (min) a 52°C. A continuacion,
se anadieron 200 ul de tampon de unidn A y se transfirié la mezcla a la columna
suministrada por la casa comercial. Posteriormente, se centrifugd durante 3 min a
12000 revoluciones por minuto (rpm) para llevar a cabo la fijacion del ADN a la

membrana. Para eliminar los restos de proteinas, se realizaron dos lavados con
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550 ul de tampdn de lavado y se centrifugd durante 1 min a 11000 rpm y 4 min a
14000 rpm, respectivamente, para eliminar los restos de etanol presente en el
tampdn de lavado. Por ultimo, el ADN se obtuvo a través de la elucion con 50 ul
de tampodn de elucidn precalentado a 52°C y posterior centrifugacion de 1 min a

11000 rpm.

2.2 Cuantificacion ADN

Para llevar a cabo la cuantificacion de los acidos nucleicos se utilizo el Nanodrop
ND 1000 (Thermo Fisher Scientific) que permite conocer la concentracion (ng/pl),
asi como la integridad y pureza de las moléculas de interés mediante

espectrofotometria.

La longitud de onda (£) utilizada para la cuantificacion del ADN fue de
260 nandmetros (nm). La integridad se determiné mediante el ratio
260/280 (Aze0280), cuyo valor <1,5 resulta de una contaminacion con restos celulares
y/o proteinas, y la pureza de cada muestra se estimo con el ratio 230/260 (A230/260),
cuyo valor <1,5 revela contaminacion por compuestos de tipo fenolico presente en

el proceso de extraccion.

2.3 Numero de copias de ADN mitocondrial

La cuantificacion del ndmero de copias de ADNmt se realizd mediante
amplificacion del ADN a través de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(polymerase chain reaction- PCR) a tiempo real (real time-polymerase chain reaction- RT-
PCR) y el establecimiento de una relacion entre el nimero de copias de un gen
mitocondrial y un gen nuclear de copia tinica. Para desarrollar el presente trabajo,
se selecciond el ARN ribosémico 125 (ARNr 12S), como gen mitocondrial y, la
Ribonucleasa P (RNasaP), como gen nuclear (en la Tabla 2 se describen las

secuencias de los cebadores empleados).

19



Tabla 2 Secuencia de los cebadores utilizados para la obtencion del nimero de copias de ADNmt.

S 5-CCA CGG GAA ACA GCA GTG AT-3'
ARNP12S | g 5'-CTA TTG ACT TGG GTT AAT CGT GTG A-3'
S 5-GCA CTG AGC ACG TTG AGA GA-3'
RNasaP | g 5-CCA GTC GAA GAG CTC CAG A-3'

S: sentido. AS: anti sentido

En un LightCycler® 480 II (Roche) se amplificaron 50 ng de ADN total de cada
muestra por duplicado en un volumen final de reaccion de 20 pl que incluian: 10 ul
de LightCycler® 480 Sybr Green I Master (Roche) y 0,3 uM de cada cebador
completando con agua (H20) hasta el volumen final de reaccion. La amplificacién
se llevo a cabo a través de una desnaturalizacion a 95°C durante 10 min y 50 ciclos
que consistieron en: 95°C durante 10 seg, 60°C durante 15 seg y 72°C durante 10

seg; con una extension final de 72°C durante 1 min.

Los valores de Ct (Cycle Threshold) obtenidos en cada una de las muestras se
extrapolaron a los datos de una curva estandar externa disefiada de manera previa
con el objetivo de conocer la concentracion de cada uno de los genes. Una vez
obtenidos los valores para cada uno de los genes, se calcul6 el nimero de copias
de ADNmt a través del ratio: ARNr125/RNaseP. Se establecié el contenido de
ADNmt de las células control (células sin tratamiento) como el 100% con el objetivo

de normalizar los valores obtenidos en cada uno de los experimentos.

3.- Caracterizacion de células Rho-0

3.1 Estado morfoldgico de la red mitocondrial en células Rho-0: tinciéon con

MitoTracker® Red

La descripcion morfoldgica de la red mitocondrial de las células, tanto control,
como con el ADNmt deplecionado, se realizo utilizando el fluoréforo

MitoTracker® Red Mitochondrion-Selective Probes (Thermo Fisher Scientific).
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El MitoTracker® Red es un fluoréforo que difunde pasivamente a través de las
membranas celulares y se acumula en la red mitocondrial de las células vivas en
funcion del potencial de membrana mitocondrial (AWm). Debido a esta

caracteristica, se puede utilizar también como medida indirecta de este parametro.

Brevemente, se sembraron 1x10* células por pocillo en portaobjetos multipocillo
(Thermo Fisher Scientific) de cuatro pocillos. Tras 48 h de crecimiento, las células
se lavaron tres veces con tampon fosfato salino (phosphate buffered saline- PBS) y se
incubaron con MitoTraker® Red a una concentracién final de 250 nM durante
30 min en oscuridad a 37°C. A continuacion, la preparacion se lavé nuevamente
con PBS y se fijaron las células con Paraformaldehido (Sigma-Aldrich) al 4%,
previamente atemperado, durante 10 min en oscuridad y a temperatura ambiente
(TA). Posteriormente, se lavd con suero salino tres veces y se realizé la tincion
nuclear con 20-(4-metoxifenil)-5-(4-metil-1-piperazinil)-2,5’-bi-1H-bencimidazol
diclorhidrato (Hoechst 33258, Sigma-Aldrich). Este compuesto se une
directamente a las regiones de adenina-timina, lo que permite el marcaje nuclear.
Se utiliz6 a una dilucion 1:10.000 en PBS incubandolo durante 5 min a TA y en
oscuridad. Por tltimo, tras lavar con PBS, se efectud el montaje con ProLong™ Gold
Antifade Mountant (Thermo Fisher Scientific) para, posteriormente, realizar las
imagenes en el microscopio confocal Nikon, AR-1 en los Servicios de Apoyo a la
Investigacion (SAI) de la Universidad de la Coruna y en el microscopio de

fluorescencia Olympus, BX-61.

3.2 Determinacion del consumo de oxigeno: Respiracion mitocondrial

La tasa de consumo de oxigeno (oxygen consumption rate- OCR) como un indicador
de la respiraciéon mitocondrial, se evalué mediante el uso de un Seahorse XFp

Extracellular Flux Analyzer (Seahorse Bioscience, Agilent Technologies).
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Con el fin de estudiar la funcion mitocondrial se utilizé el kit XFp Cell Mito
Stress Test (Seahorse Bioscience) midiendo de manera directa el OCR mediante el
uso de moduladores de la CTE de manera secuencial. Para ello, siguiendo las
instrucciones detalladas en la Figura 4, se sembraron 2x10* células por pocillo en
una placa de cultivo de ocho pocillos (cell culture miniplates 8 wells XFp Agilent
Seahorse XFp). Tras 24 h, las células se incubaron en el medio de cultivo especifico
(XFp Base Medium) suplementado con glucosa a una concentracion de 10 mM,
piruvato sodico a 1 mM y glutamina a 2 mM, durante 1 h en estufa de cultivo a
37°C sin CO:2 con el propdsito de eliminar el oxigeno residual. Durante la noche
previa a la realizacion del experimento, se hidrataron los sensores de deteccion del
capuchon utilizando el medio especifico de calibracion denominado XFp Calibrant

y se incub en estufa de cultivo a 37°C sin CO..

DIA PREVIO AL ENSAYO:

DIA DEL ENSAYO:

12 Sembrar las células (2x10* cel/pocillo)
Placa de cultivo
Cell culture miniplates 8 well

EASERCADAERFAGHHD
|

22 Hidratar el capuchén e incubar toda la
noche sin CO,

32 preparar medio especifico con
glucosa, piruvato y glutamina pH=7,4

v

52 Diluir los inhibidores
en medio especifico a la
concentracion adecuada

42 Cambiar al medio
especifico e incubar

Medio de cultivo especifico las células
XF Base Medium Piruvato 1 h sin CO, 37°C
Glucosa 1 mMGI .
10 mM utamina
—_— + 4 P
[
| = 4

72 cCalibrar el capuchén
en el Seahorse XFy
comenzar el ensayo

Capuchon r—
Extracellular Flux Cartridges Solucién de 2ilg . W

ea | B g
A e - Bd |

Fegsl S cahbrgclon |Rot/Ant|0hgo|FCCP| cllb o 3=

‘ B . 5{" XF Calibrant § & E A~ OLIGO (2uM}

| ¢ : : E‘ 3 5 ’ D 2 2 g B.- FCCP {2uM)

[UUVIUTUN] | 6 3= |+ Vv Fle 2 o8 b #

Elbodlis e v ol

L sk & \ &

o9 . o
48] | — 62 Cargar puertos con |nh|b|dores

Figura 4 Representacion esquematica del flujo de trabajo seguido en la realizacion del ensayo de
respiracion mitocondrial con Seahorse XFp. Cel: célula. Rot/Ant: rotenona/antimicina. Oligo:
oligomicina.
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Tras este periodo se cargaron los inhibidores en cada uno de los puertos, como se

describe a continuacion (Figura 5):

Puerto A: oligomicina (Oligo) a una concentracion de 2 uM: inhibe la funcién
de la ATP sintasa (complejo V de la CTE) y el valor obtenido mostrara la
respiracion mitocondrial asociada a la produccion de ATP.

Puerto B: carbonilo cianuro-4 (trifluorometoxi) fenilhidrazona (FCCP) a una
concentracion de 1 uM: este compuesto provoca el colapso del gradiente de
protones (H*) y rompe el AWm lo que permite medir el consumo maximo de
oxigeno.

Puerto C: mezcla de Rotenona/Antimicina A (Rot/Ant) a una concentracion de
2 uM y 4 uM respectivamente: estas sustancias son inhibidores del complejo I
y III de la CTE, respectivamente, por lo que su adicién en el paso final permite
el bloqueo total de la CTE facilitando la medida de la respiracion celular debida

a diferentes procesos no relacionados con la mitocondria.

| Rotenona | ‘Antimicina A‘
H+

.
A
- . H* H* H*
Espacio H* FCCP
intermembrana - t f . | - I B
Matriz Lj u U | e
mitocondrial I
H* H* H* .
0, H,0 H
\
H+
ADP ATP

Figura 5 Representacion grafica de la inhibicion de los complejos de la CTE. Efecto de los
reactivos inyectados a lo largo de la determinacién de la respiracion celular.

Finalmente, el capuchoén y la placa con las células son introducidos en el equipo

para llevar a cabo el experimento donde los compuestos serdn inyectados de

manera secuencial siguiendo el flujo de trabajo (Figura 4).
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El protocolo disefiado para llevar a cabo este experimento se caracteriza por un
conjunto de inyecciones de compuestos que, como se describié anteriormente,
modulan el metabolismo celular. El equipo toma medidas a lo largo del proceso a
tiempo real. Asi, toma un primer grupo de medidas de la OCR que representa la
respiracion basal, ya que no se ha afadido ningun estimulo. A continuacion, se
inyecta la Oligo, lo que provoca la disminucion del consumo de oxigeno y permite
determinar la respiracion asociada a la produccion de ATP. Posteriormente, se
inyecta el FCCP que, mediante la inhibicion del flujo de H*, induce a las células a
alcanzar la tasa maxima de respiracion. Por ultimo, la inyeccidon de la mezcla de
Rot/Ant inhibe totalmente la respiracion mitocondrial permitiendo calcular el

consumo de Oz no debido a la funcién mitocondrial (Figura 6).

RESPIRACION MITOCONDRIAL

Oligomicina FCcp Rot/Ant

» Capacidad
/" respiratoria

Respiracion
maxima

Tasa de consumo de oxigeno (OCR)
(pmol/min)
|

Tiempo (min)

Figura 6 Representacion grafica de los valores obtenidos en la determinacion del estrés
mitocondrial tras la exposicion frente a diferentes estimulos. Medicién a tiempo real de la tasa de
consumo de oxigeno (OCR) tras la inyeccion, de Oligo, FCCP y de Rot/Ant con el fin de calcular los
diferentes parametros.

La medicion del OCR se realiza obteniendo entre 15 y 20 valores independientes

obtenidos a partir de un promedio de 3 medidas por cada uno (media + Desviacién

Estandar (DE)).
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A partir de los valores obtenidos (Figura 6), se calculan los siguientes parametros

mediante la aplicacion de las ecuaciones recogidas en la Tabla 3:

Respiracion no-mitocondrial: se muestra como la tasa de oxigeno consumido
por otros procesos celulares no asociados a la mitocondria. Este valor nos
permite obtener una medida precisa de la respiracion mitocondrial ya que se
sustrae a todos los otros valores.

Respiracion basal: es la demanda energética de la célula en condiciones
basales, ya que muestra el consumo de oxigeno utilizado para satisfacer la
demanda de ATP celular resultado de la fuga de H".

Respiracion maxima: se muestra como la tasa maxima de respiracion que la
célula puede alcanzar bajo una situacion de “desafio metabdlico” donde, a
través del efecto de un desacoplador de la cadena respiratoria, se incrementa
la demanda energética fisiologica forzando el trabajo de la CTE a su maxima
capacidad.

H* Leak: se representa como el remanente de la respiracion basal que no esta
asociada a la produccion de ATP. Este parametro puede utilizarse como un
mecanismo de regulacion de la produccion de ATP, sin embargo, también
puede ser un indicio de dafio mitocondrial.

Produccion de ATP: es el ATP producido por las mitocondrias que contribuye
a satisfacer las necesidades energéticas de la célula puesto que se obtiene tras
la disminucién de la tasa de consumo de oxigeno después de inyectar Oligo,
representandose mediante la porcién de respiracién basal que se estaba
utilizando para su produccion.

Capacidad respiratoria: se muestra como el remanente respiratorio que
presenta una célula para ser capaz de responder a una demanda energética
por encima de la condicion basal. Este parametro puede ser un indicador de

aptitud o flexibilidad celular.
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Tabla 3 Parametros y calculos realizados a partir de los datos adquiridos tras llevar a cabo el
protocolo Cell Mito Stress Test del Seahorse XFp.

Cell Mito Stress Test Kit

PARAMETRO ECUACION

Oz no-mitocondrial tasa de OCR minima después de inyectar Rot/Ant

(altima medida de OCR antes de inyectar Oligo) -

Respiracion Basal , . .
p (consumo de oxigeno NO-mitocondrial)

(tasa de OCR maxima después de inyectar FCCP) -

Respiraciéon maxima , . .
P (consumo de oxigeno NO-mitocondrial)

(tasa de OCR minima después de inyectar FCCP) -

H* Leak
“ (consumo de oxigeno NO-mitocondrial)
Produccion de ATP (altima medida de OCR ante? de 1rh1yectar Ohgo) - (tasa de
OCR minima después de inyectar Oligo)
Capacidad respiratoria (respiracion méaxima) - (respiracion basal)

OCR: Tasa de consumo de oxigeno. Rot/Ant: rotenona/antimicina. Oligo: oligomicina

El estudio de cada linea celular se realizd por triplicado y cada experimento tres
veces. El andlisis de todos los datos obtenidos se realizo utilizando el software

Wave.

4.- Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en este primer apartado de tesis se han analizado desde
un punto de vista descriptivo con el objetivo de determinar la deplecion del
ADNmt en las lineas testadas y comparar su comportamiento frente a las lineas

referentes no Rho-0.

26



RESULTADOS

Objetivo 1

1.- Generacion de células Rho-0 y determinacion del nimero de

copias de ADNmt

El estudio de la capacidad de las lineas celulares (3a6 y T/C-28a2) para convertirse
en células Rho-0 se realiz6 mediante la incubacion con las drogas descritas
anteriormente, tras la cual se analizd el nimero de copias de ADNmt que

presentaban frente a las células sin tratar.

En primer lugar, se analizo6 si las células eran capaces de deplecionar su ADNmt
siguiendo la metodologia cldsica, basada en la incubacion de las células en
presencia de BrEt a bajas concentraciones durante un largo periodo de tiempo. Los
resultados mostraron que los niveles de ADNmt en la linea 3a6, tras la incubaciéon
con BrEt a una concentracion de 100 nM, disminuyen hasta valores del 8,17%
(Figura 7 a). Como se muestra en la figura 7 b, después de tefiir la red mitocondrial
de estas células con MitoTraker® Red durante 30 min, se observo un patrén de
distribucion de la red mitocondrial difuso alrededor del ntcleo caracteristico de
las células carentes de ADNmt. Por su parte, la linea celular T/C-28a2 redujo su
contenido en ADNmt hasta un 0,69% tras la incubaciéon con BrEt a 0,5 uM (Figura
7 c). Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la capacidad de ambas lineas
celulares para disminuir los niveles de ADNmt hasta valores esperados en una

linea celular Rho-0.
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Figura 7 Numero de copias de ADNmt en las lineas 3a6 y T/C-28a2 tras haber sido incubadas en
presencia de BrEt. (a) Linea 3a6 tratada con diferentes concentraciones de BrEt (1 mM, 500 nM y
100 nM) durante 240 h. (b) Linea 3a6 tefiida con MitoTraker® Red tras la incubacion con BrEt
durante 240 h. (c) Linea T/C-28a2 tratada con 0,5 pM de BrEt (96 y 240 h).

Con el objetivo de estudiar el uso de nuevos compuestos con menor toxicidad que
el BrEt para la obtencion de células Rho-0, se testaron las drogas Rdé6g, MPP*, AZT

y d4t que, por las vias descritas anteriormente, logran la deplecion del ADNmt.

La incubacién de las 3a6 en presencia de tres concentraciones distintas de Rdég
(1, 3y 5 pg/ml) durante un tiempo maximo de cultivo de 168 h no tuvo un efecto
significativo en los niveles de ADNmt. Tras la incubacién a una concentracién de
3 ug/ml de Rd6g durante 120 h, las células alcanzaron los niveles mas bajos de
numero de copias de ADNmt (68,5%) en comparacion con las células control
(100%). Sin embargo, las células incubadas con la concentracion mas alta (5 pg/L)
mostraron un incremento en el contenido de ADNmt comparado con el control
(Figura 8 a).
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Teniendo en cuenta que, en el caso de las 3a6, la concentracion de 3 pg/ml de Rdég
fue la que mostré un mayor efecto en la deplecion del contenido de ADNmt, las
células de la linea T/C-28a2 se incubaron a esta concentracion durante 168 h. Los
resultados obtenidos mostraron un descenso del nimero de copias de ADNmt
hasta alcanzar un 18% de su contenido (Figura 8 b). Estos datos permiten
determinar que las células T/C-28a2 son mas sensibles a la incubacién con Rdég

que las 3a6.

La incubacidén de las 3a6 con la menor concentracion de MMP* (25 uM) durante 72
h, redujo el porcentaje del nimero de copias de ADNmt hasta un 41.1% comparado
con el control. Este parametro se vio reducido del mismo modo cuando las células
se incubaron durante el mismo tiempo a las concentraciones de 0,5y 1 mM (Figura
8 c). Este compuesto a altas concentraciones induce muerte celular ademas de
presentar alta toxicidad (33). Debido a este inconveniente, el estudio del efecto del

MPP* no se realizd en la linea T/C-28a2.

La evaluacion de la capacidad de deplecionar el ADNmt de los compuestos AZT
y d4t reveld que cuando las 3a6 se incubaron en presencia de AZT, el numero de
copias de ADNmt se incrementd en ambas concentraciones testadas (20 uM y
0,5mM) y en todos los tiempos evaluados (96, 144 y 216 h) (Figura 8 d). Sin
embargo, cuando estas células se expusieron a altas concentraciones de d4t
(100 uM y 0,5 mM), el contenido de ADNmt celular se vio reducido hasta el 10,84%

comparado con el control tras 144 h (Figura 8 e).

En base a estos datos, se evaluo la eficacia del d4t a la concentracion de 0,5 mM
durante diferentes h en las T/C-28a2 mostrando una bajada hasta el 3,39% del
numero de copias de ADNmt en comparacion con las células sin tratar (Figura 8

f).
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Figura 8 Numero de copias de ADNmt en las lineas 3a6 y T/C-28a2 tras haber sido incubadas con
diferentes sustancias que deplecionan el genoma mitocondrial. (a) Linea 3a6 tratada con Rdég (1, 3
y 5 ug/ml) durante 24, 72, 120 y 168 h. (b) Linea T/C-28a2 incubada durante 48, 144 y 168 h con
3 ug/ml de Rdég. (c-e) Linea 3a6 tratada con MPP+ (25 uM, 0,5 mM y 1 mM) durante 72 h, con
AZT a 20 uM y 0,5 mM durante 96, 144 y 216 h y con d4t durante 96, 144 y 240 h a diferentes
concentraciones (5 uM, 10 pM, 100 uM y 0,5 mM), respectivamente. (f) Linea T/C-28a2 tratada con
d4t durante 96, 144 y 312 h

Los datos obtenidos ponen de manifiesto que ambas lineas celulares mostraron

una mayor disminucion en el niumero de copias del ADNmt en presencia del d4t
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y, solamente las T/C-28a2 en presencia de la Rdég. Por ello, los siguientes
experimentos se realizaron incubando las células en estas condiciones de cultivo
con el objetivo de generar células Rho-0 y estudiar su comportamiento en ausencia

de contenido mitocondrial.

2.- Estudio de las células Rho-0 generadas

2.1 Estado morfologico de la red mitocondrial en células Rho-0: tincién con

MitoTracker® Red

Con el fin de estudiar la distribucion de la red mitocondrial tras la deplecidn del
ADNmt se llevd a cabo la tincidon con MitoTracker® Red de las 3a6 tratadas con d4t

y de las T/C-28a2 tras la incubaciéon con Rdég (Figura 9).

T/C-28a2 T/C-28a2Rho-0

Figura 9 Imagenes de microscopia confocal de la red mitocondrial tefiida con MitoTracker® Red.
(a) Distribucion de la red mitocondrial en la linea 3a6 y 3a6 tras haber sido tratada con 0,5 mM de
d4t durante 144h (3a6 Rho-0). (b) Distribucion de la red mitocondrial en la linea T/C-28a2 y T/C-28a2
tras haber sido tratada con 3 pg/ml de Rd6g durante 144h (T/C-28a2 Rho-0). Todas las imagenes se
obtuvieron con el microscopio confocal Nikon AR-1 a una magnificaciéon de 200.
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El andlisis comparativo de las imagenes de microscopia tras la incubacién de las
células en presencia de MitoTracker® Red a 250 nM durante 30 min, permitio
observar que en la condicion control de ambas lineas celulares mostraban una
distribucion de la red mitocondrial definida a lo largo de todo el citoplasma. Sin
embargo, tras la incubacion de las 3a6 y T/C-28a2 con d4t y Rd6g, respectivamente,
el estudio de la morfologia de la red mitocondrial reflej6 que esta habia
experimentado un cambio, presentando una distribucion rota o fragmentada, con

una localizacién difusa perinuclear (Figura 9 a-b).

2.2 Determinacion de la funcion mitocondrial: Respiracion mitocondrial

La respiracion mitocondrial se evalud usando el kit Cell Mito Stress Test (Seahorse
Bioscience) lo que permiite, tras el estudio del OCR, determinar el funcionamiento
de la CTE. Para confirmar si las 3a6 y T/C-28a2 Rho-0 generadas presentaban un
comportamiento similar a otra linea Rho-0 usada en la literatura, se realizo el

analisis de la funcidn mitocondrial en las 143B.TK- como linea estandar.

El andlisis de los datos obtenidos al evaluar los valores del OCR mostro6 que, tanto
la linea Rho-0 estandar como las dos lineas generadas en este trabajo de tesis,
reflejaron unos valores de OCR basal bajos y que ninguna de las tres respondio a
la administracion de la Oligo, FCCP o Rot/Ant. Las lineas celulares sin deplecionar
el ADNmt mostraron un comportamiento similar respondiendo a los tres

estimulos utilizados (Figura 10 a-c).

Estos datos reflejaron que las tres lineas Rho-0 tienen inhibida la respiracion
mitocondrial debido a la ausencia del ADNmt y, por tanto, de las 13 proteinas

esenciales que se transcriben de este genoma para el correcto funcionamiento de la

CTE.
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Figura 10 Respiracion mitocondrial calculada mediante la tasa de consumo de oxigeno (OCR)
utilizando un Seahorse XFp. (a) Lineas 143B.TK- y 143B.TK- Rho-0. (b) Lineas 3a6 y 3a6 Rho-0.
(c) Lineas T/C-28a2 y T/C-28a2 Rho-0. Oligo: oligomicina. Rot/Ant: rotenona y antimicina.
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DISCUSION

Objetivo 1

La primera vez que se logro con éxito la obtencion de células Rho-0 a partir de la
linea celular 143B.TK- fue usando altas dosis de BrEt durante un periodo largo de
tiempo. Las células Rho-0 asi obtenidas se han empleado para la generacion de
cibridos transmitocondriales fusionandose en presencia de polietilenglicol (PEG)
(12, 24). Los resultados obtenidos en este trabajo ponen de manifiesto la capacidad
del BrEt para deplecionar el ADNmt tanto en una linea de células madre
estromales humanas (3a6) como en condrocitos (T/C-28a2), ademas, de la
capacidad de estas células de sobrevivir con un bajo niimero de copias de ADNmt
en presencia de uridina. Debido a que el BrEt es un agente intercalante altamente
téxico que causa efectos negativos en el genoma nuclear, en este trabajo se ha
testado la capacidad de diferentes compuestos de reducir el nimero de copias de

ADNmMt con una menor toxicidad.

El primer compuesto testado fue la Rd6g cuya principal caracteristica es la
inhibicion de la fosforilacion oxidativa mediante la unién a la membrana interna
de la mitocondria reduciendo el nimero de mitocondrias metabdlicamente activas
(32, 38). Este compuesto se ha utilizado anteriormente para reducir el ADNmt de
diferentes células con el objetivo de generar cibridos o hibridos utilizando
tibroblastos de hamster (39), ratones (40) y humanos (41). Los resultados obtenidos
mostraron que la Rdé6g presenta una baja capacidad para reducir el contenido de
ADNmt en las 3a6, siendo posible que este compuesto cause dafio de manera
rapida e irreversible en la mitocondria sin llegar a eliminar o a afectar al contenido
de ADNmt como se ha descrito anteriormente (41, 42). Sin embargo, la capacidad
de reducir el nimero de copias de ADNmt por este compuesto se puso de
manifiesto cuando se uso en la linea celular T/C-28a2 donde la Rd6g generd una

disminucion del contenido del genoma mitocondrial.

35



Quizas esta respuesta positiva se debe a que la Rdé6g no provoca una disfuncién

mitocondrial tan elevada en la linea celular de condrocitos.

En segundo lugar, se testo el compuesto MPP*, el cual inhibe la replicacion del
ADNmt obstaculizando la incorporacion de 5-bromo-20-deoxyuridina a Ia
membrana mitocondrial por lo que no afecta al genoma nuclear (33, 43). Los
resultados obtenidos por diferentes estudios sugieren que este compuesto no
afecta en profundidad a la biogénesis mitocondrial ya que los niveles de
mitochondrial transcription factor A (ITFAM) no se vieron reducidos, sin embargo,
inhibe selectivamente la replicacion del ADNmt reduciendo el contenido del
genoma mitocondrial (33, 43-45). Del mismo modo se ha descrito que el MPP* inicia
la peroxidacién lipidica, estimula la produccion de reactive oxygen species (ROS) y
reduce los niveles de ATP, procesos que estan implicados en la muerte celular (33).
Por todo ello, si bien se ha descrito el MMP* disminuye el niimero de copias de
ADNmt en las 3a6, también incrementa la muerte celular, por lo que las 3a6

consiguieron sobrevivir poco tiempo en presencia de este compuesto.

Los dos ultimos compuestos testados, AZT y d4t, forman parte de un grupo de
drogas utilizadas en tratamiento del virus de la inmunodeficiencia humana
asociado a lipodistrofia. Diferentes autores han sugerido que el efecto toxico que
presentan estos compuestos inhibe la polimerasa de ADNmt y (34, 46). AZT inhibe
la fosforilacion de la timidina y podria reducir los niveles de la TTP generando un
desequilibrio entre este y otros deoxynucledtidos (36, 37, 47, 48). Los datos
obtenidos en este trabajo siguen la misma linea descrita por otros autores, donde
la presencia del AZT en el medio de cultivo aumenta el nimero de copias de
ADNmt (36, 49). Actualmente no se conoce en profundidad el mecanismo por el
cual este compuesto incrementa el contenido de ADNmt, sin embargo, algunos
autores proponen que podria ser mediante la regulacion de genes implicados en la

codificacion de este genoma (50). Otros autores han sugerido que este proceso
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puede ser un mecanismo compensatorio en respuesta a la disfuncion mitocondrial
en la cual estd incluida la inhibicion de la polimerasa-y (49), el estrés oxidativo (51)

y un incremento de la masa mitocondrial mediado por el estrés oxidativo (52, 53).

El otro andlogo de la timidina testado fue el d4t, que se describi6 como un
compuesto con mayor toxicidad para la polimerasa-y (35, 46). Los resultados
obtenidos en este trabajo siguen la linea de lo descrito por diferentes autores donde
este compuesto muestra la capacidad de inducir una reducciéon de manera
significativa en el contenido de ADNmt (36, 54). El nimero de copias de ADNmt
en ambas lineas en presencia de d4t se vio reducido hasta niveles similares a los de
una linea celular Rho-0. Ademads, en ambos casos el bajo contenido mitocondrial se
mantuvo durante un periodo de tiempo de cultivo aproximado de 288 h tras haber
eliminado el d4t del medio (55). Estos resultados demuestran la estabilidad del

bajo nimero de copias de ADNmt en ausencia de la droga.

El estado de la red mitocondrial en las células Rho-0 generadas reflejé que su
estructura esta rota al compararlo con las células control, dato que concuerda con
el descrito por diferentes autores al comparar células Rho-0 obtenidas mediante
diferentes metodologias con sus controles (11, 56). Se ha descrito que la deplecion
del ADNmt en las células estd intimamente relacionada con la pérdida de la
morfologia de la red mitocondrial, escenario que vemos reflejado en las dos lineas

celulares estudiadas (26, 57).

Los datos obtenidos del estudio de la funcién mitocondrial reflejaron que las
células 3a6 Rho-0y T/C-28a2 Rho-0 tienen niveles de respiraciéon minimos, asi como
una respuesta nula a los inhibidores de la CTE al igual que las células
143B.TK" Rho-0 (56, 58). Este dato apoya nuevamente que las 3a6 y las T/C-28a2
cultivadas en presencia de d4t y Rdég, respectivamente, presentaron un

comportamiento caracteristico de una linea Rho-0.
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Todos los datos descritos en este apartado de la tesis doctoral indicaron que las
células 3a6 y T/C-28a2 tienen la capacidad de reducir su contenido mitocondrial y
volverse células Rho-0. Este estudio dio paso a la primera publicacion que describio
un protocolo de generacion de células Rho-0 a partir de una linea de células madre
estromales y de condrocitos usando compuestos diferentes al BrEt en la revista
PLoS One (55) (Anexo III). La generacion de células Rho-0 es el primer paso para la
obtencion de cibridos transmitocondriales y el estudio del papel de la mitocondria

en diferentes procesos celulares.
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OBJETIVO 2

Generacion y caracterizacion de un modelo in vitro de

cibridos transmitocondriales.






INTRODUCCION

Objetivo 2

Los cibridos transmitocondriales son un modelo celular originado a partir de la
fusién de una linea celular Rho-0 (carente de ADNmt) y una célula carente de
genoma nuclear, bien, porque se elimin6 el genoma de manera previa, o bien,

porque carece de nucleo y contiene tinicamente genoma mitocondrial (24, 59).

La generaciéon de los cibridos transmitocondriales es un procedimiento largo
donde, tras la fusion de los dos tipos celulares en presencia de PEG, sustancia que
favorece la unificacion de las membranas celulares, se necesita llevar a cabo una
técnica de aislamiento clonal (59). El aislamiento de los clones se realiza mediante
dilucién limite, esto permite generar diferentes clones de una misma fusion con el
objetivo de disminuir la variabilidad interclonal. La variabilidad interclonal es un
fendmeno comun a la hora de analizar los resultados obtenidos con cibridos
transmitocondriales. Este fenémeno se debe a que no todos los clones obtenidos a
partir de una misma fusion tienen porqué comportarse de la misma manera,

pudiendo interferir en la interpretacion de los resultados (12, 60, 61).

Este proceso conlleva la generacién de un modelo celular cuya principal
caracteristica es que todas las fusiones presentan el mismo fondo nuclear pero
diferente ADNmt, lo que permite el estudio de numerosos pardametros moleculares
donde las diferencias observadas se deberdn unicamente a las variaciones
existentes en el ADNmt de las células (10). Ademas, debido a que los procesos
mitocondriales estan controlados por los dos genomas celulares (mitocondrial y
nuclear), los cibridos representan una herramienta util para tratar de identificar

cudl de ellos es el responsable de los defectos observados en las células (9).
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Los cibridos transmitocondriales son un modelo celular in vitro ampliamente
utilizado en estudios donde el ADNmt parece jugar un papel relevante en
enfermedades como: sindrome de epilepsia mioclonica con fibras rojas rasgadas
(62), Parkinson (63), Alzheimer (64), sindrome de neuropatia, ataxia y retinitis
pigmentosa (65), neuropatia dptica hereditaria de Leber (Leber’s hereditary optic
neuropathy- LHON) (66), cancer y procesos tumorogénicos (67), degeneracion
macular relacionada con la edad (68, 69) o cardiomiopatia hipertréfica (70). Sin
embargo, a pesar de que en los ultimos afios se ha dado a conocer el efecto que la
funcidon mitocondrial y su genoma provocan en el desarrollo de la patologia
artrdsica, avanzando, tanto en el estudio como en el conocimiento de los procesos
a nivel molecular que conllevan la degradacion y alteracion de la estructura
articular, no se ha empleado este modelo celular para corroborar a nivel molecular

estos resultados.

Actualmente, el estudio de la OA no puede centrarse inicamente en el cartilago,
sino que debe llevarse a cabo teniendo en cuenta todos los procesos y estructuras
que conforman la articulacion. Hoy en dia, la articulacion es considerada como un
organo, donde todos los tejidos que lo forman: el cartilago hialino, hueso
subcondral, membrana sinovial, ligamentos y tendones, interactian de una u otra
manera para el correcto funcionamiento del mismo (1, 5, 8, 71). Teniendo en cuenta
que la OA es una enfermedad multifactorial, diferentes factores, no modificables
(sexo, edad) y modificables (peso corporal, la dieta o el ejercicio), que interactiian
alterando la homeostasis existente entre los tejidos que forman la articulacién, se
han relacionado con el desarrollo de la enfermedad (72-74). Por un lado, procesos
moleculares como el estrés oxidativo asociado al envejecimiento o el efecto de
componentes inflamatorios, podrian originar un desequilibrio entre procesos de
destruccién y reparacion del cartilago dando lugar a los primeros cambios
moleculares previos al desarrollo de la OA (75-77). Del mismo modo, datos

obtenidos a partir de diferentes estudios epidemioldgicos mostraron cémo las
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interacciones genéticas y epigenéticas contribuyen en la complejidad factorial de
la OA. Estos datos reflejan la asociacion existente entre diferentes genes nucleares
relacionados con el riesgo de desarrollar OA mediante estudios genome-wide

association scans (GWAS) (78, 79).

A nivel molecular, el cartilago articular, que se encuentra englobado dentro de la
capsula articular, es un tejido “especial” donde el tinico componente celular
presente en ¢€l, los condrocitos, viven en unas condiciones de baja disponibilidad
de oxigeno y nutrientes. Ademas, debido a que este tejido carece de vasos
sanguineos y linfaticos, estos se nutren mediante difusion de la glucosa y oxigeno,
entre otras sustancias, desde el liquido sinovial a través de la matriz extracelular
(MEC) caracteristica de este tejido (80-82). Los condrocitos son los responsables del
mantenimiento de la MEC, cuya integridad depende del equilibrio entre los
procesos anabolicos y catabdlicos (creacién y destruccion de la MEC,
respectivamente) siendo numerosas las alteraciones por las que este puede verse

afectado (83).

A pesar de que debido a estas caracteristicas se ha considerado que los condrocitos
son células altamente glucoliticas (84), diversos estudios han resaltado el papel que
juega la funcion mitocondrial en la OA. Asi, hoy en dia, un mal funcionamiento de
la mitocondria se considera como un factor mas que podria estar implicado en el
origen de esta enfermedad, ROS ya que este tipo celular obtiene al menos un 25%
de la energia que necesita a través del ATP sintetizado en la mitocondria (76, 80,
85, 86). Son numerosos los estudios donde se han analizado diferentes parametros
que ponen de manifiesto la alteracion mitocondrial tanto en condrocitos, como en
sinoviocitos de pacientes OA, al compararlos con los de pacientes sanos (84, 87-
90). Asi, se sabe que estos componentes celulares, en donantes patologicos,
presentan mayor apoptosis, senescencia y mayor produccion de ROS y una menor
autofagia y actividad de los complejos II y III de la CTE disminuida con su

correspondiente deficiencia del AWm (91).
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Otro factor relacionado con la susceptibilidad a desarrollar OA descrito
anteriormente es el componente genético. Dentro de este, se engloban las variantes
genéticas del ADNmt (79). Los haplogrupos de ADNmt son un conjunto de
mutaciones establecidas en el genoma mitocondrial a lo largo de la evolucion
humana. Si bien las mutaciones que caracterizan a los haplogrupos de ADNmt no
pueden ser consideradas patoldgicas, si pueden afectar al metabolismo
mitocondrial (92, 93), por ello, en los ultimos afos, se ha incrementado el interés
por estudiar la relacion entre estas mutaciones y diferentes patologias entre las que
se encuentra la OA (94-97). Hoy en dia, diversos estudios ponen de manifiesto la
asociacion de los haplogrupos de ADNmt con la incidencia, prevalencia y
progresion de la OA. Rego-Perez y colaboradores describieron en una cohorte
espanola (gallega) un menor riesgo de desarrollar OA de rodilla en pacientes
portadores del haplogrupo de ADNmt J, asi como una progresiéon menos severa
en estos pacientes (98). Estos datos fueron posteriormente validados en pacientes
con OA de cadera, estableciendo que esta asociacion es caracteristica de la
patologia al no detectarse en otras enfermedades reumaticas como la artritis
reumatoide y no es especifica de la articulacion (99). Estos datos se testaron con el
objetivo de observar si se reproducian en otras cohortes y, posteriormente, se
describié una menor incidencia del haplogrupo de ADNmt T en una cohorte del
Reino Unido (100). Del mismo modo, Fernandez-Moreno y colaboradores
observaron la misma asociacion al agrupar las muestras de pacientes portadores
tanto del haplogrupo de ADNmt T como del haplogrupo de ADNmt ], ya que
presentan un origen filogenético comun (cluster TJ), tras un estudio de meta-
analisis llevado a cabo tanto en una cohorte americana (osteoarthritis initiative- OAI)

como en una holandesa (Cohort Hip and Cohort Knee- CHECK) (101).

El empleo de la linea celular de cibridos transmitocondriales para el estudio, tanto
del efecto funcional de los diferentes haplogrupos de ADNmt, como su relacion

con enfermedades donde la mitocondria parece jugar un papel importante, no es
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una linea de investigacion reciente en la literatura (60, 93, 102, 103). Sin embargo,
alahora de evaluar la relacion existente entre los haplogrupos de ADNmt y la OA,
solo se han llevado a cabo estudios poblacionales y meta-analisis. Con el objetivo
de buscar una explicacion funcional a la asociacion entre los haplogrupos de
ADNmt y la OA, y teniendo en cuenta que uno de los factores implicados en el
desarrollo de la patologia artrosica es la disfuncion mitocondrial (88), resulta
interesante utilizar un modelo celular in vitro como son los cibridos
transmitocondriales para profundizar en las diferencias a nivel mitocondrial.
Ademas, también resulta interesante estudiar el efecto que diferentes mutaciones
mitocondriales pueden tener en el funcionamiento celular y poder relacionarlo asi

con el progreso de la enfermedad.

Por todo ello, se llevo a cabo el segundo objetivo de esta tesis, donde se genero un
modelo de cibridos transmitocondriales a partir de la linea celular 143B.TK- Rho-0.
Como donador del material genético mitocondrial se utilizaron plaquetas de
donantes normales (N) y artrosicos (OA) portadores del haplogrupo de ADNmt H
o ] para, posteriormente, realizar una caracterizacion molecular y funcional del

modelo celular in vitro generado.
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MATERIAL Y METODOS

Objetivo 2

1.- Generacion de cibridos transmitocondriales

1.1 Obtencion de células Rho-0

La linea celular Rho-0 utilizada para la generacion de los cibridos fue Ia
143B.TK- Rho-0 cedida por el grupo del Dr. Rafael Garesse (IIB-CSIC-UAM,
Espana). El ADNmt de esta linea Rho-0 se deplecion6 de manera convencional en
presencia de BrEt a bajas concentraciones (50 ng/ml) durante un periodo de

cultivos de entre 6 y 8 semanas (Objetivo 1 en el apartado: 1.3).

1.2 Obtencién de plaquetas a partir de sangre total en EDTA de donantes

normales (N) y artrosicos (OA)

Las plaquetas se obtuvieron a partir de sangre total en 4cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) (Sigma-Aldrich) extraida a los pacientes en la
consulta de Reumatologia del Centro Hospitalario Universitario de A Corufa
(CHUAC). Todos los donantes firmaron un consentimiento informado donde
aparecen recogidos los principales aspectos del proyecto y posteriormente las

muestras fueron anonimizadas (Anexo I).

La seleccion de los pacientes en el presente trabajo se realizd en base a la patologia
artrosica, comprobando su presencia o ausencia mediante radiografia. Asi mismo,
se tuvo en cuenta que los pacientes seleccionados fuesen portadores del
haplogrupo de ADNmt H o J en la misma proporcion. Una vez reclutados los
donantes, se seleccionaron 2 pacientes normales y 2 artrosicos, cuya distribucion

de sexos y edades aparece reflejada en la Tabla 4.
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Tabla 4 Descripcion de los pacientes seleccionados como donantes de plaquetas para la generacion
de cibridos transmitocondriales.

DIAGNOSTICO HAPLOGRUPO SEXO EDAD
N H* Hembra 35
N J1 Varon 75
OA H3 Hembra 66
OA ]2 Hembra 66

N: normal. OA: artrdsico. H*: subhaplogrupo H que no se corresponde con H1, H3 y H5.

La extraccion plaquetaria se realizé mediante centrifugacion diferencial a partir de
sangre total. En primer lugar, se afiadieron 0,1 volumenes de solucion de citrato
sodico (0,1 M de citrato sodico y 0,15 M de cloruro sodico) al volumen total de
sangre. Tras centrifugar 20 min a 440 rpm a TA, se recogio el sobrenadante y se
volvié a centrifugar a 3300 rpm durante 20 min a TA para obtener las plaquetas.
A continuacion, el precipitado plaquetario se resuspendido en 2 ml de suero
tisiologico (0,15 M de cloruro sédico y 15 mM de Tris (hidroximetil) aminometano
clorhidrato (Tris-HCL) a pH 7,4). Una vez obtenidas las plaquetas, se puede llevar

a cabo dos procedimientos diferentes en funcion del destino de las plaquetas:

1. Si las plaquetas se van a usar directamente para una fusion; una vez
resupendidas en el suero fisioldgico, ya se podrian usar tras una nueva
centrifugacion a 3300 rpm durante 10 min.

2. Silas plaquetas se van a congelar, para usarse mas adelante; se afiade 0,15 ml
de dimetilsulféxido (DMSO; Sigma-Aldrich) y 0,3 ml de SBF por cada 1,05 ml

de suspension plaquetaria. Se distribuyen en criotubos y se congelan a -80°C.

1.3 Generacion de cibridos transmitocondriales

Una vez obtenidas las células Rho-0 y el precipitado plaquetario de cada donante,
se llevd a cabo la fusidn entre ambos tipos celulares en presencia de PEG, ya que
actiia permitiendo la permeabilizacion de la membrana celular y facilitando la

fusién de unas células con las otras (Figura 11).
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MATERIAL Y METODQOS

Objetivo 2

2 donantes N 2 donantes OA

143B.TK

S
@

BrEt —ﬂ

143B.TK" Rho-0 Plaquetas

Fusién en presencia de
PEG (Chomyn, 1996)

o]

Aislamiento de clones
(dilucion limite 40 cel/p100)

* Estabilidad N2 de copias de ADNmt

3

* Comprobacion del haplogrupo de ADNmt

Figura 11 Flujo de trabajo seguido para la generacion de cibridos transmitocondriales. A partir de
la fusién de la linea 143B.TK- Rho-0 (originadas en presencia de BrEt) con las plaquetas de los
donantes normales (N) y artrosicos (OA) se obtuvieron los cibridos. BrEt: bromuro de etidio. PEG:
polietilenglicol. ADNmt: ADN mitocondrial. Cel: célula. P100: placa de cultivo petri 100 mm?2
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El resultado es una célula que presenta el mismo fondo nuclear (el de la linea
celular 143B.TK- Rho-0, en este caso) pero diferente ADNmt (el de las plaquetas de

los donantes).

La fusion se llevd a cabo con la metodologia descrita por Choming y colaboradores
(59), para lo cual, encima del precipitado de plaquetas, se afiaden lentamente
2x10° células Rho-0 resuspendidas en medio de cultivo (DMEM al 10% SBF
suplementado con uridina) y se centrifugan 1500 rpm durante 10 min.
Posteriormente, se desecho el sobrenadante y se resuspendid el conjunto celular
con micropipeta en presencia de PEG durante 4 min. Tras 1 min de incubacién, y
30 segundos de mezcla nuevamente con pipeta, se eliminé el PEG mediante
centrifugacion durante 10 min a 1500 rpm. El conjunto celular se resuspendid en
10 ml de medio de cultivo con uridina (50 pg/ml) para sembrar las células en placa

de cultivo de 100 mm? (p100).

Tras 12 h en cultivo, la uridina se elimin6 del medio para empezar el proceso de
seleccion y expansion de las células que incorporaron el ADNmt con éxito.
Después de un tiempo de cultivo de entre 2-3 semanas, se realizd un aislamiento
clonal mediante dilucién limite para obtener una poblacion celular originada a
partir de una tinica célula. Para ello, se sembraron tnicamente 40 células por p100,
lo que permiti6 el aislamiento individual de cada una de las células. Con el paso
del tiempo cada célula se dividié dando lugar a la formacion de una colonia. Una
vez obtenidas colonias originadas a partir de una sola célula, se aislaron al menos
10 por fusion y se expandieron durante el tiempo necesario para que se

reestableciera el total de su nimero de copias de ADNmt.

2.- Caracterizacion de cibridos transmitocondriales

Para determinar si la fusidon tuvo lugar con éxito y si los cibridos obtenidos eran

portadores del mismo haplogrupo de ADNmt que el donante de plaquetas, se
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determiné el haplogrupo de ADNmt de cada uno de los clones. De forma paralela,
las células 143B.TK- Rho-0, usadas como donante nuclear, se haplogruparon con el
fin de conocer su haplogrupo de ADNmt y confirmar que los clones no eran

portadores de su ADNmt.

Del mismo modo, con el fin de conocer si tras la fusion, los clones habian sido
capaces de reestablecer la maquinaria mitocondrial necesaria para el correcto

funcionamiento celular, se evalud el nimero de copias de ADNmt.

2.1 Asignacion de haplogrupos de ADNmt

La asignacion del haplogrupo de ADNmt de los clones obtenidos y de las células
Rho-0 se realizé mediante el andlisis de los single nucleotide polymorphisms (SNPs)
que definen cada uno de los haplogrupos de ADNmt europeos mayoritarios a
través de la técnica de single base extension (SBE) siguiendo la metodologia descrita
por Rego y colaboradores (98). El SBE se basa en la elongaciéon de una sola base
mediante el empleo de didesoxinucleétidos (ddNTP) cuya principal caracteristica
es que ponen fin a la elongacion del fragmento por parte de la Taq polimerasa y
cuya posicion se encuentra inmediatamente anterior al SNP que queremos

interrogar.

Tras la extraccion de ADN total siguiendo la metodologia descrita anteriormente
(Objetivo 1 en el apartado: 2.1), se llevo a cabo la amplificacion de los fragmentos
de ADN que contienen los polimorfismos que definen los haplogrupos
mitocondriales europeos mediante PCR multiple. Para la reaccion de amplificacion
se mezclaron un total de: 75 ng ADN total, 1X tampon de reaccion, 1,5 mM cloruro
de magnesio, 0,2 mM dNTPs, 0,2 uM cebadores (Tabla 5), 0,025 U/ul de
BioTag DNA polimerasa (Bioline) y H2O hasta completar 10 ul de volumen final, y
se llevd a cabo en un termociclador modelo Verity 96 (Applied Biosystems)

siguiendo el protocolo de amplificacion descrito en la Tabla 6.
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Tabla 5 Secuencia de los cebadores utilizados en la PCR multiple y en el SBE para asignar cada una
de las posiciones que definen los haplogrupos de ADNmt europeos. Modificado de Rego et al., 2008
(98).

SNP CEBADOR CEBADOR SBE
C7028T
S 5'-CTGACTGGCATTGTATTAGCA-3' 5-ACACGACACGTACTA
AS 5-GTATACGGGTTCTTCGAATG-3' CGTTGTAGC-3'
T4216C
S 5'-CCTACCACTCACCCTAGCATTAC-3' 5'-CGCCACTCACCCTA
AS 5'-GCGAGCTTAGCGCTGTGATGAG-3' GCATTACTTATATGA-3'
A10398G
S 5'-GGCCTATGAGTGACTACAAAAA-3' 5-ATATATGAGTGACTACAA
AS 5'-TATTCCTAGAAGTGAGATGGT-3' AAAGGATTAGACTGA-3'
A12308G
S 5-CAACCCCGACATCATTACCGGGT-3' 5'-(tacg)sACCATTGGTCTT
AS 5'-GGGTTAACGAGGGTGGTAAGG-3' AGGCCCCAA-3'
T14766C
S 5-GAGAAGGCTTAGAAGAAAACCCCAC-3 5'-CGATCATGAGTGGTTAATT
AS 5-GTGGGCGATTGATGAAAAGGC-3' AATTTTATTAGGGGGTTA-3'
G4577A
S 5'-CCTACCACTCACCCTAGCATTAC-3' 5'-(at)y TTTTTTACCTGAGTAGGC
AS 5-TAGGAATGCGGTAGTAGTTAG-3' CTAGAAATAAACAT-3'
G3010A
S 5-CTCGGAGCAGAACCCAA-3'
5-GATGTTGGATCAGGACATCCC-3'
AS 5'-CTCCGGTCTGAACTCAGA-3'
C456T
S 5-CGTTCAATATTACAGGCGA-3' 5-ATACCCCCCAACTAACACATT
AS 5-TTTGGTTGGTTCGGGGTA-3' ATTTT-3'
T16304C
S 5-CTTTCATGGGGAAGCAGA-3' 5-ATATATATATCAAACCTACCC
AS 5-CCCTGAAGTAGGAACCAGA-3' ACCCTTAACAG-3'
T6776C
S 5'-CTGCCATAACCCAATACCA-3' 5-TTATTATTATTATTATTGTTT
AS 5-CAGTGAATGAAGCCTCCTA-3' ATCGTGTGAGCACACCA-3'
G15257A
S 5-GAGAAGGCTTAGAAGAAAACCCCAC-3' 5-TATATATATATTCAATGAA
AS 5-GATCCCGTTTCGTGCAAGAA-3' TCTGAGGAGGCTACTCAGTA-3'

S: sentido. AS: anti sentido. SBE: Single Base Extension. SNP: mutacion de una sola base.
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Tabla 6 Programas de amplificacion utilizados durante el desarrollo de la técnica de asignacién de
haplogrupos de ADNmt.

94°C 60 seg Ext. final

T
PCR multiple desnatura et 35ciclos  55°C 60 seg  72°C 10 min
94°C 5 min
72°C 60 seg
activacion inactivacion
ExoSap-IT o o 15min  80°C 15 min
) 96°C 10 seg
SBE st 25 ciclos 60°C 5 seg
96°C 60 seg
60°C 30 seg
activacion inactivacion
Fast-AP  oooc10min - 75°C 5 min
R i6n d 962C 1 min
eacc1.on. , ¢ 96°C 1 min 25ciclos  60°C 30 seg
secuenciacion .
60°C 4 min

SBE: Single Base Extension. Ext: extension.

Una vez comprobado que la amplificacién mediante PCR tuvo éxito realizando
una electroforesis en gel de agarosa al 1,5% en Tampoén de Tris-Borato-EDTA
(TBE), las muestras se purificaron con ExoSap-IT (illustraTM ExoProStarTM 1-Step,
Healthcare) anadiendo a 2 pl de muestra y 0,8 pl de esta enzima, cuya funcién es
digerir los fragmentos de cebadores que no se hayan anillado (exonucleasa) y los
dNTPs no incorporados (fosfatasa alcalina), siguiendo el programa detallado en la

Tabla 6.

A continuacidn, se realizo el SBE con: 1 ul SNaPshot® Multiplex Kit (Applied
Biosystems) que posee tampon, ddNTPs y la polimerasa necesaria para la
elongacion, y 0,2 uM cebadores especificos (Tabla 5) siguiendo el protocolo

descrito en la Tabla 6.

Posteriormente, se realiz6 una segunda purificaciéon mediante fosfatasa alcalina
(Fast-AP) (Thermo Fisher Scientific) afadiendo a cada muestra 1 ul de esta enzima,
2 pl de su tampon y H2O completando hasta un volumen final de 20 pl y siguiendo
el programa detallado en la Tabla 6.

53



Finalmente, las muestras se cargaron en el secuenciador ABI 3130XL Genetic
Analyzer (Applied Biosystems) configurado con un conjunto de 8 capilares de 36
cm utilizando un polimero que contiene urea: Performance Optimized Polymer 4
(Applied Biosystems). Previamente, las muestras se desnaturalizaron durante 5
min a 95°C en 9,35 ul de Hi-DiTM Formamide (Applied Biosystems) como vehiculo
de los fragmentos en el interior de los capilares y 0,15 ul del marcador de peso
molecular interno GeneScanTM 120 LIZTM dye Size Standard (Applied Biosystems).
Tras la secuenciacion, los datos se analizaron con el programa informatico
Genemapper v4.0 (Applied Biosystems) asignando cada SNPs a cada uno de los

fragmentos de interés a partir de una secuencia de referencia.

Aquellas muestras en las que con la combinacién de SNPs interrogados con la
técnica descrita anteriormente (SBE) no se definié un haplogrupo de ADNmt, se
realizd una nueva amplificacion mediante PCR convencional utilizando los

cebadores descritos en la Tabla 7.

Tabla 7 Secuencia de los cebadores utilizados en la PCR convencional y en la secuenciacién para
asignar haplogrupos de ADNmt.

SNP CEBADORES

5'-ATGCCTCAGGATACTCCTCAATAGCCATC-3'
T14465C
5'-CCGTGCGAGAATAATGATGTATGC-3'

S: sentido. AS: anti sentido. SNP: mutacion de una sola base. SBE: single base extension.

Tras la obtencion del producto de PCR amplificado, las muestras se purificaron
con ExoSap-IT y se procedio con la secuenciacion. La reaccion de secuenciacion
consistié en: 1X tampon de reaccion, 0,4 uM cebador AS de la Tabla 7, 0,5 ul de Big
Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing y H20O hasta completar 11 pl de volumen

tinal siguiendo el programa descrito en la Tabla 6.

Posteriormente, se llevo a cabo la purificacion de las secuencias mediante bomba

de vacio. Para ello se utilizé el kit Montage™ SEQ Sequencing Reaction Cleanup
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(Merk Millipore) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se
anadieron 30 pl de Sequencing Wash Solution a cada muestra y se llevo a la placa de
vacio. Una vez lavadas las muestras 2 veces, se afiadi6 25 ul de Injection Solution y

se incubd 10 min en agitacion a TA.

Finalmente, todas las muestras se cargaron en el secuenciador ABI 3130XL Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). Tras la secuenciacion, los datos se analizaron con
el programa Sequencing Andlisis Software 6 (Applied Biosystems) y se asignaron los

haplogrupos de ADNmt restantes.

2.2 Estabilizacién y determinacion del nimero de copias de ADNmt

Para determinar si el nimero de copias de ADNmt se estabiliz6 en los clones tras
la fusion, se siguid la metodologia descrita anteriormente (Objetivo 1 en el
apartado: 2.3), donde se establece un ratio entre el nimero de copias del gen
mitocondrial ARNr 12S y el gen nuclear RNasaP a partir de los valores obtenidos

mediante RT-PCR.

Para el estudio de la estabilizacion del namero de copias de ADNmt durante los
diferentes pases de cultivo, se recogieron 5x10° células para posteriormente extraer
el ADN total. De esta manera, este parametro se analiz6 a lo largo de diferentes

pases de cultivo.

Este parametro también se utilizd para realizar un andlisis comparativo entre el
numero de copias presentes en los cibridos N frente a los cibridos OA, y a su vez,
este valor se compard entre los haplogrupos de ADNmt a estudio. Para este
andlisis las células se recogieron una vez se estabilizo el nimero de copias de

ADNmt.
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3.- Cultivo celular

Los cibridos generados en este trabajo de tesis se crecieron de manera estdndar en
DMEM 4,5 gr/L, 1 mM de piruvato sédico y 4 mM de glutamina, suplementado al
10% con SBF y P/E. Una vez obtenida una confluencia aproximada del 80%, se

sembraron en numero y superficie adecuada para cada uno de los experimentos.

Teniendo en cuenta que las células utilizan como fuente de energia el carbono
presente en el medio de cultivo, cuando el experimento lo requirio, los cibridos se
crecieron en medio de cultivo con diferentes concentraciones de glucosa y piruvato
sodico, cuya composicion aparece detallada en la Tabla 8. Todas estas diferentes
condiciones de cultivo nos permitieron estudiar el efecto que tiene la obtencién
energia a través de diferentes vias metabdlicas analizando, para ello, diferentes

parametros moleculares.

Tabla 8 Composicion de los medios de cultivo utilizados.

GLUCOSA PIRUVATO
DMEM 4,5 +P 25 mM (4,5 gr/L) 1 mM
DMEM 4,5 -P 25 mM (4,5 gr/L) -
DMEM 1 +P 5,5 mM (1 gr/L) 1 mM
DMEM 1 -P 5,5mM (1 gr/L) -

En todos los experimentos desarrollados en condiciones de normoxia, las células
se mantuvieron al 5% de CO, 37°C, humedad a saturacion y el medio se cambid
dos veces por semana. Asi mismo, cuando resulto interesante estudiar la eficiencia
celular bajo diferentes porcentajes de Oz, las células se cultivaron en hipoxia al 5%
de Oz y de COz, 37°C y humedad a saturacion. Todos los experimentos se

realizaron por triplicado utilizando 2 clones por cada cibrido.
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Debido a que la expansion celular en diferentes condiciones de cultivo puede
afectar tanto al crecimiento como a la morfologia celular se evaluaron ambos

parametros.

3.1 Estudio de la morfologia celular mediante microscopia dptica

Para evaluar si las células experimentaron un cambio fenotipico en las diferentes
condiciones de cultivo descritas, se llevo a cabo un estudio descriptivo de la
morfologia celular. Para ello, las células se sembraron en placa multipocillo con
24 pocillos (MW-24), 1x10* células por pocillo. Tras 48 h de cultivo, sin cambiar el
medio, se procedi¢ al estudio de la morfologia celular utilizando un microscopio
optico invertido (Nikon Eclipse TS100), realizando imagenes con el objetivo 20X

mediante el empleo de una cdmara acoplada al microscopio XM Family 1080Pg.

3.2 Crecimiento celular y tiempo de duplicacion (TD)

El estudio del crecimiento celular se realizé sembrando 4x10* células por pocillo en
MW-6 en cada una de las condiciones nutritivas descritas anteriormente (Tabla 8).
Dado que la tensién de O: a la cual crecen las células es importante a la hora de
realizar estudios posteriores, se analiz6 este pardmetro creciendo las células en

condiciones de normoxia e hipoxia durante un tiempo maximo de 96 h.

Tras los tiempos de incubacién, y con un intervalo de 24 h entre cada uno, se
llevaron a cabo contajes celulares. Para ello, en primer lugar, se lav con solucion
salina isotonica (0,9% NaCl) para eliminar las células muertas. Las células se
incubaron durante 3 min a 37°C con 300 ul de Tripsina 2X en solucion salina
(Sigma-Aldrich) y, a continuacién, se neutralizo con 700 pl de DMEM
suplementado con 10% SBF. Por tltimo, se realiz6 el contaje celular utilizando una
camara de Neubauer. De esta manera se obtuvo el nimero total de células en cada
uno de los puntos del crecimiento. Una vez obtenidos los datos por triplicado se

calculd el tiempo de duplicacion (TD) para cada uno de ellos aplicando la férmula:
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(t-t,) Log 2
(Log N — Log Ny)

Donde t es el tiempo final de cada uno de los contajes (24, 48, 72 y 96 h), to es el
tiempo inicial (0 h), N es el numero final de células a tiempo t y No es el nimero

inicial de células.

4.- Actividad de la enzima citrato sintasa (CS) y de los complejos de

la cadena de transporte electronico (CTE)

Parallevar a cabo el desarrollo de este apartado, se establecié una colaboracién con

el grupo del Dr. Miguel Angel Martin del Hospital 12 de octubre de Madrid.

La espectrofotometria es una técnica que proporciona una medida de absorbancia
(abs) de luz por parte de una muestra, siendo posible la extrapolacion de esa
medida a la concentracidén de la sustancia de interés en la muestra que se esta

estudiando (104).

Las medidas de actividad de la enzima citrato sintasa (CS) y actividad de los
complejos de la CTE se realiz6 siguiendo la metodologia descrita por Dimauro y
colaboradores con modificaciones llevadas a cabo por Medja y colaboradores (105,

106).

A continuacion, se detallard brevemente la metodologia utilizada para la obtencion
de los resultados de actividad de la enzima CS, asi como de los complejos de la

CTE.

4.1 Aislamiento de mitocondrias a partir de cibridos transmitocondriales

Para realizar el aislamiento de mitocondrias, con el objetivo de purificar las

enzimas necesarias para estudiar la actividad enzimadtica, se obtuvieron entre
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30-35x10¢ células de cada uno de los cibridos. El aislamiento se desarrolld

siguiendo el protocolo descrito previamente por Nitjmans y colaboradores (107).

4.2 Actividad de la enzima Citrato Sintasa (CS)

La actividad de la enzima CS mediante espectrofotometria se usara posteriormente
tanto como una medida propia e indicativa de la masa mitocondrial, asi como para

relativizar los demds valores de la actividad de los complejos de la CTE.

De manera simplificada, la actividad de la CS se cuantific en base a la reaccién
del 4cido 5,5-Ditio-bis-2-nitrobenzoico con el producto CoA-SH formando acido 5-

tio-2-nitrobenzoico, una sustancia colorimétrica cuya abs maxima es a 412 nm.

El cdlculo de la actividad CS se obtuvo mediante la siguiente férmula:
A(Abs/min) = Abs/min con oxalacetato. A partir de los valores obtenidos, se calculd
la actividad enzimatica (U/L) que se normalizd frente a la concentracion de
proteinas de cada uno de los extractos, obteniendo la actividad especifica (AE) de

la enzima.

4.3 Actividad enzimatica de los complejos de la CTE: NADH deshidrogenasa
(complejo I), succinato deshidrogenasa (complejo II), ubiquinol-citocromo C

oxidoreductasa (complejo III) y citocromo C oxidasa (complejo IV)

Segun la metodologia establecida por el grupo del Dr. Miguel Angel Martin a
partir del protocolo establecido por Medja y colaboradores (106), la actividad de

los complejos se calcul6é como se describe a continuacion:

— La actividad del complejo I se cuantificd en base a la oxidacién del NADH.
El uso de la rotenona permite excluir los valores de oxidacion de la NADH
debida a otros complejos puesto que inhibe casi por completo la actividad del
complejo L.

— Laactividad del complejo II se midi6 en base a la oxidacién de succinato.
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- La actividad del complejo III se determin6 a través de la obtencion de
citocromo ¢ reducido con y sin antimicina. La antimicina inhibe casi por
completo la actividad del complejo III y permite extraer los valores debidos a
otros complejos.

- La actividad del complejo IV se cuantifico a través de la oxidacién de

citocromo c.

A partir de los resultados de Abs/min obtenidos, se calcul6 la AE de cada una de

las muestras y se normalizaron frente a la AE de la CS.

5.- Estado de la red mitocondrial en cibridos

La citometria de flujo permite, mediante la utilizacion de un laser, clasificar las
células en funcion de su tamafio y complejidad con los parametros Forward scatter
(FSC) y Side scatter (SSC), lo que proporciona el andlisis de una poblaciéon
homogénea. Del mismo modo, mediante el empleo de un laser de luz azul que
excita moléculas fluorescentes, la intensidad de fluorescencia generada por el
fluoroforo de interés se recoge en distintos canales de fluorescencia (FL-1, FL-2,

FL-3 o FL-4), permitiendo su cuantificacion.

En el desarrollo del presente trabajo se utilizo el citdémetro de flujo FACScalibur
(Becton Dickinson) analizando 1x10* células en cada condicién de trabajo por
triplicado. Los resultados se analizaron con la herramienta informatica

BD CellQuest™Pro Analysis y se expresaron como una media + DE.

5.1 Determinacion de la masa mitocondrial

La morfologia de la red mitocondrial de los cibridos generados se determind
utilizando MitoTracker® Red como colorante. La cuantificacion de la fluorescencia

se realizé con el mismo fluorédforo, analizando, por un lado, la fluorescencia de
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imagenes obtenidas a través de microscopia confocal y, por otro lado, la intensidad

de fluorescencia obtenida a través de citometria de flujo.

En primer lugar, para llevar a cabo la tincion de los cibridos con MitoTracker® Red
se siguio la metodologia descrita anteriormente (Objetivo 1 en el apartado: 3) y la
intensidad de fluorescencia de las imagenes se analizaron utilizando el paquete

informatico Image J (108).

En segundo lugar, la cuantificacion mediante citometria de flujo se llevo a cabo en
base a las caracteristicas del fluoréforo MitoTracker® Red, ya que, una vez
marcadas las células, emite a una £ de 644 nm (espectro rojo) que puede ser
analizada a través del canal FL-2 del citometro de flujo. Para ello se sembraron
9x10* células por pocillo en MW-6. Como estimulo para el desarrollo de esta
metodologia, se utilizo la presencia o ausencia de piruvato sddico, incubdndose
durante 48 hen DMEM 4,5 gr/L de glucosa. A continuacidn, las células se marcaron
con MitoTraker® Red a una concentracion final de 250 nM durante 30 min en
oscuridad. Posteriormente se lavaron, tripsinizaron, centrifugaron y
resuspendieron en 400 pl de solucidn salina y finalmente se pasaron por el

citometro de flujo.

5.2 Determinacion del potencial de membrana (A¥Ym)

El estudio del AWm se efectud tifiendo las células con un fluordforo catidnico
denominado 1,1°,3,3,3 -hexamethylindodicarbo-cyanine idodide (DilC1(5))
(Inmunostep). Este fluoréforo penetra en el citosol de las células mediante difusion
pasiva y, posteriormente, se acumula en las mitocondrias con el A¥Ym activo,
produciendo fluorescencia directamente proporcional al AWm. A medida que
aumente el nimero de mitocondrias despolarizadas, la intensidad de fluorescencia
disminuird. La senal emitida por DilC1(5) a 658 nm sera detectada en el canal FL-

4 (rojo lejano) del citometro de flujo.
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5.2.1 Puesta a punto de un control positivo para el estudio de la despolarizacion

de la membrana mitocondrial

Antes de analizar el nivel de AWm en el modelo celular, es necesario establecer un
control positivo de la técnica en los cibridos generados. Para ello se testaron tres
compuestos (Oligo, FCCP y estaurosporina) tinicamente en cibridos OA debido a
que, desde nuestra premisa de trabajo, seran estos lo que presenten una mayor
susceptibilidad a los estimulos. Las funciones de la Oligo y el FCCP, como
modificadores de la funcidon mitocondrial, se describieron anteriormente
(Objetivo 1 en el apartado 3.2). La Oligo inhibe la funcion de la ATP sintasa
mitocondrial y el FCCP es un protondforo que actiia como desacoplador entre la
CTE y la fosforilacion oxidativa, siendo ambos compuestos, capaces de alterar el
AWm. La estaurosporina es un producto natural producido por la bacteria
Streptomyces staurosporeus que fue aislado por primera vez en 1977 (109). Su
principal funcion es inhibir las protein kinasas evitando su unién con el ATP.
Ademas, se sabe que la estaurosporina induce apoptosis mediante activacion de la
capasa-3 (110) y se ha descrito que, durante el proceso apoptotico, el metabolismo
energético mitocondrial se interrumpe afectando al AWm (111). Debido al papel
que presenta este compuesto, se testd su capacidad como control positivo para la

alteracion del AWm en los cibridos.

Para llevar a cabo la puesta a punto, se sembraron 9x10* células por pocillo en
MW-6. Tras 48 h de crecimiento, las células se incubaron con Oligo durante 60 min
a dos concentraciones diferentes (2,5 y 5 pg/ml), con FCCP a una concentracion de
1 uM durante 90, 120 y 180 min o con estaurosporina a una concentraciéon 2 uM
durante 15, 30, 60 y 90 min. En todos los casos, cada uno de los experimentos se
acompano de una condicién basal (células no tratadas). Tras el tiempo de
incubacién, se levantaron las células, se centrifugaron 10 min a 1500 rpm y
tinalmente se incubaron 15 min con 5 pl de DilC1(5) en oscuridad. Posteriormente

se pasaron las células por el citometro de flujo, como se describi6 anteriormente.
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6.- Aislamiento de ARN vy retrotranscripcion a ADNc

6.1 Aislamiento de ARN y cuantificacion

La extracciéon de ARN total se realizo mediante el uso del reactivo comercial
TRIzol® Reagent (Thermo Fisher Scientific) que es un compuesto fenolico que
contiene isocianato de guanidina y mantiene la integridad del ARN cuando se

lleva a cabo el lisado celular.

Para la obtencion de ARN, se anadid6 1 ml de TRizol® Reagent a las células
previamente centrifugadas y se incubd 5 min a TA. A continuacioén, se afiadieron
300 pl de cloroformo (Sigma-Aldrich), logrando una separacion en dos fases: fase
acuosa (ARN) y fase organica (restos celulares), tras una incubacion durante 3 min
a TA y la posterior centrifugacion de las muestras durante 15 min a 12000 rpm a
4°C. Se recuper¢ la fase acuosa y se precipitd el ARN tras un periodo de incubacion
de 10 min en presencia de isopropanol (Sigma-Aldrich) y una centrifugacion de
10 min a 12000 rpm 4°C. A continuacion, se lavo el precipitado con etanol al
75% frio y se centrifugo durante 5 min a 13000 rpm. Por ultimo, el precipitado

celular se resuspendid en H:O libre de RNAsas.

La cuantificacion del ARN se realiz6 utilizando el Nanodrop ND 1000 siguiendo
la metodologia descrita anteriormente (Objetivo 1 en el apartado: 2.2), siendo la

A utilizada para la cuantificacion del ARN, 230 nm.

6.2 Retrotranscripcion de ARN a ADNc

La retrotranscripcion del ARN se llevé a cabo con el kit NZY First-Strand cDNA
Synthesis Kit (NZYtech) el cual presenta una combinacion de oligo dT y Random
Hexamer favoreciendo una mayor sensibilidad. Para ello se partié de un total de
500 ng de ARN a los cuales se les aniadi6 10 ul de NZYRT 2x Master Mix, 2 ul de

NZYRT Enzyme Mix y H20 hasta completar un volumen final de 20 pL. A
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continuacion, se incubd primero a 25°C durante 10 min y seguidamente a 50°C
durante 30 min. Posteriormente se anadioé 1 ul de NZY RNase H y se aplicaron 37°C

durante 20 min.

El ADNCc obtenido se diluy6 a una proporcion 1/10 en agua libre de ARNasas y se

almacend a -20°C hasta su posterior utilizacion.

7.- Expresion génica de enzimas implicadas en la biogénesis

mitocondrial

El analisis de la expresion génica se realizo mediante RT-PCR en un LightCycler®
480 II (Roche) utilizando sondas Tagman® UPL Probe (Roche Diagnostics). Esta
técnica esta basada en la detecciéon directa a tiempo real de la amplificacion del
ADNCc. La unién de olinucleétidos (20 pares de bases) especificos en la secuencia
de interés emite fluorescencia en cada ciclo de amplificacion, logrando el
seguimiento a tiempo real. La fluorescencia emitida se denomina Flourescence
Resonance Energy Transfer (FRET) y es debida a que la sonda presenta un fluoréforo
reportero (reporter) en uno de sus extremos y una molécula apagadora (quencher)
en el otro. El quencher inhibe directamente el reporter ya que se encuentran cerca el
uno del otro, sin embargo, cuando la actividad 5" de la exonucleasa de la ADN
polimerasa degrada los nucledtidos de la sonda durante el ciclo de amplificacion,
estos se separan y el reportero comienza a emitir fluorescencia. A medida que el
numero de amplicones se incrementa, se produce un aumento de la intensidad de
fluorescencia emitida. Esto es debido a la hidrolisis de las sondas unidas a los
fragmentos de interés, de modo que, cuanto mayor sea el numero de fragmentos,

mayor sera la intensidad de fluorescencia.

La reaccion de amplificacion se realizdo por duplicado y cada muestra por
triplicado en placas con 96 pocillos (MW-96) (Roche) opacas a partir de 2 ul de
ADNCcy 8 ul de una mezcla compuesta por: LightCycler® Probes Master 2x, sonda
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Tagman® UPL a 10 uM, cebador a 20 uM ambos especificos del fragmento a evaluar
y agua hasta completar un volumen final de reaccién de 10 pl. La amplificacion se
llevo a cabo durante un primer ciclo de pre-incubacion a 95°C durante 10 min, 45
ciclos que comprende un proceso de desnaturalizacion a 95°C durante 10 seg,
anillamiento a 60°C durante 30 seg y extension a 72°C durante 1 seg; seguidos del

enfriamiento a 40°C durante 30 seg.

El disefio de cebadores, asi como la eleccion de la sonda Tagman® UPL
correspondiente a cada gen, se realizo utilizando la herramienta informatica
Universal — ProbeLibrary  (https://lifescience.roche.com/en_es/articles/Universal-
ProbeLibrary-System-Assay-Design.html). El disefio se optimizéd para una
longitud de cebador comprendida entre 18 y 22 nucledtidos y una temperatura de
anillamiento de 59-60°C, con un contenido en guanina/citosina (G/C) de 50% y una

longitud de amplicén no superior a 120 nucleotidos.

El conjunto de genes analizados, asi como los cebadores y las sondas Tagman® UPL
utilizados, se recogen en la Tabla 9. La expresion génica de cada uno de los genes
de interés se normalizo frente al gen de referencia de la proteina ribosomica L13a
(Ribosomal Protein L13a- RPL13A), a partir de los valores Ct utilizando el paquete

informatico gbase+ (Biogazelle).
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Tabla 9 Genes analizados mediante expresion génica. Secuencias de los cebadores y sondas

correspondientes.
GEN PROTEINA CEBADOR (5’-3°) #
_ ‘ S CAAGCGGATGAACACCAAC
RPLI3A Ribosomal Protein L13a 28
AS TGTGGGGCAGCATACCTC
PCC-1a Peroxisome Proliferator Activated S TGAGAGGGCCAAGCAAAG -
Receptor Gamma, Coactivator I~ AS ATAAATCACACGGCGCTCTT
) S GGGGAAAGAAAGCTGCAAG
NRF1 Nuclear Respiratory Factor 1 49
AS GTGCCTGGGTCCATGAAA
o ' S CTATGGCCTGTGGATCAAATC
TFAM Transcription Factor A, Mitochondrial 27
AS AAACACAATTCCTAGCTCACAGG
Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha S TGGAATGGAGCAAAAGACAA
HIF1A . 3
Subunit AS TGGTCAGCTGTGGTAATCCA
Nuclear Factor Erythroid-Derived 2- S GCAACAGGACATTGAGCAAG
NFE2L2 , 52
Like 2 AS TGGACTTGGAACCATGGTAGT
) ) S CTGGACAAACCTCAGCCCTA
SOD2 Superoxide dismutase 2 22
AS TGATGGCTTCCAGCAACTC
) ) S GCAGGAGGATAACCTGGATG
BCL2  B-cell limphoma 2, Apoptosis regulator 41
AS TGGGTGACCACTAGCGAAA
) S CAGGCTGAGGCTGAGAGACT
BECN Beclin 1 69
AS GCTCCAGCTGCTGTCGTT
, _ S AGTGTCACCCACAGCCTTTC
SLC2A1  Solute Carrier Family 2 Member 1 81
AS AGTCCAGGCCGAACACCT
. ) S GGGTGTGGTTAATACTATCTTCACTG
SLC2A3  Solute Carrier Family 2 Member 3 31
AS  TCATATGCAGAGTCCTTCTTCCT
) S AGAAGCTCCCACTGGGTTTT
HK2 Hexokinase 2 87
AS CATGAGACCAGGAAACTCTCG
, _ ‘ S ATGCTGCCCGAGAATTG
MPC2 mitochondrial pyruvate carrier 2 62
AS TGGAGCCCAGAAGAAAACTG
N _ S GAGCAGCACCCCAATCAC
CPT1b  Carnitine Palmitoyltransferase 1B 10
AS  AACTCCATAGCCATCATCTGCT
) ) S TCAGCTACACTGGCTCCAAC
MFN2 Mitofusin 2 83
AS CAAAGGTCCCAGACAGTTCC
S CTGAACGAGCTGGTGTCTGT
FIS1 Fission, Mitochondrial 1 62
AS GAGCCTGCTGCCTTCTCA

#: niimero de sonda correspondiente a la Universal ProbeLibrary de Roche. S: sentido. AS: anti sentido.
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8.- Analisis estadistico

Los datos obtenidos en los resultados de este trabajo se representaron como la
media + DE de 3 experimentos independientes, a excepcidon de aquellos casos en
los que los resultados se analizaron desde un punto de vista descriptivo. Los
analisis estadisticos se llevaron a cabo utilizando el paquete informatico GraphPad
Prism version 6.01 (GraphPad). Para evaluar las diferencias entre los grupos se

realizaron los andlisis estadisticos detallados en la Tabla 10:

Tabla 10 Analisis estadisticos utilizados en cada una de las comparaciones.

ANALISIS ~ SIMBOLO TEST
Nwvs OA * t test no-pareado (t de Student)
+P vs -P $ t test no-pareado (t de Student)
DMEM 4,5vs 1 a t test no-pareado (t de Student)
basal vs condicion b t test pareado (t de Student)
Huos ] # test no-paramétrico de Mann-Whitney

N: normal. OA: artrdsico. +P: con piruvato. -P: sin piruvato.

En el caso de que se utilice otro tipo de andlisis estadistico, la metodologia utilizada
se detallara en cada uno de los apartados correspondientes. Los valores analizados
con un nivel de significancia de p<0,05 se consideraron estadisticamente

significativos.
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RESULTADOS

Objetivo 2
1.- Caracterizacion de cibridos transmitocondriales

1.1 Asignacion de haplogrupos de ADNmt

La asignacion de haplogrupos de ADNmt se realizo mediante la técnica de SBE,
donde se interrogaron diferentes SNPs que definen los haplogrupos de ADNmt

mas comunes en Europa.

La asignacion del haplogrupo de ADNmt se llevo a cabo tanto en el ADN de la
sangre total extraida de los donantes (N y OA), como de cada uno de los clones
obtenidos a partir de las fusiones realizadas, con el objetivo de comprobar si los
cibridos generados presentaban el mismo haplogrupo de ADNmt que el donante

a partir del cual se habian generado.

Para estar seguros de que tras la fusiéon no quedaba ADNmt de la linea Rho-0, las
células 143B.TK- también se haplogruparon, y el andlisis de la combinacion de

SNPs mostrd que esta linea celular era portadora del haplogrupo de ADNmt X

(Figura 12).

C7028T T4216C A10398G  A12308G T14766C G4577A T14465C

- = - - - s - = — - < - 2 - — - 2. - 2 - 2 an ' !,- ...... ; ..'
— A = L aa— 1 =
T T A AT G
Tipo celular - NP | C7028T T4216C A10398G A12308G T14766C G4577A T14465C
aplogrupo
143B.TK- X T T A A T G C

Figura 12 Electroferograma obtenido tras el haplogrupado de la muestra correspondiente a las
143B.TK-. En la imagen se observa el conjunto de SNPs que definen el haplogrupo de ADNmt X.
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El andlisis del perfil de SNPs que definen los haplogrupos de ADNmt indic6 que
los clones de cada uno de los cibridos, eran portadores del mismo haplogrupo de
ADNmt que el del donante a partir del cual fueron generados, habiendo perdido

en todos los casos los SNPs caracteristicos del haplogrupo de ADNmt X (Figura
13).

C70287 T4216C A10398G  A12308G T14766C GAS77A ) _ G3010A . C456T 116304? _T6776C.

WISRTI

G
b C70287

i Q)

T4216C A10398G  A12308G T14766C G4577A G3010A  C456T T16304C T6776C
C’" c 1T A _ Ac & T G 13 N e
70287 T4216C A10398G  A12308G T14766C  GAS77A 6152574
—s _—.A u o P - -~ J .\ 1 -
d T c G AT G ' @
) c7028T T4216C A10398G  A12308G T14766C  GAS7T7A . . G15257A
; _~A u PR - Ry L /ERTA
T 4 G AT G A
Tipo celular N C7028T T4216C A10398G A12308G T14766C GA4577A G3010A C456T T16304C T6776C G15257A
N-H H* C T A A C G G C T T
OA-H H3 C T A A C G G C T C
N-J n T C G A T G G
0OA-) 12 T C G A T G A

Figura 13 Electroferogramas obtenidos tras el haplogrupado de las muestras. En la imagen se
observan los diferentes picos correspondientes a cada SNP en el sitio polimérfico interrogado. (a)
Haplogrupo de ADNmt correspondiente a los cibridos N-H (H*). (b) Haplogrupo de ADNmt
correspondiente a los cibridos OA-H (H3). (c) Haplogrupo de ADNmt correspondiente a los
cibridos N-J (J1). (d) Haplogrupo de ADNmt correspondiente a los cibridos OA-]J (J2).
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1.2 Estabilizacion y determinacion del nimero de copias de ADNmt

Antes de poder realizar la caracterizacion del modelo celular, es necesario
seleccionar aquellos clones que consiguen reestablecer su niimero de copias de

ADNmt, asi como mantenerlo estable a lo largo de los pases de cultivo.

El analisis del numero de copias de ADNmt nos permitio establecer que, al menos
cuatro clones aislados por fusion, reestablecieron el contenido de su genoma
mitocondrial. Los datos obtenidos reflejaron la estabilizacion del numero de copias
de ADNmt de cada uno de los clones a partir del pase de cultivo nimero 24 (Figura
14 a). Ademas, los resultados mostraron que, entre los pases 24 y 30, todos los
cibridos alcanzaron un nimero estable de copias de ADNmt y que estos valores se

mantuvieron en el tiempo (Figura 14 b y c).

a CLONES CIBRIDOS NORMALES

3501
300
250
200
1507
1007

50

Ndmero de copias de ADNmt

0 T T T T T T
P9 P12 P15 P18 P21 P24

Numero de pase

b CIBRIDOS NORMALES C CIBRIDOS OA
£ 2500 £ 5000
z z
o [a]
< 20007 < 4000
[ @
° =]
g 1500 s 30001
o a
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s 500 % 10004 e ]
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= =]
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P4 P7 P10 P13 P16 P19 P22 P24 P25 P33 P35 P4 P7 P10 P13 P16 P19 P22 P24 P25 P27 P30 P32
Nimero de pase Nimero de pase

Figura 14 Representacion grafica de la estabilizacién del nimero de copias de ADNmt. (a) Clones
obtenidos a partir de la fusion con el donante N-J. (b) Cibridos N. (¢) Cibridos OA. Se representa
como el ratio ARNr125/RNaseP frente a los diferentes pases de cultivo.
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Con el objetivo de conocer si los cibridos generados presentaban diferencias en la
capacidad de replicacion de la maquinaria mitocondrial, se determin¢ y analizo el

numero de copias de ADNmt entre los diferentes cibridos.

Los datos obtenidos al realizar el andlisis entre cibridos N y OA, reflejaron que los
cibridos OA presentan un aumento significativo del nimero de copias de ADNmt

en comparacion con los N (OA 717,5+372,6 vs N 485,3+214,2, p<0,01) (Figura 15 a).

Cuando el analisis se realizd clasificando los cibridos en funcién del haplogrupo
de ADNmt, los datos reflejaron que los OA-H y OA-] presentan un mayor namero
de copias de ADNmt al compararlos con los N-H y N-J respectivamente
(OA-H 637,2+367,1 vs N-H 426,6+236,9 p<0,05; OA-J 829,9+362,5 vs N-J 559,7+159,4
p<0,01). Sin embargo, no se observaron diferencias entre los haplogrupos de

ADNmt N-H y N-J, ni entre OA-H y OA-] (Figura 15 b).

a. N-OA b Haplogrupos
- s - #Hvs]J
e 20007 * % g 2000 *N vs OA **
z a
2 < *
o 15007 o 15007
© 1%}
E: a g
21000 o 10007 " .
o ° ... : %o, 0 u
o ° ©
o 5007 eatSl °© 5007 % *
£ iy £
E ®oo 00°® S
z 0 T T Z 0 T T T T
N oA N-H OA-H N-J OA-J

Figura 15 Numero de copias de ADNmt. (a) Comparacion entre los cibridos N y OA. (b)
Comparacién entre los haplogrupos de ADNmt H y J (N-H, N-J, OA-H y OA-]). Los datos se
representan como una media = DE. * p<0,05; ** p<0,01 cibridos N y OA. # haplogrupos de ADNmt
Hy].

En base a estos resultados, se seleccionaron 2 clones por cibrido y todos los

experimentos posteriores se realizaron tras haber alcanzado al menos el pase 30 de

cultivo.
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2.- Estudio de la morfologia celular bajo diferentes condiciones de

cultivo

El empleo de la glucosa in vitro a una concentracion de 4,5 gr/L esta ampliamente
aceptado, sin embargo, recientemente se ha abierto una amplia discusion ya que
esta concentracidon es demasiado elevada y no se corresponde con las
concentraciones fisiologicas (112, 113). Ademas, algunos autores describen el
efecto Crabtree como aquel en el que la funcion celular respiratoria se puede inhibir
o alterar por una alta concentracion de nutrientes, lo que podria aumentar el Ca*

citoplasmatico afectando al metabolismo celular (103, 114).

Otro metabolito ampliamente estudiado y que ademas juega un papel relevante en
el metabolismo celular es el piruvato. Este metabolito se obtiene al final de la
glucolisis y es el primero de la via del ciclo de Krebs. Al eliminar este sustrato del
medio, las células se ven obligadas a utilizar la via glucolitica hasta el final al no

obtenerlo directamente del medio para producir energia (115).

En base a lo descrito anteriormente y a la importancia de la concentracion de
glucosa presente en el medio de cultivo a la hora de evaluar el comportamiento
celular, los cibridos se crecieron en medio de cultivo estandar (DMEM 4,5 gr/L) y
en otro con una concentracion de glucosa mas baja (DMEM 1 gr/L), asi como, en
presencia o ausencia de piruvato. Ademas, dado que el cartilago es considerado
un tejido mayormente hipdxico, estas condiciones se evaluaron en normoxia e

hipoxia.

En paralelo, la linea celular 143B.TK- se crecié bajo las mismas condiciones de
cultivo que los cibridos y el andlisis de las imagenes reveld que estas células no
experimentan un cambio fenotipico al crecerlas con diferentes sustratos
nutricionales. Tras el analisis de las imagenes obtenidas a partir de los cibridos
cultivados en las diferentes condiciones de cultivo, se observd que no presentan

cambios fenotipicos siguiendo un patréon morfoldgico similar al observado en la
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RESULTADOS

Objetivo 2

linea celular parental 143B.TK- Del mismo modo, esta ausencia de cambios
fenotipicos se mantiene al crecer las células en hipoxia, tal como se refleja en la

Figura 16.

DMEM 4,5 gr/|

Figura 16 Imagenes de microscopia Optica de cibridos tras 48 h de cultivo en diferentes condiciones
de cultivo. (magnificaciéon 200). +P: con piruvato. -P: sin piruvato. NOR: normoxia. HIPO: hipoxia.

Para comprobar que la ausencia de cambio fenotipico al crecer las células en
condiciones de estrés no es caracteristico de este modelo celular, se realizo el
mismo ensayo en condrocitos de cultivo primario. Para ello, se aislaron
condrocitos de un paciente OA de cadera siguiendo la metodologia descrita por

Blanco y colaboradores con modificaciones de Crawford y Dickinson (116, 117).
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Brevemente, una vez obtenido el cartilago de la cabeza del fémur (cadera), las
células se obtuvieron mediante filtracion tras una digestion mecanica y una
digestion quimica con Tripsina 1X durante 10 min a 37°C y colagenasa de tipo IV
(2 mg/ml) (Sigma-Aldrich) durante 16 h a 37°C. Finalmente, las células se
expandieron en DMEM 4,5 gr/L glucosa, suplementado con 10% de SBF y P/E.

Una vez aislados los condrocitos, se crecieron en las mismas condiciones de cultivo
que los cibridos para analizar su morfologia. El andlisis de las imagenes mostro
que la morfologia de este tipo celular tampoco se ve afectada cuando se cultivan
en normoxia con diferentes concentraciones de glucosa (Figura 17).

Condrocitos de cultivo primario

(donante OA)
NOR DMEM 4,5 gr/l DMEM 1 gr/l
+P
-P

~

Figura 17 Imdagenes de microscopia Optica de condrocitos tras 48 h de cultivo en diferentes
condiciones. (magnificacién 100). +P: con piruvato. -P: sin piruvato. NOR: normoxia.

3.- Determinacion del crecimiento celular y el TD

Ya que durante el desarrollo del presente trabajo se evaluaran diferentes
pardmetros donde la mitocondria juega un papel esencial, es importante definir el
tiempo de cultivo optimo al cual la tasa de crecimiento celular no se ve afectada
por las diferentes condiciones de cultivo descritas anteriormente, evitando, de esta

manera, una posible alteracion en los resultados obtenidos.

Para definir el tiempo de cultivo éptimo, se determiné la tasa de crecimiento

celular durante 96 h de cultivo y, teniendo en cuenta este parametro, se calculd el
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TD de la poblacion celular a partir de las 48 h. Ambos parametros fueron evaluados
en las diferentes condiciones de cultivo donde lo que se variaron fueron las
concentraciones de nutrientes (glucosa y presencia o ausencia de piruvato) y los

porcentajes de Oz (normoxia (5% CO2) e hipoxia (5% de O:y de COz)).

El analisis de la tasa de crecimiento y el TD entre los cibridos N y OA crecidos en
presencia de glucosa a una concentracion de 4,5 gr/L tanto en normoxia como en
hipoxia, mostré diferencias estadisticamente significativas en ambos parametros a
partir de las 96 h, siendo los cibridos N los que reflejaron un crecimiento mayor

que los OA (Tabla 11) (Anexo II- Figura 1).

Tabla 11 Resultados obtenidos en cada condicion de cultivo para cada uno de los puntos de la tasa
de crecimiento estudiados.

tiempo DMEM 4,5 +P DMEM 4,5 -P

(h) N OA N OA

24 7,75+1,92 6,03+2,40 7,44+2,10 4,69+1,02
NOR 48 17,17+4,76 15,81+6,45 14,56+2,06 8,6622,50

72 35,336,55 31,289,27 34,92+6,35 20,69+8,02

9% 76,28+14,37 54,91+22,47 76,75+12,20 33,94+14,62

24 7,72+2,37 6,22+1,77 7,67+1,69 5,52+1,60
HIPO 48 19,25+6,60 15,47+5,13 16,78+7,40 10,94+1,82

72 49,72+11,87 37,94+13,71 34,61+10,16 25,78+5,32

9% 109,11+20,53  66,15+26,88 70,72£17,92  47,5312,38

DMEM 1 +P DMEM 1 -P
N OA N OA

24 6,97+2,20 7,4143,67 6,91%1,56 6,6121,90
NOR 48 20,19+4,96 13,81+4,72 15,98+5,28 13,04+5,08

72 40,89+4,83 15,53+7,79 33,71+11,09 19,50+7,18

9% 51,94+10,87 25,91+15,49 62,42+17,65 31,04+10,66

24 8,61+1,89 7,84+1,93 7,52+1,66 5,54+0,89
HIPO 48 20,86+4,67 13,81+6,49 18,50+7,09 13,17+3,03

72 42,58+8,99 19,19+9,65 39,23+7,72 25,58+3,81

9% 61,58+11,58 25,88+14,12 69,35+21,38 34,96x10,24

DMEM 4,5 +P
N-H N-J OA-H OA-]

24 8,21+2,13 6,83+1,28 4,69+2,18 7,38+1,96
NOR 48 17,29+3,57 16,92+7,67 16,5627,89 15,0625,79

72 35,67+5,73 34,6794 29,88+9,45 32,69+10,3

9% 79,5+13,53 69,83+16,56 54,38+23,42 55,44+25,07
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HIPO

NOR

HIPO

NOR

HIPO

NOR

HIPO

24
48
72
96

24
48
72
96
24
48
72
96

24
48
72
96
24
48
72
96

24
48
72
96
24
48
72
96

7,67+2,17

20,54+7,3
51,46+11,63
108,5+22,99

N-H
8,33+1,79
15,42+1,93
37,21+5,36
76,42+12,87
7,96x1,76
17,1345,16
39,33+7,87
71,42+19,24

N-H
7,71+2,23
22+3,29
41,17+5,3
50,71+12,51
9,5+1,36
22,25+4,96
43,13+10,67
62,38+13,66

N-H
6,91+1,57
15,33+6,67
37,13+14,66
69,17+11,24
7,08+1,03
15,58+4,13
40,29+7,07
81,25+21,72

7,83+3,26 5,75+1,51
16,67+5,11 16,38+5,7
46,25+14,1 36,63+16,16
110,42+19 65,13+22,3
DMEM 4,5 -P
N-] OA-H
5,67+1,59 4,06+0,7
12,83+1,01 9,38+2,26
30,33+6,49 16,75+1,78
77,42+13,42 33,5+8,17
7,08+1,23 4,88+1,69
16,08+12,29 10,44+1,66
25,17+7,57 23,94+2,73
69,33+18,85 43+14,02
DMEM 1 +P
N-] OA-H
5,5+1,39 5,81+1,59
16,58+6,48 11,9443 48
40,33+4,73 11,25+2,37
54,42+8,22 17,88+8,81
6,38+1,61 7,56+1,77
18,08+3,88 10,56+1,42
41,546 14,25+2,99
608,05 18,19+7,36
DMEM 1 -P
N-] OA-H
6,911,7 6,41+1,87
16,63+3,98 12,33+5,13
30,29+5,25 22,5245
55,67+21,21 34,67+9,97
7,96+2,13 6,08+1,01
21,42+8,56 13,58+4, 4
38,17+8,86 26,58+4,37
57,46+13,93 31,8316,51

6,69+2,11
14,56+5,17
39,25+13,14
67,19+34,44

OA-J
5,31+0,9
7,94+2,75
24,63+10,28
34,39+20,76
6,1621,43
11,44+2,08
27,63+7,04
52,06+10,32

OA-]
9+4,69
15,6945,5
19,81+9,33
33,94+17,6
8,13+2,31
17,06+8,25
24,13+11,97
33,56+15,93

OA-J
6,8+2,33
13,756,06
16,5+8,77
27,42+12,06
4,99+0,26
12,75+1,73
24,58+3,76
38,08+13,8

Valores presentados como media + DE (n° células x10%). Valor en negro: estadisticamente
significativo. Valor en gris: no significativo. NOR: normoxia. HIPO: hipoxia. +P: con
piruvato. -P: sin piruvato.

Cuando los cibridos se crecieron en las mismas condiciones, pero sin piruvato en

el medio, el andlisis del crecimiento y el TD reflejaron que, ya desde las primeras

24 h en cultivos,

los cibridos

OA mostraron una tasa de crecimiento

estadisticamente menor que los N y, por tanto, un tiempo de duplicaciéon mayor

(Anexo II-Figura 1).
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Al crecer las células en baja concentracion de glucosa (1 gr/L), tanto en presencia
como ausencia de piruvato, asi como en condiciones de normoxia e hipoxia, fueron
los cibridos OA los que mostraron una menor tasa de crecimiento que los N,

acentudndose estas diferencias a partir de las 72 h (Anexo II-Figura 1).

Este mismo estudio se realizé clasificando los cibridos N y OA en funcion del
haplogrupo de ADNmt obteniéndose 4 grupos diferentes (N-H, N-J, OA-H y OA-])
y comparando entre los haplogrupos de ADNmt H y J. El andlisis de la tasa de
crecimiento y TD en las cuatro condiciones de cultivos estudiadas reflejé que no
hay diferencias ni en la tasa de crecimiento ni en el TD. En todos los andlisis
comparativos realizados, inicamente se obtuvieron diferencias estadisticamente
significativas en la tasa de crecimiento entre los N-H y N-J cuando se crecieron

durante 72 con DMEM 4,5-P en hipoxia (Anexo II-Figura 2).

Teniendo en cuenta el andlisis de los resultados descritos en la Tabla 11, el tiempo
de cultivo seleccionado para la realizacion de los experimentos posteriores fueron
las 48 h, ya que, al incrementar el tiempo de cultivo, la tasa de crecimiento se
vuelve estadisticamente significativa y los cibridos OA presentaron un menor

crecimiento en condiciones de cultivo nutricionalmente restrictivas.

4.- Actividad de la enzima citrato sintasa (CS) y los complejos de la

cadena de transporte electronico (CTE)

El estado de la CTE, en el modelo celular de cibridos transmitocondriales, se
determiné analizando la actividad de enzimas implicadas en su correcto
funcionamiento tras crecer las células tanto en presencia como en ausencia de

piruvato.

El andlisis de los resultados obtenidos de la AE de la enzima CS entre los cibridos

mostrd una tendencia en los cibridos OA a presentar menor actividad enzimatica
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que los N. Al crecer las células en ausencia de piruvato se mantuvo la misma
tendencia. La actividad de la CS no se vio modulada significativamente en ninguna
de las condiciones testadas (Figura 18 a). Del mismo modo, el andlisis realizado
entre los haplogrupos de ADNmt H y J no reflejo6 ninguna diferencia en la

actividad de la CS (Figura 18 b).
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Figura 18 Determinacién de la actividad especifica (AE) de la enzima citrato sintasa (CS). (a)
Comparacion entre cibridos N y OA. (b) Comparacion entre haplogrupos de ADNmt H o J. Los
datos se representan como la media + DE de tres experimentos independientes. * cibridos N y OA.
$ +y - P (piruvato). # haplogrupos de ADNmt H y J. DMEM +P: blanco (N) y gris (OA). DMEM -
P: azul claro (N) y oscuro (OA).

Los datos de la actividad enzimatica de los complejos de la CTE se relativizaron
frente a los obtenidos para la enzima CS. Asi, tras el andlisis comparativo de
actividad de los 4 complejos de la CTE, los resultados mostraron que entre cibridos
N y OA, tnicamente existen diferencias en la actividad del complejo IV. Los
cibridos N presentaron una menor actividad del complejo IV, siendo esta

diferencia estadisticamente significativa al incubar las células en ausencia de

piruvato (N 25,7343 vs OA 31,17+3,4 p<0,05) (Figura 19 d).
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Figura 19 Actividad enzimatica (cU) de los complejos de la CTE. Complejo I (a), II (b), III (¢) y IV
(d) en cibridos N y OA. Complejo I (e), II (f), III (g) y IV (h) en haplogrupos de ADNmt Hy J. Los
datos se representan como la media + DE de tres experimentos independientes relativizados frente
la AE (CS). * p<0,05 cibridos N y OA. $ +y — P (piruvato). # p<0,05 haplogrupos de ADNmt Hy J.
DMEM +P: blanco (N) y gris (OA). DMEM -P: azul claro (N) y oscuro (OA).
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Con el objetivo de evaluar si el haplogrupo de ADNmt juega un papel importante
en la modulacion de la actividad enzimatica de los complejos de la cadena
respiratoria mitocondrial, se analizaron las diferencias entre los haplogrupos de
ADNmt H y J. Los datos reflejaron diferencias en la actividad del complejo III al
crecer las células en ausencia de piruvato, siendo los cibridos N-H los que
presentaron una menor actividad al compararlo con los N-J (N-H 29,77+3,35 vs N-J
42,50+5,91 p<0,05) (Figura 19 g). Mientras que los cibridos N-H crecidos en
presencia de piruvato presentaron una mayor actividad del complejo IV al

compararlos con los N-J (N-H 30,13+2,39 vs N-J 22,77+2,69 p<0,05) (Figura 19 h).

5.- Estado de la red mitocondrial de los cibridos

Teniendo en cuenta que el modelo celular utilizado difiere tinicamente en el
ADNmt, se analizo6 si el crecimiento celular en presencia o ausencia de piruvato

afectaba a la morfologia y/o distribucion de la red mitocondrial.

5.1 Estudio de la distribucion de la masa mitocondrial

El estudio de la distribucion mitocondrial se llevo a cabo a través del analisis de
las imagenes obtenidas mediante microscopia confocal tras la tincion de los
cibridos con Mitotraker® Red, fluoréforo que entra en las mitocondrias a favor de
potencial, permitiendo visualizar la distribucién de la red mitocondrial por el

citoplasma celular.

El andlisis de las imagenes permitié observar que, la red de mitocondrias de los
cibridos OA presenta una localizacion mads perinuclear, mientras que en los
cibridos N, esta red se ve distribuida por el citoplasma y las mitocondrias parecen
tener una forma mds tubular (Figura 20 a). El andlisis de la intensidad de
fluorescencia de las imagenes obtenidas mostré que los cibridos OA tenian una
menor intensidad de fluorescencia que los N (OA 14,37+10,04 vs N 33+10,47 p<0,01)

(Figura 20 b). Este valor se puede relacionar con una menor masa mitocondrial en
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los cibridos OA. Asimismo, con las imagenes obtenidas clasificando las células en
funcién de los haplogrupos de ADNmt, se observa que las células OA portadoras
del haplogrupo de ADNmt H o ] presentan un patron de distribucion de la masa

mitocondrial diferente al observado en los cibridos N (Figura 20 c).

Los resultados obtenidos tras la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de
las células marcadas con Mitotraker® Red mediante citometria de flujo, mostraron
que los cibridos N tienen niveles de intensidad de fluorescencia significativamente
mas altos que los OA cuando las células se crecieron en DMEM 4,5 +P
(N 89,50+20,54 wvs OA 74,75+14,86 p<0,05). Ambos cibridos (N y OA),
experimentaron un incremento estadisticamente significativo de la masa
mitocondrial cuando el piruvato se retiré del medio de cultivo (N +P 89,50+20,54
vs -P 105,1+21,45 p<0,05; OA +P 74,75+14,86 vs -P 124,1+22,81 p<0,0001). Al analizar
la intensidad de fluorescencia cuando el piruvato se retird del medio de cultivo
entre N y OA, los cibridos OA mostraron unos valores mas elevados que los N

(OA 124,1+22,81 vs N 105,1+21,45 p<0,05) (Figura 20 d).

Ya que también queremos estudiar si el haplogrupo de ADNmt juega un papel en
la distribucion de la red mitocondrial, se realizdé un analisis en funcién de los
haplogrupos de ADNmt H y J. Los datos mostraron que no hay diferencias entre
ellos. Sin embargo, cuando se compararon los cibridos crecidos en presencia y en
ausencia de piruvato entre si, se observé que los cibridos OA (tanto los OA-H como
los OA-]) incrementan de forma estadisticamente significativa la intensidad de
fluorescencia al ser crecidos en ausencia de piruvat(0.o (OA-H +P 76,64+9,38 vs OA-
H -P 117,8+19,04 p<0,01; OA-]J +P 72,86+19,73 vs OA-] -P 129,6+25,76 p<0,01)
(Figura 20 e).
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Figura 20 Determinacién de la masa mitocondrial mediante marcaje con MitoTraker® Red en
cibridos. (a) Imagenes tomadas mediante microscopia confocal, representativas de cada uno de los
grupos a estudio (N y OA), magnificacién 200. (b) Cuantificacion de la intensidad de fluorescencia
de MitoTraker® Red por area (3 areas por grupo) de las imagenes tomadas mediante microscopia
confocal. (c) Imagenes obtenidas mediante microscopia confocal representativas de cada uno de los
cibridos N-H, N-J, OA-H y OA-] donde el color rojo se corresponde con la red mitocondrial
(MitoTraker® Red) y el color azul con los nucleos de las células (Hoechst), magnificacion 100. (d-e)
Cuantificacidn de la intensidad de fluorescencia de MitoTraker® Red mediante citometria de flujo
en cibridos N y OA (d) portadores del haplogrupo de ADNmt H o J (e) crecidos en + o — piruvato
(P). Los datos se representan como media = DE de cuatro experimentos independientes. * p<0,05;
** p<0,01 cibridos N y OA. $ p<0,05; $$ p<0,01; $$$$$ p<0,0001 + y — P (piruvato). # haplogrupos de
ADNmt Hy J. DMEM +P: blanco (N) y gris (OA). DMEM -P: azul claro (N) y oscuro (OA).

5.2 Analisis del potencial de membrana mitocondrial (A¥Ym)

En base a los datos obtenidos anteriormente y teniendo en cuenta que el
Mitotraker® Red también puede ser utilizado como una medida indirecta del
AW¥m, ya que difunde a través de la membrana mitocondrial en funcion del estado
del AWm, se desarrolld otra metodologia mas especifica utilizando DilC1 (5) con el

objetivo de analizar este parametro en los cibridos.
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5.2.1 Puesta a punto de un control positivo para el estudio de la despolarizacion

de la membrana mitocondrial

Antes de medir el estado del A¥m en el modelo celular, se llevd a cabo una puesta
a punto para definir un control positivo que indujera despolarizacién mitocondrial
en los cibridos. Para ello, se testaron diferentes sustancias que inducen la
despolarizacion: Oligo, FCCP y estaurosporina, incubando los cibridos OA con

diferentes concentraciones y tiempos.

El analisis de los datos reflejé que el porcentaje de poblacion celular positiva para
el fluoréforo DilC1(5) no se vio alterada tras la incubacion con Oligo durante
60 min en ninguna de las dos concentraciones testadas (2,5 y 5 pl/ml). Del mismo
modo, no se observaron diferencias significativas en los resultados obtenidos tras
la incubacién de FCCP a una concentracion de 1 uM durante 90 y 120 min. La
presencia de estaurosporina a 2 uM disminuy significativamente el nimero de
células positivas para DilC1(5) tras 60 y 90 min de incubacion (Basal 1+0,09 vs

60’ 0,5:0,01; vs 90’ 0,510,11 p<0,05) (Figura 21).
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Figura 21 Porcentaje (%) de células positivas para DilC1(5) en relacion a su condicion basal tras
incubarlas con oligomicina (gris), FCCP (amarillo) y estaurosporina (rosa) mediante citometria de
flujo. Los datos se representan como media + DE de tres experimentos independientes. b p<0,05
compuesto y la condicién basal. “: minutos.
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Teniendo en cuenta que la estaurosporina es un inductor de apoptosis, ya que
durante este proceso produce una disminucion del A¥m debido a una ruptura del
metabolismo energético, la incubacion provoco al mismo tiempo una disminucion
significativa del AWm pero una elevada mortalidad celular, por lo que se descartd
su uso para evaluar el A¥m. Debido a ello, la incubacion con FCCP durante 90 min

se escogid como control positivo para este modelo (Figura 21).

5.2.2 Determinacion del potencial de membrana mitocondrial (A¥m)

Con el objetivo de analizar las diferencias a nivel del AWm utilizando DilC1 (5)
entre los cibridos N y OA portadores de los haplogrupos de ADNmt H y ] se

incubaron las células con FCCP durante 90 min.

Los resultados obtenidos mostraron que los cibridos OA tienen un porcentaje de
células despolarizadas significativamente mayor que los N tras 90 min de
incubaciéon con FCCP (OA 71,68+11,48 vs N 56,98+16 p<0,05) (Figura 22 a). El
analisis realizado en funcion de los haplogrupos de ADNmt H y J reflejé que los
cibridos N-J tienden a presentar un menor porcentaje de células despolarizadas

que los demas cibridos (N-H, OA-H y OA-]) (Figura 22 b).
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Figura 22 Porcentaje (%) de células despolarizadas tras la incubacion con FCCP a 1uM durante 90
min. (a) Comparacién entre cibridos N y OA. (b) Comparacion entre haplogrupos de ADNmt H o
J. Los datos se representan como media + DE de tres experimentos independientes. * p<0,05 cibridos
Ny OA. # haplogrupos de ADNmt Hy J.
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5.3 Biogénesis mitocondrial: niveles de expresion génica

Dado que el analisis de la masa mitocondrial mostrd diferencias entre los cibridos
N y OA, se analiz6 la biogénesis mitocondrial cultivando las células en normoxia,

asi como, en presencia o ausencia de piruvato.

La biogénesis mitocondrial es un proceso celular complejo por el cual se originan
nuevos organulos mitocondriales, lo que conlleva la replicacion del ADNmt y la
sintesis y ensamblaje de nuevas proteinas, dando lugar a un incremento en el
contenido mitocondrial (118, 119). El peroxisome proliferator-activated receptor
gamma, goactivator 1 alpha (PGC-1a) regula la biogénesis mitocondrial mediante la
induccion del nuclear respiratory factor 1 (NRF1), que controla la transcripcion de
genes nucleares requeridos para la respiracion, transcripcion y replicacion del
genoma mitocondrial (119). NRF1 induce la expresion génica del TFAM y otras
enzimas implicadas en la CTE mitocondrial (88, 120). TFAM, que posteriormente
es translocado a la mitocondria, es un componente esencial en la formacion de la
estructura nucleoide que, a su vez, da lugar al inicio de la transcripcién y

replicacion del ADNmt favoreciendo el proceso de biogénesis mitocondrial (121).

El andlisis de los niveles de expresion de PGC-1a mostré que no hay diferencias
entre los cibridos N y OA (Figura 23 a). El andlisis de los niveles de expresion de
PGC-1a llevado a cabo en funcién de los haplogrupos de ADNmt H y ] reflejo que
unicamente existen diferencias entre los cibridos OA-H y OA-J, mostrando un
incremento de la expresion en los OA-] en condicion sin piruvato (-P OA-H

1,03+0,25 vs OA-J 1,34+0,22 p<0,05) (Figura 23 b).

Los niveles de expresién de NRF1 mostraron un incremento en los cibridos N en
comparacion con los OA en todas las condiciones testadas (+P N 1,46+0,49 vs OA
1,01+0,30 p<0,05; -P N 1,52+0,59 vs OA 0,90+0,30 p<0,01) (Figura 23 c). A la hora de
evaluar su expresion entre los haplogrupos de ADNmt, no se observaron

diferencias entre los grupos a estudio (Figura 23 d).
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Figura 23 Expresion génica de enzimas implicadas en la biogénesis mitocondrial. (a-b) PGC-1a, (c-
d) NRF1y (e-f) TFAM en cibridos N y OA portadores de los haplogrupos de ADNmt H o J crecidos
en presencia (+) o ausencia (-) de piruvato (P). Los resultados se expresan media + DE de tres
experimentos independientes. * p<0,05; ** p<0,01 cibridos N y OA. $ p<0,05 + y — P. # p<0,05
haplogrupos de ADNmt Hy J. DMEM +P: blanco (N) y gris (OA). DMEM -P: azul claro (N) y oscuro
(OA).

El analisis de los niveles de expresion de TFAM no reflejo diferencias entre los
cibridos N y OA, sin embargo, los niveles de expresion de este gen se vieron
estadisticamente reducidos en los cibridos OA al eliminar el piruvato (OA +P

1,1120,22 vs -P 0,9120,24 p<0,05) (Figura 23 e).
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El andlisis de los niveles de TFAM en funcién del haplogrupo de ADNmt, reflejo
que los cibridos N-J y OA-J incrementaron significativamente la expresion de este
gen al compararlos con los cibridos N-H y OA-H respectivamente (+P N-J 1,35+0,11
vs N-H 1,07+0,14, OA-]J 1,25+0,15 vs OA-H 0,96+0,18 p<0,05; -P OA-J 1,06+0,22 vs
OA-H 0,74+0,10 p<0,05) (Figura 23 f). Ademas, al crecer las células en ausencia de
piruvato, la expresion de este gen disminuyo significativamente en los cibridos N-
Jy OA-H (N-J +P 1,35+0,11 vs -P 0,88+0,26 p<0,05; OA-H +P 0,96+0,18 vs -P 0,74+0,10
p<0,05) (Figura 23 f).
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DISCUSION

Objetivo 2

Durante los tultimos afios, se ha puesto de manifiesto la asociacion existente entre
la OA y la disfuncion mitocondrial, asi como su asociacion con los diferentes
haplogrupos de ADNmt a través de estudios poblacionales (95, 122, 123). Hoy en
dia, sin embargo, los estudios funcionales donde se analice el papel real que juega
la mitocondria y los haplogrupos de ADNmt tanto en la incidencia como en el
desarrollo de esta enfermedad son escasos, encontrando solamente un trabajo
donde se usaron cibridos de pacientes N para demostrar la asociacion entre los
haplogrupos de ADNmt H y J con la OA (101). Con este antecedente, los cibridos
transmitocondriales parecen representar un modelo celular in vitro adecuado, ya
que han sido ampliamente utilizados en numerosos estudios de patologias
complejas donde la disfunciéon mitocondrial y mutaciones al nivel del ADNmt

parecen tener una funcion importante en su patogénesis (63, 64, 66, 70).

Para la realizacion de la caracterizacion de los cibridos generados (N-H, N-J, OA-H
y OA-]) se seleccionaron 2 clones por fusién con el fin de minimizar cualquier
variacion genética, evitando asi la posible dispersion en los datos y, aumentando
la robustez del estudio ya que, como numerosos estudios describen, es necesario
tener en cuenta la variabilidad interclonal puesto que los clones seleccionados no

tienen por qué comportarse de la misma manera (12, 60, 61).

No todos los clones seleccionados tras la fusion llegan a alcanzar la estabilizacion
del nimero de copias de ADNmt, pudiendo presentar un contenido de ADNmt
a priori disfuncional y no apto para llevar a cabo los experimentos posteriores (103).
De este modo, hasta que el nimero de copias de ADNmt no se estabilizo en los
clones seleccionados, no se dio paso a la realizacion de los experimentos. La
estabilizacién del nimero de copias de ADNmt éptima tras un proceso de

cibridizacién se encuentra descrito en la literatura, siendo necesarios entre 20 y 25
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pases de cultivo (60, 93, 124). Los resultados obtenidos en este trabajo coinciden
con los limites descritos, presentando la estabilizacidon de los cibridos entorno al

pase 25-30, tras aproximadamente 3 meses de cultivo.

El andlisis comparativo del contenido de ADNmt reflejé6 un aumento en cibridos
OA, lo que coincide con lo descrito en condrocitos OA, donde los autores explican
este incremento en el niimero de copias como un mecanismo compensatorio de los
OA a la hora de intentar paliar el dafio que presentan en el ADNmt (125). Del
mismo modo, entre los haplogrupos de ADNmt H y ] no se encontraron diferencias
concordando con lo descrito por Kenney y colaboradores, donde no observaron
modulacidén en los niveles de ADNmt entre cibridos portadores de estos 2 mismos
haplogrupos de ADNmt (68). Sin embargo, otros autores si observaron diferencias
entre ellos, siendo los cibridos ] los que presentaron niveles mas elevados (126).
Estos datos contradictorios se deben quizas a que los cibridos utilizados en cada
estudio fueron generados a partir de metodologias diferentes y unas lineas Rho-0
distintas. Por ello, esta discordancia entre resultados podria deberse a que, no solo
el ADNmt influye en el nimero de copias, si no que el entorno fisioldgico y la

metodologia utilizada pueden jugar también un papel importante (68, 127).

Teniendo en cuenta que el comportamiento de los cibridos puede verse modulado
tanto por el entorno fisioldgico como por los requerimientos nutricionales, se
analizd el efecto que diferentes condiciones de cultivo provocan en el
comportamiento de cibridos transmitocondriales y si condicionan su respuesta en
funcién de su ADNmt (60, 66, 68, 128, 129). En la literatura, la mayoria de estos
estudios se centran en el crecimiento de estas células en presencia de glucosa o de
galactosa, empleando este tltimo como inductor de la CTE. Dado que el objetivo
es generar un modelo para estudiar el papel que juega la mitocondria en la OA, se
testaron diferentes concentraciones de glucosa, asi como el efecto de la presencia o
ausencia de piruvato en la modulacion de la CTE. Ademads, ya que el ambiente

articular es mayormente hipoxico, se evaluo la capacidad de respuesta celular bajo
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diferentes porcentajes de oxigeno (80, 83). Todo esto permitié reproducir un
escenario in vitro parecido a las condiciones del ambiente articular generando una

situacion de mayor esfuerzo metabolico.

En condiciones estandar de cultivo, las células no vieron modulada su tasa de
crecimiento, sin embargo, cuando se sometieron a un ambiente diferente, el
andlisis mostr6 que los cibridos OA presentan una tasa de crecimiento menor que
los N, sin observarse diferencias entre haplogrupos de ADNmt (H y J). Estos datos
concuerdan con lo descrito en cibridos portadores de las mutaciones caracteristicas
de la enfermedad de LHON generados a partir de la linea celular 143B.TK- Rho-0,
donde tnicamente se observaron diferencias cuando las células se crecieron en una

condicidon de mayor esfuerzo metabdlico (galactosa) (66).

Otro estudio reflejé que al crecer las células en galactosa se desenmascara un
crecimiento mas lento en los cibridos patoldgicos (130). Si bien es cierto que la
mayoria de los estudios se centran en cultivos con galactosa, como una condicién
que fuerza metabolicamente a la célula, crecer las células en una concentracion
menor de glucosa (Igr/L) o en ausencia de piruvato, puso de relevancia el
funcionamiento diferencial que presenta la maquinaria celular en funcion del

genoma mitocondrial de cada uno de los cibridos.

El andlisis de la actividad enzimatica, tanto de la CS como de los complejos de la
CTE, proporciona una vision general del estado del funcionamiento mitocondrial,
sin embargo, entre los diferentes cibridos, la actividad de la CS no se vio modulada.
Es posible que los cibridos no muestren ninguna variacion en este parametro, del
mismo modo que no presentaron ninguna variacion en la tasa de crecimiento a las
48 h de cultivo ya que, como se describid en la literatura, existe una relacion directa

entre los niveles de CS, el crecimiento y la proliferacion celular (131).

El analisis de la medida de la actividad de las enzimas implicadas en la CTE reflejo

que Unicamente la actividad del complejo IV se vio incrementada en los cibridos
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OA al ser crecidos en ausencia de piruvato. La ausencia del piruvato crea un estado
de mayor esfuerzo metabdlico debido a que la célula necesita producir piruvato a
través de la glucolisis para, finalmente, obtener energia mediante la CTE de la
mitocondria (115). Esto podria explicar por qué los cibridos OA presentan mayor
actividad de este complejo, ya que compensarian la ausencia de piruvato en el
medio forzando el transporte de H* al espacio intermembrana para equiparar la

obtencion energia.

El andlisis de la actividad de este complejo en funcion del haplogrupo de ADNmt
reflej6 que los N-J la presentaban disminuida frente a los N-H, poniendo de
relevancia que los SNPs que definen el haplogrupo J (y en concreto el J1)
localizados en este complejo condicionan en cierto modo su actividad. Si bien, es
cierto que esta diferencia no se observo entre cibridos OA portadores de los
diferentes haplogrupos de ADNmt. Por el contrario, la actividad del complejo IV
se vio disminuida en los OA-J frente a los N-J, diferencia que posiblemente radica
en que los OA-J son portadores del subhaplogrupo J2 cuya distribucion de SNPs

quizas no afecta de igual modo a la actividad del complejo IV (132).

El andlisis de la actividad del complejo III se vio reducida tinicamente en los N-H
cuando se forzaron metabdlicamente. Esta diferencia podria encontrar su
explicacion en el SNP que afecta al citocromo B caracteristico del subhaplogrupo
H* y, por tanto, disminuir su actividad cuando las células se ven obligadas a

trabajar mas para producir el mismo nivel de ATP.

Los datos de la distribucion de la masa mitocondrial en los cibridos siguieron la
misma linea que lo descrito en condrocitos, donde los OA muestran valores mas

bajos que los N (88).

A la hora de interpretar estos datos, junto con los obtenidos al analizar el nimero

de copias de ADNmt, los resultados parecen ser contradictorios, sin embargo, se
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debe tener en cuenta que, bajo una condicion de esfuerzo metabdlico, la capacidad
replicativa del genoma mitocondrial se ve incrementada, lo que desencadena,

a posteriori, el aumento de la masa mitocondrial (133).

Teniendo en cuenta que el MitoTraker® Red se describe como un fluordforo
cargado positivamente cuyo marcaje se puede ver alterado por el estado funcional
de la mitocondria (134, 135), y que algunos autores plantean el empleo de otros
fluordforos que se unen directamente al organulo y no dependan de su AWm, como
por ejemplo el MitoTracker® probes-green (88, 134), hemos decidido utilizar otro

fluoroforo para el andlisis del AWYm en nuestro modelo.

El analisis de este parametro revel6 una mayor disminucion en los cibridos OA,
dato que sigue la misma tendencia de numerosos trabajos, donde los cibridos
portadores de ADNmt de diferentes patologias presentan mayor despolarizacion
que los cibridos control en cada caso (64, 66, 136). Todos estos datos revelan un
desequilibrio del AWm entre cibridos control y aquellos portadores de

mitocondprias a priori disfuncionales.

Dentro de la disfuncion de la mitocondria, la biogénesis de este organulo es uno
de los primeros mecanismos que se encuentran alterados (91, 137). Los resultados
obtenidos de NRF1 reflejaron que los niveles de expresion de este gen se vieron
reducidos en los cibridos OA en comparacién con los N. Wang y colaboradores
observaron que los niveles de expresion proteica de PGC-1a, NRF1 y TFAM
estaban disminuidos en condrocitos artrdsicos primarios (88). Del mismo modo,
otros autores, describieron que la expresion proteica de PGC-la y TFAM se
encontraba modulada en cibridos de Alzhéimer en comparacion con los controles,
sin embargo, no observaron diferencias entre ambos grupos a la hora de estudiar
los niveles de expresion génica siguiendo la misma linea descrita en este trabajo de
tesis (64). Una posible explicacion radica en que la actividad y estabilidad de la

enzima PGC-Ia se regula de manera postraduccional, afectando también la
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expresion de NRF1 y TFAM, por ello, el estudio de procesos como acetilaciéon y
desacetilacion por parte de SIRT1 o fosforilacion mediante adenosine
monophosphate-activated protein kinase (AMPK), o ERK en el caso de TFAM, que
inhiben o modulan positivamente la actividad de estas enzimas incrementando la

biogénesis mitocondrial, seria interesante en un futuro (64, 119, 120).

A la hora de analizar estos datos en funcion del haplogrupo de ADNmt H o J, se
observé que los cibridos ] tienden a presentar niveles de expresion de PGC-1a,
NRF1 y TFAM mas elevados que aquellos portadores del haplogrupo de
ADNmt H. Hoy en dia, se conoce que las mutaciones caracteristicas del
haplogrupo de ADNmt ] confieren una menor eficiencia energética mitocondrial.
Por ello, es posible que la biogénesis mitocondrial se encuentre aumentada en los
cibridos portadores de este haplogrupo de ADNmt con el objetivo de compensar

el déficit de energia (101, 122, 128, 138).

El conjunto de los resultados aqui descritos apunta que los cibridos portadores del
ADNmt de donantes patologicos presentan la funcion mitocondrial comprometida
anivel celular. Ademas, la condicion sin piruvato en el medio de cultivo invierte o
desenmascara diferencias no observadas en la condicion con piruvato, siendo una
consecuencia del efecto protector del piruvato ya que, cuando se encuentra en el
medio de cultivo, las células son capaces de incorporarlo directamente sin tener
que metabolizar la glucosa hasta el final. Teniendo en cuenta este dato y los
resultados obtenidos anteriormente, se observd que estas diferencias se aprecian
mayormente en los cibridos OA ya que, posiblemente requieren un mayor esfuerzo
metabdlico a la hora de equilibrar la falta de sustrato y el déficit de energia
correspondiente. Asi, los cibridos presentaron una respuesta diferente ante
estimulos relacionados con el ambiente articular afectando a parametros
mitocondriales que posteriormente se traduciran en un mal funcionamiento de los

procesos llevados a cabo por este organulo.
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OBJETIVO 3

Respuesta al estrés oxidativo, apoptosis y autofagia en los

cibridos transmitocondriales.






INTRODUCCION

Objetivo 3

El estrés oxidativo estd relacionado con un desequilibrio en la producciéon de ROS.
Los ROS se generan mayoritariamente a nivel mitocondrial, donde, a pesar de la
eficiencia del acoplamiento entre la CTE y la fosforilacion oxidativa, algunos
electrones escapan de la ruta pudiendo reducir al oxigeno mas proximo dando
lugar al anién superoxido mitocondrial (O27), uno de los ROS mas oxidativos (76,
139). En concreto, este compuesto se genera en los complejos I y III de la CTE
situados en la membrana interna mitocondrial, pudiendo ser liberado tanto al

interior de la matriz como al espacio intermembrana mitocondrial (77, 140-143).

En condiciones normales, la produccién de ROS en el interior celular forma parte
de la necesaria regulacion de procesos como la proliferacion celular, el
metabolismo, la apoptosis, etc. Del mismo modo, se ha descrito que estas
moléculas juegan un papel fundamental como mensajeros secundarios
intracelulares de funciones normales en la célula como la expresiéon génica o la
activacion de cascadas de sefalizacién (119, 140). Cuando se produce un
incremento en la generaciéon de ROS, estos se eliminan mediante enzimas
detoxificadoras como la superdxido dismutasa mitocondrial 2 (SOD2). La
detoxificacion de O mediante la accidon de la enzima SOD2 da lugar a la formacion
de perdxido de hidrégeno (H20:), que posteriormente es neutralizado a H20 por
la enzima catalasa o la glutation peroxidasa (76, 139, 144). Cuando los sistemas de
detoxificacion celular fallan, el O> puede reaccionar directamente con el dxido
nitrico (ON) para dar lugar al peroxinitrito o con el H20: para dar lugar al a

formacion de radicales hidroxilos (OH) (77, 119).

En condiciones de estrés, como un estado inflamatorio o durante el proceso de
envejecimiento, se ha descrito un incremento en la produccion de ROS de manera

continuada, lo que produce danos tanto en el genoma mitocondrial como en
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diversas maquinarias celulares. Este escenario se da en la patologia artrosica de tal
modo que se sabe que los condrocitos de pacientes artrosicos presentan un mayor
namero de mitocondrias despolarizadas, menor nivel de produccién de ATP, asi
como unos niveles de produccion de ROS mas altos y una menor expresion de
SOD2 que los obtenidos de pacientes sanos. El conjunto de todo esto esta
directamente relacionado con la activacion de los procesos de regulacion de
apoptosis y muerte celular que conllevan a la degradacion del tejido y al desarrollo

de la enfermedad (76, 80, 100, 145, 146).

La apoptosis celular se considera un mecanismo complejo y necesario en el
mantenimiento normal de los tejidos adultos (147). Ademas, a nivel celular es un
mecanismo de respuesta y defensa frente a diferentes estimulos adversos que
conlleva una cascada de eventos moleculares dependientes de ATP (148). La
relacion entre la apoptosis y el estrés oxidativo se ha descrito en el desarrollo de
diferentes enfermedades como el Alzheimer o el Parkinson, donde se produce un
desequilibrio en la producciéon de ATP y en la polarizacién de la membrana
mitocondrial que aumenta la permeabilidad y favorece la activacion de la
apoptosis (147). La apoptosis es un proceso que se puede dividir en fases. En
estadios de apoptosis tempranos, se origina un incremento de la actividad de los
factores pro-apoptoticos, dentro de la familia del regulador de apoptosis B-cell
limphoma 2 (BCL2) (148). Estos factores favorecen la permeabilizacién de la
membrana mitocondrial que posteriormente da lugar a la liberacion del citocromo
c. Durante estadios tardios, el citocromo ¢, junto a otras proteinas, induce la
activacion de las caspasas 3, 7 y 9 que provocan la condensacion y fragmentacion
del ADN, la disgregacion del citoesqueleto y la formacion de cuerpos apoptoticos.
Finalmente, la necrosis conlleva una morfologia celular disgregada donde las
membranas del ntcleo y de la célula apenas son reconocibles, los organulos se
encuentran mayormente descompuestos y el material citoplasmatico de la célula

se libera a los alrededores (111, 147, 149, 150).
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Los resultados descritos en la literatura revelan que los condrocitos de donantes
OA presentan niveles de apoptosis mas elevados que aquellos que provienen de
un cartilago sano. Ademas, se ha descrito que la apoptosis se ve incrementada a
medida que aumenta la severidad y el desarrollo de la patologia OA (146, 148, 151).
Este incremento en la muerte celular caracteristica del proceso artrosico se asocia
con una menor celularidad en el cartilago de pacientes con esta patologia,

poniendo de manifiesto la relacion que existe entre ambos parametros (152, 153).

La autofagia es otro pardametro relacionado con el desarrollo de la OA. Es un
mecanismo celular por el cual se seleccionan y marcan moléculas y/o organulos
disfuncionales que se han ido acumulando con el paso del tiempo y que,
finalmente, se degradan mediante lisosomas (154). Son numerosos los estimulos
que activan la autofagia a través de la inhibicion de la funcion del mammalian target
of rapamycin (mTOR), uno de los principales puntos de regulacion de la autofagia,
en concreto, estimulos como la inanicién, hipoxia, estrés del reticulo
endoplasmatico o un aumento de temperatura se han descrito en la literatura
previamente (155). Una vez que se activa el proceso autofagico, comienza la fase
de nucleacién y elongacion, cuya principal caracteristica es la formacién de una
doble membrana que englobara a los productos de desecho (organulos) y parte del
citoplasma celular, dando lugar al autofagosoma gracias a la funcién de la
microtubule-associated protein 1A/1B light chain 3 (LC3). Esta proteina se encuentra o
bien en el citoplasma en forma de LC3 I, o bien, en la membrana del autofagosoma
en forma de LC3 11, lo que la convierte en un marcador de autofagia en fases mas
avanzadas, posibilitando la cuantificacion de la cantidad de autofagosomas
celulares y, por tanto, del flujo de autofagia (156). Por ultimo, la fase de fusion y
degradacion consiste en la unificacion de la membrana del autofagosoma con la de
un lisosoma (autolisosoma), donde finalmente se digieren los componentes del

interior (155, 156).
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Cuando las condiciones fisioldgicas no son las adecuadas, la autofagia es un
proceso que permite que los condrocitos normales eviten los mecanismos de
apoptosis y mantengan la viabilidad celular con un bajo requerimiento energético
(150, 157). Al igual que el desarrollo de la OA, la autofagia es un mecanismo
relacionado con el envejecimiento y en los ultimos afos se ha establecido una
relacion directa entre este parametro y la enfermedad (154). Con la edad, los
mecanismos de autofagia se ven reducidos, lo que suprime el efecto citoprotector
que presenta en el cartilago y favorece, tanto la muerte celular por apoptosis, como
el desarrollo de la patologia artrdsica (150, 157). Del mismo modo, se ha descrito
en estudios previos que un aumento en la produccién de ROS se relaciona con un
incremento en la eliminacion de mitocondrias dafiadas mediante este mecanismo
(mitofagia) (157, 158). Sin embargo, los principales marcadores de autofagia se
encuentran reducidos en condrocitos de pacientes OA por lo que se produce la
acumulacion de mitocondrias dafadas, originando un desequilibrio en el balance
homeostatico mitocondrial que conlleva a la muerte celular (154, 156, 159). Asi,
Lopez de Figueroa y colaboradores describieron que la activaciéon de la autofagia
en condrocitos humanos mediante la inhibiciéon de mTOR con rapamicina protege
a las células frente al incremento del estrés oxidativo y la disfuncion mitocondrial

(160).

Teniendo todo esto en cuenta y del mismo modo que se describié previamente, los
cibridos transmitocondriales presentan un modelo celular in vitro ttil para estudiar
y desenmascarar las diferencias a nivel mitocondrial. Para ello, con el desarrollo
de este tercer objetivo de esta tesis se estudio el efecto del estrés oxidativo celular

mediante el analisis de la produccidn de anién superdxido, apoptosis y autofagia.
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MATERIAL Y METODOS

Objetivo 3

1.- Estudio de la respiracion mitocondrial mediante el analisis de la

tasa de consumo de oxigeno (OCR)

La utilizacion del Seahorse Bioscience XFp Extracellular Flux Analyzer (Seahorse
Bioscience) permite el estudio de manera simultanea en células vivas de
parametros relacionados con la respiracion mitocondrial y con la glucolisis, ya que
mide simultdneamente y a tiempo real el consumo de O: y el flujo de H* al medio
de cultivo. Estas medidas son convertidas en la tasa de consumo de oxigeno (OCR)
y en la tasa de acidificacion extracelular (Extracellular Acidification Rate- ECAR) que
son directamente asociadas con la cuantificacion de la respiracion mitocondrial y

la glicolisis respectivamente.

La determinacion de la respiracion mitocondrial de los cibridos transmitocondiales
se llevd a cabo mediante el estudio y andlisis del OCR. Este parametro fue medido
en condicion basal y luego tras la inyeccion de compuestos que inhiben la CTE

mitocondrial a través de los puertos de inyeccion.

1.1 Determinacion de la funciéon mitocondrial a través del consumo de oxigeno

(OCR)

Un fallo en el correcto funcionamiento de la mitocondria podria suponer un
cambio metabolico de gran relevancia a nivel celular. Sin embargo, este organulo,
cuya principal funcion es obtener energia para el resto de la célula, presenta uno
de los primeros mecanismos de respuesta frente a una variacion de las condiciones
externas o frente a condiciones de estrés celular. La utilizacion del kit de Cell Mito
Stress Test del Seahorse XFp nos permitié evaluar el estado de la funcion

mitocondrial.
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La metodologia llevada a cabo en este apartado del objetivo 3, se describid
previamente en el Objetivo 1: en el apartado 3.2. Tras sembrar 2x10* células por
pocillo en una placa de cultivo de 8 pocillos (cell culture miniplates 8 wells XFp
Agilent Seahorse XFp) en DMEM 4,5+P se siguid lo descrito anteriormente.
Brevemente, tras incubar la placa en estufa sin CO2 para eliminar el Oz, se inicid el
protocolo para lo cual se inyectd en primer lugar: la Oligo a una concentracion de
2 uM; en segundo lugar, el FCCP a una concentracién de 1 uM vy, por altimo, la
Rot/Ant a una concentracion de 2 uM y 4 uM respectivamente (Figura 4 y Figura
5).

A partir de todo el conjunto de datos obtenidos se calcularon los parametros
correspondientes descritos en la Tabla 3. Del mismo modo que en el apartado
anterior, cada una de las condiciones se testaron por triplicado obteniendo un
conjunto de 3 medidas por cada experimento representdndose como la

media + DE.

1.2 Determinacion de la produccion de ATP via OXPHOS

Con los valores obtenidos tras aplicar la metodologia para el estudio del OCR, se
estimd la produccion de ATP en los cibridos a través de la fosforilacién oxidativa

(OXPHOS).

Para calcular la obtencion de ATP via OXPHOS, se siguid la premisa descrita por
Wu y colaboradores, donde la estequiometria entre la tasa de salida de OCR y ATP
en OXPHOS en estado estacionario es de 5-5,3 (es decir, la oxidacion completa de
1 mol de glucosa genera 30-32 moles de ATP), permitiéndonos calcular la

obtencién de ATP a partir de OXPHOS (161).

2.- Respuesta al estrés oxidativo: técnicas de citometria de flujo

Del mismo modo descrito anteriormente en la metodologia de Objetivo 2 en el

apartado: 5, la citometria de flujo es una técnica que permite analizar una
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poblacion homogénea de células diferencidndolas en funcién de su tamafio y
complejidad con los parametros FSC y SSC. Asimismo, es una herramienta tutil
porque ofrece la posibilidad determinar la intensidad de fluorescencia emitida por

un compuesto fluorogénico con afinidad por una molécula de interés.

Para el desarrollo del siguiente objetivo, se utilizd un citémetro de flujo
FACScalibur (Becton Dickinson) analizando 1x10* células en cada condicién de
trabajo por triplicado. Los resultados se analizaron con la herramienta informatica

BD CellQuest™Pro Analysis y se expresaron como una media + DE.

2.1 Estudio del estrés oxidativo en cibridos transmitocondriales

2.1.1 Determinacion del estrés oxidativo mediante cuantificacion de la

produccion de anion superdxido mitocondrial (O2)

El estrés oxidativo mitocondrial se analizé6 mediante la cuantificacion de la
produccion de anién superoxido (O2) mitocondrial. Para ello, se midid la
intensidad de fluorescencia emitida por las células al ser incubadas en presencia
de MitoSOX™ Red (Thermo Fisher Scientific) y detectada en el canal de

fluorescencia 2 (FL-2) del citémetro de flujo.

El MitoSOX™ Red es un colorante fluorogénico cuya diana es el Oz producido por
las mitocondrias de las células vivas. Este compuesto es oxidado por el Oz y no
por otros ROS o especies reactivas de nitrogeno dando lugar a una fluorescencia
roja con una excitacion/emision de 510/580 nm permitiendo su deteccion por

citometria de flujo (162).

En primer lugar, para llevar a cabo la cuantificacion de Oz mitocondrial se
sembraron 4,5x10* células por pocillo en placas con 12 pocillos (MW-12) en
condiciones de DMEM 4,5 gr/L de glucosa con y sin piruvato, dejando uno de los
pocillos sin marcar como control de la auto fluorescencia celular durante 48 h,

tanto en normoxia como en hipoxia. En segundo lugar, con el objetivo de estudiar
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una condicion mas estresante, se cuantifico el O mitocondrial en ausencia de
piruvato con DMEM 1 gr/L de glucosa en normoxia e hipoxia. Una vez
transcurrido el tiempo de incubacidn, las placas se lavaron con solucion salina
isotdnica (0,9% NaCl) y se incubaron con MitoSOX™ Red a una concentracion final
de 5 uM en 500 ul de Hank’s Buffered Salt Solution (HBSS) (Thermo Fisher
Scientific). Este tampdn favorece la asimilacion del fluoréforo por parte de las
células y al carecer de rojo fenol no interfiere en la intensidad de fluorescencia del
compuesto. Tras un tiempo de incubacién de 30 min en oscuridad, se recogieron
las células por tripsinizacién y se centrifugaron durante 10 min a 1500 rpm. Por
altimo, se resuspendieron en 400 pl de solucién salina y la suspension celular se
paso por el citometro de flujo siguiendo las directrices anteriormente descritas

(Objetivo 2 en el apartado: 5).

2.1.2 Respuesta al estrés oxidativo tras incubacion con perdxido de hidrégeno

(H202)

El perdxido de hidrégeno (H20:2) es uno de los estimulos de induccion de estrés
oxidativo mas utilizado en la literatura (103, 134). Este compuesto nos permite
evaluar la respuesta celular analizando su viabilidad tras la adicion del H20: al

medio de cultivo.

La viabilidad celular se determind mediante el uso de SYTOX® Green Dead Cell
Stain (Thermo Fisher Scientific). Este fluoréforo permite el marcaje de las células
muertas. El SYTOX® Green se une directamente al ADN de estas células
aumentando la sefial de fluorescencia y posibilitando la distincion entre células
muertas y vivas mediante citometria de flujo. Su excitacion se produce a 488 nm y
tiene un perfil de emision similar al de células marcadas con fluoresceina (FITC),
por lo que la fluorescencia emitida se detect6 en canal FL-1 del citdémetro de flujo

(Figura 24).
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Figura 24 Respuesta al estrés oxidativo inducido por H20:. Representacion de un histograma de la
viabilidad celular obtenida tras marcar las células con SYTOX® Green. (a) Condicién basal. (b)
Condicion de estrés oxidativo generada a partir de la incubacién con H202 a 300 uM.

Para testar la viabilidad celular frente al estrés oxidativo, se sembraron
8x10* células por pocillo en una MW-6. Tras 48 h, se estimularon los pocillos con
H20: a 300 uM durante 30 min. Transcurrido este tiempo se afiadi6 el SYTOX®
Green a 30 nM y se incubaron las células a TA durante 20 min. Una vez terminado
el periodo de incubacion se levantaron las células y se pasaron por el citbmetro de
flujo como se describio anteriormente en el apartado 1: técnica de citometria de

flujo.
2.1.3 Respuesta frente a un estimulo inductor de estrés oxidativo: la menadiona

La menadiona es un compuesto que pertenece a la familia de la vitamina K. Se ha
descrito que estas sustancias presentan la capacidad de inhibir la fosfatasa y la
actividad de la ADN polimerasa y mitocondrial (163). Por ello, resultd de interés
evaluar si este compuesto se comporta como un control positivo de la técnica

incrementando la produccion de O: y la apoptosis mediada por ROS.

2.1.3.1 Determinacion de los niveles de produccion de Oz

Para determinar sila produccion de O> mitocondrial se vio modulada en presencia

de menadiona, las células se incubaron con menadiona (Sigma-Aldrich) durante

1h.
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Se sembraron 9x10* células en DMEM 4,5+P en MW-6 incubandolas durante 48 h a
37°C, 5% de CO2y humedad a saturacion. Posteriormente, las células se incubaron
con DMEM 4,5+P suplementado al 0,5% SBF con menadiona a 50 uM durante 1 h.
Este proceso de deplecion del SBF del 10% al 0,5% se realiza de manera rutinaria
en determinadas incubaciones con compuestos en los que el alto porcentaje de
suero puede intervenir en la incorporacion del compuesto a la célula. Por ultimo,
se continu6 con el protocolo de deteccion de O mitocondrial mediante el marcaje
con MitoSOX™ Red y cuantificacion por citometria de flujo cuya metodologia se

describi6 al inicio de este apartado.

2.1.3.2 Analisis de la muerte celular programada

La muerte celular programada, también conocida como apoptosis, es un proceso
de muerte celular que se da en las células de un tejido con el objetivo de mantener
la homeostasis del mismo. Teniendo en cuenta que la menadiona podria actuar
como un inductor de ROS mitocondriales y, que el estrés oxidativo incrementa la
muerte celular, se analizd el efecto de este compuesto en la apoptosis celular

mediante citometria de flujo.

La apoptosis celular se midi6 utilizando el kit Apoptosis Detection (InmunoStep).
Para ello, se sembraron 4,5x10* células por pocillo en MW-12 durante 48 h en
DMEM 4,5 +P con 10% de SBF, disminuyendo la concentracion del SBF al 0,5% 24 h
antes de llevar a cabo la incubacion con el estimulo. Posteriormente, las células se
incubaron con menadiona a 50 uM durante 2 h con el objetivo de lograr un efecto
mayor que en el caso del estudio de producciéon de ROS mitocondriales. Tras la
incubacion, las células se pasaron a tubos, se lavaron para eliminar los restos de
medio y se resuspendieron en 100 pl de tampon de anexina al 1X, lo que favorece
la unioén de la anexina V marcada con FITC a la fosfatidilserina expuesta en la
superficie externa de la membrana celular de células en fases tempranas de

apoptosis. A continuacion, se incuba cada uno de los tubos durante 15 min en
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oscuridad con 2,5 ul de anexina V y 2,5 ul de Yoduro de Propidio (YP)
(ImmunoStep). El YP logra el marcaje de aquellas células que han perdido la
integridad de la membrana celular y se encuentran en fase apoptodtica avanzada,
ya que entonces puede unirse directamente al ADN. Una vez terminado el periodo
de incubacién se pasaron por el citometro de flujo como se describid

anteriormente.

En este caso, los dos compuestos utilizados (anexina V y YP) emiten fluorescencia
a una longitud de onda diferente. La anexina V estd marcada con ficoeritrina
(FITC), fluorescencia verde, y su longitud de onda de emision es a 518 nm siendo
detectado por el canal FL-1 del citémetro (Figura 25). Por su lado, el YP presenta
fluorescencia roja por si solo y su espectro de emisidn es a una longitud de onda
de 617 nm, detectandose en el canal FL-3 del citometro. El conjunto de ambos
compuestos permite analizar y distinguir el porcentaje de poblacion de células
intactas (negativo para anexina V y YP), células en apoptosis temprana (positivo
para anexina V y negativo para YP), células en apoptosis tardia (positivo para

anexina V y YP) y, por altimo, de células necréticas (solamente positivo para YP).
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Figura 25 Representacion grafica del patron obtenido tras marcar las células con Anexina V y
yoduro de propidio (YP). Las células intactas (cuadrante inferior izquierdo (verde)); células en
apoptosis temprana (cuadrante inferior derecho (azul)); células en apoptosis tardia (cuadrante
superior derecho (naranja)); células necrdticas (cuadrante superior izquierdo (ptrpura)).
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En todos los experimentos se determind la apoptosis celular tanto en ausencia de
menadiona (control) como en presencia de este estimulo (mena), acompanado de

una condicidn sin fluoroforo que nos permitio centrar la poblacion.

2.2 Estudio de la apoptosis celular en presencia de un estimulo inflamatorio:

IL-1B

A la hora de estudiar la apoptosis se indujo un ambiente inflamatorio cultivando
las células en presencia de interleuquina 1P (IL-1B) (Sigma-Aldrich). La seleccion
de esta citoquina proinflamatoria radica en su papel en el desarrollo de la OA, ya
que provoca una situaciéon de inflamacion cronica que favorece la destruccion del

cartilago y la muerte celular.

Para ello, se siguié el mismo protocolo descrito en el apartado anterior solo que en
este caso las células se incubaron en presencia de IL-1f3 a una concentracion de

10 ng/ml durante 24 h.

Para poder evaluar si la IL-1 induce una variaciéon en el porcentaje de células
apoptoticas, se llevd en paralelo un control positivo de la técnica mediante la
incubacidon de las células con estauroesporina a una concentracién de 2 uM

durante 2 h.

3.- Niveles de expresion proteica de marcadores de autofagia.

Como se describié anteriormente, la autofagia es un mecanismo celular de
degradacion de compuestos dafiados entre los que se encuentran proteinas, lipidos
o incluso organulos. Este mecanismo celular se puede estudiar a través del marcaje
de proteinas especificas de cada una de sus fases como ribosomal protein S6 (rpS6)
cuya fosforilacion (p-rpS6) indica la activacion de mTOR o LC3 (150, 164). Los

niveles de estas proteinas se analizaron mediante la técnica de western blot (WB).
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3.1 Extraccion y cuantificacion de proteinas a partir de un extracto celular

mediante BCA

La extraccion de proteinas para técnicas de WB se llevo cabo utilizando un tampon
de lisis (urea a una concentracion de 6M y 2% de dodecilsulfato sddico (SDS)
(Sigma-Aldrich)) que favorece la lisis celular y la liberacion de las proteinas al

medio extracelular.

Para ello, se sembro un total de 6x10° células por pocillo en MW-6 en DMEM 4,5 +P
durante 48 h de cultivo. Ademas, las células se cultivaron durante 16 h en
presencia de rapamicina (Calbiochem, Alemania) a una concentraciéon de 10 pM
como inhibidor de mTOR o con cloroquina (Sigma-Aldrich) a una concentracion
de 30 uM como inductor de LC3, cuyos valores se utilizaron como control de la
técnica. A continuacion, se lavaron las células con solucion salina isotdpica y se
anadieron 200 pl de tampon de lisis raspando la superficie de cultivo para
favorecer la recogida de las células. Finalmente, las muestras se lisaron durante 5
min y se centrifugaron a 12000 rpm durante 5 min a 4°C. Posteriormente se

recupero el sobrenadante y se almacenaron a -20°C.

La cuantificacion de proteinas se realizo mediante un ensayo colorimétrico basado
en acido bicicoinico (BCA) con el kit comercial Pierce BCA Protein Assay (Thermo
Fisher Scientific) permitiéndonos la cuantificaciéon proteica en presencia de
detergentes. Siguiendo las indicaciones del fabricante, se analizo la concentracion
de cada muestra en base a una curva patron. Brevemente, en una placa de
96 pocillos se anadieron diferentes concentraciones (0 hasta 12 pug/ul) de albumina
sérica bovina (BSA) a partir de un Stock de 2 mg/ml (curva patron) y 2 pl de cada
muestra por duplicado. A continuacion, se aniadieron 200 ul de la mezcla necesaria
para llevar a cabo la reaccidon colorimétrica a una proporcion 50:1 de BCA Reagent
A con BCA Reagent B y se incubd durante 30 min a 37°C en oscuridad. Finalmente

se midid a través de espectrofotometria a una £=570 nm con el NanoQuant Infinite
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M200 (Tecan). A partir de los valores de abs obtenidos de la curva patrén, se

calculd la ecuacion y se interpolaron los valores de concentracion de cada extracto.

3.2 Técnica de western blot (WB): electroforesis, transferencia y marcaje de

proteinas de interés

En primer lugar, para llevar a cabo el analisis de la expresion proteica en las
muestras mediante WB, se necesitd separar el conjunto de proteinas de cada

muestra para, posteriormente, marcarlas y revelar los resultados.

La separacion de proteinas de cada una de las muestras se realizd6 mediante
electroforesis unidimensional en gel comercial de poliacrilamida 4-20% (Bio-Rad,
Hercules). Para ello, se ajustaron todas las muestras a una concentracién final de
20 pg, se mezclaron con tampon de carga (4X Laemmli Sample buffer solution
(Bio-Rad, Hercules)) y [-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich), para favorecer la
solubilidad de las proteinas a un volumen final de 50 ul y se incubaron durante
5 min a 95°C para romper la estructura tridimensional de las proteinas y facilitar
el marcaje posteriormente. A continuacidn, las muestras y el marcador de peso
molecular Precision Plus Protein™ Dual Xtra Standars (BioRad) se cargaron en el gel
y se corrieron en presencia de tampdn de electroforesis 1X (0,25 M Tris-Base,
1,92 M glicina, 1% SDS y H0 hasta 1L) a 80 voltios durante 20 min y después

120 voltios a 60 min.

Una vez que el perfil proteico de cada muestra se separé mediante electroforesis,
se realizd la transferencia de las proteinas por campo eléctrico a una membrana de
polivinildeno de difluorido (Immuno-Blot®PVDF Membranes for protein Blotting,
Bio-Rad), cuya principal caracteristica es que permite el marcaje de las proteinas.
Previamente, la membrana se activo en presencia de metanol y se humedecio en
tampodn de transferencia 1X (0,25 M Tris-Base, 1,92 M glicina, 20% metanol y H.0

hasta 1 L). Para la transferencia de las proteinas se utiliz6 un sistema sdndwich con
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Mini Trans-Blot (Bio-Rad) (papel de filtro, el gel y la membrana) y, en presencia de
tampon de transferencia, se transfirio a 0,20 amperios durante 1 h y 20 min. A
continuacidn, se bloquearon los sitios inespecificos con 5% de leche en polvo con
tampon salino Tris-Tween (TBST) a 4°C durante 1 h en movimiento y se incubd
durante toda la noche con los anticuerpos primarios (Tabla 12). Tras cada uno de
ellos, la membrana se lavo 3 veces durante 5 min con tampoén de lavado (25 mM
Tris-Base, 0,15 M Cloruro Sédico (NaCl), 0,05% Tween 20 y H20 hasta 1L; pH 7,4)
en agitacion. A continuacion, se incubaron las membranas con el anticuerpo
secundario correspondiente durante 1 hora a TA (Tabla 12). Finalmente, se lavo 3
veces y se revelaron las proteinas mediante un kit de revelado de
quimioluminiscencia (Sigma-Aldrich) basado en un método enzimatico. Este
método consiste en el marcaje del anticuerpo secundario con horseradish peroxidase
(HRP) que cataliza una reaccion cuyo producto genera luz permitiendo su lectura
a una A=428 nm. Las imagenes se obtuvieron con el equipo Amershan™ Imagen 600
(GE Healtcare). El andlisis de las bandas se realizd a través del software
Amershan™ Imagen 600 analysis. En el caso de p-rpS6 (activacion de mTOR), los

resultados obtenidos se relativizaron a la expresion proteica de a-tubulina.

Tabla 12 Lista de anticuerpos empleados en la técnica de WB.

. CASA
ORIGEN PM (kDA) DILUCION COMERCIAL
LC3 Conejo 14-16 1:1000 Cell Signaling
10 p-rpS6 Conejo 32 1:2000 Cell Signaling
a-tubulina Ratén 52 1:5000 Sigma-Aldrich
AC anti-conejo* Burro - 1:1000 GE Healthcare
2% anti-raton* Cabra - 1:10000 GE Healthcare

AC: anticuerpo. PM: peso molecular. kDA: kilodaltons. * HRP-conjugado IgG.
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4.- Expresion génica de enzimas implicadas en el metabolismo

celular

Del mismo modo que se describié en la metodologia del Objetivo 2 en el
apartado 7, el anadlisis de la expresion génica se llevo a cabo mediante RT-PCR en

LightCycler® 480 II utilizando sondas Tagman® UPL Probe.

4.1 Niveles de expresion génica del inductor de hipoxia celular: HIF1«

A la hora de estudiar el estrés oxidativo bajo diferentes condiciones de cultivo se
analizd la produccion de Oz cultivando las células en un bajo porcentaje de O:. En
base a estos parametros estudiados, se analizd la expresion génica de hypoxia
Inducible Factor 1 Alpha Subunit (HIF1a), cuya principal funcién es la respuesta a
condiciones de hipoxia en las células. Esto es debido a que, en presencia de
oxigeno, HIFla es hidroxilado y degradado via proteosoma, sin embargo, en
ausencia de oxigeno, los niveles de esta proteina se estabilizan y dan paso a la
activacion de genes diana de enzimas implicadas en la respuesta a condiciones de
hipoxia, como a genes que promueven la proliferacion celular y la angiogénesis

(165, 166).

Para analizar la expresion de este gen, se sembraron 6x10* células en placa MW-6,
se incubaron durante 48 h en DMEM 4,5+P tanto en normoxia como en hipoxia, se
obtuvo el ARN, se retrotranscribié a ADNc y se realizé la RT-PCR mediante el

empleo de los cebadores descritos en la Tabla 9 para el gen de HIF1a.

4.2 Respuesta al estrés oxidativo en los niveles de expresion génica de las

enzimas: NFE21.2 y SOD2

La respuesta al estrés oxidativo inducido mediante la incubacion con menadiona
también se evalué a través del andlisis de la expresion génica de enzimas

implicadas en los sistemas de detoxificacion celular. Entre ellas destacan el nuclear
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factor erythroid-derived 2-Like 2 (NFE2L2) y SOD2. NFE2L2 estd implicada en
procesos de replicacion del ADNmt en respuesta al estrés celular como procesos
de inflamacién o estrés oxidativo (119, 133) y, SOD2, como se menciond
anteriormente, en detoxificacion celular (76, 139). Teniendo en cuenta la funcién
de ambos genes, el incremento en los niveles de produccion de ROS podria jugar
un papel fundamental en la induccion de su expresion génica, actuando como un

mecanismo de control a la hora de intentar paliar los efectos perjudiciales de los

ROS (119, 167).

Para llevar a cabo el andlisis de la expresidon génica se sembraron 6x10* células en
placa MW-6 y se incubaron durante 48 h en DMEM 4,5+P, disminuyendo la
concentracion de SBF hasta el 0,5% durante las ultimas 24 h. A continuacién, las
células se incubaron con menadiona a una concentraciéon de 50 uM durante 1 h.
Tras finalizar la incubacion, se obtuvo el ARN y se retrotranscribié del mismo
modo descrito en la metodologia del Objetivo 2 en el apartado: 6. Por ultimo, se
realizé la RT-PCR utilizando los cebadores descritos en la Tabla 9 para los genes

de NFE2L2 y SOD?2.

4.3 Niveles de expresion génica de marcadores de autofagia: Beclin 1y BCL2

Con el objetivo de completar el estudio de autofagia realizado por WB, se
analizaron los niveles de expresion génica de otro marcador especifico de este
mecanismo y de uno de sus factores de regulacion. El estudio de la proteina beclin
1 (BECN1) permitidé conocer los niveles de activacion de la autofagia debido a que
esta proteina, junto con otras, forman un complejo proteico de nucleacién (12 fase
de la autofagia), que da lugar a los primeros estadios de formacion de la doble
membrana del autofagosoma (168). Por su parte, el factor de regulacion de
apoptosis (BCL2) es una proteina implicada en multitud de procesos celulares,
pero resalta su principal funciéon en la muerte celular (150). Esta proteina se

encuentra implicada tanto en procesos de apoptosis como de autofagia, y en este
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ultimo caso, regula la actividad de BECN1 mediante la formacion de un complejo
proteico entre ambos (BCL2/BECN1) que inhibe el inicio del proceso autofagico
(149, 157).

Del mismo modo descrito en el apartado anterior, se sembraron 6x10* células en
placa MW-6, se incubaron durante 48 h en DMEM 4,5+P, se obtuvo el ADNc
mediante la retrotranscripcion del ARN y se realizé la RT-PCR mediante el empleo

de los cebadores descritos en la Tabla 9 para los genes BECN1y BCL2.

5.- Analisis estadistico

Los datos obtenidos en este objetivo se representaron como la media + DE de 3
experimentos independientes. Los andlisis estadisticos se llevaron a cabo
utilizando el paquete informatico GraphPad Prism version 6.01 (GraphPad). Para
evaluar las diferencias entre los grupos se siguié la metodologia recogida en la
Tabla 10. En caso de que se emplee otro tipo de anadlisis estadistico, la metodologia
utilizada se detallara en cada uno de los apartados correspondientes. Los valores
analizados con un nivel de significancia de p<0,05 se consideraron estadisticamente

significativos.
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RESULTADOS

Objetivo 3

1.- Analisis de estatus mitocondrial

1.1 Determinacion de la tasa de consumo de oxigeno (OCR)

El analisis del estatus mitocondrial se llevo a cabo mediante la medicion de la tasa

de consumo de oxigeno (OCR) estudiando los pardmetros que aparecen reflejados

en la Figura 26.
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Figura 26 Representacion de la modulacién de la OCR tras la adicién de los inhibidores
correspondientes. OCR: tasa de consumo de oxigeno. Oligo: oligomicina. Rot/Ant:
rotenona/antimicina. Res: respiracion. H+: proton.

Tras el andlisis de los datos se observé que los cibridos OA presentan disminuidos
todos los parametros analizados excepto la capacidad respiratoria, que se vio
aumentada en comparacion con los N, lo que refleja un estatus mitocondrial
deficiente (respiracion basal OA 92,07+39,98 vs N 155,50+54,08 p<0,001;
respiracion maxima OA 114,70+50,01 vs N 160,60+44,76 p<0,01; H* Leak OA
25,38+13,23 vs N 54,48+13,39 p<0,0001; ATP asociado a OCR OA 66,69+28,69 vs N
101,00+42,04 p<0,01; capacidad respiratoria OA 124,20+6,71 vs N 107,00+16,21
p<0,001) (Figura 27).

115



2507

* % %

L] I
T | £ g

1007 * kK %k

50 Tﬂ
ol \ N \

N OA N OA N OA N OA N OA

OCR (pmoles/min)/célula

Respiracién Respiracion HY Leak ATP Capacidad
basal maxima asociado respiratoria
OCR

Figura 27 Determinacion del estatus mitocondrial de los cibridos N y OA. Los datos se representan
como media + DE de tres experimentos independientes. ** p<0,01, *** p<0,001, **** p<0,0001 cibridos
N y OA. OCR: tasa de consumo de oxigeno.

Por su parte, a la hora de realizar el andlisis de los datos en funcién de los
haplogrupos de ADNmt se observd que dentro de los cibridos N, aquellos
portadores del haplogrupo ] (N-]) presentan valores disminuidos de todos los
parametros analizados excepto de la capacidad respiratoria en comparacion con
los N-H (Tabla 13). Sin embargo, a la hora de analizar los datos de los cibridos OA,
esta relacion se invierte, siendo los cibridos OA-J los que presentan todos los
pardmetros estudiados aumentados frente a los OA-H a excepcién de la capacidad
respiratoria (Tabla 13). Cabe destacar que, al realizar el andlisis en funcién de los
haplogrupos, pero entre cibridos N y OA, se vio que los cibridos OA-H presentan
todos los pardmetros analizados disminuidos en comparacién con los N-H a

excepcion de la capacidad respiratoria, que fue mayor (Tabla 13).
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Tabla 13 Datos obtenidos del estudio de los parametros de funcion mitocondrial estudiados y
analisis en funcion de los haplogrupos de ADNmt.

N-H N-J OA-H OA-]
Respiracion
P 196,30+31,94 109,503 #### 63,7949, 87%*** 120,40+38,72#+#
basal
Respiracion
P L. 184,20+35,98 133,90+39,64° 77,16+£12,12%*** 152,20+44,75%+
mdaxima
ATP asociado
OCR 134,30+23,20 63,57+19,98## 44,95+6,91**** 88,43+25,24##4 *

H* Leak 62,05+10,18 45,96+11,60% 18,84+6,43%*** 31,92+15,31¢

Capacidad

.. 93,77+8,91 121,90+5,55%#  120,90+3,16**** 127,50+7,81
maxima

Valores presentados como media + DE ((pmoles/min) /célula). OCR: tasa de consumo de oxigeno. #p<0,05,
##p<0,01, ###p<0,001, ####p<0,0001 haplogrupos de ADNmt H y |. *p<0,05, ****p<0,0001 cibridos N y
OA.

Todos estos resultados muestran que los cibridos generados con plaquetas de
donantes OA portadores del haplogrupo de ADNmt H reflejan disminuida su
capacidad mitocondrial, manifestando una deficiente funcién mitocondrial en

comparacion con aquellos portadores del haplogrupo de ADNmt J.

1.2 Determinacion de la produccion de ATP

La determinacion del ATP asociado a OXPHOS se realizd en base a la relacion

estequiométrica en estado estacionario de 5-5,3 entre el OCR y el ATP.

Los resultados obtenidos mostraron que la produccion de ATP debida al OXPHOS
fue menor en los cibridos OA frente a los N (OA 333,50+143,40 vs N 505,00+210,20
p<0,05) (Figura 28 a). A la hora de realizar el andlisis de los datos, pero en este caso
en funcion de los haplogrupos de ADNmt, se observo que los cibridos N-J
presentan menor produccion de ATP asociado a OXPHOS que los N-H, relacion
que se vio invertida al analizar los cibridos OA, donde los OA-] presentaron

niveles mas altos de produccion de ATP asociado a OXPHOS en comparacion con
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los OA-H (N-J 317,80+99,92 vs N-H 671,40+116,00 p<0,001; OA-J 442,20+126,20 vs
OA-H 224,80+34,59 p<0,001) (Figura 28 b).
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Figura 28 Determinacion del ATP asociado a la fosforilacion oxidativa (OXPHOS). Cibridos Ny
OA (a) y haplogrupos de ADNmt H y J (b). Los datos se representan como media + DE de tres
experimentos independientes. * p<0,05, ** p<0,01, ** p<0,001, cibridos N y OA. ### p<0,001
haplogrupos de ADNmt H y J. Pmol: pico mol. Min: minutos.

2.- Analisis del estrés oxidativo

2.1 Cuantificacion de la produccion de Aniéon Superdxido mitocondrial (Oz)

Tras 48 h de cultivo, se analizaron los niveles de produccion de Oz mediante
marcaje con MitoSOX™ Red, debido a que es la principal especie reactiva de

oxigeno producida por los complejos I y III de la CTE mitocondrial.

2.1.1 Niveles de produccion de O: en células cultivadas en presencia 4,5 gr/L de

glucosa

El andlisis de los niveles de produccion de O: entre cibridos N y OA se llevo a cabo
cultivando las células en presencia y ausencia de piruvato, asi como en condiciones
de normoxia e hipoxia. En todas las condiciones testadas los cibridos OA
mostraron una produccion de Oz significativamente mas elevada que los N. Al
evaluar el efecto del piruvato sobre la producciéon de Oz, los datos reflejaron que

la presencia de este sustrato mitocondrial protege frente a la produccion de Oz

118



Esto es debido a que las células cultivadas en ausencia del mismo, mostraron
niveles significativamente mas altos de O> independientemente del porcentaje de

oxigeno en el que se crecieron (Tabla 14) (Figura 29 a y b).

Tabla 14 Resultados obtenidos de la produccion de Oz en presencia de 4,5 gr/L de glucosa en cada
condicién de cultivo para cada uno de los grupos de estudio.

NORMOXIA HIPOXIA
N OA N OA
DMEM 45+P 17,79+7,31  36,61+16,75  2591+1841  47,89+11,74
DMEM4,5-P  56,79+53,97  172,5¢87,44  64,77+41,89  153,4+59,91
NORMOXIA
N-H N-J OA-H OA-J
DMEM 45+P 19,60+850  31,86+28,01  38,63+1816  34,59+17,06
DMEM4,5-P 29,14+16,78  112,10£63,78 186,8+69,62 158,20+108,80
HIPOXIA
N-H N-J OA-H OA-J
DMEM 45+P 2876+2254  20,20+343  53,85t629  41,93+14,08
DMEM 4,5-P  79,36+4399  3558:1628 201,30£32,72  105,40+31,76

Valores presentados como media de la intensidad de fluorescencia + DE. P: piruvato.

El andlisis comparativo de los cibridos en base al haplogrupo de ADNmt reflejo
que, al crecer las células en presencia de piruvato tanto en normoxia como en
hipoxia, los niveles de Oz apenas se vieron modulados, reflejando inicamente un
incremento significativo entre N-H y OA-H en normoxia. Sin embargo, cuando el
piruvato se retir6 del medio de cultivo, los valores de produccion de O: se vieron
significativamente incrementados y se puso de manifiesto las diferencias
existentes entre los haplogrupos de ADNmt tal y como se detalla en la Tabla 14

(Figura 29 c-d).
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Figura 29 Produccion de anién superdxido mitocondrial (Oz) en 4,5 gr/L de glucosa en normoxia e
hipoxia. (a-b) Andlisis entre cibridos normales (N) y artrosicos (OA). (c-d) Analisis entre
haplogrupos de ADNmt H y J. Los datos se representan como la media + DE de al menos tres
experimentos independientes. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,0001 cibridos N y OA. $ p<0,05, $$ p<0,01,
$%% p<0,001 +y -P (piruvato). # p<0,05 haplogrupos de ADNmt Hy J. DMEM +P: blanco (N) y gris
(OA). DMEM -P: azul claro (N) y oscuro (OA).

2.1.2 Niveles de produccion de Oz en células cultivadas en presencia de 1 gr/L

de glucosa

Con el objetivo de analizar un escenario con mayor estrés fisioldgico y, teniendo
en cuenta los resultados anteriores, donde se observd el efecto protector del
piruvato en la generacion de O mitocondrial, se analizé este pardmetro creciendo
las células con una menor concentracion de glucosa (DMEM 1 gr/L) y en ausencia

de piruvato tanto en normoxia como en hipoxia (DMEM 1 -P).
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Los datos obtenidos mostraron que los niveles de Oz fueron significativamente
mayores en cibridos OA en comparacion con los cibridos N en las dos condiciones

testadas (Tabla 15) (Figura 30 a).
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Figura 30 Produccion de Oz en 1 gr/L de glucosa sin piruvato en normoxia e hipoxia. (a) Analisis
entre cibridos normales (N) y artrosicos (OA). (b) Analisis entre haplogrupos de ADNmt Hy J. Los
datos se representan como la media + DE de al menos tres experimentos independientes. * p<0,05,
** p<0,01, *** p<0,001, *** p<0,0001 cibridos N y OA. # los haplogrupos de ADNmt Hy J. DMEM -
P: azul claro (N) y oscuro (OA).

Tabla 15 Resultados obtenidos de la produccién de Oz en presencia de 1 gr/L de glucosa en cada
condicion de cultivo para cada uno de los grupos de estudio.

NORMOXIA HIPOXIA
N OA N OA
DMEM 1 -P 18,7127,36  51,55+14,80 21,83+3,91 107,3+47
N-H N-J OA-H OA-J
NORMOXIA  17,95+7,96 19,47+7,17 55,50+6,45  47,61+21,43
HIPOXIA 22,22+4,19 21,38+3,88 117,7+45,43 96,9157

Valores presentados como media de la intensidad de fluorescencia + DE. P: piruvato.

Tras separar y analizar los cibridos en funcion del haplogrupo de ADNmt (N-H,
N-J, OA-H, OA-]), no se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre ambos haplogrupos de ADNmt (Figura 30 b). En contraste, el analisis
comparativo entre N-H y OA-H o N-J y OA-] mostrd la misma tendencia descrita

anteriormente al realizar el andlisis entre cibridos N y OA. De esta manera, los
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datos mostraron un incremento de ROS significativo en los cibridos OA-H y OA-J

en comparacion con los N-H y N-J, respectivamente (Tabla 15) (Figura 30 b).

2.1.3 Efecto del medio de cultivo en los niveles de produccion de Oz

Con el objetivo de comprobar si la concentracion de glucosa influye o no en la
generacion de Oz, se realizé un analisis de los datos al crecer las células en ambos
medios de cultivo en ausencia de piruvato tanto en normoxia como en hipoxia. Los
datos obtenidos mostraron que los cibridos N y OA tuvieron valores de
produccion de Oz significativamente menores al ser crecidos en una menor
concentracion de glucosa (DMEM 1gr/L) en ambas condiciones (normoxia e

hipoxia) (Tabla 16) (Figura 31).
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Figura 31 Efecto de la concentracién de glucosa en el estrés oxidativo. Los datos se representan
como media + DE analizados mediante ¢ test entre la condicion de cultivo con DMEM 4,5 gr/L y
DMEM 1 gr/L (aa p<0,01). DMEM -P: azul claro (N) y oscuro (OA).

Tabla 16 Resultados obtenidos de la produccion de Oz en el andlisis de datos en presencia de 4,5y
1 gr/L de glucosa en cada condicion de cultivo para cada uno de los grupos de estudio.

NORMOXIA HIPOXIA
DMEM 4,5 -P DMEM 1 -P DMEM 4,5 -P DMEM 1 -P
N 56,79+53,97 18,71+7,36 64,77+41,89 21,83+3,91
OA 172,5+87,44 51,55+14,80 153,4+59,91 107,3+47,48

Valores presentados como media de la intensidad de fluorescencia + DE. P: piruvato.
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2.2 Niveles de la expresion génica de HIFla

Para conocer si el crecer las células bajo un porcentaje de oxigeno disminuido
indujo un aumento de la expresién de factores implicados en la respuesta a

hipoxia, se analizo la expresion génica de HIF1a.

El analisis realizado entre los grupos de cibridos N y OA reflejé que estos ultimos
presentan niveles de expresion de HIFla disminuidos en comparacion con los
cibridos N en ambas condiciones de cultivo (normoxia e hipoxia) (normoxia
OA 0,73+0,29 vs N 1,51+0,28, p<0,0001; hipoxia OA 0,88+0,36 vs N 1,32+0,40
p<0,05). Sin embargo, no se observaron diferencias en los niveles de expresion de
este gen al crecer las células con bajo porcentaje de oxigeno en comparacion con

los datos obtenidos en normoxia (Figura 32 a).

Por su parte, el analisis de la expresion génica de HIFla realizado en base a los
haplogrupos de ADNmt H y ] no reflejé ninguna modulacién de su expresion en
funcidn de estos grupos a estudio (N-H, N-J, OA-H y OA-]) (Figura 32 b).
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Figura 32 Niveles de la expresion génica relativa de HIF1a en cibridos crecidos en normoxia e
hipoxia. (a) Analisis entre cibridos N y OA. (b) Analisis entre haplogrupos de ADNmt H y J. Los
datos se representan como la media + DE de al menos tres experimentos independientes. * <0,05,
*#%% p<0,0001 cibridos N y OA. # haplogrupos de ADNmt Hy J.
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2.3 Respuesta del estrés oxidativo al peréxido de hidrégeno (Hz0-)

La determinacion de la respuesta al estrés oxidativo tras la incubacion de los
cibridos con H202 a 300 uM se llevé a cabo mediante el uso del fluoréforo SYTOX®
Green, que permite distinguir las células muertas de las vivas. La principal
caracteristica de este compuesto es que se une directamente al ADN del nticleo en
aquellas células que estan muertas, logrando diferenciarlas de las que estan vivas,

lo que nos permitié estudiar la respuesta celular frente al estrés oxidativo.

El analisis reflejé que, bajo condiciones de estrés oxidativo, los cibridos obtenidos
a partir de las plaquetas de donantes N muestran una respuesta significativamente
mejor que los OA, observandose una menor poblaciéon de células positivas para
SYTOX® Green (células muertas) (N 27,15+11,86 vs OA 40,14+12,07 p<0,05) (Figura
33 a). Estos datos reflejaron que, frente a un incremento de ROS en el medio, los

cibridos N presentan una mejor respuesta.

Para evaluar si los haplogrupos de ADNmt (H y J) juegan un papel diferente en
respuesta al estrés oxidativo, se analizd el porcentaje de células positivas para
SYTOX® Green entre los 4 grupos (N-H, N-J, OA-H, OA-J]). Los datos mostraron

que los haplogrupos de ADNmt no modularon la respuesta al H20: (Figura 33 b).
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Figura 33 Viabilidad celular representada como porcentaje de células positivas para SYTOX® Green
tras haber sido incubadas en H202a 300 pM. (a) Analisis entre cibridos N y OA. (b) Analisis entre
haplogrupos de ADNmt H y J. Los datos se representan como media + DE de al menos tres
experimentos independientes. * p<0,05 cibridos N y OA. # haplogrupos de ADNmt Hy J.
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2.4 Respuesta frente a un estimulo inductor de estrés oxidativo: la menadiona

Para evaluar el efecto que presenta un estimulo inductor de estrés oxidativo en las
células se analizaron los niveles de produccion de Oz y la apoptosis celular. En
ambos casos, se testd el papel que juega la menadiona (vitamina Ks), ya que se ha
demostrado su eficacia como inductor de O2 al inhibir procesos mitocondriales

importantes como la replicacion del ADNmt o la actividad de la fosfatasa.

2.4.1 Determinacion de los niveles de produccion de O

Para evaluar si los niveles de produccion de O» en condicion basal se ven
modulados por este estimulo positivo, se incubaron las células durante 1 h en

presencia de menadiona.

Los resultados obtenidos se relativizaron frente a la condicion basal
(sin menadiona) (valor 1). El andlisis en los cibridos N y OA mostro que, tras la
incubacién con la menadiona, los niveles de produccion de O: se vieron
incrementados de manera significativa con respecto al basal (N basal 1+0,81 vs
mena 1,99+0,84 p<0,01; OA basal 1+0,43 vs mena 2,36+0,65 p<0,0001), sin embargo,
no se observaron diferencias entre cibridos N y OA (Figura 34).

N-OA incremento

47 %N vsOA
b Basalvs Mena

bbbb

Intensidad de fluorescencia media (FLH-2)
N
Il

0- T

N-Basal N-Mena OA-Basal OA-Mena
Figura 34 Respuesta al estrés oxidativo tras la incubacién con menadiona (Mena) en cibridos N y
OA frente con la condicién basal (DMEM 4,5+P). Los datos se representan como media + DE de tres

experimentos independientes. *cibridos N y OA. bb p<0,01, bbbb p<0,0001 basal y presencia de
menadiona.
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2.4.2 Analisis de la muerte celular programada

La muerte celular programada es un mecanismo que utilizan las células de manera
natural como respuesta a diferentes estimulos. Se conoce que el aumento del estrés
oxidativo produce un incremento en la muerte celular y, teniendo en cuenta el
efecto de la menadiona en la produccion de ROS descrito anteriormente, se analizo
la apoptosis celular bajo la presencia del mismo compuesto mediante citometria

de flujo.

El analisis de los dop-blots del citometro de flujo permitié observar que las células,
tras su incubacion en presencia de menadiona, experimentaron un incremento en

el niimero de células positivas para anexina V e YP (Figura 35).
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Figura 35 Representacion grafica de la variacion de la nube poblacional entre la condicién basal y
tras incubar las células con menadiona tanto en presencia (+) como ausencia (-) de piruvato.

El andlisis de los datos obtenidos reflejo6 que la incubacién con menadiona
disminuye significativamente el porcentaje de células intactas, viéndose
incrementado el porcentaje de células en apoptosis tardia y necrosis. Cuando las
células se cultivaron en ausencia de piruvato, se acentuaron estos resultados,
observandose un aumento del porcentaje de células en apoptosis tardia y necrosis

(Figura 36 a-c).
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A pesar de las condiciones a estudio, los andlisis entre los cibridos N y OA y los
diferentes haplogrupos de ADNmt no mostraron diferencias entre los grupos

(Anexo II- Figura 3).
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Figura 36 Porcentaje (%) de células marcadas con Anexina-V e YP en presencia (+) y ausencia (-) de
piruvato tras ser incubadas con menadiona (M) durante 1 h. (a) % de células intactas. (b) % de
células en apoptosis tardia. (c) % de células en necrosis. Los datos se representan como media + DE
de tres experimentos independientes. *cibridos N y OA. $$ p<0,01, $$$ p<0,001 +y -P (piruvato). bb
p<0,01, bbb p<0,001 basal y menadiona. DMEM +P: blanco (N) y gris (OA). DMEM -P: azul claro
(N) y oscuro (OA).

2.5 Niveles de expresion génica de las enzimas: NFE2L2 y SOD2 en respuesta al

estrés oxidativo

La menadiona, debido a sus caracteristicas, es un compuesto capaz de generar un
escenario de estrés oxidativo celular mediante, al menos, el incremento de ROS.
Del mismo modo en el que se muestra en los resultados obtenidos en la
determinacién de los niveles de Oz, la menadiona puede ser utilizada como un

127



control positivo a la hora de inducir un incremento en el estado oxidativo de la
célula generando a su vez un aumento de la apoptosis y la necrosis. Por ello, se
analizd su efecto en la expresion génica de la enzima NFE2L2 que juega un papel
fundamental en la respuesta al estrés oxidativo y la enzima SOD2, encargada del

primer paso de detoxificacion del Oz

El analisis de la expresion génica de NFE2L2 mostro6 que los cibridos OA presentan
niveles de expresion significativamente menores que los N, tanto en condicion
basal como con menadiona. Sin embargo, la incubacion en presencia de este
compuesto no moduld los niveles de expresion basales (basal OA 0,75+0,25 vs

N 1,23+0,30 p<0,001; menadiona OA 0,89+0,25 vs N 1,27+0,36 p<0,01) (Figura 37 a).
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Figura 37 Niveles de expresion génica de NFE2L2 y SOD2 en la respuesta al estrés oxidativo en
cibridos cultivados en ausencia (basal) o presencia de menadiona (M). (a) Niveles de NFE2L2 entre
cibridos N y OA. (b) Niveles de NFE2L2 entre haplogrupos de ADNmt Hy J. (c) Niveles de SOD2
entre cibridos N y OA. (d) Niveles de SOD2 entre haplogrupos de ADNmt H y ]. Los resultados se
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expresan media + DE de tres experimentos independientes. ** p<0,01; *** p<0,001 cibridos N y OA.
# p<0,05, ## p<0,01, #### p<0,0001 haplogrupos H y J. b basal y menadiona.

El analisis entre haplogrupos de ADNmt reflejé que los cibridos N portadores del
haplogrupo de ADNmt ] tienen niveles de expresion de NFE2L2 significativamente
menores que los portadores del haplogrupo de ADNmt H, tanto en la condicion
basal como en presencia de menadiona (basal N-J 1,07+0,21 vs N-H 1,47+0,27
p<0,01; menadiona N-J 1,09+0,26 vs N-H 1,54+0,32 p<0,05). Sin embargo, los
cibridos OA portadores del haplogrupo de ADNmt ] reflejaron niveles de
expresion significativamente mads elevados que los H en presencia de menadiona

(OA-H 0,67+0,11 vs OA-J 1,1120,11 p<0,0001) (Figura 37 b).

El andlisis de los niveles de expresion génica de SOD2 no mostro diferencias entre
los cibridos N y OA (Figura 37 c). Sin embargo, al analizar este pardametro en
funcion del haplogrupo de ADNmt, se observd la misma tendencia descrita
anteriormente para NFE2L2 (basal N-J 0,93+0,17 vs N-H 1,22+0,34 p<0,05; basal
OA-H 0,85+0,14 vs OA-J 1,26+0,21 p<0,01; menadiona OA-H 0,79+0,19 vs OA-]
1,12+0,24 p<0,05) (Figura 37 d).

3.- Analisis de la apoptosis celular en presencia de un estimulo

inflamatorio: IL-1f

Teniendo en cuenta la relacion existente entre los procesos inflamatorios y la
destruccion del cartilago, se estudio la apoptosis celular en presencia de un
estimulo positivo de muerte celular, la estaurosporina, y un estimulo inductor de

inflamacion, la IL-1p.

Los resultados obtenidos al incubar las células en presencia de IL-1(3 mostraron la
misma tendencia que cuando las células se crecieron con un control positivo de la
técnica, siendo los cibridos OA los que tuvieron niveles de apoptosis temprana

mas altos que los N (Figura 38 a y b). Por su parte, no se observaron diferencias ni
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en la apoptosis tardia ni en la necrosis entre los grupos de cibridos (N y OA)
crecidos en presencia de IL-1{3 ni entre los haplogrupos de ADNmt en ninguno de
los pardmetros analizados (Figura 38 d y e).
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Figura 38 Analisis de la apoptosis celular en presencia de estaurosporina (2 uM) durante 2 h o en
presencia de IL-13 (10 ng/ml) durante 48 h. (a-b) Cibridos N y OA. (c-d) Cibridos portadores de los
haplogrupos de ADNmt H y J. Los datos se representan como media + DE de tres experimentos
independientes. * p<0,05 cibridos N y OA. # haplogrupos de ADNmt HyJ.

4.- Determinacion de marcadores de autofagia

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos anteriormente y que la autofagia es
un proceso de detoxificacion celular (eliminacion de componentes celulares
danados), resultd interesante estudiar el estado de este mecanismo a través del

andlisis de marcadores proteicos mediante WB y niveles de expresion génica.
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La determinacion de los marcadores especificos de autofagia se llevo a cabo a
través del andlisis de las imagenes obtenidas mediante WB a partir del marcaje de
las proteinas LC3 y p-rpS6 (activacion de mTOR) (Figura 39 a) y de la cuantificacion
de la expresion génica de BECN1 y BCL2, todas ellas proteinas necesarias en la

activacion, regulacion y formacion del autofagosoma.
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Figura 39 Determinacion de marcadores de autofagia mediante WB. (a) Imagen representativa de
las bandas obtenidas tras marcar las proteinas LC3 y p-rpS6. (b-c) Representacion del ratio entre
LC3 II/I en cibridos N y OA y haplogrupos de ADNmt H y ], respectivamente. (d-e) Expresion
proteica de p-rpS6 (activacion de mTOR) frente a los niveles de a-tubulina en cibridos Ny OA y
haplogrupos de ADNmt H y ], respectivamente. Los datos se representan como la media + DE de
tres experimentos independientes. * p<0,05 cibridos N y OA. # haplogrupos de ADNmt Hy J. Cloro:
cloroquina. Rapa: rapamicina.
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El andlisis revelo que los cibridos OA presentan un ratio LC3 II/I menor que los N,
reflejando una menor activacion de la autofagia en estos cibridos (OA 1,19+0 vs
N 1,42+0,21, p<0,05) (Figura 39 b y c). Sin embargo, los niveles de activacion de
mTOR mediante el marcaje de la proteina p-rpS6 no se vieron modulados (Figura

39dye).

Por su parte, la cuantificacion de la expresion génica de BCL2 no mostr6 ninguna
diferencia ni entre los grupos de cibridos ni los haplogrupos de ADNmt. Sin
embargo, BECNI sigui6 la misma tendencia descrita para LC3II donde se mostrd
que los cibridos OA presentan niveles de autofagia menores que los N
(OA 0,8940,15 vs N 1,15+0,15, p<0,001) (Figura 40 a-c). En este caso, el andlisis entre
los haplogrupos de ADNmt reflejo que los cibridos OA-H y OA-] siguen la misma
tendencia, siendo los OA-H los que contribuyen de manera significativa a esta

diferencia (OA-H 0,86+0,18 vs N-H 1,22+0,06, p<0,01) (Figura 40 d).
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Figura 40 Determinacion de marcadores de autofagia mediante expresion génica. (a-b) Niveles de
expresion génica de BCL2 en cibridos N y OA y haplogrupos de ADNmt H y ], respectivamente.
(c-d) Niveles de expresion génica de BECN1 en cibridos N y OA y haplogrupos de ADNmt Hy J,
respectivamente. Los datos se representan como la media + DE de tres experimentos
independientes. ** p<0,01, *** p<0,001 cibridos N y OA. # haplogrupos de ADNmt Hy J.

132



DISCUSION

Objetivo 3

Los ROS juegan un papel importante en multitud de procesos intracelulares
esenciales como la peroxidacion de lipidos, la activacion de metaloproteinasas de
la matriz o diferentes funciones celulares de sefializacion (169). Sin embargo, en
multitud de condiciones patoldgicas como el desarrollo de cancer, patologias
neurodegenerativas o en el desarrollo de resistencia a insulina, se produce un
desequilibrio en la homeostasis celular que modifica el estado redox de la célula e

incrementa los niveles de produccion de ROS (133, 170, 171).

Los anadlisis de los niveles de produccién de Oz reflejaron que los cibridos OA
presentan un nivel de produccion mayor que los cibridos N en todas las
condiciones testadas. Estos datos concuerdan con lo descrito por diferentes autores
donde, tanto el estrés oxidativo como los niveles de ROS, se ven incrementados en
condrocitos de pacientes OA relacionandose con la progresion de la enfermedad

(76, 77, 88, 172).

Dado que el tejido articular es considerado un tejido con bajo porcentaje de Oz y
escasa disponibilidad de nutrientes, que se reducen a medida que se profundiza
en el cartilago, y teniendo en cuenta que el objetivo principal de esta tesis es validar
los cibridos como un modelo celular in vitro adecuado para testar el papel de la
mitocondria en la OA, las células se crecieron en bajos porcentajes de Oz. De este
modo, el andlisis reflejo que los niveles de Oz se mantuvieron practicamente
iguales que en condiciones de normoxia, dato que sorprende ya que, como se
describio previamente, la disponibilidad de oxigeno modula la produccion de ROS

a nivel celular (172, 173).
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Teniendo en cuenta que HIF1a es un factor molecular que se activa y acttia en la
regulacion de la respuesta celular frente a procesos de hipoxia garantizando la
integridad celular (166), una posible explicacion radicaria en que el analisis de la
expresion de este gen no se vio alterado al crecer las células en bajos porcentajes
de O, a pesar de estar disminuida en cibridos OA frente a N, por lo que la

respuesta a hipoxia no se vio modulada.

El andlisis de los niveles de Oz en funcion de los haplogrupos de ADNmt mostrd
diferencias entre los cibridos N-H y los OA-H, reflejando un incremento en estos
ultimos. Este dato corrobora el incremento caracteristico de los niveles de Ox
durante el proceso artrdsico al compararlo con la condiciéon normal (76, 88, 172).
Ademas, esta diferencia se puso de relevancia al eliminar el piruvato del medio de

cultivo y al crecer las células en hipoxia.

Por su parte, al eliminar el piruvato del medio de cultivo, los cibridos N-J
mostraron unos niveles significativamente mas elevados que los N-H. Este dato
muestra cierta discrepancia con lo explicado en la literatura, donde se describid
que los cibridos H producen mas Oz que los J (101). Si bien es cierto que en ese
trabajo se utilizaron tnicamente cibridos generados a partir de donantes N y en
condiciones estandar de cultivo. Es posible que esta discordancia sea debida al
efecto enmascarador de la presencia de piruvato en el medio de cultivo (174) y que,
cuando este deja de estar presente, se produzca el incremento de los niveles de Ox
en condicion de alto porcentaje de O2. Sin embargo, cuando las células se crecieron
en bajo porcentaje de O: los datos obtenidos en este trabajo concuerdan

nuevamente con los descritos en la literatura (101).

Como se ha mencionado anteriormente, la presencia de piruvato en el medio de
cultivo compromete la produccion de Oz. En la literatura se describe un efecto
protector de este metabolito debido a su capacidad de neutralizar el peroxido de

hidrogenoy el de otros ROS anivel celular, protegiendo alas células frente al estrés
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oxidativo y la muerte celular (174-177). Asi, la ausencia de piruvato en el medio de
cultivo puede considerarse una condicion para desenmascarar las diferencias
existentes entre las células, ya que estas requieren hacer un mayor esfuerzo
metabdlico para transformar la glucosa hasta el piruvato y obtener energia
mediante la mitocondria, creando una situacion de estrés que aumenta la
produccion de ROS. Hoy en dia, se ha descrito que los cibridos N-J son mas
glucoliticos y presentan una respiracion basal mas baja que los N-H (80, 122, 128),
por lo que es posible que este estatus les confiera una mayor susceptibilidad a la

hora de crecer en ausencia de piruvato, provocando un incremento de sus niveles

de O>.

El analisis comparativo entre dos concentraciones de glucosa reflejo una
disminucion en los niveles de produccion de Oz en aquellas células cultivadas en
baja concentracion de glucosa. Segiin aparece descrito en la bibliografia, un
aumento de la glucosa en el medio de cultivo celular estimula tanto la produccion
excesiva de Oz como de H2O: e inhibe gradualmente la actividad de enzimas
detoxificadoras, provocando un aumento del dafio mitocondrial a través de la
fragmentacion del ADNmt, la pérdida de integridad de la membrana mitocondrial
y la disminucion de su potencial, procesos que aceleran una respuesta inflamatoria
y finalmente conllevan a la muerte celular (178). Ademas, estos datos concuerdan
con los descritos por otros autores que pusieron de manifiesto el papel de una alta
concentracion de glucosa en el medio de cultivo como inductor de Oz en
condrocitos. En este caso, los condrocitos OA no son capaces de modular la
expresion génica de los transportadores de glucosa (mayor concentracion exterior,
mayor expresion génica) con lo que, bajo altas concentraciones de glucosa, los
niveles de ROS se vieron incrementados debido a una alta acumulacion de glucosa

en el interior celular (113, 179).

El aumento de los niveles de ROS puede activar multiples sensores y vias que

regulan el sistema detoxificador, entre ellos se puede destacar NFE2L2. La
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expresion génica de NFE2L2 de los cibridos OA fue menor que en los N. NFE2L2
contribuye al proceso antiinflamatorio y regula la expresion génica a través del
elemento de respuesta antioxidante (ERA) (180) siendo la via NFE2L2-ERA un
mecanismo intrinseco de defensa contra el estrés oxidativo (181). Un dato
interesante se observd a la hora de analizar este pardmetro en funcion de los
haplogrupos de ADNmt, donde se reflej6 que los cibridos N-J tuvieron una menor
expresion de esta enzima que los N-H, lo que sigue la misma linea descrita

anteriormente.

Dentro de los sistemas detoxificadores implicados en la eliminacion de O2 en la
mitocondria destaca SOD?2. La expresion de SOD2 no reflejoé ninguna modulacion
entre los cibridos, sin embargo, en la literatura estd descrito que los condrocitos
OA muestran niveles mas bajos de esta enzima (90, 182, 183). Esta discrepancia
entre ambos resultados puede deberse a que los estudios mencionados se basan en
niveles de expresion proteica y no tienen por qué coincidir con los resultados de
expresion génica. SOD2 convierte el Oz generado en la CTE en H20:. Este producto
es altamente difusible y facilita la prolongacion de la sefial redox desde la
mitocondria hasta el resto celular. Por ello, recientemente se ha puesto de
manifiesto que esta enzima juega un papel fundamental en la regulacion de las
comunicaciones intracelulares. Un ejemplo es que la produccion y regulacion de
H20: es indispensable para la estabilizacién de HIF y por tanto de la activacion de
la respuesta a hipoxia (184). Asi, es posible que la expresion proteica de SOD2 en
los cibridos OA esté, o bien modulada (como se ha descrito en condrocitos), o bien
sea una proteina disfuncional. Debido a que, a pesar de tener los mismos niveles
de expresion génica que los N, los cibridos OA mostraron mayor produccion de
Oz y menor expresion de HIF1a. Es decir, estos cibridos presentan un mecanismo
de detoxificacion deficiente y una interrumpida comunicacion celular desde la
mitocondria, que no permite activar una respuesta celular adecuada. Por otro lado,

cabe destacar que, a la hora de analizar los cibridos OA, se observd que los ]
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presentan una mejor respuesta frente al estrés oxidativo a través del incremento
de la expresion génica de enzimas detoxificadoras. Esto pone de manifiesto que el
haplogrupo de ADNmt ] podria contribuir a la proteccion frente al estrés oxidativo
a través de un mecanismo de detoxificacion celular mas eficiente que los H durante

el proceso artrdsico.

El empleo de sustancias que inducen la produccion de ROS es un método que
permite poner de manifiesto la respuesta celular frente al estrés oxidativo. Uno de
los compuestos mas utilizados en la literatura es el H202, como inductor directo de
ROS ya que altas concentraciones de este compuesto inducen un aumento de los
niveles de ROS y disminuyen la viabilidad celular por el incremento del estrés
oxidativo. Aligual que se ha descrito en la literatura, la incubacién en presencia de
H:O: reflejo que los cibridos OA son mas susceptibles al efecto de este compuesto
mostrando una peor respuesta celular (103, 174, 185). No obstante, a la hora de
evaluar la apoptosis celular mediada por estrés oxidativo en los cibridos se emple6
la menadiona ya que es un compuesto descrito como un inductor indirecto de
estrés oxidativo porque acttia a nivel mitocondrial generando O: a partir del O

molecular (76, 163, 186).

La evaluacién de los resultados obtenidos en presencia de menadiona puso de
manifiesto el papel que juega este compuesto en el interior celular como inductor
indirecto de estrés oxidativo. Este compuesto estimuld positivamente la
produccion de Oz y la muerte celular por apoptosis tanto en los cibridos N como
los OA. El dano producido por la menadiona en el modelo celular reflejado
mediante el incremento de los niveles de Oz apunta en la misma direccion descrita
por Reed y colaboradores, donde la menadiona indujo un incremento de la
produccion de ROS en los condrocitos que, ademas, se mantenia en el tiempo de
manera significativa, creando un escenario caracteristico de estrés oxidativo (76).
A la hora de evaluar los datos obtenidos de la expresion génica de NFE2L2 en

presencia de menadiona, los cibridos no mostraron un aumento significativo con
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respecto al basal pese haber observado que los niveles de produccion de Oz se
elevaron tras la incubacidn con este compuesto. A pesar de que se ha descrito que
es una interaccidon débil, una posible explicacion es que la menadiona podria actuar
frente al sistema NFE2L2-Keapl, que es reconocido como un importante
mecanismo de defensa celular contra el estrés oxidativo (186, 187). En este caso,
Keapl secuestra NFE2L2 a nivel citoplasmatico y lo dirige a su degradacion,
cuando el sistema se rompe y Keapl libera NFE2L2, este logra la estabilizacion y
se transloca al ndcleo, donde activa la transcripcion de genes del grupo ERA
generando una respuesta frente al estrés oxidativo (188). Esto ocurre a nivel de
proteina, por lo que los niveles de expresion génica de NFE2L2 no se tienen por
qué ver modulados frente a la incubacion con menadiona, siendo necesario
profundizar en el estudio de la expresion proteica de NFE2L2. A la hora de evaluar
la muerte celular en presencia de este compuesto, los resultados reflejaron un
incremento en la mortalidad celular frente a la condicion basal. Asi, estos datos
apuntan en la misma direccion que los datos descritos en la literatura donde se ha
propuesto que la menadiona interfiere tanto en el transporte electronico de la CTE,
como en el mantenimiento del gradiente de protones, lo que impide la
transferencia de los electrones desde el oxigeno hasta la formacion de ATP,
disminuye la sintesis de energia e incrementa los niveles de produccion de ROS

iniciando el proceso de muerte celular (189, 190).

Hoy en dia se conocen diversos mecanismos de respuesta celular que dependen
del estimulo, del tejido o de la naturaleza de la célula (111). No obstante, durante
el desarrollo de la OA, la disfuncion mitocondrial se encuentra asociada a
condrocitos de pacientes con esta patologia donde, ademas, la celularidad del
cartilago disminuye (152, 153). Por ello, se ha descrito que, a la hora de afrontar un
escenario de estrés oxidativo, uno de los principales mecanismos de respuesta con
los que cuenta un condrocito es la apoptosis (133). La apoptosis es un mecanismo

molecular complejo por el cual la célula programa su muerte mediante una cascada
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de sefalizacidon que se activa por diferentes vias, logrando asi su defensa frente a

una situacion fisioldgica no dptima para las condiciones de desarrollo (149).

Tras la determinacion de este parametro al incubar las células en presencia de
estaurosporina e IL-1[3, se observd que los cibridos OA responden incrementando
el porcentaje de células en apoptosis temprana que los N, dato que pone de
manifiesto que los cibridos OA son mas sensibles que los N frente a estos

estimulos.

Actualmente se ha puesto de manifiesto en la literatura que uno de los factores
implicados en el desarrollo de la OA es un bajo componente inflamatorio constante
en el tiempo, es decir, un grado de inflamacion crénico en los primeros estadios
que desencadena una respuesta catabdlica a nivel del condrocito y culmina en la
disfuncién metabolica de la propia célula (191-193). Una de las citoquinas que ha
sido ampliamente relacionada con en el desarrollo de la OA es la IL-1(3. Parece que
los cibridos generados a partir de plaquetas de donantes OA presentan una
respuesta mas severa frente a este estimulo pro-inflamatorio, incrementando la
muerte celular, dato que apoya los resultados descritos en la literatura en
condrocitos (194). Es posible que, al retirar este compuesto del medio de cultivo, y
cesar la simulacion de un escenario inflamatorio mantenido en el tiempo, los
niveles de apoptosis de las células se vean revertidos a los niveles basales, no
obstante, seria necesario profundizar en el estudio de la muerte por apoptosis

frente a este compuesto y los mecanismos de reparacion celular.

En base a estos datos, y teniendo en cuenta lo descrito en la literatura, cabe destacar
el concepto de condroptosis. Hoy en dia es dificil conocer la cantidad de
condrocitos apoptdticos que puede haber en el cartilago debido a que, durante el
propio desarrollo de la enfermedad, la celularidad disminuye drésticamente. Sin
embargo, se ha descrito que estas células son capaces de activar un mecanismo

apoptotico propio cuyas caracteristicas difieren de las que clasicamente ocurren
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durante la apoptosis celular, lo que se definié como condroptosis (147). Una de las
principales caracteristicas de este mecanismo es la acumulacion de vacuolas
procedentes de la activacion de la autofagia, es decir, una gran acumulacion de
compuestos de desecho (150). El andlisis de la determinacion de los marcadores de
autofagia LC3 llevado a cabo en este objetivo de tesis, mostrd que los cibridos OA
poseen niveles proteicos disminuidos en comparacion con los cibridos N. Este dato
sigue lo descrito en la literatura donde, tras estudiar la autofagia en condrocitos de
pacientes OA, estos presentaron menor activacion de este proceso en relacién con
los N (154). En el caso de los condrocitos, la autofagia se ha definido como un
proceso citoprotector por el cual la propia digestion de estos compuestos permite
sostener el nivel de energia necesario para la célula y, por tanto, mantener la
homeostasis entre la produccion y la eliminacion de sustancias celulares (157). Asi,
la disfuncion mitocondrial que muestran los cibridos OA y la susceptibilidad
frente al estrés oxidativo apuntan en la misma direcciéon que lo descrito en los
condrocitos durante el proceso artrosico, donde se observa que presentan un
desequilibrio entre los procesos anabdlico-catabdlicos y los mecanismos de

proteccion-reparacion deficientes.

Un dato interesante que aparece descrito en la literatura es que los condrocitos OA
con disfuncion mitocondrial presentan un defecto en la autofagia y que la
reactivacion de este mecanismo mediante rapamicina, inhibidor de mTOR, protege
del dafio mitocondrial a las células (160). Sin embargo, pese a que esta via no se
vio modulada en los cibridos, se observé una reduccion de los niveles de expresion
de BECN1 en los cibridos OA que constituye otra de las vias de activacion de la
autofagia. Esta consiste en la formacion de un complejo de nucleacion denominado
complejo PI3k, que forma parte de la induccion de las primeras fases de la
autofagia (155, 156). En contraste, cabe destacar que los niveles de expresion génica
de BCL2, proteina que se une a BECN1 e inhibe su actividad (157), no se vieron

modulados entre los diferentes grupos de cibridos (N-OA). Una posible hipdtesis
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que podria explicar esta discordancia es que BCL2 modula la funcion de BECN1 a
nivel proteico y en el citoplasma, por lo que los niveles de expresion de BECN1
disminuidos en los cibridos OA podrian verse regulados al nivel de expresiéon
génica por otras rutas (195). En concreto, en estudios previos se ha descrito que la
regulacion de la expresion génica de BECN1 se modula positiva o negativamente
por la accion de la p65/NF-kf3, que depende del estado celular y fisiologico (196).
No obstante, hoy en dia carecemos de suficiente conocimiento para establecer este
tipo de relaciones, por lo que seria interesante profundizar en el estudio del
mecanismo de autofagia en los cibridos transmitocondriales y mejorar nuestro

conocimiento acerca del papel que juega la mitocondria en estos procesos en el

desarrollo de la OA.

Los pardmetros analizados correspondientes a este apartado del trabajo de tesis se
relacionan con procesos moleculares asociados con el desarrollo de la enfermedad.
Asi, aspectos como el estrés oxidativo, la apoptosis o la autofagia celular se
estudiaron previamente tanto a nivel del cartilago como en condrocitos utilizando
células o modelos de animales, sin embargo, ninguno de ellos permite conocer el
efecto que el ADNmt mitocondrial (sano o patologico) tiene en estos parametros.
Con ello, todos los datos obtenidos a partir de los cibridos transmitocondriales a
lo largo de este objetivo ponen de manifiesto la respuesta diferencial entre aquellos
portadores del ADNmt de pacientes sanos (N) y de pacientes con OA. Por lo tanto,
se mostro que, bajo el mismo fondo nuclear, los cibridos OA presentan
mecanismos moleculares de reparacion diferentes que se relacionan con un
incremento de ROS, mayor apoptosis frente a estimulos negativos y una menor

autofagia.
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OBJETIVO 4

Analisis del estatus metabolico del modelo celular generado.






INTRODUCCION

Objetivo 4

El metabolismo de una célula se compone de numerosas rutas orquestadas
simultdneamente cuyo objetivo es cubrir las necesidades celulares y el
requerimiento energético para la supervivencia celular. La mitocondria juega un
papel fundamental en el metabolismo celular, ya que en este organulo celular es
donde a partir del carbono y del consumo de O:se obtiene energia en forma de
ATP. Este carbono es originado principalmente a partir de dos vias metabdlicas, la
de la glucosa y la de los acidos grasos (197). Asi, entre las rutas metabdlicas
relacionadas principalmente con estos dos metabolitos y que se hayan entre las
mas importantes de la célula, destacan tres principalmente: la glucolisis, el ciclo de
acidos tricarboxilicos (TCA) y la oxidacion de los acido grasos ([3-oxidacion), y
aunque la mitocondria no juega un papel principal en todas ellas, su funcion
siempre se ve involucrada de una u otra manera (91). En condiciones normales, a
pesar de que el metabolismo de la glucosa se lleve a cabo mayormente en el
citoplasma celular, su producto final, el piruvato se incorpora al TCA que tiene

lugar en el interior mitocondrial (198).

Una vez en el interior celular, el piruvato, a través de la accion de la enzima
piruvato deshidrogenasa (PDH), se transforma en Acetil-CoA. Este compuesto se
incorpora al TCA generando carbono como producto final en forma de CO2 y
poder reductor (NADH y FADH:), que se utilizardn posteriormente como
sustratos en la CTE para producir energia mediante el acoplamiento de esta con la
fosforilacion oxidativa. Los acidos grasos, por su parte, una vez que han sido
incorporados al interior celular, o bien se acumulan en forma de gotas lipidicas
(lipid droplets- LDs) o bien entran en la mitocondria, donde tiene lugar la oxidaciéon
de los mismos a través de la p-oxidacidon. Para ello, los acidos grasos deben

interactuar con una molécula de carnitina y, mediante el transportador carnitine
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palmitoyltransferase-1 (CPT1b) entran al interior mitocondrial donde tras la (3-
oxidacion se incorporan al TCA en forma de Acetil-CoA dando lugar a la
produccion de CO: y poder reductor (NADH y FADH:) para, posteriormente,
obtener energia (115, 197) (Figura 41).

GLUCOSA AC. GRASOS
(1AMP/ATP)
Glucolisis AMUIOMI—COA
Piruvato Acetil-CoA FA-CoA
I @ b Carnitina
Lactato .
Citrato
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Lﬁ-»Acetil-CoA || | — FA-CoA
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Figura 41 Representacion del metabolismo de la glucosa (vias marcadas en rojo) y de los acidos
grasos (vias marcadas en verde) en el interior celular.

Ambos metabolismos descritos anteriormente se regulan de manera reciproca a
través de metabolitos intermediarios. Cuando la célula consume grandes
cantidades de glucosa, se restringe la -oxidacion mediante la inhibiciéon de CPT1b
por el aumento de la concentracion citoplasmatica de malonil-CoA, favoreciéndose
la obtencion de Acetil-CoA mediante la glucolisis y el piruvato (115). En el caso
contrario, cuando la célula consume mas acidos grasos, la elevada producciéon de
Acetil-CoA y citrato por la 3-oxidacion inhiben la glucolisis asi como los niveles

de PDH.
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En un medio fisiologico cambiante donde se encuentran multitud de sustratos, a
diferentes concentraciones, cabe destacar un mecanismo celular capaz de regular
el metabolismo interno de la propia célula: el ciclo de Randle. El ciclo de Randle es
un mecanismo molecular cuya principal caracteristica reside en la competicion de
la glucosa o los acidos grasos por ser sustratos metabolicos de una célula (199, 200).
Asi, por ejemplo, como se describid anteriormente, un elevado consumo de
glucosa aumenta la glucolisis y la produccion de piruvato, que incrementan la
concentracion de malonil-CoA, el cual bloquea CPT1b inhibiendo por tanto la
B-oxidacion (197, 200). Mientras que, en el caso opuesto, un aumento de la
oxidacion de los acidos grasos incrementa la cantidad de Acetil-CoA disponible
por lo que se inhibe la actividad de la PDH. En condiciones de estrés oxidativo y
déficit de energia, se produce un desajuste de los niveles del sensor de estrés de
AMPK, que disminuyen la concentracion de malonil-CoA y favorece la oxidacion
de acidos grasos porque el balance energético es mayor tras el metabolismo de

estos (197, 200) (Figura 41).

Ambos metabolismos y su regulacién se han relacionado cada vez mas con
diferentes patologias. Asi, una de las caracteristicas principales en el desarrollo de
enfermedades como el cancer o patologias neurodegenerativas, es el aumento de
la capacidad glucolitica y la disminucién de la fosforilaciéon oxidativa a nivel
mitocondrial (91). Bajo condiciones donde el oxigeno estd presente, las células
generalmente obtienen la mayor parte del ATP mediante la fosforilacién oxidativa
mitocondrial, pero, en condiciones de baja disponibilidad de oxigeno (hipoxia),
son capaces de alterar su metabolismo obteniendo la mayor parte de su energia

mediante la glucolisis, lo que se conoce como efecto Warburg (201).

El mantenimiento de la homeostasis energética depende de multitud de procesos
como la deteccion del sustrato, el trafico de moléculas, la senalizacion, el
almacenamiento, la oxidacién, la disponibilidad del sustrato y el requerimiento

energético (200). Bajo condiciones adversas, la mayoria de las células modifican su
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metabolismo energético, pasando de un estado de relajacion a un estado
metabdlicamente activo que mantiene la homeostasis energética y la viabilidad
celular. En consecuencia, como respuesta frente a un incremento de la
disponibilidad de un sustrato, se potencian las rutas catabolicas, mientras que
cuando la disponibilidad del sustrato se ve restringida la actividad hidrolitica y
lipolitica, se aumenta (91). Asi, la habilidad de una célula para ajustar la oxidacion
de un sustrato en funcion de la disponibilidad de este se conoce como flexibilidad
metabdlica (199, 200, 202), y permite que la propia célula se adapte en concordancia
a los cambios metabdlicos 0 de demanda energética en funcién de la actividad o
condicion predominante (203). Este concepto se describid con el objetivo de
explicar como una célula era capaz de modificar su predominante metabolismo
lipidico con una alta tasa de consumo de 4cidos grasos, a un metabolismo mas

glucolitico tras un periodo de ayuno (204).

La regulaciéon de la funciéon mitocondrial es esencial en la flexibilidad metabolica
ya que, en ultima instancia, la mitocondria es la que recibe los intermediaros del
sustrato catabolizados para generar poder reductor, energia, agua y CO2(200, 205).
La morfologia mitocondrial es dindmica y sensible a las alteraciones metabolicas,
dependiendo esencialmente de la demanda energética y del estatus nutricional de
la célula. Por ello, procesos como la biogénesis mitocondrial, la fusién y fision
mitocondrial y la mitofagia modifican tanto estructural como funcionalmente la
red mitocondrial de la célula, para adaptarse a un perfil bioenergético concreto
(206). Asi, se ha descrito la relacién que existe entre la disfuncién metabdlica y el
equilibrio en los procesos de fusion y fisidn, ya que un correcto balance entre estos
procesos permite que la célula sea capaz de adaptarse a los requerimientos

nutricionales en cada momento (26, 207).

En los tltimos afos, se ha generado un gran interés en estudiar como a través de
la pérdida de la flexibilidad metabdlica se puede dar lugar a la acumulacion de

sustratos, tanto a nivel celular como tisular. Hoy en dia se conoce que una
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flexibilidad metabolica insuficiente provoca una reduccion en la oxidacion de
acidos grasos a nivel mitocondrial. Dependiendo del tipo de célula y de la
disponibilidad del sustrato, esto puede conducir a la acumulacién de los mismos
a nivel citoplasmatico (202). Este exceso se conoce como lipotoxicidad y esta
caracterizado por producir un desequilibrio en el metabolismo de los acidos grasos
desencadenando una respuesta inflamatoria que activa cascadas de sefalizacion
que conducen al incremento del estrés oxidativo y, finalmente, a la muerte celular

(203, 208, 209).

Hasta ahora se ha demostrado que la OA es una enfermedad multifactorial, donde
el estrés oxidativo parece jugar un papel importante. Esta caracterizada por
presentar un bajo grado de inflamacion cronica que, junto al fallo de los sistemas
de reparacidn, favorece el desequilibrio entre procesos anabolicos y catabolicos
afectando la homeostasis celular y a la funcion mitocondrial (125, 192, 210). Del
mismo modo, se ha puesto de manifiesto la relacion que existe entre un incremento
gradual de la acumulacion de 4cidos grasos en el cartilago y el desarrollo y
progresion de la enfermedad (211, 212). Asi, pese haber observado que la glucosa
es uno de los sustratos mas importantes en el metabolismo de los condrocitos
debido a las caracteristicas que presenta el cartilago articular (Figura 42), se sabe
que los condrocitos son células mayormente glucoliticas que obtienen
aproximadamente el 25% de energia a través de la mitocondria (182). Sin embargo,
como se describid anteriormente, el mantenimiento de la homeostasis de los
condrocitos OA es insuficiente cuando se produce un incremento de la
disponibilidad de glucosa. En este caso, los condrocitos OA no son capaces de
modular la expresion de los transportadores de este sustrato y controlar su
oxidacion, lo que provoca un aumento del consumo del mismo y modifica el
estado redox de la célula, incrementando los niveles de produccion de ROS (113,
133,170, 171, 179). Ademas, los resultados descritos hasta el momento revelan que

necesitan tanto la glucosa como los acidos grasos para obtener energia, para
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incorporarlos como componentes estructurales o como elementos de sefializacion
en la célula (91, 213). Por ello, se ha descrito que la disfuncion mitocondrial y la
alteracion del metabolismo de los acidos grasos podrian jugar un papel muy
importante a nivel de los condrocitos, ya que se relacionan con procesos de muerte

celular y destruccion del cartilago (212, 214, 215).

Capas Esp'acio interarticular R e
Superficial
. "'
AL L
Intermedia ‘
Gradiente de:
) . 02 '
B = Disponibilidad
de nutrientes
Profunda

Hueso subcondral

Figura 42 Gradiente de difusién del O: y de la disponibilidad de nutrientes desde el espacio
interarticular hasta el hueso subcondral a lo largo de las diferentes capas que forman el cartilago
articular.

Por todo ello, la finalidad de este objetivo de tesis fue estudiar el papel de las
mitocondrias procedentes de pacientes sanos (N) y artrosicos (OA) en el
metabolismo de la glucosa y los acidos grasos, con especial atencion en el concepto
de flexibilidad metabdlica, analizando el efecto que diferentes nutrientes pueden

tener en el metabolismo celular.
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MATERIAL Y METODOS

Objetivo 4

Para llevar a cabo el desarrollo de este objetivo centrado principalmente en el
estudio del metabolismo celular, se utilizaron diferentes medios de cultivo cuya
composicion y nomenclatura (utilizada a partir de ahora) se describen en la

Tabla 17.

Tabla 17 Caracteristicas y composicion de los medios de cultivo empleados para en este objetivo.

GLUCOSA ACIDO OLEICO PIRUVATO

DMEM 4,5 +P 4,5 gr/L - 1 mM
DMEM 4,5 -P 4,5 gr/L - -
DMEM 1 +P 1 gr/L - 1 mM
DMEM 1 -P 1 gr/L - -
DMEM glu/ole 1 gr/L 100 uM 1 mM
DMEM ole +P - 100 uM 1 mM

P: piruvato. Glu: glucosa. Ole: oleico.

1.- Estudio de la glucolisis mediante el analisis de la tasa de

acidificacion extracelular (ECAR)

La determinacion del estatus glucolitico de los cibridos transmitocondiales se llevo
a cabo mediante el estudio y andlisis de la ECAR utilizando Seahorse Bioscience XFp
Extracellular Flux Analyzer. Esta técnica permite el estudio de parametros
relacionados con la funcion glucolitica. Como se vio anteriormente, la principal
caracteristica de esta técnica es que, mediante la inyeccidn seriada de diferentes
moduladores del metabolismo glucolitico y mitocondrial, se pueden evaluar

parametros claves de la funcion metabolica ya que se realizan medidas a
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tiempo real de la concentraciéon de H* en el medio en el que se encuentran las

células.

Del mismo modo en el que se describid en el Objetivo 1 en el apartado 3.2, se
sembraron 2x10* células por pocillo en una placa de cultivo de 8 pocillos (cell
culture miniplates 8 wells XFp Agilent Seahorse XFp) con distribucion equiparable a

una MW-96. Los experimentos se realizaron creciendo las células en DMEM 4,5+P.

1.1 Determinacion de la capacidad glucolitica a través de la tasa de acidificacion

extracelular (ECAR)

La glucosa es uno de los principales sustratos que las células utilizan para la
obtencion de energia. Por ello, una vez que la glucosa es asimilada y se encuentra
en el interior celular, ésta se metaboliza hasta piruvato (glucolisis) con el objetivo
de conseguir energia a través de la CTE y TCA. Estos procesos dan lugar a
liberacion de H* al medio extracelular que rodea la célula produciendo su
acidificacion. La variacion del nivel de H* en el exterior es detectado por el Seahorse
XFp Extracellular Flux Analyzer, que mide su incremento y lo proporciona como un

ratio de acidificacion extracelular (ECAR).

Para determinar el metabolismo glucolitico de las células, se utilizé el kit XFp
Glycolysis Stress Test (Seahorse Bioscience) siguiendo la metodologia detallada por

el fabricante, representada esquematicamente en la Figura 43.

Brevemente, tras 24 h de cultivo, las células se incubaron en el medio de cultivo
especifico a pH 7,4 (XFp Base Medium) suplementado con glutamina a 2 mM,
durante 1 h en estufa de cultivo a 37°C sin CO: con el propdsito de eliminar el
oxigeno residual. Tras este periodo de incubacion, se cargan los inhibidores en

cada uno de los puertos del capuchon, como se describe a continuacién (Figura 44):
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DIA PREVIO AL ENSAYO:

DIA DEL ENSAYO:

12 Sembrar las células (2x10* cel/pocillo)
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Figura 43 Representacion grafica del flujo de trabajo seguido en la realizacién del ensayo de
medicién de la tasa de acidificacion extracelular (ECAR).

Puerto A; Glucosa a una concentracion de 10 mM: necesaria para el inicio de la
ruta de la glucdlisis donde finalmente sera catabolizada hasta piruvato dando
lugar a la produccién de ATP, NADH, H:0 y H, acidificando rapidamente el
medio extracelular y provocando un incremento de la ECAR.

Puerto B; Oligo a una concentracion de 2 uM: inhibidor de la enzima ATP
sintasa mitocondrial y, por lo tanto, del acoplamiento entre la CTE y la
fosforilacién oxidativa afectando a la respiracion celular. La inhibicién de este
proceso logra que la produccion de energia sea solamente debida a la glucolisis
y produce un aumento de la ECAR.

Puerto C; 2-DeoxiGlucosa (2-DG) a una concentracién de 50 uM: analogo de la
glucosa que compite por el lugar de ésta uniéndose a la hexoquinasa (primera
enzima de la via glucolitica), de manera que inhibe el inicio de la glucodlisis

disminuyendo la acidificacion del medio y, por tanto, la ECAR.
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Figura 44 Representacion grafica de como los inhibidores modulan la ECAR mediante el aumento
o disminucién de H*. 2-DG: 2-deoxiglucosa. Oligo: oligomicina. H+: proton.

La medicién de la ECAR se realiza obteniendo entre 15 y 20 valores independientes

(Figura 45). A partir de los valores obtenidos, se calculan los siguientes parametros

mediante la aplicacion de las ecuaciones recogidas en la Tabla 18:

Tabla 18 Ecuaciones utilizadas para obtener los parametros relacionados con la glucolisis.

Gl

PARAMETRO
Acidificacion
no-glucolitica

Glucolisis

Capacidad glucolitica

Reserva glucolitica

ycolysis Stress Test Kit
ECUACION

tasa de ECAR minima después de inyectar 2-DG

(tasa de ECAR méxima antes de inyectar Oligo) -
(4ltima medida antes de inyectar glucosa)
(tasa maxima después de inyectar Oligo) -
(4ltima medida antes de inyectar glucosa)

(capacidad glucolitica) - (glucolisis)

Glucolisis: es el proceso de

convertir la glucosa en piruvato. En este caso, este

parametro es medido cuando la ECAR alcanza la saturacion tras la adiccion de

glucosa en el medio.
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- Capacidad glucolitica: es el valor obtenido tras la adicciéon de la Oligo donde
la funcion mitocondrial se inhibe y la célula se ve forzada a obtener toda su
energia a través del proceso glucolitico.

- Reserva glucolitica: es un valor que demuestra la capacidad que tiene la célula
de responder en condiciones de estrés donde se presenta una demanda
energética elevada.

- Acidificacion NO-glucolitica: es un valor obtenido tras la inyeccion de 2-DG
que inhibe por completo la glucolisis y revela el valor de ECAR que se debe a

otras rutas metabdlicas no glucoliticas.

METABOLISMO GLUCOLITICO

Glucosa Oligomicina 2DG

45 *

Reserva
glucolitica
Capacidad
glucolitica

(mpH/min)

.. I
Glucolisis
1

________ mmemmenml _ e - — — —

Acidificacién NO-glucolitica !

Tasa de acidificacion extracelular (ECAR)

10 Py 3 a0 - ol f U ) 101

Tiempo (min)

Figura 45 Medicion a tiempo real de ECAR tras la inyeccion, de glucosa, Oligo y 2-DG con el fin de
calcular los diferentes parametros: glucolisis, capacidad glucolitica, reserva glucolitica y
acidificacion no-glucolitica. 2-DG: 2-deoxy glucosa. mpH: unidades de mili pH. min: minutos.

Cada una de las condiciones testadas se estudiaron por triplicado (replica técnica)
y cada experimento se llevo a cabo tres veces. El analisis de todos los datos
obtenidos se realizo utilizando el software Wave y se representaron como un

promedio de 3 medidas (media + DE).
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1.2 Determinacion de la produccion de ATP

Con los valores obtenidos tras aplicar la metodologia para el estudio de ECAR se

estimo la produccién de ATP en los cibridos a través de la glucdlisis.

Para la estimacion de la produccion de ATP originada a partir de la glucdlisis, se
convirtid el ECAR a tasa de produccion de protones (proton production rate- PPR) y
se calculd seguin lo descrito por Wu y colaboradores (161). Cuando la glucolisis se
presenta en estado estacionario, la estequiometria entre la PPR y ATP es 1, por lo
que con esta constante se cuantificO la produccion de ATP mediante el

metabolismo glucolitico de los cibridos.

2.- Bioquimica celular: consumo de glucosa, produccion de lactato y

actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH)

Para llevar a cabo la determinacion de estos parametros se sembraron 8x10* células
por pocillo en DMEM 4,5+P en MW6 y se incubaron durante 48 h. La
determinacién de las concentraciones de glucosa y lactato se realizaron en el medio
de cultivo utilizando el equipo de andlisis bioquimico A15 BioSystems a una A de
500 y 550 nm respectivamente, sustrayendo en todas las condiciones los valores
del medio de cultivo incubados bajo las mismas condiciones sin células,

expresando los resultados en mg/dl.

2.1 Determinacion de la concentracion de glucosa presente en el medio de

cultivo

La determinacién de glucosa se realizd con el kit Glucose oxidase (BioSystems),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente se basa en la generacion de
un compuesto coloreado que es obtenido por la reaccion que transforma la glucosa
en acido gluconico (mediado por la enzima glucosa oxidasa) y H.O,. Este,

posteriormente, interacttia con 4-aminoantipirina y fenol, y mediante la accion de
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la peroxidasa, produce un compuesto coloreado (quinonaimina) y 4 moléculas de

H-:0.
2.2 Determinacion de la concentracion de lactato presente en el medio de cultivo

La determinacion del lactato se llevd a cabo con el kit L- lactate Trinder liquid
(Biochemical Enterprise), siguiendo las instrucciones del fabricante. De manera
breve, se basa en la degradacion de L-lactato en piruvato y H,O,, mediado por
enzima lactato oxidasa. El H,O, reacciona en presencia de peroxidasas con
precursores de cromdgeno dando un compuesto de color purpura. La intensidad
del color es directamente proporcional a la concentracion de dcido lactico presente

en la muestra.
2.3 Actividad enzimatica de la Lactato Deshidrogenasa (LDH)

La determinacion de la actividad enzimatica de la LDH se realiz6 teniendo en
cuenta que esta enzima cataliza una reaccion bidireccional del piruvato a acido

lactico y viceversa.

Se sembraron 1x10° células en DMEM 4,5+P MW-6. Tras 24 h, periodo necesario
para que las células se expandieran en el fondo de la placa, se lavaron y se
cambiaron los medios, incubando las células durante 48 h en DMEM 4,5 +P o
DMEM 1 +P. Tras este tiempo, las células se recogieron y se centrifugaron a
1500 rpm durante 5 min. El agregado celular se resuspendié y se disgrego
mecanicamente utilizando un homogeneizador fisico (ultraturrax) en 700 pl de
tampodn de lisis fosfato (Tris-HCI) (50 nM, Acido tetraacético etilenglicol (EGTA)
1 nM, EDTA 1 nM, Tritén-X 100 1%, Ortovanadato de sodio 1 mM, Fluoruro de
sodio 50 mM, Pirofosfato de sodio 5 nM y Sucrosa 0,25 nM (Sigma-Aldrich)). El
lisado se centrifugd a 13000 rpm durante 3 min a 4°C para eliminar los restos
celulares, se recupero el sobrenadante y se congeld a -80°C inmediatamente para
evitar la degradacion enzimatica.
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La determinacion de la actividad enzimatica se llevé a cabo a través de un lector
de placas Tecan Sunrise™ (Endosafe® Charles River) en placas MW-96 de fondo
plano (Thermo Fisher). Se cargaron 20 pl de muestra por triplicado a lo que se
anadio piruvato sédico a 1 mM y NADH a 0,15 mM (Sigma-Aldrich). Para cada
una de las muestras se realizo un control de la reaccion formado por 20 pl de
muestra, 250 ul de NADH y 30 ul H20 en vez de piruvato, de tal manera que la

reaccion no puede tener lugar debido a que falta el sustrato de la enzima.

La medida de la actividad enzimatica de la LDH se realizé haciendo lecturas de
densidad éptica/minuto (DO/min) a 37°C a una A de 340 nm. En este caso, al afiadir
como sustrato el piruvato y el NADH, la disminucién de la abs sera directamente

proporcional a la actividad de la LDH (método de Wacker y Amador) (216, 217).

2.4 Determinacion de la produccion de piruvato celular

La produccion de piruvato, molécula obtenida al final de la glucolisis, se midid
utilizando el kit pyruvate assay (Sigma-Aldrich) mediante una reaccion enzimatica
colorimétrica, cuyo producto final emite a una £ de 570 nm y el valor de abs
obtenida es directamente proporcional a la cantidad de piruvato presente en la

muestra.

Para ello, se sembraron 1x10* células por pocillo en MW-96 durante 48 h en
DMEM 4,5+P, DMEM 1+P o en DMEM glu/ole, con el objetivo de evaluar si el
porcentaje de este producto metabdlico se modificaba por la adiccion de diferentes
sustratos en el medio de cultivo. Siguiendo las instrucciones del fabricante, de
manera breve, tras el lisado de las células en Pyruvate Assay buffer, las muestras se
centrifugaron a 13000 rpm durante 10 min y, a 50 pl del sobrenadante se afiadieron
46 pl de Assay buffer, 2 ul de Pyruvate Probe Solution 'y 2 ul de Pyruvate Enzime Mix.
Tras 30 min de incubacion en oscuridad, la abs de las muestras se midié por

duplicado a 570 nm.
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El valor del fondo de la placa se extrajo a todos los valores obtenidos y la
concentracion de piruvato se obtuvo extrapolando la abs de la curva patron
incluida en el ensayo. Con ello, a través de la formula: Sa/Sv (donde Sa es el valor
desconocido extrapolado de la curva patron (nmol) y Sv es el volumen de muestra
anadido a la reaccion, 50 ul) se obtuvo la concentracion de piruvato (ng) por ul de

muestra.

3.- Determinacion del metabolismo glucolitico mediante sustratos

marcados radioactivamente

Los datos obtenidos en este apartado se originaron a partir de dos estancias
predoctorales en el Muscle research group de la Universidad de Oslo, en el
departamento de Pharmaceutical Biosciences de la Facultad de Farmacia y se

publicaron en la revista Cells (Anexo III).

El analisis del metabolismo de la glucosa a nivel basal se llevé a cabo mediante el
empleo de sustratos marcados radioactivamente, siguiendo el protocolo descrito

por Wensaas y colaboradores (218).

El ensayo realizado para medir el metabolismo de la glucosa se denomina ensayo
de oxidacion del sustrato y consiste en analizar la glucosa marcada
radioactivamente en cada uno de los diferentes estados de su metabolismo. Para
ello, se sembraron 1x10* células/pocillo en placas MW-96 CellBIND® (Corning
LifeSciences) en DMEM 4,5+P 0 en DMEM 1+P durante 48 h. Tras este periodo, se
anadié el sustrato radioactivo D-[*C(U)]glucosa (0,5 upCi/ml, 200 uM)
(PerkinElmer NEN®) y se monto la estructura de atrapamiento formada por: la
placa de 96 pocillos con las células y el medio radioactivo, una silicona separadora
y el filtro de 96 pocillos UniFilter® (PerkinElmer) previamente activado con
hidréxido de sodio (NaOH) a una concentracion de 1 M, donde el CO: radioactivo

producido por el metabolismo celular quedara atrapado tras una incubacion de
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4 h. Las células se lavaron y se lisaron en 0,1 M de NaOH para medir la cantidad
total de proteina mediante el kit Bio-Rad protein assay en un lector de placas
VICTOR™ X4 Multilabel Plate Reader (PerkinElmer), del mismo modo que se

describio en el Objetivo 3 en el apartado 3.1. (Figura 46).

* 14CO,(gas) + NaOH =*H'4CO; (acuoso)

Filtro
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Figura 46 Representacion esquematica del metabolismo de la glucosa marcada radioactivamente y
parametros evaluados.

La cantidad de CO: atrapado en el filtro, producido en la respiracion celular
representando la cantidad de sustrato que se ha metabolizado (COz), asi como, la
radioactividad asociada a las células (CA) correspondiente a la cantidad de
sustrato que presentan en el interior las células, se midieron afiadiendo scintillation
fluid (Ultima Gold XR, PerkinElmer) tanto en el propio filtro como en el extracto
celular y ambos se cuantificaron con 2450 MicroBeta®> scintillation counter

(PerkinElmer).

Cada una de las condiciones se realiz6 por cuatriplicado en el mismo ensayo y cada
experimento se realizé por triplicado. Todos los datos obtenidos se normalizaron
frente a la cantidad de proteina y, a partir del conjunto de datos obtenidos (CO: y

CA), se calcularon los siguientes parametros:

- Consumo total: suma del CO: y del CA obtenidos (COz+CA) parametro que
refleja la cantidad total de radioactividad que ha pasado por las células

representandose el total del sustrato metabolizado.
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- Fraccion oxidativa: division del valor de oxidacion entre el consumo total
(CO:/(CO2+CA)). Este parametro muestra, del total de sustrato que se ha
consumido, cuanto sustrato se ha oxidado en funcion de los pardmetros de CO:

y CA.

4.- Estudio comparativo del metabolismo de la glucosa y el de los

acidos grasos mediante sustratos marcados radioactivamente

4.1 Estudio de la viabilidad celular en presencia de dos inhibidores de

transportadores mitocondriales

Con el objetivo de definir la concentracion y tiempo de incubacion éptimos que no
afectase a la viabilidad celular de los inhibidores de los transportadores
mitocondriales mitocondrial pyruvate carrier 2 (MPC2) y de CPT1b, UK5099 y
etomoxir (Sigma-Aldrich), respectivamente, se llevdo a cabo un andlisis de la

viabilidad celular.

Ademads, ya que el vehiculo indicado para solubilizar el UK5099 es el DMSO,
también se evalu¢ la viabilidad de las células en presencia de este compuesto para

descartar su efecto en el analisis del UK5099.

Para ello, se sembraron 1x10* células en MW-96 en DMEM glu/ole durante 24 h
para permitir la expansion de las células. Tras este periodo, el SBF se depleciono
hasta el 0,5% para evitar interferencias entre este compuesto y los inhibidores.
Después de 24 h, se incubd con los inhibidores durante un periodo de 4 y 24 h en
diferentes concentraciones. Asi, para el etomoxir se evaluaron las concentraciones
de 5, 10, 20y 40 uM y para el UK5099 se evaluaron las concentraciones de 2, 5, 10,
15y 20 uM y el DMSO a los volumenes correspondientes. Una vez transcurrido
este tiempo, se analizo la viabilidad celular con el kit CellTiter 96® AQueous Non-
Radioactive Cell Proliferation (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente, se prepara una mezcla de 2 ml de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-
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carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium (MTS), que se reducira dando
lugar a la formacion de formazan, y 100 ul de fenazino metosulfato (PMS) por cada
MW-96 anadiendo 20 pl de la mezcla por cada pocillo de muestra. Se incubo

durante 2 h a 37°C y se ley0 en un lector de placas NanoQuant a una £=490 nm.

4.2 Estudio del metabolismo glucolitico y lipidico a nivel basal

Para analizar el metabolismo de la glucosa y del acido oleico a nivel basal se

realizaron dos ensayos diferentes empleando sustratos marcados

radioactivamente.

Ensayo de oxidacion de sustrato

Se cultivaron 1x10* células/pocillo en placas de 96 pocillos CellBIND® (Corning
LifeSciences) en DMEM 1+P o en DMEM ole durante 48 h. A continuacion, se
elimind6 el medio de cultivo, se anadieron los sustratos radioactivos
D-[*“C(U)]glucosa (0,5 uCi/ml, 200 uM) o [1-**C]Jacido oleico (0,5 pCi/ml, 100 uM)
(PerkinElmer NEN®) y se montd la estructura de atrapamiento descrita
anteriormente (Figura 47). Al terminar el tiempo de atrapamiento, el medio de
cultivo con [1-“*C]Jacido oleico se transfirié a una nueva placa multipocillo y se

congeld a -20°C.

* 14CO,(gas) + NaOH ="H'CO, (acuoso)

Filtro *14CO; (gas) + NaOH =*H'“CO; (acuoso)  mmmlp[ Oxidacion (CO, ¥ :
(NGOH) 2 2 (CO) - - 14O,
L A 14«C-metabolitos * [1-“C]acido oleico
7 ¢
+ \\ o
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[1-**Clacido oleico o solubles (ASM)
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Figura 47 Representacion esquematica del andlisis del metabolismo del acido oleico marcado
radioactivamente y los pardmetros evaluados.
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La cantidad de CO: atrapado en el filtro y la radioactividad asociada a las células
(CA) se midi6 anadiendo scintillation fluid (Ultima Gold XR, PerkinElmer) y se
cuantificod con 2450 MicroBeta? scintillation counter (PerkinElmer). La cuantificacion
de los metabolitos acido-solubles (ASM) es un parametro que refleja la oxidaciéon
incompleta de los acidos grasos donde se mide principalmente metabolitos
originados en el TCA y acetil-ésteres, y se realiz¢ siguiendo la metodologia descrita
por Skrede y colaboradores (219). Brevemente, se precipitaron 100 ul del medio
recuperado con [1-“C]acido oleico, después de las 4 h de atrapamiento, con 300 ul
de HCIOxs frio a 1 M y 30 pl BSA al 6%. Se centrifugaron los tubos a 10000 rpm
durante 10 min a 4°C, se mezclaron 200 pl del sobrenadante con 3 mL de Optiphase
Supermix scintillation fluid y se cuantifico la radioactividad en el soporte fisico

Packard TriCarb 1900 TR (PerkinElmer).

De nuevo, cada una de las condiciones se realizo por cuatriplicado en el mismo
ensayo y cada experimento se realizo por triplicado. Todos los datos obtenidos se
normalizaron frente a la cantidad de proteina y, a partir del conjunto de datos

obtenidos (COz, CA y ASM), se calcularon los siguientes parametros:

- Consumo total: suma de CO2, CA y ASM.

- Fraccion oxidativa: CO2/(CO2+CA+ASM).

- Eficiencia de la B-oxidacion acido oleico: (ASM/CO2) descrito por Bell y
colaboradores, consiste en evaluar la eficiencia de la oxidacion de acidos grasos
teniendo en cuenta los intermediarios generados, ya que no todos los carbonos

de estas moléculas se incorporan al TCA (220).

Ensayo de incorporacion del sustrato

Con el objetivo de complementar los datos obtenidos a nivel basal, se realizé un
ensayo que nos permitié ver la incorporacién de la glucosa y del acido oleico con

el paso del tiempo.
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Para ello, se sembraron 1x10* células/pocillo en placas de cultivo de MW-96
Cytostar-T® 96-well scintillation microplate o 96-Scintiplate® (PerkinElmer) con
DMEM 1+P o con DMEM ole durante 24 h. A continuacion, se midio la
incorporacion al interior celular de los sustratos marcados radioactivamente
(D-["“C(U)]glucosa (0,5 uCi/ml) o [1-**C]acido oleico (100 uM, 0,5 uCi/ml)) a las 0,
2,4, 6,8y 24 h en el 2450 MicroBeta® scintillation counter (PerkinElmer) como
describi¢ previamente Wensaas y colaboradores (218). De esta manera, a medida
que las células incorporaban el sustrato a su interior, la intensidad de sefal
radioactiva crecia de una manera directamente proporcional. Tras la medicion de
las 24 h, las células se lavaron y se levantaron con NaOH 0,1 M y el contenido en
proteina de los lisados se midio6 con el kit de Bio-Rad utilizando un lector de placas

VICTOR™ X4 Multilabel Plate Reader (PerkinElmer).

4.3 Estudio de la competicion entre el metabolismo de la glucosa y de los acidos

grasos y la flexibilidad metaboélica

Para estudiar la competicion entre ambos metabolismos, se llevaron a cabo dos
tipos de aproximaciones diferentes partiendo de la metodologia explicada

anteriormente (ensayo de oxidacion de sustrato).

El primer protocolo se realizé para estudiar el efecto del acido oleico en el
metabolismo de la glucosa. Para ello, se sembraron 1x10* células/pocillo en placas
MW-96 CellBIND® (Corning LifeSciences) en DMEM 1+P (basal) o en
DMEM glu/ole durante 48 h. A continuacion, se lavaron y se incubaron en
presencia de D-[*C(U)]glucosa (0,5 uCi/ml, 200 uM) durante 4 h de atrapamiento.
Finalmente, se siguio con el protocolo descrito anteriormente y se midieron y

calcularon los diferentes parametros de radioactividad (Figura 48).
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Figura 48 Representacion esquematica metabolismo de la glucosa marcada radioactivamente (rojo)
en presencia de 4cido oleico (gris, ya que en este experimento no esta marcado radioactivamente),
asi como de los parametros evaluados.

El segundo protocolo se llevd a cabo mediante el empleo de dos inhibidores
especificos de las rutas de la glucolisis y de oxidacion de acidos grasos a nivel
mitocondrial, UK5099 y etomoxir, respectivamente. El etomoxir inhibe la
oxidacion de los &cidos grasos, ya que bloquea el transportador de acidos grasos
CPT1b al interior mitocondrial, mientras que el UK5099 es un inhibidor del

transportador de piruvato MPC2 al interior mitocondrial (221-223).

Para ello, se sembraron las células en el mismo soporte y se cultivaron durante 30 h
en DMEM glu/ole suplementado con 10% de SBF. A continuaciodn, se disminuy6 el
SBF hasta el 0,5% y se mantuvo durante 18 h mas. Tras las 48 h de crecimiento, se
realizd el atrapamiento durante 4 h incubando las células en presencia de
D-[“C(U)]glucosa (0,5 uCi/ml, 200 uM) (condicién basal), D-[*C(U)]glucosa con
10 uM etomoxir (Sigma-Aldrich) (ruta acidos grasos bloqueada), [1-"“C]acido
oleico (100 pM, 0,5 puCi/ml) (condiciéon basal) o [1-'*C]acido oleico con 20 pM
aciano-h-(1-phenylindol-3-yl)-acrilato (UK5099) (Sigma-Aldrich) (ruta glucolisis
bloqueada). Finalmente, se procedié con el resto del ensayo y se calcularon los

parametros asociados descritos anteriormente (Figura 49).
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Figura 49 Representacion esquematica del metabolismo de la glucosa (rojo) y del acido oleico
(verde) al estudiar la flexibilidad metabolica en presencia de inhibidores mitocondriales. Etomoxir:
inhibidor de CPT1b. UK5099: inhibidor de MPC2. Asi como de los parametros evaluados.

5.- Analisis del almacenamiento celular de los principales sustratos

metabdlicos: glucosa y acidos grasos

5.1 Determinacion del almacenamiento de la glucosa en forma de glucoégeno y

otras glucoproteinas: Tincién de PAS (Acido periédico-Schiff)

La determinacién de la glucosa en el interior celular se llevéd a cabo mediante la
tincion de acido periddico y reactivo de Schiff. La base de esta técnica reside en que,
la oxidacién de los enlaces -OH por el dcido periddico genera grupos aldehido, que

son reconocidos y tenidos por el reactivo de Schiff generando un color fucsia.

En la puesta a punto del protocolo de tincion PAS se utilizaron las células Hep G2
como control positivo ya que, al ser células hepaticas, acumulan glucégeno en su

interior. Asi, se cultivaron 5x10* células en cubreobjetos de cristal en MW-12
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(Corning) en DMEM 4,5+P, DMEM 1+P o DMEM glu/ole durante 48 h.
Posteriormente, las células se lavaron y fijaron en 10% de formaldehido (Sigma-
Aldrich) durante 7 min a TA. A continuacion, las células fijadas se incubaron con
0,5% de acido periodico (Sigma-Aldrich) durante 5 min y seguidamente durante
20 min con reactivo de Schiff (Sigma-Aldrich) en oscuridad. Finalmente, como
método de contraste y tincion nuclear, se utilizo la hematoxilina de Harris (Sigma-
Aldrich) durante 3 min. El montaje de las preparaciones se realizd6 con Dako

Glicergel Mounting Medium (Agilent).

Las imagenes se obtuvieron con un microscopio Olympus (Olympus Life
Sciences). El andlisis de las fotografias se realiz6 mediante el software Fiji (224)
teniendo en cuenta 3 campos diferentes a un aumento de 20X de cada una de las

muestras estudiadas.

5.2 Analisis de la incorporacion y distribucion del acido oleico: Técnica de

cromatografia en capa fina

La cuantificacién de la distribucion lipidica se hizo mediante cromatografia en
capa fina basado en las propiedades migratorias de un liquido en una superficie

porosa.

Este experimento se realizd sembrando un total de 1,5x10° células/pocillo en placas
multipocillo (MW-12) Corning® CellBIND® (Corning) durante 24 h en DMEM 4,5+P
y otras 24 h mas en [1-'“CJacido oleico (0,5 uCi/ml) a una concentracion de 100 pM.
A continuacidn, las células se lavaron dos veces y se levantaron con 0,1% de SDS.
Siguiendo la metodologia descrita por Gaster y colaboradores (225), las muestras
se separaron por fases con una mezcla de cloroformo:metanol (2:1) y, tras obtener
la fase superior, se dejo evaporar el cloroformo. A partir de aqui, las muestras se
homogeneizaron utilizando un solvente no polar formado por hexano, dietiléter y
acido acético (65:35:1) y se separaron mediante cromatografia en capa fina. Una

vez que las muestras corrieron a lo largo de la membrana, las bandas de lipidos se
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tifleron en presencia de iodo para poder delimitar la region que ocupaba cada una
de ellas. Finalmente, la radiacion de cada fragmento se cuantificé tras afiadir 3 mL
de Optiphase supermix scintillation fluid en un Tri-Carb 1900 TR (PerkinElmer). El
contenido en proteina se analizé en cada una de las muestras utilizando el kit de
Pierce™ BCA Protein Assay (Thermo Fisher Scientific) mediante un lector de placas

VICTOR™ X4 Multilabel Plate Reader.

5.3 Anadlisis de la acumulacion de acidos grasos en forma de gotas lipidicas

(Lipid droplets- LDs)

5.3.1 Cuantificacion del almacenamiento de acidos grasos en forma de LD

mediante citometria de flujo

El andlisis del almacenamiento de dcido grasos en el interior celular en forma de
gotas lipidicas se midié mediante la intensidad de fluorescencia del 4,4-Difluoro-
2.3,5.6-bis-tetrametilen-4-bora-3a,4a-diaza-indaceno (LD540), cedido por el Dr.
Thiele del Life and Medical Sciences Institute (226). Este fluordforo lipofilico forma
parte de la familia de los colorantes conocidos como BODIPY y presenta un alto
rendimiento de fluorescencia, lo que mejora el marcaje de los lipidos pudiendo ser
detectados por citometria de flujo ya, que emite fluorescencia en el rango del

espectro rojo.

Para llevar a cabo este experimento, se sembraron 9x10* células por pocillo en
MW-6 con DMEM 4,5+P o DMEM ole. Siguiendo el mismo protocolo descrito
anteriormente (Objetivo 3 en el apartado 2), tras 48 h de incubacidn, las células se
lavaron con solucién salina y se incubaron con LD540 a una dilucion 1:10000 en
HBSS durante 30 min en oscuridad. Después del periodo de incubacion se
procedid con la metodologia descrita anteriormente y las células se analizaron

mediante citometria de flujo.
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5.3.2 Tincion de gotas lipidicas mediante el empleo de LD540

El analisis del almacenamiento de acidos grasos mediante citometria de flujo se
complementd con el estudio de imagen tras realizar el siguiente protocolo de

tincion de fluorescencia.

En este caso, las células se crecieron en DMEM 4,5+P como condicién basal y
DMEM ole durante 48 h. A continuacidn, las células se lavaron con PBS y se fijaron
en paraformaldehido al 4% durante 10 min a TA. Se volvieron a lavar 2 veces con
PBS, una vez con PBS suplementado con Tween20 al 0,1% durante 5 min a TA para
llevar a cabo la permeabilizacion de las células y facilitar la incorporacion del
fluoréforo. Posteriormente, se anadid el LD540 a una dilucién 1:10000 en PBS
durante 30 min en oscuridad a TA. Se contra tifid con Hoechst. Tras la incubacion
se realizaron lavados con PBS y uno final con H:0O destilada y se utilizé ProLong™
Gold Antifade Mountant (Sigma-Aldrich) como medio de montaje. Las
preparaciones se visionaron en el microscopio confocal Nikon, AR-1, en el SAI de

la Universidad de la Coruna.

5.3.3 Empleo del almacenamiento del acido oleico en el metabolismo celular:

determinacion de la lipolisis celular

Con el objetivo de conocer si los cibridos eran capaces de utilizar los reservorios
energéticos en forma de gotas lipidicas, se analizo la lipolisis celular, que consiste
en la liberacion de estos acidos grasos acumulados para su posterior oxidaciéon via

mitocondria.

Para ello, tras las 24 h del ensayo de incorporaciéon de sustrato en presencia de
acido oleico marcado radioactivamente, las células se lavaron 3 veces con PBS y se
anadié medio de cultivo nuevo preparado a partir de PBS suplementado con 0,5%
de BSA. A continuacion, se midio6 la lipolisis en el interior celular del [1-**C]acido

oleico (100 uM, 0,5 pCi/ml) marcado radioactivamente alas 0, 2,4, 6, 8 y 24 hen el

169



2450 MicroBeta? scintillation counter (PerkinElmer), como describié previamente
Wensaas y colaboradores (218). De esta manera, a medida que las células
consumen los reservorios de este sustrato (debido a que no presentan otro
nutriente en el medio de cultivo), la intensidad de la sefial radioactiva disminuia
de manera directamente proporcional. Una vez finalizado el ensayo, las células se
lavaron con PBS y se levantaron con NaOH 0,1 M y el contenido en proteina de los
lisados se midi6 con el kit de Bio-Rad utilizando un lector de placas VICTOR™ X4

Multilabel Plate Reader (PerkinElmer).

6.- Expresion génica de enzimas implicadas en el metabolismo

glucolitico y lipidico

Del mismo modo que se describid en la metodologia del Objetivo 2 en el apartado
7, el andlisis de la expresion génica se llevd a cabo mediante RT-PCR en

LightCycler® 480 II utilizando sondas Taqgman® UPL Probe.

Todos los genes y cebadores utilizados en el desarrollo de este objetivo se recogen

en la Tabla 9.

7.- Analisis estadistico

Los valores obtenidos en el desarrollo de este objetivo se representaron como la
media + DE de 3 experimentos independientes, a excepcidon de aquellos casos en
los que los resultados se representaron como la media + error estandar (SEM),
informacion que aparecera reflejada en cada caso en el pie de figura. Los analisis
estadisticos se llevaron a cabo utilizando el paquete informatico GraphPad Prism
version 6.01 (GraphPad), aquellos realizados en cada caso se detallan en la Tabla

19.

En caso de que se emplee otro tipo de andlisis estadistico, la metodologia utilizada

se detallara en cada uno de los apartados correspondientes. Los valores analizados
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con un nivel de significancia de p<0,05 se consideraron estadisticamente

significativos.

Tabla 19 Analisis estadisticos utilizados en cada una de las comparaciones llevadas a cabo en este

objetivo.
ANALISIS SIMBOLO TEST
Novs OA * t test no-pareado (t de Student)
+P vs -P $ t test no-pareado (t de Student)
glu vs ole i
DMEM 4,5 vs 1 a t test no-pareado (t de Student)
basal vs condicion b t test pareado (t de Student)
Huos] # test no-paramétrico de Mann-Whitney

N: normal. OA: artrdsico. +P: con piruvato. -P

: sin piruvato. Glu: glucosa. Ole: oleico.
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RESULTADOS

Objetivo 4

1.- Estudio de la glucolisis mediante el analisis de la tasa de

acidificacion extracelular (ECAR)

1.1 Determinacion de la capacidad glucolitica a través de la tasa de acidificacion

extracelular (ECAR)

La determinacion de la capacidad glucolitica de los cibridos se realizé mediante el
andlisis de la modulacion de la ECAR debido a la inyeccion de diferentes

compuestos que modulan esta ruta.

Asi, como aparece reflejado en la Figura 50 a, la ECAR se vio incrementada tras la
adiccién de la glucosa, permitiéndonos analizar el pardmetro de glucolisis.
Posteriormente, se anadi6 la Oligo que, al inhibir el complejo V y, por tanto, la
generacion de ATP via mitocondrial, se produce la acumulacion de H* que
finalmente salen al medio extracelular y elevan el parametro de ECAR y
permitiéndonos calcular la capacidad glucolitica que presentan las células.
Finalmente se inyect6 la 2-DG que es un andlogo de la glucosa. Este compuesto
compite con la glucosa por la hexoquinasa 2 (HK2) que tras fosforilar la 2-DG, se
inhibe la ruta de la glucolisis, lo que proporciona el valor de ECAR no debida a la
glucolisis (que se resta a la hora de realizar los cdlculos) y permite calcular el

parametro de reserva glucolitica.

El analisis de los datos reflejo que los cibridos OA son menos glucoliticos que los
N, ya que mostraron el parametro de glucolisis disminuido en referencia a este
grupo (OA 75,91+8,24 vs N 85,43+11,18 p<0,05), no obstante, no se observaron
diferencias en el resto de parametros analizados ni entre los haplogrupos de

ADNmt (Figura 50 b y c).
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Figura 50 Determinacion de la capacidad glucolitica de los cibridos. (a) Representacién de la
modulacién de la ECAR tras la adicién seriada de los inhibidores correspondientes. (b) Analisis de
los parametros obtenidos entre N y OA. (c) Analisis de los parametros obtenidos entre haplogrupos
de ADNmt. Los datos se representan como media + DE de tres experimentos independientes. *
p=0,05 cibridos N y OA. # haplogrupos de ADNmt H y J. ECAR: tasa de acidificacién extracelular.
Oligo: oligomicina. 2-DG: 2-deoxiglucosa. mpH: unidades mili pH. Min: minutos
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1.2 Determinacion de la produccion de ATP

El analisis de la determinacion de ATP debida a la glucolisis no reflejo diferencias
entre los cibridos N y OA (Figura 51 a). Sin embargo, a la hora de realizar el andlisis
en funcion de los haplogrupos de ADNmt, se observd que los cibridos OA-J
presentaban un incremento de la produccion de energia tanto en referencia a los
cibridos OA-H como a los cibridos N-J (OA-]J 165,40+26,37 vs OA-H 128,50+38,47
p<0,05, vs N-J 142,50+12,81 p<0,05) (Figura 51 b).
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Figura 51 Determinacion de la produccion de ATP asociado a la ECAR de los cibridos. (a) Analisis
de los pardametros obtenidos entre N y OA. (b) Andlisis de los pardmetros obtenidos entre
haplogrupos de ADNmt. Los datos se representan como media + DE de tres experimentos
independientes. * p<0,05 cibridos N y OA. # p<0,05 haplogrupos de ADNmt H y J. ECAR: tasa de
acidificacion extracelular.

2.- Bioquimica celular: consumo de glucosa, produccion de lactato y
actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH)

2.1 Determinacion de la concentracion de glucosa y de lactato presente en el

medio de cultivo

Los niveles de glucosa en el medio de cultivo se midieron tras 48 h de crecimiento

celular y los valores obtenidos se consideraron una estimacion directa del consumo
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de glucosa por parte de las células. Del mismo modo, se analizaron los niveles de
lactato en el medio de cultivo, considerandose una estimacion de la produccion de

este compuesto.

Los datos obtenidos reflejaron que los cibridos OA presentan un mayor consumo
de glucosa que los N, sin observarse diferencias significativas entre los
haplogrupos de ADNmt Hy J (OA 43,77+8,87 vs N 31,91+13,69 p<0,05) (Figura 52
ayb). Por su parte, los valores de la produccion de lactato no mostraron diferencias
entre los cibridos N y OA, pero si que se observo que los cibridos portadores del
haplogrupo de ADNmt ] produjeron mayor cantidad de lactato que aquellos
portadores del haplogrupo de ADNmt H (N-J 64,22+10,77 vs N-H 51,43+6,85
p<0,05; OA-J 63,81+9,68 vs OA-H 45,48+2,99 p<0,0001) (Figura 52 cy d).

Una vez obtenidos estos dos datos, se analizo el ratio entre ambos parametros
(lactato/glucosa) con el objetivo de observar cuanto lactato es producido en base al
consumo de glucosa. El andlisis revel6 que los cibridos OA presentan un ratio
menor que los N, revelando que no toda la glucosa consumida se transforma en
lactato e indicando que quizds este mayor consumo se deba a un mayor
requerimiento mitocondrial (OA 1,41+0,50 vs N 2,27+1,20). No se observaron

diferencias entre los haplogrupos de ADNmt al evaluar este pardmetro (Figura 52

ey f).
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Figura 52 Consumo de glucosa y produccion de lactato en cibridos. (a-b) Consumo de glucosa. (c-d)
Produccién de acido lactico. (e-f) Ratio entre la produccién de lactato y el consumo de glucosa. Los
datos se representan como media + DE de tres experimentos independientes. * p<0,05 cibridos N y
OA. # p<0,05, ### p<0,0001 haplogrupos de ADNmt H y J.

2.2 Actividad enzimatica de la Lactato Deshidrogenasa (LDH)

La actividad de la enzima LDH se midio a través de la reaccion que cataliza la

propia enzima, aislada a partir de los extractos celulares, en presencia de piruvato
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y NADH por lo que, a mayor cantidad de enzima, mas rapido desaparece el

sustrato (piruvato).

El andlisis de la actividad de la LDH apenas reflejo diferencias entre los cibridos N
y OA cultivados en DMEM 4,5+P. Sin embargo, cuando los cibridos se crecieron
en DMEM 1+P, la actividad de la LDH se vio disminuida significativamente en los
OA (OA 9,735e-009+5,439e-009 vs N 1,692e-008+9,013e-009 p<0,05) (Figura 53 a). A
la hora de realizar el andlisis en funcion de los haplogrupos de ADNmt,
unicamente la comparacion entre N-H y N-J mostro que los cibridos N-J presentan
una mayor actividad de LDH que los N-H crecidos en DMEM 4,5 +P (N-]J 2,226e-
008+1,554e-008 vs N-H 7,748e-009+4,136e-009 p<0,05) (Figura 53 b).
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Figura 53 Actividad de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en cibridos crecidos en DMEM
4,5+P y DMEM 1+P. (a) Andlisis entre cibridos N y OA. (b) Analisis entre haplogrupos de ADNmt
H y J. Los datos se representan como media + DE de tres experimentos independientes. * p<0,05
cibridos N y OA. # p<0,05 haplogrupos de ADNmt Hy J. a DMEM 4,5 vs 1. +P: con piruvato.

2.3 Determinacion de la produccion de piruvato celular

La determinacién de la produccion de piruvato se realiz6 creciendo las células en
presencia de diferentes sustratos nutricionales. Para observar la modulacion de
este pardmetro en funcion de un metabolismo celular mas glucolitico o un
metabolismo mas competitivo, se combino la presencia en el medio de cultivo de

glucosa (1 gr/L) y acido oleico (100 uM) (DMEM glu/ole).
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El analisis de los datos obtenidos reveld que la concentracion de piruvato en el
interior celular no se encuentra modulada por los diferentes sustratos nutricionales
empleados. Unicamente se observé una disminucién de la concentracién de
piruvato cuando se cultivaron las células en presencia de glucosa y oleico en los
cibridos OA, sin llegar a ser una diferencia estadisticamente significativa (Figura
54 a). A la hora de analizar la expresion génica de MCP2, se observo que los
cibridos OA presentan niveles de expresion de este gen disminuidos en
comparacion con los N cuando se crecieron bajo diferentes concentraciones de
glucosa (DMEM 4,5+P OA 0,77+0,17 vs N 1,34+0,28 p<0,0001, DMEM 1+P
OA 0,82+0,18 vs N 1,10+0,33 p<0,05) (Figura 54 b).
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Figura 54 Determinacién de la produccion de piruvato y de la expresion génica del transportador
de piruvato mitocondrial MPC2. (a) Produccion de piruvato en presencia de DMEM 4,5+P, DMEM
1+P o DMEM glu/ole. (b) Expresion génica de MPC2 al crecer las células en presencia de DMEM
4,5+P, DMEM 1+P o DMEM glu/ole. Los datos se representan como media + DE de tres
experimentos independientes. * p<0,05, **** p<0,0001 cibridos N y OA. a DMEM 1 vs 4,5; vs glu/ole.

3.- Determinacion del metabolismo glucolitico mediante sustratos

marcados radioactivamente

La determinacion del metabolismo glucolitico se realiz6 creciendo las células tanto
en DMEM 4,5+P como en DMEM 1+P, analizando los pardmetros obtenidos tras el

empleo de glucosa marcada radioactivamente durante 4 h de atrapamiento.
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Al analizar los resultados se observo que, cuando se crecieron las células en una
alta concentracion de glucosa (DMEM 4,5+P), los cibridos OA presentaron niveles
de COz, CA, consumo total y fraccién oxidativa mds elevados que los N (CO:
OA 95,73+12,84 vs N 54,21+5,29 p<0,05; CA OA 27,49+2,15 vs N 20,08+2,27 p<0,05;
consumo total OA 122,30+12,28 vs N 73,23+6,84 p<0,01; fracciéon oxidativa

OA 0,77+0,02 vs N 0,70+0,02 p<0,05) (Figura 55 a).
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Figura 55 Determinacion del metabolismo glucolitico en DMEM 4,5+P. (a) Parametros glucoliticos
evaluados en cibridos N y OA. (b) Parametros glucoliticos evaluados haplogrupos de ADNmt. Los
datos se representan como la media + SEM y se obtuvieron a partir de tres experimentos
independientes realizados con 4 réplicas de cada condicion y cibrido. * p<0,05, ** p<0,01 cibridos N
y OA. # p<0,05 haplogrupos de ADNmt HyJ.

El andlisis de los datos en funcién de los haplogrupos de ADNmt reflejé que los
cibridos N-J presentan una fraccién oxidativa menor que los N-H (N-J 0,65+0,03 vs
N-H 0,75+0,01 p<0,05). Ademas, el mismo andlisis mostrd que los cibridos OA-]

producen mayor CO:y consumen mas glucosa, reflejado en una mayor fraccion

oxidativa, que los N-J (CO2 OA-J 115,10+12,44 vs N-J 51,57+7,61 p<0,01; consumo
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total OA-J 135,80+12,70 vs N-J 71,34+9,81 p<0,01; fraccion oxidativa OA-J 0,80+0,01
vs N-J 0,65+0,03 p<0,01) (Figura 55 b).

Por su parte, no se observaron diferencias en el metabolismo de la glucosa al crecer
las células en DMEM 1+P (Figura 56 a), pero, a la hora de analizar los datos
obtenidos en funcion de los haplogrupos de ADNmt, el analisis reflejé que los
cibridos OA-] tienden a oxidar (CO2) y a incorporar (CA) mds glucosa que los

OA-H (CA OA-J 45,28+3,97 vs OA-H 33,62+1,70 p<0,05) (Figura 56 b).
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Figura 56 Determinacion del metabolismo glucolitico en DMEM 1+P. (a) Parametros glucoliticos
evaluados en cibridos N y OA. (b) Parametros glucoliticos evaluados haplogrupos de ADNmt. Los
datos se representan como la media + SEM y se obtuvieron a partir de tres experimentos
independientes realizados con 4 réplicas de cada condicién y cibrido. * cibridos N y OA. # p<0,05
haplogrupos de ADNmt H y ]. ns: no significativo.

Con el objetivo de profundizar en el estudio del metabolismo de la glucosa, se
analiz6 la expresion génica de enzimas implicadas en la glucolisis. Los datos
reflejaron que, al cultivar las células en DMEM 4,5+P, inicamente los niveles de
expresion de solute carrier family 2 member 1 (SLC2A1), transportador de glucosa al

interior celular, estan elevados en los cibridos OA en comparacion con los N
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(SLC2A1 OA 1,38+0,17 vs N 0,99+0,08 p<0,05). Sin embargo, no se observaron

diferencias entre los haplogrupos de ADNmt (Figura 57 a y b).
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Figura 57 Determinacion de la expresion génica de enzimas implicadas en el metabolismo de la
glucosa en cibridos crecidos en DMEM 4,5+P. (a) Analisis en cibridos N y OA. (b) Analisis entre
haplogrupos de ADNmt H y J. Los datos se representan como media + SEM de tres experimentos
independientes. * p<0,05 cibridos N y OA. # haplogrupos de ADNmt Hy J.

Por su parte, a la hora de reducir la concentracion de glucosa en el medio, se
observé una disminucion de los niveles SLC2A1, solute carrier family 2 member 3
(SLC2A3) y HK2, en los cibridos OA en comparacion con los N (SLC2A1 OA
0,78+0,06 vs N 1,40+0,18 p<0,01; SLC2A3 OA 0,65+0,08 vs N 1,53+0,15 p<0,0001; HK2
OA 0,86+0,03 vs N 1,37+0,19 p<0,05) (Figura 58 a). Ademas, al realizar el andlisis en
funcién de los haplogrupos de ADNmt, los cibridos N-J reflejaron niveles de
expresion génica de SLC2A1 y HK2 menores que los cibridos N-H (SLC2A1 N-J
0,97+0,13 vs N-H 1,84+0,22 p<0,01; HK2 N-J 0,88+0,11 vs N-H 1,86+0,23 p<0,01)
(Figura 58 b).
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Figura 58 Determinacion de la expresion génica de enzimas implicadas en el metabolismo de la
glucosa en cibridos crecidos en DMEM 1+P. (a) Cibridos N y OA. (b) Haplogrupos de ADNmt H y
J. Los datos se representan como media + SEM de tres experimentos independientes. * p<0,05, **
p=0,01, *** p<0,0001 cibridos N y OA. ## p<0,01 haplogrupos de ADNmt HyJ.

A la hora de analizar los datos obtenidos entre ambos medios de cultivo testados,
los resultados reflejaron que tanto los cibridos N como los OA presentan niveles
de COz, CA, consumo total y fraccion oxidativa mas elevados al ser cultivados en
DMEM 1+P en comparacion con los datos obtenidos al crecer las células en DMEM
4,5+P, mostrando que, bajo una menor concentracion de glucosa, las células son

capaces de incrementar el metabolismo glucolitico (Figura 59 a y b).
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Figura 59 Analisis comparativo de los datos obtenidos el metabolismo glucolitico en DMEM 4,5+P
y DMEM 1+P. Cibridos N (a) y cibridos OA (b). a p<0,05, aa p<0,01, aaaa p<0,0001 DMEM 4,5y 1.

4.- Estudio comparativo del metabolismo de la glucosa y el de los
acidos grasos mediante sustratos marcados radioactivamente

4.1 Estudio del metabolismo glucolitico y lipidico a nivel basal

El estudio del metabolismo basal de la glucosa y del acido oleico se llevo a cabo

mediante el empleo de sustratos radioactivos, analizando diferentes parametros
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del metabolismo tras 4 h de incubacién y midiendo su incorporacioén a la célula a

lo largo de 24 h.

Como se describié anteriormente, el analisis comparativo entre los cibridos N y
OA crecidos en DMEM 1+P no mostro ninguna diferencia a la hora de analizar el
metabolismo basal de la glucosa (Figura 56 a). Asimismo, el andlisis de los
parametros estudiados en este metabolismo en funcion de los haplogrupos de
ADNmt H o ] reflejo que los cibridos OA-J tienden a oxidar (CO2) y a incorporar
(CA) mas glucosa que los OA-H (Figura 56 b). Por su parte, no se observaron
diferencias entre los grupos a la hora de estudiar la incorporacion de glucosa al

interior celular (Figura 60 a y b).
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Figura 60 Incorporacion de glucosa durante 24 h. Cibridos N y OA (a) y haplogrupos de
ADNmt (b). Los datos se representan como la media + SEM y se obtuvieron a partir de tres
experimentos independientes realizados con 4 réplicas de cada cibrido. * cibridos N y OA. #
haplogrupos de ADNmt Hy J.

Tras el andlisis del metabolismo basal del acido oleico entre cibridos N y OA, se
observo que los cibridos OA presentan una menor cantidad de metabolitos acido-
solubles (ASM) en el medio de cultivo, lo que se relaciona con una peor 3-oxidacion
(OA 91,58+7,17 vs N 127,90+9,05 p<0,05) (Figura 61 a). Al evaluar la funcién de los

haplogrupos de ADNmt H y ] en este metabolismo basal, los datos reflejaron que
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los cibridos N-J oxidan significativamente menos acido oleico que los N-H,
comportamiento diferencial que también aparece reflejado en la fraccion oxidativa
(oxidacion completa N-J 20,87+3,41 vs N-H 34,01+3,84 p<0,05; fraccion oxidativa
N-J 0,09+0,006 vs N-H 0,13+0,005 p<0,01) (Figura 61 b).
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Figura 61 Metabolismo basal del acido oleico. Parametros analizados tras 4 h de oxidaciéon de este
sustrato. (a) Andlisis comparativo entre cibridos N y OA. (b) Analisis comparativo entre
haplogrupos de ADNmt H y J. Los datos se representan como la media + SEM y se obtuvieron a
partir de tres experimentos independientes realizados con 4 réplicas de cada cibrido. ** p<0,01

cibridos N y OA. # p<0,05, ## p<0,01 haplogrupos de ADNmt H y J].Cuando se evalud la
incorporacion de este sustrato al interior celular, no se observaron diferencias entre
los grupos de cibridos N y OA (Figura 62 a). Sin embargo, al analizar la
incorporacion de sustrato en funcion de los haplogrupos de ADNmt, los resultados
mostraron que a lo largo de las primeras 8 h, los cibridos N-J tuvieron niveles de
radioactividad mayores que los N-H, reflejando mayor incorporacion de acido
oleico al interior celular (2 h N-J 60,55+4,41 vs N-H 39,12+3,66 p<0,01; 4 h N-J
110,17+7,31 vs N-H 72,07+7,34 p<0,01; 6 h N-J 152,05+9,91 vs N-H 100,95+10,67
p<0,01; 8 h N-J 183,86+11,62 vs N-H 124,41+14,36 p<0,05) (Figura 62 b).
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Figura 62 Incorporaciéon de acido oleico durante 24 h. Cibridos N y OA (a) y haplogrupos de
ADNmt (b). Los datos se representan como la media + SEM y se obtuvieron a partir de tres
experimentos independientes realizados con 4 réplicas de cada cibrido. *cibridos N y OA. # p<0,05,
## p<0,01 haplogrupos de ADNmt HyJ.

Al realizar el ratio entre el valor de ASM y la oxidacion completa (COz), se observo
que los cibridos OA presentan menor eficiencia en la oxidacién de acidos grasos
(OA 4,04+0,27 vs N 4,99+0,29, p<0,05) (Figura 63 a). A la hora de realizar este
analisis entre los haplogrupos de ADNmt, el ratio ASM/CO: reflejé que los cibridos

N-J presentan una (-oxidacion mas eficiente que los N-H y que los OA-] (N-]

5,63+0,39 vs N-H 4,34+0,23, p<0,05; vs OA-]J 4,15+0,35, p<0,05) (Figura 63 b).
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Figura 63 Metabolismo basal del acido oleico. Eficiencia de la 3-oxidacién tras 4 h de oxidacién de
este sustrato. (a) Analisis comparativo entre cibridos N y OA. (b) Andlisis comparativo entre
haplogrupos de ADNmt H y J. Los datos se representan como la media + SEM y se obtuvieron a
partir de tres experimentos independientes realizados con 4 réplicas de cada condicién y cibrido. *
p<0,05 cibridos N y OA. # p<0,05 haplogrupos de ADNmt HyJ.

Una vez obtenidos y analizados los pardmetros caracteristicos para cada uno de
los metabolismos basales (glucolitico y lipidico), se realizo un andlisis comparativo

entre ambos con el objetivo de estudiar el comportamiento diferencial de los

cibridos frente a la disponibilidad de sustrato.

El andlisis entre ambos metabolismos reflejo que, tanto los cibridos N como los OA
presentan el mismo comportamiento, ya que ambos oxidan significativamente mas
glucosa que acido oleico e incorporan mas acido oleico que glucosa, a pesar de que
el consumo de ambos sustratos es similar. Al realizar este andlisis en funcion de
los haplogrupos de ADNmt H y ], se observé la misma tendencia descrita en los
cibridos N, donde las células portadoras de ambos haplogrupos de ADNmt
oxidaron mas glucosa e incorporaron mas acido oleico. Sin embargo, entre los
cibridos OA, solamente los OA-] mostraron mayor oxidacion de la glucosa,
mientras que ambos (OA-H y OA-J) mostraron mayor fraccion oxidativa de la

glucosa frente al oleico (Tabla 20).
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Tabla 20 Analisis comparativo entre el metabolismo basal de la glucosa y del acido oleico en

cibridos tras 4 h de oxidacion con cada sustrato por separado.

OXIDACION COMPLETA ASOCIADO A CELULA
(CO») (CA)
[“Clglucosa [“Clacido oleico  [*“*Clglucosa [**Clacido oleico
N 58,52+3,86 27,44+3,15%aa 45,92+5,73 76,29+4,46%222
OA 66,28+8,47 23,31+2,292aa 50,41+9,19 73,76%3,93°
N-H 60,10+3,93 34,01+3,832aa 49,69+7,40 76,30+6,89°
N-J 56,95+7,00 20,87+3,41% 42,1619,17 76,27+6,33°
OA-H | 56,48+11,78 26,84+6,38 46,73+17,53 73,12+8,23
OA-] 71,18+11,42 21,55+1,61 52,26+11,80 74,08+4,84
CONSUMO TOTAL FRACCION OXIDATIVA
(CO2+CA) (CO2/CO+CA)
[“Clglucosa [“Clacido oleico  [*“*Cl]glucosa [**Clacido oleico
N 104,44+9,29 104,00+7,07 0,57+0,02 0,25+0,023aaa
OA 116,60+17,42 97,08+5,56 0,59+0,02 0,23+0,01222
N-H 109,78+10,86 110,40+10,56 0,56+0,02 0,30+0,0122
N-J 99,11+15,8 97,59+9,61 0,60+0,04 0,200,012
OA-H | 102,80+28,94 99,96+13,94 0,57+0,06 0,26x0,01>
OA-] 123,4+23,07 95,63+5,85 0,59+0,02 0,220,012

Valores presentados como media + SEM en nmol/mg proteina. “ glu vs ole (*p<0.05, “p<0.005, “*p<0.001,
awaay<().0001). N: normal (rojo y ver claro). OA: artrésico (rojo y verde oscuro). Rojo: glucosa marcada
radioactivamente. Verde: dcido oleico marcado radioactivamente.

4.2 Determinacion del efecto del acido oleico en el metabolismo de la glucosa

Para evaluar el efecto de anadir al medio de cultivo tanto glucosa como acido
oleico (DMEM glu/ole) en el metabolismo de la glucosa, se analizaron los
parametros correspondientes a este metabolismo realizando un andlisis

comparativo frente al cultivo solo con glucosa (DMEM 1+P, basal).

Al realizar un primer anadlisis frente a la condicion basal (DMEM 1+P), se observo

que la presencia del acido oleico en el medio de cultivo tinicamente modul¢ el
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metabolismo de los cibridos N, incrementando significativamente el CO2 y el
consumo total de glucosa (CO:2 N 1,19+0,07, consumo total N 1,12+0,09 vs
basal 1,00£0,10 p<0,01) (Figura 64 a). El segundo andlisis realizado entre los
cibridos N y OA cultivados en presencia de glucosa y acido oleico relativizados
frente a la condicion basal (DMEM 1+P), puso de relevancia que los cibridos N

presentaron mayor CO: y fraccion oxidativa de glucosa que los OA.
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Figura 64 Efecto del acido oleico en el metabolismo de la glucosa. (a) Analisis del efecto del acido
oleico a 100 uM (DMEM glu/ole) comparado con el basal (DMEM 1+P) en el metabolismo de la
glucosa en cibridos N (rojo claro) y OA (rojo oscuro) mediante el ensayo de oxidaciéon de la glucosa.
(b) Analisis entre los haplogrupos de ADNmt. Los datos se representan como la media + SEM y se
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obtuvieron a partir de tres experimentos independientes. b p<0,05, bb p<0,01 DMEM glu/ole frente
al basal (DMEM 1+P). * p<0,05 cibridos N y OA. # haplogrupos de ADNmt Hy J.

Estos datos reflejan que los cibridos N presentan una mejor respuesta que los OA
cuando la disponibilidad de sustrato cambia (COz N 1,19+0,07 vs OA 1,03+0,13
p<0,05; fraccion oxidativa N 1,05+0,04 vs OA 0,96+0,04 p<0,05) (Figura 64 a).

Al realizar el andlisis en funcién de los haplogrupos de ADNmt, los datos
reflejaron que solamente los cibridos N-H presentan niveles de CO>, consumo total
y fraccion oxidativa mayores que el basal cuando se cultivan en presencia de acido
oleico (N-H CO:2 1,22+0,08, consumo total 1,12+0,11, fraccion oxidativa 1,09+0,05
vs basal 1,00+0,08 p<0,05) (Figura 64 b).

Teniendo en cuenta la diferente respuesta descrita entre los cibridos N y OA ante
ambos sustratos y con el objetivo de estudiar si la presencia de acido oleico podria
tener algan impacto en el estrés oxidativo, se analizé la produccion de anion

superoxido (Oz) mitocondrial bajo las mismas condiciones de cultivo.

Los resultados obtenidos al evaluar los niveles de produccién de Oz reflejaron que
la presencia de acido oleico en el medio de cultivo provocd un incremento del
estrés oxidativo en los cibridos OA frente a los N, lo que muestra una peor
adaptabilidad de los cibridos OA frente a una nueva condiciéon nutritiva
(OA 1,2940,12 vs N 0,95+0,06 p<0,05) (Figura 65 a). Al realizar el andlisis en funcién
de los haplogrupos de ADNmt, se observo que los cibridos N-J presentaron niveles
de produccién de este compuesto mas bajos que los N-H y en comparacion con el
basal, reflejando una mejor adaptabilidad frente a la disponibilidad de ambos
sustratos (N-J 0,73+0,08 vs N-H 1,40+0,09 p<0,01, vs basal 1,00+0,06 p<0,05) (Figura
65 b).

Dada las diferencias descritas hasta el momento en el comportamiento de los

cibridos en funcion de la disponibilidad de sustrato, se analizé la expresion génica
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de los dos transportadores clave para la captacion de ambos sustratos al interior

mitocondrial MPC2 (glucosa - piruvato) y CPT1b (acidos grasos - Fa-CoA).

El andlisis de los niveles de expresion de MPC2 entre N y OA no mostrd diferencias
al crecer las células en DMEM glu/ole. Sin embargo, cuando se analizaron entre
haplogrupos de ADNmt, los datos reflejaron que los cibridos N-J y OA-H expresan
menos este gen en comparacion con los N-H (N-J 0,89+0,04, OA-H 0,91+0,13 vs
N-H 1,27+0,06 p<0,01, p<0,05, respectivamente) (Figura 65 c-d).
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Figura 65 Efecto del 4cido oleico en el estrés oxidativo. (a) Analisis del efecto del acido oleico a 100
uM (DMEM glu/ole) comparado con el basal (DMEM 1+P) en la produccion de Oz en cibridos N y
OA mediante citometria de flujo. (b) Analisis en los haplogrupos de ADNmt. (c) Andlisis del efecto
del acido oleico en la expresion génica de MPC2 y CPT1b en cibridos N y OA. (d) Analisis en
haplogrupos de ADNmt. Los datos se representan como la media + SEM y se obtuvieron a partir
de tres experimentos independientes. b p<0,05, bb p<0,01 DMEM glu/ole frente al basal (DMEM
1+P). * p<0,05, ** p<0,01 cibridos N y OA. ## p<0,01 haplogrupos de ADNmt.
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Los datos de expresion génica de CPT1b revelaron que los cibridos OA presentan
niveles de expresion de esta enzima menores que los cibridos N, siendo los cibridos
OA-] los que contribuyen en mayor medida a esta diferencia (OA 0,80+0,15 vs

N 1,78+0,24 p<0,01; OA-J 0,62+0,16 vs N-J 1,59+0,30 p<0,05) (Figura 65 c-d).

4.3 Estudio de la flexibilidad metabdlica de los cibridos transmitocondriales

Teniendo en cuenta la respuesta diferencial de los cibridos, en primer lugar, se
analizd el efecto de los inhibidores en la viabilidad celular y los resultados
reflejaron que las concentraciones y los tiempos de incubacion testados no

afectaron a la viabilidad celular (Anexo II- Figura 4).

Dado que los cibridos N y OA presentaron una diferente adaptabilidad o respuesta
frente a los sustratos presentes en el medio de cultivo, el siguiente paso consistid
en evaluar la flexibilidad metabdlica. Para ello, las células se cultivaron en
DMEM glu/ole durante 48 h y se estudid el metabolismo empleando
D-[*“C(U)]glucosa y [1-**C]acido oleico en presencia de los inhibidores etomoxir y
UK5099, respectivamente. De esta manera, se estudid cémo las células, en
presencia de ambos sustratos, eran capaces de adaptar el metabolismo de la
glucosa teniendo bloqueado el metabolismo de los acidos grasos (etomoxir) y

viceversa.

Los resultados mostraron que la inhibicion con etomoxir incrementd
significativamente la produccion de CO, el CA y el consumo total de glucosa en
los cibridos N pero no en los OA, donde se reflej6 un descenso de la fraccion
oxidativa de la glucosa en comparaciéon con la condicion basal (COz N 1,14+0,10,
CA N 1,13+0,13, consumo total N 1,13+0,11, fraccion oxidativa OA 0,93+0,05 vs
basal 1,00+0,06, p<0,01, p<0,0001, p<0,001, p<0,05, respectivamente) (Figura 66 a).
Por su parte, cuando se inhibi6 con UKS5099, solamente los cibridos OA
presentaron un incremento significativo del CO: y la fracciéon oxidativa del acido

oleico comparado con la condicion basal, sin embargo, esto no ocurrié en los
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cibridos N (CO:2 OA 1,35+0,16, fraccion oxidativa OA 1,22+0,12 vs basal 1,00+0,06,
p<0,05) (Figura 66 b).

a b basalvs ETO s N-OA
*N vs OA 0 6-37‘
1.5 675 *
© bb bbbb bbb
©
s T 1 T
S b
o 1 07 B —
2
s
b
©
(2]
o |
S 05
=2
2
O
<
H\_l
0.0- T T T T
BASAL N OA N OA N OA N OA
OXIDACION ASOCIADO A CONSUMO FRACCION
COMPLETA CELULA TOTAL OXIDATIVA
(Co,) (CA) (CO,+CA) (CO,C0,+CA)
b con etomoxir
N-OA
b basal vs UK
© 2.0 *NvsOA
(2]
«5 *
o
© b
EER b
s
(]
= T I
B —
o 1.0 ——
L
o
o
o
o i
S 0.5
=,
O
<
< 0.0 | : . ‘
BASAL N OA N OA N OA N OA
OXIDACION ASOCIADO A CONSUMO TOTAL FRACCION
COMPLETA CELULA (CO,+CA) OXIDATIVA
(CO,) (CA) (C0,CO,+CA)
con UK5099

Figura 66 Flexibilidad metabdlica en cibridos N (claro) y OA (oscuro). (a) Efecto de la inhibicion
de la ruta de los acidos grasos con 10 uM de etomoxir en el metabolismo de la glucosa comparado
con la condicion basal (DMEM glu/ole). (b) Efecto de la inhibicién de la ruta de la glucosa con 20
puM de UK5099 en el metabolismo de los acidos grasos comparado con la condicién basal (DMEM
glu/ole). Los datos se representan como la media + SEM y se obtuvieron a partir de tres
experimentos independientes con cuatro réplicas por condicién y cibrido. b p<0,05, bb p<0,01, bbb
p<0,001, bbbbb p<0,0001 condicién de cultivo con inhibidor frente al basal (DMEM glu/ole). * p<0,05
cibridos N y OA. Barras rojas: glucosa marcada radioactivamente. Barras verdes: acido oleico
marcado radioactivamente.
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Estos datos en conjunto muestran que la inhibicion con etomoxir en los cibridos N
aumenta el consumo de glucosa y presentan una tendencia a oxidar mas este
sustrato que los OA manteniendo un perfil mas glucolitico. Sin embargo, la
inhibicion con UK5099 reflejoé que los cibridos OA mostraron mayor oxidacion
completa del acido oleico (consumo de glucosa N 1,13+0,11 vs OA 1,02+0,12
p<0,05; CO: de acido oleico OA 1,35+0,16 vs N 1,07+0,10, p<0,05) (Figura 66 a y b).

A la hora de analizar estos parametros en funcion de los haplogrupos de ADNmt,
se observo que solamente en el caso del estudio del metabolismo de la glucosa en
presencia de etomoxir, los cibridos N-H y N-J son capaces de incrementar el COs,
CA 'y consumo total de la glucosa, poniendo de manifiesto que los haplogrupos de
ADNmt no juegan un papel relevante en este proceso, ya que ambos muestran la
misma respuesta (basal 1,00+0,06 vs CO2 NH 1,11+0,10 p<0,05; CA N-H 1,12+0,16
p<0,01, N-J 1,14+0,22 p<0,05; consumo total N-H 1,12+0,12, N-J 1,15+0,20 p<0,05)
(Figura 67 a-b).

Estos datos sugieren que los cibridos N son capaces de incrementar y adaptar el
metabolismo de la glucosa cuando la ruta de los acidos grasos se encuentra
bloqueada, mostrando flexibilidad metabdlica mitocondrial. Los cibridos OA, por
su parte, incrementaron solamente la oxidacion del acido oleico cuando se inhibid
la ruta glucolitica reflejando una flexibilidad metabolica mitocondrial reducida y

mostrando preferencia por el metabolismo de los acidos grasos (Figura 68).
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Figura 67 Flexibilidad metabdlica, analisis por haplogrupos de ADNmt. (a) Efecto del etomoxir en
el metabolismo de la glucosa frente la condicién basal (DMEM glu/ole). (b) Efecto del UK5099 en el
metabolismo de los acidos grasos frente la condicién basal (DMEM glu/ole). Los datos se
representan como la media + SEM y se obtuvieron a partir de tres experimentos independientes
con cuatro réplicas por condicion y cibrido. b p<0,05, bb p<0,01 inhibidor frente al basal (DMEM
glu/ole). Barras rojas: glucosa marcada radioactivamente. Barras verdes: acido oleico marcado
radioactivamente. N: claro. OA: oscuro

Teniendo en cuenta todos estos datos, se analizo el efecto de los inhibidores en
parametros relacionados con el estrés oxidativo y la expresion de genes
relacionados con los procesos basicos de la dindmica mitocondrial (fusion y fision),
estando este proceso relacionado con la respuesta frente a estrés celular y a la

disponibilidad a nutrientes que influye en el metabolismo celular.
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Figura 68 Representacion grafica de los resultados obtenidos en el analisis de la flexibilidad
metabolica mediante el empleo de inhibidores. GLUTs: transportadores de glucosa. T-AC:
transportadores de acidos grasos. MPC: transportador mitocondrial de piruvato. CPT1b:
transportador mitocondrial de acidos grasos. LDs: gotas lipidicas. CTE: cadena de transporte
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El andlisis del estrés oxidativo llevado a cabo mediante el analisis de la produccién
de Oz en presencia de etomoxir y UK5099 reflejé que, en comparacion con la
condicion basal, inicamente la incubacion con UK5099 incrementa los niveles de
produccion de O en ambos tipos de cibridos (N y OA) (basal 1,00+0,06 vs
N 1,41+0,11 p<0,01, OA 1,28+0,11 p<0,05) (Figura 69 a).

Al analizar los niveles de expresion de las enzimas mitofusin 2 (MFN2) y

mitochondrial fission 1 protein (FIST), relacionadas con los procesos de fusion y fision

mitocondrial, respectivamente, se observd que solamente los N son capaces de

incrementar la expresion génica de MFN2 en presencia de UK5099 (basal 1,00+0,10

vs N 1,47+0,11 p<0,01) (Figura 69 b). La incubacion de las células en presencia de
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etomoxir incremento los niveles de FIS1 en ambos tipos de cibridos, pero en el
andlisis entre N y OA no fue estadisticamente significativo (P=0,055). Por su parte,
los niveles de expresion de FIS1 se vieron reducidos al crecer ambos tipos de
células en presencia de UK5099, siendo los cibridos OA los que tuvieron niveles

mas bajos (Basal 1,00+0,08 vs OA 0,47+0,04 p<0,001; OA vs N 0,65+0,04 p<0,05)

(Figura 69 c).
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Figura 69 Andlisis del efecto de los inhibidores mitocondriales etomoxir y UK5099 en la respuesta
al estrés oxidativo tras 48h en DMEM glu/ole. (a) Analisis de la produccién de Oz. (b) Analisis de
la expresiéon génica de MFN2. (c) Analisis de la expresion génica de FIS1. * cibridos N y OA. b
inhibidor frente basal (DMEM glu/ole).

198



5.- Analisis del almacenamiento celular de los principales sustratos

metabdlicos: glucosa y acidos grasos

5.1 Determinacion del almacenamiento de la glucosa en forma de glucégeno y

otras glucoproteinas: tinciéon de PAS

Para evaluar la incorporacion y almacenamiento de la glucosa en el interior celular
se realizo la tincion de PAS. Esta técnica se basa en el empleo del reactivo de Schiff
que marca grupos — OH, caracteristicos de moléculas como el glucdgeno o

glucoproteinas.

El andlisis de las imagenes, asi como su cuantificacidn, reflejaron que no existen
diferencias entre los grupos de cibridos estudiados crecidos tanto en DMEM 4,5+P

y DMEM 1+P, como en DMEM glu/ole (Figura 70 a-c).
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(a) Imagenes representativas tomadas mediante microscopia. (b-¢) Cuantificacion de la densidad
de la tinciéon mediante el andlisis con Image J. Los datos se representan como la media + SEM de
tres experimentos independientes analizando 4 campos por condicidn y cibrido. * cibridos N y OA.
# haplogrupos de ADNmt H y J. a entre medios de cultivo. Hep G2: control de técnica.
Magnificacion de las imagenes: 200.
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5.2 Analisis de la distribucion del acido oleico e incorporacion de acidos grasos

en forma de gotas lipidicas (Lipid droplets- LDs)

Para estudiar la incorporacién de dcido oleico en el interior celular y su
almacenamiento en forma de gotas lipidicas, se utilizO de nuevo sustratos
marcados radioactivamente. Ademds, el marcaje especifico de estas estructuras

(LDs) se realizé con LD540.

El analisis de la distribucion lipidica en el interior celular mostro que la mayor
parte del acido oleico se incorpordé en forma de triacilgliceroles (TAG) y
fosfolipidos (FL), correspondiéndose con un 70% y un 25% del total de lipidos,
respectivamente. Ambos tipos de cibridos (N y OA) mostraron un patrén de
distribucidn lipidica diferente, asi, los cibridos N incorporaron significativamente
mas oleico en forma de FL y colesterol-éster (CE), pero menos en forma de TAG en
comparacion con los cibridos OA (FL N 24,36+0,93 vs OA 20,66+1,02 p<0,05; CE N
5,03+0,37 vs OA 2,98+0,14 p<0,0001; TAG N 64,07+1,17 vs OA 70,02+0,84 p<0,0001)

(Figura 71 a).

Dado la importancia de los TAG en la formacion de gotas lipidicas, se analizd la
incorporacion del acido oleico en forma de TAG en funcion de los haplogrupos de
ADNmt. Los resultados reflejaron que solamente los cibridos OA-] tuvieron
significativamente mas incorporacién de acido oleico en forma de TAG que los

cibridos OA-H (TAG OA-]J 71,58+0,49 vs OA-H 66,91+0,05 p<0,05) (Figura 71 b).

En base a estos resultados, se analiz6 la formacion y almacenaje de los acidos
grasos en forma de LDs mediante imagenes y citometria de flujo utilizando LD540.
Para ello, la adicién de acido oleico en el medio de cultivo se utilizO como una

estrategia para fomentar la formacion de estas estructuras.
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Figura 71 Distribucion de acidos grasos en el interior celular y formacién de gotas lipidicas (LDs).
(a) Patrones de distribucion de acidos grasos en cibridos N y OA tras 24 h de incubacién con
[1-14C]acido oleico (N: verde claro; OA: verde oscuro). FL: fosfolipidos; DAG: diacilgliceroles; FFA:
acidos grasos libres; TAG: triacilglicéridos; CE: colesterol-éster. (b) Distribucion lipidica en forma
de TAG en cibridos portadores de los haplogrupos Hy J. (c) Imagen representativa de la formacion
de gotas lipidicas tefiidas con LD540 (rojo) y Hoechst 33258 (azul-ntcleos) en los cibridos tras ser
crecidos en presencia de 100 uM de acido oleico durante 48 h. (d-e) Cuantificacion mediante
citometria de flujo de la formacién de gotas lipidicas en cibridos N y OA (d) portadores de los
haplogrupos de ADNmt H y ] (e) tras ser crecidos en DMEM 4,5+P (basal) o DMEM ole. Los datos
se representan como la media + SEM y se obtuvieron a partir de tres experimentos independientes.
* p<0,05, *** p<0,001 cibridos N y OA. # p<0,05 haplogrupos de ADNmt H y J. bbbb p<0,0001 DMEM
ole frente al basal (DMEM 4,5+P).

El andlisis de los datos obtenidos reflejo que, cuando se crecen las células en
presencia de este sustrato (DMEM ole), ambos tipos de cibridos (N y OA)
incrementan significativamente la formacion de LDs comparado con la condicion
basal (DMEM 4,5+P), siendo los OA los que presentan una mayor cantidad de LDs
frente a los N (N 1,90+0,14, OA 2,65+0,26 vs basal 1,00+0,09 p<0,0001; N 1,90+0,14
vs OA 2,65+0,26 p<0,05) (Figura 71 d). Cuando se realizé el mismo analisis pero en
funciéon de los haplogrupos de ADNmt H y J, los datos mostraron la misma
tendencia descrita anteriormente, observandose un incremento de la formacion de
LDs en todos los grupos a estudio y siendo los cibridos OA-J los que presentan un
valor significativamente mayor frente a los N-J y los OA-H (N-H 2,00+0,11,
N-J 1,89+0,11, OA-H 2,31+0,14, OA-J 2,89+0,24 vs basal 1,00+0,11 p<0,0001; OA-]J
2,89+0,24 vs N-J 1,89+0,11 p<0,05; OA-J 2,89+0,24 vs OA-H 2,31+0,14 p<0,05) (Figura

71e).

521 Empleo del acido oleico almacenado en el metabolismo celular:

determinacion de la lipolisis celular

La lipolisis celular consiste en la liberacion de estos acidos grasos acumulados para
su posterior oxidacion por la via mitocondrial. En base a los resultados obtenidos
anteriormente, se evaluo la capacidad lipolitica de los cibridos con el objetivo de
conocer si, ademds de ser capaces de incrementar el almacenamiento de acidos
grasos en forma de gotas lipidicas, son capaces también de utilizar estas

estructuras como reservorios de energia.
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El analisis de los datos obtenidos llevado a cabo entre los grupos de cibridos N y

OA reflejo que solamente existen diferencias significativas entre ambos grupos tras

8 h de medicion, siendo los cibridos N los que presentaron un perfil mas lipolitico

que los OA (N 10,21+0,85 vs OA 6,43+1,30 p<0,05) (Figura 72 a). Por su parte, el

andlisis entre los haplogrupos de ADNmt no reflej0 ninguna diferencia

significativa en los grupos estudiados (Figura 72 b). Cabe destacar que en estas

células a penas se vio incrementada la lipolisis durante las 24 h sin sustrato que

duro el experimento.
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Figura 72 Determinacion de la lipolisis tras 24 h de cultivo sin sustrato marcado radioactivamente.
Cibridos N y OA (a) y haplogrupos de ADNmt H y J (b). Los datos se representan como la media
+ SEM vy se obtuvieron a partir de tres experimentos independientes. * p<0,05 cibridos N y OA. #
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DISCUSION

Objetivo 4

El metabolismo celular juega un papel fundamental en el estudio de mecanismos
moleculares que puedan dar lugar al origen de una enfermedad. Hoy en dia
sabemos que la OA es una enfermedad que conlleva un aumento del estrés
oxidativo y de la muerte celular, ambos relacionados con procesos de disfuncion
mitocondrial, menor produccidon de ATP, fragmentacion de la masa mitocondrial
y con una peor respuesta a estimulos caracteristicos de la enfermedad, como un

bajo grado de inflamacion cronica (80, 86, 88, 125, 192, 227).

A pesar de que el estudio de estos procesos celulares en la OA ha avanzado mucho
en los ultimos anos, todavia se desconoce cOémo se desencadenan estos cambios a
nivel molecular. No obstante, se ha descrito que el metabolismo estd implicado en
la patogénesis de la OA, donde el metabolismo de los condrocitos artrosicos esta
alterado facilitando la produccién de factores anti-anabdlicos, pro-catabolicos e

inflamatorios (91).

Bajo este escenario, la mitocondria tiene una funcion central, por lo que los
resultados obtenidos en el desarrollo de este objetivo ayudan a entender mejor el

estatus metabolico celular y la implicacion de la funciéon mitocondrial en la OA.

El estudio del metabolismo de la glucosa en los cibridos transmitocondriales,
generados utilizando plaquetas de donantes N y OA portadores de los
haplogrupos de ADNmt H y J, se abordd desde varios enfoques permitiendo
analizar tanto el consumo celular de la glucosa presente en el medio de cultivo, la
capacidad glucolitica mediante el andlisis de la ECAR, asi como el metabolismo
siguiendo la glucosa marcada radioactivamente, lo que nos permitio tener una

visién global del mismo en este modelo celular.
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Tras estos andlisis, se observd que los cibridos OA tuvieron menor glucolisis
determinada por la ECAR que los N. Sin embargo, mostraron un incremento del
consumo de glucosa y, a pesar de que no se observaron diferencias en la
produccion de lactato, el ratio obtenido entre ambos pardmetros fue mas bajo. Con
este dato, junto con que parecen tener una menor actividad LDH, cabria esperar
una diferente produccion de piruvato entre ambos grupos, no obstante, no se
observaron estas diferencias entre los dos tipos de cibridos (N y OA). Estos
resultados, lejos de ser contradictorios, apuntan a una misma direccién mostrando
que posiblemente los cibridos N presenten un metabolismo mas glucolitico. Esto
es debido a que, como se describid anteriormente, el aumento de la glucolisis junto
con el desacoplamiento de la funciéon mitocondrial, implica un incremento de la
acumulacion del piruvato en el citoplasma lo que favorece la produccion de lactato
por parte de la enzima LDH (228). Este sustrato producido provoca la acidificacion
del medio extracelular, parametro que se puede medir mediante la ECAR y que se
vio incrementado en estas células en la primera parte de este objetivo. En segundo
lugar, es posible que los cibridos OA, por su parte, incorporen mayor cantidad de
glucosa con el objetivo de dirigir este sustrato a la mitocondria y compensar el

dano en su funcién.

Teniendo en cuenta la posibilidad de que el piruvato formado mediante la
glucolisis sea transportado rapidamente al interior mitocondrial en los cibridos
OA, quedando retenido en su interior, y que la lisis celular realizada durante el
protocolo no llegase a romper la mitocondria, es probable que el contenido total
de piruvato no se liberara al extracto utilizado para medir su concentracion, por lo

que el resultado no sea un reflejo fiel de lo que estd pasando en el modelo celular.

El piruvato entra a la mitocondria a través del complejo MPC (mitochondrial
pyruvate Carrier 1 (MPC1) y MPC2), pero esta descrito en la literatura que MPC2
acttia como un transportador de piruvato autonomo y no depende de MPC1 para

ejercer su funcién (229), por lo que en este trabajo se analiz6 el nivel de expresion
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génica solo de esta subunidad. Los datos reflejaron una expresion génica MPC2
menor en los cibridos OA, lo que podria ser indicativo de una peor respuesta
metabdlica que puede afectar a la respuesta bioenergética, como recientemente se
ha descrito en un modelo de Alzheimer (230). Teniendo en cuenta que se ha
descrito que MPC2 media en la disfuncion mitocondrial (231), resulta interesante
poder desterminar el significado real de este pardmetro en nuestro modelo celular,
por lo que seria necesario profundizar en su estudio mediante el empleo de otras

técnicas en el futuro.

Todos estos datos apuntan a una misma direccion, mostrando que el metabolismo
de los cibridos OA estd alterado, puesto que presentan un fenotipo menos

glucolitico obteniendo la mayor parte de energia via mitocondrial.

Como se ha visto anteriormente, la concentracién de glucosa puede afectar el
metabolismo de las células y cada vez son mas los investigadores que prefieren
utilizar una concentracidon de glucosa mads baja a la hora de realizar experimentos
in vitro, ya que una concentracion 4,5 gr/L equivaldria a una persona diabética con
una alta exposicion de azticar en sangre, siendo una concentracion ttil inicamente
en modelos de diabetes (232-234). A lo largo del desarrollo de este trabajo de tesis
doctoral, se han analizado diferentes parametros relacionados con la funcion
celular y mitocondrial bajo dos concentraciones de glucosa, una mas estandar a
nivel del laboratorio pero también considerada hiperglicemia (DMEM 4,5) y otra
cada vez mas ampliamente utilizada, ya que se considera una concentraciéon mas
parecida al entorno fisioldgico de una célula en el cuerpo humano (DMEM 1),
poniendo de relevancia diferencias existentes entre los diferentes grupos de
cibridos. No obstante, a la hora de estudiar parametros relacionados con el
metabolismo de la glucosa, solamente observamos diferencias entre los cibridos N
y OA cuando estos se crecieron en una alta concentraciéon de glucosa. Una posible
explicacion podria ser que los cibridos OA presentan una respuesta similar que los

condrocitos OA debido a que la disfunciéon mitocondrial que presentan incrementa
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la demanda metabolica y energética, y modula parametros/rutas citoplasmaticas
para satisfacer el requerimiento celular. Asi, como se describié anteriormente en
condrocitos OA, al aumentar la concentracion de glucosa en el exterior celular,
estos no son capaces de regular los niveles de expresion de los transportadores de
glucosa, por lo que el consumo y la oxidacion de este sustrato se ve incrementado
lo que presenta una serie de complicaciones a nivel de estrés oxidativo y muerte
celular (113, 179). Los datos obtenidos en este objetivo siguen esta misma linea, ya
que se observé que cuando los cibridos se crecieron a una baja concentracion de
glucosa no se observaron diferencias entre los grupos, sin embargo, al ser crecidos
en altas concentraciones de este sustrato, los cibridos OA presentaron un mayor
consumo y oxidacién de glucosa, ademas de un incremento en la expresion génica

de SLC2A1.

Con el objetivo de estudiar el metabolismo de los cibridos desde un punto de vista
mas proximo a lo que ocurre a nivel fisiologico, se estudiaron las diferencias
existentes en el metabolismo basal entre cibridos N y OA utilizando dos de los
sustratos mds importantes en el metabolismo celular para obtener energia, glucosa
y acido oleico. De esta manera, como se vio anteriormente a la hora de analizar el
metabolismo basal de la glucosa a una baja concentracion, no se observaron
diferencias entre ambos grupos. Sin embargo, al analizar los datos obtenidos del
metabolismo basal del acido oleico, los cibridos OA mostraron una menor
produccion de ASM que los N. A pesar de que hoy en dia se conoce que la glucosa
es una de las principales fuentes de energia en los condrocitos, se ha demostrado
que los lipidos también forman parte del metabolismo de estas células siendo
necesarios tanto para la obtencion de energia como a nivel estructural y de
sefalizacion (91, 213). Los niveles de produccion de metabolitos solubles se
consideran una medida directa la oxidacidon incompleta, esto es debido a que no
todos los carbonos de los acidos grasos de cadena larga se oxidan hasta Acetil-CoA,

por lo que la molécula resultante, liberada al exterior celular, se puede analizar en
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el medio de cultivo (235). Los niveles bajos de este parametro se pueden asociar
con un menor consumo total del acido oleico observado también en los cibridos
OA, no obstante, una menor produccién de ASM también se asocia con una
funcion mitocondrial menos eficiente (220), dato que concuerda con lo observado
en el analisis del parametro de la eficiencia de la B-oxidacion, donde los cibridos
OA presentaron un menor ratio entre la produccion de metabolitos intermediarios

y la oxidacion completa.

A la hora de analizar las diferencias entre los haplogrupos de ADNmt Hy J en el
metabolismo basal de la glucosa, se observd que los cibridos OA-] presentan
mayores niveles de glucosa asociada a la célula y también tienden a oxidar mas
este sustrato. Ademas, en el caso del analisis del metabolismo basal de los acidos
grasos, se observd que los cibridos N-J oxidan menos acido oleico y presentan
mayor eficiencia de este proceso que los N-H, sin embargo, no se observaron
diferencias en este parametro en los cibridos OA. En conjunto, estos datos reflejan
que el haplogrupo de ADNmt ] favorece un comportamiento celular mas
glucolitico que el haplogrupo de ADNmt H. Esta afirmacién podria ser resultado
del caracteristico perfil bioenergético descrito en cibridos portadores de este
haplogrupo de ADNmt, donde de acuerdo con datos de estudios previos, se
observd que este tipo de cibridos son capaces de incrementar la viabilidad celular
aumentando la glucolisis y disminuyendo la produccion de ATP y ROS (80, 101,
122, 128).

Como se ha descrito anteriormente, la glucosa y los acidos grasos son dos de los
principales sustratos que utiliza una célula para obtener energia (197, 200). Con los
resultados obtenidos a nivel basal, se realizdé un andlisis comparativo entre el
metabolismo de la glucosa y del acido oleico y se observo que ambos tipos de
cibridos presentan un metabolismo principalmente glucolitico, ya que prefieren
oxidar la glucosa por encima del acido oleico. Este dato concuerda con lo descrito

en condrocitos, células que se consideran mayormente glucoliticas a pesar de que
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hoy en dia se sabe que los condrocitos obtienen hasta un 25% de energia a través

de la mitocondria (81, 182, 236).

Con el objetivo de profundizar en este resultado, se cultivaron las células en
presencia de glucosa y acido oleico simultdneamente. De esta manera se estudio el
efecto de los acidos grasos en el metabolismo glucolitico de los cibridos y se
observd que los cibridos OA presentan un comportamiento diferente de los
cibridos N, los cuales fueron capaces de incrementar el metabolismo glucolitico
aun en presencia de dcido oleico. Este resultado se confirm¢ al analizar los datos
obtenidos del metabolismo de la glucosa inhibiendo el metabolismo del acido
oleico con etomoxir. En este caso, de nuevo los cibridos N, pero no los OA, fueron
capaces de compensar la inhibicién del metabolismo lipidico, incrementando los
niveles de los parametros estudiados en el metabolismo de la glucosa manteniendo
un perfil glucolitico. En contraste, al analizar los datos obtenidos del metabolismo
de los acidos grasos, inhibiendo el metabolismo de la glucosa con UK5099, se
observo un incremento de los pardmetros analizados solamente en los cibridos OA,
lo que sugiere una preferencia por el metabolismo del 4cido oleico. Estos datos
ponen de manifiesto que los cibridos portadores de mitocondrias de pacientes con
OA no son capaces de adaptar su metabolismo glucolitico frente a cambios en las
condiciones energéticas, desenmascarando un desequilibrio en la funcién
mitocondrial que favorece la oxidacion de 4acidos grasos. Ademads, como se
describié anteriormente en el objetivo 3, la produccion de Oz depende
directamente de la correcta funcion mitocondrial proporciondndonos un marcador
de estrés oxidativo mitocondrial. Asi, siguiendo la misma linea de resultados, los
cibridos OA presentaron un incremento de la produccion de ROS mitocondrial
cuando se incubaron las células en presencia de ambos sustratos en comparacion
con los N, reflejando que la inadaptabilidad metabolica incrementé el estado de
estrés celular a nivel de este organulo. En este sentido, en la literatura aparece

descrito que la disfuncion mitocondrial y el consecuente desequilibrio en el
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cometido de la mitocondria en el metabolismo celular favorece la oxidacion de los
acidos grasos e incrementa el estrés oxidativo. (189, 237-239). En concreto, Aduano
y colaboradores describieron que la induccion de la disfuncion mitocondrial en
una linea celular de neuroblastos indujo un cambio en el metabolismo celular a
tavor del incremento de la 3-oxidacion de acidos grasos (237), por lo que es posible
que en nuestro caso estos resultados se deban a la disfuncién mitocondrial que
presentan los cibridos OA desde su generacion y que previamente se ha

relacionado el desarrollo de la OA y el dano celular en condrocitos (80, 125, 227).

Uno de los mecanismos de respuesta de la mitocondria frente a un incremento del
estrés oxidativo es la regulacion de la dindmica mitocondrial y la mitofagia (26).
Por ello, tras observar que la presencia del UK5099 elevaba los niveles de
produccion de ROS en ambos tipos de cibridos, decidimos estudiar la dindmica
mitocondrial mediante la expresion génica de enzimas implicadas en los procesos

de fusion y fision de la membrana mitocondrial.

Hoy en dia se conoce que a un exceso de nutrientes y/o la disfuncion del
metabolismo celular provoca la fision de la membrana mitocondrial que genera
una red mitocondrial fragmentada y reduce la eficiencia energética, aumentando
la produccion de ROS y favoreciendo la eliminacion de mitocondrias mediante
mitofagia (19, 159, 206). Al contrario, tras un proceso de fusién mitocondrial, la red
mitocondrial es tubular y fusiforme y se favorece la viabilidad celular
incrementando la produccién de ATP, la tasa de respiracion y mejorando la
homeostasis del calcio (200, 205). En concreto, MFN2 media en la fusién entre
membranas mitocondriales estableciendo interacciones con otras proteinas y
generando una red mitocondrial conectada y tubular. Por su parte, la fision
mitocondrial se origina por FISI, que es una proteina situada en la membrana
externa mitocondrial que reconoce la proteina encargada de la escision de la
membrana mitocondrial dynamic-related protein 1 (DRP1) (205, 206, 240). Un

correcto balance entre los procesos de fusion y fision mitocondrial permiten que la
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célula sea capaz de adaptarse a los requerimientos nutricionales en cada momento,
regulados por un conjunto de proteinas que median en la remodelacién de las

membranas externa e interna de la mitocondria (26, 207).

En el caso de los cibridos, los resultados obtenidos en los niveles de expresion de
estas enzimas implicadas en la dindmica mitocondrial reflejaron que, a pesar de
que ambos tipos de cibridos presentan niveles de expresion de FIS1 disminuidos,
solamente los cibridos N y no los OA mostraron una respuesta adaptativa,
incrementando la expresion génica de MFN2 frente a la elevacion de los niveles de
produccion de ROS en presencia de UK5099. Cabe destacar este resultado porque,
aunque se ha descrito que el equilibrio entre los procesos de fisién y fusiéon
mitocondrial regulan la eliminacion de mitocondrias dafiadas, también se ha
detallado el papel que juega este proceso mediante otra vias como la estabilizaciéon
de PINK en la membrana externa de la mitocondria y el reclutamiento de PARKIN
desde el citoplasma hasta la mitocondria, para iniciar la mitofagia (157, 159, 206).
En este caso, es posible que los cibridos N recluten Parkin mediante el incremento
de MFN2 en la membrana externa, como respuesta a un incremento del estrés
oxidativo, logrando eliminar las mitocondrias dafiadas o disfuncionales por la via
Pink/Parkin independientemente de la dindmica mitocondrial y los ciclos de
fusion y fisién (206). Estudios previos donde se ha descrito que las células
originadas de la linea parental de osteosarcoma 143B.TK- presentaron niveles de
proteina de MFN2 elevados siguen la misma linea de estos datos, ya que se mostrd
que puede jugar un papel relevante en la respuesta al estrés celular, debido a que
su sobreexpresion tiene una funcion protectora en cuanto a la funcion
mitocondrial, reestableciendo quiza parcialmente el dafio metabolico en células
con ADNmt danado (241, 242). Esto ocurre por el caracteristico metabolismo de las
células tumorales (efecto Warburg) que al ser células mayormente glucoliticas,

presentan de por si un sistema respiratorio aberrante que genera un exceso de
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produccion de ROS a nivel mitocondrial, por lo que constan con sistemas de

respuesta a estrés oxidativo mas eficientes que otros tipos celulares (243).

A la hora de estudiar el metabolismo de un sustrato no todo se centra en como se
oxida el mismo, sino que también es necesario tener en cuenta de qué manera se
incorpora a las estructuras celulares o si se acumula en estructuras de
almacenamiento. Por ello, el altimo paso de este trabajo se centro principalmente
en estudiar la incorporacién y acumulacion de la glucosa y el acido oleico en el

interior celular.

Una de las principales estructuras de reserva energética que se forma a partir de la
glucosa es el glucdgeno y el andlisis de este compuesto en el modelo celular bajo
diferentes medios de cultivo no mostrd diferencias significativas entre ninguno de
los grupos a estudio. En este caso, se esperaria que, con el aumento de la
concentracion de la glucosa, las células incorporaran mas este sustrato en forma de
reserva energética. Sin embargo, es posible que en presencia de una elevada
concentracion de glucosa utilicen este sustrato en otras vias celulares, como la
glicosilacion de proteinas, proceso que se describid recientemente en condrocitos
y que se ha asociado al envejecimiento y a la destruccion del cartilago (244-247).
De todos modos, es importante resaltar que quiza la metodologia utilizada (tincion
y microscopia) en el desarrollo de este objetivo no sea la mas indicada para
observar estas diferencias, por lo que seria interesante profundizar en el estudio
de este parametro mediante técnicas que nos permitan estudiar el perfil de

glucosaminoglicanos y otras moléculas asociadas al metabolismo de la glucosa.

Tras el analisis de todos estos resultados, se observo que los cibridos OA presentan
mayor afinidad por el metabolismo de los acidos grasos que los N, por lo que
resultd interesante estudiar la distribuciéon de los lipidos en la célula. Los
resultados obtenidos reflejaron un patron de distribucion diferente entre ambos
tipos de cibridos. Asi, los cibridos OA mostraron menor acumulaciéon de acido

oleico en forma de fosfolipidos y de colesterol-éster en comparacién con los N.
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No obstante, este sustrato se incorporo en mayor medida en forma de
triacilglicerol en los cibridos OA, que también mostraron una mayor formacion de
gotas lipidicas en comparaciéon con los N. Previamente en la literatura se ha
descrito que los acidos grasos se pueden incorporar en el cartilago y en los
condrocitos en forma de fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol y
triacilglicéridos (212, 214, 248, 249). Los fosfolipidos se consideran importantes
para el mantenimiento normal del cartilago y los triacilgliceroles dirigen el
almacenamiento de los acidos grasos en forma de gota lipidica (213). Hoy en dia,
se ha descrito que el almacenamiento de lipidos en forma de gotas lipidicas podria
actuar como una respuesta adaptativa frente a un posible incremento de toxicidad
por la acumulacion de dcidos grasos en el interior celular, ademas de funcionar
como reservorios de energia sin afectar al estado redox de la célula (209, 250). De
todos los datos obtenidos en relacion al almacenamiento de los lipidos en el
interior celular, observamos que los cibridos OA y, en concreto, los portadores del
haplogrupo de ADNmt J, tuvieron una mayor incorporacion de acido oleico en
forma de triacilgliceroles, asi como mayor formacion de gotas lipidicas. No
obstante, no se observaron diferencias en la lipolisis. Estos resultados apoyan la
hipotesis de que este haplogrupo de ADNmt confiere proteccion frente al
desarrollo de la OA en aquellos sujetos que lo portan, donde, como se ha explicado
anteriormente, una alteracion del metabolismo lipidico podria ser un factor de
riesgo en esta patologia (101, 210, 214). Actualmente, estudios poblacionales
previos han puesto de manifiesto la relacidon existente entre el haplogrupo de
ADNmt J y la OA mostrando que esta configuracion de SNPs protege frente a la
incidencia y progresion de esta patologia a nivel de la rodilla y la cadera (98, 100,
123, 251). A pesar de que hoy en dia todavia es necesario estudiar y profundizar a
nivel molecular la relacion entre este haplogrupo de ADNmt y la proteccion en la
OA, resulta interesante destacar la posibilidad de que los cibridos N-J y OA-]
almacenan una mayor cantidad de acidos grasos en gotas lipidicas, quiza con el

objetivo de proteger frente al desequilibrio del metabolismo de los 4cidos grasos
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como un mecanismo de respuesta protector frente a la incidencia y progresion de

la OA.

Todos estos datos demuestran que los cibridos originados de donantes OA se
comportan de una manera diferente en comparacion con los N. En concreto, cabe
resaltar la baja capacidad metabolica mitocondrial que presentan teniendo en
cuenta que se trata de células mayormente glucoliticas. Esto sigue la misma linea
descrita en la literatura, donde se resalta la capacidad metabdlica de reparacion y
regeneracion del cartilago en fases iniciales de la enfermedad y la pérdida de esta
flexibilidad metabolica en fases mas tardias (91). A pesar de todo ello, durante los
ultimos afnos se ha avanzado mucho en el estudio de la patologia artrosica a nivel
molecular, sin embargo, el andlisis de la flexibilidad metabolica y sus
consecuencias en relacidon a esta enfermedad todavia se encuentra en sus fases
iniciales de estudio, por lo que es necesario profundizar en el empleo de nuevas

técnicas que nos permitan incrementar el conocimiento en esta area.

215






OBJETIVO 5

Proteoma de los cibridos con marcaje isotopico para

cuantificacion relativa y absoluta (iTRAQ).






INTRODUCCION

Objetivo 5

La mitocondria es un organulo celular que presenta su propio ADN formado por
un conjunto de 37 genes. De estos genes solamente 13 codifican para proteinas que
se encuentran mayormente implicadas en el transporte electronico y en la
fosforilacion oxidativa. Hoy en dia se ha descrito que el proteoma mitocondrial se
origina a partir de los dos ADN celulares (ADNn y ADNmt), asi, en la mitocondria
se encuentran alrededor de 1500 proteinas codificadas por el genoma nuclear que
se asocian con actividad mitocondrial y son necesarias para el correcto

funcionamiento de este organulo (252).

Los modelos de células Rho-0 han sido de gran ayuda a la hora de evaluar las
diferencias de la expresidon proteica en una linea celular carente de ADNmt
estudiando en mayor profundidad la implicacion/efecto de la mitocondria en el
proteoma celular (252, 253). Asimismo, los andlisis protedmicos comparativos
entre cibridos parecen ser ttiles a la hora de examinar de manera tanto cuantitativa
como cualitativa el efecto que el proteoma mitocondrial puede inducir en el
proteoma celular total (bien debido a una mutaciéon en el ADNmt, o a la propia
perturbacién metabdlica que un genoma mitocondrial completo externo puede

inducir) (254).

El proteoma de una célula, a diferencia del genoma, es un sistema dindmico que
varia en funcion del estado de la propia célula. De este modo, la regulacion de su
expresion y correcto funcionamiento dependen de la activacion o silenciamiento
de genes, de la epigenética, del procesamiento, sintesis y plegamiento de la propia
informacion generada por el genoma, o incluso de los cambios postraduccionales
que tengan lugar una vez sintetizada la proteina. El objetivo final es originar una

respuesta celular adecuada y adaptada al entorno fisioldgico de la célula (255, 256).
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Por ello, dentro de una célula, el proteoma constituye la ultima barrera de
actuacion frente a estimulos o a condiciones estresantes, siendo por tanto las
proteinas las encargadas de llevar a cabo la funcion final cuando se genera una

respuesta a nivel genético.

La protedmica consiste en el estudio de las proteinas expresadas por un organismo
bajo un entorno concreto. Las técnicas protedmicas se han desarrollado en los
altimos anos con el objetivo de, no solo identificar el conjunto de proteinas que
forman el proteoma de un organismo, sino también con el fin de llegar a
comprender la funcion que desempefian dentro de su metabolismo y analizar de
manera comparativa la variacion del proteoma bajo diferentes condiciones
tisiologicas (257). Una de las técnicas mas utilizadas en el estudio de las proteinas
es la espectrometria de masas (MS) ya que permite conocer cambios en el proteoma
celular a nivel de alteraciones estructurales, como el plegamiento y la estabilidad,
en la agregacion o incluso en la interaccion con otras proteinas (258, 259). Pese a
ello, este tipo de técnicas presentan limitaciones. Una de ellas es que se obtienen
largas listas de proteinas que pueden o no estar expresadas diferencialmente entre
dos condiciones, pero que finalmente carecen de un sentido bioldgico funcional.
Por ello, en los ensayos protedmicos es necesario un analisis posterior tras el
procesado de las muestras y la adquisicion de los datos. Esto proporciona la
posibilidad de estudiar la funcion bioldgica real en la célula mediante
aproximaciones bioinformaticas, favoreciendo una mejor interpretacion de los

datos y los procesos bioldgicos en los que estan implicados (255-257).

El empleo de técnicas protedmicas constituye una herramienta eficaz a la hora de
estudiar un amplio conjunto de proteinas al mismo tiempo, siendo la proteémica
comparativa uno de los abordajes mas interesantes del estudio del proteoma
celular. Este tipo de analisis comparativo permite identificar proteinas presentes

en una o varias muestras bajo diferentes condiciones y, al mismo tiempo,
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cuantificar o bien, de manera absoluta, o bien, de manera relativa frente una

condicion control, la abundancia inducida por un proceso biologico determinado.

Gracias al avance de los ultimos anos, hoy en dia disponemos de una tecnologia
de marcaje con isotopos para cuantificacion relativa o absoluta (Isotope Tagged
Relative and Absolute Quantification- iTRAQ) que permite marcar un total de 8
muestras y analizarlas simultdneamente. En comparacion con otros métodos, este
tipo de marcaje ofrece un mayor rendimiento de las muestras, ya que se realiza
tras haber digerido las proteinas y, ademads, proporciona la posibilidad de
disminuir el tiempo de adquisicion de datos, analizando hasta un conjunto de 8

condiciones diferentes al mismo tiempo (260).

Como se ha demostrado a lo largo del desarrollo de este trabajo de tesis, el ADNmt
que proviene de pacientes con OA (o que presenta un haplogrupo de ADNmt
determinado) parece jugar un papel importante en la funcion celular, presentando
diferente capacidad de respuesta frente a diferentes estimulos, asi como en la
modulacion metabdlica al compararlo con el ADNmt de donantes N. Por ello, el
objetivo de este capitulo se basa en identificar, caracterizar funcionalmente y
analizar la expresion diferencial de un conjunto de proteinas obtenidas a partir de
cibridos N y OA portadores del haplogrupo de ADNmt H o ] mediante el empleo

de técnicas protedmicas comparativas basadas en la MS.
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MATERIAL Y METODOS

Objetivo 5

El proteoma de los cibridos transmitocondriales se estudié en 8 cibridos diferentes
originados a partir de 8 donantes, 4 N y 4 OA, portadores de los haplogrupos H o
J (Figura 73).

Cibrido
Haplogrupo

1¢° Precipitado celular:
2x10° células

29 Extraccién proteinas
SDS+UREA

39 cyantificacion de
proteina total

4e Precipitacion,
reduccion y alquilacion
de proteinas

59 Digestion con
tripsina: peptidos

62 Marcaje de péptidos
mediante iTRAQ

- Activacion y equilibrado

de laresina - Elucién de

la muestra

72 Limpieza de - Anclajey
P . limpieza de
péptidos mediante |
; amuestra
columna de resina
(c18)
12
82 Anilisis e identificacion 31N Tiempo de retencién ., 5
RP-HPLC-MS/MS - ‘ | J_L
=i K | . I I I
[ AIVNR — —
|/
y | = Marcadores MS/MS
- N .I|.I ..‘HII’ |

Perfil proteico

Figura 73 Flujo de trabajo seguido para el marcaje iTRAQ de los cibridos.
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1.- Extraccion y separacion de proteinas a partir de un extracto celular

mediante técnicas basadas en gel

Del mismo modo en el que se describio anteriormente en el material y métodos del
Objetivo 3 en el apartado 3.1, la extraccidon de proteinas se llevo cabo utilizando un
tampon de lisis celular (urea a una concentracion de 6M y SDS al 2%) que favorece

la lisis celular y la liberacion de las proteinas al medio extracelular.

Para ello, se tripsinizaron y recogieron un total de 2x10° células de una placa de
100 mm? en DMEM 4,5 +P, y se obtuvo un precipitado celular mediante una
centrifugacion a 1500 rpm durante 10 min. A continuacion, este precipitado se lavd
con solucidn salina isotonica tres veces mediante centrifugaciones de 1500 rpm
durante 10 min y se afiadi6 100 ul de tampon de lisis. Finalmente, las muestras se
lisaron aplicando voOrtex y una sonicacion de 3 min y se centrifugaron a 13000 rpm
durante 15 min a 4°C. Posteriormente se recuperd el sobrenadante y se

almacenaron a -20°C.

La cuantificaciéon de las proteinas se realizé mediante BCA (Objetivo 3 en el
apartado 3.1) y se comprobd la exactitud de la cuantificacion, asi como la
integridad de la muestra mediante el empleo de técnicas basadas en gel y la
realizacion de una tincién de plata para llevar a cabo una densitometria. En este
caso, se prepard un gel de poliacrilamida (acrilamida/bisacrilamida) de 1 mm de

grosor que consistio en:

- Gel concentrador compuesto por: 4% de acrilamida/poliacrilamida (Sigma-
Aldrich), 375 ul de TRIS a una concentracion de 2 M pH=6,8, 30 ul de SDS al
10%, 5 pl/ml de persulfato amonico (PSA) a una concentracion de 20% para
iniciar la reaccion de polimerizacion y 1 pl/ml de N,N,N’,N’-
tetrametilentilendiamina (TEMED) que cataliza esta reaccion y H2O hasta
completar un volumen final de 1,5 ml.
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- Gel separador compuesto por: 10% de acrilamida/poliacrilamida (Sigma-
Aldrich), 1,88 ml de TRIS a una concentracién de 2M y pH=8,8, 100 ul de SDS
al 10%, 12,5 pl de PSA al 20%, 6 ul de TEMED y H:O hasta completar un

volumen final de 10 ml.

Una vez polimerizado el gel, a cada 5 ul muestra se le afadio 1 pl de H2O y 2 ul de
tampon de carga (4xlaemmli Sample buffer solution (Bio-Rad, Hercules)) con
-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich) y se desnaturalizaron a 100°C durante 5 min.
Finalmente, se mont6 el gel en la cubeta de electroforesis con tampdén de
electroforesis (0,25 M Tris-Base, 1,92 M glicina, 1% SDS y H2O hasta 1 L), se
cargaron las muestras junto con un marcador de peso molecular Precision Plus

Protein™ Dual Xtra Standars (BioRad) y se corrié durante 60 min a 100 voltios.

2.- Cuantificacion de proteinas mediante tincion de plata y

densitometria

La tincion del gel de poliacrilamida permite la visualizacion del perfil proteico de
cada una de las muestras y, por tanto, su cuantificacion aproximada. En este
trabajo se realiz6 un protocolo de tincion de plata modificado de Rabilloud 1992
(261) debido a que la sensibilidad de esta tincion se corresponde con 1 ng de

proteina.

Una vez que se han separado las proteinas en el gel de poliacrilamida, se fijaron en
tampon fijador (40% de etanol, 10% de acético glacial (Sigma-Aldrich) y 50% H:O
destilada) durante dos periodos de 20 min. Tras dos lavados de 10 min con HO
destilada, se incub6 con tampoén sensibilizador (0,02% de tiosulfato sédico (NaTio)
(Sigma-Aldrich)) durante 1 min. De nuevo, se lavo dos veces en H20 destilada
durante 1 min y se tifld con reactivo de plata (0,2% de nitrato de plata (AgNOs)
(Sigma-Aldrich) en 0,075% de formalina (Sigma-Aldrich)). A continuacion, se lavd

durante 10 seg con H20 destilada y se revel? el gel durante un maximo de 10 min
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en presencia de carbonato potdsico (Na2COs) al 3% (Sigma-Aldrich), 0,025% de
formalina y 12,5 mg/L de NaTio. Una vez que las bandas se tifieron, se pard el
revelado con 3% de Tris-base en acético glacial al 10% durante 30 min y finalmente

se lavo en H20 destilada durante 10 min.

La imagen del gel se obtuvo con el escaner Microtek’s Bio-6000 (Microtek). La
cuantificacion de las proteinas se llevd a cabo mediante el empleo del software
ImageQuant 5.2 (GE Healthcare Life Sciences) con el que se corrigio el fondo de la
imagen y se seleccionaron los valores absolutos de cada columna correspondiente

a cada una de las muestras analizadas.

3.- Preparacion y marcaje de proteinas mediante isotopos estables:

marcaje iTRAQ

La metodologia de marcaje mediante iTRAQ se desarrolld con el objetivo de poder
etiquetar, identificar y cuantificar las proteinas de una misma muestra hasta un
total de 8 muestras diferentes en un mismo ensayo. La peculiaridad de cada uno
de estos 8 marcadores se corresponde con que, en el espectro de masas todas las
muestras presentan una misma masa total gracias al grupo compensador. Sin
embargo, tras la fragmentacion (MS/MS), esta region se libera dando paso a la
cuantificacion del grupo reportero, cuyo peso molecular difiere en cada una de las
ocho versiones reflejando picos con una masa/carga (m/z) conocida, en este caso:

113; 114; 115; 116; 117; 118; 119 y 121 para cada una de las muestras (Figura 73).

Para llevar a cabo el protocolo de marcaje se utilizé el kit iTRAQ® reagents multiplex
(Sciex) donde, por recomendacion del fabricante, se necesitd realizar una previa

preparacion de las muestras que consistio en:

1. Precipitacion: una vez cuantificada la proteina se precipitaron 20 ug de

cada extracto con acetona fria durante toda la noche. Finalmente, se
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centrifugaron a 13000 rpm durante 15 min a 4°C y se dejo secar el
precipitado proteico.

Reduccion y alquilacion de cisteina: a cada una de las muestras se afiadio:
20 pl de tampodn de disolucidn, 1 pl de desnaturalizante y 2 ul de reactivo
reductor, se mezcld y disolvido mediante agitacion y sonicacion, y se incubd
durante 60 min a 60°C. Finalmente, se bloqued la cisteina con 1 pl del
reactivo bloqueante de este aminoacido durante 10 min.

Digestion de la muestra con tripsina: cada muestra se mezcl6 con 10 pl de
tripsina (0,1 pg/ pl) (1:20 enzima:sustrato) y se incub6 durante toda la noche
a 37°C.

Marcaje de los péptidos con los reactivos iTRAQ: cada uno de los 8
marcadores se reconstituyé con 70 pl de isopropanol y se afiadieron a cada
una de las 8 muestras. Tras mezclarlo, se incub6 durante 2 h a TA y se
centrifugd a 13000 rpm durante 15 min. Finalmente, los 8 sobrenadantes se
mezclaron en un mismo tubo y se evapor6 con SpeedVac™ Concentrators
(Thermo Fisher Scientific), obteniendo un conjunto de 8 muestras diferentes

con un marcaje especifico cada una.

4.- Limpieza y separacion de péptidos mediante cromatografia

liquida de alta eficacia de fase reversa

Antes de realizar la cuantificacion del perfil proteico de las muestras mediante el

empleo MS se realiz6 una limpieza del conjunto de muestras con el objetivo de

eliminar componentes salinos que podrian interferir posteriormente. Asimismo,

debido ala complejidad de la muestra (8 proteomas de 8 lineas celulares diferentes

de cibridos transmitocondriales), se consider6 necesario realizar una separacion de

la muestra en diferentes fracciones aplicando técnicas de cromatografia liquida de

alta eficacia de fase reversa (reverse phase- high performance liquid chromatography-

RP-HPLC).
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4.1 Limpieza de las muestras mediante columnas de resina C18

Para llevar a cabo la limpieza de sales en la muestra se utilizo el kit PepClean™ C-18
Spin Columns (Thermo Fisher Scientific), que permite purificar y concentrar el
conjunto de péptidos de la muestra sin interferir en técnicas posteriores de MS.
Siguiendo las instrucciones del fabricante, la resina que contiene la columna se
activo y equilibr6 afiadiendo, en primer lugar, 100 pl de acetonitrilo (ACN) al 50%
que se elimind mediante centrifugacion a 15000 rpm durante 1 min y, en segundo
lugar, anhadiendo 200 pl de ACN al 5% mezclado con 4cido trifluoroacético (TFA)
al 0,5%, que se elimind por centrifugacion. A continuacién, se resuspendid la
muestra en 25 pl de TFA al 0,1% y afadio a la columna. Una vez que las proteinas
quedaron retenidas en la resina, se procedi6 con 4 lavados de ACN al 5% mezclado
con TFA al 0,5% anadiendo 200 pl y eliminando por centrifugacion. Finalmente, la
muestra se recuper6 mediante elucién en 20 pl de ACN al 80% mezclado con TFA

al 0,1% y se evaporo con SpeedVac™ Concentrators.

4.2 Separacion de proteinas mediante cromatografia liquida de alta eficacia de

fase reversa (RP-HPLC(C)

La cromatografia liquida de fase reversa tiene como principal caracteristica la
separacion de compuestos en funcion de su polaridad. Esto es debido a que la fase
estacionaria de la cromatografia es apolar, compuesta principalmente por
particulas de silice modificadas, y la fase movil es polar, normalmente H:O/ACN.
Esto permite que, mediante la variaciéon de la concentracion de la fase movil, se
retengan diferentes componentes de la muestra durante diferentes tiempos,
separando la muestra en fracciones que pueden ser recuperadas en diferentes

tubos lo que, finalmente, simplifica la complejidad de la muestra.

Para llevar a cabo la separacion cromatografica, la muestra se reconstituyd en

140 pl de fase mévil compuesta por 5% de ACN e hidroxido de amonio a una
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concentracion de 10 mM. A continuacion, se comenzo el programa de
cromatografia donde se inyect6 la muestra en un sistema HP 1200 (Agilent
Technologies). La separacion se realizo mediante una columna Zorbax extended
C18,100x 22,1 mm id, 3,5 um, 300 A (Agilent Technologies) a un flujo de 0,2 ml/min.
Durante el proceso, la separacion de la muestra se consiguid a través del aumento
continuado de la concentracién de ACN en la fase mdvil favoreciendo la elucion
de diferentes fracciones de la misma (fase movil A: 95% H2O y 5% ACN; fase
movil B: 10% H20 y 90% ACN). Se recogieron aproximadamente 40 tubos en un
colector de fracciones Gilson FC203B (Gilson) durante un periodo de tiempo de
entre 10-70 min. Finalmente, basdndose en la intensidad de los picos del
cromatograma (A=214nm), algunas de las fracciones se mezclaron para reducir el

numero de muestras totales.

Con el objetivo de aumentar el numero de proteinas identificadas por MS, se
realizo una segunda separacion a pH acido en un nano-HPLC (Eksigenet) donde,
las fracciones obtenidas anteriormente (a pH basico) se evaporaron y se
reconstituyeron en un tampdn formado por 2% de ACN y 0,1 % de TFA. De nuevo,
tras inyectar 10 pl de cada fraccién en una columna Intergrafit C18, Proteopep 1I, 75
wm id, 10m2 cm, 5 um, 300 A (New objective), los péptidos eluyeron a una velocidad
de 0,35 pl/min durante 1 h donde, a lo largo del transcurso de la fase movil, se
incremento de manera continuada la concentracion de ACN (fase movil A: 0,1%
TFA y 2% ACN; fase movil B: 0,1% TFA y 95% ACN). En este caso, las fracciones
resultantes de la separacion se mezclaron con la matriz compuesta por acido a-
ciano-4-hidroxicinnamico (Sigma-Aldrich) a una concentraciéon de 3 mg/ml en
0,1% de TFA y 70% de ACN con 2 ul de angiotensina como control interno y se
recogieron a una velocidad de 1,2 uyl/min por un colector Sun Collect MALDI
Spotter/Micro Collector (SunChrom Wissenschaftliche Gerate GmbH) que pipetea una
gota de cada fraccién cada 15 seg en una placa MALDI (matrix-assisted laser

desorption/ionization) 384 para andlisis por MS.
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5.- Identificacion y cuantificacion de proteinas mediante

espectrometria de masas

La espectrometria de masas tipo MALDI es una técnica de andlisis que se basa en
la excitacion de la muestra a través del empleo de un ldser y una matriz (acido
a-hidroxicindmico). La incidencia del ldser provoca el cambio de estado de los
iones de una muestra, de sélido a gas, lo que permite diferenciar y detectar cada

uno los iones que conforman cada analito en base a su relacion m/z.

La adquisicion de los datos se realizd con el paquete informatico 4000 Series
Explorer version 3.5.1 (ABSciex) mediante el empleo de un 4800 analyzer equipado

con un analizador de time-of-flight (TOF) (Sciex).

Una vez dispensadas las fracciones en la placa MALDI, se introdujo en el
analizador y se obtuvo un espectro de masas de entre 800 y 4000 m/z a partir de
1500 disparos del laser en cada fraccién a una intensidad de luz de 3800 kV. Tras
adquirir el espectro de masas (MS), las masas se seleccionaron para la
fragmentacion de los péptidos (MS/MS), excluyendo los picos correspondientes a
la tripsina o a otros componentes conocidos. En este caso, el 1aser incidid 1800 veces

en cada fraccion de muestra con una intensidad de 4700 kV.
6.- Analisis del proteoma

Los datos obtenidos mediante MS se analizaron y compararon utilizando el
programa informatico ProteinPilot™ version 4.5 (ABSciex). Este programa presenta
dos tipos de algoritmos que permiten, por un lado, identificar las proteinas
presentes en la muestra determinando un porcentaje de confianza del 95% que
refleja la probabilidad de obtener un falso positivo y, por el otro, permite una
cuantificacion relativa de las mismas, basada en la intensidad de cada uno de los

picos que se detectan en el espectro de fragmentacion de cada péptido en la region
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de los tags (113-121) y expresada como ratio. Cada espectro obtenido se buscd y
compard con la informacion ofrecida por la base de datos Uniprot/Swissprot
(UniProt 2015_05 version que contiene 547.599 secuencias y 195.014.757 residuos,
con la restriccién taxondmica de Homo sapiens). Los parametros de busqueda en el
ProteinPilot se configuraron como digestion con tripsina y cisteina modificada con
metil-metanotiosulfato. Del mismo modo, se excluyeron todas aquellas proteinas
que no se identificaron con al menos 2 péptidos con un nivel de confianza del 95%.
Ademads, debido a la complejidad de las muestras, se utiliz6 el paquete informatico
Proteomics System Performance Evaluation Pipeline de manera independiente con el
objetivo de reducir la tasa de falsos descubrimientos e identificaciones a un 1%.
Finalmente, todos los datos se normalizaron y analizaron estadisticamente a partir

del programa ProteinPilot.

Con el objetivo de estudiar en mayor profundidad el conjunto de proteinas
identificadas, se llevd a cabo un andlisis bioinformatico basado en el empleo de

herramientas citadas a continuacién:

- PANTHER  (Protein  Analysis  Through  Evolutionary  Relationships-
http://www.pantherdb.org/about.jsp)

— GO (Gene Ontology- http://geneontology.org)

— STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes- http://string-db.org)

— Venny 2.1 (https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny)

— Uniprot (https://www.uniprot.org)

— The human gene database GeneCards® (https://www.genecards.org)

6.1 Andlisis de la expresion diferencial de las proteinas de cibridos

transmitocondriales

Una vez obtenida la lista de proteinas encontradas en los cibridos

transmitocondriales, se realizd6 un andlisis comparativo entre la abundancia
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relativa de cada proteina basandose en la técnica de marcaje con iTRAQ con el
ProteinPilot. Para ello, los datos se normalizaron en base a los controles
(denominador), asumiendo que las muestras estan combinadas en un ratio 1:1.
Para ello, se realizaron 4 analisis donde lo que se modifico fue el denominador de
la normalizacion. Asi, un primer analisis se realiz6 teniendo en cuenta los cibridos
N portadores del haplogrupo de ADNmt H, es decir, se normalizaron los cibridos
N-J (116-119 iTRAQ) frente a los N-H (115-118 iTRAQ). Una vez obtenidos los
valores de los ratios (116-119/115 o 116-119/118) y su p-valor, se seleccionaron
aquellas proteinas que estuvieran moduladas de manera significativa en al menos
3 de los 4 valores. A partir de ahi, se estudid qué proteinas de las seleccionadas se
encontraban reguladas de manera positiva (incrementadas) o negativa
(disminuidas) estableciendo un punto de corte estandar de 1,5 (mayor de 1,5
significd incrementadas y menor de 0,66, disminuidas) y cudl de estas presentaba

alguna relacion con la funcién mitocondrial.

Siguiendo esta metodologia se llevaron a cabo los otros 3 analisis donde se
enfrentaron los valores obtenidos por los cibridos OA-] con los obtenidos por los
cibridos OA-H (117-121/113 y 117-121/114), lo que permitio estudiar el efecto del
haplogrupo en la modulacién proteica, y finalmente, el analisis entre cibridos N-H
y OA-H o N-J] y OA-J] (Ratio 113-114/115 y 113-114/118) (Ratio 117-121/116 y
117-121/119).

6.2 Analisis del proteoma mitocondrial de cibridos transmitocondriales

Con el objetivo de estudiar aquellas proteinas que parecen jugar un papel
importante en la funciéon mitocondrial de los cibridos, se compar¢ la lista de
proteinas totales obtenidas con la base de datos de Human.MitoCarta 2.0 (262, 263).
Esta base de datos incluye la informacion detallada de la localizacion y
distribucion de 1158 genes humanos a lo largo de 14 tejidos del cuerpo humano

que codifican proteinas que se encuentran principalmente asociadas a la
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mitocondria, lo que permitio6 identificar el total de proteinas asociadas a la funcion

mitocondrial presentes en nuestra muestra.

Posteriormente, se estudié qué proteinas de las expresadas diferencialmente en el
apartado anterior se correspondian con proteinas asociadas a la mitocondria con
el objetivo de evaluar la funcion proteica mitocondrial entre los diferentes grupos

de cibridos a estudio.
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RESULTADOS

Objetivo 5

1.- Identificacion de proteinas intracelulares y asociadas a la funcion

mitocondrial

La identificacion del proteoma de los cibridos transmitocondriales originados a
partir de donantes normales o artrdsicos se realizo mediante la técnica de marcaje
iTRAQ. Para ello, el extracto proteico de cada muestra se digirio con tripsina y los
péptidos resultantes se marcaron con 8 marcadores iTRAQ diferentes. Una vez las
muestras se etiquetaron, se mezclaron y la muestra resultante se separé mediante
cromatografia liquida de fase reversa; las proteinas se identificaron y cuantificaron
de manera relativa mediante espectrometria de masa en tdndem (MS/MS) (Figura

73).

El andlisis protedmico basado en el marcaje iTRAQ permitio identificar un total de
1023 proteinas de la cuales, 601 fueron identificadas con al menos 2 péptidos con

un porcentaje de confianza del 95% (Anexo II- Tabla 1).

Con el objetivo de estudiar la funcién y localizacion de las 601 proteinas
identificadas, se realizo un analisis de GO mediante la herramienta informatica
PANTHER. Este tipo de analisis permite conocer la funciéon molecular, el papel que
juega dentro de diferentes procesos bioldgicos y la localizacion en la célula de las

proteinas de una manera visual a través del empleo de diagramas de sectores.

El resultado del andlisis de la funcion molecular de las 601 proteinas identificadas
con al menos 2 péptidos revel6 que el 47,7% son proteinas de union a diferentes
sustratos (cromatina, ARNr, carbohidratos, ...), alrededor del 30,4% presentan

actividad catalitica y el 10,9% tienen un papel estructural (Figura 74 a).
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a Funcion molecular b Procesos biolégicos .
Total: 601 proteinas totales

Total: 601 proteinas totales
[ Procesos celulares (32.6%)

[ Procesos metabélicos (30.6%)

[ RrRegulacién bioldgica (11.8%)

@ Localizacion (8%)

= Respuesta a estimulos (5.1%)

[ organizacién y/o biogénesis (4.2%)
[ Procesos multicelulares (3.3%)

[ Proceso de desarrollo (1.8%)

M sistema inmune (1.1%)

Il Adhesion (0.7%)

O Reproduccién (0.7%)

[ Proteinas de unién (47.65%)
[ Actividad catalitica (30.4%)
I Actividad estructural (10.89%)

B Actividad reguladora de transcripcion (2.5%)
[ Actividad de regulaciéon (3.50%)

Il Actividad reguladora de transduccion (1.20%)

[ Actividad transportadora (2.7%)

[ Actividad reguladora de traslacién (1.20%)

C Localizacion celular

Total: 601 proteinas totales

O célula (48%)

(| Orgéanulos (33.9%)

] Complejos proteicos (14.7%)

[ Membrana celular (1.3%)

= Region extracelular (1.3%)

[ uniones celulares (0.5%)

] Supercomplejos proteicos (0.2%)

Figura 74 Analisis por GO de las 601 proteinas identificadas. Se muestra el porcentaje de proteinas
en cada una de las categorias de la funcion molecular (a), procesos biologicos (b) y localizacion
celular (c).

El andlisis de los procesos bioldgicos mostro que el 32,6% de las 601 proteinas se
encuentran involucradas en procesos celulares (ciclo celular, muerte, organizacion
y homeostasis, secrecion, transduccion de senales, etc.). Un 30,6% juega un papel
relevante en procesos metabdlicos, un 11,8% en la regulacion biologica de la célula
y un 8% de las proteinas totales actian en sistemas de localizacion
celular. El porcentaje restante de las proteinas (<5%)se ven implicadas
en respuesta a estimulos, procesos de organizacion, biogénesis o desarrollo y

reproduccion (Figura 74 b).

Dentro del andlisis de la localizacion celular de las proteinas identificadas, la
mayor parte se encuentran formando parte de la célula (48%), un tercio (33,9%) se
asocian a organulos celulares y un 14,7% tiende a formar complejos proteicos.
Solamente un 1,3% se localiza tanto en la membrana celular como en regiones

extracelulares (Figura 74 c).

Una vez identificadas estas 601 proteinas, el paso siguiente consistio en conocer

cudles de ellas eran proteinas asociadas a la mitocondria. Para ello, se realizé un
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analisis comparativo entre las 601 proteinas obtenidas y las 1158 que conforman la
base de datos Human.MitoCarta 2.0 mediante la herramienta informatica
Venny 2.1. El andlisis reveld que, tinicamente 78 de las 601 proteinas identificadas
en el primer andlisis, presentan una funcién relacionada con la mitocondria (Figura
75 a). Las 78 proteinas con relacion mitocondrial identificadas se recogen en

la Anexo II- Tabla 2.

d MitoCarta Proteina-Cibrido b Funcien molecular

Total: 78 proteinas mitocondriales

3 Actividad catalitica (56 8%)

3 Proteinas de union (27%)

[ Actividad transportadora (9.5%)

3 Actividad estructural (4.1%)

Il Actividad reguladora de traslacion (1.4%)
[ Actividad reguladora de transduccion (1.4%)

C Procesos biolégicos d Localizacion celular

Total: 78 proteinas mitocondriales
Total: 78 proteinas mitocondriales
I Procesos metabolicos (42.3%)
@ Procesos celulares (34.6%)

I Respuesta a estimulos (7.7%)
[ Localizacion (6.7%)

Bl Regulacion biologica (6.7%)

[ Organizacion y/o biogénesis (1%)
Bl Sistema inmune (1%)

E Célula (68.3%)

I Organulos (20%)

B Complejos proteicos (8.3%)
[ Membrana celular (1.7%)
Bl Region extracelular (1.7%)

Figura 75 Determinacion de las proteinas asociadas a la funciéon mitocondrial. (a) Analisis Venny
del conjunto de proteinas que se asocian a la mitocondria del total de 601 proteinas identificadas.
(b-d) Analisis por GO de las 78 proteinas identificadas con funcién relacionada a la mitocondria
donde se muestra el porcentaje de proteinas en cada categoria de la funcién molecular (b), procesos
bioldgicos (c) y localizacién celular (d).

Al igual que en el caso anterior se realizd un analisis GO utilizando la misma
herramienta informatica. El resultado del analisis de la funcion molecular reveld
que, dentro de las 78 proteinas asociadas a la mitocondria, el 56,8% presenta

actividad catalitica, el 27% son clasificadas como proteinas de unién, un 9,5%

presentan actividad transportadora y el 4,1% actividad estructural (Figura 75 b).
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El analisis de los procesos bioldgicos mostré que al menos un 42,3% parecen estar
implicados en procesos metabolicos, un 34% se encuentran involucradas en
diversos procesos celulares, un 7,8% se relaciona con respuesta a estimulos y un
6,7% parecen estar implicadas en localizacion y en regulacion biologica. El
porcentaje restante (1%) se engloban en procesos de organizacidn, biogénesis y

sistema inmune (Figura 75 c).

Dentro de la localizacion celular de las 78 proteinas identificadas, mas de la mitad
(68,3%) presentan una localizacion celular y un 20% se hallan asociadas a
organulos. El 8,3% tiende a formar complejos proteicos y un 1,7% se localiza tanto

en la membrana celular como en regiones extracelulares (Figura 75 d).

2.- Cuantificacion relativa y caracterizacion funcional de proteinas

totales

El programa informatico ProteinPilot permite realizar la cuantificacion relativa de
las proteinas identificadas logrando diferenciar entre ellas por su expresion. Asi,
finalmente obtuvimos 4 listas de proteinas expresadas diferencialmente entre los
grupos de cibridos N-H, N-J, OA-H y OA-]. A la hora de analizar la funcién
molecular que estas proteinas presentan en la célula se utilizaron las herramientas
informaticas UniProt y STRING para establecer la relacion entre las proteinas

identificadas y conocer el papel que juegan en la funcion celular.

Para poner de relevancia el papel del haplogrupo H o J enlos cibridos, se realizaron
dos subandlisis teniendo como referencia el haplogrupo de ADNmt H puesto que
es el mayoritario en la poblacion europea. El primer de los subanalisis realizado
entre los cibridos N portadores de ambos haplogrupos revelé un total de
20 proteinas reguladas (Anexo II- Tabla 3). 2 de ellas se encuentran disminuidas y
18 incrementadas tras el analisis comparativo entre N-J y N-H. Asi, los cibridos N-J

presentan una menor expresion de las proteinas Anexina 2 (ANXA?2) y Vimentina
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(VIM), cuya funcion reside en la union y regulacion del calcio celular y de la forma,
organizacion e integridad del citoesqueleto, respectivamente (Figura 76 a). Por otro
lado, los cibridos N-J expresan en mayor medida en comparacion con los N-H, un
conjunto de proteinas localizadas mayormente en el ntcleo e implicadas en la
union a proteinas o a compuestos organicos (rojo), asi como un grupo de ellas
dedicadas exclusivamente al metabolismo del ARN mediante la union acidos

nucleicos, ensamblaje de la cromatina, etc. (azul) (Figura 76 b).

d N- J/H

DISMINUIDAS
eANXAZ QVIM
Captaciony regulacion Forma, organizacion e
del calcio intracelular integridad del citoesqueleto

N-J/H

Regulacion del
INCREMENTADAS metabolismo del ARN

YWHAE cCDC6 7 ~
PR c1Q8P ~
® o . .
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Figura 76 Perfil funcional de las proteinas diferencialmente expresadas por los cibridos N. Analisis
de las vias de sefalizacion y funcion mediante STRING en las proteinas disminuidas (a) e
incrementadas (b).
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El segundo subandlisis se realizo entre los cibridos OA portadores de ambos
haplogrupos de ADNmt y revelé6 un total de 75 proteinas expresadas
diferencialmente, de las cuales 53 estan disminuidas y 22 incrementadas en los

cibrido OA-] frente a los OA-H (Anexo II- Tabla 4).
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Figura 77 Perfil funcional de las proteinas diferencialmente expresadas por los cibridos OA.
Anadlisis de las vias de sefalizacién y funcién mediante STRING en las proteinas disminuidas (a) e

incrementadas (b).
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El andlisis de la funcion en las proteinas disminuidas reflejé grupos claramente
diferentes. Un grupo formado principalmente por proteinas implicadas en el
metabolismo del ARN y de la expresion génica, y un segundo grupo mas
heterogéneo constituido por proteinas de unién a otras moléculas celulares
centrado en la funcion chaperona, asi como en la respuesta al estrés oxidativo
(Figura 77 a). Los cibridos OA-J presentaron una mayor expresion de proteinas que
se encuentran mayormente en el citoplasma y estan implicadas en la regulacion de
procesos metabdlicos (unidn al ATP, nucle6tidos, compuestos organicos o drogas),
nuevamente dividido en dos grupos cuyas funciones principales son el ensamblaje

de proteinas y el metabolismo de los ribosomas y del ARN (Figura 77 b).

Para poner de relevancia el papel de la patologia, se realizaron otros dos
subanalisis teniendo como referencia los cibridos N. El primer subandlisis se llevd
a cabo entre los cibridos OA-H y N-H desenmascarando la modulaciéon de 70
proteinas. Del total de las 70 proteinas, se observaron un conjunto de 16 proteinas
disminuidas y 53 incrementadas (Anexo II- Tabla 5). Asi, cibridos OA-H
presentaron una modulacidon negativa de proteinas que se localizan mayormente
en el citoplasma y estan implicadas principalmente en el transporte de moléculas
celulares, observandose dos subgrupos cuya funcién reside en unién, formacién y
ensamblaje de proteinas y regulacion de procesos catabolicos y de transporte de
vesiculas (Figura 78 a). Por su parte, este grupo de cibridos (OA-H) expresaron de
manera incrementada frente a los N-H proteinas caracteristicas de la funcion
nuclear englobando 2 grupos: un grupo constituido por proteinas implicadas en el
metabolismo del ARN y regulacion de la expresion génica y otro que engloba
proteinas que se encargan de la regulacion de la respuesta frente a diferentes

estimulos (Figura 78 b).
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Figura 78 Perfil funcional de las proteinas diferencialmente expresadas por los cibridos portadores
del haplogrupo de ADNmt H.Analisis de las vias de sefializacién y funcién mediante STRING en
las proteinas disminuidas (a) e incrementadas (b).
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El segundo subanadlisis se realiz6 entre los cibridos OA-J y N-J reflejando un total
de 20 proteinas expresadas diferencialmente, de las cuales 16 estan disminuidas y
4 incrementadas (Anexo II- Tabla 6). La caracterizacion funcional de las proteinas
moduladas negativamente reflej6 que los OA-] presentan proteinas con una
expresion disminuida localizadas en el ntcleo e implicadas en el metabolismo del
ADN y ARN, asi como la funcidon chaperona implicada en ambos metabolismos
(Figura 79 a). Por otro lado, estas mismas células presentaron una expresion
incrementada de proteinas con actividad ATP asa y funcidon chaperona que actiian

en respuesta a citoquinas y frente al estrés celular (Figura 79 b).
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Figura 79 Perfil funcional de las proteinas diferencialmente expresadas por los cibridos portadores
del haplogrupo de ADNmt J. Analisis de las vias de sefalizacion y funcién mediante STRING en
las proteinas disminuidas (a) e incrementadas (b).
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3.- Analisis de la expresion relativa y funcion de proteinas asociadas

a la mitocondria

Una vez seleccionadas las proteinas que se expresan diferencialmente, se
enfrentaron a las 78 proteinas asociadas a la mitocondria mediante el empleo de la
herramienta informatica Venny 2.0. Este analisis revel6 un total de 11 proteinas
que estan moduladas y asociadas a la funcién mitocondrial (Figura 80) (Tabla 21).
Asi, se observo que los procesos metabdlicos afectados a nivel mitocondrial se
dividieron en dos grupos bien diferenciados. Un grupo comprende proteinas cuya
funcidon principal es chaperona (estructura y plegamiento) y transporte de
proteinas en el interior del organulo y otro grupo que se constituye de proteinas
implicadas en la biosintesis de carbohidratos y acidos grasos, respuesta al estrés y

detoxificacion de ROS, etc. (Figura 81).

d Proteinas Grupo: N b Proteinas Grupo: OA
mitocondriales  Anélisis: J/H mitocondriales  Analisis: J/H

04
(18.8%) (45.1%)
C Proteinas Grupo: H d Proteinas Grupo: )

mitocondriales Analisis: OA/N mitocondriales  Analisis: OA/N

64

18
145.1%) (18.8%)

Figura 80 Analisis por VENNY del conjunto de proteinas expresadas diferencialmente en los
cibridos N (a), OA (b), H (c) o ] (d) realizados frente a las 78 proteinas identificadas con funcién
asociada a la mitocondria.
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Tabla 21 Total de proteinas expresadas diferencialmente y relacionadas con la funcién
mitocondrial.

ANALISIS

N OA H J

ACC.N¢ SIMBOLO GEN J/H J/H OA/N OA/N
P61604 HSPE1 1 | 1 !
Q07021 C1QBP 1 | 0 B}
P33316 DUT - | 1 !
P00441 SOD1 - | 1 _
060220 TIMMS8A - | 1 _
P10809 HSPD1 - l - _
P38646 HSPA9 - | - _
P07237 P4HB - | - _
P54819 AK2 - l - _
014561 NDUFAB1 - l - _
P49327 FASN - 1 - _

ACC N* Accesion Number de las proteinas. Rojo: incrementadas. Verde: disminuidas.

Procesos metabdlicos: biosintesis de
carbohidratos y acidos grasos, respuesta a
estrés celular, detoxificacion de ROS,
importe de proteinas, sefializacion, etc.

Funcion estructural y plegamiento
soo1 de proteinas (funcion chaperona),
transporte de moléculas y
regulacion de procesos apoptoticos.

Figura 81 Analisis por STRING de las 11 proteinas expresadas diferencialmente identificadas y
relacionadas con la funcion mitocondrial.
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A continuacion, siguiendo la misma linea que en el andlisis de las proteinas totales,
en primer lugar, se realizaron dos subandlisis con el objetivo de observar la
influencia del haplogrupo de ADNmt teniendo como referencia los cibridos H. Al
realizar el primer subanalisis, entre los grupos N-J/N-H se observo que los cibridos
N-J presentan las proteinas HSPE1 y CIQBP incrementadas en comparacién con
los N-H. HSPE1 es una chaperona cuya principal funcién es la importacion y el
ensamblaje de macromoléculas en el interior de la mitocondria. Por su parte,
CIQBP es una proteina multifuncional que parece jugar un papel importante en
diferentes mecanismos celulares como la respuesta a inflamacién y a procesos
infecciosos, biogénesis de ribosomas, sintesis de proteinas mitocondriales,

regulacion de la apoptosis, etc.

El segundo subandlisis entre los grupos de cibridos OA-J/OA-H mostr6é que, en
relacion a los OA-H, los cibridos OA-] solamente presentaron aumentada la
proteina FASN, que es una proteina que forma parte del metabolismo de acidos
grasos, ya que cataliza la formacion de acidos grasos de cadena larga a partir de
Acetil-CoA, malonil-CoA y NADPH. Sin embargo, los cibridos portadores de este
haplogrupos de ADNmt mostraron una expresion disminuida de las siguientes
proteinas: HSPE1, C1QBP, HSPD1, HSPA, TIMMS8A, P4HB, DUT, AK2, SOD1 y
NDUFABI.

En el caso de HSPE1, HSPD1, HSPA y P4HB se trata de chaperonas cuya funcion,
como se describié anteriormente, se centra principalmente en transporte,
plegamiento y ensamblaje de las proteinas tras ser importadas en la mitocondria.
En concreto HSPA parece jugar un papel importante en la biogénesis del cliister de
hierro-sulfuro, estructura que se encuentra en proteinas implicadas en el
transporte de electrones, y P4HB cataliza la formacion, rotura y reordenamiento de
los enlaces disulfuro uniendo diferentes partes de una proteina lo que le confiere

un plegamiento concreto, por lo que, en parte, esta proteina presenta actividad
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chaperona. También, HSPD1 junto con HSPEI, forman parte de la reparacion y
reestructuracion de aquellas proteinas situadas en la matriz mitocondrial y que se

han visto afectadas por condiciones de estrés.

Por su parte, TIMMSA presenta una gran relevancia ya que es un transportador
situado en la membrana interior de la mitocondria que participa en la importacion
e insercion de multiples proteinas en la propia membrana o el interior
mitocondrial. Ademads, una de las principales caracteristicas de esta proteina es
que presenta actividad chaperona, puesto que protege los precursores
hidrofdbicos de la agregacion y mal ensamblaje durante su translocacion al interior

mitocondrial.

DUT y AK2 son enzimas implicadas en el metabolismo de los nucle6tidos. DUT
presenta un papel citoprotector, ya que regula la incorporacion del uracilo al ADN
mediante la produccion del precursor inmediato de la timina, lo que disminuye la
acumulacion de dUTP, cuyo incremento produce la fragmentacion del genoma.
Por su parte, AK2 regula la composicion de los nucleétidos de adenina, ya que
transfiere grupos fosfato entre este tipo de nucledtido jugando un papel
importante en el balance energético (ATP-AMP) y en la apoptosis. Ademas, se
encuentra principalmente en el espacio intermembrana de la mitocondria y parece

estar implicada en la apoptosis.

Finalmente, SOD1 es una proteina encargada de convertir los radicales libres de
oxigeno en perdxido de hidrdgeno, es decir, detoxificar ROS y NDUFAB1 es una
subunidad proteica del complejo I (NADH oxidorreductasa), también conocida
como acyl-carrier protein (ACP), que esta implicada en el transporte de electrones y
sintesis de ATP, participando en la generacion de calor mediante el

desacoplamiento de proteinas.
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En segundo lugar, con el objetivo de poner de relevancia el papel de la patologia,
se realizaron otros dos subanalisis teniendo como referencia los cibridos N. Asi, el
primer subanalisis entre los cibridos OA-H/N-H reflejo que, durante el desarrollo
de la patologia artrosica, la expresion proteica de proteinas como HSPE1, DUT,
CI1QBP, SOD1 y TIMMSA se vio incrementada en los cibridos OA-H frente a los N-
H. DUT es una proteina cuya principal funcion reside en el metabolismo de los

nucledtidos.

A la hora de llevar a cabo el segundo subandlisis entre los cibridos OA-J/N-], se
observé que los cibridos OA presentan disminuidas las proteinas HSPE1 y DUT,
por lo que la funcién de plegamiento de otras proteinas en el interior mitocondrial
o el mecanismo citoprotector en el metabolismo de los nucledtidos podria verse

afectado con el desarrollo de la OA en estos cibridos.
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DISCUSION

Objetivo 5

El proteoma celular es una de las partes mas importantes de una célula ya que
constituye la ultima linea de accion en la generacién de una respuesta celular
adecuada y adaptada al entorno fisiologico de la propia célula (255). Por ello, el
empleo de técnicas protedmicas, y en concreto la protedmica comparativa a nivel
mitocondrial en cibridos, se considera una herramienta util a la hora de analizar
modificaciones en el proteoma mitocondrial que posiblemente son capaces de

inducir perturbaciones metabdlicas a nivel celular (254).

Los resultados obtenidos en este objetivo de tesis mostraron un total de 601
proteinas identificadas y expresadas diferencialmente entre los 4 grupos a estudio
(N, OA, H y J). Tras un andlisis comparativo entre ellos, se observo que estas
proteinas estdn mayormente implicadas en el metabolismo de los nucledtidos,
ADN y ARN y en la funciéon chaperona, cuya principal funcion es el correcto

plegamiento, ensamblaje, mantenimiento y transporte de otras moléculas.

Hoy en dia se ha descrito que la mitocondria juega un papel fundamental en el
mantenimiento de la homeostasis proteica a nivel celular, por lo que presenta su
propia maquinara de control (264). Teniendo en cuenta que las muestras
analizadas provienen de diferentes cibridos donde el tinico componente celular
que difiere entre ellos es el ADNmt, se analizaron aquellas proteinas expresadas
diferencialmente y relacionadas con la funcion mitocondrial. Para ello a partir de
la fraccion proteica obtenida del total celular, gracias al empleo de la base de datos
MitoCarta, se consiguié identificar y estudiar solamente las proteinas
mitocondriales expresadas diferencialmente a nivel celular y aquellas que
presentan asociacion con la funciéon mitocondrial. Con todo ello, cabe destacar que
una de las limitaciones que presenta este estudio es que el andlisis del proteoma

mitocondrial se llevd a cabo a partir de muestras celulares.
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Por ello, seria interesante corroborar los resultados obtenidos en este objetivo con
el andlisis del proteoma mitocondrial, obtenido tnicamente a partir de la fraccion

mitocondrial, siguiendo la metodologia que se describe en la literatura (253).

Asi, los 4 andlisis llevados a cabo entre los grupos de estudio revelaron 78 proteinas
relacionadas con la funcion mitocondrial, de las cuales 11 estaban expresadas

diferencialmente.

En primer lugar, al estudiar los cibridos N en funcién de los haplogrupos de
ADNmt teniendo como referencia el haplogrupo de ADNmt H, se observo que los
cibridos N-J presentan las proteinas HSPE1 y CIQBP aumentadas. Sin embargo, a
la hora de estudiar los cibridos OA, se vio que los cibridos OA-] presentan estas
dos proteinas disminuidas, lo que podria reflejar la influencia de los haplogrupos
de ADNmt en el comportamiento diferencial de los cibridos N y OA, quizas
mostrando alguna relacion con el desarrollo de la enfermedad. Ambas proteinas
(HSPE1 y C1QBP) se encuentran involucradas principalmente en procesos de
estructuracion, plegamiento y eliminacion de otras moléculas y en el balance
energético, jugando también un papel importante en la regulacion positiva de la

apoptosis (265-268).

Este analisis revela que los cibridos OA-] presentan una menor expresion de ambas
proteinas, lo que podria relacionarse con una disminucion de la apoptosis. Sin
embargo, a la hora de analizar mds pormenorizadamente el proceso de muerte
celular programada en este mismo modelo celular (objetivo 3, Anexo II), no se
observaron apenas diferencias entre los OA-H y OA-J. No obstante, diversos
autores utilizando cibridos describieron una menor expresion de genes
relacionados con la apoptosis en comparacion con aquellos portadores del
haplogrupo de ADNmt H (101, 269). Un estudio reciente basado en un analisis
epigenético entre muestras obtenidas de pacientes portadores de ambos

haplogrupos de ADNmt (H y J), observaron que el proceso apoptotico se
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encontraba reprimido en las muestras portadoras del haplogrupo de ADNmt ]
(270). Estos resultados proporcionan, al menos en parte, una posible explicacion
funcional entre la asociacion del haplogrupo de ADNmt ] con una menor tasa de
progresion de la enfermedad, ya que pese al ser mitocondrias de pacientes OA, el
ser portador del haplogrupo de ADNmt J parece conferir proteccion durante el

proceso artrosico (99, 122).

El subanalisis realizado en los cibridos OA, teniendo como referencia el
haplogrupo de ADNmt H, reflejo6 un niimero mayor de proteinas expresadas
diferencialmente. Sin embargo, solo una proteina reflej6 su expresion
incrementada en los cibridos OA-J frente a los OA-H, mientras que 10 se vieron
disminuidas. La proteina incrementada fue FASN cuya funcion es generar acidos
grasos de cadena larga a partir de Acetil-CoA y otros compuestos (271), lo que
podria indicar que estos cibridos presentan un mayor metabolismo de los acidos
grasos. Este dato concuerda con los descrito por Dalmao-Fernandez vy
colaboradores (Anexo III), asi como con datos descritos en el objetivo 4 de esta
tesis, donde se describe que los cibridos OA-J incorporan mayor cantidad de acidos

grasos complejos en forma de TAG y forman mayor cantidad de gotas lipidicas.

Entre las 10 proteinas disminuidas en los cibridos OA-] frente a los OA-H, se
encuentra NDUFABI (acyl-carrier protein- ACP), que participa en la elongacion de
acidos grasos ya que es un transportador de aciles, asi como un integrante del
complejo I de la CTE sin funcidn catalitica que parece tener un papel en el
acoplamiento de la CTE y, por tanto, de la fosforilacion oxidativa, jugando un
papel en el balance energético (272). Se ha propuesto que en un estado de baja
produccidon de Acetil-CoA, las células disminuyen la expresion de ACP y el
ensamblaje de la CTE, lo que provoca una disminucion de la capacidad oxidativa
y favorece la biosintesis de acidos grasos de cadena larga, y viceversa. Por lo que,

esta proteina podria actuar como sensor de los niveles de Acetil-CoA y regular en
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este sentido la capacidad respiratoria en funcién de los nutrientes o del estatus

celular (272).

Por lo que los resultados obtenidos, apuntan que los cibridos OA-] parecen regular
su metabolismo glucolitico y lipidico de una manera coordinada y diferente a los
H. Esto les confiere posiblemente un sistema de proteccion mas eficaz,
manteniendo un metabolismo mayormente glucolitico, quizds gracias a la
inhibicion del acoplamiento y ensamblaje de la CTE y favoreciendo la biosintesis
y el almacenamiento de acidos grasos en forma de gotas lipidicas mediante la

regulacion de los niveles de expresion de ACP y FASN.

Una gran parte de las proteinas disminuidas en los cibridos OA-] presentaron
funcioén chaperona o transportadora (HSPD1, HSPA, TIMMS8A o incluso P4HB). De
nuevo, este tipo de proteinas estan implicadas en el correcto funcionamiento del
transporte y translocacion de otras moléculas (principalmente otras proteinas), lo
que conlleva procesos de ensamblaje, plegamiento, agregacion y mantenimiento,
asi como el control y la degradacion de aquellas moléculas cuya estructura o
funcién no es correcta (273). Al contrario de las proteinas que tienen una funcion
especifica a nivel del citosol, las proteinas generadas que posteriormente se
trasladardn a la mitocondria deben enfrentarse al transporte y translocaciéon a
través del citosol y de membranas lipidicas, al cambio del pH en el interior de la
matriz mitocondrial e incluso a diferencias en la temperatura entre los organulos
y el resto de la célula. Por ello, todos estos procesos en los que estdn implicadas las
chaperonas, deben coordinarse correctamente con el objetivo de mantener una

buena comunicaciéon mitocondria-nticleo que favorezca la homeostasis celular

(264).

El hecho de que los cibridos OA-] presenten disminuidas este tipo de proteinas
conlleva a pensar que las vias de comunicacion entre la mitocondria y el ntcleo

son deficientes. En los ultimos afios se ha puesto de manifiesto la influencia de los
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haplogrupos de ADNmt en el intercambio de sefiales y regulacion reciproca entre
el ndcleo y la mitocondria (270, 274). En un primer lugar cabe pensar que el proceso
de cibridizacion haya podido influir en este resultado, sin embargo, en un estudio
previo se describio que los cibridos generados a partir de diferentes ADNmt
presentaban los mismos niveles de expresidn de este tipo de proteinas que la linea
parental y su correspondiente Rho-0 en condicion basal. En este caso, solamente los
cibridos portadores del haplogrupo de ADNmt H mostraron un incremento en
estas enzimas en relacion a los J cuando se cultivaron las células en condiciones de
estrés, como el aumento de la temperatura (274). Por otro lado, en la literatura
aparece descrito que, con la edad, los niveles de expresion de estas proteinas y su
capacidad funcional en la respuesta al estrés, se ven reducidos, lo que podria jugar
un papel fundamental en la disfuncién celular caracteristica del envejecimiento
influyendo en gran medida a las vias de sefalizaciéon normales (179, 275). Sin
embargo, estas diferencias deberian observarse en el resto de los cibridos
generados. A pesar de que hoy en dia se ha puesto de manifiesto la relaciéon
existente entre la variabilidad mitocondrial y la expresion de proteinas como las
chaperonas, son necesarios mas estudios funcionales que permitan conocer de qué
manera estas mutaciones influyen en la relacion nticleo-mitocondria y la expresion

de estas proteinas.

Otro conjunto de proteinas disminuidas en los cibridos OA-] en comparacion con
los OA-H fueron DUT y SOD, implicadas mayormente en el metabolismo de
nucledtidos y en la detoxificacion de ROS, respectivamente. En este caso, teniendo
en cuenta los resultados obtenidos en el objetivo 3 en el analisis de la producciéon
de ROS, es posible que los cibridos OA-H presenten aumentadas estas proteinas
en relacion a los OA-J en respuesta al incremento significativo del estrés oxidativo
observado mediante un aumento de la produccién de O2. Ademads, como se ha
descrito previamente, una de las consecuencias caracteristicas del aumento de los

ROS anivel mitocondrial es el dafio a nivel del genoma mitocondrial (76, 115, 128,
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133, 170), por lo que posiblemente estas células presenten niveles de expresion de
DUT elevados en relacion al aumento del dafo celular, ya que esta proteina
hidroliza las moléculas dUTP a dUMP que es un precursor de la sintesis de
nucleo6tido de timinas, provocando la disminucién de la acumulacion de dUTP que

puede resultar en la fragmentacion de ADN y en la muerte celular (276).

A la hora de tener en cuenta el efecto de la enfermedad en los cibridos portadores
del haplogrupo de ADNmt H, se observé que los OA presentan niveles de
expresion de proteinas como HSPE1, DUT, CI1QBP, SOD1 y TIMMSA
incrementados. Resultado que es esperable ya que como se ha descrito
anteriormente, todas estas proteinas se encuentran implicadas en procesos de
respuesta y reparacion frente a factores tipicos de la enfermedad como la
disfuncion mitocondrial, el dafio genético, el estrés oxidativo o la apoptosis y
muerte celular (79, 80, 88, 98, 152, 154). Por su parte, el andlisis del efecto de la
enfermedad en los cibridos portadores del haplogrupo ] reflejo que los OA
presentan niveles disminuidos de HSPE1 y DUT, lo que llama la atencion puesto
que, como se vio anteriormente, son proteinas esenciales en la comunicaciéon
retrograda entre el nticleo y la mitocondria y como sistema de reparacion del dafio
a nivel genético. Una posible explicacién a esta discordancia podria residir en la
configuracién de mutaciones caracteristicas del haplogrupo de ADNmt J, ya que
como se ha visto a lo largo de este trabajo de tesis, parecen jugar un papel relevante
en los mecanismos de proteccion de la célula. Los cibridos portadores de este
haplogrupo de ADNmt mostraron una respuesta metabolica mas flexible, con
mayor capacidad de adaptacion y respuesta frente a factores que influyen en el

desarrollo de la OA y que afectan en procesos de reparacion del dafo celular.

A pesar de los resultados obtenidos durante el desarrollo de este objetivo, es
necesario tener en cuenta que son datos preliminares. Un siguiente paso muy
importante seria la comprobacién de la expresion de estas proteinas mediante

técnicas de WB para corroborar la expresion diferencial observada entre los grupos
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a estudio, ademas esta técnica nos permitiria estudiar en mayor profundidad la
modulacién de estas proteinas bajo otras condiciones de cultivo celular. Sin
embargo, a partir de estos resultados se abren multitud de nuevas posibilidades a
la hora de analizar el efecto funcional que los haplogrupos de ADNmt pueden
tener a nivel celular y de qué manera son capaces de desarrollar mecanismos de

defensa frente al progreso y avance de esta patologia.
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CONCLUSIONES

Conclusion general relativa a la hipotesis de trabajo:

Los cibridos transmitocondriales parecen representar un modelo celular in vitro

util para el estudio de la funcion mitocondrial en la patologia artrosica.
Conclusiones relativas al objetivo 1:

1. El compuesto que mostr6 la mejor capacidad de disminuir el nimero de
copias de ADNmt de las células fue el d4t, deplecionando este genoma y
generando células Rho-0.

2. La caracterizacidn funcional de la mitocondria, su distribucion y los niveles
de respiracion mitocondriales mostraron que las 3a6 Rho-0 y las T/C-28a2
Rho-0 tienen el mismo comportamiento que una linea Rho-0 estandar

(143B.TK- Rho-0).
Conclusiones relativas al objetivo 2:

1. Todos los cibridos generados incorporaron el ADNmt de los donantes
portadores de los haplogrupos de ADNmt Hy J.

2. Los cibridos generados estabilizaron su nimero de copias de ADNmt
alrededor de los 25-30 pases de cultivo. No mostraron cambios fenotipicos
y reflejaron una tasa de crecimiento similar bajo las diferentes condiciones
de cultivo.

3. Los cibridos OA mostraron una actividad menor de la CS y tinicamente
reflejaron una mayor actividad en el complejo V, cuando se elimin6 el
piruvato del medio.

4. Los cibridos OA reflejaron un defecto en la funciéon mitocondrial, ya que
mostraron una menor masa mitocondrial, un menor potencial de

membrana mitocondrial y una biogénesis disminuida.

Conclusiones relativas al objetivo 3:
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Los cibridos OA mostraron una funciéon mitocondrial deficiente reflejada
como menor respiracion mitocondrial.

Los cibridos OA produjeron mayores niveles de O2- mitocondrial y
presentaron una peor respuesta frente a estimulos relacionados con el
estrés oxidativo.

Los cibridos OA fueron mas susceptibles a la muerte celular bajo un
escenario inflamatorio.

Los cibridos OA mostraron un mecanismo de autofagia deficiente.

Conclusiones relativas al objetivo 4:

Los cibridos OA son menos glucoliticos que los cibridos N.

Los cibridos OA presentaron el metabolismo alterado ya que dirigen la
mayoria de los sustratos a la fosforilacion oxidativa mitocondrial.

Los cibridos OA tienen reducida la flexibilidad metabdlica, mostrando una
mayor preferencia por el metabolismo de los acidos grasos.

Los cibridos OA reflejaron una mayor acumulacion de 4cidos grasos en

forma de gotas lipidicas.

Conclusiones relativas al objetivo 5:

1.

2.

Un total de 601 proteinas se identificaron con al menos dos péptidos, de
las cuales, la mayoria estdn implicadas en actividad enzimadtica y
catabolica.

De las 78 proteinas identificadas y relacionadas con la funcion
mitocondrial, inicamente 11 se expresaron de manera diferencial entre los
grupos analizados. Dentro de las que presentaron una expresion
disminuida destacan las relacionados con el ensamblaje, transporte y
eliminacion de otras moléculas relacionadas con el correcto

funcionamiento del metabolismo mitocondrial.
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CONCLUSIONS

General conclusion relative to work hypothesis:

Transmitochondrial cybrids are a useful in vitro model to study the role of

mitochondria in OA.

Conclusions related to objective 1:

1. D4t was the compound with the greatest effect to decrease mitochondrial
copy number in cell lines; showing the ability to reduce mitochondrial
content and generate Rho-0 cells.

2. The study of mitochondrial function, network distribution and respiration
levels showed that 3a6 Rho-0 and T/C-28a2 Rho-0 cells had the same
properties as a typical Rho-0 cell line (143B.TK- Rho-0).

Conclusions related to objective 2:

1. Obtained cybrids incorporated the mtDNA from N and OA donors
carrying the mtDNA haplogroups H and ]J.

2. Cybrids stabilized their mitochondrial copy number around 25-30
passages, showing a similar growth rate up to the first 48 h and no
morphologic changes under several culturing conditions.

3. OA cybrids had lower CS activity. The mitochondrial complexes activity
only was higher at complex V when pyruvate was removed.

4. OA cybrids had a lower mitochondrial mass, mitochondrial membrane

potential and biogenesis, reflecting a defect in mitochondrial function.

Conclusions related to objective 3:

1. OA cybrids showed a lower mitochondrial respiration reflecting a lower

mitochondrial functionality.
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OA cybrids had higher Oz production levels and an impaired cellular
response to stimuli related to oxidative stress.

OA cybrids were more susceptible to cell death under an inflammatory
and oxidant environment.

OA cybrids showed a non-effective autophagy mechanism.

Conclusions related to objective 4:

1.
2.

OA cybrids were less glycolytic.

OA cybrids had an impaired metabolism, due that most of the substrates
were driven through oxidative phosphorylation instead of glycolysis.

OA cybrids had reduced metabolic flexibility, reflected by a higher
preference for fatty acid metabolism.

OA cybrids showed a higher accumulation of fatty acids in form of lipid

droplets.

Conclusions related to objective 5:

1.

601 proteins mainly involved in enzyme and catabolic activity, were
identified with at least two peptides.

11 proteins related to mitochondrial function were expressed
differentially between the studied groups. The downregulated proteins
were mainly implicated in structure and protein folding, transport and
cleavage of other molecules, which are necessary for the correct function

of mitochondrial metabolism.
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FINALIDAD DE LA PARTICIPACION.-

Le invitamos a colaborar en la Linea de investigacidn de de las enfermedades reumatoldgicas, es decir, patologias reumaticas
y/o del aparato locomotor.

Las muestras obtenidas para el diagndstico o control de las enfermedades una vez empleadas con esta finalidad, resultan
también Utiles y necesarias para ser utilizadas en investigacién. De hecho, muchos de los avances cientificos obtenidos en los
ultimos afios en medicina son fruto de este tipo de estudios.

Toda investigacion biomédica requiere recoger datos y muestras bioldgicas de personas afectadas por la patologia a estudiar y de
personas no afectadas por dicha enfermedad, para analizarlas y obtener conclusiones para conocer mejor y avanzar en el
diagndstico y/o tratamiento de las enfermedades que se van a investigar.

El objetivo principal de esta Linea de investigacion es poder utilizar estas muestras en los distintos proyectos de investigacion en
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estudios se enmarquen en el analisis de las patologias reumatoldgicas en general, y particularmente enfermedades reumaticas
y/o del aparato locomotor.

Debe saber que la realizacion de los proyectos de investigacion en los que se utilicen muestras humanas, sera previamente
autorizada por el Comité de Etica competente.

La finalidad principal de esta investigacion es progresar en el conocimiento de la patologia a estudiar y en su prevencion,
diagndstico, prondstico y tratamiento, tanto médico como quirurgico.

Toda la informacién que le facilitamos en este documento y la actividad del Grupo de investigacion y el Biobanco estan reguladas
por la Ley Orgdnica 15/1999, de 13 de Diciembre, de Proteccion de Datos de Cardcter Personal (LOPD), |a Ley 14/2007, de 3 de
Julio de Investigacion Biomédica (LIBM), el Real Decreto 1716/2011, de 11 de noviembre.

Su participacion es totalmente voluntaria. Si firma el consentimiento informado, confirmard que desea participar. Puede
negarse a participar o retirar su consentimiento en cualquier momento posterior a la firma sin tener que explicar los motivos. Su
no-participacion o retirada posterior del consentimiento no afectara en modo alguno a su atencion sanitaria presente o
futura. Antes de firmar el consentimiento puede preguntarnos cualquier duda que le surja o consultar con terceras personas.

MUESTRAS BIOLOGICAS E INFORMACION ASOCIADA. RIESGOS.-

MUESTRAS BIOLOGICAS (Sangre, Liquidos Bioldgicos, Tejidos) que se le han obtenido durante su atencién sanitaria en este centro

hospitalario y que ya no es necesario utilizarlas para la finalidad por la que se obtuvieron.

El responsable guardara y dispondra de estas muestras sobrantes para realizar los estudios de investigacion biomédica. Las
muestras y la informacion asociada a las mismas se almacenardn en las areas establecidas para tal fin, dentro de las instalaciones
de la Xerencia Xestion Integrada A Corufia, bajo la responsabilidad del Dr. Francisco Javier Blanco Garcia.

Es muy importante subrayar que, para la obtencidn de las muestras, no se le sometera a ninguna prueba ni riesgo adicional a
los que deriven de su adecuada atencion médica.

La donacidn de estas muestras no impedira que usted o su familia puedan usarlas, cuando sea necesario por motivos de salud,
siempre que estén disponibles y no hayan sido anonimizadas.

INFORMACION CLINICA que, junto con los resultados de los estudios realizados en las muestras, nos permita extraer

conclusiones utiles para el manejo de las enfermedades. Para el buen desarrollo de los estudios de investigacidn, es necesario

Versién Marzo 2015 Pagina 1 de 6
Modelo Consentimiento Biobancos Servicio Galego de Satude (SERGAS) Linea de investigacion Enfermedades Reumatoldgicas



Xerencia Xestion Integrada

28 XUNTA DE GALICIA N\ SERVIZO
:i: CONSELLERIA DE SANIDADE GALEGO _
A Coruia BIOBANCO A CORUNA

de SAUDE

obtener datos clinicos relativos al donante de las muestras, por lo que necesitaremos acceder a su historia clinica para recabar la
informacién que sera conservada junto a la muestra. (Mds informacion en el apartado de Confidencialidad.)

En caso de ser necesaria alguna informacion o muestra adicional, y siempre que usted nos lo autorice en la hoja de
consentimiento, la institucion sanitaria se podria poner en contacto con usted para solicitarle nuevamente su colaboracion.

CONDICIONES DE LA DONACION.-

La donacidn y utilizacion de muestras bioldgicas humanas sera gratuita, por lo que usted no obtendra ni ahora ni en el futuro
ningun beneficio econdmico por la misma. Usted renuncia a cualquier derecho de naturaleza econdmica, patrimonial o
potestativa sobre los resultados o potenciales beneficios econdmicos que puedan derivarse de las investigaciones que se
realicen con la muestra que cede.

Tampoco obtendra ningun otro beneficio directo para su salud como resultado de su donacidn. Sin embargo, los conocimientos
obtenidos gracias a los estudios llevados a cabo a partir de su muestra y de muchas otras pueden ayudar al avance médico y, por
ello, a otras personas.

La titularidad de los resultados de la investigacion correspondera al investigador y a la Institucién donde se realice la
investigacion.

CONFIDENCIALIDAD.-

Toda la informacion referida a usted sera considerada confidencial y tratada en base a las indicaciones establecidas en la
normativa indicada al inicio de este documento. Tal informacion sélo estara disponible para el personal autorizado, el cual tiene
el deber legal de guardar secreto. Sus muestras y sus datos clinicos asociados a las mismas, pasaradn a formar parte del fichero

de datos de la Xerencia Xestidn Integrada A Corufia (XXIAC).

Para garantizar la confidencialidad de su identidad (asegurar que la informacién de su muestra no se relaciona con su
identidad), su muestra soélo ira identificada, desde su entrada en la investigacion, con un cédigo. Sélo este cddigo, y nunca su
identidad aparecera en el material con el que se trabaje. La relacidn entre su cddigo y su identidad, quedara custodiada por el
personal autorizado, en una base de datos que cumple todos los requisitos legales exigidos. De esta manera podemos asegurar
que cualquier informacidon que se obtenga a partir de sus muestras, permanezca confidencial pero pueda ser asociada a sus
datos, por si fuera informacidén de interés clinico.

La cesion de las muestras y los datos asociados a las mismas, a los investigadores colaboradores con esta investigacion, se
realizara de manera codificada (se mantendra por el investigador responsable en este centro el vinculo que relaciona su
identidad con la muestra cedida). A todos ellos se les exigira que nos garanticen que trabajaran con el mismo nivel de proteccion
de datos exigido por la normativa espafiola.

Por otro lado, es posible que los resultados de las investigaciones sean publicados en la literatura cientifica, pero entendiendo
estos resultados como los obtenidos de la totalidad de las muestras, no los resultados individuales. Si este fuera el caso, su
identidad permanecera completamente confidencial y nunca formara parte de ninguna publicacién.

Con su aceptacion a participar con esta linea de investigacion de la insuficiencia cardiaca usted accede a que esta informacion
pueda ser transferida en las mencionadas condiciones. Usted puede no autorizarnos a realizar las cesiones aqui indicadas,
indicando su decision en el apartado correspondiente de la hoja del consentimiento informado.

Puede ejercitar los DERECHOS ACCESO, RECTIFICACION, CANCELACION Y/O OPOSICION (DERECHOS ARCO) que le reconoce la
normativa espafola, dirigiendo su solicitud por escrito junto a una copia de su DNI (con el fin de garantizar que el ejercicio de
estos derechos es realizado por la persona autorizada para ello) a:
o ENTREGA EN PERSONA, en la Secretaria del Servicio de Reumatologia de la XXIAC, a la atencion del Dr. Francisco Javier
Blanco Garcia.
e CORREO POSTAL: Dr. Francisco Javier Blanco Garcia. Consultas Externas Reumatologia. Planta 32, Hospital Universitario
A Corufia. Xerencia Xestion Integrada A Coruia. As Xubias, 84. A Coruiia. 15006
e  CORREO ELECTRONICO: Fblagar@sergas.es

Usted puede contactar con el responsable de la Linea de investigacidn de insuficiencia cardiaca, D. Francisco J. Blanco Garcia si le
surge cualquier duda sobre su participacidn en esta investigacion, en el Teléfono: 981 17 63 99 / 981 17 63 06. En todo momento

se pondrdn los medios necesarios para facilitarle la informacién mas adecuada.
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Si usted decide REVOCAR SU CONSENTIMIENTO, debera hacernos llegar, de cualquiera de las maneras descritas anteriormente,
a la atencidn del responsable de esta investigacion D. Francisco Javier Blanco Garcia, la hoja de revocacién totalmente cubierta y
firmada que aparece al final de este documento.

Usted debe saber que la revocacién tendra efectos a partir del momento en que se formalice y no afectara a los datos
resultantes de las investigaciones que ya se hayan llevado a cabo hasta ese momento.

RESTRICCIONES DE USO DE LA MUESTRA.-

Usted puede indicarnos si quiere establecer algun tipo de restriccidn sobre sus muestras y datos, en relacién a su posible uso en
determinados proyectos de investigacion o en cuanto a determinadas cesiones. Para ello dispone de un apartado especifico en la
hoja de firma del consentimiento informado.

INFORMACION SOBRE RESULTADOS DE LA INVESTIGACION.-

La evaluacidn de los resultados se hara sélo por grupos (por ejemplo, hombres / mujeres, grupos de edad, diagndsticos, etc.) y
no de forma individual. Debe comprender que los resultados de valor que se pudieran obtener provendrian del estudio de
multiples muestras, y en ningln caso de la suya exclusivamente.

Las implicaciones médicas de los resultados de las distintas pruebas, si es que los hay, sélo seran conocidas cuando se haya
completado la investigacion.

El responsable de la investigacion tendra a disposicidn de los participantes la informacion sobre los proyectos de investigacion en
los que se utilicen las muestras y datos.

En determinadas circunstancias el Comité de Etica competente podra decidir si es necesario contactar con el participante para
facilitarle informacidn de manera individualizada.

Las diferentes investigaciones en las que se utilicen sus muestras y datos pueden requerir la realizacion de estudios de biologia

celular y genéticos, y a partir de ellos se puede obtener informacidn que puede ser relevante para su salud o la de su familia. En

los estudios genéticos se puede descubrir informacidn no buscada, lo que se denominan hallazgos inesperados. Cuando esto se

produzca, los resultados obtenidos seran validados y analizados por profesionales para determinar si son fiables en un
porcentaje 6ptimo que aconseje su comunicacion a las personas afectadas.

Usted debe saber que tiene derecho a conocer, o no, la informacién obtenida con el analisis de sus muestras.

En el caso de que usted decida no ser informado, la ley establece que cuando la informacidon obtenida sea necesaria para
evitar un grave perjuicio para la salud de sus familiares, un Comité de expertos estudiara el caso y debera decidir entre la
conveniencia o no de informar a los afectados o a sus representantes legales.

DESTINO FINAL DE LA MUESTRA

Cuando asi lo determine la persona responsable de la Linea de investigacion con la que usted accedid a colaborar con sus
muestras y datos, y siempre que asi lo autorice en la hoja de firma del consentimiento informado, las muestras sobrantes junto a
los datos asociados seran depositadas en el Biobanco A Coruiia.

Los Biobancos son bancos de almacenamiento de muestras de origen humano para su utilizacion en investigaciones nacionales o
internacionales dentro del campo de la biomedicina. Su funcionamiento se centra en gestionar, bajo criterios de seguridad,
calidad y eficiencia; la recepcién, procesamiento, almacenamiento y posterior cesion de muestras a los investigadores
solicitantes, para que utilicen las mismas en sus proyectos de investigacion; siempre y cuando, éstos cumplan todos los requisitos
éticos y legales exigibles para este tipo de practicas.

El Biobanco guardard y dispondra de estas muestras sobrantes para realizar los estudios de investigacion biomédica. Las
muestras y la informacidon asociada a las mismas se almacenardn en las areas establecidas para tal fin, dentro de las instalaciones
del (indicar el Centro del que depende el Biobanco), bajo la responsabilidad de la Direccidn del Biobanco A Coruiia.

La cesidn de las muestras y los datos asociados a las mismas, a los investigadores solicitantes de las muestras, comunitarios
(paises miembros de la Unidn Europea) o extracomunitarios (no miembros), se efectuard con cardcter general de manera
andnima o disociada, es decir, sélo se cederd la muestra asociada a datos genéricos, sin que se pueda identificar por medios
razonables su identidad. En las investigaciones en las que se considere necesario para el desarrollo de las mismas, a propuesta
del investigador responsable y previa autorizacion del comité de ética competente, podran enviarse sus muestras codificadas (se
mantendra por el biobanco el vinculo que relaciona su identidad con la muestra cedida). A todos ellos se les exigira que nos
garanticen que trabajaran con el mismo nivel de proteccion de datos exigido por la normativa espafiola.
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El Biobanco A Corufia asume como propio todo lo descrito en los apartados previos de este documento en relacion a la
confidencialidad, los posibles hallazgos, etc.

El biobanco podrd repercutir Unicamente los costes de obtencién, procesado y envio de las muestras a los
investigadores/instituciones que las solicitaron.

BIOBANCO A CORUNA
TITULAR DIRECCION CIENTIFICA: Angel Concha Lépez
TELEFONO DE CONTACTO: 981 17 64 37. CORREO ELECTRONICO: BioBanco.CHUAC@sergas.es

CIERRE DEL BIOBANCO.-

De producirse un eventual cierre del biobanco o revocacién de la autorizacién para su constitucién y funcionamiento, la
informacién sobre el destino de las muestras estard a su disposicion en la péagina web del Biobanco y/o Centro Hospitalario
http://www.inibic.es/inv_apoyo biobanco.html y en el Registro Nacional de Biobancos para Investigacién Biomédica del Instituto

de Salud Carlos Il (ISC IIl), con pagina web www.isciii.es, con el fin de que pueda manifestar su conformidad o disconformidad
con el destino previsto para las muestras.

Muchas gracias por su colaboracion.

Versién Marzo 2015 Pagina 4 de 6
Modelo Consentimiento Biobancos Servicio Galego de Satude (SERGAS) Linea de investigacion Enfermedades Reumatoldgicas


mailto:BioBanco.CHUAC@sergas.es
http://www.inibic.es/inv_apoyo_biobanco.html
http://www.isciii.es/

Xerencia Xestion Integrada

28 XUNTA DE GALICIA N\ SERVIZO
:i: CONSELLERIA DE SANIDADE GALEGO _
A Coruia BIOBANCO A CORUNA

de SAUDE

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PARTICIPANTE MAYOR DE EDAD

(Espacio para colocar la etiqueta con los datos del donante muestra)
YO0, et teeternree e e st sassassasseeneer e s s e ses sresnesas seeere et arsaerasaane e e s s snesassanernane (Nombre y apellidos del participante manuscritos) he leido
la hoja de informacién y pude hacer todas las preguntas que consideré necesarias, y acepto participar en la Linea de
investigacion de enfermedades reumatolégicas con mis muestras y datos para que se utilicen en las condiciones que me han
informado.

RESTRICCIONES DE USO (usted podra indicarnos cruzando la correspondiente casilla las restricciones de uso que considere. En
caso de no marcar ninguna casilla entenderemos que NO manifiesta ninguna condicién de uso).

NO autorizo a que consulten y obtengan informacién de mi historia clinica.

NO acepto que contacten conmigo cuando sea necesario.

NO quiero ser informado de los resultados de las investigaciones que sean de interés para mi salud.
NO autorizo la cesion de mis muestras y datos de manera codificada (disociada).

NO autorizo la cesidon de mis muestras y datos fuera de la Unién Europea.

O o o o o g

NO autorizo el depdsito en el Biobanco A Coruiia de mis muestras y datos en las condiciones indicadas en la hoja de

informacién

Si acepta que se contacte con usted cuando sea necesario, por favor indique su Teléfono / E-mail de contacto:

Firma del participante Firma de la persona que informa
Identidad del participante: ......ccccceevveerreecerrcnennes Identidad de la persona que informa: ........ccceeeeereeveneeennncnnne.

Firma del testigo

Confirmo el consentimiento verbal del participante, el cual lo autoriza a firmar en su nombre

Identidad del tEStIZ0: ..ccvui i rceree e st err e crrnee s secraeeeseeser e sessseeennssses sesessnss sanssnessan sanasnnsnsns 0] )] 1RSI PPN
Solo se firmard en aquellos casos en los que el participante no pueda leer y/o escribir y delegue la firma en el testigo.

Firma del representante legal
Identidad representante €8al: ..o eceeeecrcreiersee et e esr s e sreesnaeeesneeen DN oo eceeeeeseernnnseeseeeennnesanenes
Solo se firmard en aquellos casos en los que el participante esté incapacitado legalmente.

Le agradecemos su desinteresada colaboracion con el avance de la ciencia y la medicina.
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REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

R (oD I A 2 - O CON DN ettt et s een s
Revoco / anulo el consentimiento prestado en fecha: .......occceeee e e

Y no deseo proseguir la donacion voluntaria realizada al ......c.cccceevveeeeveccicieece e (nombre del Centro Sanitario), que doy
con esta fecha por finalizada.

0 SOLICITO ELIMINACION SOLO DE LAS MUESTRAS.
0 SOLICITO ELIMINACION SOLO DE MIS DATOS PERSONALES.

La muestra quedard anonimizada irreversiblemente y podra ser utilizada en proyectos de investigacion.
0 SOLICITO ELIMINACION TOTAL DE MIS DATOS Y MUESTRAS.

Fdo.:

(o T DI A 02 - OO CON DN ettt e ea s
En calidad de: (sefale la opcion aplicable a su caso)

Testigo que firma en lugar

Representante legal

Revoco / anulo el consentimiento prestado en fecha: .......ccocvee e ciceviee et

Y no deseo proseguir la donacion voluntaria realizada al ......ccccveeveeeeieveeceieirece e (nombre del Centro Sanitario), que doy
con esta fecha por finalizada.

0 SOLICITO ELIMINACION SOLO DE LAS MUESTRAS.
0 SOLICITO ELIMINACION SOLO DE MIS DATOS PERSONALES.

La muestra quedard anonimizada irreversiblemente y podra ser utilizada en proyectos de investigacion.
0 SOLICITO ELIMINACION TOTAL DE MIS DATOS Y MUESTRAS.

Fdo.:
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Anexo II- Figura 1 Representacion grafica de la tasa de crecimiento celular (a-d) y del TD (a’-d")
durante un periodo de 96h en los cibridos N y OA en condiciones de normoxia y de hipoxia (e-h
crecimiento y e¢’-h” TD). (a-a” y e-e’) Células en cultivo con DMEM 4,5+P. (b-b’ y f-f') Células en
cultivo con DMEM 4,5 - P. (c-c’ y g-g') Células en cultivo con DMEM 1 + P. (d-d” y h-h’) Células en
cultivo con DMEM 1 - P. Los datos se representan como media + DE de tres experimentos
independientes. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; *** p<0,0001 cibridos N y OA. P: piruvato.
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Anexo II- Figura 2 Representacion grafica de la tasa de crecimiento celular (a-d) y del TD (a’-d")
durante un periodo de 96h en los cibridos N-H, N-J, OA-H y OA-] en condiciones de normoxia y
de hipoxia (e-h crecimiento y e’-h’ TD). (a-a” y e-e’) Células en cultivo con DMEM 4,5+P. (b-b’ y f-
") Células en cultivo con DMEM 4,5 - P. (c-c’ y g-g') Células en cultivo con DMEM 1+P. (d-d" y h-
h’) Células en cultivo con DMEM 1-P. Los datos se representan como media + DE de tres
experimentos independientes. # p<0,05 haplogrupos de ADNmt HyJ.
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Anexo II- Figura 3 Porcentaje de células marcadas con Anexina-V e YP en presencia y ausencia de

piruvato. (a-b-c) % de células intactas, células en apoptosis tardia y células en necrosis en condicion
basal. (d-e-f) % de células intactas, células en apoptosis tardia y células en necrosis en condicién
basal. Los datos se representan como media + DE de tres experimentos independientes. $ p<0,05,
$% p<0,01 +y — P. # haplogrupos de ADNmt h y J. P: piruvato.
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Anexo II- Figura 4 Ensayo de viabilidad celular mediante MTT en presencia de los inhibidores de
transportadores mitocondriales etomoxir (a) y UK5099 (b), y su vehiculo, el DMSO (c). Verde:
células vivas (V). Negro: células muertas (M). Linea de puntos marca el 50% de viabilidad.
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Anexo II- Tabla 1 Total de 601 identificadas con al menos 2 péptidos con un intervalo de confianza
del 95% por el software Protein Pilot 3.0.

N2  ACC.N® NOMBRE PROTEINA SIMBOLO  PEP

GEN (95%)
1 P11142  Heat shock cognate 71 kDa protein HSPAS 37
2 P06733  Alpha-enolase ENO1 30
3 P14618  Pyruvate kinase PKM PKM 33
4 P08238  Heat shock protein HSP 90-beta HSP90AB1 33
5 P13639  Elongation factor 2 EEF2 26
6 P63261 Actin, cytoplasmic 2 ACTGI 40
7 P08670  Vimentin VIM 36
8 P10809 60 kDa heat shock protein, mitochondrial HSPD1 21
9 P78507 Zf;l:ln—iependent protein  kinase  catalytic PRKDC 16
10 P19338  Nucleolin NCL 18
11 P07355  Annexin A2 ANXA2 19
12 009666 Zlgtgl(jégst differentiation-associated protein AHNAK 17
13 P04406  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPDH 23
14 P21333  Filamin-A FLNA 16
15 P68363  Tubulin alpha-1B chain TUBA1B 26
16 P07437  Tubulin beta chain TUBB 27
17 P09651  Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al HNRNPA1 21
18 P12814  Alpha-actinin-1 ACTN1 16
19 P62937  Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A PPIA 24
20 P11021 78 kDa glucose-regulated protein HSPA5 15
21 060506  Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Q SYNCRIP 12
22 P60842  Eukaryotic initiation factor 4A-1 EIF4A1 13
23 Q5VTEQ  Putative elongation factor 1-alpha-like 3 EEF1A1P5 16
24 Q14204  Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 DYNC1H1 12
25 P31948  Stress-induced-phosphoprotein 1 STIP1 12
26 Q00610  Clathrin heavy chain 1 CLTC 12
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27
28
29
30
31

32

33
34
35
36

37

38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

P06748
P62805
Q08211
P31939
Q15149

P22626

000410
P63244
P07195
P07900

Q16778

P27797
P63104
P23528
P14625
P49327
P30101
P06576
P48643
P60174
P18206
P78371
P07737
Q92945
P27824
P40926
P17844
P08133
P61604

Nucleophosmin

Histone H4

ATP-dependent RNA helicase A

Bifunctional purine biosynthesis protein PURH

Plectin

Heterogeneous

A2/B1
Importin-5

nuclear

ribonucleoproteins

Receptor of activated protein C kinase 1

L-lactate dehydrogenase B chain

Heat shock protein HSP 90-alpha

Histone H2B type 2-E

Calreticulin

14-3-3 protein zeta/delta

Cofilin-1

Endoplasmin

Fatty acid synthase

Protein disulfide-isomerase A3

ATP synthase subunit beta, mitochondrial

T-complex protein 1 subunit epsilon

Triosephosphate isomerase

Vinculin

T-complex protein 1 subunit beta

Profilin-1

Far upstream element-binding protein 2

Calnexin

Malate dehydrogenase, mitochondrial

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX5

Annexin A6

10 kDa heat shock protein, mitochondrial
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NPM1
HIST1H4A
DHX9
ATIC

PLEC

HNRNPA2
B1

IPO5
RACK1
LDHB

HSP90AA1

HIST2H2B
E

CALR
YWHAZ
CFL1
HSP90B1
FASN
PDIA3
ATP5B
CCT5
TPI1
VCL
CCT2
PFN1
KHSRP
CANX
MDH?2
DDX5
ANXA6
HSPE1

31
17
14
11
10

14

13
10
14
26

32

12

9
11
11

11
10
10

10
14
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57
58
59
60
61
62
63

64

65
66

67

68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83

075643

P04075
P62191
P35579
P61978
P62701
P26038
P26599

Q15233

P00558
P16402

Q99878

P38646
P05141
Q06830
P52597
P04083
P63241
P09382
QI9BUF5
Q99623
P08865
P09429
P62269
P23246
P50990
P47897
Q15365

U5 small nuclear ribonucleoprotein 200 kDa

helicase SNRNF200
Fructose-bisphosphate aldolase A ALDOA
26S protease regulatory subunit 4 PSMC1
Myosin-9 MYH9
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K HNRNPK
40S ribosomal protein S4, X isoform RPS4X
Moesin MSN
Polypyrimidine tract-binding protein 1 PTBP1
;\LZZZOU domain-containing octamer-binding NONO
Phosphoglycerate kinase 1 PGK1
Histone H1.3 HIST1IH1D
Histone H2A type 1-] HIS T]l H2A
Stress-70 protein, mitochondrial HSPA9
ADP/ATP translocase 2 SLC25A5
Peroxiredoxin-1 PRDX1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F HNRNPF
Annexin Al ANXA1
Eukaryotic translation initiation factor 5A-1 EIF5A
Galectin-1 LGALS1
Tubulin beta-6 chain TUBB6
Prohibitin-2 PHB2
40S ribosomal protein SA RPSA
High mobility group protein Bl HMGBI1
40S ribosomal protein S18 RPS18
Splicing factor, proline- and glutamine-rich SFPQ
T-complex protein 1 subunit theta CCT8
Glutamine--tRNA ligase QARS
Poly(rC)-binding protein 1 PCBP1
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84
85
86
87
88
89
90
91
92
93

94

95
96
97
98
929
100
101
102
103
104

105

106
107
108
109
110
111
112

P43243
Q13838
P08758
P55209
P49368
P46013

QINR30
P02786
P37802
P06744

P42704

P33992
P84103
P24534
Q00839
P11940
P52272
P33991
Q14315
Q01082
Q04760

P34897

P35659
Q99729
P22392
Q01469
P25705
P55072
000571

Matrin-3

Spliceosome RNA helicase DDX39B
Annexin A5

Nucleosome assembly protein 1-like 1
T-complex protein 1 subunit gamma
Proliferation marker protein Ki-67
Nucleolar RNA helicase 2
Transferrin receptor protein 1
Transgelin-2

Glucose-6-phosphate isomerase

Leucine-rich PPR motif-containing protein,
mitochondrial

DNA replication licensing factor MCMb5
Serinelarginine-rich splicing factor 3
Elongation factor 1-beta

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U
Polyadenylate-binding protein 1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein M
DNA replication licensing factor MCM4
Filamin-C

Spectrin beta chain, non-erythrocytic 1

Lactoylglutathione lyase

Serine hydroxymethyltransferase,
mitochondrial

Protein DEK

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A/B
Nucleoside diphosphate kinase B

Fatty acid-binding protein, epidermal

ATP synthase subunit alpha, mitochondrial
Transitional endoplasmic reticulum ATPase

ATP-dependent RNA helicase DDX3X
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MATR3
DDX39B
ANXAS
NAPIL1
CCT3
MKI67
DDX21
TFRC
TAGLN2
GPI

LRPPRC

MCMb5
SRSF3
EEF1B2
HNRNPU
PABPC1
HNRNPM
MCM4
FLNC
SPTBN1
GLO1

SHMT?2

DEK
HNRNPAB
NME?2
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vCp
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113
114

115

116

117

118
119
120
121
122

123

124
125
126
127
128
129
130
131

132

133
134

135

136

137

138
139

Q13813
P12956

P33316
P36578
P05023

P23396
P26641
P40429
P18669
P27635

Q7KZF4

P00338
000299
P40227
P37108
P10599
P35637
P15880
Q13435

Q07021

P26640
P62244

P09936
P07237
Q13200

P61247
P67936

Spectrin alpha chain, non-erythrocytic 1

X-ray repair cross-complementing protein 6

Deoxyuridine 5'-triphosphate
nucleotidohydrolase, mitochondrial

60S ribosomal protein L4

Sodium/potassium-transporting ATPase
subunit alpha-1

40S ribosomal protein S3
Elongation factor 1-gamma
60S ribosomal protein L13a
Phosphoglycerate mutase 1
60S ribosomal protein L10

Staphylococcal  nuclease domain-containing
protein 1

L-lactate dehydrogenase A chain

Chloride intracellular channel protein 1
T-complex protein 1 subunit zeta

Signal recognition particle 14 kDa protein
Thioredoxin

RNA-binding protein FUS

40S ribosomal protein S2

Splicing factor 3B subunit 2

Complement component 1 Q subcomponent-
binding protein, mitochondrial

Valine--tRNA ligase
40S ribosomal protein S15a

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase isozyme
L1

Protein disulfide-isomerase

26S  proteasome non-ATPase  regulatory
subunit 2

40S ribosomal protein S3a

Tropomyosin alpha-4 chain
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SPTANI1
XRCC6

pur
RPL4
ATP1A1

RPS3
EEF1G
RPL13A
PGAM1
RPL10

SND1

LDHA
CLIC1
CCT6A
SRP14
TXN
FUS
RPS2
SF3B2

C1QBP

VARS
RPS15A

UCHL1
P4HB
PSMD?2

RPS3A
TPM4
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140
141
142
143
144
145
146
147
148
149

150

151
152

153

154
155
156
157

158

159
160
161
162
163

164

165
166
167

P34932
P62979
Q86V81
P62277
Q96AE4
P22234
Q16658
QINZM1
P35232
P29692

P39687

Q71DI3
P50395

Q14839

P54819
Q14697
P20700
P22314

P62136

P09211
P54727
P23284
Q99497
P62158

P67775

QINY33
P13010
P62081

Heat shock 70 kDa protein 4
Ubiquitin-40S ribosomal protein S27a
THO complex subunit 4

40S ribosomal protein S13

Far upstream element-binding protein 1
Multifunctional protein ADE2

Fascin

Muyoferlin

Prohibitin

Elongation factor 1-delta

Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32
family member A

Histone H3.2

Rab GDP dissociation inhibitor beta

Chromodomain-helicase-DNA-binding protein
4

Adenylate kinase 2, mitochondrial

Neutral alpha-glucosidase AB

Lamin-B1

Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 1

Serine/threonine-protein  phosphatase ~PP1-
alpha catalytic subunit

Glutathione S-transferase P

UV excision repair protein RAD23 homolog B
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B

Protein deglycase D]-1

Calmodulin

Serine/threonine-protein ~ phosphatase ~ 2A
catalytic subunit alpha isoform

Dipeptidyl peptidase 3
X-ray repair cross-complementing protein 5

40S ribosomal protein S7

304

HSPA4
RPS27A
ALYREF

RPS13

FUBP1

PAICS

FSCN1

MYOF

PHB

EEFID

ANP32A

HIST2H3A
GDI2

CHD4

AK2
GANAB
LMNBI1

UBA1

PPPICA

GSTP1
RAD23B
PPIB
PARK7
CALM1

PPP2CA

DPP3
XRCC5
RPS7
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168
169
170
171
172
173
174
175
176
177

178

179

180
181

182

183
184
185
186
187
188
189
190
191

192

193
194

195

QI9Y4W6
043852
Q14157
P62826
Q9Y224
P05455
P60660

Q9UMXO0
P35998
P53618

Q04637

P40939

P52292
P30040

043242

Q07955
Q12905
P07741
Q01518
Q9Y266
Q16643
P14174
Q16204
P49736

QIUQE7

P04632
Q15637

P78344

AFG3-like protein 2

Calumenin

Ubiquitin-associated protein 2-like
GTP-binding nuclear protein Ran
UPF0568 protein C14orf166
Lupus La protein

Myosin light polypeptide 6
Ubiquilin-1

26S protease regulatory subunit 7

Coatomer subunit beta

Eukaryotic translation initiation factor 4
gamma 1

Trifunctional ~ enzyme  subunit  alpha,
mitochondrial

Importin subunit alpha-1

Endoplasmic reticulum resident protein 29

26S  proteasome non-ATPase  regulatory
subunit 3

Serine/arginine-rich splicing factor 1
Interleukin enhancer-binding factor 2
Adenine phosphoribosyltransferase
Adenylyl cyclase-associated protein 1
Nuclear migration protein nudC
Drebrin

Macrophage migration inhibitory factor
Coiled-coil domain-containing protein 6

DNA replication licensing factor MCM?2

Structural maintenance of chromosomes protein
3

Calpain small subunit 1
Splicing factor 1

Eukaryotic translation initiation factor 4
gamma 2
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AFG3L2
CALU
UBAP2L
RAN
Cl4orfl66
SSB
MYL6
UBQLN1
PSMC2
COPB1

EIF4G1

HADHA

KPNA2
ERP29

PSMD3

SRSF1
ILF2
APRT
CAP1
NUDC
DBN1
MIF
CCDCé6
MCM2

SMC3

CAPNS1
SF1

EIF4G2



196
197
198
199

200

201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217

218

219
220
221
222
223
224

P19367
P14314
Q14974
P39023

P07910

Q14103
P35221
043175
P30041
P05388
P50991
Q92598
P00441
P19105
Q9Y4L1
Q13310
Q9HOU4
Q13185
075475
P54136
Q9P1F3
P62258

E9PAV3

P45974
Q99832
Q99829
Q96C19
Q15056
P61204

Hexokinase-1
Glucosidase 2 subunit beta
Importin subunit beta-1

60S ribosomal protein L3

Heterogeneous — nuclear

C1/C2

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein DO

ribonucleoproteins

Catenin alpha-1
D-3-phosphoglycerate dehydrogenase
Peroxiredoxin-6

60S acidic ribosomal protein PO
T-complex protein 1 subunit delta
Heat shock protein 105 kDa
Superoxide dismutase (Cu - Zn)
Myosin regulatory light chain 12A
Hypoxia up-requlated protein 1
Polyadenylate-binding protein 4
Ras-related protein Rab-1B
Chromobox protein homolog 3

PC4 and SFRS1-interacting protein
Arginine--tRNA ligase, cytoplasmic
Costars family protein ABRACL
14-3-3 protein epsilon

Nascent  polypeptide-associated

subunit alpha, muscle-specific form

complex

Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 5
T-complex protein 1 subunit eta

Copine-1

EF-hand domain-containing protein D2
Eukaryotic translation initiation factor 4H

ADP-ribosylation factor 3
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HK1
PRKCSH
KPNB1
RPL3

HNRNPC

HNRNPD
CTNNA1
PHGDH
PRDX6
RPLPO
CCT4
HSPH1
SOD1
MYL12A
HYOU1
PABPC4
RAB1B
CBX3
PSIP1
RARS
ABRACL
YWHAE

NACA

Uusp5
CCT7
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EFHD?
EIF4H
ARF3
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226
227
228

229

230

231

232
233
234
235
236
237
238
239

240

241
242
243

244

245
246

247

248
249

250

251

076003
Q15084
Q8WYA6
P18124

P30153
Q9UPN3

Q13283

P26373
P12268
075369
Q16629
Q9P2J5
014980
Q07020
P29401

Q15029

P09874
P54578
QIUQ35

P53999

P46940
P30086

Q14152

P51991
P40925

P04843

P33993

Glutaredoxin-3
Protein disulfide-isomerase A6
Beta-catenin-like protein 1

60S ribosomal protein L7

Serine/threonine-protein phosphatase 2A 65
kDa regulatory subunit A alpha isoform
Microtubule-actin  cross-linking  factor 1,
isoforms 1/2/3/5

Ras GTPase-activating protein-binding protein
1

60S ribosomal protein L13
Inosine-5"-monophosphate dehydrogenase 2
Filamin-B

Serine/arginine-rich splicing factor 7
Leucine--tRNA ligase, cytoplasmic
Exportin-1

60S ribosomal protein L18

Transketolase

116 kDa U5 small nuclear ribonucleoprotein
component

Poly (ADP-ribose) polymerase 1
Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 14

Serinelarginine repetitive matrix protein 2

Activated RNA polymerase Il transcriptional
coactivator p15

Ras GTPase-activating-like protein IQGAP1

Phosphatidylethanolamine-binding protein 1

Eukaryotic  translation

subunit A

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3

initiation factor 3

Malate dehydrogenase, cytoplasmic

Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein
glycosyltransferase subunit 1

DNA replication licensing factor MCM7
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GLRX3
PDIA6
CTNNBL1
RPL7

PPP2R1A

MACF1

G3BP1

RPL13
IMPDH?2
FLNB
SRSF7
LARS
XPO1
RPL18
TKT

EFTUD?

PARP1
USP14
SRRM?2

SUB1

IQGAP1
PEBPI

EIF3A
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RPN1

MCM7
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253
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256

257

258
259
260
261
262
263
264
265
266
267

268

269

270
271

272

273
274
275
276
277
278
279

Q02878
P17987
Q14980
P05387
Q02952

043143

Q16222
Q5T4S7
P41250
076021
P33176
P11586
Q8NBS9
P68371
P31946
Q15366

Q99613

P14678

075367
P11216

P13861

QINTK5
P31689
QIUHX1
P35268
P41252
Q15019
P42166

60S ribosomal protein L6
T-complex protein 1 subunit alpha
Nuclear mitotic apparatus protein 1
60S acidic ribosomal protein P2

A-kinase anchor protein 12

Pre-mRNA-splicing  factor
RNA helicase DHX15

UDP-N-acetylhexosamine pyrophosphorylase

ATP-dependent

E3 ubiquitin-protein ligase UBR4
Glycine—-tRNA ligase

Ribosomal L1 domain-containing protein 1
Kinesin-1 heavy chain
C-1-tetrahydrofolate synthase, cytoplasmic
Thioredoxin domain-containing protein 5
Tubulin beta-4B chain

14-3-3 protein beta/alpha
Poly(rC)-binding protein 2

Eukaryotic  translation
subunit C

Small  nuclear
proteins B and B’

Core histone macro-H2A.1

initiation factor 3

ribonucleoprotein-associated

Glycogen phosphorylase, brain form

cAMP-dependent protein kinase type Il-alpha
regulatory subunit

Obg-like ATPase 1

Dnaj homolog subfamily A member 1
Poly(U)-binding-splicing factor PUF60
60S ribosomal protein L22
Isoleucine--tRNA ligase, cytoplasmic
Septin-2

Lamina-associated polypeptide 2, isoform alpha
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RPL6
TCP1
NUMAI1
RPLP2
AKAP12

DHX15

UAP1
UBR4
GARS
RSL1D1
KIF5B
MTHEFD1
TXNDC5
TUBB4B
YWHAB
PCBP2

EIF3C

SNRPB

H2AFY
PYGB

PRKAR2A

OLA1
DNAJA1
PUF60
RPL22
IARS
02-sep
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281
282

283

284

285

286
287

288

289
290
291
292
293

294

295
296
297
298
299

300

301
302
303
304

305

306

P61158
Q16543
P22307

P05198
015145
Q01813

075083
Q99733

P39656

P62333
Q9Y559
P25398
Q15717
Q12765

QS8TAES

P23193
Q92879
015260
QINX55
P14854

060220

P55010
P83731
Q15424
P62995

P31930

Q13148

Actin-related protein 3

Hsp90 co-chaperone Cdc37

Non-specific lipid-transfer protein

Eukaryotic translation initiation factor 2
subunit 1

Actin-related protein 2/3 complex subunit 3
ATP-dependent 6-phosphofructokinase, platelet
type

WD repeat-containing protein 1

Nucleosome assembly protein 1-like 4

Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein
glycosyltransferase 48 kDa subunit

268 protease regulatory subunit 10B
RNA-binding protein 8A

40S ribosomal protein S12
ELAV-like protein 1

Secernin-1

Growth arrest and DNA damage-inducible GADD45GI

proteins-interacting protein 1

Transcription elongation factor A protein 1
CUGBP Elav-like family member 1

Surfeit locus protein 4
Huntingtin-interacting protein K

Cytochrome c oxidase subunit 6B1

Mitochondrial ~ import  inner  membrane
translocase subunit Tim8 A

Eukaryotic translation initiation factor 5
60S ribosomal protein L24
Scaffold attachment factor B1

Transformer-2 protein homolog beta

Cytochrome  b-c1  complex subunit 1,
mitochondrial

TAR DNA-binding protein 43
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ACTR3
CDC37
SCP2

EIF251
ARPC3
PFKP

WDR1
NAP1L4

DDOST

PSMC6
RBMSA
RPS12
ELAVLI1
SCRN1

P1
TCEAI

CELF1

SURF4

HYPK
COXe6B1

TIMMSA

EIF5
RPL24
SAFB
TRA2B

UQCRC1I

TARDBP
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307

308

309
310
311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322
323
324
325

326

327
328

329

330
331
332
333

334

P12270
P08243

QINYL9
Q14847
P61289
P49321
Q12797
P27708
P16070
P02768
Q7L014
P16401
Q15181

Q96HC4
P17655
P31943
014776
P51858
P46781

QI9BTTO

Q6r2Q9
Q92616

P20645

P30050
P51149
Q14019
P62266

P21796

Nucleoprotein TPR

Asparagine synthetase (glutamine-
hydrolyzing)

Tropomodulin-3

LIM and SH3 domain protein 1

Proteasome activator complex subunit 3
Nuclear autoantigenic sperm protein
Aspartyl/asparaginyl beta-hydroxylase

CAD protein

CD44 antigen

Serum albumin

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX46
Histone H1.5

Inorganic pyrophosphatase

PDZ and LIM domain protein 5

Calpain-2 catalytic subunit

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H
Transcription elongation regulator 1
Hepatoma-derived growth factor

40S ribosomal protein S9

Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32
family member E

Pre-mRNA-processing-splicing factor 8

elF-2-alpha kinase activator GCN1

Cation-dependent
receptor

mannose-6-phosphate

60S ribosomal protein L12
Ras-related protein Rab-7a
Coactosin-like protein

40S ribosomal protein S23

Voltage-dependent  anion-selective  channel
protein 1
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TPR

ASNS

TMOD3
LASP1
PSME3

NASP
ASPH
CAD
CD44
ALB
DDX46
HIST1H1B
PPA1

PDLIMb5
CAPN2

HNRNPH]1

TCERGI1

HDGF
RPS9

ANP32E

PRPF8
GCN1

M6PR

RPL12
RAB7A
COTL1
RPS23

VDAC1
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335
336
337
338
339
340
341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358

359

360

361

P38606
P84090
P08621
P62241
014561
P63220
Q13242
075531
P09012
P50914
Q9Y678
060664
075400
P18077
Q96CS3
095373
043776
Q12906
P62841
P49411
P12277
P62753
P04818
Q9UHBY

Q8NC51

P36957

Q13263

V-type proton ATPase catalytic subunit A
Enhancer of rudimentary homolog

U1 small nuclear ribonucleoprotein 70 kDa
40S ribosomal protein S8

Acyl carrier protein, mitochondrial

40S ribosomal protein S21
Serine/arginine-rich splicing factor 9
Barrier-to-autointegration factor

U1 small nuclear ribonucleoprotein A

60S ribosomal protein L14

Coatomer subunit gamma-1

Perilipin-3

Pre-mRNA-processing factor 40 homolog A
60S ribosomal protein L35a
FAS-associated factor 2

Importin-7

Asparagine--tRNA ligase, cytoplasmic
Interleukin enhancer-binding factor 3

40S ribosomal protein S15

Elongation factor Tu, mitochondrial
Creatine kinase B-type

40S ribosomal protein S6

Thymidylate synthase

Signal recognition particle subunit SRP68

Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-

binding protein
Dihydrolipoyllysine-residue
succinyltransferase ~ component  of

oxoglutarate dehydrogenase complex,

mitochondrial

Transcription intermediary factor 1-beta
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ATP6VIA
ERH
SNRNP70
RPS8
NDUFAB1
RPS21
SRSF9
BANF1
SNRPA
RPL14
COPG1
PLIN3
PRPF40A
RPL35A
FAF2
IPO7
NARS
ILF3
RPS15
TUFM
CKB
RPS6
TYMS
SRP68

SERBP1

DLST

TRIM28



362
363
364
365

366

367

368
369
370
371
372
373
374
375

376

377

378

379
380
381
382
383
384

385

386
387

388

P60953
P46782
P06753
000560

ASMWD?9

P22102

Q9Y3I0
Q8WXX5
P61088
Q9H?223
Q5SW79
Q9BVP2
P33240
P26639

P11177
P43686
P47813

P61353
Q14498
P99999
P04792
P62847
Q02818

Q99460

Q92888
Q02790

P00492

Cell division control protein 42 homolog

40S ribosomal protein S5

Tropomyosin alpha-3 chain

Syntenin-1

Putative small nuclear ribonucleoprotein G-like
protein 15

Trifunctional purine biosynthetic  protein
adenosine-3

tRNA-splicing ligase RtcB homolog

Dna] homolog subfamily C member 9
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 N

EH domain-containing protein 4
Centrosomal protein of 170 kDa

Guanine nucleotide-binding protein-like 3
Cleavage stimulation factor subunit 2

Threonine--tRNA ligase, cytoplasmic

Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit
beta, mitochondrial

26S protease regulatory subunit 6B

Eukaryotic translation initiation factor 1A, X-
chromosomal

60S ribosomal protein L27
RNA-binding protein 39
Cytochrome c

Heat shock protein beta-1
40S ribosomal protein S24
Nucleobindin-1

26S  proteasome non-ATPase  regulatory
subunit 1

Rho guanine nucleotide exchange factor 1

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase FKBP4

Hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase
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CDC42
RPS5
TPM3

SDCBP

SNRPGP15

GART

RTCB
DNAJC9
UBE2N
EHD4
CEP170
GNL3
CSTE2
TARS

PDHB
PSMC4
EIF1IAX

RPL27
RBM39
CYCS
HSPBI1
RPS24
NUCB1

PSMD1

ARHGEF1
FKBP4

HPRT1
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Ribonucleoside-diphosphate  reductase large

389 P23921 ol RRM1 2
390 P55884 SE;;(SZ;)ZC translation initiation factor 3 EIF3B )
391  Q5JTDO  Tight junction-associated protein 1 TJAP1 2
392 P60891  Ribose-phosphate pyrophosphokinase 1 PRPS1 2
393 P13667  Protein disulfide-isomerase A4 PDIA4 2
394 QIBXJ9 i\bfl—glll;;};?-acetyltmnsfemse 15, NatA auxiliary NAALS 5
395 Q14444  Caprin-1 CAPRIN1 2
396 P00505  Aspartate aminotransferase, mitochondrial GOT2 2
397 P62807  Histone H2B type 1-C/E/F/G/I HISTéHZB 32
398  Q8IUE6  Histone H2A type 2-B HIS Té H2A 8
399 P50995  Annexin A1l ANXA11 3
400 P25205  DNA replication licensing factor MCM3 MCM3 3
401 P60981  Destrin DSTN 3
402 P05787  Keratin, type II cytoskeletal 8 KRT8 3
403 P43246 ~ DNA mismatch repair protein Msh2 MSH?2 2
104 Q9BVKG ers;j;ngmbmne emp24  domain-containing TMED9 3
405 P14868  Aspartate--tRNA ligase, cytoplasmic DARS 2
406 095801  Tetratricopeptide repeat protein 4 TTC4 2
407 Q15021  Condensin complex subunit 1 NCAPD2 2
408 Q9UMS4 Pre-mRNA-processing factor 19 PRPF19 2
409 Q9BPX3  Condensin complex subunit 3 NCAPG 2
410 P37837  Transaldolase TALDO1 2
411 Q00534  Cyclin-dependent kinase 6 CDKeé 2
412 P06703  Protein S100-A6 S100A6 2
413  Q7Z3K3  Pogo transposable element with ZNF domain POGZ 2
414 Q08945  FACT complex subunit SSRP1 SSRP1 2
415 P52907  F-actin-capping protein subunit alpha-1 CAPZA1 2
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416
417
418
419
420
421
422
423
424
425
426
427
428
429
430
431
432
433
434
435
436
437
438
439

440

441
442

443

444

Q9Y3B8
Q12907
Q07065
P06132
P61923
Q14203
P18583
Q8N766
Q9Y3B4
P11388
Q15459
P28838
Q15785
P49588
P28070
P49207
P00387
Q9Y6EQ
Q86XP3
P35611
Q9Y265
Q99615
P11387
Q6NZI2

Q9Y6E2

Q9UNS2
P46778

P04844

Q01105

Oligoribonuclease, mitochondrial
Vesicular integral-membrane protein VIP36
Cytoskeleton-associated protein 4
Uroporphyrinogen decarboxylase
Coatomer subunit zeta-1

Dynactin subunit 1

Protein S

ER membrane protein complex subunit 1
Splicing factor 3B subunit 6

DNA topoisomerase 2-alpha

Splicing factor 3A subunit 1

Cytosol aminopeptidase

Mitochondrial import receptor subunit TOM34

Alanine--tRNA ligase, cytoplasmic
Proteasome subunit beta type-4

60S ribosomal protein L34
NADH-cytochrome b5 reductase 3
Serine/threonine-protein kinase 24
ATP-dependent RNA helicase DDX42
Alpha-adducin

RuvB-like 1

Dnaj homolog subfamily C member 7
DNA topoisomerase 1

Polymerase I and transcript release factor

Basic leucine zipper and W2 domain-containing

protein 2

COP9 signalosome complex subunit 3

60S ribosomal protein L21

Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein
glycosyltransferase subunit 2

Protein SET
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REXO2
LMAN?
CKAP4
UROD
COPZ1
DCTN1
SON
EMCI
SF3B6
TOP2A
SF3A1
LAP3
TOMM34
AARS
PSMB4
RPL34
CYB5R3
STK24
DDX42
ADDI
RUVBLI
DNAJC7
TOP1
PTRF

BZW2

COPS3
RPL21

RPN2

SET
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445
446
447

448

449

450

451

452

453
454

455

456

457
458

459

460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471

Q96HE?
QINR28
P49721

043324
Q8WV]2
P52209
P02545
Q16630

095232
QI9BR76

P10644

043615

QI9HO054
Q01081

P62495

P43487
P39019
P12955
043681

Q96CT7
Q14247

Q9Y3B7
Q99873
Q14011
Q13642
P62829
P59998

ERO1-like protein alpha
Diablo homolog, mitochondrial

Proteasome subunit beta type-2

Eukaryotic translation elongation factor 1
epsilon-1

NudC domain-containing protein 2
6-phosphogluconate
decarboxylating
Prelamin-A/C

Cleavage and polyadenylation specificity factor
subunit 6

dehydrogenase,

Luc7-like protein 3

Coronin-1B

cAMP-dependent protein kinase type I-alpha
regulatory subunit
Mitochondrial  import
translocase subunit TIM44

Probable ATP-dependent RNA helicase DDX47
Splicing factor U2AF 35 kDa subunit

Eukaryotic peptide chain release factor subunit
1

Ran-specific GTPase-activating protein

inner  membrane

40S ribosomal protein S19

Xaa-Pro dipeptidase

ATPase ASNA1

Coiled-coil domain-containing protein 124
Src substrate cortactin

39S ribosomal protein L11, mitochondrial
Protein arginine N-methyltransferase 1
Cold-inducible RNA-binding protein
Four and a half LIM domains protein 1
60S ribosomal protein L23

Actin-related protein 2/3 complex subunit 4
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EROIA
DIABLO
PSMB?2

EEFI1E1

NUDCD?2

PGD

LMNA

CPSFé6

LUC7L3
CORO1B

PRKAR1A

TIMM44

DDX47
U2AF1

ETF1

RANBP1
RPS19
PEPD

ASNA1

CCDC124
CTTN

MRPL11

PRMT1
CIRBP
FHL1
RPL23
ARPC4
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472
473
474
475

476

477

478
479
480
481
482
483
484

485

486

487
488
489
490
491
492
493
494
495
496
497
498
499

P08708
P07339
P00367
060888

Q9Y3F4

QI9BW60

Q15437
Q15427
Q15050
P30520
P30044
075947
075607

Q9oUI30

QI9BPX5

Q15631
P62304
P56134
P43307
P31949
P25787
095336
Q9BY32
Q15185
P60866
P35237
043684
Q9BRA2

40S ribosomal protein S17
Cathepsin D
Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial

Protein CutA

Serine-threonine
protein
Elongation of very long chain fatty acids protein
1

Protein transport protein Sec23B

kinase  receptor-associated

Splicing factor 3B subunit 4

Ribosome biogenesis regulatory protein homolog
Adenylosuccinate synthetase isozyme 2
Peroxiredoxin-5, mitochondrial

ATP synthase subunit d, mitochondrial

Nucleoplasmin-3

Multifunctional — methyltransferase
TRM112-like protein

Actin-related protein 2/3 complex subunit 5-like
protein

subunit

Translin

Small nuclear ribonucleoprotein E
ATP synthase subunit f, mitochondrial
Translocon-associated protein subunit alpha
Protein 5100-A11

Proteasome subunit alpha type-2
6-phosphogluconolactonase

Inosine triphosphate pyrophosphatase
Prostaglandin E synthase 3

40S ribosomal protein S20

Serpin B6

Mitotic checkpoint protein BUB3

Thioredoxin domain-containing protein 17
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RPS17
CTSD
GLUD1
CUTA

STRAP

ELOVL1

SEC23B
SF3B4
RRS1
ADSS

PRDX5

ATP5H
NPM3

TRMT112

ARPC5L

TSN
SNRPE
ATP5]2

SSRI
S100A11
PSMA2
PGLS
ITPA
PTGES3
RPS20
SERPINB6
BUB3
TXNDC17
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500
501
502
503
504

505

506

507
508
509
510

511

512
513
514
515
516
517

518

519
520
521
522
523

524

525

526

Q96FQ6
P67870
Q96PK6
P15311
P20290

095347

Q1KMD3

P23526
P62280
075396
075694

P60228

P67809
Q8N183
P10768
P61313
QINR56
043707

QINP77

Q6PKGO
Q00325

Q9H7B2
Q9Y3L5
P14866

015372
P55060

P20674

Protein S100-A16 S100A16
Casein kinase 11 subunit beta CSNK2B
RNA-binding protein 14 RBM14
Ezrin EZR
Transcription factor BTF3 BTF3

Structural maintenance of chromosomes protein
f P SMC?2

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like HNRNPUL

protein 2 2
Adenosylhomocysteinase AHCY
40S ribosomal protein S11 RPS11
Vesicle-trafficking protein SEC22b SEC22B
Nuclear pore complex protein Nup155 NUP155
Zt;j]igtogc translation initiation factor 3 EIE3E
Nuclease-sensitive element-binding protein 1 YBX1
Mimitin, mitochondrial NDUFAF2
S-formylglutathione hydrolase ESD
60S ribosomal protein L15 RPL15
Muscleblind-like protein 1 MBNLI1
Alpha-actinin-4 ACTN4
RNA polymerase 1I subunit A C-terminal SSU72
domain phosphatase SSU72

La-related protein 1 LARP1
Phosphate carrier protein, mitochondrial SLC25A3
Ribosome production factor 2 homolog RPF2
Ras-related protein Rap-2c RAP2C
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L HNRNPL
Eukaryotic translation initiation factor 3 EIE3H

subunit H
Exportin-2 @OIEE

Cytochrome ¢ oxidase  subunit  5A,

mitochondrial COX5A
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527
528
529
530
531
532
533
534
535

536

537
538
539
540
541
542
543
544
545
546
547

548

549

550
551
552
553
554

Q96AG4
QINQR4
Q14566
Q16513
QIHS8YS
P04080
P50579
Q10567
Q9BQE3

P20042

P30084
P14927
Q9Y490
Q14061
P17980
Q8NITS
P15144
P46779
Q9UL46
P48147
Q13573

Q06210

QINQG5

Q9UNPY
P53396
P46821
Q13907
P18621

Leucine-rich repeat-containing protein 59
Omega-amidase NIT2

DNA replication licensing factor MCM®6
Serine/threonine-protein kinase N2

Golgi reassembly-stacking protein 2
Cystatin-B

Methionine aminopeptidase 2

AP-1 complex subunit beta-1

Tubulin alpha-1C chain

Eukaryotic
subunit 2

translation initiation factor 2

Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial
Cytochrome b-c1 complex subunit 7
Talin-1

Cytochrome c oxidase copper chaperone
268 protease regulatory subunit 6A
Protein KRI1 homolog

Aminopeptidase N

60S ribosomal protein L28

Proteasome activator complex subunit 2
Prolyl endopeptidase

SNW domain-containing protein 1

Glutamine--fructose-6-phosphate
aminotransferase (isomerizing) 1

Regulation of nuclear pre-mRNA domain-

containing protein 1B

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase E
ATP-citrate synthase
Microtubule-associated protein 1B
Isopentenyl-diphosphate Delta-isomerase 1
60S ribosomal protein L17
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LRRC59
NIT2
MCMe6
PKN2
GORASP2
CSTB
METAP?2
AP1B1
TUBAIC

EIF252

ECHS1
UQCRB
TLN1
COX17
PSMC3
KRI1
ANPEP
RPL28
PSME?2
PREP
SNW1

GFPT1

RPRD1B

PPIE
ACLY
MAPIB
IDI1
RPL17
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555
556

557

558
559
560
561
562
563
564
565
566
567
568
569
570
571
572
573

574

575
576
577

578

579
580
581
582

P54725
P30085

075306

Q12931
P45973
014979
Q01085
P17812
QIBVAL
P26368
Q8WXF1
Q15819
QINQC3
P15531
Q00341
P60903
P68032
P68366
Q05639

Q6FI13

P27348
PODMV9
P09493

PODMR1

P35241
P52789
015347
P83916

UV excision repair protein RAD23 homolog A RAD23A

UMP-CMP kinase CMPK1
NADH dehydrogenase (ubiquinone) iron-sulfur

NDUFS2
protein 2, mitochondrial UFs
Heat shock protein 75 kDa, mitochondrial TRAP1
Chromobox protein homolog 5 CBX5

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D-like HNRNPDL

Nucleolysin TIAR TIAL1
CTP synthase 1 CTPS1
Tubulin beta-2B chain TUBB2B
Splicing factor U2AF 65 kDa subunit U2AF2
Paraspeckle component 1 PSPC1
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 2 UBE2V2
Reticulon-4 RTN4
Nucleoside diphosphate kinase A NME1
Vigilin HDLBP
Protein S100-A10 S100A10
Actin, alpha cardiac muscle 1 ACIT(C1
Tubulin alpha-4A chain TUBA4A
Elongation factor 1-alpha 2 EEF1A2
Histone H2A type 2-A HIS 223H2A
14-3-3 protein theta YWHAQ
Heat shock 70 kDa protein 1B HSPA1B
Tropomyosin alpha-1 chain TPM1
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C-like HNRNPCL
4
Radixin RDX
Hexokinase-2 HK2
High mobility group protein B3 HMGB3
Chromobox protein homolog 1 CBX1
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583 Q14151  Scaffold attachment factor B2 SAFB2 2
584 P16989  Y-box-binding protein 3 YBX3 2
585 P61225  Ras-related protein Rap-2b RAP2B 2
586 P38159  RNA-binding motif protein, X chromosome RBMX 2
587 O75489 Z?IZI: g’e%fggszgi;(l ubiquinone) iron-sulfur NDUES3 )
588 P52701 = DNA mismatch repair protein Msh6 MSH6 2
589 P49454  Centromere protein F CENPF 2
590 P21964  Catechol O-methyltransferase COMT 2
591  Q86SE5  RNA-binding Raly-like protein RALYL 2
592 Q99622  Protein C10 C12o0rf57 2
593 Q99848  Probable rRNA-processing protein EBP2 EBNA1BP2 2
594 Q13151  Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A0 HNRNPAO 2
595 Q99459  Cell division cycle 5-like protein CDC5L 2
596 Q9HC38 Glyoxalase domain-containing protein 4 GLOD4 2
597  Q59GN2  Putative 60S ribosomal protein L39-like 5 RPL39P5 2
598 P62633  Cellular nucleic acid-binding protein CNBP 3
599 P27695  DNA-(apurinic or apyrimidinic site) lyase APEX1 2
600 P62888  60S ribosomal protein L30 RPL30 2
601 P98179  RNA-binding protein 3 RBM3 2

N¢: numero. ACC. N° accesion number, nimero identificativo de la proteina acuerdo a las bases de datos
SwissProt y TrEMBL. Pep: niimero de péptidos utilizados en la identificacion de las proteinas con al menos un
95% de confianza.
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Anexo II- Tabla 2 Total de 78 proteinas identificadas que se asocian con la funcién mitocondrial.

N° ACC.N° NOMBRE PROTEINA SIMBOLOGEN o=
1 P10809 60 kDa heat shock protein, mitochondrial HSPD1 21
2 P04406 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase GAPDH 23
3  P31939 Bifunctional purine biosynthesis protein PURH ATIC 11
4  P07195 L-lactate dehydrogenase B chain LDHB 14
5 P49327 Fatty acid synthase FASN 11
6 P06576 ATP synthase subunit beta, mitochondrial ATP5B 11
7  P60174 Triosephosphate isomerase TPI1 10
8  P40926 Malate dehydrogenase, mitochondrial MDH?2 9
9 P61604 10 kDa heat shock protein, mitochondrial HSPE1 9
10 P38646 Stress-70 protein, mitochondrial HSPA9 10
11  P05141 ADP/ATP translocase 2 SILC2548 7
12 Q99623  Prohibitin-2 PHB2 7
13 P62269 40S ribosomal protein S18 RPS18 8
14 P06744 Glucose-6-phosphate isomerase GPI 9
15  P4ad7o4 Le'ucine—rid.z PPR  motif-containing  protein, L RPPRC 6
mitochondrial
16  P34897 Serine hydroxymethyltransferase, mitochondrial SHMT?2 6
17  P25705 ATP synthase subunit alpha, mitochondrial ATP5A1 6
18 DP33316 Deoxyu'ridine | . 5'-triphosphate DUT 7
nucleotidohydrolase, mitochondrial
19 QVKZF4 ;Z;;hizl(;coccal nuclease  domain-containing SND1 6
I e A
21 P62244 408 ribosomal protein S15a RPS15A 4
22 P07237 Protein disulfide-isomerase P4HB 5
23 P22234 Multifunctional protein ADE2 PAICS 4
24 P35232 Prohibitin PHB 4
25 P54819 Adenylate kinase 2, mitochondrial AK2 4
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26
27

28

29
30
31
32
33
34
35
36
37
38

39

40

41

42

43

44
45
46

47

48

49

50
51
52

Q99497
Q9Y4W6

P40939

P19367
P30041
P00441
P54136
Q99832
P29401
P40925
P41250
P11586
P22307

Q8TAES8
P14854
060220
P31930
P21796

014561
P18077
P49411

P36957

P26639
P11177

P99999
P00505
Q9Y3B8

Protein deglycase DJ-1
AFG3-like protein 2

Trifunctional
mitochondrial

enzyme subunit alpha,

Hexokinase-1

Peroxiredoxin-6

Superoxide dismutase (Cu - Zn)
Arginine--tRNA ligase, cytoplasmic
T-complex protein 1 subunit eta
Transketolase

Malate dehydrogenase, cytoplasmic
Glycine--tRNA ligase
C-1-tetrahydrofolate synthase, cytoplasmic
Non-specific lipid-transfer protein

Growth arrest and DNA damage-inducible
proteins-interacting protein 1

Cytochrome c oxidase subunit 6B1

Mitochondrial import inner membrane translocase
subunit Tim8 A

Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mitochondrial

Voltage-dependent anion-selective channel protein
1

Acyl carrier protein, mitochondrial
60S ribosomal protein L35a

Elongation factor Tu, mitochondrial

Dihydrolipoyllysine-residue  succinyltransferase
component of 2-oxoglutarate dehydrogenase
complex, mitochondrial

Threonine--tRNA ligase, cytoplasmic

Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit
beta, mitochondrial

Cytochrome ¢
Aspartate aminotransferase, mitochondrial
Oligoribonuclease, mitochondrial
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PARK7
AFG3L2

HADHA

HK1
PRDX6
SOD1
RARS
CCT17
TKT
MDH]1
GARS
MTHFD1

SCP2

GADD45GI
P1

COXe6B1

TIMMSA

UQCRC(C1I
VDAC1

NDUFAB1
RPL35A
TUFM

DLST

TRAS
PDHB

CYCS
GOT2
REXO2



53 28838 Cytosol aminopeptidase LAP3 2
54 Q15785  Mitochondrial import receptor subunit TOM34 TOMM34 2
55  P49207 60S ribosomal protein L34 RPL34 2
56  P00387 NADH-cytochrome b5 reductase 3 CYB5R3 2
57  Q9NR28  Diablo homolog, mitochondrial DIABLO 3
58 043615 i\g;tzil:fi;cligﬁl 41mp0rt inner membrane translocase TIMMd4 )
59 Q9Y3B7 39S ribosomal protein L11, mitochondrial MRPL11 2
60 P00367 Glutamate dehydrogenase 1, mitochondrial GLUD1 2
61 30044 Peroxiredoxin-5, mitochondrial PRDX5 2
62 (075947 ATP synthase subunit d, mitochondrial ATP5H 2
63 P56134 ATP synthase subunit f, mitochondrial ATP5]2 2
64 Q8N183  Mimitin, mitochondrial NDUFAF2 2
65 Q00325 Phosphate carrier protein, mitochondrial SLC25A3 2
66 P20674 Cytochrome c oxidase subunit 5A, mitochondrial COX5A 2
67 QI9NQR4 Omega-amidase NIT2 NIT2 2
68 P30084 Enoyl-CoA hydratase, mitochondrial ECHS1 2
69 P14927 Cytochrome b-c1 complex subunit 7 UQCRB 2
70 Q14061 Cytochrome c oxidase copper chaperone COX17 2
71  P53396 ATP-citrate synthase ACLY 2
72 Q13907  Isopentenyl-diphosphate Delta-isomerase 1 IDI1 2
73 O75306 ;?ZI: Z?Z?ZZZ(E:;;?; (ubiquinone) iron-sulfur NDUES? 3
74 Q12931 Heat shock protein 75 kDa, mitochondrial TRAP1 2
75 P52789 Hexokinase-2 HK2 3
76 O75489 Z,?ZZI 3?;?%5;’25:;0;?; (ubiquinone) iron-sulfur NDUES3 5
77 P21964 Catechol O-methyltransferase COMT 2
78 QI9HC38  Glyoxalase domain-containing protein 4 GLOD4 2

N nuimero. ACC. N*% accesion number, niimero identificativo de la proteina acuerdo a las bases de datos
SwissProt y TrEMBL. Pep: niimero de péptidos utilizados en la identificacion de las proteinas con al menos un
95% de confianza.
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Anexo II- Tabla 3 Listado de proteinas expresadas diferencialmente en cibridos N, analisis entre
haplogrupo de ADNmt ] y H (N-J/N-H).

, ACC. . SIMBOLO  PEP ,

N°® Ne NOMBRE PROTEINA GEN ©95%) Ratio DE
1 P07355 Annexin A2 ANXA2 19 0,38 Oél
. : 0,1

2 P08670 Vimentin VIM 36 0,66 3
: 0,4

3 P06748 Nucleophosmin NPM1 31 1,92 3
o . 0,6

4 Q92945 Far upstream element-binding protein 2~ KHSRP 10 2,22 4
. L i 0,6

5 DP84103 Serine/arginine-rich splicing factor 3 SRSF3 7 231 3
0,6

6 P61604 10 kDa heat shock protein, mitochondrial ~ HSPEI 9 2,50 5
1,1

7 P46013 Proliferation marker protein Ki-67 MKI67 6 261 AIL
. ) 0,9

8 DP31948 Stress-induced-phosphoprotein 1 STIP1 12 2,67 4
9 P61978 geterogeneous nuclear ribonucleoprotein HNRNPK 8 271 Oé9
10 P09651 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein  HNRNPA 21 274 0,6

Al 1 9
. 0,9

11 P19338 Nucleolin NCL 18 2,83 9
: 0,7

12 P24534 Elongation factor 1-beta EEF1B2 6 296 1
1,1

13 P09429 High mobility group protein B1 HMGBI1 10 3,02 ’
14 P16402 Histone H1.3 HISI];lHl 8 348 111
Neuroblast differentiation-associated 1,9

15 Q09666 AHNAK 17 3,48

5 Q protein AHNAK 6
0,9

16 Q16204 Coiled-coil domain-containing protein 6~ CCDC6 4 371 6
) 0,7

17 Q86V81 THO complex subunit 4 ALYREF 5 454 3
L 0,3

18 P62258 14-3-3 protein épsilon YWHAE 8 469 3
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4,8

19 Q01469 Fatty acid-binding protein, epidermal FABP5 7 610 0
Complement ~ component 1 Q 0.6

20 Q07021 subcomponent-binding protein, CI1QBP 6 710 ;
mitocondrial

N¢: niimero. ACC. N° accesion number, niimero identificativo de las proteinas de acuerdo a las bases de
datos SwissProt y TrEMBL. Pep: niimero de péptidos utilizados en la identificacion de las proteinas con al
menos un 95% de confianza. Ratio: media del ratio iTRAQ (n=4) que representa la abundancia de las
proteinas identificadas entre cibridos N-J y N-H calculado por el software Protein Pilot 3.0. DE: desviacién
estandar. Rojo: proteinas incrementadas en N-] frente N-H. Verde: proteinas disminuidas en N-] frente N-H.

325



Anexo II- Tabla 4 Listado de proteinas expresadas diferencialmente en cibridos OA, andlisis entre
haplogrupo de ADNmt J y H (OA-J/OA-H).

o 0 c SIMBOLO PEP atio

N¢ ACC.N° NOMBRE PROTEINA GEN ©95%) " DE

1 P35637 RNA-binding protein FUS FUS 5 011 0,04

2 043852 Calumenin CALU 4 015 0,04

3 P35659 Protein DEK DEK 6 016 0,03

4 QUBTTO Acidic ?euczne-rz'ch nuclear ANP32E 3019 013
phosphoprotein 32 family member E

5 DPel60d IQ kDa . heat  shock  protein, HSPE] 9 020 0,07
mitochondrial

6 P16402 Histone H1.3 HIST1H1D 8 021 0,05
Complement ~ component 1  Q

7 Q07021 subcomponent-binding protein, C1QBP 6 022 0,12
mitochondrial

8  DP39687 Acidic {eucme-rz.ch nuclear ANP32A 6 022 0,07
phosphoprotein 32 family member A
E . T

9 015056 p ;tIkaryotzc translation initiation factor EIF4H 3022 008

10 P09429 High mobility group protein Bl HMGBI1 10 0,24 0,02

11 Q86V81 THO complex subunit 4 ALYREF 5 024 0,09

12 33316 Deoxyu.rzdme .5 —trzph.osphate DUT 7 024 0,04
nucleotidohydrolase, mitocondrial

13 Q16204 Coiled-coil domain-containing protein6 ~ CCDC6 4 025 0,04

14 Q15637 Splicing factor 1 SF1 4 025 0,06

15 Pelozg | lclerogeneous muclear NRNPK 8 0,26 0,10
ribonucleoprotein K

16 P19338 Nucleolin NCL 18 0,26 0,10

17 P06748 Nucleophosmin NPM1 31 0,26 0,09

18 Q13435 Splicing factor 3B subunit 2 SF3B2 6 027 0,03

19 Q96C19 EF-hand domain-containing protein D2 EFHD? 5 027 0,13

20 Q96AE4 Far upstream element-binding protein 1 FUBP1 6 027 0,08

21 DP37108 Szgna‘l recognition particle 14 kDa SRP14 5 028 0,03
protein

22 P46013  Proliferation marker protein Ki-67 MKI67 6 0,28 0,03
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23
24
25
26
27
28

29

30

31

32

33

34

35

36
37
38
39

40

41

42

43

44
45
46
47
48

014561
P00441
P27797
P62158
Q07955
Q01469

Q99729
P84103

Q09666

Q8NC51

P30040

060220

P22626

P23528
P31948
Q92945
P07237

P23246
P24534

P09936

P63241

P30101
P38646
P07737
P37802
P55209

Acyl carrier protein, mitocondrial NDUFABI
Superoxide dismutase (Cu - Zn) SOD1
Calreticulin CALR
Calmodulin CALM1
Serinelarginine-rich splicing factor 1 SRSF1
Fatty acid-binding protein, epidermal FABP5
Heterogeneous . nuclear HINRNPAB
ribonucleoprotein A/B
Serinelarginine-rich splicing factor 3 SRSF3
Neuroblast  differentiation-associated

AHNAK
protein AHNAK
Plasmzr%oge.n actzv.ator inhibitor 1 SERBPI
RNA-binding protein
Endoplasmic reticulum resident protein ERP29
29
Mitochondrial zm;?ort. inner membrane TIMMSA
translocase subunit Tim8 A
Heterogeneous nuclear  HNRNPA2B
ribonucleoproteins A2/B1 1
Cofilin-1 CFL1
Stress-induced-phosphoprotein 1 STIP1
Far upstream element-binding protein2 ~ KHSRP
Protein disulfide-isomerase P4HB
Splicing factor, proline- and glutamine- SFPQ
rich
Elongation factor 1-beta EEF1B2
szquztm carboxyl-terminal hydrolase UCHLI
isozyme L1
Eukaryotic translation initiation factor EIF5A
5A-1
Protein disulfide-isomerase A3 PDIA3
Stress-70 protein, mitocondrial HSPA9
Profilin-1 PFN1
Transgelin-2 TAGLN2

Nucleosome assembly protein 1-like 1 NAPIL1
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17

4

3

12
10

12

10
14
10

0,28
0,29
0,29
0,30
0,30
0,31

0,31
0,32

0,32

0,33

0,33

0,33

0,34
0,36
0,37
0,38
0,40
0,40
0,41

0,41

0,42

0,45
0,45
0,48
0,48
0,50

0,09
0,07
0,05
0,20
0,04
0,08

0,11
0,07

0,22

0,04

0,08

0,15

0,09
0,01
0,16
0,04
0,02
0,07
0,09

0,06

0,01

0,12
0,19
0,04
0,10
0,08



49
50
51

52

53
54

55

56
57
58

59

60

61

62

63

64
65
66
67

68

69
70
71
72
73
74
75

P54819
P62937
P04083

P10809

Q06830
P00558

P78527

P49368
P07900
P48643

P12956
Q14204
P22314
P08670
P17844

P15880
Q00610
P49327
P40227

P05023

P78371
P26641
P60842
P36578
P62701
P47897
P13639

Adenylate kinase 2, mitocondrial
Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A

Annexin Al

60 kDa  heat shock  protein,
mitochondrial

Peroxiredoxin-1

Phosphoglycerate kinase 1

DNA-dependent  protein kinase
catalytic subunit

T-complex protein 1 subunit gamma
Heat shock protein HSP 90-alpha

T-complex protein 1 subunit epsilon

X-ray  repair  cross-complementing
protein 6

Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1
Ubiquitin-like modifier-activating
enzyme 1

Vimentin

Probable ATP-dependent RNA helicase
DDX5

40S ribosomal protein S2
Clathrin heavy chain 1
Fatty acid synthase

T-complex protein 1 subunit zeta

Sodium/potassium-transporting
ATPase subunit alpha-1

T-complex protein 1 subunit beta
Elongation factor 1-gamma
Eukaryotic initiation factor 4A-1
60S ribosomal protein L4

40S ribosomal protein S4, X isoform
Glutamine--tRNA ligase
Elongation factor 2

AK2
PPIA
ANXAI

HSPD1

PRDX1
PGK1

PRKDC

CCT3
HSP90AA1
CCT5

XRCCé6
DYNCIHI
UBA1
VIM
DDX5

RPS2
CLTC
FASN
CCT6A

ATPI1A1

CCT2
EEFIG
EIF4A1

RPL4
RPS4X

QARS

EEF2

24

21

10

16

26
10

12

36

12
11

10

13

26

0,50
0,53
0,54

0,62

0,64
1,78
1,88
1,95
2,21
2,26
2,41
2,47
2,50
2,50
2,61
2,73
2,83
3,35
3,42
3,57
3,94
4,38
4,47
4,62
4,91
5,01
5,93

0,12
0,10
0,04

0,02

0,10
0,42
0,44
0,27
0,71
0,36
0,34
0,50
0,28
0,91
0,41
1,03
0,91
0,81
1,22
0,25
1,66
2,60
2,57
2,79
3,55
3,38
2,88
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Ne: niimero. ACC. N*: accesion number, niimero identificativo de las proteinas de acuerdo a las bases de datos
SwissProt y TrEMBL. Pep: niimero de péptidos utilizados en la identificacién de las proteinas con al menos un
95% de confianza. Ratio: media del ratio iTRAQ (n=4) que representa la abundancia de las proteinas
identificadas entre cibridos OA-] y OA-H calculado por el software Protein Pilot 3.0. DE: desviacion estindar.
Rojo: proteinas incrementadas en OA-] frente OA-H. Verde: proteinas disminuidas en OA-] frente OA-H.
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Anexo II- Tabla 5 Listado de proteinas expresadas diferencialmente en cibridos H, andlisis entre N
y OA (H-N/H-OA).

SIMBOLO PEP

N? ACC.N°® NOMBRE PROTEINA GEN 95%) Ratio DE

Sodium/potassium-transporting

1 P05023 ATPase subunit alpha-1 ATP1A1 6 022 0,04
2 P36578 60S ribosomal protein L4 RPIL4 6 024 0,17
3 P78371 T-complex protein 1 subunit beta CC12 10 027 0,13
4 P18124 60S ribosomal protein L7 RPL7 4 0,27 0,22
5 P60842 Eukaryotic initiation factor 4A-1 EIF4A1 13 0,32 0,20
6 P13639 Elongation factor 2 EEF2 26 034 0,28
7 Q00610 Clathrin heavy chain 1 CLTC 12 034 0,13
8 P08670 Vimentin VIM 36 035 0,06
9  DPl7844 l;rgl;?gle ATP-dependent RNA helicase DDX5 8 037 0,06

10 Q14204 Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 DYNC1IH1 12 0,39 0,08

X-ray  repair  cross-complementing

11 P12956 ; XRCCé 6 041 0,06
protein 6
12 D314 Ubiquitin-like modifier-activating UBAT 5 044 0,04
enzyme 1
13 P48643 T-complex protein 1 subunit epsilon CCT5 10 0,48 0,08
14 P07355 Annexin A2 ANXA2 19 055 0,07
15 P14618 Pyruvate kinase PKM PKM 33 055 0,22
16 P00558 Phosphoglycerate kinase 1 PGK1 10 062 0,19
17 060506 | icteroseneous muclelr yNCRIP 12 1,64 0,24
ribonucleoprotein Q
18 Q06830 Peroxiredoxin-1 PRDX1 8 1,70 0,27
19 P62937 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase A PPIA 24 1,71 0,33
20 Q14157 Ubiquitin-associated protein 2-like UBAP2L 4 1,89 0,01
01 D23246 Z}Z:ang factor, proline- and glutamine- SFPQ 6 233 0,14
22 P55209 Nucleosome assembly protein 1-like 1 NAP1L1 9 249 064
23 P10599 Thioredoxin TXN 5 254 1,02
24 P37802 Transgelin-2 TAGLN2 10 2,64 044
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25

26

27

28
29
30
31

32

33
34

35

36
37
38
39
40
41
42

43

44

45
46
47
48

49

50

Q99729

P33316

P22626

P06748
Q92945
P24534
P19105

P37108

P84103
P00441

P39687

P16070
Q15637
Q96AE4
Q13435
P35659
P19338
P62995

Q09666

P63241

P46013
P23528
P31948
P62158

P61978

P30040

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein A/B

Deoxyuridine 5'-triphosphate
nucleotidohydrolase, mitocondrial
Heterogeneous nuclear

ribonucleoproteins A2/B1

Nucleophosmin
Far upstream element-binding protein 2
Elongation factor 1-beta

Myosin regulatory light chain 12A

Signal recognition particle 14 kDa
protein

Serine/arginine-rich splicing factor 3
Superoxide dismutase (Cu - Zn)

Acidic leucine-rich nuclear
phosphoprotein 32 family member A

CD44 antigen

Splicing factor 1

Far upstream element-binding protein 1
Splicing factor 3B subunit 2

Protein DEK

Nucleolin

Transformer-2 protein homolog beta
Neuroblast  differentiation-associated
protein AHNAK

Eukaryotic translation initiation factor
5A-1

Proliferation marker protein Ki-67
Cofilin-1
Stress-induced-phosphoprotein 1

Calmodulin

Heterogeneous nuclear
ribonucleoprotein K

Endoplasmic reticulum resident protein
29

331

HNRNPA
B

pur

HNRNPA
2B1

NPM1
KHSRP
EEF1B2

MYL12A

SRP14

SRSF3
SOD1

ANP32A

CD44
SRSF1
FUBP1
SF3B2

DEK

NCL
TRA2B

AHNAK

EIF5A

MKI67
CFL1
STIP1

CALM1

HNRNPK

ERP29

14

31
10

17

12

12
4

8

4

2,69

2,97

3,08

3,10
3,12
3,12
3,45
3,52
3,67
3,67
3,67
3,75
3,76
3,77
3,81
3,89
3,92
3,98

4,03

4,03

4,04
4,04
4,10
4,10

4,18

4,19

0,66

0,87

0,60

0,63
0,81
0,53
0,99
0,45
0,82
0,59
1,12
1,41
0,28
0,78
0,93
1,57
1,23
0,45

1,99

0,13

1,29
1,90
1,29
1,70

1,60

0,48



51
52

53

54

55

56

57
58

59

60
61

62

63
64

65

66

67

68
69

70

Q07955
Q96C19

Q15056

P61604

P09429

QIUMX
0

Q04760
043852

Q8NC51

P62258
Q16204

P16402

P09012
Q86V81

P23588

QI9BTTO

060220

Q01469
P35637

Q07021

Serinelarginine-rich splicing factor 1

EF-hand domain-containing protein D2

Eukaryotic translation initiation factor

4H
10  kDa
mitochondrial

High mobility group protein B1

Ubiquilin-1

Lactoylglutathione lyase

Calumenin

Plasminogen
RNA-binding protein

14-3-3 protein épsilon

Coiled-coil domain-containing protein 6
Histone H1.3

U1 small nuclear ribonucleoprotein A

THO complex subunit 4

Eukaryotic translation initiation factor

4B
Acidic

leucine-rich
phosphoprotein 32 family member E
Mitochondrial import inner membrane

shock

inhibitor

translocase subunit Tim8 A

Fatty acid-binding protein, epidermal
RNA-binding protein FUS

Complement
subcomponent-binding
mitochondrial

component

SRSF1
EFHD?2

EIF4H

HSPE1
HMGB1
UBQLN1

GLO1
CALU

SERBP1

YWHAE

CCDCé6

HIST1H1
D

SNRPA
ALYREF

EIF4B
ANP32E

TIMMSA

FABP5
FUS

C1QBP

1

6

4,27 1,89
4,35 1,04

4,57 1,39

4,57 1,80
4,76 0,68
4,79 3,37

502 3,62
507 2,13

515 0,52

527 0,93
533 0,94

538 1,94

548 1,39
588 1,99

6,20 1,00

6,52 3,06

7,57 4,41

8,42 6,31
10,08 0,62

10,76 1,85

Ne: miimero. ACC. N*: accesion number, niimero identificativo de las proteinas de acuerdo a las bases de datos
SwissProt y TrEMBL. Pep: nuimero de péptidos utilizados en la identificacion de las proteinas con al menos
un 95% de confianza. Ratio: media del ratio iTRAQ (n=4) que representa la abundancia de las proteinas
identificadas entre cibridos H-N y H-OA calculado por el software Protein Pilot 3.0. DE: desviacién estdndar.
Rojo: proteinas incrementadas en H-N frente H-OA. Verde: proteinas disminuidas en H-N frente H-OA.
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Anexo II- Tabla 6 Listado de proteinas expresadas diferencialmente en cibridos J, andlisis entre N
y OA (J-N/J-OA).

0 0 . SIMBOLO PEP atio
N¢ ACC.N° NOMBRE PROTINA GEN 95%) Ratio DE
1 P35637 RNA-binding protein FUS FUS 5 0,17 0,06
2 P35659 Protein DEK DEK 6 024 0,05
3 Q86V81 THO complex subunit 4 ALYREF 5 029 0,07
4 P16402 Histone H1.3 HISII;IHI 8 031 0,04
5 DPeleod 10. kDa . heat shock protein, HSPET 9 032 010
mitochondrial
6 P62158 Calmodulin CALM1 4 033 0,19
7 P33316 Deoxyu.rldme ?-trlpho?phate DUT 7 037 0,05
nucleotidohydrolase, mitocondrial
8 P19338 Nucleolin NCL 18 0,37 0,15
9 P09429 High mobility group protein Bl HMGBI1 10 041 0,14
10 P37108 Slgna.l recognition particle 14 kDa SRP14 5 041 0,06
protein
11 P06748 Nucleophosmin NPM1 31 0,42 0,15
12 P24534 Elongation factor 1-beta EEF1B2 6 045 0,13
13 P46013 Proliferation marker protein Ki-67 MKI67 6 045 0,14
14 P27797 Calreticulin CALR 12 046 0,07
15 P84103 Serine/arginine-rich splicing factor 3 SRSF3 7 053 0,13
16 P31948 Stress-induced-phosphoprotein 1 STIP1 12 0,58 0,26
17 P11142 Heat shock cognate 71 kDa protein HSPAS8 37 1,44 0,33
18 P60842 Eukaryotic initiation factor 4A-I EIF4A1 13 1,67 0,33
HSP90AB
19 P08238 Heat shock protein HSP 90-beta 1 33 1,76 0,09
20 P07355 Annexin A2 ANXA2 19 2,18 0,72

N¢: niimero. ACC. N* accesion number, niimero identificativo de las proteinas de acuerdo a las bases de datos
SwissProt y TrEMBL. Pep: niimero de péptidos utilizados en la identificacion de las proteinas con al menos un
95% de confianza. Ratio: media del ratio iTRAQ (n=4) que representa la abundancia de las proteinas
identificadas entre cibridos |-N y J-OA calculado por el software Protein Pilot 3.0. DE: desviacion estdndar.
Rojo: proteinas incrementadas en J-N frente ]-OA. Verde: proteinas disminuidas en J-N frente [-OA.
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Abstract

Introduction

The generation of Rho-0 cells requires the use of an immortalization process, or tumor cell
selection, followed by culture in the presence of ethidium bromide (EtBr), incurring the
drawbacks its use entails. The purpose of this work was to generate Rho-0 cells using
human mesenchymal stem cells (hMSCs) with reagents having the ability to remove mito-
chondrial DNA (mtDNA) more safely than by using EtBr.

Methodology

Two immortalized hMSC lines (3a6 and KP) were used; 143B.TK-Rho-0 cells were used as
reference control. For generation of Rho-0 hMSCs, cells were cultured in medium supple-
mented with each tested reagent. Total DNA was isolated and mtDNA content was mea-
sured by real-time polymerase chain reaction (PCR). Phenotypic characterization and
gene expression assays were performed to determine whether 3a6 Rho-0 hMSCs maintain
the same stem properties as untreated 3a6 hMSCs. To evaluate whether 3a6 Rho-0
hMSCs had a phenotype similar to that of 143B.TK-Rho-0 cells, in terms of reactive oxygen
species (ROS) production, apoptotic levels and mitochondrial membrane potential (Aym)
were measured by flow cytometry and mitochondrial respiration was evaluated using a
SeaHorse XFp Extracellular Flux Analyzer. The differentiation capacity of 3a6 and 3a6
Rho-0 hMSCs was evaluated using real-time PCR, comparing the relative expression of
genes involved in osteogenesis, adipogenesis and chondrogenesis.

Results

The results showed the capacity of the 3a6 cell line to deplete its mtDNA and to survive in

culture with uridine. Of all tested drugs, Stavudine (dt4) was the most effective in producing
3a6-Rho cells. The data indicate that h(MSC Rho-0 cells continue to express the character-
istic MSC cell surface receptor pattern. Phenotypic characterization showed that 3a6 Rho-
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0 cells resembled 143B.TK-Rho-O0 cells, indicating that hMSC Rho-0 cells are Rho-0 cells.
While the adipogenic capability was higher in 3a6 Rho-0 cells than in 3a6 cells, the osteo-
genic and chondrogenic capacities were lower.

Conclusion

Among the drugs and conditions tested, the use of d4t was the best option for producing
Rho-0 cells from hMSCs. Rho-0 cells are useful for studying the role of mitochondria in
hMSC differentiation.

Introduction

Mitochondrial dysfunction is central to the pathogenesis of some monogenic syndromes.
Examples of these syndromes include the MELAS syndrome (mitochondrial encephalomyopa-
thy, lactic acidosis, and stroke-like episodes caused by mutation of mitochondrial transfer
RNAs) [1,2] and Leigh’s disease (caused by mutations in genes related to oxidative phosphory-
lation) [1,3,4]. In addition, there is an emerging recognition that disordered mitochondrial
dynamics contribute to the pathogenesis of complex diseases not classically considered to
involve mitochondria; these diseases include cancer [5,6], cardiovascular disease [7,8,9], neuro-
degenerative diseases [10,11] and rheumatic diseases [12-15].

In the last century, immortal cell lines have been developed that are devoid of mitochondrial
DNA (mtDNA) (Rho-0 (p0)) [16]. Rho-0 cells are highly valid tools to study human mitochon-
drial disorders because they can be used to develop a cytoplasmic hybrid (cybrid) model. This
model is interesting because it allows the study of the real role of mtDNA single nucleotide
polymorphisms (SNPs) with the same nuclear DNA background. Mitochondrial functions are
controlled by both mtDNA and nuclear DNA; cybrids are useful for the difficult task of identi-
fying whether the mitochondrial or nuclear genome is responsible for a particular mitochon-
drial defect. Cybrids are constructed by fusing a cell without a nucleus that harbors the
mtDNA of interest with RhoO cells in which endogenous mtDNA has been depleted. Cybrid
cell lines have been successfully used to explore the contribution of mitochondrial dysfunction
and mtDNA gene mutations to the pathogenesis of diseases, such as Parkinson's Syndrome.
Because disease cybrids can be generated from patients at all stages of a disease, they provide a
window into early stages of disease pathogenesis not available from pathological specimens.
Therefore, Rho-0 cells represent an important tool for development of cellular models of dis-
ease, for studying the pathogenesis of some diseases, or to test the toxic effects of drugs.

The generation of Rho-0 cells is challenging and requires the use of an immortalization pro-
cess followed by a lengthy culture in the presence of various low-dose drugs. Surprisingly, this
does not ensure the complete depletion of mtDNA from the cells. The use of ethidium bromide
(EtBr) is the most common and successful procedure to generate Rho-0 cells because EtBr pos-
sesses high capacity to intercalate into the mitochondrial double-stranded DNA, thereby inter-
fering with enzymes of the replication machinery. However, mutagenic effects of EtBr on the
nuclear genome cannot be excluded [17].

At present, most Rho-0 cells are obtained from tumor cells, with all the drawbacks that this
entails [18-20]. Mesenchymal stem cells (MSCs) are stromal cells that were originally isolated
from the adherent portion of bone marrow [21,22]. MSCs grow as spindle-shaped cells display-
ing a colony-forming capability in low density cultures and are non-hematopoietic and non-
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endothelial. MSCs can be propagated through multiple passages in cell culture and differentiate
into the standard osteogenic, adipogenic and chondrogenic lineages in appropriate media [23].

Because of the adverse effects of EtBr and the inconvenience of using tumor cells to generate
Rho cells, we conducted this experiment to attempt to improve these limitations. We first
tested some reagents with the ability to remove mtDNA more safely than EtBr. To this end, we
selected substances with the capacity to decrease the mtDNA copy number of cells by inhibit-
ing mitochondrial oxidative phosphorylation, interfering with mtDNA replication, or inhibit-
ing polymerase y [24-27]. Subsequently, we replaced tumor cell lines with hMSCs from bone
marrow. Although hMSCs are readily isolated but they have limited ability to expand under
standard conditions or with increasing age [28,29] and rapidly senesce in culture with
restricted multilineage differentiation capacity [30,31]. For this reason we used two immortal-
ized hMSC lines, KP and 3a6 [32,33].

Material and Methods
Cell culture of hMSCs

Two immortalized human mesenchymal/stromal cell lines (hMSCs) were used in this work,
the KP and 3a6 hMSC lines. Both hMSC lines were kindly provided by Dr Hung’s group.

KP cells were developed by Hung’s group using hMSC isolated from a bone marrow (BM)
aspirate of a 61-year-old female donor in the Veteran’s General Hospital-Taipei. The KP cell
line was immortalized using a retroviral vector transduction that expressed HPV16 E6/E7 [32].
KP cells were then transfected with phTERT-IRES2-EGFP to obtain the 3a6 cell line [33]. KP
cells were cultured using the Mesenchymal Stem Cell Growth Medium Bullet Kit (LONZA,
Biowhittaker, Viviers, Belgium), while 3a6 cell lines were grown in Dulbecco s Modified Eagle
‘s Medium-Low Glucose (DMEM-LG) (GIBCO, Grand Island, NY, USA) supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS), penicillin (100 U/ml), streptomycin (100 ug/ml) (P/S; Gibco,
Paisley, United Kingdom) and 2 mM L-glutamine (GlutaMax, GIBCO).

The study was approved by the Ethics Committee of the Galician Health Administration.

Rho-0 cell culture

The 143B.TK-Rho-0 cell line used in all the experiments as a reference control was kindly pro-
vided by Dr Garesse s group. It was obtained from a human osteosarcoma cell line (143B.TK-)
subsequently treated for 6-8 weeks with low dosage (50 ng/ml) EtBr. 143B.TK-Rho-0 cells
were maintained in DMEM containing 10% FBS, P/S and 50 mg/ml uridine (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA). Rho-0 cells need specific supplementation with uridine to sustain their
viability. The uridine satisfies the energy demand of these cells and possibly generates pyrimi-
dine despite the inhibition of dihydroorotate dehydrogenase (DHODH), a key enzyme in the
biosynthesis of pyrimidine.

In all cases the medium was changed twice a week and subculture was performed after the
cells reached 80% confluency. Cells were maintained in a 5% CO2 and 90% humidified atmo-
sphere at 37°C.

Generation of h(MSC Rho-0 cells

Cells were plated in a 6-multiwell plate (MW-6; Corning Incorporated, Kennebunk, ME, USA)
(8x104 cells per well) and cultured in the appropriate medium for each type, following the
same procedure (Fig 1). Cells were maintained for 24 hours in the appropriate culture medium
before the medium was supplemented with each tested condition: 3,8-Diamino-5-ethyl-6-phe-
nylphenanthridinium bromide (Ethidium bromide, EtBr) (Sigma-Aldrich), Rhodamine 6g
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Fig 1. Work flow for generating Rho-0 Cells from human mesenchymal stem cells (hMSCs). d4t = Stavudine;
mtDNA = mitochondrial DNA; Q-PCR = quantitative polymerase chain reaction; 12S-rRNA = mitochondrial12S ribosomal
gene; RNAseP = nuclear gene.

doi:10.1371/journal.pone.0164199.g001

(Rd6g) (Invitrogen, Waltham, MA, USA), 1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP"), Zidovudine
(AZT, 3’-azido-3"-deoxythymidine) or Stavudine (d4t; 2'-3'-didehydro-2'-3'-dideoxythymi-
dine) (Sigma-Aldrich) (Table 1). Culture media were always supplemented with uridine (50
mg/ml). Drug stocks were prepared following the manufacturers' instructions and replenished
at each medium change. The stocks were stored at -20°C between doses and new stocks were
prepared before each experiment.

In all the experiments, cells with no treatment were used as controls to determine the base-
line levels of mtDNA for each cell type. Cells cultured with EtBr were used as positive controls
to assess the capacity of the different cell lines to survive with very low levels of mtDNA. 143B.
TK-Rho-0 cells were used as a reference for the mtDNA content characteristic of a standard
Rho-0 line.

DNA isolation and quantification of mtDNA copy number

Total DNA from untreated cells (5x10°) and cells cultured with the test compounds (1x10°)
was isolated using a commercial kit (Qiagen, Manchester, UK), following the manufacturer's
instructions.

The mtDNA content was measured by real-time polymerase chain reaction (PCR) using the
LightCycler®) 480 II (Roche Applied Science, Mannhein, Germany). The targeted genes were
the mitochondrial12S ribosomal gene (12S-rRNA) and the nuclear gene RNAseP. Duplicate
DNA samples were amplified in parallel in a final volume of 20 pL containing 50 ng DNA,

10 pL of LightCycler® 480 Sybr Green I Master (Roche Diagnostics),0.3 uM primers for 12S-
rRNA (forward 5'-CCACGGGAAACAGCAGTGAT-3', reverse 5'-CTATTGACTTGGGTT
AATCGTGTGA-3') and 0.3 uM RNAseP primers (forward: 5'-GCACTGAGCACGTTGAG
AGA-3'; reverse: 5'-CCAGTCGAAGAGCTCCAGA-3') with H20 to reach the final volume.
The mixture was amplified by 50 cycles at 95°C for 10 seconds, 60°C for 15 seconds and 72°C
for 10 seconds; with a final extension of 72°C for 1 minute. The specificity of all reactions was
determined by a melting point curve analysis using one cycle at 95°C for 5 seconds and 65°C
for 1 minute followed by a heating step at 97°C with continuous fluorescence acquisition. For
determining mtDNA copy number, an independent standard curve was generated for each
gene (12S-rRNA and RNAseP). The total mtDNA copy number was determined from the Ct
values and was extrapolated into the external standard curve. The concentration for each gene
was obtained in the analyzed samples. MtDNA copy number values were expressed by the
ratio 12S rRNA/RNAseP. To normalize the values between all experiments, we established the
mtDNA copy number using the control cells (cells without treatment) as 100%.

Table 1. List of drugs analyzed to deplete mitochondrial DNA (mtDNA) in human mesenchymal stem cell lines (hMSCs).

Drug
Etidium bromide (EtBr)
Rhodamine-6g (Rd6g)
1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+)
Zidovudine (AZT)
Stavudine (d4t)

doi:10.1371/journal.pone.0164199.t001

Concentration Time (Hours)
1 mM, 500 nM, 100 nM 168
1 pg/ml, 3 pg/ml, 5 pg/ml 24-168
25 uM, 0.5 mM, 1 mM 72
10 uM, 20 pM, 0.5 mM 96-240
5 uM, 10 uM, 100 pM, 0.5 mM 96-240
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Clone selection

For the 3a6 cell line, clone selection was performed in the presence of d4t at 0.5 mM over a
240-hour period (Fig 1). Cells were plated in a P-100 dish at very low density; 90 cells were
plated (limit dilution) in DMEM-LG supplemented with 10% FBS, P/S, 0.5 mM d4t and 50
mg/ml uridine. After 24 hours cells were examined under an optical microscope and isolated
cells were marked to be followed for 2-3 weeks in culture. When a single colony was formed, it
was transferred to a MW-6 well. Clones were treated for 192-240 hours with the selective
medium (DMEM-LG supplemented with 10% FBS, P/S, 50 mg/ml uridine and d4t 0.5 mM).
At the end of this second selection time, mtDNA levels were determined and compared with
those obtained for 143B.TK- Rho-0 cells (Fig 1).

These treated cells and their Rho-0 clones were stored in liquid nitrogen for further use.

Phenotypic characterization of cells by flow cytometry

Cells were harvested, centrifuged, washed, and counted prior to flow cytometry. Cells were
incubated with 12 antibodies (CD29, CD34, CD45, CD69, CD73, CD90, CD105, CD106,
CD166, CD271, STRO and SSEA4) at optimal amounts added to each tube for 1 h at 4°C. A
control tube for each of the chromogens received equivalent amounts of isotype standards.
Rabbit polyclonal anti-mouse IG-FITC (Dako, Barcelona, Spain) was used as a secondary anti-
body when necessary. 2x10* cells per assay were analyzed on a flow cytometer (FACsCalibur,
Becton Dickinson, Madrid, Spain). Results were expressed as mean percentage of positive cells
in three individual experiments (mean + SD).

Detection of cellular reactive oxygen species (ROS) production

Cells were plated at a density of 8x10* cells per well in MW-6 plates for 24 hours, them the
medium was depleted and cells were incubated for one hour prior to the incubation with
2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetate at 10 uM (DCFH-DA, Sigma-Aldrich) for 30 min at
37°C in darkness. Cells were harvested by trypsin release and resuspended in saline solution
prior to analysis by flow cytometry. 10*cells per assay were measured by flow cytometry. Data
were analyzed using CellQuest software (Becton Dickinson). Results were expressed as median
of fluorescence (AU) and represented three independent experiments.

Detection of mitochondrial membrane potential (MMP, Awm) and
apoptotic cells

To determine mitochondrial membrane potential, cells were plated at 8x10* cells per well in
MW-6 plates for 48 hours in DMEM with 10% FBS. Cells were harvested, washed and resus-
pended phosphate-buffered saline (PBS). To establish the mitochondrial membrane potential,
5 ul of 1,1",3,3,3"-hexamethylindodicarbo-cyanine iodide (DilC1(5) ImmunoStep, Salamanca,
Spain) was added and incubated for 15 min at 37°C, 5% CO2. To measure the MMP, we used a
lipophilic fluorescent stain for labeling membranes, DilC1(5). This dye accumulates primarily
in those mitochondria having active mitochondrial membrane potentials. Staining decreases as
the mitochondrial membrane potential is reduced.

For apoptosis, the cells were incubated in the presence of staurosporine at 2 uM for 2 hours.
The basal and staurosporine-conditioned cells were washed and resuspended in 1 X annexin-
binding buffer followed by 5 pl of Annexin V-FITC and 5 pl of propidium iodide (PI) (Immu-
noStep) added to each 100 pl of cell suspension. The cells were then incubated at room temper-
ature for 15 minutes in darkness. Following incubation, 400 pl of 1X annexin-binding buffer
was added prior to analysis by flow cytometry within one hour. 10* cells per assay were

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0164199 October 20, 2016 6/23



©PLOS | on

Rho-0 Mesenchymal Stem Cell

measured on a flow cytometer and data obtained were analyzed by CellQuest software (Becton
Dickinson). Analysis of apoptosis was performed by counting cells stained simultaneously with
Annexin V-FITC and PI. This allowed the discrimination of intact cells (Annexin V-FITC and
PI negative) from cells in the early apoptotic state (Annexin V-FITC positive and PI negative)
and late apoptotic state (Annexin V-FITC and PI positive).

Results are expressed as percent of positive cells for each dye and represent the mean of
three independent experiments (mean + SD).

Mitochondrial respiration

Oxygen consumption (OCR, pmoles/min), an indicator of mitochondrial respiration, was
determined by direct measurement with a SeaHorse XFp Extracellular Flux Analyzer instru-
ment (Seahorse Bioscience, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). 2x10* cells per well
were seeded in XF cell culture microplates (Seahorse Bioscience, Agilent Technologies) and
incubated at 37°C with 5% CO,. The next day, the cells were washed with XF assay medium
supplemented with 10 mM glucose and 1 mM pyruvate and placed in a 37°C incubator without
CO, for 1 hour. OCR was determined following the manufacturer’s instructions. Briefly, for
the mitochondrial stress test, ports were loaded with 2 uM oligomycin, an ATP synthase inhibi-
tor, 1 uM carbonyl cyanide p-trifluoromethoxyphenyl-hydrazone or FCCP, an oxidative phos-
phorylation uncoupler, and, finally, a mixture of 2 pM Rotenone, a respiratory complex I
inhibitor and 4 uM Antimycin A, a respiratory complex III inhibitor, was added. Real time
OCR was averaged and recorded three times during each conditional cycle.

Osteogenic, adipogenic, and chondrogenic differentiation

For osteogenic and adipogenic differentiation, 3x10° cells were seeded in wells of a MW-6 plate
and cultured in growth medium for 24 hours. Osteogenesis was induced by culturing the cells
in Osteogenic Differentiation Medium (Lonza, Biowhittaker). Adipogenesis was induced by
culturing cells in hMSC Commercial Adipogenic Differentiation Medium (Lonza, Biowhit-
taker), following the manufacturer's instructions. Cultures were alternated between induction
and maintenance medium every 3 days. Both differentiation processes were maintained for 9
days.

Chondrogenesis was assessed using the micropellet formation (2.5x10%) technique [34],
with some modifications. 3a6 and 3a6 Rho-0 cells were detached using trypsin and centrifuged
at 300xg for 10 minutes. The resulting pellet was cultured for 21 days in hMSC Commercial
Chondrogenic Differentiation Medium (Lonza, Biowhittaker) supplemented with 10 ng/ml
transforming growth factor-B3 (TGFB-3) (Prospec, Ness-Ziona, Israel). During this process the
culture medium was changed every 3 days.

Staining neutral lipids

To confirm adipogenic differentiation capacity, 3a6 cells without treatment (3a6-wt) and 3a6
Rho-0 cells were cultured in adipogenic differentiation medium and the cells were then fixed in
4% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich) for 10 minutes at 4°C, followed by double-staining for
30 minutes with a 1:10000 dilution of a neutral lipid dye, 4,4-Difluoro-2.3,5.6-bis-tetramethy-
lene-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene (LD540), kindly provided by Dr Thiele [35]. This step was
followed by 5 minutes incubation with the nuclear dye 2’-(4-Ethoxyphenyl)-5-(4-methyl-
1-piperazinyl)-2,5'-bi-1H-benzimidazole trihydrochloride (Hoechst 33258. Sigma-Aldrich).
After washing with PBS, cover slips were mounted on microscopy chamber slides using Glycer-
gel (Dako). Fluorescence was visualized and photographed under fluorescence microscopy at
20X (Olympus BX61).
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RNA extraction and first strand cDNA synthesis

Total RNA from cell cultures and micropellets was extracted using Trizol® reagent (Invitro-
gen), following the manufacturer's protocol. For each sample, 1pg of total RNA was reversed
transcribed using the SuperScript® ViloTM Master Mix (Invitrogen), following the manufac-
turer's instructions.

Quantitative real-time-PCR (qRT-PCR)

Real-time PCR utilized a LightCycler 480-1I Instrument (Roche, Mannheim, Germany) with
TaqMan Universal Master Mix (Applied Biosystems). Analysis of the results was carried out
using Qbase+ version 2.5 software (Biogazelle, Gent, Belgium). Gene expression in some cases
was calculated relative to the housekeeping gene (RPL13A) and in other cases relative to the
basal condition. Sequence primers, probe and PCR conditions can be provided upon request.

Statistical analysis

Appropriate statistical analyses were performed using GraphPad Prism v6 software. The results
are reported as mean + SD. A p value less than 0.05 was considered significant.

Results
Generating Rho-0 cells from 3a6 human immortalized MSCs

Because this is the first time that a hMSC cell line was used to generate cells with depleted
mtDNA, we first tested survivability, as well as capability to become Rho-0 cells, using classic
methodology with EtBr. The results showed that the 3a6 cell line cultured with EtBr at 100 nM
for a short time, 240 hours, had a 8.17% decrease of mtDNA copy number compared to 3a6
cells without treatment (3a6-wt, mtDNA copy level was established at 100%) (Fig 2A). These
results demonstrate the capacity of the 3a6 cell line to deplete its mtDNA and survive in culture
in the presence of uridine.

The next set of experiments studied the ability of other reagents less toxic than EtBr to
reduce mtDNA copy number. 3a6 cells cultured in the presence of three different Rd6g concen-
trations (1, 3 and 5 pg/ml) for 168 hours showed a small decrease in mtDNA content (Fig 2B).
Rd6g at 3 ug/ml for 120 hours yielded the greatest decrease in the percentage of mtDNA con-
tent, 68.5%. The highest concentration, 5 pg/ml, proved to be the least effective, with the levels
of mtDNA actually increasing compared to cells without treatment (Fig 2B).

The lowest concentration of MPP*, 25 uM, at 72 hours of culture reduced the percentage of
mtDNA copies to 41.41% compared to the control. The other two concentrations, 0.5 mM and
1 mM, produced similar results at the same time (Fig 2C). A culture time longer than 72 hours
with MPP" induced cell death by necrosis at all concentrations (data not shown).

Interestingly, the capacity of the two nucleosides reverse transcriptase inhibitors (NRTTIs)
selected differed. Both AZT concentrations, 20 uM and 0.5 mM, at all culture times, increased
the mtDNA levels and both concentrations showed similar effects on mtDNA copy number
(Fig 2D). However, incubation of cells with Stavudine (d4t) yielded different results. Low con-
centrations (5 and 10 pM) did not produce a decrease in the mtDNA copy number, but high
concentrations, 100 uM and 0.5 mM, incubated for 144 hours decreased mtDNA copy number
to 10.84% compared to that of the control (Fig 2E). The most effective concentration and cul-
ture times for reducing mtDNA copy number in 3a6 hMSCs are summarized in Table 2.

The values obtained to this point come from a pool of cells; therefore we performed clone
isolation. Cells from the 3a6 cell line were cultured in the presence of d4t at 0.5 mM for about
96 hours before selection of each clone. First, we isolated 15 clones and analyzed the mtDNA
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doi:10.1371/journal.pone.0164199.g002

copy number from each. The results showed variability in the mtDNA copy number ranging
from 67.79% (clone-7) to 10.76% (clone-3), compared to 3a6 cells without treatment (3a6-wt)

(Fig 3A). To decrease the mtDNA copy numbers detected in 3a6 clones to values similar to

those described for other Rho-0 cells, such as 143B.TK- Rho-0, two 3a6 clones were selected.
One, C-10, had a high mtDNA copy number; 63.68%, and the other, C-3, the lowest value for
mtDNA copies, 10.76%. Both clones were cultured with uridine (50 mg/ml) and d4t (0.5 mM)
for an additional 192 hours prior to analysis of the mtDNA copy number. The results showed
that both selected clones had obtained a low number of copies when compared to their parental

line, 0.80% for C-3 and 1.57% for C-10, when 3a6 was assigned the mtDNA copy number
value of 100% (Fig 3B). These values are characteristic of Rho-0 cell lines, as shown in the

Table 2. Summary of the most effective reagent reducing mitochondrial DNA (mtDNA) copy number in 3a6 human mesenchymal stem cells
(hMSCs).

Drug Concentration Time (Hours) 3a6% mtDNA copy number
Etidium bromide (EtBr) 100 mM 168 8.15
Rhodamine-6g (Rd6g) 3 pg/mi 120 84.97
1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP+) 25 uM 72 41.41
Zidovudine (AZT) 0.5mM 216 221.55
Stavudine (d4t) 0.5mM 144 2.86

doi:10.1371/journal.pone.0164199.t002
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drug

doi:10.1371/journal.pone.0164199.9003

same Fig where the % of mtDNA copy number in the 143B.TK-Rho-0 line (0.284%) is com-
pared to that of its parental cell (143B.TK-) (100%).

To test the ability of the selected clones to grow in culture medium without d4t and main-
tain the mtDNA levels of a Rho-0 cell line, we cultured C-3 cells (pre-treated for 192 h with d4t
at 0.5 mM) for 288 hours in a culture medium supplemented only with uridine. We then iso-
lated the total DNA at 48, 72, 120, 240 and 288 hours of culture and assessed the mtDNA copy
number. The results showed that these cells maintained low levels of mtDNA (Fig 3C). These
results indicate that the clones isolated from 3a6 are Rho-0 cells and could be used to construct
transmitochondrial cybrids. The C-3 clone was selected for use in further experiments.

Because all reagents do not possess the same capability for removing mtDNA in different
cell lines, we examined the ability of these reagents in another hMSC cell line generated from
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experiment for treatment with different agents. The figures represent at least two independent experiments.

doi:10.1371/journal.pone.0164199.g004

the same cell line donor as 3a6. We used the KP cell line to evaluate the efficiency of the com-
pounds tested on 3a6. We first determined the ability of KP cells to become Rho-0 cells. The
results indicated that KP cells incubated with EtBr at 500 nM for 168 hours showed decreased
levels of mtDNA copy number, 8.93%, compared to cells without treatment (KP control at
100%) (Fig 4A). Rd-6g (3 ug/ml) lowered the mtDNA content beginning on the second day
of exposure, the level of mtDNA at 96 hours being 8.34% (Fig 4B). The capacity of NRTIs in
KP cells was similar to that in 3a6 cells. Culture with AZT produced mtDNA levels above
100%, except for 10 uM at 240 hours, at which concentration and time mtDNA levels
decreased to near 60% (Fig 4C). Three concentrations of d4t were tested (5 uM, 10 uM and
0.5 mM) over 240 hours of culture and mtDNA levels decreased to 12.38% at 0.5 mM con-
centration (Fig 4D). The most effective concentration and time of culture of the conditions
tested to reduce mtDNA copy number in the KP mesenchymal stem cell line are summarized
in Table 3.
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Table 3. Summary of the most effective reagent, in KP human mesenchymal stem cells (hMSCs).

Drug
Etidium bromide (EtBr)
Rhodamine-6g (Rd6g)
Zidovudine (AZT)
Stavudine (d4t)

doi:10.1371/journal.pone.0164199.t003

Concentration Time (Hours) KP % mtDNA copy number
500 mM 168 8.93
3 pg/ml 96 8.34
10 uM 240 59.68
0.5 mM 240 12.38

Characterization of Rho-0 hMSC cells

To assess whether 3a6 Rho-0-like cells maintain the stem properties of 3a6-wt cells, a pheno-
typic characterization was developed. FACS analysis demonstrated that 3a6-wt and 3a6 Rho-0
cells showed a similar cell-surface receptor pattern (Fig 5A). Both types of cells were negative
for CD34, CD45, CD69, CD106, CD271 and STRO antigens (data not shown). In both 3a6-wt
and 3a6 Rho-0-like cells nearly 95% of the cells were positive for CD29, CD73, and CD90. Sig-
nificant differences existed for CD105 (3a6-wt: 51.96+16.07%; 3a6 Rho-0-like: 17.99+1.80%,
p<0.05) and SSEA4 (3a6-wt: 20.45+3.52%; 3a6 Rho-0-like: 79.01£3.92%, p<0.0001).

The assessment of ROS production showed no significant differences between 3a6-wt, 3a6
Rho-0 and 143B.TK- Rho-0 cells (Fig 5B). While levels of apoptosis did not differ in numbers
of positive cells between basal conditions and Staurosporine exposure in 3a6-wt and 3a6 Rho-0
cells, for 143B.TK- Rho-0 cells the difference was statistically significant (basal: 10.11%+2.67;
Staurosporine 32.20%7.36, p<0.05) (Fig 5C).

The mitochondrial membrane potential (Aym) of 3a6 Rho-0 cells showed a significant
decrease compared to that of 3a6-wt cells (3a6-wt: 95.66+1.86%; 3a6 Rho-0: 68.11+1,62%;
p<0.05). Similarly, the Aym of the 143.B TK- Rho-0 cell line significantly decreased compared
to that of 3a6-wt cells (3a6-wt: 95.66+1.86%; 143B. TK- Rho-0: 68.50+5.37%; p<0.001) (Fig
5D).

The mitochondrial network was broken in the 3a6 Rho-0 cells and mitochondria were
rounded and surrounded the nucleus when compared with 3a6-wt cells (Fig 5E). The 3a6 Rho-
0 cells had a lower basal OCR and did not respond to the administration of oligomycin, FCCP
and rotenone/antimycin while parental cells showed standard values. These results are similar
to those found for 143B.TK- and 143B.TK-Rho-0 cells (Fig 5F and 5G).

Differentiation capacity of Rho-0 hMSCs

To evaluate the multipotential capacity of Rho-0 hMSCs, we examined the expression of
Nano-HomeoBox (Nano-g), POU Class 5 Homeobox 1 (Oct 3/4), SRY (Sex determining
region)-Y-box 2 (Sox-2) and SRY-box 9 (Sox-9). The results of the -PCR analyses revealed
that the expression levels of the four genes in 3a6-Rho-0 cells were significantly lower than
those in 3a6-wt cells (p<0.05) (Fig 6A).

Another set of experiments was designed to study how reducing the expression of the above
mentioned four genes affects the capacity of 3a6 Rho-0 cells to differentiate into osteocytic, adi-
pocytic and chondrocytic cellular lineages.

Basal expressions of two genes involved in osteogenesis, alkaline phosphatase-4 (ALP) and
osteocalcin-1 (OC-1), did not show any significant difference between 3a6 Rho-0 and 3a6-wt
cells (Fig 6B). However, their expression after 9 days in culture with specific differentiation
medium showed that ALP expression was higher in 3a6 Rho-0 than 3a6-wt cells (0.575
+0.035-fold for 3a6-wt and 1.701+0.156-fold for 3a6 Rho-0). Expression levels of OC-1 after
osteogenesis induction did not show significant differences between the two cell types (Fig
6C).
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Fig 5. Characterization of 3a6 cells without treatment (3a6-wt) and 3a6 Rho-0 like cells. (a). Phenotypic characterization is
represented as the percentage of positivity for CD29, CD73, CD90, CD105, CD166 and SSEA4 for both cell types. (b). Cellular levels of
reactive oxygen species (ROS) in both cell types and in 143B.TK-Rho-0 cells (used as a reference for a typical Rho-0 line). Total ROS
production was measured with 2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFH-DA); data are expressed as mean fluorescence
intensity. (c). Apoptosis measured with Annexin-V-FIT: data are expressed as percentage of positive cells for Annexin-V and propidium
iodide (PI) in basal conditions and culture in presence of Staurosporine (Stau) at 2 uM for 2 hours. (d). Mitochondrial membrane
potential (Awm) measured with DilC1(5) [1,17,3,3,3"-hexamethylindodicarbo-cyanine iodide], data are expressed as percentages of
cells that were positive for DilC1(5) fluorescence. (e). Mitochondrial network in 3a6-wt and 3a6-Rho 0 cells incubated with 250 nM
MitoTraker Red solution for 30 min in a 37°C incubator. The cells were fixed with 4% paraformaldehyde and counterstained with
Hoechst-33258 nuclear dye. The cells were photographed with a confocal microscope Nikon AR-1. (f-g) The mitochondrial respiration
[oxygen consumption (OCRY)] pattern was obtained using a SeaHorse XFp for 3a6-wt and 3a6 Rho-0 cells (f) and for 143B.TK- and
143B.TK-Rho-O0 cells (g). All data were obtained from three independent experiments, expressed as mean +SD and analyzed by the
unpaired t-test (¥, p<0.05; *** p<0.001).

doi:10.1371/journal.pone.0164199.g005
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Basal expression of the fatty acid synthase (FASN) gene was similar in both 3a6-wt and
3a6-Rho-0 cells. The basal expression of peroxisome proliferator-activated receptor gamma
(PPAR-y) was higher in 3a6-wt than 3a6 Rho-0 cells, but not significantly so (Fig 6D). Interest-
ingly, in 3a6-wt cells, the induction of adipogenesis differentiation did not modify the expres-
sions of FASN and PPAR-y (0.558+0.13-fold for FASN and 0.522+0.113-fold for PPAR-y).
However, differentiated 3a6 Rho-0 cells showed a significant increase in the levels of both
genes (FASN: 2.45+0.14-fold, p<0.005; PPAR-y: 9.334+1.32-fold, p<0.01) (Fig 6E). These
results were confirmed by staining cells with LD540; cells cultured in adipogenic medium
showed more neutral lipid in 3a6 Rho-0 cells than in 3a6-wt cells (Fig 6F).

To analyze the capacity of these cells to differentiate into chondrocytes, micropellet forma-
tion under chondrogenic differentiation was employed and the gene expression levels of CoL-I
and CoL-II were evaluated. The results showed that chondrogenic differentiation increased the
levels of CoL-1, but with statistical significance only in the case of 3a6 Rho-0 cells (44.38
+10.28, p<0.05). The levels of CoL-II increased more in 3a6-wt than in 3a6 Rho-0 cells (Fig
6G).

To examine the extent of mitochondrial activity involvement in the cellular differentiation
process, the expression levels of two genes indicative of mitochondrial biogenesis, peroxisome
proliferator-activated receptor gamma co-activator 1-alpha (PGC-1a) and transcription factor
A mitochondrial (TFAM) were determined. The basal expression level of both genes was simi-
lar in 3a6-wt and 3a6 Rho-0 cells, but the basal genetic expression of PGC-1c. was significantly
higher in 3a6-wt than in 3a6 Rho-0 cells (p<0.01) (Fig 7A).

The gene expression level of PGC-1o. after 9 days in culture with specific adipogenic
medium in comparison with cells cultured in basal medium showed that its expression was sig-
nificantly higher in 3a6 Rho-0 adipogenic than in basal condition (3a6 Rho-0-Adipo: 10.82
+1.082-fold vs. 3a6 Rho-0-Basal p<0.005) (Fig 7B). Similar results (but not significant) were
obtained for TFAM gene expression (Fig 7C).

Discussion

The first successful isolation of human Rho-0 cells used long-term exposure to EtBr of cells
from the 143B.TK- cell line [16]. These authors found that growth of cells obtained by this
method is uridine- and pyruvate-dependent because of the absence of a functional respiratory
chain. To date, most Rho-0 cells used to construct cybrids have been generated following this
procedure. We have, in this work, used EtBr to evaluate the capacity of cells of a hMSC line to
become Rho-0 cells and survive. Our results confirm the capability of EtBr to deplete mtDNA
in hMSCs and, furthermore, the ability of these depleted cells to survive with very low copies of
mtDNA in culture containing uridine. However, EtBr is an intercalating agent that causes neg-
ative effects in the nuclear genome; therefore, we consequently analyzed other compounds
with the aim of reducing the number of mtDNA copies with less toxicity. We examined the
karyotype of these depleted cells and have shown that the compounds used to produce 3a6
Rho-0 cells do not induce change in the number and in the size of chromosomes. Both 3a6-wt
and 3a6 Rho-0 cell types have similar chromosome conformation and their karyotypes are sim-
ilar (data are not presented).

The first compound tested was Rhodamine 6g (Rd6g), which, in vivo penetrates into the cell
and binds to the inner membranes of the mitochondria, decreasing mitochondrial enzymatic
activity. This inhibits oxidative phosphorylation and reduces the number of intact and meta-
bolically active mitochondria within the cell [24]. Rd6g has been used to remove mitochondrial
DNA from cells in culture for the construction of cybrids or hybrids using hamster [36], mouse
[37] and human skin fibroblasts [38]. Our results showed that Rd6g is less effective for
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doi:10.1371/journal.pone.0164199.9007

removing mtDNA in hMSC cell lines, although in KP cells Rd6g produced a larger decrease of

mtDNA copy number, but this reduction was not sufficient to generate Rho-0 cells. It is possi-

ble that Rd6g causes rapid and irreversible damage to mitochondria without removing mtDNA
[38,39].

Another compound tested to reduce mtDNA from 3a6 hMSCs was MPP*. This molecule
inhibits mtDNA replication by preventing incorporation of 5-bromo-20-deoxyuridine into
mitochondrial, but not into nuclear DNA [27,29]. Data generated by several studies suggested
that MPP" does not affect the overall biogenesis of mitochondria because mitochondrial tran-
scription factor A is not decreased in treated cells. Thus, MPP" selectively inhibits the replica-
tion of mtDNA, decreasing the intracellular content of mtDNA in treated cell lines
[27,29,40,41]. In our work, 3a6 hMSCs could survive in the presence of MPP" for only a short
time. The results of the effect of MPP" described in the literature demonstrated that MPP™
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initiated lipid peroxidation, stimulated ROS production and decreased ATP levels, all processes
implicated in the cell death induced by this compound [27] and indicating potent cellular tox-
icity in hMSCs.

The other two compounds tested (AZT and d4t) are NRTTs, a group of drugs used in the
treatment of AIDS associated with lipodystrophy. The prevailing hypothesis for their toxicity
suggests that these drugs inhibit mtDNA polymerase y [26,42]. AZT inhibits thymidine phos-
phorylation and may deplete intracellular thymidine-5’-triphosphate (TTP) to generate an
imbalance between TTP and other deoxynucleotides [43-46]. In our study with hMSCs, AZT
increased mtDNA content in both 3a6 and KP cell lines, in agreement with results obtained by
other authors [43,47]. Although the mechanisms through which AZT increased mtDNA are
unknown, some studies have indicated that this compound up-regulates genes encoding
mtDNA [48]. Other authors have suggested that the mechanism is a compensatory response to
mitochondrial dysfunction, which includes inhibition of mtDNA polymerase y [47], oxidative
stress [49] and increased mitochondrial mass because of oxidative stress [50,51]. Another
NRTTI thymidine analogue, potentially much more toxic to polymerase y [42,52], is Stavudine
(d4t). Our results are in agreement with previous reports [43,53] that d4t induced significant
reduction of the mtDNA copy number in both hMSC cell lines analyzed compared to cells
without treatment. The mitochondrial copy number in 3a6 cells treated with d4t (3a6 Rho-0:
8.3+3.01) is in a similar range of values obtained with 143B.TK-Rho-0 cells (4.11+1.97); both
values were calculated using the previously described methods. In addition, the low copy num-
ber of mtDNA was maintained for 288 hours after removing d4t from the hMSC culture.
These data support the stability of the low number of mtDNA copies even in the absence of
drug. The mitochondrial network was broken when 3a6 cells became 3a6 Rho-0 cells. The
mitochondrial morphology changed and the mtDNA depletion induced mitochondrial frag-
mentation like that described in other Rho-0 cell lines generated by other methods [54,55]. The
data obtained on mitochondrial respiration indicated that the 3a6 Rho-0 cells generated in this
work have greatly impaired respiration, like that of a typical Rho-0 cell line [54,55]. All these
characteristics indicate that hMSCs cultured with d4t are really Rho-0 cells.

Because the results confirm that 3a6 hMSCs can become 3a6 Rho-0 cells, it was necessary to
show that these cells continue being MSCs. To confirm the MSC phenotype, cell surface recep-
tor patterns were studied in both 3a6-wt and 3a6 Rho-0. The results showed a similar receptor
pattern for four receptors in both cell types, but 3a6 Rho-0 had a lower percentage of CD105.
However, this value agrees with the value for this receptor in the parental cell line (3a6) [33]
and in the original cell line from which the KP cell line was obtained, which had levels of
CD105 less than 20% [32]. In addition, 3a6 Rho-0 showed high levels of SSEA. Taken together,
these findings suggest that hMSC Rho-0 cells still express the characteristic MSC phenotype
pattern.

ROS production was assessed using flow cytometry with the results showing the same level
of ROS for both 3a6-wt and 3a6 Rho-0 cells. These data differ from previous studies reporting
that Rho cell lines and their parental cell lines produce different levels of ROS [56,57]. How-
ever, the ROS level of 3a6 Rho-0 cells is very similar to the ROS level of classical Rho-0 cells
(143B.TK-Rho-0). It is possible that the capacity of 3a6 hMSCs to produce ROS is lower than
the differentiated cell lines used in other studies [56].

Survival and the percentage of apoptosis in both 3a6-wt and 3a6 Rho-0 cell lines were simi-
lar. 326 Rho-0 cell growth was dependent on uridine as shown previously in other Rho-0 cell
lines. The percentage of apoptotic cells with uridine exposure showed a normal number of apo-
ptotic cells. The induction of apoptosis with staurosporine was also similar for both cell types.
These data indicate that the generated cells have normal viability in culture and are suitable for
study of the role of mitochondria in apoptosis.
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The lower mitochondrial membrane potential (Aym) of 3a6 Rho-0 cells compared to
3a6-wt cells agrees with the results from another Rho-0 cell line when compared with parental
cells. For example, 143B.TK-Rho-0 had 36% less Aym than 143B.TK-. However, the Aym of
other Rho-0 lines (HepG2 and HeLaS3), did not reflect differences from their parental cells
[58]. Several authors have shown that Rho-0 cell lines maintain the Aym because it is necessary
for growth [59] and that the Aym is maintained by a residual proton gradient [60-62]. Assum-
ing that the mitochondrial electron transport chain (ETC) is the major source of intracellular
ROS, the results indicated that the ETC works well in cells that had been depleted of their
mtDNA, in line with the results obtained by Aym.

The methodologies described in this work were tested in hMSCs from primary bone mar-
row and synovial tissue cultures. Analyses of Rd6g and d4t efficiencyin hMSCs from primary
cultures revealed differences in efficiency depending on the patient (data not shown). However,
the most important limitation of using hMSCs from primary culture was their limited ability
for expansion under standard conditions, especially with increasing age of the patient [28,29]
and rapid senescence in culture [30,31].

The protocols described here allowed us to generate Rho-0 cells from hMSCs avoiding some
typical inconveniences from using tumour cells, such as aneuploidy. This characteristic varies
extensively among different Rho-0 cell lines [18-20] and, to date, it is not clear how aneuploidy
impacts mitochondrial function. In addition, we tested several compounds and protocols to
avoid using EtBr, a compound with very important toxic effects on population health. Among
the compounds and conditions tested in this work, we suggest that d4t exposure at 0.5 mM for
240 hours is the best protocol to generate Rho-0 cells from 3a6 and KP hMSCs (Tables 2 and
3).

We also evaluated the effect of depletion of mtDNA on stem cell-like properties. Our data
suggest a decrease of stem-like potentiality during mtDNA depletion. Some researchers have
shown a relationship between mtDNA and the level of DNA methylation [63-65]. Recent evi-
dence using a global assessment of DNA methylation found that cells depleted in mtDNA
showed altered DNA methylation of the nuclear genome [64]. This finding may help explain
our finding differences in the expression of several genes involved in MSC differentiation from
3a6-wt to 3a6 Rho-0, but additional work will be needed to confirm this.

Core pluripotency, including Nanog, Oct-4 and Sox-2, share points of convergence with
STAT3, a master metabolic regulator controlling the oxidative glycolytic switch [66-69]. 3a6
Rho-0 cells have a lower expression of these genes than 3a6-wt cells. Taking into account that
the transition from glycolysis to mitochondrial oxidative metabolism and maintenance of
mitochondrial electron transport function are critical for differentiation [64,68], perhaps 3a6
cells will have more difficulty to respond under mesenchymal induction.

hMSCs are somatic stem cells with the capacity to differentiate into multiple lineages,
including osteoblasts, adipocytes and chondrocytes. In this work we evaluated whether the
mtDNA-depleted 3a6 Rho-0 cell line could differentiate into osteoblasts, adipocytes and chon-
drocytes. The results indicated that both 3a6-wt and 3a6 Rho-0 cell lines could be induced to
differentiate under defined culture conditions, but the capacity for response was different.
Osteogenic and chondrogenic differentiation was more effective in 3a6-wt than in 3a6 Rho-0
cells, while adipogenesis was more effective in 3a6 Rho-0 cells. A possible explanation could be
that metabolic changes in hMSCs may differ drastically depending on which lineage they are
induced to differentiate [70]. The genetic expression levels analyzed were low, probably due to
the short induction time, although 9 days was described in the literature as an optimal time for
evaluating the differentiation process in hMSCs. The expression of the OP gene was detected
14 days after induction, while PPAR-y was detected 7 days after induction in the KP cell line
[32]. OC expression was positive in 3a6 cells after 14 days in osteogenic medium [33]. We
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followed the differentiation for 9 days to analyze the differentiation capacity of 3a6 Rho-0 cells
compared to 3a6 cells. Perhaps an in-depth analysis of the differentiation process under longer
differentiation time would be interesting.

The different values for CD105 between 3a6-wt and 3a6 Rho-0 cells might reflect a different
chondrogenic capacity of both cell types, as recently described by Fan and coworkers, who
found that CD105 promotes chondrogenesis in MSCs obtained from synovium [71]. This data
opens several new areas for research.

Several authors have described that during hMSC osteogenic and adipogenic differentiation
there is a well coordinated process involving up-regulation of the biogenesis and respiratory
function of mitochondria and expression of antioxidant enzymes. [66,67,72]. Mitochondrial
biogenesis has been shown to be essential for adipogenic differentiation of the 3T3 mouse
embryonic fibroblast cell line [73]. Knowing the metabolic switch during hMSC differentiation
is dependent on increased mitochondrial activity, the analyses of PGCla, a key for mitochon-
drial biogenesis, and TFAM, a transcription factor that binds to the mitochondrial genome,
increasing their replication and mitochondrial gene expression in differentiation processes,
were performed in 3a6-wt and 3a6 Rho-0 cells. PGClo and TFAM gene expressions were
increased during the differentiation process, and this increase was higher in 3a6 Rho-0 cells
under adipogenic induction. This suggests that, during differentiation, an increase in mito-
chondrial mass could result from increased biogenesis being more significant in cells with low
levels of mtDNA copy number.

This data is in line with that of other groups, who showed that when the mtDNA copy num-
ber was analyzed during differentiation, a dynamic change upon induction occurred. One
explanation for this could be that down-regulation of glycolysis genes and activation of respira-
tory genes by PGC-1o increased the mtDNA [69,72]. The results shown here conformed to the
idea that the mitochondria and bioenergetic functions play an important role in stem cells and
in their differentiation process.

In summary, this is the first study to describe a protocol for the generation of Rho-0 cells
using immortalized hMSCs and alternative compounds to EtBr. Because the generation of
Rho-0 cells is the first step to construct cybrids, we suggest the use of h(MSCs as nuclear donors.
This model will allow study of the role of mitochondria as well as the different mtDNA hap-
logroups (or mtDNA SNPs) in the differentiation process. In addition, it will be possible to
analyze the role of mitochondrial SNPs in specific cells obtained from hMSC differentiation.
Several studies have shown that hMSCs are dependent on glycolysis for energy supply, but
quickly shift to aerobic metabolism once they are induced to undergo differentiation. To our
knowledge no one has published results like ours analyzing the mitochondrial role during the
differentiation process.
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Abstract: Osteoarthritis (OA) is the most frequent joint disease; however, the etiopathogenesis
is still unclear. Chondrocytes rely primarily on glycolysis to meet cellular energy demand, but
studies implicate impaired mitochondrial function in OA pathogenesis. The relationship between
mitochondrial dysfunction and OA has been established. The aim of the study was to examine
the differences in glucose and Fatty Acids (FA) metabolism, especially with regards to metabolic
flexibility, in cybrids from healthy (N) or OA donors. Glucose and FA metabolism were studied
using D-['*C(U)]glucose and [1-'*C]oleic acid, respectively. There were no differences in glucose
metabolism among the cybrids. Osteoarthritis cybrids had lower acid-soluble metabolites, reflecting
incomplete FA (3-oxidation but higher incorporation of oleic acid into triacylglycerol. Co-incubation
with glucose and oleic acid showed that N but not OA cybrids increased their glucose metabolism.
When treating with the mitochondrial inhibitor etomoxir, N cybrids still maintained higher glucose
oxidation. Furthermore, OA cybrids had higher oxidative stress response. Combined, this indicated
that N cybrids had higher metabolic flexibility than OA cybrids. Healthy donors maintained the
glycolytic phenotype, whereas OA donors showed a preference towards oleic acid metabolism.
Interestingly, the results indicated that cybrids from OA patients had mitochondrial impairments and
reduced metabolic flexibility compared to N cybrids.

Keywords: osteoarthritis; transmitochondrial cybrids; energy metabolism; metabolic flexibility

1. Introduction

Osteoarthritis (OA) is the most frequent joint disease, but the etiopathogenesis of OA is not
entirely understood. It is a heterogeneous disorder where genetics as well as biomechanical, endocrine,
and inflammatory effects may be involved in its origin [1]. With acceptance of the joint as an organ, the
pathogenesis of OA has been viewed as a complex process that involves cartilage degradation, synovial
inflammation, subchondral sclerosis, muscular atrophy, and ligament damage; all culminating in joint
dysfunction [2,3]. Recently, OA has been considered an illness with a low-grade chronic inflammation
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due to the synthesis and release of several cytokines and matrix metalloproteinases, leading to failure
of the cartilage repair system and further exacerbation of the dysfunction [3,4].

The maintenance of energy homeostasis requires nutrient sensing, signaling, trafficking, storage,
and oxidation, depending on substrate availability and energy demand [5]. Under stress, most cells
adapt and are able to change their energy metabolism, either by increasing catabolic pathways when
substrate availability is high or by increasing anabolic processes to respond to low nutrient intake [6].
The ability to respond and adapt to changes in metabolic demand has been described as metabolic
flexibility [7,8]. This term is well described as a healthy characteristic in skeletal muscle [7,9]. Metabolic
flexibility is associated with well-functioning mitochondria due to the fact of their role in the last steps
of both glucose and FA metabolism [5]. Metabolic inflexibility implies mitochondrial dysfunction and,
depending on substrate availability, impaired glucose or FA oxidation which further leads to nutrient
accumulation [7,8].

During OA, it has been established a relationship between mitochondrial dysfunction and cellular
damage due to the impairments in mitochondrial function and metabolic alterations, such as fragmented
mitochondrial mass, increased production of reactive oxygen species (ROS) production, and apoptosis
but lower ATP production, stress response mechanisms, and autophagy [10-15]. Several studies have
suggested that free fatty acids (FFAs) may play an important role in OA development. In these studies,
OA is associated with a high accumulation of lipids in cartilage [16,17]. Oleic, palmitic, and linoleic
acid are the predominant FAs found in this tissue, accounting for approximately 85% of the total FA
content [18]. Also, it has been established increased FA accumulation with progression of OA [18,19].
This ectopic FA accumulation likely leads to lipotoxicity and contributes to the cellular dysfunction [20].
Thus, the literature implies a relation between cartilage alterations and lipid metabolism [18,19].

Continent-specific mtDNA polymorphisms, known as mtDNA haplogroups, have been correlated
by several OA population studies [21-24]. Some of these mtDNA polymorphisms modulate
mitochondrial function that influence the behavior of the cell. Haplogroup ] is biochemically different
from haplogroup H, being the most efficient in terms of oxidative phosphorylation (OXPHOS) and
lower ROS production. Therefore, it has been hypothesized that subjects with mtDNA haplogroup J
confer protection in aging diseases such as OA [24,25]. Evidence suggests that mtDNA haplogroup ]
protects against knee and hip incidence and progression of OA [26]. Transmitochondrial cybrids are a
useful in vitro model to study the effects of having varying mtDNA, as they have a uniform nuclear
background [27]. They have been used in the study of a number of diseases where mitochondrial
dysfunction is prominent, including Parkinson’s disease [28], Alzheimer’s disease [29], and Leber
hereditary optic neuropathy [30]. Furthermore, several studies have successfully used cybrids to explore
the role of mtDNA variation in disease pathogenesis by affecting processes such as mitochondrial
proteostasis, ROS production, and mitochondrial dysfunction [31,32].

The purpose of the present work was to examine the glucose and FA metabolism, with particular
focus on metabolic flexibility, in cybrids from healthy (N) or OA donors. Furthermore, the role of
mtDNA haplogroups H and | was studied.

2. Materials and Methods

2.1. Subjects

Platelets from N and OA donors carrying mtDNA haplogroups H or ] (N-H, N-J, OA-H, or OA-])
were obtained from samples belonging to the Sample Collection for the Research of Rheumatic Diseases,
created by Blanco and registered in the Spanish National Biobank Registry, Section of Collections
(Register Code C.0000424). Written informed consent was obtained from all subjects and approval was
obtained from the local Ethics Committee of the Galician Health Administration (CEIC). All procedures
were conducted according to the principles expressed in the Declaration of Helsinki.
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2.2. Transmitochondrial Cybrids Preparation

Cybrids derived from the 143B.TK'Rho-0 cell line were established as described previously [27].
Haplogroup genotyping was used to verify that the mtDNA of the cybrids line was the same as in the
donor platelets. The mtDNA haplogroups were assessed using established methods [26].

Transmitochondrial cybrids were kept in Dulbecco’s modified Eagle’s medium with 5.5 mM (low)
glucose (Gibco, Grand Island, NY, USA) (from here on described as DMEM-glu). For experiments,
cybrids were cultured in DMEM-glu, DMEM no glucose (Gibco) supplemented with 100 pM oleic
acid (Sigma-Aldrich, Merck KGaA, Darmstadt, Germany) (from here on described as DMEM-ole) or
DMEM low glucose supplemented with 100 uM oleic acid (consequently described as DMEM-glu/ole).
All media were further supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), penicillin (100 U/mL), and
streptomycin (100 ug/mL) (Gibco). The cells were incubated in a humidified 5% CO, atmosphere at
37 °C. At least two clones were obtained of each cybrid for each experiment.

2.3. Basal Glucose and Fatty Acid (FA) Metabolism

2.3.1. Substrate Oxidation Assay and Measurement of Acid-Soluble Metabolites (ASM)

To analyze glucose and FA metabolism, cybrids were cultured with 1 x 10* cells/well on 96
well CellBIND® microplates (Corning Life Sciences, Schiphol-Rijk, Netherlands) in DMEM-glu or
DMEM-ole for 48 h. Thereafter, D-[14C(U)] glucose (0.5 uCi/mL, 200 pM) (PerkinElmer N EN®, Boston,
MA, USA) or [1-1#CJoleic acid (0.5 pCi/mL, 100 uM) (PerkinElmer NEN®) were given during 4 h CO,
trapping as described previously [33]. In brief, a 96 well UniFilter® microplate (PerkinElmer, Shelton,
CT, USA), activated for the capture of CO; by addition of 1 M NaOH, was mounted on top of the 96
well plate. After incubation, the [1-14C]Joleic acid cell medium was transferred to a multi-well plate,
sealed, and frozen at —20 °C for later analysis of acid-soluble metabolites (ASMs), before the cells
were washed and harvested in 0.1 M NaOH. The *CO;, trapped in the filter, produced from cellular
respiration and cell-associated (CA) radioactivity from glucose or oleic acid uptake, was measured by
the addition of scintillation fluid (Ultima Gold XR, PerkinElmer) and counted on a 2450 MicroBeta?
scintillation counter (PerkinElmer). Measurement of ASMs, which reflects incomplete FA 3-oxidation
and mainly consist of tricarboxylic acid cycle metabolites, was performed using a method modified
from Skrede et al. [34]. From the [1-14C]Joleic acid medium, 100 pL was transferred to an Eppendorf
tube and precipitated with 300 L cold HCIO4 (1 M) and 30 pL BSA (6%). Thereafter, the tube was
centrifuged at 10,000 rpm for 10 min at 4 °C before 200 puL of the supernatant was counted by liquid
scintillation on Packard Tri-Carb 1900 TR (PerkinElmer). All results were adjusted for protein content,
measured by the Bio-Rad protein assay using a VICTOR™ X4 Multilabel Plate Reader (PerkinElmer).

For glucose metabolism, the sum of 14COZ and remaining CA radioactivity was taken as a
measurement of total cellular uptake of substrate: CO, + CA. Fractional glucose oxidation was
calculated as CO,/(CO; + CA). For calculation of total cellular oleic acid uptake, ASMs were also taken
into account. The total uptake and fractional oxidation of oleic acid were thus calculated as CO, + CA
+ ASM and CO,/(CO, + CA + ASM), respectively. Fractional oxidation represents the proportion of
uptake that goes to oxidation and may or may not correlate with complete cellular oxidation.

2.3.2. Scintillation Proximity Assay (SPA)

To measure glucose and FA accumulation, cells were cultured with 1 x 10* cells/well on Cytostar-T®
96 well scintillation microplate or 96-Scintiplate® (PerkinElmer), respectively, in DMEM-glu or
DMEM-ole for 24 h. Thereafter, accumulation of D-['*C(U)] glucose (0.5 pCi/mL, 200 uM) or [1-14CJoleic
acid (0.5 uCi/mL, 100 uM) was measured by scintillation proximity assay (SPA) over 24 h as previously
described [33]. In brief, cells were incubated during 24 h in the presence of radiolabeled substrates
with measurements at 0, 2, 4, 6, 8, and 24 h on a 2450 MicroBeta? scintillation counter (PerkinElmer).
The radiolabeled substrates taken up will accumulate in the adherent cells and become concentrated
close to the scintillator embedded in the plastic bottom of each well. After the 24 h accumulation, the
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cells were harvested in 0.1 M NaOH and protein content in the lysates were measured by the Bio-Rad
protein assay using a VICTOR™ X4 Multilabel Plate Reader (PerkinElmer).

2.4. Metabolic Flexibility

To study the competition between glucose and FA metabolism, two different protocols were
established. In the first protocol, cells were cultured in DMEM-glu or DMEM-glu/ole, both containing
10% FBS, for 30 h. Thereafter, the media were changed to DMEM-glu/ole supplemented with 0.5%
FBS the last 18 h before 4 h CO; trapping with D-[C(U)] glucose (0.5 uCi/mL, 200 uM). In the second
protocol, cells were cultured as in the first protocol but during CO, trapping, two inhibitors of glucose
and FA metabolism, 20 uM UK5099 (Sigma-Aldrich) or 10 uM etomoxir (Sigma—Aldrich), respectively,
were added. The UK5099 and etomoxir were dissolved in DMSO and water, respectively, to create
concentrated stocks solutions. Thus, their respective controls were DMSO and water alone.

2.5. MTT Assay

To assess if UK5099 or etomoxir affected cell viability, cells were cultured in the presence of
UKS5099 (2, 5, 10, 15, or 20 uM) or etomoxir (5, 10, 20, or 40 uM) for 4 h or 24 h. Thereafter, proliferation
was determined using a CellTiter 9%6® AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay (Promega,
Madison, WI, USA) according to the manufacturer’s instructions. Absorbance was measured at 570 nm
on a Tecan Infinite 200 microplate reader (Tecan, Mannedorf, Switzerland). The analysis showed that
these compounds, at 20 and 10 uM, respectively, over 4 h did not affect cell viability (data not shown).

2.6. Detection of Anion Superoxide Production (O,~)

Cells were cultured with 9 x 10* cells/well on Corning® CellBIND® 6 well plates (Corning) in
DMEM-glu/ole for 48 h. The last 4 h, some parallels were incubated in the presence of UK5099 (20 uM)
or etomoxir (10 pM). To measure mitochondrial anion superoxide (O, ™) production, cells were treated
during 30 min with 5 pM MitoSOX™ Red (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). MitoSOX™ Red reagent
permeates living cells and selectively targets the mitochondria. It is rapidly oxidized by O, but not by
other reactive oxygen species (ROS). Cells were harvested by trypsin release and resuspended in saline
solution prior to analysis on a FACsCalibur flow cytometer (Becton Dickinson, New Jersey, USA).
Per assay 1 x 10* cells were measured and data were analyzed using the CellQuest software (Becton
Dickinson).

2.7. Evaluation of Lipid Droplet (LD) Formation

2.7.1. Lipid Distribution by Thin Layer Chromatography (TLC)

Cells were cultured with 1.5 x 10° cells/well on Corning® CellBIND® 12 well plates (Corning) in
DMEM with 25 mM glucose for 24 h before being incubated with [1-14C]oleic acid (0.5 pCi/mL, 100 uM)
for another 24 h. Thereafter, the cells were washed twice with PBS and harvested in 0.1% SDS. Cellular
lipid distribution was analyzed as previously described [35] by extraction of the homogenized cell
fraction, separation of lipids by thin layer chromatography (TLC) using a non-polar solvent mixture of
hexane:diethyl ether:acetic acid (65:35:1), and quantification by liquid scintillation on Tri-Carb 1900
TR (PerkinElmer). Total protein was measured by Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific, Madrid, Spain) using a VICTOR™ X4 Multilabel Plate Reader (PerkinElmer).

2.7.2. Staining Neutral Lipids by Immunofluorescence

Cells were cultured with 3 x 10* cells/well on 4 well chamber slides (Millipore, Billerica, MA,
USA) for 48 h in DMEM with 25 mM glucose or DMEM-ole. Thereafter, the cells were fixed in 4%
paraformaldehyde (Sigma—Aldrich) for 10 min at room temperature, followed by incubation in 0.1%
Tween20 (Sigma—Aldrich) for 5 min. The LD staining was performed with a 1:10,000 dilution of a
neutral lipid dye LD540 (kindly provided by Dr. Thiele), for 30 min [36]. This step was followed by 5



Cells 2020, 9, 809 50f15

min incubation with the nuclear dye Hoechst 33,258 (Sigma-Aldrich). After washing with PBS, cover
slips were mounted on microscopy chamber slides using Prolong Gold Antifade Reagent Mountant
(Thermo Fisher Scientific). Fluorescence was visualized and photographed under a Nikon AR-1
confocal microscope (Nikon, Tokyo, Japan).

2.8. Flow Cytometry

The intensity of LD540 fluorescent was also evaluated on a FACsCalibur flow cytometer (Becton
Dickinson). Cells were cultured with 9 x 10 cells/well on Corning® CellBIND® 6 well plates (Corning)
and treated as described above. Cells were harvested by trypsin release and resuspended in saline
solution prior to analysis by flow cytometry. 1 x 10 cells per assay were measured. Data were analyzed
using CellQuest software (Becton Dickinson). Results were expressed as median of fluorescence (AU)
from three independent experiments.

2.9. Quantitative Real-Time PCR (RT-PCR)

The RNA extraction was achieved using TRIzol (Life Technologies) according to the manufacturers
protocol. 0.5 pg of RNA was reversely transcribed into cDNA using an NZY First-Strand cDNA
Synthesis Kit (NZYTech, Lisbon, Portugal) following the manufacturer’s instructions. The RT-PCR
was performed in a LightCycler 480-II Instrument (Roche, Mannheim, Germany) using TagMan
Universal Master Mix (Roche). Analysis of the results was carried out using Qbase+ version 2.5
software (Biogazelle, Ghent, Belgium). Gene expression was calculated relative to the housekeeping
gene ribosomal protein L13A (RPL13A). Sequence primers, probe, and PCR conditions are available
upon request.

2.10. Statistical Analyses

Data are presented as mean + standard error mean (SEM) from three independent experiments
with a minimum of three observations unless stated otherwise. Statistical analyses were performed
using GraphPad Prism software version 6.01 (GraphPad, La Jolla, CA, USA). The unpaired ¢-test was
used to evaluate differences between N and OA groups, whereas the Mann—-Whitney test was used to
evaluate differences between haplogroups H and J. The paired t-test was used to evaluate the effect
of different treatments compared to basal. Differences with p-values < 0.05 were considered to be
statistically significant.

3. Results
3.1. Basal Glucose and FA Metabolism

3.1.1. Basal Glucose and FA Metabolism

Basal glucose and oleic acid metabolism were analyzed in cybrids by measuring acute (4 h)
oxidation and uptake as well as time-course accumulation over 24 h (Figure. 1). There were no changes
in basal glucose metabolism between N and OA cybrids (Figure 1A,B). Furthermore, when evaluating
the differences between the two haplogroups, OA-J had higher cell-associated glucose than OA-H
(Figure 1C); there was a non-significant tendency towards higher complete oxidation in OA-J compared
to OA-H cybrids (p = 0.0581 Figure 1C).
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Figure 1. Basal glucose and fatty acid metabolism. Cybrids were cultured for 48 h in DMEM-glu (A-D,
i.e.,, DMEM 5.5 mM glucose) or DMEM-ole (E-H, i.e., DMEM no glucose supplemented with 100 uM
oleic acid). Thereafter, basal glucose and oleic acid metabolism were evaluated using D-[1*C(U]glucose
(0.5 uCi/mL, 200 pM) or [1-#CJoleic acid (0.5 pCi/mL, 100 uM), respectively, and 4 h substrate oxidation
assay (A, C, E, and G) or 24 h SPA (B, D, F, and H). (A,B) Basal glucose metabolism in healthy (N) and
osteoarthritic (OA) cybrids. (C,D) Basal glucose metabolism in cybrids carrying haplogroups H or J.
(EF) Basal oleic acid metabolism in N and OA cybrids. (G,H) Basal oleic acid metabolism in cybrids
carrying haplogroups H or J. N and OA data included the values for haplogroups H and ] combined.
All data were obtained from three independent experiments, each with four replicates and two clones
per donor. Values are presented as mean + SEM in nmol/mg protein. * Statistically significant difference
between N and OA cybrids (** p < 0.005, unpaired t-test). # Statistically significant difference between
haplogroups (* p < 0.05, # p < 0.005, Mann-Whitney test).

Examination of basal oleic acid metabolism (Figure 1E-H) showed that OA cybrids had lower ASM,
reflecting incomplete FA (3-oxidation, compared to N cybrids (Figure 1E), whereas the other parameters
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were unchanged (Figure 1E,F). When evaluating the role of haplogroups, a lower complete and
fractional oleic acid oxidation was observed in N-J compared to N-H cybrids (Figure 1G). Furthermore,
oleic acid accumulation was overall higher in N-J than N-H cybrids the first 8 h of the time-course
substrate incorporation (Figure 1H).

3.1.2. Comparison between Basal Glucose and FA Metabolism

In order to see differences in degree of glucose compared to oleic acid, we performed a comparative
analysis between the synonymous data obtained from the substrate oxidation assay with the two
substrates as reported separately above. We observed that both N and OA cybrids had higher CA, but
lower complete and fractional oxidation of oleic acid compared to glucose, indicating a preference
towards glucose oxidation. This was reflected within the N cybrids, where both haplogroups had
lower complete and fractional oxidation but higher CA of oleic acid. However, within the haplogroups
of OA cybrids, the OA-] had both lower complete and fractional oxidation of oleic acid, whereas OA-H
only had lower fractional oxidation (Table 1).

Table 1. Comparison between basal glucose and FA metabolism from healthy (N) and osteoarthritis
(OA) cybrids and carrying haplogroups H or J.

Complete Subtrate Fractional Subtrate

Oxidation (COy) (nmol/mg Cf;;‘:f/;‘:“;trﬁeﬁ?) T‘“&fiﬂﬁgf,ﬂ"‘;ﬁf&cﬁ *  Oxidation(COL/(CO; +
Protein) 8 8 CA))

14 : 14 : 14 : 14 :

14 [**Cloleic 1 [**Cloleic 14 [**Cloleic 1 [**Cloleic
[**Clglucose acid [**Clglucose acid [**Clglucose acid [**Clglucose acid

N 5852:386 MEIS sgis7z TOPIEAA6 101441929 10400707 057x002 022002
0A  e628:847 BBLE22 50415919 T3TOEIB ig60:1742  9708:556  059:002 023 E001
N-H 6010393 OFOLE38 900740 7O30%689 yo9781 1086 110401056 056x002 030001
NJ  5695:700 O87E3AL g1y TOEEID 99114158 97591961  060:004  O20E001
OA-H 5648+1178 2684+638 4673+1753 7312+823 102.80+2894 9996+1394  057+006  0.26 £ 0.012
OA] 7118+1142 21 ELEL 50641180 7408+484 1234+2307 9563+585  059+002 022001

Values are presented as mean + SEM. A statistically significant versus [**C]glucose (* p < 0.05, * p < 0.005, 2
p <0.001, 3@ p < 0.0001, unpaired t-test). N, healthy; OA, osteoarthritis.

3.2. Metabolic Flexibility

The results obtained in basal experiments showed that cybrids from N and OA donors oxidize
more glucose, whereas they have higher CA of oleic acid. Thus, we wanted to examine how addition
of oleic acid affected the cybrids” glucose metabolism. Compared to basal (DMEM-glu), oleic acid
increased complete oxidation and total cellular uptake of glucose in N but not in OA cybrids (Figure 2A).
Complete and fractional glucose oxidation were lower in OA cybrids compared to N (Figure 2A).
Evaluating the results from the functional studies, gene expression analyses were performed. mRNA
expression of carnitine palmitoyltransferase 1B (CPT1B) and mitochondrial pyruvate carrier 2 (MPC2)
were lower in OA than in N cybrids (Figure 2B). The mitochondrial superoxide (O, ™) production was
higher in OA cybrids when oleic acid was present in the culture medium (Figure 2C). Combined, these
results indicate that N cybrids are more flexible than OA when the supply of energy changes.
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Figure 2. Effect of oleic acid on glucose metabolism, mRNA expression, and O,~ production. Effect of
culturing cells in DMEM-glu/ole (i.e., DMEM 5.5 mM glucose supplemented with 100 uM oleic acid)
compared to DMEM-glu (basal, i.e., DMEM 5.5 mM glucose). (A) Glucose metabolism. (B) mRNA
expressions of carnitine palmitoyltransferase 1B (CPT1B) and mitochondrial pyruvate carrier 2 (MPC2)
normalized to the expression of RPL13A. (C) Anion superoxide production (O,7). N and OA data
included the values for haplogroups H and ] combined. All data were obtained from three independent
experiments, each with four replicates and two clones per donor. Values are presented as mean + SEM
relative to basal. * Statistically significant difference between N and OA cybrids (* p < 0.05, ** p < 0.01,
unpaired t-test). P Statistically significant versus basal (°® p <0.01, paired t-test). N, healthy cybrids;
OA, osteoarthritis cybrids.

To further evaluate the metabolic flexibility, cells were cultured in DMEM-glu/ole and glucose and
oleic acid metabolism in the presence or absence of the mitochondrial inhibitors etomoxir (Figure 3A) or
UK5099 (Figure 3B), respectively. Etomoxir inhibits FA oxidation by targeting CPT1B, a mitochondrial
carrier of FAs, whereas UK5099 is an inhibitor of MPC [37-39]. Inhibition by etomoxir increased
complete oxidation, CA, and total cellular uptake of glucose in N cybrids compared to basal, but not
in OA cybrids where fractional glucose oxidation was decreased (Figure 3A). Inhibition by UK5099
increased complete and fractional oleic acid oxidation in OA cybrids compared to basal but not in N
cybrids (Figure 3B). Furthermore, N cybrids had a slight tendency towards increased glucose oxidation
(ns, p = 0.0675) compared to OA cybrids (Figure 3A), whereas these cells oxidized more oleic acid
compared to N cybrids when cultured in the presence of UK5099 (Figure 3B). Additionally, cells
cultured in presence of UK5099 had higher O,~ production in N and OA cybrids, whereas gene
expression of mitofusin 2 (MFN2) was increased in N but not OA cybrids (Figure 3C,D). No effect of
etomoxir was observed on the levels of O, production and MFN2 mRNA expression (Figure 3C,D).
Mitochondrial fusion plays a critical role in maintaining functional mitochondria when cells experience
a metabolic change. These results suggest that N cybrids are able to increase glucose metabolism when
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the FA pathway is blocked, whereas OA cybrids were only able to increase oleic acid oxidation when
the glucose pathway was blocked. Combined, this provides further evidence for higher metabolic
flexibility in cybrids carrying mitochondria from healthy individuals compared to patients with OA.
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Figure 3. Metabolic flexibility. (A) Effect of 10 pM etomoxir on glucose metabolism. (B) Effect of
20 uM UK5099 on oleic acid metabolism. (C) Effect of 10 uM etomoxir or 20 uM UK5099 on anion
superoxide (O, 7) production. (D) Effect of 10 tM etomoxir or 20 pM UK5099 on mRNA expression of
mitofusin 2 (MFN2 N and OA data included the values for haplogroups H and ] combined. All data
were obtained from three independent experiments, each with four replicates and two clones per donor.
Values are presented as mean + SEM relative to basal (DMEM-glu/ole, i.e., DMEM 5.5 mM glucose
supplemented with 100 uM oleic acid). * Statistically significant difference between N and OA cybrids
(* p < 0.05, unpaired t-test). © Statistically significant versus basal (° p < 0.05, ®* p < 0.01, *b p < 0.001,
bbbb 1, < 0.0001 paired t-test). N, healthy cybrids; OA, osteoarthritis cybrids.
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3.3. Evaluation of Lipid Distribution and LD Formation

To study the incorporation of oleic acid into lipids, TLC was performed. Most of the oleic acid was
incorporated into triacylglycerol (TAG) and phospholipids (PL), accounting for approximately 70%
and 25% of the total lipid incorporation, respectively (Figure 4A). The cybrids presented different lipid
distribution patterns: N cybrids had higher incorporation into PL and cholesteryl ester (CE), but lower
incorporation into TAG, compared to OA cybrids (Figure 4A). With TAG being the major contributor
to total FA incorporation and LD formation, the differences among haplogroups were examined for
this lipid class; OA-J showed higher TAG incorporation than OA-H cybrids (Figure 4B).
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Figure 4. Lipid distribution and lipid droplet formation. (A) Lipid distribution in healthy (N) and
osteoarthritis (OA) cybrids after 24 h incubation with [1-*CJoleic acid. PL, phospholipid; DAG,
diacylglycerol; FFAs, free fatty acids; TAG, triacylglycerol; CE, cholesteryl ester. (B) Incorporation of
[1-14C]oleic acid into TAG in N and OA cybrids carrying haplogroup H or J. (C) One representative
image of cybrids after culturing in DMEM-ole (i.e., DMEM no glucose supplemented with 100 mM oleic
acid) for 48 h before staining lipid droplets with LD540 (red) and nuclei with Hoechst 33,258 (blue).
(D,E) Quantification of lipid droplet formation by flow cytometry in N and OA cybrids (D), carrying
haplogroups H or J (E) relative to basal (DMEM 25 mM glucose). N and OA data included the values
for haplogroups H and ] combined. All data were obtained from three independent experiments, each
with at least three replicates and two clones per donor. Values are presented as mean + SEM relative
to total lipids (A and B) or relative to basal (D and E). * Statistically significant difference between N
and OA cybrids (* p < 0.05, *** p < 0.001, unpaired t-test). * Statistically significant difference between
haplogroups (* p < 0.05, Mann-Whitney test). P Statistically significant versus basal (°**® p < 0.0001,
paired t-test).

Taking into account that TAG is mainly stored as LDs, intracellular storage depots of neutral
lipids [40], LD formation was also analyzed. Addition of oleic acid to cell culture medium was used as
an efficient strategy to enhance and study the intracellular accumulation of LDs. Compared to basal,
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LD formation increased in both groups (Figure 4C,D). Furthermore, N cybrids incorporated less oleic
acid into LDs than OA (Figure 4D). In coherence with higher TAG incorporation in OA-J cybrids, LD
formation was higher in OA-J compared to OA-H and N-J haplogroups (Figure 4E).

4. Discussion

The results obtained in this study enhance our understanding of mitochondrial metabolism in
OA and suggests a mitochondrial dysfunction related to impaired metabolic flexibility during the
OA process.

To study if different substrates could influence the metabolism in N and OA cybrids, basal
metabolism of glucose and oleic acid were examined. No differences in glucose metabolism were
observed between N and OA cybrids. However, examination of basal oleic acid metabolism showed that
OA cybrids had lower ASM, reflecting incomplete FA metabolism compared to N cybrids. Although
glucose is the main energy source in chondrocytes [41], lipids are also necessary, both to be utilized for
energy and to be incorporated as structural components and signaling molecules [42]. Thus, lower
ASM levels indicate less efficient mitochondria from OA donors, supporting the data obtained in
chondrocytes where it has been established a relationship between mitochondrial dysfunction and OA
processes [10,43].

When the role of mtDNA haplogroups in basal metabolism was analyzed, only OA-J cybrids
showed higher cell-associated glucose, whereas N-J cybrids showed lower FA oxidation compared to
their respective H haplogroup. This could be a result of the characteristic bioenergetics of mtDNA
haplogroup J. In agreement with data from a previous study, cybrids from healthy donors carrying
haplogroup ] seemed to be able to increase cell survival by mitochondrial respiration and glycolysis,
decreasing ATP and reactive oxygen species production [24].

Glucose and FA metabolism are two of the most significant mechanisms in order to obtain
energy [5,44]. The cybrids were mainly glycolytic, favoring glucose over oleic acid for oxidation.
Despite this, OA cybrids had lower mRNA levels of CPT1, a mitochondrial transporter of FAs. Others
have reported that chondrocytes also mainly are glycolytic, with 25% of the ATP produced through
OXPHOS [45]. When co-culturing the cells with glucose and oleic acid (with or without etomoxir
or UK5099), the results showed that only N cybrids increased glucose metabolism, thus remaining
glycolytic even in the presence of oleic acid and etomoxir. The OA cybrids were, on the other hand,
unable to adapt their glucose metabolism with the changed energetic conditions, thus suggesting
a mitochondrial impairment and preference of FAs for oxidation. The OA development has been
related to mitochondrial dysfunction and cellular damage due to the impairments in mitochondrial
function [10-15]. Superoxide production was found to be higher in OA than N cybrids. Mitochondrial
ROS production is directly dependent on mitochondrial function and an increase of this parameter has
been linked to the OA pathogenesis [46]. Furthermore, it has also been suggested that mitochondrial
dysfunction induces FA oxidation and oxidative stress [47-49]. Thus, this study may confirm the role
of mitochondrial dysfunction in OA as seen by the results from OA cybrids with preference of FAs for
oxidation and increased ROS production.

Analyzing the effect of inhibitors in the cybrids, UK5099 increased ROS levels in both N and OA
cybrids, but only N cybrids had higher mRNA expression of MFN2. Mitochondrial dynamics are
altered by different metabolic status in the cell and this is controlled by fission and fusion processes [50].
In addition, mitochondrial fusion, through the phosphorylation of MFN2, controls the autophagy of
dysfunctional mitochondria to maintain a healthy status [51]. Thus, these results are in line with the
fact that OA cybrids showed lower adaptative response under metabolic stress compared to N cybrids.

A shortcoming of the study is the limited examination of cell viability and functionality, which
requires future studies. Furthermore, it will be relevant to evaluate the mitochondrial functionality
and integrity more extensively.

Taken together, the data demonstrate that cybrids from OA donors behave differently from N
donors. Particularly interesting was the finding that OA cybrids showed lower metabolic flexibility
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and increased oxidative stress compared to N cybrids when exposed to changed nutrient supply. This
concept was described in bovine chondrocytes in 2015, where N chondrocytes showed the healthy
characteristic of metabolic flexibility, associated with cell survival during nutrient stress by upregulation
of mitochondrial respiration and reduction in ROS production [14]. Although great progress has been
made in understanding OA, the current knowledge of metabolic flexibility in chondrocytes is still at
an early stage. This study complements the exiting knowledge, and combined it suggests that poor
regulation of metabolic flexibility could be linked to the etiology of OA.

Finally, in the present study it was observed that the transmitochondrial cybrids preferred to
accumulate oleic acid compared to glucose. When lipid distribution was studied, a lower incorporation
of oleic acid into PLs and CE was observed in OA compared to N cybrids. However, interestingly,
more oleic acid was incorporated into TAG in OA cybrids, and they also showed higher LDs
formation compared to N cybrids. Others have reported that free FAs can be incorporated by cartilage
and chondrocytes into phosphatidylcholine, phosphatidylethanolamine, phosphatidylinositol, and
TAG [16-20]. The PLs are important for normal cartilage maintenance and TAG for storage in lipid
droplets (LDs) [42]. In the second case, it has been hypothesized that FAs stored in LDs may serve a
protective role against the stressors [52,53]. Surprisingly, haplogroup ] was the major contributor to
this TAG accumulation and showed higher formation of LDs. This finding supports the hypothesis
that subjects with mtDNA haplogroup ] confer protection in OA, where altered lipid metabolism may
be a risk factor [16,24,25]. As mentioned before, different studies suggested that mtDNA haplogroup
] protects against incidence and progression of OA in knees and hips [26]. At a molecular level, the
relationship between haplogroup J and protection of OA remains to be fully elucidated. However,
it is reasonable to think that N-J and OA-J accumulate more LDs than N-H and OA-H in order to
protect the cell against impairments in FA metabolism as a protective mechanism against incidence
and progression of OA.

5. Conclusions

The transmitochondrial cybrids preferred to oxidize glucose and accumulate lipids. Comparison
of N and OA cybrids showed no differences in basal glucose metabolism but lower incomplete FA
-oxidation in OA cybrids associated with lower gene expression of CPT1B. Furthermore, OA cybrids
accumulated more TAG and LDs than N cybrids. Importantly, an impaired metabolic flexibility was
observed in OA cybrids, providing further evidence towards a mitochondrial dysfunction in the
OA pathogenesis.
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