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RESUMEN






Las enfermedades del metabolismo energético mitocondrial son un grupo de patologias con
una gran heterogeneidad clinica, bioquimica y genética. Aunque en la ultima década la
implementacion de las técnicas de “next generation sequencing” (NGS) ha permitido la
identificacion de un importante nimero de genes asociados a estas enfermedades, el
diagnéstico de estos pacientes sigue siendo muy complejo. Por ello, la identificacidon y el
estudio de biomarcadores para estas enfermedades es fundamental, ya que permite dirigir la
interpretacion de los datos genéticos y el diagndstico hacia vias metabdlicas o funciones
celulares concretas. Un biomarcador ampliamente aceptado como indicador de alteracidn
mitocondrial es la elevacién de acido 3-metilglutacénico (3-MGA) en orina, que es el hilo
conductor de esta tesis doctoral. Los niveles elevados y persistentes de este metabolito se
asocian a defectos en proteinas asociadas a la membrana mitocondrial entre las que se
encuentran ciertas deficiencias del complejo V de la cadena respiratoria mitocondrial (CRM).
Por otro lado, la alteracidn mas frecuente entre las patologias mitocondriales es la deficiencia

del complejo I.

En base a los conocimientos previos sobre la afectacién mitocondrial en estos trastornos, la
hipdtesis de esta tesis es que la implementacion de herramientas de caracterizacion
mitocondrial facilitara la priorizacidn e identificacidn de las variantes genéticas causantes de la
enfermedad. Nuestros estudios se han centrado en la caracterizacion de la morfologia
mitocondrial, el ensamblaje de los complejos y supercomplejos de la CRM vy la respiracion
celular. Ademas, en cada uno de los casos incluidos en este trabajo, se han realizado estudios
mas especificos relacionados con el gen alterado, dando en su conjunto una amplia vision de

las bases moleculares subyacentes en cada patologia.

En esta tesis se han estudiado un total de 36 pacientes con sospecha de enfermedad
mitocondrial en los que se han realizado analisis genéticos y estudios funcionales en células de
los pacientes o en modelos celulares. En 14 pacientes se observd aciduria 3-metilglutacénica
(aciduria 3-MG), habiéndose conseguido un diagndstico genético definitivo en 11 de ellos. En
17 de los 22 pacientes restantes, los estudios funcionales realizados han permitido confirmar
la causalidad de las variantes identificadas. Asimismo, estos estudios han descartado la
patogenicidad de las variantes candidatas en 5 casos. El estudio de las bases moleculares de las
enfermedades causadas por mutaciones en TIMM50, HACE1, NDUFAF4 y NDUFA8 ha dado

lugar a las 4 publicaciones que conforman el grueso de esta tesis doctoral.

En el primer articulo, presentamos un paciente con sindrome de Leigh, atrofia Odptica,
neutropenia, cardiomiopatia y aciduria 3-MG en el que se identificaron dos mutaciones en

heterocigosis compuesta en el gen TIMMS50 (¢.341G>A; p.Arg114GIn y c.805G>A; p.Gly269Ser).
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Este gen codifica para una proteina implicada en el transporte de proteinas desde el citosol
hacia el interior de la mitocondria. Los estudios realizados en fibroblastos del paciente y en un
modelo celular generado mediante CRISPR/Cas9 han demostrado que la deficiencia de
TIMMS50 da lugar a una disfuncién mitocondrial severa que afecta al mantenimiento de la
morfologia mitocondrial, al ensamblaje del sistema OXPHOS y a la capacidad respiratoria

mitocondrial.

En el segundo trabajo se ha estudiado un paciente con sospecha de enfermedad mitocondrial
que presentaba atrofia cerebral, retraso psicomotor y aciduria 3-MG. Sin embargo, mediante
NGS se identificé una mutacion en homocigosis en el gen HACE1 (c.240C>A; p.Cys80Ter), que
codifica una proteina citoplasmdtica con actividad ubiquitin-ligasa. Los estudios funcionales
realizados han demostrado que la deficiencia de HACE1 da lugar a alteraciones en las vias de
respuesta a estrés oxidativo mediadas por NRF2 y defectos en los procesos de autofagia y
mitofagia. Ademads, nuestros resultados han asociado por primera vez, la deficiencia de HACE1

a alteraciones de la funcién mitocondrial y a aciduria 3-MG.

En los dos ultimos articulos de la tesis se caracterizan 2 familias con deficiencia del complejo |
de la CRM. En la primera, los dos hermanos afectos presentaron encefalopatia, dismorfia,
acidosis lactica y aciduria 3-MG desde el nacimiento. Fueron exitus a los pocos meses de vida.
Mediante los estudios genéticos, se identificaron mutaciones en homocigosis en el gen
NDUFAF4 (c.478G>T; p.Glul60Ter), que codifica un factor de ensamblaje del complejo | de la
CRM. Los estudios funcionales demostraron una reduccién drastica del ensamblaje del
complejo | y de los supercomplejos de alto peso molecular, alteraciones en la morfologia
mitocondrial y deficiencia de la respiracién mitocondrial. En la segunda familia, se identificaron
mutaciones en homocigosis en el gen NDUFAS8 (c.293G>T; p.Arg98Leu;), que codifica una
subunidad del complejo I. La particularidad de estos pacientes reside en la progresidn
sorprendentemente favorable de la enfermedad, siendo practicamente asintomaticos a la
edad de 6 y 9 afios. Este fenotipo es atipico tratdndose de una deficiencia del complejo | de la
CRM. Sin embargo, los estudios funcionales mostraron una importante deficiencia en el
ensamblaje del complejo | y de los supercomplejos. La patogenicidad de la mutacién fue
demostrada mediante estudios de complementacion funcional en fibroblastos de los
pacientes. En resumen, los estudios funcionales realizados han permitido confirmar que las
variantes identificadas son la causa de la enfermedad y profundizar en el conocimiento de las

bases moleculares de estas enfermedades.
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INTRODUCCION GENERAL






1. ENFERMEDADES METABOLICAS HEREDITARIAS

El concepto de “errores congénitos del metabolismo", hoy en dia “enfermedades metabdlicas
hereditarias” (EMH), fue introducido por Sir Archibald Garrod, profesor de Medicina en la
Universidad de Oxford en 1909. Describid cuatro entidades paradigmaticas: albinismo,
alcaptonuria, cistinuria y pentosuria. Observd que los pacientes presentaban anomalias
guimicas que se transmitian familiarmente siguiendo las leyes de Mendel. A partir de estas
valiosas observaciones, hoy en dia sabemos que las EMH son debidas a mutaciones en genes
que codifican proteinas involucradas en funciones muy diversas: enzimaticas, de transporte,
de ensamblaje, de comunicacién entre organulos celulares y un largo etc. Al alterarse el gen
que las codifica, estas proteinas perderan su funcién y a su vez daran lugar a desequilibrios
quimicos en el organismo (metabolismo) induciendo las manifestaciones clinicas y el fenotipo

(Garrod, 1909; La Du et al., 1958; Weatherall, 2008).

En general, una caracteristica diferencial de las EMH respecto otras enfermedades genéticas
hereditarias, es que las primeras tienen un fenotipo metabdlico, es decir un perfil alterado de
metabolitos en fluidos biolégicos o bien alteraciones funcionales a nivel celular, que nos
ayudardn a establecer la orientacion diagndstica. Sin embargo, cada vez es mds dificil distinguir
entre EMH y otras enfermedades genéticas hereditarias. De hecho, en los ultimos afios, la
implementacion de las herramientas de “next generation sequencing” (NGS) ha permitido
identificar un gran numero de enfermedades genéticas hereditarias, algunas sin
biomarcadores detectables por los métodos habituales de laboratorio. No obstante, Ila
evolucidon de las tecnologias dmicas ha permitido, de forma retrospectiva, identificar en
algunos casos biomarcadores de sumo interés. Asi pues, resulta dificil determinar si una
enfermedad que no dispone actualmente de un fenotipo bioquimico asociado, es o no es una
EMH (Morava et al., 2015). En cualquier caso, las EMH representan un grupo muy heterogéneo
de patologias monogénicas que se heredan mayoritariamente de forma autosémica recesiva,
o bien ligadas al cromosoma X y en muy pocos casos de forma dominantes. Aquellas
producidas por defectos en el DNA mitocondrial (mtDNA) tienen herencia materna.
Clinicamente estas enfermedades pueden presentarse desde edades muy tempranas hasta en
la edad adulta. Sin embargo, en la gran mayoria de los casos, los primeros sintomas aparecen

en edad pediatrica.

El metabolismo celular involucra un gran nimero de proteinas con funciones muy diversas
cuyos defectos pueden dar lugar a una EMH. Las mdas comunes son los trastornos del
metabolismo de aminoacidos, acidos organicos, acidos grasos, colesterol, purinas vy

pirimidinas, alteraciones de la glicosilacion de proteinas, defectos en neurotransmisores o

19



alteraciones en el funcionamiento de organulos celulares como la mitocondria, el peroxisoma
o el lisosoma. En esta tesis doctoral nos hemos centrado especificamente en las enfermedades

del metabolismo energético mitocondrial.

2. MITOCONDRIA

La mitocondria es un organulo esencial presente en las células de casi todos los organismos
eucariotas(Burki, 2016; Karnkowska et al., 2016). Segun la teoria endosimbidtica, pronunciada
por Lynn Margulis en 1967 (Sagan, 1967), evolutivamente la mitocondria tiene su origen en un
protobacterio engullido mediante endocitosis. Como resultado, se generd un organulo
altamente especializado, envuelto de una doble membrana lipidica, enucleado y con material

genético propio (Figura 1) (Craven et al., 2017).

Membrana
mitocondrial externa

Membrana
mitocondrial interna

mtDNA

Figura 1. Estructura mitocondrial. En el panel izquierdo se observa la imagen de una mitocondria indicando las
partes mas relevantes de la misma. Imagen realizada mediante BioRender. En el panel derecho se observa la
imagen real de una mitocondria obtenida a través de microscopia electrénica de transmisién. Imagen extraida de
https://www.sciencesource.com/archive/Mitochondrion--TEM-552185655.html

La mitocondria estd implicada en numerosas funciones esenciales para la fisiologia celular. Su
principal funcién, y la mas conocida, es la produccidn de energia celular en forma de adenosina
trifosfato (ATP). Este proceso se realiza mediante las reacciones del metabolismo energético
mitocondrial y la fosforilacién oxidativa (OXPHOS), generando aproximadamente el 90% de la
energia celular que necesita el cuerpo humano (Harris & Das, 1991). Ademas, la mitocondria
contiene proteinas implicadas en diversas vias metabdlicas que tienen lugar total o
parcialmente en el interior de este organulo, como el ciclo de la urea, la gluconeogénesis vy la
cetogénesis (Duchen, 2004; Rustin et al., 1997). Este organulo tiene ademas otras funciones
importantes, entre las que destacamos la termogénesis, biosintesis de clusters de Fe-S y del
grupo hemo, regulacion de la apoptosis, metabolismo de lipidos, la esteroidogénesis y la
homedstasis del calcio (Chipuk et al., 2006; Hooper et al., 2006; Hughes et al., 2009; Rawat &
Stemmler, 2011).

20



Desde el punto de vista estructural, la mitocondria estd formada por dos membranas lipidicas
de distinta composicion: La membrana mitocondrial externa (MME) y la membrana
mitocondrial interna (MMI). Estas delimitan los distintos compartimentos del organulo: El
espacio intermembrana, situado entre ambas membranas, y la matriz mitocondrial, el espacio
rodeado por la MMI, donde se alberga el DNA mitocondrial (mtDNA). Ademas, en la matriz
mitocondrial se encuentra la mayor parte de la maquinaria molecular del organulo, incluyendo
los enzimas responsables de las reacciones centrales del metabolismo oxidativo y de otros
procesos bioquimicos esenciales para la funcidn mitocondrial y celular (Cooper, 2000; Lodish
et al,, 2000). Dada la importancia fisioldgica de la mitocondria, las alteraciones en el
mantenimiento y funcién de este organulo tienen consecuencias nocivas para la célula y el

organismo en general, y se han asociado a un nimero importante patologias.

2.1. Morfologia y dindmica mitocondrial

La membrana mitocondrial externa (MME) es una bicapa lipidica con una composicién similar
a la del resto de membranas de las células eucariotas. Es relativamente permeable a pequefas
moléculas, hasta 10kDa, que cruzan hacia el interior de la mitocondria a través de los canales
dependientes de voltaje (VDAC), también llamados porinas (Colombini et al., 1996). La MME
contiene ademas numerosas proteinas transportadoras especializadas que regulan el
transporte de proteinas y otros metabolitos (Pfanner et al., 2019). Se conocen al menos dos
zonas especializadas en la interaccidon de la mitocondria con otras mitocondrias o con otros
organulos celulares. Las uniones intermitocondriales permiten interacciones mitocondria-
mitocondria que son importantes para la regulacién de la morfologia y de la dindmica
mitocondrial (Picard et al., 2015). Por otro lado, las regiones conocidas como MAM
(membrana del reticulo endoplasmatico asociado a mitocondrias) permiten la interaccion de la
mitocondria con el reticulo endoplasmatico (ER). Estas regiones estan involucradas en la
importacion de ciertos lipidos del ER hacia las mitocondrias, en la regulacién de la homeostasis

del calcio, la dindmica mitocondrial, la autofagia y la apoptosis (Krols et al., 2016).

La membrana mitocondrial interna (MMI) contiene un ratio proteina/lipidos elevado, muy
distinto al de otras membranas eucariotas y similar al de las células procariotas. Es mas
selectiva al paso de iones y proteinas que la MME, para lo que dispone de translocasas
especializadas. Aproximadamente el 20% del total de los lipidos que constituyen la MMI son
cardiolipinas, un fosfolipido de carga negativa, muy comin en membranas bacterianas.
Ademas, las cardiolipinas son cruciales para el correcto funcionamiento de diversas enzimas
mitocondriales asi como para el mantenimiento de la morfologia y la funcién mitocondrial

(Scorrano, 2013). Anclados en la MMI, se encuentran los complejos de la cadena respiratoria
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mitocondrial (CRM), que junto con las dos moléculas transportadoras de electrones (Coenzima
Q y citocromo c) constituyen el denominado sistema OXPHQOS, responsable de la fosforilacion
oxidativa y de la sintesis de ATP, esta Ultima reaccion catalizada por la ATP sintasa. En el
apartado 2.4 se describe en detalle la organizacién y funcion de los complejos que conforman

este sistema multiezimatico.

El area de la superficie de la MMI es muy extensa ya que forma unas estructuras peculiares en
forma de invaginaciones denominadas crestas mitocondriales. Aunque el proceso de
formacién y mantenimiento de dichas estructuras no estd definido, a dia de hoy, se han
identificado diversos elementos implicados en estos procesos (Cogliati et al., 2016). Uno de los
elementos estructurales principales es el sistema de organizacién del lugar de contacto y
crestas mitocondriales (MICOS), un gran complejo proteico situado en los pliegues de las
crestas que permite la interaccidon entre la MME y la MMI (Pfanner et al.,, 2014). En este
sentido, diversos estudios han demostrado que alteraciones en el complejo MICOS dan lugar a
defectos de la morfologia y de la ultraestructura mitocondrial (Friedman et al., 2015). Por otro
lado, las proteinas de la familia de las prohibitinas (PHB) forman complejos junto con las
cardiolipinas, favoreciendo el mantenimiento de la estructura de la MMI. Defectos en dicha
estructura dan lugar a alteraciones de la morfologia mitocondrial (Merkwirth et al., 2008;
Signorile et al., 2019). El sistema OXPHOS también se encuentra localizado en las crestas
mitocondriales. En particular, la ATP sintasa se sitUa en el eje de las crestas y se ha postulado
que la dimerizacion de este complejo juega un papel importante en la formacidn de las mismas
(Davies et al., 2011). Sin embargo, existe controversia respecto a este proceso y respecto a la
interdependencia entre la formacion de las crestas y el ensamblaje de los complejos de la CRM
(Jiko et al., 2015; Khalifat et al., 2008; Rieger et al., 2014). En cualquier caso, es evidente que
ambos procesos estan estrechamente relacionados y que las crestas mitocondriales se podrian
considerar compartimentos altamente especializados y dinamicos que se remodelan en

respuesta las necesidades energéticas de la célula (Cogliati et al., 2016).

En las células eucariotas, las mitocondrias forman una red tubular en el citoplasma celular
coordinando los procesos de fusion y fision mitocondrial. El balance entre estos dos
mecanismos opuestos se denomina dindmica mitocondrial. Dicho proceso es el responsable de
regular el nUmero de mitocondrias presentes en la célula y el tamario del organulo, ademas de
su localizacidn en el interior del citoplasma (Berein-Hahn & Vo6th, 1994; Tilokani et al., 2018;
Wai & Langer, 2016). Por ello, no es de extrafiar que los mecanismos que regulan la dindmica
mitocondrial y la morfologia y estructura del organulo estén estrechamente relacionados

(Figura 2). Asimismo, la alteracion de los eventos de fusion y fision mitocondrial puede resultar
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en una red mitocondrial fragmentada (caracterizada por mitocondrias pequefias y redondeas)
o por el contrario, en una red tubular hiperfusionada (con mitocondrias alargadas y muy

conectadas entre si) (Tilokani et al., 2018).

Las principales proteinas implicadas en estos procesos son GTPasas de la familia de las
dinaminas (Liesa et al., 2009; Tilokani et al., 2018; Wai & Langer, 2016). La fusién mitocondrial
se realiza principalmente mediante la accién de las proteinas Mitofusina 1 (MFN1) vy
Mitofusina 2 (MFN2), que median la fusion de la MME (Eura et al., 2003; Koshiba et al., 2004) y
OPA1, encargada de regular la fusidon de la MMI. Esta ultima ademas ayuda al mantenimiento
de las crestas mitocondriales a través de su interaccién con las PHB (Hakjoo Lee & Yoon, 2018;
Merkwirth et al., 2008). En el proceso de fusidn de la MMI intervienen también algunos
componentes lipidicos de dicha membrana, concretamente las cardiolipinas (Ban et al., 2017,
Cogliati et al., 2016). Por otro lado, la fision mitocondrial es un proceso que consta de varias
etapas y esta regulado primordialmente por la proteina DRP1. Esta proteina se localiza en el
citoplasma celular y es reclutada hacia la MME donde oligomeriza y realiza la constriccidn de la
membrana (Ishihara et al., 2003). El proceso de escisién sin embargo, no esta completamente
caracterizado aunque parece que la proteina Dinamina 2 (Dnm2) podria jugar un papel crucial
(Lee et al., 2016). Cabe destacar, que las proteinas de la maquinaria implicada tanto en la
fusion como en la fision mitocondrial pueden sufrir modificaciones post-traduccionales que

permiten modular su actividad y por tanto todo el proceso (Tilokani et al., 2018).
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Figura 2. Estructura y dindmica mitocondrial. En el panel derecho se observa la estructura mitocondrial y
los principales componentes que participan en la fusidon y fision mitocondrial. Imagen realizada
mediante BioRender. En el panel derecho se observa en detalle las proteinas que se encuentran en la
cresta mitocondrial. Imagen extraida de (Colina-Tenorio et al., 2020)
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2.2.DNA mitocondrial

Rodeada por la MMI se encuentra la matriz mitocondrial. Este compartimento alberga el DNA
mitocondrial (mtDNA) y toda la maquinaria necesaria para su mantenimiento, transcripcion y
traduccién. Existen multiples copias de mtDNA en una misma célula, y su cantidad puede
variar desde unos pocos centenares hasta miles de copias, dependiendo del tipo celular

(Gorman et al., 2016).

El mtDNA consta de una molécula de DNA circular de doble cadena de 16.569 pares de bases
(Anderson et al., 1981; Turnbull et al., 1999). Las dos cadenas muestran distinta composicion,
de manera que la hebra pesada (H, heavy) tiene un mayor contenido en guaninas que la hebra
ligera (L, light) (Figura 3)(Bogenhagen, 1978). El mtDNA contiene Unicamente 37 genes, 28 en
la cadena pesada y 9 en la cadena ligera. 13 de ellos codifican subunidades estructurales de los
complejos |, lll, IV y V de la cadena respiratoria mitocondrial (CRM), 22 RNA de transferencia
(tRNA) y 2 RNA ribosomales (rRNA) necesarios para la traduccién y sintesis intramitocondrial
de proteinas (Anderson et al.,, 1981). A diferencia del DNA nuclear (nDNA), los genes del
mtDNA no estan estructurados en intrones y exones. La replicacidn y transcripcion del mtDNA
estan controladas por una region no-codificante denominada “displacement loop” (bucle de
desplazamiento). Para regular la expresién de estos genes y para el correcto funcionamiento
de la fisiologia mitocondrial, también se requiere la participacién de un nimero importante de
proteinas codificadas por el nDNA. Dichas proteinas estan implicadas en el mantenimiento del
mtDNA, la transcripcion, procesamiento y maduracion del RNA. Ademas, son necesarias para
la traduccidn y su posterior insercion en los complejos de la CRM, situados en la MMI

(Thompson et al., 2020).
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Figura 3. Estructura del DNA mitocondrial. Extraido de: (Hoffmann & Spengler, 2018)

2.3.Importe de proteinas mitocondriales

La mitocondria necesita cerca de 1200 proteinas para su correcto funcionamiento y a pesar de
disponer de un sistema genético propio, el 99% de ellas son de codificacién nuclear (Rath et
al.,, 2021). Por lo tanto, excepto los 13 polipéptidos codificados por el mtDNA, el resto de
proteinas mitocondriales se sintetizan en el citoplasma y posteriormente son transportadas
especificamente hacia el interior de la mitocondria. Para ello, la célula dispone de un sistema
de translocasas muy complejo que constituyen diversas rutas de importacion. Ademas del
importe proteico, esta maquinaria molecular participa también en la regulacién de la
biogénesis, la dindmica y la funcién mitocondrial, tanto en condiciones fisioldgicas como bajo

estimulos patogénicos (Wiedemann & Pfanner, 2017).

Aunque es un campo en constante evolucién los estudios actuales indican que existen 5 vias
principales de importe de proteinas desde el citoplasma hacia el interior de la mitocondria
(Figura 4) (Pfanner et al., 2019; Priesnitz et al., 2020; Wiedemann & Pfanner, 2017): Cuatro de
estas vias utilizan la traslocasa de la membrana mitocondrial externa (TOM). Este complejo
multiproteico, conjuntamente con otros componentes, reconoce y guia las proteinas desde la
MME hacia su compartimento mitocondrial de destino. La quinta via es la utilizada
especificamente por proteinas que contienen hélices alfa transmembrana, cuyo destino final
es la MME. En este caso, son importadas por el complejo MIM, también localizado en la MME

(Becker et al., 2008; Popov-Celeketi¢ et al., 2008).
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A continuacion, describimos los 4 mecanismos de importe de proteinas que necesitan la

participacion del sistema TOM.

1. La mayoria de las proteinas que se localizan en la matriz mitocondrial y muchas de las
proteinas de la membrana mitocondrial interna se sintetizan en el citoplasma con una pre-
secuencia en su regién N- terminal, que actla de sefial de reconocimiento para dirigir las
proteinas hacia el interior de la mitocondria. Estas sefales corresponden a péptidos cortos, de
unos 15-70 aminodcidos, que presentan un patrén alternante de residuos hidrofébicos y de
carga positiva que forman una hélice amfipdatica (Bolender et al., 2008; Brix et al., 1997). Tras
ser reconocidas, estas proteinas se importan hacia el espacio intermembrana mediante el
complejo TOM, donde son reconocidas por el complejo translocasa de la membrana
mitocondrial interna (TIM23) (Chacinska et al., 2005; Kiebler et al., 1990; Mokranjac &
Neupert, 2015). Concretamente, el reconocimiento del péptido sefial se realiza a través de la
proteina TIMMS50, una subunidad del complejo TIM23 que ha sido estudiada en esta tesis. En
el caso de las proteinas hidrofilicas, el complejo motor asociado a la translocasa de
presecuencia (PAM) dirige los polipéptidos importados hacia la matriz mitocondrial. Una vez
alli, el complejo peptidasa de procesamiento mitocondrial (MPP) elimina las pre-secuencias
dando lugar a la conformacidon madura de las proteinas importadas (Hawlitschek et al., 1988;
Horst et al., 1997; Kang et al., 1990). Por otro lado, aquellas proteinas hidrofdbicas que deben
incorporarse a la MMI se liberan del complejo TIM23 y se insertan en la MMI mediante la
accion de Mgr2 (leva et al., 2014). En otros casos, una vez llegadas a la matriz mitocondrial, las

proteinas son incorporadas en la MMI mediante la insertasa OXA1 (Hildenbeutel et al., 2012).

2. Las proteinas hidrofdbicas destinadas a la MMI también se importan a través de la MME
mediante el complejo TOM. Una vez se encuentran en el espacio intermembrana, en lugar de
circular a través del complejo TIM23, estas proteinas son estabilizadas por un sistema de
chaperonas (Tim9 y Tim10) que evitan la formacidn de agregados proteicos y las guian hacia la
translocasa de la membrana mitocondrial interna 22 (TIM22), permitiendo su insercidn final en
la MMI (Curran et al., 2002; Sirrenberg et al., 1996). Este sistema es el utilizado para el importe
de proteinas con funciones asociadas al transporte especifico de metabolitos a través de la

membrana interna de la mitocondria.

3. Latercera via de importe es la que permite la incorporacion de proteinas con estructuras B-
barril a la MME. Estas proteinas constituyen los canales de transporte de moléculas de la MME
como por ejemplo, las porinas. Igual que en los casos anteriores, su péptido senal es

reconocido por el complejo TOM. En este caso, las proteinas se insertan y ensamblan en la

26



MME con la ayuda de pequefias chaperonas situadas en el espacio intermembrana y de la

magquinaria de clasificaciéon y ensamblaje (SAM) (Klein et al., 2012; Wiedemann et al., 2003).

4. Muchas de las proteinas localizadas en el espacio intermembrana contienen unos motivos
caracteristicos que consisten en regiones ricas en cisteinas. Estas proteinas son importadas
mediante el complejo TOM con la participacion de un particular sistema de importe y
ensamblaje situado en el espacio intermembrana (MIA) (Chacinska et al., 2004; Naoé et al.,

2004).

Finalmente, cabe destacar que estudios recientes revelan que la complejidad de las vias de
importe de proteinas mitocondriales podria ser alin mayor. En este sentido, se estdn
identificando rutas que combinan elementos de las diferentes vias descritas (Pfanner et al.,
2019; Priesnitz et al., 2020; Wiedemann & Pfanner, 2017). Ademas, todavia no se conocen los
mecanismos de importacion y ensamblaje de todas las proteinas localizadas en la mitocondria,

siendo probable que se descubran vias adicionales en un futuro.
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Figura 4: Esquema representativo de las 5 vias principales del importe de proteinas. La proteina TIMMS50
se indica con el signo (*). Extraido de (Wiedemann & Pfanner, 2017)
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2.4.Cadena respiratoria mitocondrial: complejos y supercomplejos

El principal y mas conocido componente de la mitocondria es el sistema de fosforilacion
oxidativa o sistema OXPHOS, encargado de generar la energia celular en forma de ATP. El
sistema OXPHOS se encuentra anclado a la MMI, concretamente en las crestas mitocondriales.
Esta formado por 5 complejos multienzimaticos (complejos I-V) y 2 moléculas transportadoras
de electrones (Coenzima Qy citocromo c). El DNA mitocondrial (mtDNA) codifica para 13 de las
proteinas que forman parte de la estructura de estos complejos, mientras que el resto de
componentes del sistema OXPHOS estan codificadas por el DNA nuclear (nDNA), por lo que se
traducen en el citoplasma y son transportadas a posteriori al interior de la mitocondria (Frazier
et al., 2020; Signes & Fernandez-Vizarra, 2018; Wasilewski et al., 2017). Ademas, los complejos
de la cadena respiratoria mitocondrial (CRM) requieren factores de ensamblaje para su
correcta formacion. Todos estos factores también estan codificados por el nDNA (Figura 5). En
el presente apartado describimos la composicién y estructura de cada uno de los cinco
complejos de la cadena respiratoria sin entrar en detalles sobre la funcién de los mismos, que

se expone en el apartado 2.5.3.

Complejo | (ClI) o NADH deshidrogenasa: ubiquinona oxidoredutasa es el complejo de mayor
peso molecular y estd formado por un total de 45 subunidades (7 codificadas por el mtDNA y
38 por el nDNA) (Brandt, 2006; Zhu et al., 2016). Necesita al menos 15 proteinas adicionales
para su correcto ensamblaje (Formosa & Ryan, 2018). El complejo | tiene forma de “L”,
compuesto por un brazo hidrofilico que sobresale hacia la matriz mitocondrial y un brazo
hidrofébico anclado a la MMI (Vinothkumar et al.,, 2014). A su vez, se puede dividir en 3
maddulos funcionales que se ensamblan de forma independiente. En el brazo de la matriz se
pueden diferenciar el mdédulo N (con actividad NADH deshidrogenasa) y el médulo Q (que
permite la reduccion del coenzima Q). En el brazo anclado en la membrana se encuentra el
moddulo P, que cambia de conformacidn para permitir la translocacién de protones hacia el
espacio intermembrana (Guerrero-Castillo et al., 2017). Algunos autores dividen el médulo P
en 4 moddulos diferenciados: ND1, ND2, ND4 y ND5 (Formosa & Ryan, 2018; Signes &
Fernandez-Vizarra, 2018; Zhu et al., 2016).

Complejo Il (Cll) o succinato: ubiquinona oxidorreductasa consta de 4 subunidades, todas ellas
codificadas por el nDNA, siendo el inico complejo que no tiene ninguna subunidad codificada
por el mtDNA. Para su correcta formacion son necesarios 4 factores de ensamblaje. Este
complejo también forma parte del ciclo de Krebs, ya que permite la conversidén de succinato a
fumarato y a diferencia de los complejos |, lll y IV no tiene actividad de bombeo de protones

hacia el espacio intermembrana (Signes & Fernandez-Vizarra, 2018; Sun et al., 2005).
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Complejo lll (ClIl) o ubiquinol: citocromocoxido reductasa estd formado por 11 proteinas (1 de
codificacion mitocondrial y 10 de codificacién nuclear) que se ensamblan con la ayuda de al
menos 5 factores de ensamblaje (Feichtinger et al., 2017). Estas 11 subunidades constituyen
un moédulo que forma un dimero simétrico (Clll,), que es la forma activa del enzima. Sélo tres
de las 11 subunidades tienen capacidad de transportar electrones: el citocromo b (MT-CYB),
gue contiene dos grupos hemo tipo B y dos zonas de unién a CoQ; el citocromo c1 (CYC1) que
se une a un grupo hemo tipo cy la proteina UQCRFS1 que contiene un clister de hierro azufre

(Fernandez-Vizarra & Zeviani, 2018; Fernandez-Vizarra & Zeviani, 2015).

Complejo IV (CIV) o citocromo c oxidasa (COX) esta formado por (Kadenbach, 2017; Signes &
Fernandez-Vizarra, 2018; Yoshikawa et al., 1998), 11 proteinas de codificacién nuclear y 3 de
codificacion mitocondrial, ensambladas con la participacién de mas de 30 factores de
ensamblaje (Signes & Fernandez-Vizarra, 2018; Timon-Gomez et al., 2018; Vidoni et al., 2017).
Las 3 proteinas con actividad catalitica del enzima estan codificadas por el mtDNA: COX1 (MT-
CO1) y COX2 (MT-CO2) y COX3 (MT-CO3). Las dos primeras contienen grupos hemo y
cofactores de cobre y a diferencia de COX3, tienen una funcion directa en el transporte de
electrones (Ogunjimi et al., 2000; Tsukihara et al., 1996). El resto de subunidades del CIV se
sospecha que son importantes para la estabilizacién del complejo y la regulacién de su
actividad (Signes & Fernandez-Vizarra, 2018). Cabe destacar que es el Unico complejo de la
CRM que posee isoformas especificas de tejido, las cuales son reguladas durante las diferentes
fases del desarrollo o en respuesta a condiciones fisioldgicas concretas como la hipoxia (Sinkler

et al., 2017).

Complejo V (CV) o ATP sintasa estd formado por 18 subunidades (incluyendo la proteina
reguladora IF1), 2 de ellas codificados por el mtDNA (Pedersen & Amzel, 1993). Consta de dos
médulos: El dominio globular F;, que contiene la regidn catalitica y el dominio F, que se
encuentra anclado a la membrana y contiene un motor rotatorio. Ambos dominios quedan
unidos mediante un tallo central y otro periférico (Walker, 2013). La conformacién final de la
enzima es en forma de dimero (CV,) y se localiza en los ejes de las crestas mitocondriales. Este
complejo no posee actividad de bombeo de protones hacia el espacio intermembrana. Hasta el
momento solo se conocen 3 proteinas implicadas en el ensamblaje de la ATP sintasa (Cizkova

et al., 2008; Pickova et al., 2003; Sanchez-Caballero et al., 2020).
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COMPLEJO | 45 7 37 15
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COMPLEJO V 18 2 16 —3

Figura 5. Esquema representativo de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial. Extraido de
(Letts & Sazanov, 2017). Se incluye también una tabla resumen indicando el nimero de subunidades y
factores de ensamblaje de cada complejo de la cadena respiratoria mitocondrial. * Existe confusion
respecto a si NDUFA4 se trata de la subunidad nimero 14 del complejo 1V, o si por el contrario se trata
de un factor de ensamblaje de los supercomplejos de la cadena respiratoria mitocondrial (Kadenbach,

2017).

Los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial no se encuentran aislados en la MMI sino
gue se organizan en estructuras superiores denominados supercomplejos (Figura 6) (Letts &
Sazanov, 2017). Estudios del sistema OXPHOS en condiciones nativas revelaron hace afios la
existencia de este grado superior de organizacion (Enriquez, 2016; Schagger & Pfeiffer, 2000).
Trabajos mds recientes realizados mediante microscopia electrénica, han aportado
conocimientos estructurales y han definido la arquitectura de los supercomplejos (Fiedorczuk
et al., 2016; Gu et al., 2016). Las interacciones entre los complejos OXPHOS para formar los
supercomplejos no se realizan de manera aleatoria, sino que se producen de una forma
estequiometricamente definida. Asi, la mayoria del complejo | se encuentra unido a dimeros
del complejo 1l y al complejo IV (SCI/IIl,/1V,), también denominado respirosoma (Gu et al,,

2016). En una proporcién menor, el Cl se encuentra unido al Clll, (SCI/ Ill,) (Schagger & Pfeiffer,
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2001). Por otro lado, el Clll, puede asociarse Unicamente con el CIV formando el SClll,/IV

(Schagger & Pfeiffer, 2000).

Aungue la existencia de estos supercomplejos esta muy bien establecida, su funcién especifica
y los mecanismos de ensamblaje no se conocen en detalle. Existen dos visiones sobre el
proceso de formacion de estos supercomplejos. Algunos autores sugieren que los complejos
de la cadena respiratoria se ensamblarian completamente de forma individual antes de
organizarse en estructuras superiores. Esta teoria, también denominada “modelo plastico”,
permitiria una asociacidn-disociacidon dinamica de los complejos que favoreceria la adaptacion
a las demandas energéticas celulares (Acin-Pérez et al., 2008; Guerrero-Castillo et al., 2017).
Por el contrario, hay evidencias que apuntan a un modelo de co-ensamblaje en el que por
ejemplo, el Cl necesitaria de la unidn al Clll y al CIV para su completa maduracién (Moreno-
Lastres et al., 2012). Ciertamente, estudios en cultivos celulares y tejidos de pacientes con
mutaciones en diferentes subunidades estructurales o factores de ensamblaje del sistema
OXPHOS, han mostrado complejos parcialmente ensamblados asociados entre ellos

(Fernandez-Vizarra et al., 2009).

La gran cantidad de supercomplejos OXPHOS en la MMI sugiere que este grado de
organizacién debe jugar algun papel relevante para la fisiologia mitocondrial. Aunque la
funcionalidad de estos supercomplejos todavia es incierta, diversos estudios apuntan a que
estas estructuras favorecerian la estabilidad de los complejos individuales, especialmente la
del complejo | (Acin-Pérez et al., 2004; Diaz et al., 2012; Diaz et al., 2006; Moreno-Lastres et
al.,, 2012); mejorarian el transporte de electrones y por tanto proporcionarian una mayor
eficiencia en la produccidon de energia (Greggio et al., 2017); prevendrian la agregacion
aberrante de proteinas en la MMI (Pérez-Pérez et al., 2016)y disminuirian los niveles de
especies reactivas de oxigeno (ROS) (Maranzana et al., 2013). Sin embargo, todavia existe
controversia en algunos de estos aspectos y otros autores cuestionan que la formacidn de los
supercomplejos proporcione una ventaja catalitica a la CRM, ya que la distancia entre los
diferentes centros cataliticos es lo suficientemente grande como para permitir la libre difusion

de los portadores de electrones maviles (Hirst, 2018).
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Figura 6. Esquema representativo de la disposicién de los supercomplejos en las crestas mitocondriales.
Extraido de (Cogliati et al., 2016)

2.5.Metabolismo energético mitocondrial

2.5.1 Oxidacion de sustratos energéticos

Los organismos aerdbicos obtienen energia a partir del metabolismo oxidativo de glucidos,
lipidos y proteinas (Figura 7). En primer lugar, mediante diferentes vias catabdlicas, estas
macromoléculas se convierten en moléculas mas simples hasta generar finalmente acetil-CoA.
La oxidacidn de la glucosa tiene lugar en el citosol y produce dos moléculas de piruvato, que es
importado especificamente a la matriz mitocondrial y convertido en acetil-CoA mediante la
enzima piruvato deshidrogenasa (PDH). Los acidos grasos son activados y transportados al
interior de la mitocondria mediante la participacién de un sistema molecular complejo que
utiliza carnitina, una molécula que facilita el transporte de los acidos grasos a través de la
membrana mitocondrial. Los acidos grasos son modificados y degradados a acetil-CoA
mediante 4 reacciones ciclicas en el proceso denominado beta-oxidacién. Por otro lado, los
amino 4cidos se catabolizan en dos etapas: la transaminacion y la desaminacién oxidativa,

dando lugar a una molécula de glucosa o de acetil-CoA en funcién de si se trata de un
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aminodcido glucogénico o cetogénico (Alberts et al., 2016; Cooper, 2000). Una parte del acetil-
CoA se destina a la formacién de cuerpos cetdnicos, un proceso que tiene lugar en las
mitocondrias hepaticas para ser exportados y utilizados, en caso de necesidad energética, por

el sistema nervioso central.

2.5.2. Ciclo de Krebs

La mayoria del acetil-CoA generado entra en el ciclo de Krebs, una de las vias centrales del
metabolismo energético mitocondrial. El ciclo de Krebs consta de una sucesion de ocho
reacciones quimicas que generan dos moléculas de CO,, tres de NADH, una de FADH, y una

GTP o ATP (Figura 7) (Alberts et al., 2016; Krebs, 1954).

1. En primer lugar, el acetil-CoA transfiere el grupo acetil al oxalacetato mediante la enzima
citrato sintasa, dando lugar a una molécula de citrato.

2. El citrato se convierte en cis-aconitato por accidn de la aconitasa, el mismo enzima que en
un segundo paso formara isocitrato.

3. El isocitrato se oxida mediante la isocitrato deshidrogenasa, liberando una molécula de CO,
y dando lugar a alfa-cetoglutarato. Durante este paso se forma una molécula de NADH.

4. La enzima alfa-cetoglutarato deshidrogenasa oxida la molécula de alfa-cetoglutarato
liberando una molécula adicional de CO,. De esta forma se genera succinil-CoA y una segunda
molécula de NADH.

5. En el quinto paso, el succinil-CoA es hidrolizado por la succinil-CoA sintetasa, perdiendo su
enlace con la coenzima-A y dando lugar a una molécula de succinato. Durante este proceso se
genera una molécula de GTP o ATP, en funcién del tipo celular.

6. Seguidamente, el succinato se oxida a fumarato mediante el enzima succinato
deshidrogenasa, generando una molécula de FADH,.

7. El fumarato se convierte en L-malato mediante la fumarasa.

8. Finalmente, el malato se oxida mediante el enzima malato deshidrogenasa regenerando asi
el oxalacetato de la reaccidn inicial. Durante este proceso se genera la tercera y ultima

molécula de NADH del ciclo de Krebs.
2.5.3. Fosforilacion oxidativa

Las moléculas de NADH y FADH, generadas en el ciclo de Krebs, y en menor medida en el
proceso de oxidacién de la glucosa y los 4cidos grasos, son trasferidas a la cadena respiratoria
mitocondrial dénde en dltima instancia se producira energia celular en forma de ATP mediante
la fosforilacion oxidativa (Alberts et al., 2016; Slater, 1953). En este proceso el NADH y FADH,

son oxidados, de forma que actian como moléculas donadoras de electrones que son
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trasferidos sucesivamente a través de los complejos I-1V de la CRM. Los complejos de la CRM
utilizan la energia generada durante este proceso para bombear protones de la matriz
mitocondrial hacia al espacio intermembrana y generar un gradiente electroquimico que
permitird activar la sintesis de ATP (Figura 7). A continuacién, describimos brevemente el
papel de cada complejo de la cadena respiratoria mitocondrial durante este proceso.

El complejo | oxida el NADH transfiriendo sus electrones a la coenzima Qip (CoQjp).
Paralelamente, bombea protones a través de la MMI hacia el espacio intermembrana. El
complejo Il también transfiere los electrones a la CoQy, en este caso generados a partir de la
oxidacion del FADH,. Sin embargo, este complejo no bombea protones hacia el espacio
intermembrana. El complejo Il capta los electrones del CoQy, acoplando su oxidacidn a
reduccion del citocromo c. De esta forma, al igual que el complejo I, el complejo Il libera
protones hacia el espacio intermembrana. El complejo IV cataliza la reaccidn final de la cadena
de transporte de electrones, en la que los electrones son transferidos al oxigeno molecular. En
esta reaccion se producen moléculas de H,0 al mismo tiempo que se translocan protones
hacia el espacio intermembrana. El gradiente de protones que se genera gracias a la actividad
de los complejos I-IV, crea una fuerza motriz que es utilizada por el complejo V para fosforilar
una molécula de ADP y convertirla en ATP, la mayor fuente de energia celular (Alberts et al.,

2016; Mitchell, 1961; Vafai & Mootha, 2012).
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Figura 7. Esquema representativo de los principales procesos del metabolismo energético mitocondrial.

Imagen creada mediante BioRender
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2.6. Sistemas de control de calidad, mantenimiento y renovacién mitocondrial

El mantenimiento de una red mitocondrial sana y funcional es esencial para la fisiologia
celular. Por ello, el organismo ha desarrollado un conjunto de sistemas de control de calidad y
renovacion mitocondrial que pueden actuar a nivel de proteina, organulo e incluso a nivel
celular (Dikic, 2017; Dikic & Elazar, 2018; Pickles et al., 2018; Sedlackova & Korolchuk, 2019;
Wang et al., 2021). Los mecanismos de control de calidad mitocondrial se pueden activar en
respuesta a distintas necesidades energéticas, estimulos externos o como consecuencia de
estrés celular, incluyendo el inducido por una condicién patoldgica. A priori, son procesos
citoprotectores que tienen como objetivo final mantener la homeostasis de la célula,
permitiendo que ésta se adapte a situaciones adversas. Por ello, son mecanismos altamente
regulados y en muchas ocasiones interrelacionados. Cuando estos procesos se ven
sobrepasados o se encuentran alterados, pueden dar lugar a disfunciones celulares e incluso

asociarse a patologia (Dikic & Elazar, 2018; Olsen et al., 2015; Wang et al., 2021).

Dos de los principales mecanismos de control de calidad mitocondrial son las vias de respuesta
al estrés oxidativo y la autofagia/mitofagia. Dado que estos procesos se encuentran
directamente relacionados con el contenido de esta tesis, seran comentados de manera mas
extensa en otros apartados. Sin embargo, estas vias no son las Unicas implicadas en estos
mecanismos de control. Por ejemplo, existen procesos que implican la respuesta mitocondrial
a proteinas mal plegadas (mtUPR) , la degradacidon proteica via proteosoma, e incluso la
apoptosis o muerte celular programada cuando la célula no es capaz de reparar los dafios
(Ciechanover et al., 1980; Elmore, 2007; Finley, 2012; Fiorese et al., 2016; Hershko et al., 1980;
Julien & Wells, 2017; Li et al., 1997; Quirés et al., 2017). Existen diversas sefiales que regulan
los procesos de control de calidad. Cabe destacar la acumulaciéon de especies reactivas de
oxigeno (ROS), alteraciones en el flujo del calcio a través de la membrana mitocondrial, la
pérdida del potencial de membrana mitocondrial, la acumulacién de metabolitos del ciclo de
Krebs, la hipoxia, el desbalance del ratio AMP/ATP o NAD'/NADH (indicativos del estado
energético de la célula), entre otros (Cantd et al., 2009; Chandel, 2014; Frezza, 2017; Palikaras

& Tavernarakis, 2014; Quirds et al., 2016; Suomalainen & Battersby, 2018).

2.6.1. Mecanismos de respuesta al estrés oxidativo

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) son productos quimicos generados por el metabolismo
aerdbico. El principal productor de ROS es la mitocondria a través de la reduccién incompleta
del oxigeno molecular que se produce durante la fosforilacion oxidativa (Murphy, 2009). Se

calcula que entre el 1-3% del O, que consume la célula se metaboliza generando distintos tipos
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de ROS, entre los cuales estan los superoxidos (O,), el perdoxido de hidrégeno (H,0,) y los
radicales hidroxilo (OH) (Brand, 2010; Murphy, 2009). Por tanto, los niveles de ROS aumentan
cuando mayor es la actividad metabdlica, aunque también se producen incrementos en
situaciones de estrés metabdlico como la hipoxia (Bell & Chandel, 2007; Wellen & Thompson,
2011). Los ROS derivados de la actividad mitocondrial también actlan como moléculas
sefializadoras y juegan un papel importante en la regulacidon fisioldgica de la proliferacion,
diferenciacidon y supervivencia celular (Diebold& Chandel, 2016; Gough & Cotter, 2011,
Hamanaka & Chandel, 2010; Reczek & Chandel, 2015).

Con el fin de regular los niveles de ROS la célula ha desarrollado diversos mecanismos
antioxidantes (Diebold& Chandel, 2016). La superdxido dismutasa (SOD) es uno de los enzimas
centrales de la respuesta al estrés oxidativo, convirtiendo los radicales de superdxido (O,) en
H,0,, una forma mas estable y menos reactiva. Existen 3 isoformas de esta enzima en funcion
de su localizacion: SOD1 cataliza la conversidén de superdxido en el citoplasma, SOD2 en la
mitocondria y SOD3 en el espacio extracelular (Weisinger& Fridovich, 1973). Sin embargo, la
acumulacién de H,0, en grandes cantidades también puede ser perjudicial para la célula, ya
que se podria reducir convirtiéndose en radicales OH, que son altamente reactivos. Para
eliminar el exceso de H,0, la célula dispone de las peroxiredoxinas, la glutation peroxidasa y la
catalasa, enzimas que reducen el H,0, a H,0 (Sena & Chandel, 2012). La regulacidn de estas
vias es muy compleja y existen mecanismos de “feedback” mediante los cuales los propios

niveles de ROS regulan la expresion y actividad de estas enzimas (Bolisetty & Jaimes, 2013).

Por otro lado, el estrés oxidativo es capaz de activar otros mecanismos de control de calidad a
través de diversas vias de sefializacion como los mediados por los factores HIF-1, p53, FOX3 o
NRF2. Este ultimo es de especial interés para la presente tesis, ya que estd implicado en los
mecanismos fisiopatoldgicos de una de las enfermedades que se describen. En situacidn basal,
NRF2 se localiza en el citosol, pero bajo condiciones de estrés oxidativo se transloca al nucleo e
induce la expresién de un gran numero de genes que participan en la respuesta al estrés
oxidativo. Entre estos, se incluyen los que codifican para las enzimas ya mencionadas SOD, asi
como la catalasa, proteinas del proteosoma etc. Asimismo, NRF2 puede activar otras vias de
control de calidad como el UPR, la mitofagia o la biogénesis mitocondrial (Dikic, 2017; Itoh et
al., 1997; lvankovic et al., 2016; Kensler et al., 2007; L. Li et al., 2015; Motohashi & Yamamoto,
2004; Wild et al., 1999)

36



2.6.2. Autofagia y mitofagia

La autofagia es un proceso fisiolégico a través del cual la célula degrada y recicla sus
componentes obsoletos o dafiados. El material celular para desechar, denominado cargo, es
reconocido y envuelto por una doble membrana lipidica, generando una estructura
denominada autofagosoma. A continuacidn, el autofagosoma se fusiona con un lisosoma,
cuyas hidrolasas seran las responsables de la degradacion del cargo. Finalmente, el producto
degradado se exocita, permitiendo reciclar los componentes resultantes (Figura 8) (Dikic,
2017; Dikic & Elazar, 2018; Ichimiya et al., 2020; Levine & Kroemer, 2008; Youle, 2019; Youle &
Narendra, 2011).

A rasgos generales existen 3 tipos de autofagia: (1) la macroautofagia, en la que se degradan
componentes citoplasmaticos, por ejemplo en situacion de falta de nutrientes; (2) la autofagia
mediada por chaperonas (CMA), a través de la cual se degradan proteinas localizadas en el
citoplasma (Kaushik & Cuervo, 2012) y (3) la microautofagia o autofagia selectiva, encargada
de la degradacion componentes celulares o organulos concretos, como es el caso de la
agregofagia (degradacién de agregados de proteinas); la pexofagia (degradacion de
peroxisomas) o la mitofagia (degradacién de mitocondrias), entre otros (Dikic, 2017; Dikic &

Elazar, 2018; Kaushik & Cuervo, 2012; Pickles et al., 2018; Sedlackova & Korolchuk, 2019).

Los mecanismos implicados en la activacion y regulacion de la autofagia son extremadamente
complejos, cuentan con la participacion de un niumero muy elevado de proteinas y estan
sujetos al control de diversas vias de sefializacién. La macroautofagia es el tipo de autofagia
mas comun y ampliamente estudiado. Se activa en situaciones de privacién de nutrientes o en
respuesta a factores de crecimiento. En este proceso la célula degrada de forma no selectiva
proteinas y macromoléculas citosdlicas con el fin de conseguir nutrientes esenciales. Uno de
los principales y mas estudiado regulador de la autofagia es mTORC1 (Bar-Peled & Sabatini,
2014). En estado basal, esta proteina mantiene inactivos en el citoplasma celular diversos
activadores de la autofagia. En respuesta a sefiales indicativas de falta de nutrientes mTORC1
es inhibido, de forma que libera los factores retenidos y permite la activacién de una cascada
de sefializaciéon que dara lugar al inicio de la autofagia (Hosokawa et al., 2009; Jung et al.,
2009). Entre estos factores se encuentra el factor de transcripcion EB (TFEB), que en estado
basal se localiza en el citosol. En respuesta a sefales de privacion de nutrientes es liberado y se
transloca al nucleo, activando la expresion de un gran nimero de genes relacionados con la
biogénesis lisosomal, el catabolismo de los lipidos y la propia autofagia (Di Malta et al., 2017;

Settembre et al., 2013). Sin embargo, aunque la via regulada por mTORC1 y TFEB es una de las
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mas conocidas, este no es un mecanismo universal, ya que existen también otras vias que

participan en la activacion de la autofagia (Gurumurthy et al., 2010; Tripathi et al., 2013).

Una vez se ha activado el inicio de la autofagia se forma una estructura membranosa
denominada fagéforo, que se elonga hasta formar un autofagosoma, una vesicula de doble
membrana que contiene los componentes a degradar. Una de las proteinas mas abundantes
en este autofagosoma es el LC3-Il. Esta proteina en estado basal se encuentra en el citoplasma
y se denomina LC3-I. Cuando se activa para formar parte de estas vesiculas, se conjuga con una

molécula de fosfatidiletanolamina dando lugar al LC3-Il (Tanida et al., 2008).

En los procesos de autofagia selectiva los receptores tienen un papel esencial. Estas proteinas
identifican las estructuras celulares a degradar y las guian y unen al autofagosoma en
formacién. Para ello, disponen de dominios de reconocimiento a la proteina LC3-Il (LIR) asi
como de regiones de reconocimiento del cargo (Stolz et al., 2014). En mamiferos, el sistema
mas habitual de reconocimiento es el dependiente de ubiquitina, de forma que las proteinas
dafiadas son ubiquitinizadas y reconocidas por los receptores a través de dominios de
reconocimiento a ubiquitina (UBA) (Khaminets et al., 2016). Este proceso se encuentra
altamente regulado y la afinidad de los receptores por el cargo puede ser modificada mediante
la fosforilaciéon de los dominios LIR y UBA (Herhaus& Dikic, 2015). Una vez formado el
autofagosoma, se recluta la maquinaria molecular que permite el acercamiento entre el
autofagosoma y el lisosoma para producir finalmente la fusiéon entre ambas vesiculas, dando
lugar al autolisosoma. Asi, las hidrolasas que se encuentran dentro del lisosoma degradan el
cargo. En ultima instancia, los restos degradados son exocitados para ser reutilizados por la

célula (Dikic, 2017; Dikic & Elazar, 2018).

La mitofagia es el proceso de autofagia selectiva que degrada las mitocondrias dafiadas (Dikic
& Elazar, 2018; Pickles et al., 2018; Swerdlow & Wilkins, 2020; Youle, 2019). Es importante
destacar que a excepcién de ciertos procesos que ocurren durante el desarrollo, una célula
nunca elimina completamente su red mitocondrial (Costello et al., 2013). Los mecanismos de
degradaciéon y biogénesis mitocondrial se encuentran en equilibrio constituyendo el
denominado “turnover” o renovacién mitocondrial. De esta forma, en condiciones fisioldgicas
la célula mantiene una masa mitocondrial minima funcional. Sin embargo, en situaciones de
estrés o como consecuencia de determinadas patologias este balance puede verse perturbado

(Pickles et al., 2018).

La via mitofagica mas conocida es la dependiente de las proteinas quinasa inducida por PTEN

(PINK1) y Parkina (PRKN). En una mitocondria sana, PINK1 se importa hacia el interior de la
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mitocondria a través de los complejos TOM/TIM, donde es degradada por la accién de diversas
proteasas. Sin embargo, en condiciones de estrés mitocondrial PINK1 se estabiliza y
autofosforila, reclutando PRKN. Esta Ultima tiene actividad ubiquitin ligasa, de manera que
ubiquitiniza proteinas de la MME. Este proceso tiene varias consecuencias. Por un lado
provoca la degradacién de ciertas proteinas via proteosoma, como la MFN1/2, implicadas en
morfologia mitocondrial (Tanaka et al., 2010). Por otro lado, la ubiquitinizacion de otras
proteinas de la MME como VDAC1, BCL-2 y DRP1, permite el reconocimiento de las
mitocondrias dafiadas por parte de los receptores autofagicos (Hamacher-Brady et al., 2007;
Sarraf et al., 2013). Entre estos receptores se encuentran las proteinas p62, NBR1, NDP52,
OPTN y TAX1BP1. Su papel y la especificidad no esta totalmente clarificado pero algunos
estudios han demostrado que NDP52 y OPTN estdn concretamente implicadas en mitofagia
(Lazarou et al., 2015; Narendra et al., 2010; Okatsu et al., 2010). Por otro lado, aunque en
general estdn menos estudiadas, es importante remarcar que ademds de la regulada por
PINK1-PRKN también existen otras via mitofagicas (Dikic & Elazar, 2018; Sedlackova &
Korolchuk, 2019; Wang et al., 2021). En este sentido, se ha descrito que la externalizacion de
las cardiolipinas de la MMI hacia la MME es una sefial activadora de mitofagia, ya que estos
fosfolipidos contienen dominios LIR que permiten su unién directa a la proteina LC3,

reclutando asi la maquinaria de autofagia (Chu et al., 2013).

Alteraciones en los procesos de autofagia han sido asociadas a diversas enfermedades como
algunos tipos de cancer, patologia de acimulo lisosomal y enfermedades neuroldgicas (Zatyka
et al.,, 2020; Yang & Klionsky., 2020; Saha et al., 2018). En esta tesis estudiamos las bases
fisiopatoldgicas de la enfermedad causada por la deficiencia de HACE1, una proteina con
actividad ubiquitin ligasa, y demostramos su papel en la regulacidn de la autofagia, la mitofagia

y las vias de respuesta al estrés oxidativo.
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Figura 8. Esquema representativo del proceso de macroautofagia y mitofagia mediada por PINK1-PRKN.
Extraido de (Yang & Klionsky, 2020).

3. ENFERMEDADES DEL METABOLISMO ENERGETICO MITOCONDRIAL

Las enfermedades del metabolismo energético mitocondrial son un grupo heterogéneo de
patologias genéticas caracterizadas por alteraciones en la estructura o funcién mitocondrial.
Su prevalencia estimada es de 1,6 en 5.000 individuos (Ferreira et al., 2019; Tan et al., 2020).
Tradicionalmente, las enfermedades mitocondriales se definen como aquellas que presentan
un defecto en el sistema OXPHOS y en consecuencia, en la produccion de energia en forma de
ATP (DiMauro & Garone, 2010). Sin embargo, dado que ademas del sistema OXPHOS, existen
otras enfermedades que directamente interfieren en la correcta produccion de ATP,
actualmente existe una mayor tendencia a la extension del término hacia “enfermedades del
metabolismo energético mitocondrial”.

La sospecha se establece a partir de la sintomatologia clinica seguida del estudio de
marcadores bioquimicos que indican la presencia de defectos en las vias metabdlicas
mitocondriales (Dimauro, 2011; Koenig, 2008). No obstante, la ausencia de dichos marcadores

no descarta una posible disfuncién de este organulo. Asimismo, cabe recordar, que la

mitocondria estd implicada en numerosas funciones ademas de la produccién de energia y que
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necesita de gran variedad de proteinas para su funcionamiento. Por ello, alteraciones en vias
del metabolismo intermediario, de la sintesis de cofactores, del transporte de proteinas hacia
el interior de la mitocondria o del mantenimiento y regulacion de la expresion del mtDNA
también pueden dar lugar a defectos mitocondriales (Frazier et al., 2019; Gorman et al., 2016;
Rahman & Rahman, 2018; Russell et al., 2020).

En 1988 se descubrié por primera vez la causa genética de una enfermedad mitocondrial.
Concretamente se identificaron alteraciones en el mtDNA en pacientes con neuropatia éptica
hereditaria de Leber (o sindrome de LHON) y sindrome Kearns-Sayre (Holt et al., 1988; Wallace
et al., 1988; Zeviani et al., 1988). Un afio mas tarde, en 1989 se descubrieron mutaciones en
PDHA1, que codifica una subunidad del complejo piruvato deshidrogenasa (PDH), siendo este
el primer gen de codificacién nuclear asociado a una enfermedad mitocondrial (Endo et al.,
1989). A partir de entonces, se comenzaron a identificar un nimero creciente de genes
implicados en patologias mitocondriales. A dia de hoy se han descrito mas de 400 genes cuyas
alteraciones se han asociado a este tipo de enfermedades (Figura 9) (Schlieben & Prokisch,
2020).

A pesar de la identificaciéon de la causa genética de un gran numero de patologias
mitocondriales, la fisiopatologia y las bases moleculares de la mayoria de ellas todavia no se
conocen en detalle (Frazier et al., 2020; Nunnari & Suomalainen, 2012). Por eso, determinar y
caracterizar estos mecanismos es de vital importancia para comprender las enfermedades
mitocondriales, mejorar las herramientas diagnosticas y poder desarrollar terapias efectivas
para los pacientes que las padecen. En esta tesis doctoral aportaremos nuevos conocimientos
sobre las bases fisiopatoldgicas de cuatro enfermedades mitocondriales, concretamente las

causadas por mutaciones en TIMM50, HACE1, NDUFAF4 y NDUFAFS.
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3.1.Bases genéticas

Las enfermedades mitocondriales presentan una amplia heterogeneidad genética. Este
fendmeno se debe a que existe un gran nimero de genes implicados en la regulacion de la
funcién mitocondrial y a que ésta depende de la coordinacidn de dos genomas, el DNA nuclear
(nDNA) y el DNA mitocondrial (mtDNA). La mayor parte de las proteinas mitocondriales estan
codificadas por el genoma nuclear, por lo que un gran numero de enfermedades
mitocondriales estan causadas por mutaciones en genes codificados por este genoma. Son
enfermedades genéticas hereditarias monogénicas y en su mayoria siguen un patrén de
herencia autosémica recesiva. Sin embargo, también existen casos que presentan una herencia
ligada al cromosoma X o herencia autosdmica dominante (Chinnery, 2015; Koopman et al.,
2012; Lightowlers et al., 2015). En cuanto a las alteraciones del mtDNA, las mutaciones
puntuales tienen herencia exclusivamente materna. En el caso de los reordenamientos del
mtDNA estos no suelen heredarse y en su mayoria son de novo (Craven et al., 2017). Ademas,
la genética mitocondrial es compleja, ya que la célula tiene multiples copias del mtDNA en
cada mitocondria y a que estan sujetas al fendmeno de la heteroplasmia. Asi, las alteraciones
en el mtDNA pueden ser homopldsmicas y por tanto todas las copias del mtDNA estaran
mutadas, o heteroplasmicas, conviviendo copias mutadas y copias sanas conjuntamente en
una misma célula (Chinnery, 2015; Gorman et al., 2016; Taylor & Turnbull, 2005; Thompson et
al., 2020). Por este motivo, para que se manifieste el fenotipo clinico y bioquimico causado por
alteraciones en el mtDNA, es necesaria la presencia de un nimero minimo de copias de
mtDNA mutadas por célula, denominado efecto umbral. Este umbral varia entre las diferentes
patologias pero en cualquier caso, se considera que es necesario que al menos alrededor del
70% de las moléculas de mtDNA de una célula estén mutadas para provocar la aparicion del
fenotipo clinico (De Laat et al.,, 2012; Kemper et al., 2014; Sciacco et al.,, 1994). Ademas,
durante la produccion de los oocitos se produce el denominado efecto de “cuello de botella”,
mediante el cual las copias de mtDNA materno se distribuyen de forma aleatoria en los évulos.
Este proceso hace que predecir el nivel de heteroplasmia que se hereda de madres a hijos sea
practicamente imposible, dificultando el asesoramiento genético (Craven et al., 2017; Taylor &

Turnbull, 2005; White et al., 1999).

3.2.Caracteristicas clinicas

Las enfermedades mitocondriales son clinicamente heterogéneas y pueden debutar a
cualquier edad. En general, aquellas causadas por mutaciones en el mtDNA se manifiestan en

la edad adulta, mostrando distintos grados de severidad en funcién del nivel de heteroplasmia.
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Por otro lado, la mayoria de enfermedades provocadas por alteraciones en genes codificados
en el nDNA debutan en la infancia e incluso en el periodo neonatal. De hecho, suelen ser mas
severas y tienen un peor prondstico, presentando una tasa de mortalidad elevada (Keshavan&
Rahman, 2018).

Debido a que la mitocondria es un organulo presente en todas las células humanas, excepto en
los eritrocitos, las alteraciones que comprometan su funcion pueden perjudicar la fisiologia de
cualquier dérgano o tejido, siendo frecuente la afectacién multisistémica (Figura 10). La
sintomatologia es muy variada aunque suele afectar a los drganos con mayor demanda
energética como por ejemplo el musculo esquelético, el cerebro o el corazén (Gorman et al.,
2016; Keshavan & Rahman, 2018; Russell et al., 2020). Algunos de los sintomas mas
comunmente asociados a las enfermedades mitocondriales son: hipotonia, debilidad muscular
generalizada, fatiga, intolerancia al ejercicio, vomitos, retraso del desarrollo, atrofia dptica,
pérdida de audicion, convulsiones, encefalopatia y cardiopatia, entre otras. Ademads, es
habitual detectar la presencia de alteraciones en la imagen por resonancia magnética nuclear
(MRI) cerebral, en concreto hipomielinizacién y alteraciones en la sustancia blanca (Davison&

Rahman, 2017; Gorman et al., 2016; Wortmann et al., 2015).
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Figura 10. Imagen representativa indicando los principales sintomas, 6rganos y sistemas afectados en
las enfermedades mitocondriales. Extraido de (Russell et al., 2020)
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Es importante remarcar que en las enfermedades mitocondriales, en general, no existe una
asociacion estricta entre el genotipo y el fenotipo de los pacientes. Es decir, se ha observado
que sintomas clinicos idénticos o similares pueden estar causados por mutaciones en distintos
genes y viceversa, la misma mutacion o la alteracién de un mismo gen puede dar lugar a
distintos fenotipos clinicos (Lake et al., 2016; S. Rahman & Copeland, 2019).

En algunos casos las enfermedades mitocondriales pueden presentarse en forma de cuadros
sindrémicos con manifestaciones clinicas bien definidas. La presencia de estas caracteristicas
serd muy Util para el diagndstico clinico (Keshavan & Rahman, 2018; Thompson et al., 2020).
Los ejemplos mas conocidos son: epilepsia mioclénica con acidosis lactica y episodios “stroke
like” (MELAS), oftalmoplejia externa crénica progresiva (CPEO), diabetes y sordera de herencia

materna (MIDD) y la neuropatia dptica hereditaria de Leber (LHON).

3.3.Caracteristicas bioquimicas y biomarcadores

Por definicién un biomarcador es una caracteristica que de forma objetiva se puede medir y
evaluar, permitiendo conocer el estado en que se encuentra un proceso bioldgico. Las
enfermedades mitocondriales afectan a la funcion de proteinas asociadas a diversas vias del
metabolismo celular. Por consiguiente, éstas dan lugar a alteraciones bioquimicas cuya
deteccion pueden ser de gran ayuda para caracterizar y dirigir el diagndstico de pacientes con
sospecha de patologia mitocondrial. A continuacion, se exponen algunos de los biomarcadores
mas informativos y frecuentemente utilizados para el estudio de estas enfermedades (Davison

& Rahman, 2017; Gorman et al., 2016):

3.3.1. Metabolitos del metabolismo intermediario.

Para la deteccién de metabolitos, generalmente se emplean técnicas de espectrometria de
masas. A través de estos estudios se cuantifican los niveles de diversos metabolitos que
pueden estar anormalmente acumulados o disminuidos como consecuencia del mal
funcionamiento en una proteina implicada en su sintesis o degradacion. De hecho, estos
productos acumulados suelen ser tdxicos para la célula y a menudo estan directamente
implicados en la fisiopatologia de la enfermedad. Suelen estudiarse en orina, plasma o liquido
cefalorraquideo, siendo los dos primeros los mas habituales por su facil obtenciéon (Shaham et
al., 2010). A continuacion se describen los metabolitos mas informativos.

3.3.1.1 Lactato: El lactato se acumula cdmo consecuencia de la activaciéon del metabolismo
anaerdbico. Este proceso se acelera cuando el metabolismo energético mitocondrial esta

alterado. Por lo tanto, la deteccidn de niveles elevados de lactato en orina, plasma o liquido
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cefalorraquideo es uno de los principales marcadores de disfuncién mitocondrial (Haas et al.,
2007).

3.3.1.2 Acidos orgénicos: Suelen estudiarse en orina y son productos del catabolismo de
proteinas, carbohidratos y acidos grasos. Concretamente, el incremento de intermediarios del
ciclo de Krebs es un parametro relevante caracteristico de algunas patologias mitocondriales,
ya que es la via central en la que confluye el catabolismo de los sustratos energéticos. Se debe
tener en cuenta que sus niveles pueden ser modificados por la dieta. De especial interés para
esta tesis es el acido 3-metilglutaconico (3-MGA), que se tratard mas extensamente en el
apartado 4 (Barshop, 2004; Wortmann, et al., 2013).

3.3.1.3 Aminoacidos: Los niveles alterados de aminodcidos son indicativos de afectaciones en
distintas vias metabdlicas. Cabe destacar el acimulo de a-alanina, un pardmetro asociado a
defectos de la cadena respiratoria mitocondrial (CRM) o de piruvato deshidrogenasa (PDH),
que provocan la acumulacién de piruvato y la ralentizaciéon del ciclo de Krebs-fosforilacion
oxidativa (Shoffner, 1999).

3.3.1.4 Acilcarnitinas: La carnitina es una amina cuaternaria que se une a los 4cidos grasos y
estd implicada en el transporte de estos al interior de la mitocondria. Por lo tanto, el estudio
de los niveles de carnitina total, carnitina libre y acil-carnitinas, permite detectar alteraciones
en las vias de oxidacidén de acidos grasos o beta-oxidacién (Dernoncourt et al., 2019; Garcia-
Villoria et al., 2018).

3.3.1.5 Cofactores: Un gran niumero de las enzimas de diversas vias metabdlicas necesitan
cofactores para su correcta activacion. Las deficiencias en su sintesis o transporte dan lugar a
defectos en la funcion de estas proteinas y la consiguiente alteracidn de las vias metabdlicas
reguladas por las mismas. Algunos de los cofactores que se encuentran alterados en patologias
mitocondriales son el 4cido lipoico, la tiamina, el coenzima Q10, la rivoflavina y los clusters de
Fe-S (Barile et al., 2013; Bujan et al., 2014; Marcé-Grau et al., 2019; Stehling et al., 2014; Tort
et al., 2016; Yubero et al., 2018).

3.3.2. Actividad de los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial (CRM) y de la

piruvato deshidrogenasa (PDH).

Estos estudios suelen realizarse en cultivos de fibroblastos primarios derivados de piel de los
pacientes, en tejido muscular obtenido a partir de una biopsia e incluso en necropsias
musculares o hepaticas. Para la determinacidon de estas actividades enzimaticas se emplean
técnicas de espectofotometria o electroforesis en condiciones no desnaturalizantes (Blue-

Native)(Davison & Rahman, 2017).
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Los defectos en la actividad y ensamblaje de los complejos de la cadena respiratoria
mitocondrial (CRM) son especialmente indicativos de patologia mitocondrial. Las alteraciones
pueden presentarse de forma aislada (afectando especificamente a un Unico complejo) o de
forma combinada (alterando varios complejos simultdneamente). Estas deficiencias pueden
ser primarias o secundarias. Las primarias son causadas por mutaciones en genes que codifican
para subunidades o factores de ensamblaje de algin complejo concreto. Por otro lado, se
consideran secundarias cuando el defecto es producido por mutaciones en genes que codifican
proteinas mitocondriales que no forman parte directamente del sistema OXPHQOS (Frazier et
al.,, 2020; Mayr et al., 2015). El estudio de las actividades de la CRM ha sido ampliamente
utilizado para el diagndstico de las enfermedades mitocondriales. Sin embargo, en los uUltimos
afios al disponer de otras tecnologias, estas técnicas de caracter invasivo tienen un uso
limitado y se consideran como ultima opcion.

La actividad PDH permite la transformacion del piruvato en acetil-CoA y nutre el paso inicial
del ciclo de Krebs. La alteraciéon de dicha actividad indica defectos en las proteinas que
componen el complejo PDH o en sus proteinas reguladoras. Asimismo, sus defectos podrian
deberse a alteraciones en el metabolismo de los cofactores necesarios para su funcién, como

el acido lipoico y la tiamina (Brown et al., 1994; Sperl et al., 2015).

3.3.3. Oxidacion de sustratos

La alteracion de la tasa de oxidacidn de sustratos como el piruvato, palmitato, glutamato o
leucina son indicativos de alteraciones en distintas vias metabdlicas. Estos estudios se realizan

en cultivos de fibroblastos derivados de biopsia de piel.

3.3.4. Factor de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21) y factor de crecimiento y

diferenciacion 15 (GDF15)

Recientemente, se han descrito dos nuevos biomarcadores de patologia mitocondrial: el factor
de crecimiento de fibroblastos 21 (FGF21), especialmente informativo en mitocondriopatias
musculares; y el factor de crecimiento y diferenciacion 15 (GDF15). La presencia de niveles
elevados de estos factores en suero de pacientes se estudia mediante ensayos de ELISA. Su
sensibilidad y especificidad es mayor que el de la mayoria de biomarcadores utilizados hasta el
momento. Sin embargo, se pueden encontrar elevados también en otras patologias

(Suomalainen et al., 2011; Yatsuga et al., 2015).
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3.3.5. Estudios histolégicos y de microscopia electrénica de transmision (TEM).

Este tipo de estudios se realizan en tejido muscular de pacientes con sospecha de enfermedad
mitocondrial. No obstante, en los ultimos afios, la mejora de las metodologias de andlisis

genético ha limitado la realizacion de estas aproximaciones debido a su caracter invasivo.

La tincion de Tricomo de Gomori en musculo permite la observacion de fibras rojo-rasgadas,
debido a una acumulacién andmala de mitocondrias alteradas que se produce en las fibras
musculares. Dichos agregados provocan que el contorno de la fibra se vuelva irregular
causando esta apariencia de fibra rasgada (Davison& Rahman, 2017; Haas et al., 2007). Existen
también otros parametros informativos en tejido muscular que sugieren una posible
enfermedad mitocondrial, como la presencia de fibras citocromo c oxidasa negativas, el
acumulo de lipidos o la presencia de alteraciones en la ultraestructura mitocondrial analizadas
mediante microscopia electrénica de transmision (TEM) (Davison & Rahman, 2017; Franco-

Iborra & Taniji, 2020).

3.3.6. Estudios de neuroimagen mediante resonancia magnética (MRI)

Las alteraciones del sistema nervioso central que se observan en las enfermedades
mitocondriales son diversas. Una de las mas tipicas es el sindrome de Leigh, que se presenta
como una anomalia de la sefal simétrica bilateral en los ganglios basales y tronco cerebral en
la neuroimagen (Bonfante et al., 2016). Por otro lado, es habitual observar alteraciones de la
sustancia blanca en pacientes con alteraciones asociadas a deficiencias del sistema OXPHOS
(Alston et al., 2012). Otros defectos relacionados con enfermedades mitocondriales son la
atrofia cerebral y anomalias estructurales del cerebro (Brown et al., 1994). Aunque no son
especificas, en ocasiones estas alteraciones ayudan a sembrar la sospecha de una patologia

mitocondrial (Davison & Rahman, 2017).

3.4.Diagndstico

El diagndstico de las enfermedades del metabolismo energético mitocondrial ha
experimentado un gran cambio en muy poco tiempo. Como ya se ha mencionado
anteriormente, la clinica de estas enfermedades es a menudo inespecifica y los biomarcadores,
aunque ayudan a orientar el diagnéstico, no son especificos. Hasta hace poco, el diagndstico
de estas patologias se basaba en la caracterizacién clinica y en el estudio de metabolitos, para
proceder posteriormente a los estudios enzimaticos de la CRM en biopsia de musculo y/o piel.
Estas pruebas son invasivas y ademas, algunas veces, a pesar de observar alteraciones

resultaba muy dificil extraer conclusiones definitivas (Parikh et al., 2019).
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Actualmente, ante una clinica compatible, se apuesta por la realizaciéon de estudios genéticos
amplios, principalmente la secuenciacion del exoma (WES) y en ocasiones del genoma (WGS)
(Boycott et al., 2019; Stenton & Prokisch, 2020a; Thompson et al., 2020; Wortmann et al.,
2017). WES consiste en la secuenciacién de todos los exones y de las zonas intrdnicas
flanqueantes. En la aproximacién WGS se secuencia el genoma completo, aunque por el
momento solo interpretamos la region del exoma que con esta metodologia estd mejor
cubierta. Las mejoras tecnoldgicas y la reduccidon de costes han favorecido la progresiva
implementacion de estas metodologias, sobre todo WES, en la rutina diagndstica, provocando
un cambio de paradigma en el diagnostico de estas patologias. Este cambio es facil de
entender si se tiene en cuenta que actualmente se conocen mas de 1.200 genes nucleares
implicados en la funcidon mitocondrial y se han descrito mas de 400 genes causantes de
enfermedad mitocondrial (Figura 9); ademas, se prevé que este nimero siga creciendo en los
proximos afios (Rath et al., 2021; Schlieben & Prokisch, 2020).

Cuando se sospecha que la enfermedad se debe a mutaciones en el mtDNA, generalmente se
procede a su secuenciacidn completa, ya sea mediante secuenciacién Sanger en fragmentos
solapados o mas recientemente con metodologias NGS. Estas aproximaciones ademas
permiten conocer el grado de heteroplasmia de forma veraz (Tang et al., 2013). Es relevante
mencionar que en las ultimas actualizaciones de los procesos de secuenciacion WES, se
incluyen metodologias que permiten el estudio simultaneo del exoma y del mtDNA (Stenton &
Prokisch, 2020a; Thompson et al., 2020).

Asi pues, la implementacion de las herramientas de “next generation secuencing” (NGS) ha
sido clave para la identificacion de nuevos genes causantes de enfermedad y ha provocado un
incremento sustancial del rendimiento diagndstico de las enfermedades del metabolismo
energético mitocondrial, que ha pasado de un 10-20% en la era pre-NGS hasta un 50-60%,
dependiendo de las cohortes y de los criterios de seleccion de los pacientes. (Calvo et al., 2012;
Falk, 2020; Frazier et al., 2019; Rahman & Rahman, 2018; Rahman, 2020; Stenton & Prokisch,
2020a; Wortmann et al., 2015). A pesar de estos avances, un gran numero de pacientes
todavia permanece sin diagndstico genético definitivo. Este hecho se debe, en parte, a que las
mutaciones en zonas intrdnicas profundas, entre otras, no se pueden detectar mediante WES.
A estas dificultades se afade la gran cantidad de variantes identificadas y la dificultad de
interpretar el impacto funcional de las mismas.

Para ello, es necesario realizar estudios funcionales de acuerdo al tipo de variante y al gen
candidato priorizado. En primer lugar, éstos incluirdn andlisis bioquimicos o de biologia

molecular en material bioldgico de los pacientes (fluidos bioldgicos, biopsias de tejido, cultivos
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primarios de fibroblastos). Ademas, en algunos casos sera necesario realizar estudios en
modelos celulares y/o animales modificados con las mutaciones identificadas en los pacientes.
Cabe mencionar, que en los Ultimos afios se han empezado a desarrollar nuevas estrategias
diagndsticas basadas en otras “Omicas”: Transcriptomica o RNAseq (estudio de la expresién y
procesamiento del RNA mensajero), protedmica (estudio de la expresion proteica),
metaboldmica (analisisde metabolitos a gran escala), entre otras (Rodenburg, 2018; Stenton &
Prokisch, 2020a; Wevers & Blau, 2018). Aunque es un campo incipiente, diversos estudios han
demostrado que la combinacion de WES/WGS y RNAseq es de gran utilidad para mejorar el
diagnéstico de enfermedades mendelianas (Cummings et al.,, 2017; Gonorazky et al., 2019;

Kremer et al., 2017; Lee et al., 2020; Lee et al., 2018; Stenton & Prokisch, 2020b).

4. ENFERMEDADES OBJETO DE ESTE ESTUDIO

En esta tesis doctoral nos hemos centrado en el estudio de las bases moleculares y la
fisiopatologia de dos tipos de enfermedades del metabolismo energético mitocondrial: las
acidurias 3-metilglutacdénicas (aciduria 3-MG) y las deficiencias del complejo | de la cadena

respiratoria mitocondrial.

4.1. Acidurias 3- metilglutacénicas

A grandes rasgos se pueden diferenciar dos grupos de aciduria 3-MG: La aciduria 3-MG
primaria, causada por mutaciones en el gen AUH que esta implicado en el metabolismo de la
leucina (Figura 11) (lJIst et al., 2002) y las acidurias 3-MG secundarias. En esta tesis nos vamos

a centrar en el estudio de las acidurias 3-MG secundarias (en adelante acidurias 3-MG).

Las acidurias 3-MG son un conjunto de patologias muy heterogéneas caracterizadas por el
incremento de acido 3-metil glutacdnico (3-MGA) en orina, un metabolito que en la mayoria
de casos es de origen desconocido. A pesar de que se han formulado diversas teorias sobre su
procedencia, ninguna ha podido ser totalmente demostrada (Kelley & Kratz, 1995; Kelley et al.,
1991; lkon & Ryan, 2016; Jones et al., 2019; Su & Ryan, 2014; Vamecq et al., 2020). Aunque se
puede encontrar de forma ocasional junto a otros biomarcadores mas especificos, los niveles
elevados de 3-MGA de forma persistente son indicativos de una alteracién de la funcidn
mitocondrial (Wortmann, et al., 2013). No obstante, estos niveles no estan relacionados con el
curso clinico y la severidad de la patologia (Cantlay et al., 1999; Christodoulou et al., 1994;

Elpeleg et al., 1994; Schmidt et al., 2004; Wortmann et al., 2009).
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En general los pacientes presentan afectacidn multiorganica y en la mayor parte de los casos
un importante deterioro neurolégico progresivo (Wortmann et al., 2009; Wortmann, et al,,
2013). Las acidurias 3-MG pueden estar causadas por mutaciones autosémicas recesivas o bien
ligadas al cromosoma X en una gran variedad de genes (Tabla 1). Curiosamente, la mayoria de
estos genes codifican para proteinas asociadas a la MMI (Wortmann, et al., 2013). De hecho,
se han descrito alteraciones en el metabolismo de las cardiolipinas en varias de estas
enfermedades, concretamente en el Sindrome de Barth, Sindrome de MEGDEL y Sindrome
DCMA (Beyer & Klingenberg, 1985; Eble et al., 1990; Houtkooper & Vaz, 2008; Keenan et al.,
1970; McGee et al., 1996; Yamaoka et al., 1990). Ademas, practicamente en todos los casos
con incremento de 3-MGA se han observado alteraciones asociadas a defectos en la

produccién de energia o estrés oxidativo (Vamecq et al., 2020; Wortmann, et al., 2012).

. Figura 11. Esquema del
Leucina . .
catabolismo de la leucina. En
i rojo se indican las enzimas
Acido 2-oxo-isocaproico mutadas que estan asociadas
l a la aciduria glutarica tipo I.
BCKDH .

Deshidrogenasa de los
Isovalery-CoA cetoacidos  de  cadena
l o ramificada (BCKDH),
3-Metil -CoA T — léri isovaleril - CoA
-Metilcrotonil-Co e cido 3-hidroxiisovalérico deshidrogenasa(IVD), 3
i FNEE o ) . metilcrotonil-CoA carboxilasa
3-Metilglutaconil-CoA ------> Ao T OIRNICOcD (3-MCC),  3-metilglutaconil-
Acido 3-metilglutarico CoA - hidratasa (AUH), 3-
% AUH 3-metilglutaril carnitina hidroxi — 3 -metilglutaril-
HMG-CoA . . _ _ _ . coenzima A (HMG-COA) liasa
> Acido 3-hidroxil-3-metilglutarico (HMG-CoA liasa), HMG-CoA

HMG-CoA liasa sintasa.

HMG-CoA sintasa
Acetil-CoA Acetato

Hasta hace unos anos, las acidurias 3-MG se denominaban siguiendo una nomenclatura
basada en numeros romanos, siendo el tipo | la causa primaria, el tipo Il causado por
mutaciones en el gen TAZ, el tipo lll por defectos en OPA3, el tipo V por mutaciones en
DNAJC19 y el tipo IV era un “cajon de sastre” en el que se iban incluyendo los nuevos hallazgos
que no correspondian a ninguno de los tipos previamente descritos. Tal y como se ilustra en la
tabla 1, aunque la base de datos OMIM ha continuado numerando las sucesivas causas de
aciduria 3-MG, lo cierto es que actualmente se denominan y conocen con el nombre del gen
alterado en cada caso (Wortmann, et al., 2013). Seguidamente presentamos las caracteristicas

clinicas y bioquimicas mas relevantes de cada una de estas entidades patoldgicas.
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4.1.1. Sindrome de Barth o deficiencia de TAZ (OMIM 302060). Esta patologia se produce
como consecuencia de mutaciones en el gen TAZ que codifica para la tafazzina, una proteina
implicada en el remodelaje de las cardiolipinas (Houtkooper, et al., 2009; Schlame & Ren,
2006). Se trata de la Unica aciduria 3-MG descrita hasta la fecha con herencia ligada al
cromosoma X. Los pacientes son varones que debutan en la infancia presentando
cardiomiopatia dilatada. En muchas ocasiones suele ir acompafada de miopatia esquelética,
neutropenia y retraso en el crecimiento (Aprikyan & Khuchua, 2013; Barth et al.,, 2004;
Jefferies, 2013). Desde un punto de vista bioquimico, la deficiencia de este enzima produce un
defecto en el remodelaje y maduracion final de las cardiolipinas, dando lugar a una
disminucién exacerbada del contenido total de este fosfolipido y a un significativo aumento de
monolisocardiolipinas (Chatzispyrou et al., 2018; McKenzie et al., 2006). El analisis del perfil
lipidico se utiliza como biomarcador especifico para el diagndstico fehaciente de esta patologia
(Bowron et al., 2013; Houtkooper, et al., 2009). Los pacientes con sindrome de Barth
presentan alteraciones de los complejos de la cadena respiratoria y otras proteinas

mitocondriales (Chatzispyrou et al., 2018; McKenzie et al., 2006).

4.1.2. Sindrome de Costeff o deficiencia de OPA3 (OMIM 258501). Es una enfermedad
causada por mutaciones en el gen OPA3 (Anikster et al., 2001; Costeff et al., 1993; Ho et al.,
2008).Los pacientes con sindrome de Costeff presentan los primeros sintomas en edad
infantil, con una pérdida de la agudeza visual progresiva que mas adelante se acompafiara de
otros sintomas como paraplejia espastica, disartria, nistagmus y movimientos coreoatetdsicos.
Aungque la funcidn de la proteina codificada por OPA3 no es del todo conocida, se ha postulado
que podria estar implicada en la regulacién de diversas funciones mitocondriales como el
metabolismo energético y la apoptosis (Lenaers et al., 2012; Ranieri et al., 2013; Ryu et al.,
2010). También se han descrito casos con mutaciones en este mismo gen que dan lugar a una

atrofia dptica de herencia dominante, pero sin aciduria 3-MG (Lenaers et al., 2012).

4.1.3. Deficiencia de complejo V de la cadena respiratoria mitocondrial. En los Ultimos afios
se ha identificado un grupo de acidurias 3-MG que corresponden a enfermedades asociadas a
defectos en el ensamblaje o actividad del complejo V o ATP sintasa. Se trata de patologias
causadas por mutaciones en genes nucleares que codifican para subunidades de este complejo
o factores implicados en su correcto ensamblaje. A rasgos generales los pacientes presentan
encefalomiopatia y en algunos casos cardiomiopatia de inicio temprano. Bioquimicamente se
caracterizan por elevacion de los acidos lactico y 3-MGA en orina y una deficiencia aislada de la

actividad del complejo V de la cadena respiratoria mitocondrial (Hejzlarova et al., 2014). Hasta
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el momento se conocen cuatro entidades causantes de deficiencia del complejo V con aciduria

3-MG:

4.1.3.1. Deficiencia de ATPAF2 (OMIM 604273). Se trata de una enfermedad causada por
mutaciones en el gen ATPAF2, que codifica para un factor de ensamblaje del complejo V de la
CRM. El Unico paciente descrito hasta el momento presentaba rasgos dismarficos, hipertonia,
hepatomegalia y rifiones hipoplasicos. La resonancia magnética cerebral mostré atrofia
cortical-subcortical, disgenesia del cuerpo calloso e hipoplasia de la substancia blanca cerebral
gue evoluciond a una atrofia de los ganglios basales y tdlamo. La paciente sufria un retraso
importante del crecimiento y convulsiones, falleciendo a los pocos meses de vida.
Bioquimicamente mostraba una importante acidosis lactica, niveles elevados de fumarato en

orina y aciduria 3-MG (De Meirleir et al., 2004).

4.1.3.2. Deficiencia de TMEM70 (OMIM 614052). Estd causada por mutaciones en el gen
TMEM?70, que codifica para un factor de ensamblaje del complejo | y V de la cadena
respiratoria mitocondrial (Sdnchez-Caballero et al., 2020). La proteina TMEM70 estd implicada
en la dimerizacidn de la ATP sintasa y su deficiencia da lugar a importantes alteraciones de la
morfologia y de las crestas mitocondriales (Cameron et al., 2011). Actualmente, existen cerca
de 80 pacientes reportados en las bases de datos bibliograficas, siendo la deficiencia de
complejo V asociada a aciduria 3-MG mas frecuente. Los pacientes presentan retraso
psicomotor, hipotonia, alteraciones del crecimiento y cardiomiopatia hipertréfica. Sufren
importantes crisis metabdlicas, en muchas ocasiones desde el periodo neonatal, que se
caracterizan por acidosis lactica acompafiada de hiperalaninemia, hiperuricemia,
hiperamonemia y aciduria 3-MG (Cizkova et al., 2008; Honzik et al., 2010; Magner et al., 2015;
Spiegel et al., 2011; Tort et al., 2011)

4.1.3.3. Deficiencia de ATP5F1E (OMIM 614053). Es una enfermedad que se produce como
consecuencia de mutaciones en el gen ATP5F1E, que codifica una subunidad del mdédulo
catalitico del complejo V. Hasta el momento sdlo se ha descrito un paciente con esta patologia,
que presentd crisis metabdlicas en el periodo neonatal, acidosis lactica y aciduria 3-MG.
Posteriormente, el paciente presentd otros sintomas como neuropatia periférica con ataxia
moderada, nistagmus horizontal, debilidad muscular con intolerancia al ejercicio vy

cardiomiopatia (Mayr et al., 2010).

4.1.3.4. Deficiencia de ATP5F1D (OMIM 618120). Estd causada por mutaciones en el gen
ATP5F1D, que codifica para una subunidad del médulo F1 de la ATP sintasa. Solamente se han

descrito dos pacientes hasta la fecha (Olahova et al., 2018). Ambos individuos presentaron
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episodios de letargia, acidosis metabdlica, aciduria 3-MG e hiperamonemia. El primer sujeto
sufrié descompensaciones metabdlicas recurrentes desde el periodo neonatal, mientras que el

segundo debuté durante la infancia con encefalopatia aguda.

Cabe mencionar que se han descrito pacientes con alteraciones en ATP5F1A (OMIM 615228),
que también codifica para una subunidad el complejo V, en los que no se ha descrito su

asociacion con 3-MGA (Jonckheere et al., 2013).

4.1.4. Deficiencia de MIC13 (OMIM 618329). Mutaciones en el gen MIC13 (también
denominado Q1L) se han asociado a aciduria 3-MG. Este gen codifica para una proteina del
complejo MICQOS, esencial para la estabilizacion y formacidon de las crestas mitocondriales
(Guarani et al.,, 2015). Bioquimicamente, los pacientes con mutaciones en MIC13 se
caracterizan por presentar hipoglucemia, hiperlactacidemia y aciduria 3-MG. Ademas, dada la
importancia de las crestas mitocondriales para el correcto funcionamiento del sistema
OXPHOS, estos pacientes suelen presentar deficiencias multiples de los complejos de la CRM y
alteraciones de la morfologia mitocondrial. La sintomatologia clinica de los pacientes con
deficiencia de MICOS se caracteriza por una encefalopatia fatal de debut temprano
acompafiada de alteraciones hepaticas. Ademas, suelen presentar atrofia cerebral, hipotonia,
atrofia Odptica, sordera neurosensorial, convulsiones y en algunos casos cardiomiopatia

(Godiker et al., 2018; Guarani et al., 2016; Zeharia et al., 2016).

4.1.5. Sindrome DCMA o deficiencia de DNAJC19 (OMIM 610198). Se trata de una aciduria 3-
MG causada por mutaciones en el gen DNAJC19. Este gen codifica para una co-chaperona que
forma parte de un complejo multiproteico con otras proteinas mitocondriales como las
prohibitinas, indispensables para la correcta sintesis de cardiolipinas (Richter-Dennerlein et al.,
2014). Por homologia con proteinas de otros organismos también se ha postulado que
DNAJC19 podria estar implicado en el sistema de importacién de proteinas hacia el interior de
la mitocondria (D’Silva et al., 2003). Tal y cémo indican las siglas DCMA, del inglés “Dilated
cardiomyopathy with ataxia”, estos pacientes se caracterizan por un debut temprano con
cardiomiopatia dilatada, ataxia no progresiva y problemas en el desarrollo. Ademas, pueden
presentar alteraciones genitales, oculares o hepaticas, discapacidad intelectual leve, sordera o
lesiones neuronales (Al Teneiji et al., 2016; Benson et al., 2017; Davey et al., 2006; Machiraju
et al.,, 2019; Ojala et al., 2012; Suomalainen et al., 2011; Ucar et al., 2016). En algunos
pacientes se han detectado alteraciones variables en los complejos de la CRM (Al Teneiji et al.,

2016; Machiraju et al., 2019; Ojala et al., 2012; Ucar et al., 2016).
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4.1.6. Sindrome de MEGDEL o deficiencia de SERAC1 (OMIM 614739). El fenotipo clinico
caracteristico de estos pacientes viene recogido en las siglas MEGDEL, del inglés “3-
methyglutaconic aciduria with deafness, encephalopathy and Leigh-like sindrome”. Los
pacientes presentan sordera, retinitis pigmentosa, retraso del crecimiento y alteraciones de
neuroimagen compatibles con sindrome de Leigh. Otros sintomas incluyen encefalopatia,
hipotonia, espasticidad y retraso en el neurodesarrollo (Finsterer et al., 2020; Philip L et al.,
2012; Sarig et al., 2013; Tort et al., 2013; Wortmann et al., 2006; Wortmann et al., 2012). El
sindrome de MEGDEL se produce por mutaciones en el gen SERACI, que codifica una
transacilasa implicada en el metabolismo del fosfatidilglicerol. La deficiencia de SERAC1
provoca un desbalance entre algunas especies fosfatilglicerol, causando secundariamente
alteraciones en los niveles de ciertas especies de cardiolipinas. A diferencia del Sindrome de
Barth, los niveles totales de este fosfolipido no se ven alterados (Wortmann et al.,
2012a).Bioquimicamente los pacientes SERAC1 presentan acidosis lactica, hipoglicemia, niveles

elevados de 3-MGA y alteraciones variables de la CRM.

4.1.7. Sindrome MEGCANN o deficiencia de CLPB (OMIM 616271). Mutaciones en el gen CLPB
dan lugar a una aciduria 3-MG conocida como sindrome MEGCANN (del inglés “3-
methylglutaconic aciduria with catarats, neurologic involvement and neutropenia”). La
mayoria de pacientes debutan en la infancia con encefalopatia progresiva, aunque también se
ha descrito algin paciente sin afectacion neuroldgica. Ademads, suelen presentar cataratas
bilaterales, neutropenia congénita, alteraciones del movimiento y aciduria 3-MG (Capo-Chichi
et al., 2015; Pronicka et al., 2017; Saunders et al., 2015; Wortmann, et al., 2015). La proteina
codificada por CLPB es una peptidasa que se localiza en el espacio intermembrana (Haslberger
et al., 2008; Wortmann, et al., 2015). Su funcién se ha podido relacionar con procesos
apoptéticos, el mantenimiento de las crestas mitocondriales y la inmunidad innata mediada
por la mitocondria (Chen et al, 2020; Mréz et al., 2020; Yoshinaka et al., 2019).
Recientemente, se ha demostrado que la proteina CLPB interacciona con las prohibitinas

(Yoshinaka et al., 2019).

4.1.8. Deficiencia de HTRA2 (OMIM 617248). Esta aciduria 3-MG esta causada por mutaciones
en el gen HTRA2 que codifica una proteasa localizada en el espacio intermembrana implicada a
la regulacién de procesos apoptéticos (Kovacs-Nagy et al., 2018). Estos pacientes presentan
alteraciones neuroldgicas de debut neonatal o en la infancia y fallecen a los pocos meses de
vida. Clinicamente presentan hipotonia, movimientos anormales, insuficiencia respiratoria con

episodios apneicos y convulsiones. Biogquimicamente se caracterizan por excretar niveles
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elevados de 3-MGA vy lactato (Kovacs-Nagy et al., 2018; Mandel et al., 2016; Oldhova et al,,
2017)

4.1.9. Deficiencia de TIMM50 (OMIM 617698). Se produce como consecuencia de mutaciones
en el gen TIMM50, que codifica una proteina de la membrana mitocondrial interna implicada
en el transporte proteico hacia el interior de la matriz mitocondrial (Geissler et al., 2002;
Mokranjac et al., 2003; Mokranjac et al., 2009; Tamura et al., 2009). Los pacientes se
caracterizan por presentar convulsiones desde una edad temprana, retraso psicomotor,
hipotonia, espasticidad y discapacidad intelectual. Los estudios bioquimicos indican
alteraciones variables del sistema OXPHOS y niveles elevados de lactato y 3-MGA (Mir et al.,
2020; Reyes et al., 2018; Shahrour et al., 2017). En esta tesis se reporta la tercera descripcion
de esta enfermedad contribuyendo a la caracterizacion de las bases moleculares y

fisiopatoldgicas de la misma.

4.1.10. Otros trastornos mitocondriales con aciduria 3-MG. Ademas de las causas secundarias
de aciduria 3-MG que se han nombrado en la seccién anterior, existen otras patologias que
presentan, al menos en algunas ocasiones, niveles elevados de 3-MGA. Entre ellas se
encuentran el sindrome de Sengers, causado por mutaciones en el gen AGK (Haghighi et al.,
2014; Mayr et al., 2012), la deficiencia de CPS1 (Rokicki et al., 2017),deficiencia de ECHS1
(Ferdinandusse et al., 2015; Fitzsimons et al., 2018), depleciones de mtDNA (Bekheirnia et al.,
2012; Maas et al., 2015), sindrome de MELAS (Ciafaloni et al., 1992; Kirby et al., 2004; Liolitsa
et al., 2003; Manwaring et al., 2007) y sindrome de Smith-Lemli-Opitz (SLO) (Kelley & Kratz,
1995; Roullet et al., 2012). Incluso se han detectado excreciones aumentadas de 3-MGA en

mujeres embarazadas o como consecuencia del tratamiento con estatinas.

4.2. Deficiencias del complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial

Las alteraciones genéticas que afectan directamente a la cadena respiratoria mitocondrial son
el grupo de enfermedades mitocondriales mas frecuente. Entre ellas, la deficiencia del
complejo | es el defecto del sistema OXPHOS mas comun (Fassone& Rahman, 2012; Kirby et

al., 1999; Mimaki et al., 2012; Skladal et al., 2003; Triepels et al., 2001).

Los pacientes presentan una clinica muy heterogénea, que puede variar desde una acidosis
lactica fatal en periodo neonatal hasta una miopatia aislada de presentacién en la edad adulta
(OMIM: 252010) (Bugiani et al., 2004; Kirby et al., 1999; Koene et al., 2012; Robinson et al.,
1987; Skladal et al., 2003; Triepels et al., 2001). Como ocurre con otras enfermedades del
metabolismo energético mitocondrial, los pacientes con deficiencia de complejo | suelen tener

una afectacidon multisistémica y aunque la edad de presentacidn puede variar, la mayor parte
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de los individuos debutan durante el primer afio de vida (Fassone & Rahman, 2012; Koene et
al., 2012). En general el prondstico es pobre, ya que mas de la mitad de los pacientes fallecen
antes de los 2 afios y el 75% antes de los 10 afos. S6lo unos pocos recuperan ciertas

habilidades y llegan a la edad adulta (Fassone & Rahman, 2012; Koene et al., 2012).

El fenotipo mas comuinmente identificado en estos pacientes es el Sindrome de Leigh, que se
caracteriza por alteraciones bilaterales simétricas que afectan principalmente al tronco
encefalico y a los ganglios basales (Bugiani et al., 2004; Danhelovska et al., 2020; Fassone &
Rahman, 2012; Koene et al., 2012). Dichas lesiones suelen ir acompafiadas de otros sintomas,
como alteraciones respiratorias, nistagmus, ataxia, distonia e hipotonia (Lake et al., 2015;
Lebre et al., 2011). Otras caracteristicas clinicas frecuentemente asociados a deficiencia de
complejo | son leucoencefalopatia, cardiomiopatia, vémitos, epilepsia e intolerancia al
ejercicio (Bénit et al., 2001; Bugiani et al., 2004; Fassone & Rahman, 2012; Hoefs et al., 2010;
Koene et al., 2012; Loeffen et al., 2001; Nouws et al., 2010). En algunos casos también se ha
asociado la deficiencia de este complejo a cuadros sindrémicos como MELAS o LHON
((Danhelovska et al., 2020; Howell et al., 1991; Kirby et al., 2004; Liolitsa et al., 2003; Wallace
et al., 1988).

La caracteristica bioquimica principal de estos pacientes es la presencia de niveles elevados de
acido lactico (en plasma, orina y CFS) y la disminucion de la actividad del complejo | (Fassone &
Rahman, 2012; Koene et al., 2012; Loeffen et al., 2000). El material idéneo para el analisis de la
actividad del complejo | es el musculo, siendo menos resolutivo el analisis en fibroblastos
(Danhelovska et al., 2020; Fassone & Rahman, 2012; Frazier et al., 2020). Existen otras
aproximaciones complementarias como la electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones nativas (Blue-Native PAGE), que permite analizar el ensamblaje de los complejos y
supercomplejos del sistema OXPHOS (Frazier et al., 2020; Lazarou et al.,, 2007) o la
respirometria de alta resolucidn, a través de la cual se puede determinar la respiracion
mitocondrial en fibroblastos o musculo fresco del paciente (Invernizzi et al., 2012; McKenzie et
al., 2007; Moran et al., 2010). Aunque en la mayoria de casos la deficiencia de complejo | se
expresa de forma aislada, esta puede ir acompafada de alteraciones en otros complejos del
sistema OXPHOS(Budde et al., 2000; Rotig et al., 2004; Van Den Heuvel et al., 1998). Ademas,
la deficiencia del complejo | también puede estar causada secundariamente por otras

alteraciones en la funcién mitocondrial(Fassone & Rahman, 2012; Rodenburg, 2016).

Desde un punto de vista genético, las deficiencias de complejo | se deben a mutaciones en los
genes que codifican para las subunidades estructurales que lo conforman o para los factores

de ensamblaje necesarios para su correcta formacion. Hasta el momento se han descrito
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mutaciones causantes de patologia en 45 genes, codificados tanto por el DNA nuclear (nDNA)
como por el DNA mitocondrial (mtDNA) (Schlieben & Prokisch, 2020). De hecho, las 7
subunidades cataliticas del complejo | codificadas por el mtDNA han sido asociadas a patologia
y se estima que corresponde aproximadamente a un 30% de los casos (Bugiani et al., 2004;
Lebon et al., 2003; Ma et al.,, 2018; Swalwell et al.,, 2011). En el resto de los pacientes la
deficiencia de complejo | se debe a mutaciones recesivas en genes nucleares (Fiedorczuk&
Sazanov, 2018; Mimaki et al., 2012; Rodenburg, 2016). En general no se ha podido establecer
una correlaciéon genotipo-fenotipo en este grupo de enfermedades (Koene et al., 2012;
Rodenburg, 2016; Tucker et al., 2011). Si bien, es cierto que la acidosis lactica fatal y los
fenotipos clinicos mas severos de debut en el periodo neonatal o en la infancia suelen
asociarse a mutaciones en genes nucleares (Fassone & Rahman, 2012; Kirby et al., 2004;

Spiegel et al., 2009).
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ENFERMEDAD N2 -C’Iasifi’ca.l- Gen Localizzfci(j)n Proteina alterada Funcidn de la proteina
oMIM cion clasica cromosomica afectada
é Deficiencia de 3-
<§t metilglutaconil-CoA 250950 Tipo | AUH 9g22.31 3-metilglutaconil-CoA hidratasa Oxidacién de leucina.
o hidratasa
o
Sindrome Barth o 302060 | Tipo TAZ Xq28 Tafazzina Remodelaje de cardiolipinas
deficiencia de TAZ P d ) pinas.
No se conoce en detalle.
Sind de Costeff Partici | metaboli
indrome de LOstel 0 1 558501 Tipo Ill OPA3 | 19q13.2-13.3 | Proteina de atrofia 6ptica 3 articipa en €l metabolismo
deficiencia de OPA3 energético mitocondrial y
apoptosis.
Factord blaje 2 del Factor d blaje del
Deficiencia de ATPAF2 | 604273 | TipolV | ATPAF2 17p11.2 actor de ensambaje £ de actor e ensamulaje de
complejo F1 de la ATP sintasa complejo V.
<
a Deficiencia d Factor d blaje del
g ericiencla de 614052 Tipo IV TMEM70 8¢g21.11 Proteina de transmembrana 70 actorde enéam aje de
> TMEM70 complejo ly V.
§ Subunidad epsilon de la ATP
“ | Deficiencia de ATPSF1E | 614053 | TipolV | ATP5FIE |  20q13.32 ubunidad epstion ae a Subunidad del complejo V.
sintasa mitocondrial
Deficiencia d Subunidad delta de la ATP
eticiencia de 618120 | TipolV | ATPSFID 19p13.3 ubunidad detta de 1a Subunidad del complejo V.
ATP5F1D sintasa mitocondrial
Formacién de crestas
MIC13 Subunidad MIC13 del lej it drial
Deficiencia de MIC13 | 618329 | Tipo IV / 19p13.3 ubunida el complelo mitocondriaies y
QiL MICOS mantenimiento de la

morfologia mitocondrial.




Sindrome DCMA o

Subunidad TIM14 de la

Co-chaperona que forma
parte de un complejo con las

mitocondrial interna

L 610198 Tipo V DNAJC19 3026.33 translocasa de membrana prohibitinas. Implicado en el
deficiencia de DNAJC19 . . )
mitocondrial interna metabolismo de
cardiolipinas.
Sindrome de MEGDEL Metabolismo del fosfatidil
o deficiencia de 614739 Tipo VI SERAC1 6925.3 Proteina SERAC1 glicerol y tréfico de
SERAC1 colesterol intracelular.
Peptidasa mitocondrial
Sindrome de implicada en procesos
MEGCANN o 616271 Tipo VI CLPB 11913.4 Peptidasa B caseinolitica apoptoéticos, mantenimiento
deficiencia de CLPB de las crestas e inmunidad
innata mediada por la
mitocondria.
Serina proteasa HTRA2 Proteasa mitocondrial
Deficiencia de HTRA2 617248 Tipo VIII HTRA2 2pl13.1 . . implicada en procesos de
mitocondrial .
apoptosis
Subunidad TIM50 de la Transporte de proteinas del
Deficiencia de TIMMS50 | 617698 Tipo IX TIMMS50 19g13.2 translocasa de membrana citosol hacia la matriz

mitocondrial.

Tabla 1: Acidurias 3-metilglutacénicas.




HIPOTESIS Y OBJETIVOS






Las enfermedades del metabolismo energético mitocondrial son un grupo muy heterogéneo
de patologias que presentan una gran variabilidad clinica, bioquimica y genética, por lo que su
diagndstico es complejo. Por este motivo, en los Ultimos afios nuestro grupo ha desarrollado e
implementado una estrategia basada en una minuciosa caracterizaciéon del fenotipo clinico y
bioquimico de los pacientes, que nos ha permitido dirigir el diagndstico hacia genes implicados

en funciones celulares y vias metabdlicas concretas.

Las acidurias 3-metilglutacdnicas y las deficiencias del complejo | de la cadena respiratoria
mitocondrial son dos grupos de enfermedades causadas por alteraciones en un gran nimero
de genes. En base a los conocimientos previos sobre la afectacién mitocondrial en estos
trastornos, la hipdtesis de esta tesis es que la implementacidn de herramientas de
caracterizacion de la morfologia y la funcion mitocondrial facilitara la priorizaciéon e
identificacion de las variantes genéticas causantes de la enfermedad. Ademas estos estudios
contribuirdn a aumentar el conocimiento sobre la fisiopatologia y las bases moleculares de
estas patologias, aportando asi una informacion fundamental para el disefio de futuras

opciones terapéuticas.

OBIJETIVOS

1. lIdentificar pacientes con sospecha de enfermedad del metabolismo energético
mitocondrial sin diagndstico definitivo.

2. Determinar mediante aproximaciones de “next-generation secuencing” la causa genética
de la enfermedad en los pacientes identificados.

3. Estudiar el impacto funcional de las variantes identificadas en fibroblastos derivados de
pacientes y/o modelos celulares para confirmar su patogenicidad.

4. Caracterizar la funcidn mitocondrial para comprender los mecanismos fisiopatoldgicos

subyacentes de estas enfermedades.
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Los resultados de esta tesis estan recogidos en 4 publicaciones y en el ANEXO ddnde se
muestran resultados que no han sido objeto de publicacién hasta la fecha. En total se han
estudiado 36 pacientes con sospecha de enfermedad mitocondrial en los que se han realizado
analisis genéticos y funcionales en células de pacientes o en modelos celulares (Figura 12). En
14 de ellos se observaron niveles elevados de 3-MGA en orina, un biomarcador ampliamente
aceptado como indicador de alteraciéon mitocondrial. En 3 de estos casos, tras el estudio del
exoma o genoma completo, no se ha priorizado ningln gen y por tanto contindan en estudio.
En los 11 restantes se han identificado variantes en los siguientes genes, que segun las bases
de datos serian potencialmente causantes de la enfermedad: ECHS1 (2 pacientes no
relacionados), AR, DNAJC19, TMEM?70, SERAC1, ATPAF2, TIMM50, HACE1 y NDUFAF4 (2
hermanos). A excepcion de los individuos con mutaciones en AR y SERACI (en los que no
disponiamos de células del paciente) en el resto de los casos los estudios funcionales
realizados han permitido confirmar la causa genética de la patologia. Ademas, las alteraciones
en los genes TIMMS50, HACE1 y NDUFAF4 han sido objeto de publicacidn, dando lugar a los

articulos 1, 2 y 3 de la tesis.

En 17 de los 22 pacientes restantes los estudios funcionales realizados permitieron confirmar
que las variantes identificadas en los siguientes genes son la causa de la patologia: GEMIN4,
PKLR, SARS2, FDXR, MTO1, NADK2, COX15, FLAD1, SUCLG1, COQI0A (2 hermanos), COX4il,
ND6, NDUFS2 (2 hermanos) y NDUFAS8 (2 hermanos). Los pacientes ND6, NDUFS2 y NDUFA8
presentaron como caracteristica bioquimica principal una deficiencia aislada del complejo | de
la cadena respiratoria mitocondrial. El estudio de NDUFA8 ha dado lugar al articulo 4 de la
tesis. Por otro lado, los estudios funcionales han podido descartar la patogenicidad en 5 casos
que presentaban variantes en ATP6, NAXD, FOXRED1, NDUFB11 y COX10, por lo que contintdan

en estudio para identificar otro gen que pudiera causar la enfermedad.
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36 pacientes con sospecha de
enfermedad mitocondrial

14 pacientes con 22 pacientes
aciduria 3-MGA (otros)
| l | |
3 pacientes sin 11 pacientes 17 pacientes 5 pacientes con genes
gen candidato diagnosticados diagnosticados candidatos descartados
(contintan en (contintan en estudio)
estudio) ECHS1 (2 pacientes no GEMIN4
relacionados) PKLR ATPE
AR SARS2 NAXD
DNAJC19 FDXR FOXRED1
TMEM?70 MTO1 NDUFB11
SERAC1 NADK2 cox10
ATPAF2 coxi1s
TIMMS50 FLAD1
HACE1 SUCLG1
NDUFAF4 (2 hermanos)* COQ10A (2 hermanos)
NDUFSZ (2 hermanos)
COX4i1
NDé6

NDUFAS8 (2 hermanos)
"Tras los estudios funcionales se ha evidenciado que se trata de una
deficiencia de complejo |

Marcado en negrita los genes que han dado lugar a los articulos que
constituyen la tesis doctoral

Figura 12. Esquema de los pacientes y genes estudiados en el marco de esta tesis doctoral.
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ARTICULO 1

Titulo: Mutations in TIMM50 cause severe mitochondrial dysfunction by targeting key

aspects of mitochondrial physiology

Autores: Tort F, Ugarteburu O, Texidé L, Gea-Sorli S, Garcia-Villoria J, Ferrer-Cortés X, Arias A,
Matalonga L, Gort L, Ferrer I, Guitart-Mampel M, Garrabou G, Vaz FM, Pristoupilova A,
Rodriguez MIE, Beltran S, Cardellach F, Wanders RJ, Fillat C, Garcia-Silva MT, Ribes A.

Revista: Hum Mutat. 2019 Oct; 40(10):1700-1712. Factor de impacto: 4.124 (Q2: Genetics &
Heredity)

Las acidurias 3-metilglutacénicas (acidurias 3-MG) son un grupo heterogéneo de patologias
asociado en su mayoria a defectos de la membrana mitocondrial. En este trabajo, gracias a la
secuenciacién del exoma, hemos identificado mutaciones en heterocigosis compuesta en el
gen TIMMS50 (c. [341G>A];[805 G>A]) en un paciente con sindrome de West que evolucioné a
sindrome de Leigh, atrofia dptica, neutropenia, cardiomiopatia y aciduria 3-MG persistente.
Con el fin de comprender las bases moleculares de la patologia, se realizé una caracterizacion
exhaustiva de la funcién mitocondrial en fibroblastos del paciente. Se obtuvieron los siguientes
resultados: los niveles de proteina TIMM50 mostraron una reduccion importante, a pesar de
que los niveles de mRNA no estaban alterados, sugiriendo que los residuos mutados podrian
ser relevantes para la estabilidad de la proteina. Se detectaron defectos de la morfologia y
ultraestructura mitocondrial tanto en fibroblastos cémo en musculo. Los niveles de ensamblaje
de los complejos y supercomplejos de la cadena respiratoria mitocondrial también se
encontraron reducidos en fibroblastos. Ademas, la respirometria de alta resolucion demostré
una disminucidon en la capacidad respiratoria maxima de los fibroblastos. Finalmente,
obtuvimos un modelo celular HEK293T deficiente para TIMM50 mediante CRISPR/Cas9, que
mimetizé los defectos observados en la respirometria de alta resolucion en material del
paciente. Cuando se tranfectdé un plasmido que codificaba para la proteina TIMM50 “wild-
type” se pudo rescatar el fenotipo. En resumen, demostramos que la deficiencia de TIMM50
da lugar a una disfunciéon mitocondrial severa que afecta a aspectos claves de la fisiologia
mitocondrial, tales como la morfologia mitocondrial, el ensamblaje del sistema OXPHOS y la

capacidad respiratoria mitocondrial.
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Abstract

3-Methylglutaconic aciduria (3-MGA-uria) syndromes comprise a heterogeneous
group of diseases associated with mitochondrial membrane defects. Whole-exome
sequencing identified compound heterozygous mutations in TIMM50 (c.[341
G>A[;[805G>A]) in a boy with West syndrome, optic atrophy, neutropenia,
cardiomyopathy, Leigh syndrome, and persistent 3-MGA-uria. A comprehensive
analysis of the mitochondrial function was performed in fibroblasts of the patient to
elucidate the molecular basis of the disease. TIMMS50 protein was severely reduced in
the patient fibroblasts, regardless of the normal mRNA levels, suggesting that the
mutated residues might be important for TIMM50 protein stability. Severe
morphological defects and ultrastructural abnormalities with aberrant mitochondrial
cristae organization in muscle and fibroblasts were found. The levels of fully
assembled OXPHOS complexes and supercomplexes were strongly reduced in

fibroblasts from this patient. High-resolution respirometry demonstrated a significant
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1 | INTRODUCTION

Mitochondrial energy metabolism disorders are a large and
heterogeneous group of diseases presenting with a wide variety
of clinical symptoms (Gorman et al., 2016). Although the diagnosis
of these diseases is still challenging, the implementation of
next-generation sequencing approaches in the last decade has
identified disease-causing mutations in an increasing number of
genes involved in the mitochondrial function (Carroll, Brilhante, &
Suomalainen, 2014). Nevertheless, the physiopathological basis
underlying these disorders is still not well understood. Accurate
characterization of these processes at the molecular, cellular, and
biochemical levels will provide new insight into these diseases
that will be essential for the future development of potential
therapeutic strategies.

Deficient enzymatic activities or altered levels of metabolites
in body fluids facilitate the interpretation of the genomic data. Of
these, increased urinary excretion of 3-methylglutaconic acid
(3-MGA) has become a well-established and informative biomar-
ker for metabolic disorders, particularly for those involving
mitochondrial dysfunction (Wortmann et al., 2013). The persis-
tently high excretion of this metabolite has been linked to a group
of disorders characterized by defects located at the mitochondrial
membrane. An increasing number of disease-causing mutations in
genes encoding for proteins related to the mitochondrial
membrane have been reported in patients with 3-methylgluta-
conic aciduria (3-MGA-uria), including: TAZ (MIM# 300394; Barth
et al,, 1983; Bione et al., 1996), OPA3 (MIM# 606580; Anikster,
Kleta, Shaag, Gahl, & Elpeleg, 2001), DNAJC19 (MIM# 608977
Davey et al., 2006), ATPAF2 (MIM# 608918; De Meirleir et al.,,
2004), TMEM70 (MIM# 612418; Cizkova et al., 2008), ATP5F1E
(MIM# 606153; Mayr et al, 2010), SERAC1 (MIM# 614725;
Wortmann et al., 2012), AGK (MIM# 610345; Aldahmesh, Khan,
Mohamed, Alghamdi, & Alkuraya, 2012; Mayr et al., 2012), CLPB
(MIM# 616254; Capo-Chichi et al., 2015; Kanabus et al., 2015;
Saunders et al., 2015; Wortmann et al., 2015), HTRA2 (MIM#
606441; Mandel et al., 2016), QIL1 (MIM# 616658; Guarani et al.,
2016; Zeharia et al., 2016), TIMM50 (MIM# 607381; Shahrour
et al., 2017), and ATP5F1D (MIM# 603150; Olahova et al., 2018).

reduction of the maximum respiratory capacity. A TIMM50-deficient HEK293T cell
line that we generated using CRISPR/Cas9 mimicked the respiratory defect observed
in the patient fibroblasts; notably, this defect was rescued by transfection with a
plasmid encoding the TIMM50 wild-type protein. In summary, we demonstrated
that TIMMS5O0 deficiency causes a severe mitochondrial dysfunction by targeting key
aspects of mitochondrial physiology, such as the maintenance of proper mitochon-

drial morphology, OXPHQOS assembly, and mitochondrial respiratory capacity.

3-methylglutaconic aciduria, mitochondrial disorder, mitochondrial function, mitochondrial

Disorders associated to 3-MGA-uria are usually linked to variable
mitochondrial respiratory chain defects and abnormal mitochon-
drial morphology. In addition, alterations in the metabolism of
cardiolipin (CL), a phospholipid that plays a crucial role in the
maintenance of the inner mitochondrial membrane structure,
have been reported in individuals carrying mutations in TAZ
(Barth syndrome, BS); (Houtkooper et al., 2009; Schlame & Ren,
2009) and SERAC1 (Wortmann et al., 2012).

Two recent studies reported TIMM50 mutations in individuals
with epileptic encephalopathy and 3-MGA-uria (Shahrour et al,
2017; Reyes et al, 2018). TIMM50 is a subunit of the TIM23
complex, located in the inner mitochondrial membrane, that plays a
major role in protein import into the mitochondria (Geissler et al.,
2002; Mokranjac et al., 2003; Mokranjac et al., 2009; Tamura et al.,
2009). Although the molecular function of TIMM50 has been well
studied in different organisms and cellular models, the pathophysio-
logical mechanisms underlying TIMM50 deficiency in human disease
still remain incompletely understood (Reyes et al., 2018).

Here, we present a comprehensive study that provides further
insight into elucidating the potential pathomechanisms underlying
TIMM50 deficiency. We found severe morphological defects
and ultrastructural abnormalities with aberrant mitochondrial
cristae organization in muscle and fibroblasts from a boy with
3-MGA-uria. Respiratory chain activities in muscle biopsy were
normal. However, when normalized to citrate synthetase (CS)
activity, indicative of the mitochondrial mass, a general decrease
of the complexes |-1V activity was detected. In addition, the levels
of fully assembled OXPHQOS complexes and supercomplexes were
strongly reduced, and high-resolution respirometry demonstrated
a significant reduction in the maximum respiratory capacity. Using
CRISPR/Cas9, we generated a HEK293T TIMMS50-deficient cell
line and found that it mimicked the respiratory defect observed in
the patient fibroblasts; notably, transfection with a plasmid
encoding for the TIMM50 wild-type protein could rescue this
defect. Our results demonstrated that TIMM50 mutations lead
to a generalized defect of the mitochondrial function by targeting
several key aspects of it physiology, including maintenance
of proper mitochondrial morphology, OXPHOS assembly, and

mitochondrial respiratory capacity.
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2 | MATERIAL AND METHODS

2.1 | Case report

We report a case study of a 17-year-old boy who was the second
son of non-consanguineous, healthy Spanish parents. At the age of
2.5 months, the patient presented with abnormal ocular movements.
At 3.5 months, a diagnosis of West syndrome was made, and he
showed a good response to ACTH and antiepileptic treatment.
Nevertheless, neurological regression was detected, and brain MRI
showed bilateral symmetric lesions in the globus pallidus and brain
stem, suggesting Leigh syndrome. Visual evoked potential and
electroretinogram were abnormal, and the patient developed optic
atrophy and strabismus. After 6 months, antiepepileptic drugs were
stopped. Further, the patient presented with dilated cardiomyopathy,
which evolved favorably under digoxin treatment.

During childhood, the boy showed spastic tetraparesia with
dystonia and severe visual impairment. He presented two episodes of
diarrhea associated with neutropenia. At the present time, he shows
evidence of failure to thrive, severe encephalopathy, dystonia, and
piramidalism. In addition, he has scoliosis and osteoarticular
problems and is wheelchair-dependent.

Biochemical investigations revealed elevated levels of blood
lactate (3 mmol/L; control levels, 0.63-2.49 mmol/L) and CSF lactate
(5 mmol/L; control levels, < 2.2 mmol/L). Levels of plasma amino acids
and acyl carnitines were normal, and the most relevant biochemical
finding in urine was a persistent increase of 3-MGA (range:
53-308 mmol/mol creatinine, control levels: < 20) and 3-methylglu-
taric acid (range: 20-220 mmol/mol creatinine, control levels: <15),
setting the suspicion of a mitochondrial disorder (Figure S1).

Pyruvate dehydrogenase activity, *C-pyruvate oxidation rate,
and levels of coenzyme Q9 were measured in fibroblasts of the
patient and found to be within the control range. Muscle biopsy
investigations revealed normal activities of the mitochondrial
respiratory chain enzymes with an elevated activity of CS. Thus,
when normalized to CS, a generalized decrease of complexes I-IV
activities was detected (Table 1).

Histopathology studies showed normal muscle architecture with
no evidence of glycogen accumulation or ragged red fibbers, as
confirmed by negative PAS and Masson's trichrome staining. SDH and
sequential COX-SDH staining showed no abnormalities (Figure 1a).
However, oil-red staining showed an accumulation of lipids in muscle
fibbers. Ultrastructural analysis of muscle by electronic microscopy
confirmed that aggregation of lipidic material was associated with the

mitochondria (Figure 1a).

2.2 | Whole exome sequencing

Informed consent for exome sequencing was obtained from the
parents. A Trio-exome analysis was performed in the Centre
Nacional d'Analisi Gendmica (CNAG). Exome enrichment was
performed using the Agilent SureSelect Human All Exon 50 Mb
kit followed by sequencing using the lllumina HiSeq. 2000 genome

analyzer platform. The analysis of the primary data (FASTQ files)
was done using the pipeline developed by CNAG. Base calling and
quality control were performed on the lllumina RTA sequence
analysis pipeline. Sequence reads were mapped to Human genome
build hg19 (GRCh37) using GEM mapper (Marco-Sola, Sammeth,
Guigd, & Ribeca, 2012) and BFAST (Homer, Merriman, & Nelson,
2009). SAM tools suite version 0.1.18 (Li et al., 2009) with
default settings was used for calling single-nucleotide variants and
short indels on uniquely-mapping, non-duplicate read pairs.
Variants on regions with low mappability (Derrien et al., 2012);
read depth <10; strand-bias p value < 0.001; or tail distance-bias
p value < 0.05 were filtered out. Annotation was performed with
Annovar (Wang, Li, & Hakonarson, 2010) and snpEff (Cingolani
et al., 2012), and population frequencies from the 1000 Genomes
Project (1000 Genomes Project Consortium et al., 2010), NHLBI
Exome Sequencing Project (http://evs.gs.washington.edu/EVS/),
and an internal database were included.

2.3 | Cell culture and generation of a
TIMMS50-deficient cell line

Human skin fibroblasts and HEK293T were maintained in DMEM
(4.5g/L glucose, 10% fetal calf serum, 1 mM glutamine, and 1%
penicillin-streptomycin).

HEK293T TIMMS50-deficient cells were generated by CRISPR/
gRNAs
sequences targeting the TIMM50 exon 2 were designed using
the CRISPR design tool from the Feng Zhang Lab (http://crispr.
mit.edu/). Guide RNAs were synthesized (Table S1) and cloned
into the plentiCRISPRv2 vector following the lentiviral CRISPR
Toolbox instructions from Zhang Lab available from Addgene.
HEK293T cells were cotransfected with plentiCRISPRv2
containing TIMM50 sg1, sg2 and/or sg3 guide RNAs by CalPhos

mammalian transfection kit. The cells were then exposed to

Cas9 genome-editing technologies. Briefly, three

TABLE 1 Mitochondrial respiratory chain activities in muscle

Enzyme activities Control Control

in muscle Patient! values* Patient? values® *

Cl (NADH-CoQ4 26 24-49 9 15-30
oxidoreductase)

ClI (Succinate 12 10-29 4 6-17
dehydrogenase)

Clll (Decyl-ubiquinol 100 62-161 36 38-98
Cytochrome
c oxidoreductase)

CIV (cytochrome 55 36-131 20 22-80
c oxidase)

Citrate synthase (CS) 280 127-222 - -

Inmol min™* mg™?! protein.

2amol min~! mg™* protein enzyme activity expressed in percentage
respect to the CS activity.

*control range.

Altered values are indicated in bold.


http://evs.gs.washington.edu/EVS/
http://crispr.mit.edu/
http://crispr.mit.edu/

TORT ET AL

WiLEY-L 7%

® ¢ P P

c
| TIMMs0

- B | vwso
[86 s v 5] TuBULLIN

* Indicates high exposure

—
(¢}
-~

15

=)
H |
c
o .2 1.0 4 J
]
S
=5
=x 05-
&
=
14
E o0

CONTROL PATIENT

FIGURE 1 Histopathology studies and TIMM50 expression. (a) Histopathology studies showed normal muscle architecture (HE, hematoxylin-eosin
staining) with no evidence of glycogen accumulation (PAS, periodic acid schiff) or ragged red fibers (trichrome). Oil-red staining showed accumulation of
lipids in muscle fibers. Electronic microscopy (TEM) showed aggregation of lipid material with mitochondria (indicated by arrows). SDH and sequential
COX-SDH staining showed no abnormalities in muscle fibers. (b) Western blot showed strongly reduced levels of TIMM50 protein in patient fibroblasts
as compared with those from control individuals. Two different extracts of the patient fibroblasts and from two different controls are shown. Asterisk
indicates higher exposure. GAPDH was used as a loading control. (c) RT-gPCR showed similar TIMM50 mRNA expression in patient fibroblasts and

control fibroblasts. RU: relative units

8 ug/ml puromycin for 1 week. Limiting dilution assays were
carried out to generate individual clones. After 3 weeks, several
clones were analyzed for DNA mutation and TIMMS50 expression
(Figure S2).

Wild type or TIMM50-deficient HEK293T cells were trans-
fected using a pcDNA3.1 plasmid (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA) containing either the TIMM50 wild-type coding
region or an empty vector. Transfection was performed using
Lipofectamine 2000 Reagent (Thermo Fisher Scientific) following

the manufacturer's protocol.

2.4 | mRNA expression analysis

Total RNA was extracted from patient and control fibroblasts using
QlAshredder and RNeasy mini kit (QIAGEN, Hilden, Germany).
Single-strand cDNA was obtained using oligo-dT primers and M-MLV
Reverse Transcriptase, RNase H Minus Point Mutant (Promega,
Madison, WI), following the manufacturer's protocol.

TIMM50 mRNA expression was analyzed by quantitative
polymerase chain reaction (QPCR) using SYBR Select Master Mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA) in a Step One Plus Real-Time
PCR thermocycler (Applied Biosystems). Specific oligonucleotides
were used to detect mRNA expression from TIMM50 or GAPDH
(which was used as an internal control). Oligonucleotides are listed
in Table S1.

2.5 | Protein expression analysis

Fibroblasts were homogenized in SETH buffer (10 mM Tris-HCI
pH 7.4, 0.25 M sucrose, 2mM EDTA, 5 x 10% U/l heparin). Muscle
extracts were prepared in tissue extraction buffer (250 mM
mannitol, 75 mM sucrose, 10 nM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA). Cleared
lysates were subjected to sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide
gel electrophoresis and electroblotted, and proteins were visua-
lized by immunostaining with specific antibodies followed by
colorimetric detection (using the Opti-4CNTM Substrate Kit;
Bio-Rad, Hercules, CA). The Image) software was used for the
densitometry analysis of protein expression levels. For subcellular
fibroblasts
with 0.01% digitonin, and the cell lysate was centrifuged for

fractionation experiments, were permeabilized
10 min at 15,000xg. Pellets (containing mitochondria), super-
natant fractions (containing cytosol), and total fractions were
analyzed by Western blot using the indicated antibodies (listed in

Table S2; Navarro-Sastre et al., 2011).

2.6 | Blue native PAGE analysis of mitochondrial
respiratory chain complexes and supercomplexes

Mitochondrial enriched pellets from fibroblasts and muscle tissue
were obtained as described (Wittig, Braun, & Schagger, 2006). To

analyze the mitochondrial respiratory chain complexes, the
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mitochondrial pellets were solubilized in 1% n-dodecyl -D-malto-
side. Supercomplexes extraction was performed using digitonin (1.2 g
digitonin/g protein), a weaker detergent that maintains the interac-
tions between complexes. Mitochondrial respiratory complexes and
supercomplexes were analyzed by blue native PAGE (BN-PAGE) with
4-15% polyacrylamide gradient gels, followed by inmunoblotting
with specific antibodies. Colorimetric detection (Opti-4CN™Sub-
strate Kit, Bio-Rad) allowed visualization of complexes and super-
complexes. Antibodies are listed in Table S2.

2.7 | Mitochondrial network and mitochondria
morphology analysis

Mitochondrial network and mitochondria morphology were
analyzed by immunofluorescence using confocal microscopy.
Briefly, the cells were grown on glass coverslips, rinsed in PBS,
and fixed for 10 min with 4% paraformaldehyde. The reaction was
stopped with NH4Cl, and samples were permeabilized with
0.1% TritonX-100. The cells were stained with anti-TOMM20
(sc-11415) antibody, and coverslips were mounted with Mowiol
4-88 Mounting Medium (Sigma-Aldrich, Sant Luis, Ml).

Images were obtained using a Leica TCS SL laser scanning
confocal spectral microscope (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Germany) and analyzed using the Image) software. The ratios
between mitochondria length and width (aspect ratio, AR) and the
degree of mitochondrial network branching (form factor, FF) were

calculated.

2.8 | Transmission electron microscopy

Fibroblasts were trypsinized and pelleted by centrifugation.
Samples were fixed with 2.5% glutaraldehyde and 2% parafor-
maldehyde in PB (0.1 M phosphate buffer, pH 7.4). Pellets were
washed five times with PB and post-fixed in 1% osmium tetroxide
with 0.8% potassium hexacyanoferrate(lll)-trihydrate in PB for
90 min. Samples were washed six times with milliQ water and
dehydrated in ethanol with an increasing amount of acetone (from
50% to 100%). Samples were embedded in Spurr resin and
polymerized at 60°C for 72 hr. Semithin sections were stained
with toluidine blue, and selected ultrathin sections, with uranyl
acetate and lead citrate. Sections were analyzed using a JEOL
(JEM 2011) electron microscope.

2.9 | High-resolution respirometry

High-resolution respirometry was performed at 37°C using polaro-
graphic oxygen sensors in a two-chamber Oxygraph-2k system
according to manufacturer's instructions (OROBOROS Instruments,
Innsbruck, Austria). Manual titration of OXPHOS inhibitors (Oligo-
mycin, Antimycin) and uncouplers (CCCP) was performed using
Hamilton syringes (Hamilton Company, Reno, NV) as previously
described (Pesta & Gnaiger, 2012). The data were recorded using the

DatLab software v5.1.1.9 (Oroboros Instruments).

2.10 | Statistics

In all cases, statistical analyses were performed using the two-tailed
Student's t test to compare the means of two independent groups of
normally distributed data. The data were reported as the mean+
S.E.M. Values of p < 0.05 were considered statistically significant.

3 | RESULTS

3.1 | Identification of mutations in TIMM50

The clinical and biochemical phenotype of the patient reported here
were suggestive of a mitochondrial energy metabolism disorder.
Mutations in the mtDNA previously associated to Leigh disease and to
the genes involved in 3-MGA-uria were ruled out. To determine the
genetic cause of the disease, whole exome sequencing of the affected
patient and his healthy parents was performed. Data interpretation and
filtering steps for gene prioritization are summarized in Figure S3. Two
heterozygous mutations in TIMM50 (NM_001001563.5), which have not
been previously reported, were identified. These mutations (c.341 G>A
and c.805G>A) are predicted to change arginine 114 to glutamine
(p.Arg114GlIn) and glycine 269 to serine (p.Gly269Ser), respectively. The
mutations were confirmed by Sanger sequencing, and compound
heterozygosity was corroborated by the carrier status of the mother
(c[341 G>A];[=]) and the father (c.[805G>Al];[=]) (Figure S4a). Both
mutations were located in highly evolutionary conserved residues, and
in silico analysis (PolyPhen-2 and SIFT) predicted a damaging effect on
the protein (Figure S4b). The identified variants have been submitted to
LOVD database (http://www.lovd.nl/TIMM50). TIMM50 encodes for a
translocase localized in the inner mitochondrial membrane and is a
subunit of the TIM23 complex (Geissler et al., 2002; Mokranjac et al.,
2003; Mokranjac et al., 2009; Tamura et al., 2009). This multiprotein
complex is involved in the recognition and import of mitochondria-
targeted proteins and in the maintenance of the mitochondrial
membrane.

3.2 | Levels of TIMMS50 protein, but not of TIMM50
mRNA, were strongly reduced in the patient
fibroblasts

Notably, the TIMMS50 protein levels were strongly reduced (albeit not
completely absent) in patient fibroblast cells, as shown by western blot
analysis (Figure 1b). In stark contrast, mRNA expression levels were not
significantly different than those in control fibroblasts (Figure 1c).
Altogether, these results suggest that the TIMM50 mutations reported

here affect protein stability rather than the gene expression.

3.3 | Expression and sublocalization of
mitochondria-targeted proteins are not affected in
TIMMS50 patient fibroblasts

As TIMMS50 is a component of the TIM23 complex, we

next studied the expression and sublocalization of a subset of
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nuclear-encoded mitochondrial proteins. In particular, we
analyzed the steady state levels of 10 subunits of the mitochon-
drial complexes 1-V in fibroblasts. No significant differences
of expression between TIMM50 and control fibroblasts for
any of the mitochondrial proteins tested were observed by
immunostaining followed by quantitative densitometry analysis
(Figure 2a). To determine whether TIMM50 mutations could
compromise the subcellular localization of mitochondrial pro-
teins, we analyzed several subunits of the complexes |-V
that are in the mitochondrial membrane (NDUFS3,
SDHA, SDHB, UQCRFS1, COX5A, and ATP5A), as well as the
ECHS1. We

from patient fibroblasts containing total, cytosolic, or mitoch

inner

mitochondrial matrix protein used extracts
ondria-enriched fractions. Western blot analysis of these extracts
showed no differences between patient fibroblasts and fibro-

blasts from healthy controls. Therefore, we found no evidence

3.4 | Expression of mitochondria-targeted proteins
is altered in TIMMS50 patient muscle biopsy

The steady state levels of a subset of OXPHOS subunits were also
analyzed in extracts from muscle biopsy (Figure 2b), but the analysis
was restricted to one or two proteins of each complex because of
the limited amount of available tissue. Similar to what was observed
for the activities of the mitochondrial respiratory chain (Table 1),
after normalization to the CS activity, results showed reduced
protein levels of SDHA, COX4L, and MTCO1, whereas the levels of
NDUFS3, UQCRFS1, and ATP5A were similar to those seen in
controls (Figure 2b).

3.5 | Mitochondrial network and mitochondria
morphology are altered in TIMMS50 fibroblasts

for mislocalization

because of the

TIMM50 mutations

We next calculated the mitochondrial network parameters AR
(indicative of morphology) and FF (indicative of network branching),

(Figure S5).
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FIGURE 2 The expression of OXPHOS
subunits in TIMMS50 fibroblasts and
muscle. (a) Immunostaining analysis
showed no differences in the expression of
the indicated proteins in TIMM50 patient
fibroblasts as compared with control cells.
1x and 2x indicate 15 pg and 30 pg of
loaded protein, respectively. Tubulin was
used as a loading control. (b) Western blot
and densitometry analysis showed reduced
levels of SDHA, COX4L, and MTCO1 in
patient muscle compared with control
muscle after normalization for the citrate
synthase activity. Tubulin was used as the
loading control. C: control; P: patient;

RU: relative units; CS: citrate synthase
activity (nmol min™! mg™?)
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and the number of mitochondria per cell (Figure 3a). Inactivation of
TMEMY70, a mitochondrial membrane protein that also has been
associated with 3-MGA-uria, has been shown to lead to fragmenta-
tion of the mitochondrial network and to an increased number of
mitochondria per cell (Jonckheere et al., 2011). Therefore, fibroblasts
from a patient with mutations in TMEM70 were included in this study
and used as a positive control. As expected, an important reduction
of AR and FF, together with a high number of mitochondria per cell,
were observed in TMEM70-mutated fibroblasts. Strikingly, TIMM50-
mutated fibroblasts also showed a significant reduction of AR and FF
as compared with control cells (p < 0.001). However, the decrease of
the mitochondrial network parameters in TIMM50 cells was less
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prominent than that of TMEM70 cells. On the other hand, the
number of mitochondria per cell in TIMMS50 fibroblasts was similar to
control individuals, in contrast to that observed in TMEM70
fibroblasts, which were significantly higher (p <0.001). Our results
thus provide evidence of rounder and shorter mitochondria, as well
as reduced mitochondrial network branching degree in the individual
with TIMM50 mutations, suggesting that TIMM50 has a role in the
maintenance of mitochondria architecture.

We next analyzed the protein expression levels of DRP1 and
MFN2, which are involved in mitochondrial fission and fusion,
respectively. Results showed no significant alterations in the
levels of these proteins or in their ratio (DRP1/MFN2; Figure Sé).

|

Control TIMM50 TMEM70

oControl @ TIMM50 m TMEM70

FIGURE 3 Mitochondria morphology
and network are altered in TIMM50
patient fibroblasts.

(a) Immunofluorescence analysis using
TOMM20 as a mitochondrial marker
showed a significant reduction in the
aspect ratio (AR) and form factor (FF),

indicating more rounded mitochondria and

a reduced mitochondrial network
branching degree in TIMM50 patient.

A TMEMY70 patient was used as a positive
control for mitochondrial morphology
abnormalities. ***p <.001. (b) Electron
microscopy in fibroblasts of the patient
carrying TIMM50 mutations compared with

TMEM70 and control cells; a,b: control
fibroblasts; c-e: fibroblasts from a patient
with TMEM70 mutations; f,g: fibroblasts
from the patient with TIMM50 mutations.
Marked reduction in the number of
mitochondrial cristae is seen in TMEM70
and TIMMS50 fibroblasts.

Scale bar =0.2 um
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This suggests that the alterations of the mitochondria morphology
were not caused by a general imbalance of mitochondrial
dynamics.

3.6 | Aberrant mitochondrial ultrastructure in
TIMMS50 fibroblasts

To determine whether the TIMM50 mutations affect the mitochon-
dria ultrastructure, we studied TIMM50 fibroblasts by Transmission
electron microscopy (TEM). Fibroblasts from an individual with
mutations in TMEM70 were used as a positive control. As expected, a
severe defect in mitochondria cristae characterized by a reduction in
number was observed in the TMEM70 patient compared with
controls. Similarly, TIMMS50 fibroblasts revealed a marked reduction
in the number of mitochondrial cristae. Other organelles were not
altered (Figure 3b).

3.7 | The assembly of OXPHOS complexes and
supercomplexes is altered in TIMM50 patient

The previous alterations seen in TIMM50 fibroblasts raised the
question whether the stability of OXPHOS complexes and super-
complexes could also be compromised as a consequence of TIMM50
mutations. Therefore, we analyzed the mitochondrial respiratory
chain complexes and supercomplexes from the patient fibroblasts by
BN-PAGE followed by western blot, using specific antibodies against
several subunits of the OXPHOS system (Figure 4). Interestingly, the
levels of fully assembled respiratory chain complexes |, I, IV, and V
were reduced (Figure 4a). In addition, when the analysis was
performed using digitonin (which is a milder detergent that preserve
the interactions with lipids and among complexes), we could observe
that the levels of respiratory supercomplexes were also reduced
(Figure 4b).

We next analyzed the assembly of OXPHOS complexes in
muscle extracts. Although the results showed apparently normal
levels of fully assembled complexes I, Il, Ill, and V, a general
reduction was observed upon normalization to the CS activity.
The decrease was more prominent for complexes Il, Ill, and V
(Figure 4c). Unfortunately, because of the limited amounts
of available tissue, the assembly of complex IV could not be
evaluated.

3.8 | Altered respiratory capacity in TIMM50
fibroblasts

To determine whether the alterations observed in TIMM50 patient
fibroblasts could affect the mitochondrial respiratory capacity, we
next analyzed the oxygen consumption rate (OCR) by high-resolution
respirometry (Figure 4d). While the basal respiratory rate was similar
for patient and control cells, a pronounced difference in OCR was
detected when the cells were treated with a mitochondrial uncoupler
(CCCP) showing a marked reduction of the maximal respiratory
capacity of the TIMMS50 fibroblasts.

WiLEY-L7¥

3.9 | A TIMM50-deficient cell line mimics the
mitochondrial respiratory defect observed in patient
fibroblasts

We generated a TIMM50 knock-out cell line in HEK293T cells
(TIMM50-KO)
Immunostaining analysis showed no TIMM50 protein expression in

using CRISPR/Cas? genome-editing technology.

the TIMM50-KO cells (Figure 5a, upper panel). Similarly to the patient
fibroblasts, CCCP treatment resulted in a marked reduction of the
maximal respiratory capacity in TIMM50-KO cells (Figure 5a, lower
panel). Importantly, TIMM50-KO cells showed a rescue of the
maximal respiratory capacity following transient transfection with a

plasmid encoding for TIMM50 wild-type protein (Figure 5b).

4 | DISCUSSION

3-MGA-uria comprises a heterogeneous group of disorders of the
mitochondrial energy metabolism, usually associated to mitochon-
drial membrane defects (Wortmann et al., 2013). Here, we report on
the identification of a patient with 3-MGA-uria, lactic acidosis, Leigh
syndrome and mutations in TIMM50, which encodes for an essential
component of the TIM23 multiprotein complex, that is involved in
the import of mitochondria-targeted polypeptides into the mitochon-
dria (Geissler et al., 2002; Mokranjac et al., 2003; Mokranjac et al.,
2009; Tamura et al., 2009).

The identified mutations (c.341 G>A and c.805 G>A) affect two
amino acids that are evolutionarily highly conserved, suggesting that
each substitution could have a strong impact on the protein. Notably,
TIMMS50 protein levels were strongly reduced but not completely
absent, regardless of the normal mRNA expression levels. These
observations suggested that the mutated residues are important for
TIMMD50 protein stability.

Mutations in TIMM50 have been recently identified in three
unrelated families (Reyes et al., 2018; Shahrour et al., 2017). The
clinical and biochemical phenotypes of the previously described
individuals were similar to those of the patient in this study,
except that 3-MGA-uria was not observed in one of them (Reyes
et al.,, 2018), and that cardiac involvement and neutropenia were
not reported in any of the previous cases. However, cardiac
involvement is a characteristic finding of BS (Barth et al., 1983;
Bione et al., 1996) and of patients with mutations in DNAJC19
(Davey et al., 2006). Several studies in animal models have
proposed a role for TIMM50 in the pathogenesis of heart
dysfunction and have shown that TIMM50-deficient mice have
cardiac hypertrophy (Tang et al, 2017). On the other hand,
inactivation of the TIMMS50 protein ortholog in zebrafish results in
brain malformations and heart abnormalities (Guo et al., 2004).
Altogether, these observations are in agreement with the clinical
symptoms observed in our patient and point to an important role
of TIMM50 in the brain and cardiac physiology. In addition, the
patient in this study had two episodes of neutropenia, which is also
a characteristic finding of BS (Aprikyan & Khuchua, 2013;
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FIGURE 4 OXPHOS assembly and high-resolution respirometry. (a) BN-PAGE showed a reduction in the assembly of individual OXPHOS
complexes |, II, IV, and V in TIMMS50 patient cells. (b) BN-PAGE showed decreased amounts of high molecular weight OXPHOS supercomplexes
in TIMMS50 patient. (c) BN-PAGE showed reduced levels of assembled of complexes |, Il, lll, and V in patient's muscle upon normalization against
citrate synthetase activity. (d) High-resolution respirometry analysis in TIMMS50 patient cells and control individuals showed that the routinary
oxygen consumption rate (OCR) was similar in both of them. After treatment with the mitochondrial uncoupler CCCP a reduction of Electron
Transport System maximal respiratory capacity (ETSmax) was observed in patient cells compared with control. ETSmax is experimentally
induced by titration with CCCP. ROUTINE, routinary oxygen consumption rate in untreated cells; LEAK, residual oxygen consumption after
oligomycin treatment; ROX, residual oxygen consumption after treatment with antimycin A. OCR is expressed as relative units (RU) of control
cells. C: control; P: patient; CS: citrate synthase activity (nmol min™* mg™%)

Finsterer & Frank, 2013) and of patients with mutations in CLPB
(Saunders et al., 2015; Wortmann et al., 2015) and HTRA2 (Kovacs-
Nagy et al., 2018; Mandel et al., 2016; Olahova et al., 2017) who
also present with 3-MGA-uria.

The function of TIMM50 has been studied in different organisms
and cellular models (Geissler et al., 2002; Mokranjac et al., 2003;
Mokranjac et al., 2009; Tamura et al., 2009), but the pathophysio-
logical mechanisms underlying TIMM50 deficiency as a cause of
human disease has not yet been completely understood. Interest-
ingly, while preparing this manuscript, Reyes et al. (2018) provided
the first mechanistic insight that delineates some of the pathophy-
siological consequences of TIMM50 impairment in human disease.
Specifically, they demonstrated that TIMM50 mutations impair
mitochondrial protein import through the TIM23 complex, resulting
in decreased levels of several components of the mitochondrial
respiratory chain and in reduced mitochondrial respiration. Our
results are complementary to these observations and provide new
aspects underlying the mitochondrial dysfunction caused by TIMM50
mutations.

As TIMM50 is a component of the inner mitochondrial membrane
translocase, we wondered whether the sublocalization of mitochon-
dria-targeted proteins could be affected in our patient. However, no
mislocalization in any of the nuclear-encoded mitochondrial proteins,
included in our study, was detected in the patient fibroblasts.
Accordingly, a study performed in mitochondria from Timm50-
deficient yeast cells demonstrated that inactivation of TIMM50 had
a variable effect on the import of different mitochondria-targeted
proteins (Schendzielorz et al., 2017), which could explain the normal
localization of the subset of proteins we observed in the patient
fibroblasts.

On the other hand, Reyes et al. (2018) demonstrated that TIM23-
dependent protein import was severely affected in mitochondria
isolated from TIMMS50 patient fibroblasts. In addition, these authors
also showed that the steady state levels of particular components of
complexes |, I, and IV were significantly reduced in these cells; in
contrast, we did not observe any reduction in the steady state levels
with the ten OXPHOS subunits tested, including those found to be
reduced in the previously reported patient (Reyes et al., 2018).
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FIGURE 5 Functional complementation of the HEK293T TIMMS50-deficient cells respiratory defect. (a) Western blot analysis demonstrated

an absence of TIMM50 protein expression in a TIMM50 deficient cell line generated in HEK293T (TIMM50-KO; upper panel). High-resolution
respirometry showed reduced Electron Transport System maximal respiratory capacity (ETSmax) after treatment with the mitochondrial
uncoupler CCCP in HEK293T TIMMS50-deficient cells (TIMM50-KO) compared with the parental cell line (HEK293T). (b) Western blot showed
a complete absence of TIMMS50 protein expression in HEK293T-KO cells transfected with empty vector (p.EV) and the recovery of protein
expression upon transfection with a plasmid encoding for TIMM50 wild type protein (p.T50; upper panel). TIMM50-KO cells showed a recovery
of the maximal respiratory capacity upon transient transfection with p.T50 compared with cells transfected with p.EV. ETSmax is experimentally
induced by titration with CCCP. ROUTINE: basal oxygen consumption rate in untreated cells; LEAK: residual oxygen consumption after
oligomycin treatment; ROX: residual oxygen consumption after treatment with antimycin A. Oxygen consumption rate (OCR) is expressed as

relative units (RU) of control cells

Interestingly, the analysis of OXPHOS components in the muscle
tissue from our patient showed reduced levels of SDHA (complex II),
MTCO1, and COX4L (complex IV) when normalized to the CS
activity. It is remarkable that these three proteins were also reduced
in fibroblasts of the patient reported by Reyes et al. (2018) although
they did not determine its expression in muscle. The differences
observed between our patient and the patient reported by Reyes
et al. (2018) could be because of the different TIMM50 mutations
identified. The patient reported here is compound heterozygous for
two missense mutations affecting amino acids localized in the
intermembrane domain of the protein (p.Arg114GIn and p.Gly269-
Ser). In contrast, the patient reported by Reyes et al. (2018) harbors a
nonsense mutation (p.Ser122Ter) in one allele, encoding for a
potentially truncated protein that is likely not expressed under
physiological conditions, together with a missense mutation
(p.Gly190Ala) on the other allele that maps to the conserved
transmembrane domain of the protein. The clinical progression of
our patient was also different and was similar to the initially reported
TIMMS50 patients, who also had missense mutations affecting
amino acids of the intermembrane portion of the protein (Shahrour
et al., 2017). In contrast, the patient of Reyes et al. (2018) showed a
severe and rapid progression of the disease, leading to death at 2
years of age. Therefore, we speculate that the TIMM50 mutations

described herein may have a milder impact on the TIMM50 protein
function.

A key aspect of the mitochondrial function is to maintain its
morphology. This highly regulated process relies on the adequate
structural organization of the inner mitochondrial membrane as well
as regulation of fusion/fission cycles (Kasahara & Scorrano, 2014). In
fact, mitochondria morphological abnormalities have been observed
in patients with 3-MGA-uria mutations in QIL1 (Guarani et al., 2016;
Zeharia et al., 2016), TMEM70 (Cameron et al., 2011; Jonckheere
et al., 2011), and OPA3 (Grau et al., 2013; Powell, Davies, Taylor,
Wride, & Votruba, 2011). In addition, cells depleted for DNAJC19
expression also shown aberrant cristae structure (Richter-Dennerlein
et al.,, 2014). These findings prompted us to analyze mitochondrial
network and morphology in the TIMM50 patient fibroblasts in
comparison with fibroblasts from controls or to those from a patient
with mutations in TMEM7O0. Interestingly, our results demonstrated
that the TIMM50 fibroblasts had significantly shorter and rounder
mitochondria, together with a reduction in the branching degree
of the mitochondrial network. In addition, a detailed TEM analysis
of mitochondria ultrastructure revealed abnormalities of cristae
organization. These alterations were less pronounced than those
seen in TMEM70 fibroblasts, probably because of the fact that
TMEMY7O0 is an assembly factor of complex V and is directly involved
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in their dimerization, a process required for the proper maintenance
of cristae shape (Cogliati, Enriquez, & Scorrano, 2016; Jonckheere,
Smeitink, & Rodenburg, 2012). In a physiological context, the
mitochondrial network maintenance is regulated by the balance
between mitochondrial fusion and fission cycles (Sesaki & Jensen,
1999). However, the morphological defects observed in TIMM50
fibroblasts are not likely to rely on mitochondrial fusion/fission
imbalances, as these events were unaltered in patient-derived
fibroblasts, as seen by the normal ratio between the proteins DRP1
(involved in fission) and MFN2 (involved in fusion). We speculate that
the alterations of mitochondrial morphology observed in TIMM50
patient cells could be linked to structural changes that affect
the inner mitochondrial membrane because of the reduction of the
TIMMS50 protein. In fact, the mitochondrial import machinery has
been reported to be linked to the mitochondrial inner membrane
organizing system, which is necessary for maintaining mitochondrial
cristae structure (Becker, Bottinger, & Pfanner, 2012). In addition,
alterations in TIM17, another component of TIM23 complex,
have been recently found to be associated with abnormal
mitochondrial morphology (Matta, Pareek, Bankapalli, Oblesha, &
D'Silva, 2017).

Variable defects in the OXPHOS system have been reported in
patients with 3-MGA-uria (Wortmann et al., 2013). Several pieces of
evidence reported a physical connection between the TIM23
complex and the mitochondrial respiratory chain complexes and
supercomplexes (Becker, Bottinger, & Pfanner, 2012). Here, the
analysis of the mitochondrial respiratory chain complexes in patient
muscle biopsy showed a generalized reduction in the activities of
complexes -1V when normalized to the CS activity, while the
previously reported patients showed variable mitochondrial respira-
tory chain defects, ranging from a normal activity detected in one
patient to an isolated defect in the activities of complex V (Shahour
et al.,, 2017) or complex Il (Reyes et al., 2018). However, the impact of
TIMM50 mutations in the assembly of the OXPHOS system and in
supercomplexes formation has not been explored in any of the
previously reported patients. We demonstrated for the first time a
significant reduction in the levels of fully assembled OXPHOS
complexes and supercomplexes in an individual with TIMM50
mutations. The effects of these alterations on the mitochondrial
function were determined by high-resolution respirometry. We
demonstrated that TIMM50-mutated fibroblasts had a significant
reduction of the maximal respiratory capacity, suggesting that the
optimal function of the electron transport chain might be compro-
mised. These observations were further corroborated in a TIMM50-
deficient model generated in HEK293T cells that mimicked the
respiratory defect observed in the patient fibroblasts; in HEK293T
cells, this defect could be rescued by transfection with a plasmid
encoding for the TIMM50 wild-type protein.

In summary, our study provides new insight into the physio-
pathological mechanisms underlying mitochondrial energy metabo-
lism associated with 3-MGA-uria. In particular, this study together
with the recently reported observations of Reyes et al. (2018)

represents the first comprehensive characterization of the molecular

mechanisms underlying the pathogenesis of the mitochondrial
disease caused by TIMM50 mutations. We demonstrated that
TIMM50 deficiency leads to a severe mitochondrial dysfunction by
targeting pivotal aspects of mitochondrial physiology, such as
assembly of OXPHOS complexes and supercomplexes, and main-
tenance of mitochondria morphology. Moreover, we have demon-
strated that these alterations have a remarkable impact on
mitochondrial functionality, leading to a defect characterized by an
important reduction of the maximal electron transport chain
respiratory capacity.
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Supp. Figure S1. Urine organic acid profile. Urine organic acid profile of TIMMS50
patient. Samples were analyzed by gas chromatography-mass spectrometry, and peaks were
identified as lactic acid (LA), 2-ketoglutaric acid (2-KG), 3-methylglutaconic acid (3-MGA

I and 3-MGA 1I), 3-methylglutaric acid (3-MG), undecanodioate (IS, internal standard).
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Supp. Figure S2. Sequence alignment comparison of the Homo Sapiens RefSeq of
TIMMS50 and the TIMMS0 sequence in HEK293 cells after CRISPR/Cas9 gene editing.

(A) Outlined grey box sequences correspond to exon 2. Guide RNAs sequences used for
CRISPR/Cas9 targeting are indicated in green (sgl), orange (sg2) and blue (sg3). (B) The
mutations generated by CRISPR/Cas9 produce a frameshift leading to protein with a
predicted premature termination codon at residue 80. Outlined grey box sequences
correspond to aminoacids codified by 7IMM50 exon 2.
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Supp. Figure S4. Compound heterozygous mutations in TIMMS0 patient.

(A) Mutations were verified by Sanger sequencing. Father (F) was heterozygous for
c.805G>A and mother (M) heterozygous for c.341G>A, confirming the compound
heterozygosity status of the patient (P). TIMMS50 GenBank NM 001001563.5.
Nucleotide numbering is relative to cDNA numbering, whereby +1 is the A in the ATG of
the start codon. (B) Both mutations (p.Argll4Gln and p.Gly269Ser) affect highly
evolutionarily conserved residues of the protein. In silico predictions of pathogenicity
(Polyphen2 and SIFT) are also shown. The PolyPhen-2 score ranges from 0.0 (tolerated) to
1.0 (deleterious). For the SIFT score, the amino acid substitution is predicted to be
damaging if the score is < 0.05, and tolerated if the score is > 0.05. MTS, mitochondrial-
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Supp. Table S1. Oligonucleotides used in this study

qPCR OLIGONUCLEOTIDE SEQUENCE
TIMMS50 Forward 5'-GGGACTGTGAGCGTCGTCTA-3'
Reverse 5'-ATCTTGGCACCATTTTCGTC-3'
GAPDH Forward 5'-ACCCACTCCTCCACCTTTGA-3'
Reverse 5'-TGTTGCTGTAGCCAAATTCGTT-3'
CRISPR/Cas9 OLIGONUCLEOTIDE SEQUENCE
sgl 5'- CGCGGGAGCACTAAGGCGCA-3'
sg2 5'-ATGCCAAAAAAGTTGCGCTC-3’

sg3

5'-CCGCAGAGATCGGGAGCCGC-3’




Supp. Table S2. Antibodies used in this study

Protein Reference Manufacturer

NDUFA9 459100 ThermoScientific, USA

SDHA MS204 MitoSciences, USA

SDHB MS203 MitoSciences, USA

UQCRC2 ab14745 Abcam, UK

UQCRFS1 ab14746 Abcam, UK

COXS5A ab110262 Abcam, UK

ATP5A ab14748 Abcam, UK

NDUFS3 abl14711 Abcam, UK

o —TUBULIN ab176560 Abcam, UK

GAPDH sc-47724 Santa Cruz Biotechnology, USA
TIMMS50 ab109527 Abcam, UK

DRPI sc-271583 Santa Cruz Biotechnology, USA
MFN2 ab56889 Abcam, UK

MTCOI1 ab14705 Abcam, UK

COX4L ab110261 Abcam, UK

NDUFS2 sc-390596 Santa Cruz Biotechnology, USA
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Defectos en el gen HACE1 se han asociado con patologia severa del neurodesarrollo (OMIM:
616756). Sin embargo, las bases fisiopatoldgicas de la enfermedad no se conocen en detalle.
Mediante la secuenciacidn del exoma celular se identificaron mutaciones en homocigosis en el
gen HACE1 (c. 240C>A, p.Cys80Ter) en un paciente con atrofia cerebral, retraso psicomotor y
aciduria 3-metilglutacdnica (3-MG), un biomarcador de disfuncién mitocondrial. Con el fin de
investigar los mecanismos patoldgicos subyacentes en la deficiencia de HACE1, realizamos un
anadlisis molecular exhaustivo en fibroblastos del paciente. El estudio de Western blot
demostrd el efecto deletéreo de la mutacién, ya que el paciente tenia una ausencia total de
proteina HACE1. Los estudios de inmunofluorescencia mostraron niveles aumentados de
particulas LC3 en el paciente, que junto con una iniciacién normal de la cascada autofagica,
sugerian una reduccion del flujo autofagico. La respuesta al estrés oxidativo en fibroblastos
también estaba alterada, ya que se observaron niveles disminuidos del mRNA de NQO1 y
Hmox1 respecto al control en células tratadas con H,0,. También se detectaron niveles
elevados de peroxidacién lipidica compatibles con el acimulo de dafio oxidativo. Aunque el
fenotipo del paciente era similar al de una enfermedad mitocondrial, el estudio de la funcién
mitocondrial no mostré alteraciones severas. Sin embargo, se observéd un acimulo de
marcadores de estrés oxidativo y una disminucidn del flujo mitofdgico, indicando que la
proteina HACE1 podria estar involucrada en el proceso de reciclaje de las mitocondrias
dafiadas. En resumen, demostramos por primera vez que defectos en el proceso de autofagia,
mitofagia y respuesta al dafio oxidativo podrian estar implicados en la fisiopatologia de la

deficiencia de HACE1.
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Abstract: Recessive HACEI mutations are associated with a severe neurodevelopmental disorder
(OMIM: 616756). However, the physiopathologycal bases of the disease are yet to be completely
clarified. Whole-exome sequencing identified homozygous HACE1 mutations (c.240C>A, p.Cys80Ter)
in a patient with brain atrophy, psychomotor retardation and 3-methylglutaconic aciduria, a biomarker
of mitochondrial dysfunction. To elucidate the pathomechanisms underlying HACE1 deficiency,
a comprehensive molecular analysis was performed in patient fibroblasts. Western Blot demonstrated
the deleterious effect of the mutation, as the complete absence of HACE1 protein was observed.
Immunofluorescence studies showed an increased number of LC3 puncta together with the normal
initiation of the autophagic cascade, indicating a reduction in the autophagic flux. Oxidative stress
response was also impaired in HACE1 fibroblasts, as shown by the reduced NQO1 and Hmox1
mRNA levels observed in Hy,O,-treated cells. High levels of lipid peroxidation, consistent with
accumulated oxidative damage, were also detected. Although the patient phenotype could resemble
a mitochondrial defect, the analysis of the mitochondrial function showed no major abnormalities.
However, an important increase in mitochondrial oxidative stress markers and a strong reduction in
the mitophagic flux were observed, suggesting that the recycling of damaged mitochondria might
be targeted in HACEI cells. In summary, we demonstrate for the first time that the impairment of
autophagy, mitophagy and oxidative damage response might be involved in the pathogenesis of
HACE]1 deficiency.

Keywords: HACEL]; genetic disorder; autophagy; mitophagy; mitochondria; 3-methylglutaconic;
oxidative stress

1. Introduction

HACE1 (MIM#610876) encodes for a HECT domain and ankyrin repeat-containing ubiquitin
ligase which is reported to be involved in tagging specific target proteins for subcellular localization or
for degradation [1]. In addition, this protein is a potential tumor suppressor, as it has been shown to be
downregulated in many human tumors [2,3]. In addition, studies performed in cellular and mouse
models demonstrated that HACEL is potentially involved in other physiological processes, including
the regulation of the response to oxidative stress [4-6] and autophagy [7,8].

J. Clin. Med. 2020, 9, 913; d0i:10.3390/jcm9040913 www.mdpi.com/journal/jem


http://www.mdpi.com/journal/jcm
http://www.mdpi.com
https://orcid.org/0000-0003-4214-3301
https://orcid.org/0000-0001-8973-9933
https://orcid.org/0000-0003-2132-4138
https://orcid.org/0000-0002-2249-246X
https://orcid.org/0000-0003-2733-1603
http://dx.doi.org/10.3390/jcm9040913
http://www.mdpi.com/journal/jcm
https://www.mdpi.com/2077-0383/9/4/913?type=check_update&version=2

J. Clin. Med. 2020, 9, 913 20f 16

Recessive mutations in HACE1 causing loss-of-function have been associated to a severe genetic
neurodevelopmental disorder classified as spastic paraplegia and psychomotor retardation with or
without seizures (SPPRS) (OMIM: 616756) [9]. Affected individuals presented, in the first months of
life or infancy, with a variety of clinical symptoms, including delayed psychomotor development,
intellectual disability, epilepsy, hypotonia, spasticity, ataxia, and poor speech skills. Brain abnormalities
are also present in some patients and include hypoplastic corpus callosum, cerebral atrophy, delayed
myelination and reduced white matter content. Although mutations in HACE1 have been reported in
18 patients from eight unrelated families, the molecular mechanism underlying the pathogenesis of the
disease has not been well determined [10-13]. In fact, a very recent manuscript reported the unique
evidence to date about the pathogenic mechanisms underlying this disorder [13]. This research showed
that elevated levels of the Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1 protein (RAC1), a well-known
target of HACE1, were found in HACEI-knockout mice as well as in patient cells, hypothesizing
that altered RAC1 signalling might contribute to the pathogenesis of the disorder [13,14]. The role
of RAC1 in the physiopathology of HACEL1 deficiency is supported by the fact that this protein is
involved in brain development and in the regulation of reactive oxygen species (ROS) levels [6,15-17].
However, the fact that HACE1 has multiple substrates which participate in different fundamental
biological processes suggest that mechanisms other than RAC1 upregulation may also be to blame for
this disorder [18].

Here, we present a detailed study that provides further insight into elucidating the potential
pathomechanisms underlying HACE1 deficiency. We report a patient carrying HACEI mutations
presenting with psychomotor retardation, brain atrophy and high urinary excretion of 3-methylglutaconic
acid (3-MGA), a well-established biomarker of mitochondrial dysfunction [19]. Molecular studies
revealed a severe defect in the regulation of the autophagic flux and a diminished ability to respond to
oxidative damage in HACE] patient cells. The patient phenotype could resemble a mitochondrial defect
and the analysis of the mitochondrial function showed altered mitochondrial morphology and a partial
disassembly of the oxidative phosphorylation (OXPHOS) system. Notably, an important increase
in mitochondrial oxidative stress and a strong reduction in the mitophagic flux were demonstrated,
suggesting that the recycling of damaged mitochondria might be targeted in these cells. Altogether,
our results demonstrated that HACET mutations lead to a severe neurodevelopmental disorder by
targeting key physiological processes such as autophagy, mitophagy and the ability to properly respond
to oxidative damage.

2. Experimental Section

2.1. Case Report

We present the third child of healthy non-consanguineous parents of Pakistani origin. Pregnancy
and delivery were uneventful; the birth weight was 3500 g. During the first months of life, the patient
presented general psychomotor retardation without signs of regression. At the age of four years,
he achieved sedestation, but, currently, at 10 years of age, he is still not able to walk independently.
He has severe intellectual disability with greater impairment in the area of language. He displays
good connections with people by employing gestures to make him understood, although he only
uses familiar names and understands simple orders. Physical examination revealed paresis of the
lower extremities with rigidity and exalted osteotendinous reflexes with no other remarkable findings.
A brain magnetic resonance imaging (MRI) showed diffuse cortical atrophy and an arachnoid cyst
in the right temporal lobe. Routine biochemical analyses were normal, including amino acids and
acylcarnitines. The urinary organic acid profile showed persistently elevated levels of 3-metylglutaconic
and 3-methylglutaric acids, a biomarker associated to several mitochondrial diseases.



J. Clin. Med. 2020, 9, 913 30f16

2.2. Whole Exome Sequencing

Trio-exome enrichment and sequencing was performed in the Welcome Trust Sanger Institute.
Analysis of the primary data was done in the Centre Nacional d”Analisi Genomica (CNAG) using
the RD-Connect Genome-Phenome Analysis Platform (GPAP) standardised analysis pipeline [20].
The variant calls were analyzed using the RD-Connect GPAP (https://platform.rd-connect.eu/).

2.3. Cell Culture

Human skin fibroblasts obtained from healthy donors and from a patient with mutations in
HACE1 were maintained in minimum essential medium (MEM) (1 g/L glucose, 10% fetal calf serum
and 1% penicillin-streptomycin). Cells were grown to confluence in 25 cm? flasks, harvested by
trypsinization and pelleted by centrifugation or reseed.

2.4. Protein Expression Analysis

Cell pellets obtained from cultured fibroblasts were homogenized with RIPA buffer (SDS 0.1%,
NP40 1%, Sodyum deoxycholate 0.5% in PBS) containing protease inhibitors (cOmplete™, Mini,
EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail 4693159001, Roche, Indianapolis, IN, USA). Cell lysates were
subjected to SDS-PAGE and electroblotted. Proteins were visualized by immunostaining with specific
antibodies (Table S1) followed by colorimetric detection (1708235 Opti-4CNTM Substrate Kit, Bio-Rad,
Hercules, California, USA). Image]J software was used for densitometry analysis of protein expression.

Subcellular fractionation was performed in order to obtain total, cytoplasmatic and organelle-
enriched fractions. Cells were permeabilized with Lysis Buffer (5 mM Tris/HCl pH 7.4, 250 mM sucrose,
1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1.5 mM MgCl,, 1 mM PMSF) containing 0.01% digitonin and centrifuged at
15000 g for 10 min at 4 °C. Supernatants (cytoplasmatic fraction) and pellets (membranous fraction)
were recovered and subjected to further analysis.

2.5. Blue Native-PAGE Analysis of Mitochondrial Complex and Supercomplex Assembly

Mitochondria-enriched pellets were obtained as described [21]. In order to extract mitochondrial
respiratory chain complexes, cells were homogenized with 1% n-dodecyl 3-D-maltoside. For supercomplex
analysis, cells were solubilized with digitonin, a weaker detergent that maintains the interactions between
complexes. Lysates were electrophoresed in 4-15% polyacrylamide gradient gels, immunoblotted with
specific antibodies against representative subunits of the mitochondrial respiratory chain complexes I-V
(Table S1) and visualized by colorimetric detection (1708235 Opti-4CN™ Substrate Kit, Bio-Rad).

2.6. High-Resolution Respirometry

Oxygen consumption of control and HACEI1 patient fibroblasts was analyzed by high resolution
respirometry using polarographic oxygen sensors in a two-chamber Oxygraph-2k system according
to manufacturer’s instructions (Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria). Cells were trypsinised
and resuspended in MiR05 mitochondrial respiration medium (Oroboros Instruments, Innsbruck,
Austria). OXPHOS inhibitors (oligomycin, 04876-5MG, Sigma, St. Louis, MI, USA), antimycin,
A8674-25MG, Sigma, St. Louis, MI, USA) and uncoupler carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone
(CCCP, C2759,Sigma, St. Louis, MI, USA) were manually titrated using Hamilton syringes (Hamilton
Company, Reno, NV, USA) as previously described [22]. The concentrations used were 1 pg/mL of
oligomycin, stepwise 1 uM titration of CCCP and 2.5 uM of antimycin A. The data were recorded
using the DatLab software v7.1.0.21 (Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria).

2.7. Mitochondrial Network and Mitochondria Morphology Analysis

The mitochondrial morphology and mitochondrial network were analysed by immunofluorescence
followed by confocal microscopy. Cells were grown on glass coverslips, fixed with 4% paraformaldehyde
and the reaction was stopped using NH4Cl. Fibroblasts were permeabilized with 0.1% TritonX-100 and
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mitochondria were stained using anti-TOM20 antibody (Table S1), which recognises a mitochondrial
membrane protein. Coverslips were mounted with Mowiol 4-88 Mounting Medium (81381 Sigma-Aldrich,
Sant Luis, MI, USA) and images were obtained using a Leica TCS SL laser scanning confocal spectral
microscope (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany). Analysis was performed using Image]J
software [23]. Mitochondrial length, the ratio between mitochondria length and width (aspect ratio, AR)
and the degree of mitochondrial network branching (form factor, FF) were calculated.

2.8. Analysis of Autophagy and Mitophagy in Fibroblasts

We assessed autophagy by analyzing LC3 protein by immunofluorescence and confocal microscopy.
Briefly, cells were grown on glass coverslips and fixed with 4% paraformaldehyde and permeabilized
using digitonin 100 pug/pL. In order to stain autophagosomes, a primary antibody anti-LC3 (Table S1)
was used. After mounting coverslips with Mowiol 4-88 Mounting Medium (81381, Sigma-Aldrich,
USA), images were obtained by Leica TCS SL laser scanning confocal spectral microscope (Leica
Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany). Image analysis was done using Image] software and the
average number of LC3-II puncta (corresponding to autophagosomal LC-II form) was quantified.
In order to analyse the autophagic flux, LC3 puncta was analyzed in the presence and in the absence of
24 h EP (E64D-pepstatin A) treatment, two inhibitors of lysosomal hydrolases (10uM E64D (E8640,
Sigma Aldrich, St. Louis, MI, USA) and 10uM Pepstatin A (77170, Sigma Aldrich, St. Louis, MI, USA)).
Autophagic flux was determined as the relative increase in LC3-II puncta upon EP treatment compared
to those observed at the basal state.

Mitophagy was assessed by analyzing the colocalization between mitochondrial and LC3 areas,
as described [24]. Coverslips were prepared as described above. In this case, we determined the
colocalization areas using primary antibodies (Table S1) against LC3, staining autophagosomes, and
TOM20, staining the mitochondria. Mitophagy was calculated as the LC3-1I/TOM?20 colocalization
area related to the total mitochondrial area. To monitor the mitophagic flux, the ratio between
mitophagy upon EP treatment and without treatment was analysed. We measured the relative increase
in LC3-II/TOM20 colocalization areas upon 24 h of EP treatment compared to those detected in the
basal state.

To analyze autophagy induction, cells were subjected to nutrient starvation conditions by
exchanging the culture medium for Hank’s Balanced Salt solution (HBSS,14170-088, Gibco, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) during 2 h. Autophagosome formation was assessed as mentioned
above. The nuclear translocation of the transcription factor EB TFEB (Table S1) was determined by
immunofluorescence as described [25]. Images were obtained using Eclipse 50 equipment (Nikon
instruments Inc., Melville, NY, USA) and the percentage of cells with nuclear TFEB was quantified for
each condition.

2.9. mRNA Expression Analysis

Total RNA extraction was performed using QIAshredder and RNeasy kits (74104 Qiagen, Hilden,
Germany). We synthesized single-stranded complementary DNA (cDNA) using oligodT primers
(C1101 Promega, Madison, WI, USA) and M-MLV Reverse Transcriptase, RNase H Minus, Point
Mutant (M368A Promega, Madison, WIS, USA) according to the manufacturer’s protocols. The levels
of mRNA expression were analysed by quantitative PCR using specific primers (Table S2). PCR was
performed using SYBR Green reagent (4472908, Life Technologies Ltd, Renfrew, UK) in a Step One plus
quantitative PCR system (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA). In order to study the genes that
are upregulated under oxidative stress conditions, cells were treated with HyO, (hydrogen peroxide
solution H1009, Sigma Aldrich, St. Louis, MI, USA).

2.10. Analysis of Mitochondrial Superoxide Levels

Mitochondrial superoxide levels were measured by MitoSOXRed probe (M36008, Invitrogene,
Waltham, MA, USA). Fibroblasts were seeded at 80% confluence. Experiments were performed



J. Clin. Med. 2020, 9, 913 50f 16

following manufacturer’s indications, incubating cells with 5 uM MitoSOXRed for 10 min at 37 °C.
MitoSOXRed containing the medium was removed and cells were rinsed with Hank’s Balanced Salt
Solution with calcium and magnesium (HBSS/Ca/Mg, 14025-092, Gibco, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Fibroblasts were trypsinised and resuspended in HBSS/Ca/Mg. Fluorescence
intensity was analysed by flow cytometry (BD FACS CANTOTM II). Results are shown as the fold
increase in the average fluorescence intensity of each sample related to the controls.

2.11. Lipid Peroxidation Analysis

Lipid peroxidation levels were quantified using the BIOXYTECH® LPO-586™ colorimetric assay
(Oxys International Inc., Beverlly Hills, CA, USA). Specifically, the levels of malondialdehyde (MDA)
and 4-hydroxyalkenal (HAE), which are products of fatty acid peroxide decomposition, were analysed
by spectrophotometry. Results are expressed as (WM MDA + HAE)/mg protein.

2.12. Statistics

Statistical analyses were performed using the two-tailed Student’s ¢ test to compare the means of
two independent groups of normally distributed data. The data were reported as the mean + S.E.E.
Values of p < 0.05 were considered statistically significant.

3. Results

3.1. Identification of Mutations in HACE1

The clinical and biochemical phenotype of the patient reported here, in particular the persistently
high levels of 3-MGA in urine, set up a strong suspicion of a mitochondrial energy metabolism
disorder. However, mutations in all genes previously associated to 3-MGA-uria were ruled out using
a self-designed customized gene panel (Haloplex, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). In order
to elucidate the genetic cause of the disease, we performed whole-exome sequencing of the index case
and his healthy parents. Genetic variants were filtered and prioritized as summarized in Figure S1.
Data analysis revealed homozygous mutations in HACE1 (NM_020771.4). The identified mutation
(c.240C>A) is predicted to change the cysteine at position 80 of the protein for a translation termination
codon (p.Cys80Ter), leading to a potentially truncated protein. Segregation was confirmed by the
carrier status of both parents. HACE1 encodes for a HECT domain and ankyrin repeat-containing E3
ubiquitin ligase 1 protein, involved in tagging specific target proteins for subcellular localization or for
degradation [1].

3.2. HACET1 Protein Expression Is Absent in Patient Fibroblasts

To demonstrate the effect of the HACET mutations on the encoded protein, a Western Blot analysis
was performed. Results showed almost undetectable levels of HACEL1 protein in patient fibroblasts, in
contrast to the abundant protein expression levels observed in control individuals (Figure 1A). These
results support the predicted disruptive effect of the mutation identified in our patient.

3.3. HACET1 Protein Is Mainly Expressed in Brain and Predominantly Localized in the Cytosolic Fraction

To investigate the physiological behavior of HACE1, we studied protein expression in a series of
human control tissues (total brain extracts, cortex (grey matter), periventricular (white matter), muscle,
heart, kidney, spleen and liver). Results showed that HACE1 was predominantly expressed in brain
tissues. Kidneys showed intermediate levels, whereas muscle, liver and spleen showed the lowest levels
(Figure 1B). As the patient phenotype was compatible with a mitochondrial disease, we performed
a fractionation analysis to determine the subcellular localization of HACEL1 in control fibroblasts and
evaluate whether HACE1 could be associated to mitochondria. The results demonstrated that HACE1
protein is mainly located in the cytosolic fraction (Figure 1C).
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Figure 1. HACE1 protein expression analysis in patient fibroblasts and human tissues. (A) Western Blot
analysis showed almost absent expression of HACE1 in patient fibroblasts. Extracts from several controls
(C1: control 1; C2: control 2 and C3: control 3) and two different extracts from the patient were analysed.
Tubulin was used as the loading control. ** p < 0.01. (B) Protein expression analysis in human control
tissues showed a predominant HACE1 expression in brain samples. Glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (GAPDH) was used as the loading control. (C) Fractionation studies performed in
control fibroblasts showed that HACEL1 is mainly localized in the cytoplasmic fraction. Protein markers
of different organelles (mitochondria, endoplasmic reticulum (ER) and cytoplasm) were studied in order
to corroborate proper fractionation. The ER marker (PDI) showed a cytosolic leakage, a phenomenon
already observed for this marker [26-28]. T: total extract; C: cytoplasmic extract; M: membranous
organelle-enriched fraction extract.

3.4. Mitochondrial Function Characterization in HACE1 Patient Fibroblasts

As the HACE1 patient reported here has a biochemical phenotype suggestive of a mitochondrial
disorder, we performed an exhaustive characterization of the mitochondrial function.

First, mitochondrial morphology and network branching were analysed by confocal microscopy.
Results demonstrated a slight but statistically significant decrease in the parameters aspect ratio (AR)
(indicative of morphology) and form factor (FF) (indicative of network branching) in HACE1 cells
(p < 0.05). In addition, a significant reduction in the mitochondrial length was also observed in patient
cells. These results suggest the presence of rounder and shorter mitochondria, as well as reduced
network branching degree in HACE]1 fibroblasts compared to controls (Figure 2A).

We next assessed the impact of HACEI deficiency in the OXPHOS system and mitochondrial
respiratory capacity. The Blue Native PAGE analysis revealed a generalized decrease in fully assembled
individual OXPHOS complexes in HACEL1 patient cells (Figure 2B). Similar mitochondrial content was
observed in patient and control cells, as demonstrated by the expression levels of TIM50 (mitochondrial
membrane protein) and ECHSI1 (mitochondrial matrix protein) (Figure 2B, Figure S2). However, these
defects had no impact in the assembly of the respirosome, since the levels of OXPHOS supercomplexes
were not altered (Figure 2C). We then analysed the mitochondrial respiratory capacity by measuring
the oxygen consumption rate (OCR) using high-resolution respirometry. Results showed no significant
differences either in the basal respiratory rate or in the maximal respiratory capacity induced upon
CCCP stimulation (Figure 2D, Figure S3). Unfortunately, due to material limitation and poor cell growth,
a respirometry analysis to determine specific OXPHOS complex deficiencies could not be assessed.
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Figure 2. Mitochondrial function in HACE]1 fibroblast. (A) Mitochondria morphology analysis was
performed by immunofluorescence using TOM20 antibody as mitochondrial marker. Results showed
a significant reduction in AR (Aspect ratio, indicative of morphology) and FF (Form factor, indicative of
mitochondrial network branching) in patient fibroblasts. A significant reduction in the mitochondrial
length was also observed in patient cells. A minimum of 70 cells were analysed for each sample.
Scale bar, 30 um. * p < 0.05, *** p < 0.001. (B) Blue Native-PAGE studies and densitometry analysis of
OXPHOS complexes showed a partial reduction in the assembly of all complexes in HACEL1 patient
fibroblasts. The expression of TIM50 (a mitochondrial membrane protein) and ECHS1 (a mitochondrial
matrix protein) were used as mitochondrial loading controls. (C) Blue Native-PAGE studies followed
by densitometry analysis showed no alterations in the assembly of mitochondrial respiratory chain
supercomplexes in HACE1 fibroblasts. (D) High resolution respirometry analysis showed no differences
in the oxygen consumption rate between HACE1 and the control cells. Oxygen consumption rate at basal
state (ROUTINE); residual oxygen consumption after oligomycin treatment (LEAK); maximum oxygen
consumption induced by carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone (CCCP) titration (ETCmax);
residual oxygen consumption after antimycin A treatment (ROX). Oxygen consumption rate (OCR)

was measured as pmol/(second * millions of cells). The data is expressed as relative units (RU) of
control cells.

3.5. Autophagic Flux Is Altered in HACE1 Patient Fibroblasts

As HACEL has been associated with the regulation of autophagy we have analyzed whether
this process could be altered in HACE1 patient fibroblasts. Thus, we studied autophagy by
immunofluorescence and confocal microscopy by measuring the average number of LC3 puncta
per cell, indicative of autophagosomes harboring LC3-1I (the lipidated and activated form of LC3).
Results revealed that, in the basal state, HACEI fibroblasts had a marked and significant increase in
the number of LC3 puncta (four-fold, p < 0.001) compared to control cells (Figure 3A, left panel).
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Figure 3. Autophagy analysis in HACE1 patient fibroblasts. Autophagy was measured by
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immunofluorescence measuring the average number of LC3 puncta per cell and the percentage
of cells with TFEB translocated to the nucleus. (A) LC3 puncta was significantly increased in HACE1
fibroblasts compared to control cells. The autophagic flux, calculated as the relative increase in
LC3puncta after 24 h of EP treatment compared to the basal levels observed in untreated cells, was
importantly diminished in HACEI fibroblasts. (B) Upon serum starvation treatment the number of
LC3 puncta was increased in both, patient and control fibroblasts, indicating a normal activation of the
autophagy. (C) The analysis of TFEB by immunofluorescence showed a massive translocation of TFEB
to the nucleus after serum starvation treatment in both, control and HACE]1 fibroblasts. In all cases
a minimum of 70 cells were analysed. Scale bar, 30 um. Relative units (RU); E64D-Pepstatine A (EP);
*p <0.05; * p <0.01, ** p < 0.001.

The fact that autophagy is a highly dynamic process made the rationale for the analysis of the
autophagic flux in these cells, in addition to the above-mentioned determination of steady state LC3-11
levels. Autophagic flux is defined as the process encompassing autophagosome formation to the
delivery and degradation of autophagic substrates into the lysosome. To assess the autophagic flux,
LC3 puncta was analyzed in the presence and in the absence of EP treatment, a strong inhibitor of
the lysosomal hydrolases. This treatment blocks the degradation of autophagic substrates, including
LC3-II, inside the autolysosome. Using this approach, we determined the amounts of LC3 particles
which are delivered to lysosomes for degradation during EP treatment. As expected, our results
showed that, upon EP treatment, the number of LC3-II puncta was significantly enhanced in both
control and patient cells compared to their basal states (p < 0.001). Surprisingly, the fold increase in the
number of LC3-II particles observed in HACEI cells was lower (2.1-fold) than in control cells (7.9-fold),
regardless of the higher levels observed at the basal state. Therefore, the autophagic flux, defined as
the relative increase in LC3-II after EP treatment compared to the basal levels observed in untreated
cells, was markedly reduced in HACEI fibroblasts (Figure 3A, right panel).

To determine whether the alterations observed in HACE1 fibroblasts could rely on defects in
the initial steps of the autophagic cascade, we monitored the formation of LC3-II puncta as well as
the nuclear translocation of the transcription factor TFEB in cells treated with nutrient starvation,
a well-known autophagy inducer. Results showed a significant increase (p < 0.001) in the levels of
LC3-II in controls as well as in HACEI cells upon nutrient deprivation, indicating a rapid induction
of autophagy (Figure 3B). In addition, control and HACEI fibroblasts showed a similar capacity to
translocate TFEB to the nucleus, as observed by the massive percentage of cells (89.7% and 83.7%,
respectively) harbouring nuclear TFEB in response to serum starvation (Figure 3C). Interestingly;,
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HACEI-mutated fibroblasts had an increased percentage of cells with nuclear TFEB at the basal state
(31%) in comparison to that observed in controls (9.1%). Altogether, our results suggest that autophagy
initiation, at least in response to nutrient deprivation stimuli, may not be significantly affected due to
HACE1 mutations. Moreover, the basal mRNA expression levels of autophagy genes (LC3, p62 and
Beclinl) in patient cells were similar to those detected in controls (Figure S4).

3.6. Mitophagy Is Altered in HACE1 Fibroblasts

The suspicion of mitochondrial disorder together with the altered regulation of the autophagic flux
detected in patient fibroblasts prompted us to analyze if mitophagy could also be affected in HACE1
cells. Therefore, we evaluated mitophagy by analyzing the colocalization area of the mitochondria
(stained with an antibody against TOM20) and autophagosomes (stained with anti-LC3 antibody).
Results demonstrated a significantly increased (2.2-fold, p < 0.01) mitochondria—autophagosome
colocalization area in HACE1 fibroblasts, compared to controls (Figure 4, upper panel). To assess the
mitophagic flux we analyzed the colocalization in cells grown with and without EP (an inhibitor of
lysosomal degradation of the autophagosomal content). As expected, in control cells, the colocalization
area was significantly enhanced upon EP treatment (4.2-fold, p < 0.01). In contrast, in HACE1 fibroblasts
the effect of EP treatment was milder, resulting in a moderate increase (1.4-fold) of the colocalization
respect to the basal situation (Figure 4, upper panel). The mitophagic flux was determined as the
relative increase in the mitochondria—autophagosome colocalization area upon EP treatment compared
to the basal colocalization. Results demonstrated that, in comparison to controls, the mitophagic flux
was markedly reduced in HACE1 fibroblasts (Figure 4, lower panel).
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Figure 4. Mitophagy analysis in HACE1 patient fibroblasts. ~Mitophagv was assessed by
immunofluorescence measuring the mitochondria—autophagosome colocalization. Mitochondria was
stained with anti-TOM20 and autophagosomes with anti-LC3 antibody. Colocalization was significantly
increased in HACEI fibroblasts compared to control cells. The mitophagic flux, determined as the
relative increase in the colocalization area observed after 24 h of EP treatment compared to the basal
colocalization, was markedly reduced in HACE]1 fibroblasts. In all conditions a minimum of 70 cells
were analyzed. Scale bar, 30 um. Relative units (RU); E64D-Pepstatine A (EP); * p < 0.05; ** p < 0.01,
***p < 0.001.
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3.7. HACE1-Mutated Fibroblasts Accumulate Oxidative Damage and Have a Diminished Ability to Respond to
Oxidative Stress

Cellular and animal models propose a role for HACE1 in oxidative stress response. To determine
whether HACEI1 deficiency could lead to oxidative damage, we analyzed lipid peroxidation in the
HACE]1 patient and control fibroblasts. Lipid peroxidation is one of the consequences derived from
the accumulation of high levels of cellular ROS. Therefore, we studied the levels of malondialdehyde
and 4-hydroxialkenal content and demonstrated a significant increase (p < 0.05) in both products
in HACE1 mutant cells (Figure 5A). These results were indicative of accumulated cellular oxidative
damage and raised the question whether the response to oxidative stress could also be impaired in
HACETI fibroblasts and, in consequence, involved in the physiopathology of the disease. To this effect,
we analyzed the mRNA expression levels of NQO1 and HMOX1, two well-known genes reported to
be upregulated in response to oxidative stress. Interestingly, our results showed that the basal mRNA
levels of both genes were significantly decreased in the patient’s fibroblasts (p < 0.01). Furthermore,
upon HyO,-induced oxidative stress the induction of NQOI and HMOX1 mRNA expression was also
strongly diminished in HACEI-mutated cells (Figure 5B).
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Figure 5. Analysis of oxidative stress in HACEL patient fibroblasts. (A) The quantification of
malondialdehyde and hydroxialkenal levels demonstrated higher levels of lipid peroxidation in HACE1
patient fibroblasts. P, patient; C1-C3, controls. * p < 0.05. (B) Quantitative PCR showed significantly
decreased mRNA levels of HMOX1 and NQOT1 at the basal state as well as upon oxidative stress induced
by H,O, in HACEI patient. Experiments were performed in triplicate and results are expressed in
relative units (RU). Peptidylprolyl isomerase A (PPIA) was used as an internal control. * p < 0.05,
** p < 0.01, ** p < 0.001. (C) Mitochondrial superoxide anion levels were analyzed by MitoSOXRed
staining and flow cytometry. Increased levels of MitoSOXRed fluorescence intensity were detected in
HACET1 patient fibroblasts. Cells treated with antimycin A were used as positive control. Results are
expressed in relative units (RU). Patient (P); control (C); positive control (C+); * p < 0.05. (D) Western
Blot analysis demonstrated higher levels of SOD2 protein expression in HACE1 patient fibroblasts.
GAPDH was used as the loading control. Cell lysates from several controls (C) and four different
extracts from the patient (P) were analyzed. * p < 0.05.
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3.8. HACEI1 Fibroblasts Had Increased Mitochondrial Oxidative Stress

In order to specifically analyze the presence of mitochondrial oxidative stress, we determined
the levels of superoxide anion (the main mitochondrial ROS) in living cells by flow cytometry using
a MitoSOXRed probe. Control fibroblasts treated with antimycin, which severely impairs mitochondrial
respiratory chain activity and leads to ROS accumulation, were used as a positive control. As expected,
antimycin treatment resulted in a significant increase (3.9-fold, p < 0.001) in MitoSOXRed intensity
compared to untreated cells (Figure 5C). Interestingly, HACEI fibroblasts showed a significant increase
(2.2-fold, p < 0.05) in the basal levels of mitochondrial superoxide anion compared to the controls
(Figure 5C). In addition, the levels of the mitochondrial antioxidant dismutase enzyme SOD2 analyzed
by Western Blot were also increased in HACEI fibroblasts (p < 0.05). Altogether, these results indicate
enhanced mitochondrial oxidative stress in HACEI-mutated cells (Figure 5D).

4. Discussion

In the last decade, the implementation of next generation sequencing technologies has allowed
the identification of an increasing number of disease-causing variants in genes associated to a wide
variety of cellular processes [29]. However, the physiopathological bases of most rare genetic disorders
are yet to be completely elucidated. Here, we report on a patient with psychomotor retardation,
brain atrophy and 3-MGA-uria carrying a previously reported homozygous mutation (c.240C>A;
p-Cys80Ter) in HACE1, which encodes for a HECT domain and ankyrin repeat-containing ubiquitin
ligase protein [10]. The identified mutation was predicted to generate a premature termination codon
at residue 80; therefore, the disruptive effect was demonstrated by Western Blot, as HACEL1 protein
expression levels were absent in patient fibroblasts. HACE1 plays an important role in tagging specific
proteins for subcellular localization or proteasomal degradation [1] and, as confirmed here by Western
Blot analysis, it is mainly expressed in brain tissues [13,30,31].

To date HACE1 bi-allelic mutations have been reported in eight unrelated families [10-13].
The clinical data of the previously described individuals do not differ from the phenotype of the patient
reported here, but 3-MGA-uria has not been reported in any of the previous cases. Although the true
origin of 3-MGA excretion is not well known, the presence of this metabolite in urine is considered
a good biomarker of mitochondrial dysfunction; in particular, it has been associated to mutations in
genes encoding for proteins related to the mitochondrial membrane [19,32]. Even though the patient
phenotype could resemble a mitochondrial disorder, a subcellular fractionation analysis performed in
control fibroblasts demonstrated that HACE1 mainly localizes in the cytosolic fraction. These results
are concordant with previous observations made in NIH3T3 murine cells, which showed that HACE1
was barely expressed in the mitochondria but cofractionate with cytosolic and endoplasmatic reticulum
markers [30]. Since 3-MGA-uria is frequently associated to alterations of the mitochondrial morphology
and the assembly of the OXPHOS system [19,32], we performed a detailed analysis of the mitochondrial
function in HACE1 mutated cells. The results showed alterations in the mitochondrial morphology
and a partial disassembly of the OXPHOS system. However, these alterations have no impact on the
formation of the mitochondrial respiratory supercomplexes or in the cellular respiratory capacity.

Although mutations in HACET have already been reported, the physiopathological mechanisms
underlying this disorder are not yet fully understood. To this regard, a very recent publication provided
the first and, so far, most unique insight into the molecular consequences of HACE1 deficiency in
human disease [13]. The authors demonstrated that RAC1, a well-known HACEI target associated to
brain development and regulation of intracellular ROS, is importantly upregulated in HACE1 patient
cells. Indeed, ROS levels were also increased in these cells, pointing that altered RAC1 signalling
might contribute to the pathogenesis of the disorder. However, it has been postulated that RAC1
upregulation would not explain the whole phenotypic spectrum of this disease, suggesting that
other molecular pathways might also be involved [18]. Interestingly, several studies performed in
different organisms and cellular models have implicated HACE1 in the regulation of other fundamental
cellular processes, including autophagy [7,8], activation of antioxidant response and cell survival upon
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oxidative damage [4,5]. In the present study, we wondered whether these pathways could also be
impaired in HACEI patient fibroblasts and contribute to the physiopathology of the disease.

Autophagy is an evolutionarily conserved process that recycles cellular components and organelles
by targeting intracytoplasmic cargo to lysosomes for degradation [33-36]. In addition to lysosomes,
the proper function of this process requires the formation of autophagosomes, highly specialized
double-membraned organelles that enclose a portion of cytoplasmatic material for further fusion
and delivery to lysosomes. In the present study, we have analyzed autophagy by evaluating LC3
protein. LC3 is localized in the cytosol (LC3-I form) until it becomes activated and re-localized to
the autophagosome membranes (LC3-II form). Autophagosomes can be detected and quantified
by immunofluorescence as bright LC3 positive puncta [37]. Using this approach, we demonstrated
a pronounced increase in LC3 puncta in patient fibroblasts when compared to control cells. These
results indicate that, in the basal state, autophagosomes are abnormally accumulated in HACE1
mutated cells. However, since autophagy is a dynamic process, the accumulation of LC3 particles can
be promoted either by autophagy activation or by a blockade of downstream stages. In fact, the basal
number of autophagosomes is the balance between the rate of autophagosome formation and the rate
of autophagosome fusion with the lysosomes and the subsequent degradation of their content [34].
Interestingly, the mRNA levels of LC3 as well as other autophagy regulators, such as p62 and Beclin 1,
were not increased in HACET mutated cells. These observations suggested that the higher number of
LC3 puncta observed in patient fibroblasts might be due to post transcriptional regulatory mechanisms
rather than an induction of autophagy via the activation of mRNA transcription. Moreover, autophagy
initiation seemed to be unaltered in HACE1-deficient cells since nutrient deprivation treatment,
a well-known and potent autophagy inducer, provoked a massive nuclear translocation of TFEB and
a rapid generation of autophagomes in both patient and control fibroblasts [25,34]. We next measured
the autophagic flux by analyzing the LC3-II turnover, treating the cells with EP, a strong inhibitor
of the lysosomal hydrolases that allows autolysosome formation but blocks the degradation of the
autolysosomal content [38]. We demonstrated that the autophagic flux, calculated as the relative
increase in LC3-1I levels observed upon EP treatment compared to those in the basal state, was strongly
decreased in the HACE1 patient’s fibroblasts. Our results are consistent with the reported observations
that showed an abnormal accumulation of LC3 protein in HACEI-knockout mice and also demonstrate
that HACEL is involved in the late stages of the autophagosome maturation process [7]. These
observations, along with the new data reported here, suggest that the reduced autophagic flux detected
in the HACEL1 patient might be due to delayed completion of the autophagy pathway. Our results
provide the first evidence of impaired autophagy in HACE1 patients and propose the involvement of
this mechanism in the physiopathology of the disease.

Several studies performed in mice and cell models proposed a role for HACE1 in the regulation of
the oxidative stress response [4—6]. The principal consequence of a poor management of cellular redox
disturbances is the increase in ROS levels, which react with and damage cellular components such as
proteins, lipids and DNA [39-41]. Here, we demonstrated an abnormal accumulation of ROS-derived
cellular damage in HACE1 mutated fibroblasts, as seen by increased lipid peroxidation. In addition to
RAC1 regulation, HACEL is also involved in ROS detoxification by promoting the stability of the nuclear
factor erythroid 2-related factor 2 (NRF2), a master regulator of the antioxidative response [4,5,42].
Under oxidative stress conditions NRF2 transcription factor translocates to the nucleus and induces the
expression of a plethora of genes involved in the response to oxidative damage [43-45]. Indeed, it has
been shown that, upon oxidative stress, the proper induction of NRF2 target genes is severely impaired
in cells derived from HACE1 knockout mice [4,5]. Notably, we demonstrated that in HACE1 patient
fibroblasts, the mRNA levels of NQO1 and HMOX1, two NRF2 transcriptional targets, reported to be
upregulated in response to oxidative stress, were significantly reduced even upon H,O; treatment.
These results suggest that the accumulation of oxidative damage in HACEI fibroblasts could rely,
at least in part, on the diminished ability of these cells to respond to oxidative stress via NRF2. Our data
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provide further evidence supporting the role of oxidative damage in the pathogenesis of HACE1
deficiency and complement the recently reported observations made by Nagy et al. (2019) [13].

As discussed above, the phenotype of the HACEL1 patient reported here resembles a mitochondrial
disorder. Mitochondria are the major source of intracellular ROS, where incomplete reduction of
oxygen or electron leakage from the mitochondrial respiratory chain generates superoxide radical
anions [39-41]. The fact that oxidative damage is importantly accumulated in HACE]1 fibroblasts
prompted us to specifically analyze mitochondrial ROS in these cells. Increased levels of superoxide
radical anions and high SOD2 expression evidenced that mitochondrial oxidative stress was also
present in HACET mutated cells. These observations could be controversial since it has been reported
that SOD2 is also a target of NRF2. Nevertheless, the oxidative damage response pathways are complex
and involve a large number of proteins and transcription factors. Therefore, the high levels of SOD2
detected in HACE1-deficient cells could be due to the action of factors other than NRF2, such as PGC-1«,
a master co-regulator of energy metabolism, SIRT3, among others [40]. These observations together
with the persistently high levels of 3-MGA-uria and slight mitochondrial morphology alterations made
the rationale to determine whether mitophagy, the selective form of autophagy that recycles damaged
mitochondria, could also be targeted [46]. Mitophagy was determined by immunofluorescence,
measuring the mitochondria—autophagosome colocalization area [24]. Similar to the results observed
for general autophagy, the mitophagic flux was strongly decreased in patient cells, concluding that
the turnover of damaged mitochondrial was also impaired as a consequence of HACEI mutations.
However, future experiments using more sophisticated analysis methods [47,48] will be required in
order to obtain quantitative mitophagy data and to improve the knowledge of the defects caused by
HACETI deficiency.

5. Conclusions

In summary, the present study, together with the recently reported observations of Nagy et al.
(2019) [13], represents the first characterization of the molecular mechanisms underlying HACE1
deficiency in human disease. Here, we demonstrated that HACE1 mutations lead to a severe
impairment of the autophagic flux and a decreased ability to respond to oxidative damage. In addition,
we also showed increased mitochondrial oxidative stress and altered mitophagy in HACE1 patient
cells. Altogether, our observations suggest, for the first time, that these physiological processes
may be involved in the pathogenesis of this disorder. However, future studies based on functional
complementation of HACE1 patients’ fibroblasts and the analysis of HACE1-deficient neuronal cell
lines will be required to gain further knowledge about the contribution of altered autophagy, mitophagy
and oxidative stress impairment in the physiopathology of this disorder.
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Trio WES

*Rare variants (MAF<0.01)
*Recessive inheritance

*High / Moderate effect on the
encoded protein

*Variants associated to disease

HACE1

c.[240C>A];[240C>A]
p.[Cys80Ter];[Cys80Ter]

Figure S1. Identification of HACEI mutations. Exome data analysis and filtering steps leading to the
identification of mutations in HACE1. MAF, minor allele frequency.
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Figure S2. Quantification of TIM50 and ECHS1 protein expression. Western Blot analysis of TIM50
(mitochondrial membrane protein) and ECHS1 (mitochondrial matrix protein) showed similar
expression levels between control and patient cells, indicating no differences in mitochondrial
content. Results are expressed in relative units (RU).
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Figure S3. High resolution respirometry analysis normalized to protein content. High resolution
respirometry analysis normalized to protein content showed no major differences in the oxygen
consumption rate (OCR) between HACE1 and control cells. ROUTINE, oxygen consumption rate at
basal state; LEAK, residual oxygen consumption after oligomycin treatment; ETCmax, maximum
oxygen consumption induced by CCCP titration; ROX, residual oxygen consumption after antimycin
A treatment. OCR was normalized to protein content. Data is expressed as relative units (RU) of
control cells.
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Figure S4. mRNA expression analysis of autophagy genes. Quantitative PCR showed significantly
similar mRNA expression levels in HACE1 patient and control fibroblasts. Experiments were
performed in triplicate and results are expressed in relative units (RU). PPIA was used as internal
control.



Table S1. Antibodies used in this study

Protein Reference Manufacturer
NDUFA9 459100 ThermoScientific, USA
SDHA MS204 MitoSciences, USA
UQCRC2 ab14745 Abcam, UK
UQCRFS1 ab14746 Abcam, UK
COX5A ab110262 Abcam, UK
ATP5A ab14748 Abcam, UK
HACE1 ab133637 Abcam, UK
PDI MA3-019 ThermoScientific, USA
SERAC1 HPA025716 Sigma Aldrich, USA
SOD2 HPA001814 Sigma Aldrich, USA
LC3 PMO036 MBL, USA
TOM?20 Sc-11415 Sigma Aldrich, USA
a-TUBULIN ab176560 Abcam, UK
GAPDH sc-47724 Santa Cruz Biotechnology, USA
Table S2. Oligonucleotides used in this study.
Gene Forward Reverse
NQO1 5-GCCGCAGACCTTGTGATATT-3’ 5-CTGGTTTGAGCGAGTGTTCA-3
HMOX1 5-AACTTTCAGAAGGGCCAGGT 5 GTAGACAGGGGCGAAGACTG-3
LC3 5CATGAGCGAGTTGGTCAAGA 5’CTCGTCTTTCTCCTGCTCGT-3'
SQSTM1 5" GCACCCCAATGTGATCTGC 5"CGCTACACAAGTCGTAGTCTGG-3
BECLIN 5GGCTGAGAGACTGGATCAGG 5 CTGCGTCTGGGCATAACG-3
PPIA 5-AAATGCTGGACCCAACACAAA-¥ 5-TTGCCAAACACCACATGCTT-3







ARTICULO 3

Titulo: Complex | deficiency, due to NDUFAF4 mutations, causes severe mitochondrial

dysfunction and is associated to early death and dysmorphia.

Autores: Ugarteburu O, Teresa Garcia-Silva M, Aldamiz-Echevarria L, Gort L, Garcia-Villoria J,
Tort F, Ribes A.

Revista: Mitochondrion. 2020 Nov; 55:78-84. Factor de impacto: 3.992 (Q2: Genetics &
Heredity)

El gen NDUFAF4 ha sido asociado a patologia en algunos pacientes. En el presente trabajo
aportamos nueva informacion que permite ampliar el espectro fenotipico de la deficiencia de
NDUFAF4. Describimos dos hermanos que presentaron dismorfia facial y acidosis lactica en el
periodo neonatal. Posteriormente, desarrollaron una encefalopatia temprana y fatal,
acompafiada de episodios apneicos, irritabilidad, hipoventilacién central, afectacién hepatica e
hiperamonemia. En uno de los pacientes se demostré la presencia de alteraciones en la
sustancia blanca cerebral, y en el otro cardiomiopatia. En el estudio de acidos organicos en
orina se detectd una excrecion elevada de acido lactico, metabolitos del ciclo de Krebs y acido
3-metilglutacénico (3-MGA). En la secuenciacién del exoma celular de ambos hermanos se
identifico una mutacién, no descrita previamente, en homocigosis en el gen NDUFAF4
(c.478G>T; p.Glul60Ter) que codifica un factor de ensamblaje del complejo | de la cadena
respiratoria mitocondrial. El efecto deletéreo de la mutacién se demostré mediante Western
blot, ya que los fibroblastos de los pacientes no expresaban proteina NDUFAF4. El estudio
realizado mediante Blue-Native PAGE demostrd niveles casi indetectables de complejo | asi
como de los supercomplejos que contienen complejo |. Ademas, se observd un acumulo
anormal de supercomplejos SClll, /IV;. En cuanto a la morfologia mitocondrial, los fibroblastos
del paciente presentaban mitocondrias mdas redondeadas y una red mitocondrial menos
ramificada. La capacidad respiratoria de las células con deficiencia de NDUFAF4 también
estaba reducida. En resumen, proporcionamos nueva informaciéon que permite conocer mejor
las bases fisiopatoldgicas de la deficiencia de NDUFAF4 ademads de ampliar el espectro clinico y

bioquimico de esta enfermedad.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Pathogenic mutations in NDUFAF4 have been reported in very few cases. Here we present new data to further
NDUFAF4 delineate the phenotypic spectrum of NDUFAF4 deficiency. We describe two siblings presenting with facial
OXPHOS dysmorphia and lactic acidosis in the neonatal period. Later on, they developed fatal early encephalopathy with
Exome

apneic episodes, irritability, central hypoventilation, liver involvement and hyperammonemia. Abnormality of
the cerebral white matter was demonstrated in one case, and cardiomyopathy in the other. Urine organic acid
profile showed an increased excretion of lactate, Krebs cycle metabolites and 3-methylglutaconate. Whole-
exome sequencing identified a novel homozygous nonsense mutation in NDUFAF4 (c.478G > T; p.Glu160Ter),
encoding a mitochondrial complex I assembly factor. The disruptive effect of the mutation was corroborated by
the absence of NDUFAF4 expression in patient fibroblasts. OXPHOS assembly studies demonstrated almost
undetectable levels of fully assembled complex I and complex I-containing supercomplexes and an abnormal
accumulation of SCIII,IV; supercomplexes. Morphologically, fibroblasts showed rounder mitochondria and a
diminished degree of branching of the mitochondrial network. Cellular respiratory capacity in fibroblasts was
also markedly reduced. In sum, we provide insights into the physiopathological mechanisms underlying
NDUFAF4 deficiency and expand the knowledge about the clinical and biochemical spectrum of this disorder.

Mitochondrial morphology
High-resolution respirometry
Supercomplexes

dimeric complex III (SCL;1II,) and to a variable number of complex IV
units (SCLIILIV,) (Guerrero-Castillo et al., 2017). Complex I deficiency

1. Introduction

The oxidative phosphorylation (OXPHOS) system comprises five
heteropolymeric complexes (complexes I-V) located in the inner mi-
tochondrial membrane. This molecular machinery is responsible for the
production of the major bulk of cellular energy in form of ATP.
Complex I is the largest component of the OXPHOS system, which
consists of 45 structural subunits and requires the function of around 20
auxiliary proteins for its proper assembly and for formation of the ac-
tive complex. The mature complex I further associates with other
OXPHOS complexes to form multi-enzyme assemblies known as re-
spiratory chain supercomplexes. Specifically, complex I binds to

is among the most common biochemical alterations observed in pe-
diatric mitochondrial disorders. Clinical symptoms associated to com-
plex I deficiencies are heterogeneous, ranging from fatal neonatal lactic
acidosis and severe neurological abnormalities in infancy, to isolated
myopathy and exercise intolerance into adulthood (OMIM: PS252010).
There are no obvious genotype-phenotype correlation, and inference of
the underlying basis for disease from the clinical or biochemical pre-
sentation is difficult, if not impossible (Haack et al., 2012). However, in
the last decade, implementation of next-generation sequencing has fa-
cilitated the identification of new disease-causing variants associated to

Abbreviations: 3-MGA, 3-methylglutaconate; 3-MGA-uria, 3-methylglutaconic aciduria; AR, aspect ratio; BN-PAGE, blue native polyacrilamide gel electrophoresis;
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disorders with broad phenotypic spectra.

To date, mutations in 42 genes encoding for either complex I
structural subunits or assembly factors have been reported to cause this
heterogeneous group of disorders (Thompson et al., 2020). Mutations in
NDUFAF4 (OMIM: *611776), which encodes a complex I assembly
factor, have been reported only in three families (Saada et al., 2008;
Haack et al., 2012; Baertling et al., 2017). Although the role of
NDUFAF4 in the initial steps of complex I biogenesis has been well
studied, the knowledge about the physiopathological basis of NDUFAF4
deficiency is still limited due to the few patients reported so far. Here
we report two siblings carrying a novel NDUFAF4 mutation. We also
expand the clinical spectrum and the biochemical abnormalities asso-
ciated to this disorder.

2. Methods
2.1. Organic acids

Urine organic acids were analyzed as their trimethylsilyl derivatives
(TMS) by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) (Agilent
7890A/5975C GC/MS).

2.2. Enzymatic activities

Enzymatic activities of the mitochondrial respiratory chain com-
plexes and PDH were determined as previously described (Quintana
et al., 2010; Rustin et al., 1994). The respiratory chain activities were
normalized to protein content (milligrams of protein) and to the citrate
synthetase (CS) activity, a marker of the mitochondrial mass (Table 1,
Supplementary Table 1).

2.3. Whole-exome sequencing

Genomic DNA was isolated from patient fibroblasts following the
manufacturer's recommendations (QiAmp DNA Mini Kit, QIAGEN,
Hilden, Germany). Whole-exome sequencing (WES) was performed for
both affected siblings. Exome enrichment was performed using the
SeqCap_EZ_Exome_v3 kit (Nimblegen) followed by sequencing using the
Ilumina HiSeq 2000 genome analyzer platform. Sequencing and ana-
lysis of the primary data (FASTQ files) were performed at the National
Center for Genomic Analysis (CNAG-CRG, Barcelona, Spain) using a
self-developed pipeline.

2.4. Cell culture

Human skin fibroblasts were maintained in MEM containing 1 g/L

Table 1

Mitochondrial respiratory chain (OXPHOS) enzymatic activities.
Enzyme activities (nmol/min/mg prot) Fibroblasts

Patient 1 Controls
Complex I - NADH: Cytochrome C oxidoreductase 2256 1785-1931
Complex I + III - NADH: Cytochrome C reductase 304 244-336
Complex II + III - Succinate: Cytochrome C 12 2.4-7.8
oxidoreductase

Complex IV - Cytochrome C oxidase 26 15-23
Citrate synthetase (CS) 25 6.2-15
Complex I/ CS 89* 132-288
Complex I + III / CS 12* 23-39.4
Complex II + III / CS 0.47 0.39-0.53
Complex IV / CS 1.04* 1.57-2.44

OXPHOS, Oxidative phosphorylation system. Individual values are the mean of
triplicate determinations. Number of controls used for each determination:
Complex I, 3 controls; Complex I + III, 12 controls; Complex II + III, 11
controls; Complex V, 12 controls; CS, 7 controls. *Altered values.
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glucose and supplemented with 10% fetal calf serum and 1% peni-
cillin-streptomycin at 37 °C in 5% CO».

2.5. Analysis of protein steady-state levels

Protein steady-state levels were analyzed by western blot.
Fibroblasts obtained from healthy donors and NDUFAF4 patients were
homogenized, and the extracts were analyzed by SDS-PAGE, as reported
(Tort et al., 2019). Antibody details are given in the Supplementary
Table 2.

2.6. Blue Native-PAGE analysis of mitochondrial respiratory chain
complexes and supercomplexes

Mitochondria-enriched pellets were obtained from the NDUFAF4-
patient fibroblasts and control fibroblasts, as described (Wittig et al.,
2006). For analyses of the mitochondrial respiratory complexes and
supercomplexes, pellets were solubilized and analyzed using 4% to 15%
polyacrylamide gradient gels, followed by immunoblotting and colori-
metric detection as described (Tort et al., 2019). Antibody details are
given in the Supplementary Table 2. In-gel activity was performed as
reported (Van Coster et al., 2001).

2.7. Immunofluorescence

Cells were grown in glass coverslips, rinsed with PBS, and fixed with
4% paraformaldehyde. Samples were permeabilized for 10 min with
0.1% TritonX-100. To analyze mitochondria morphology, cells were
stained with anti-TOMM20 (sc-11415) antibody, and coverslips were
mounted with Mowiol 4-88 Mounting Medium (Sigma-Aldrich, Sant
Luis, MI, USA). Images were obtained using a Leica TCS SL laser
scanning confocal spectral microscope (Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Germany) and analyzed using ImageJ software. The ratios
between mitochondria length and width (aspect ratio, AR) and the
degree of mitochondrial branching (form factor, FF) were determined.
As AR is the ratio between the major and the minor mitochondrial axis,
it is indicative of the mitochondrial shape and elongation, whereby
AR = 1 indicates a completely circular mitochondria, and increasing
values indicate more elliptical form- FF is calculated as the inverse of
circularity (whereby circularity is 4w.area/perimeter (Haack et al.,
2012) High FF values indicate branched and connected mitochondria.
All experiments were performed in duplicate using three different
controls. For each sample, at least 30 cells were analyzed.

2.8. High- resolution respirometry

High-resolution respirometry was performed in intact cells using
polarographic oxygen sensors in a two-chamber Oxygraph-2k system
according to manufacturer’s instructions (OROBOROS Instruments,
Innsbruck, Austria) and following previously reported methods (Pesta
et al., 2012). The oxygen consumption rate (OCR) was measured as
pmol/(second x millions of cells).

2.9. Statistics

The two-tailed Student’s t-test was used to compare the means of
two independent groups with normally distributed data. Data were
reported as the mean = S.E.M. Values of p < 0.05 were considered
statistically significant.
3. Results

3.1. Patients

Patients reported here are siblings from healthy second-degree
consanguineous parents. The first born of this family was a girl. She was
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born at 41 weeks of gestation by caesarean section due to fetal suf-
fering. Apgar score was 9/10. Birth weight, height and head cir-
cumference were normal (3250 g, 52 cm and 35 cm, respectively).
Physical examination was uneventful except for peculiar facies with
depressed nasal root and anteverted nostrils. Chromosomal abnormal-
ities were ruled out. Glycosaminoglycans and very-long-chain fatty
acids were normal. She was discharged at 9 days of age but admitted
again on the 28th day of life because of fever and infection. Blood
culture disclosed Staphylococcus aureus, and she was successfully treated
with antibiotics. She then had a second infection of Enterobacter cloacae
that was treated with cefotaxime. Subsequently, she developed re-
current metabolic acidosis with hyperlactatemia, neurologic dete-
rioration, irritability and seizures. A heart murmur of II/VI grade was
detected, and electrocardiography showed a right bundle branch block,
while cardiac echography did not show abnormalities. First-line bio-
chemical investigation showed both normocytic and normochromic
anemia, as well as episodes of hyperglycemia and glycosuria, metabolic
acidosis with high plasma levels of lactate (6.8 mmol/L; reference range
0.64-2.4), pyruvate (0.19 mmol/L; reference range 0.04-0.07) and
ammonia (160 pg /dL; reference range 20-100). Urine organic acid
profile showed high excretion of lactate, 2-hydroxybutyrate, 3-me-
thylglutaconate (3-MGA) and Krebs cycle metabolites (succinate, fu-
marate and 2-ketoglutarate). Quantitative data were not available. At
3.5 months of age, she showed signs of failure to thrive, slight macro-
cephaly, progressive neurological deterioration with absence of eye
contact, axial hypotonia and pyramidal signs. The EEG disclosed severe
slowing of background and paroxysm, and brain CT and MRI showed
white matter abnormalities more prominent in frontal regions. A defi-
ciency of pyruvate dehydrogenase (PDH) was suspected, but a skin
biopsy showed that PDH complex activity (measured in triplicate) was
within the control range: 0.40 * 0.11 nmol/min X mg protein (re-
ference range: 0.7 = 0.3). Despite empirical treatment with biotin,
thiamine and lipoic acid, the clinical status continued to worsen, and
she suffered apneic episodes requiring mechanical ventilation. She died
at 4.5 months of age during an intercurrent respiratory infection.
Necropsy revealed liver steatosis. Post-mortem muscle tissue did not
show abnormalities suggestive of a mitochondrial disease, but re-
spiratory chain activities in fibroblasts showed evidence of complex I
deficiency with a slight decrease of complex IV activity (Table 1).

The second born of this family was a boy. Pregnancy and delivery
were uneventful. Physical examination at birth was normal, except for
facial dysmorphia like his sister, with depressed nasal root and ante-
verted nostrils, and diastasis recti abdominis. Biochemical analysis at
3 days of life disclosed high levels of lactate (5.3 mmol/L) and pyruvate
(0.19 mmol/L), as well as hyperammonemia (164 pg/dL), hypergly-
cemia (145 mg/dL; reference range 65-120) and high levels of CK (394
U/L; reference range 10-200). At 11 days of age, he presented severe
anemia that required red blood cell transfusion. A systolic murmur of I/
VI degree was found, but functional cardiac examination was normal.
Plasma amino acids showed an increased level of alpha-alanine
(586 mmol/L; reference range 149-439), while carnitine and acylcar-
nitine levels were normal. His urine organic acid profile was almost
identical to that of his sister, with high excretion of lactate (285 mmol/
mol creatinine; reference values < 50), 3-methylglutaconate
(71 mmol/ mol creatinine; reference values < 20), fumarate
(74 mmol/mol creatinine; reference values < 30) and 2-ketoglutarate
(74 mmol/mol creatinine; reference values < 32). At 45 days of age,
he presented with slight axial hypotonia, irritability, poor eye follow-up
and decreased consistency of muscle mass, as the only signs of neuro-
logic affectation, and hepatomegaly without alteration of the hepatic
enzymes. Plasma levels of lactate and ammonia were persistently high,
of 8.6 mmol/L and 228 pg/dL, respectively, with tendency towards
hyperglycemia (139 mg/dL) but with normal ketone bodies. He was
treated empirically with a cocktail consisting of thiamine, riboflavin
and coenzyme Q. At 2 months of age, he had an episode of sudden
death at home but could be resuscitated. He was immediately admitted
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to a neonatal intensive care unit and put on mechanical ventilation due
to frequent apnea. Cardiac studies revealed hypertrophic cardiomyo-
pathy. He died 3 days after this episode due to cardiorespiratory arrest.

3.2. Identification of mutations in NDUFAF4

Mitochondrial respiratory chain activities in muscle and fibroblasts,
as well as alterations of metabolites in plasma and urine, pointed to a
mitochondrial energy metabolism disorder. We performed WES on DNA
from both affected siblings. As we expected a recessive inheritance due
to the consanguinity of the family, we filtered for homozygous rare
variants (GMAF > 0.01) predicted to have a strong impact in the
encoded protein. The filtering steps are detailed in Supplementary
Fig. 1. As we suspected a mitochondrial dysfunction, we selected var-
iants in genes annotated in the MitoCarta(Calvo et al., 2016). Local
variation was also considered, and the prioritized variants were sear-
ched in the Spanish Variant Server (http://csvs.clinbioinfosspa.es/), a
database of genetic variation in the Spanish population. Using this
strategy, we prioritized variants in NUBPL and NDUFAF4 (encoding for
complex I assembly factors) and PDSS1 (associated to CoQ10 bio-
synthesis). Variants in NUBPL (c.383-5dupT, NM_025152.2) and PDSS1
(c.163-5delT, NM_014317.3) were discarded as both were predicted to
be benign, according to VarSome prediction tools, and had an allelic
frequency of 0.02 and 0.03, respectively, in the Spanish population
(Kopanos et al.,, 20192019). In contrast, the homozygous nonsense
mutation (c.478G > T; p.Glul60Ter) in NDUFAF4 was predicted to be
pathogenic, and was therefore prioritized it as the potential cause of the
disease. This mutation was confirmed by Sanger sequencing
(Supplementary Fig. 2).

3.3. Steady-state levels of NDUFAF4 and complex I structural subunits were
decreased in the patient fibroblasts

As the c.478G > T mutation was predicted to generate a truncated
protein, we determined its effect by analyzing the expression of
NDUFAF4 by western blot. The results showed undetectable levels of
NDUFAF4 protein in both affected siblings (Fig. 1A). We also assessed
the steady-state levels of representative subunits of complexes I-V and
found a marked reduction of complex I structural components, but no
changes in the subunits of complex II, III, IV or V (Fig. 1B).

3.4. Defective complex I assembly and supercomplexes formation in the
NDUFAF4 patient fibroblasts

As NDUFAF4 is a complex I assembly factor, we used Blue Native-
PAGE to analyze the assembly of the OXPHOS system. Our results
showed an isolated defect in the assembly of complex I in fibroblasts
from both patients (Fig. 2A). In addition, the levels of fully assembled
supercomplexes (SCL;III, and SCL;III,IV,) were almost absent (Fig. 2B).
Interestingly, we detected an abnormal accumulation of the SCIII,/IV
supercomplex in patient cells by western blot. These observations were
further corroborated by in-gel-activity (IGA) analysis (Fig. 2B).

3.5. Mitochondrial network and morphology are altered in NDUFAF4-
defective patient fibroblasts

Immunofluorescence studies demonstrated a significant reduction in
AR (indicative of morphology) and FF (indicative of network
branching) parameters in cells from the P1 and P2 individuals as
compared to control cells (p < 0.05) (Fig. 3A). The NDUFAF4-defi-
cient fibroblasts had rounder and shorter mitochondria as well as a
diminished branching degree of the mitochondrial network. A TMEM70
individual with strong alterations of the mitochondrial network and
morphology, was used as a positive control. We discarded the possibi-
lity of altered steady-state levels of MFN2 (involved in mitochondrial
fusion) and DRP1 (involved in mitochondrial fission), as western blot
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Fig. 1. Analysis of protein steady-state levels. (A) Western blot analysis showed undetectable levels of NDUFAF4. (B) Decreased levels of complex I subunits were

observed patient fibroblasts. C, control; P1, patient 1; P2, patient 2.

assessment of these proteins showed no significant alterations
(Supplementary Fig. 3).

3.6. Respiratory capacity was severely reduced in the NDUFAF4-defective
patient fibroblasts

We determined the effect of NDUFAF4 mutations on mitochondrial
function by high-resolution respirometry. The basal OCR as well as the
maximal respiratory capacity was significantly reduced in P2 fibro-
blasts (Fig. 3B). Unfortunately, OCR could not be determined for P1
cells due to poor cell growth and to material unavailability.

4. Discussion

Mitochondrial respiratory chain complex I deficiencies are among
the most common defects observed in patients with pediatric mi-
tochondrial disorders. Mutations in 42 genes encoding either complex I
structural subunits or assembly factors have been reported to be in-
volved in this group of disorders (Thompson et al., 2020). However,
there is a large degree of clinical and genetic heterogeneity in complex I
deficiency and genotype-phenotype correlation has not yet been es-
tablished (Haack et al., 2012).

To date, mutations in NDUFAF4, encoding for a complex I assembly
factor, have only been described in three families (Saada et al., 2008;
Haack et al., 2012; Baertling et al., 2017). We have compared the
clinical, biochemical and molecular data of these reported individuals
with the two patients described here for discussion (Table 2). In

contrast to other causes of complex I deficiency, patients with muta-
tions in NDUFAF4 present quite uniform clinical symptoms. As it can be
observed in Table 2 all of them present early after birth or during in-
fancy with metabolic acidosis and high plasma and CSF lactate. Except
for two patients who were still alive at 2 and 7 years of age, all affected
individuals died very early (from one-week to 18-months of life). In-
dividuals surviving the neonatal period showed failure to thrive, gen-
eralized hypotonia and irritability. Seizures were reported for four of
the patients, while hypertonia, cardiomyopathy, nystagmus and optic
atrophy were less commonly reported. All patients showed encephalo-
pathy, and brain MRI performed for four patients showed grey and
white matter atrophy, demyelination and cerebellar atrophy (Saada
et al., 2008) or basal ganglia and brainstem and thalami lesions (Haack
et al, 2012; Baertling et al., 2017). Liver involvement, hyper-
ammonemia and facial dysmorphia have never been reported pre-
viously for NDUFAF4 deficiency. In fact, dysmorphia is an uncommon
finding in mitochondrial diseases. To our knowledge, dysmorphia has
been commonly reported only in a few particular conditions, such as
those caused by mutations in FBXL4, TMEM70 and LRPPRC (Garone
et al., 2018), and it is even more rare in complex I deficiencies (Koene
et al., 2012; Alston et al., 2016, 2018; Fiedorczuk and Sazanov, 2018).
Notably, the patients reported here showed increased urinary excretion
of 3-MGA. This metabolite has been widely documented in mitochon-
drial disorders (Wortmann et al., 2013). Although the precise origin of
3-MGA excretion remains unclear, the detection of elevated levels of
this metabolite in urine is considered a good biomarker of mitochon-
drial dysfunction (Fiedorczuk and Sazanov, 2018). Among OXPHOS
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Fig. 2. Analysis of OXPHOS complexes and supercomplexes. (A) BN-PAGE showed an isolated deficiency of complex I in NDUFAF4 patients. (B) BN-PAGE
demonstrated decreased SCI;1II,IV, and accumulation of SCIII,CIV supercomplexes in patient fibroblasts. MRC, mitochondrial respiratory chain; IGA, in-gel activity;
C, control; P1, patient 1; P2, patient 2. Analyses of the OXPHOS complexes and supercomplexes were performed using three different sources of control fibroblasts.

All experiments were performed in duplicate.
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Fig. 3. Analysis of mitochondrial morphology and high-resolution respirometry. (A) Inmunofluorescence analysis using the TOMM20 mitochondrial marker
showed significantly altered aspect ratio (AR) and form factor (FF) parameters in patient fibroblasts. Two independent experiments using three different controls
were performed. Scale bar, 30 um. *p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001. (B) High-resolution respirometry in the NDUFAF4 patient and control individuals
showed an important reduction in the basal oxygen consumption rate (OCR; measured as pmol/[second * millions of cells]) as well as in the maximal respiratory
capacity (ETCmax). Two independent experiments using two different control cell lines were performed. C, control; P1, patient 1; P2, patient 2; TMEM?70, positive

control of TMEM?70 in patient fibroblasts.

defects, 3-MGA aciduria is commonly found in patients with primary
complex V deficiency, and specifically those due to mutations in
ATPAF2, TMEM70, ATP5F1E or ATP5F1D. However, 3-MGA aciduria is
not a frequent finding in other OXPHOS defects, including disorders
caused by mutations in complex I (Wortmann et al., 2013; Alban et al.,
2017).

The genotypes of the NDUFAF4 patients are shown in Table 2, and a
comparative in silico analysis of all the reported mutations is summar-
ized in Table 3. In the first cohort of patients, the identified mutation
(c.194 T > C, p.Leu65Pro) targets a conserved amino acid located
within a putative calmodulin-binding domain (Saada et al., 2008). Al-
though protein analysis showed that NDUFAF4 was importantly re-
duced (albeit not completely lacking) in patient fibroblasts, the impact
of this mutation on complex I function was unequivocally demonstrated
by functional recovery of complex I activity upon complementation
with the wild-type NDUFAF4 cDNA. However, despite the fact that all
patients in this cohort had the same genotype, one of them is still alive
at 7 years of age, while the others died very early (Table 2). The other
two reported variants (c.7G > C, p.Ala3Pro and c23G > A,
p-Gly8Glu) alter two conserved residues in the N-terminal region of the
protein (Haack et al., 2012; Baertling et al., 2017). In contrast to that
seen in the first cohort of patients (Saada et al., 2008), no NDUFAF4
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protein was detectable in the individual carrying the c.7G > C sub-
stitution (Baertling et al., 2017). No functional data were reported for
the ¢.23G > A variant (Haack et al., 2012).

The disruptive effect of the novel mutation (c.478G > T) reported
here was predicted to generate a premature termination codon at re-
sidue 160; this was corroborated by western blot, which revealed that
the NDUFAF4 protein was absent in patient fibroblasts, similar to that
observed for the individual reported by Baertling and co-workers
(Baertling et al., 2017).

The physiopathological mechanisms underlying NDUFAF4 defects
are still not completely understood, probably due to the low numbers of
reported patients. As NDUFAF4 encodes for a complex I assembly
factor, we studied the functional consequence of the c.478G > T
mutation by analyzing the expression of several subunits of the
OXPHOS system as well as the assembly of mitochondrial respiratory
complexes and supercomplexes. Our results showed a marked reduction
of the steady-state levels of complex I structural components as well as
an almost complete absence of fully assembled complex I and complex
I-containing supercomplexes (SCIIII,IV,)). Moreover, the levels of
SCIIL,IV; supercomplexes were markedly increased in both patients.
These results corroborate the previous observations of Baertling et al.
(2017), who also observed an abnormal accumulation of SCIII;IV,
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Main clinical, biochemical and molecular aspects of the previously described NDUFAF4 deficient patients compared with the two siblings of this report.

CLINICAL FEATURES This report

Saada et al. 2008

Haack et al. 2012 Baertling et.al.

2017
Patients Patient 1 Patient 2 F72, F511, F359 F334 F528
Age of onset Neonatal Neonatal Neonatal Neonatal Neonatal < 6m 7 m
Exitus 45m 2m 9-18 m Alive at 7y 1st week NR Alive at 2y
Failure to thrive + + + + + + +
Facial dysmorphia + + NR NR NR NR -
Hypotonia - + + + + + +
Irritability + + + + NR NR +
Seizures + - 2 of the patients NR +
Hypertonia + - NR NR NR NR +
Nystagmus/visual + + + + NR NR NR
problems
Optic atrophy - - NR + NR NR NR
Encephalopathy + + + + + + +
Brain MRI Frontal bilateral Not done Proved in one patient: Grey and white matter atrophy,  LeukodystrophySymmetrical basal Diffuse bilateral
alterations of the demyelination, subventricular cysts, Cerebellum atrophy ganglia and brain stem lesions alterations in the
white matter basal ganglia and
thalami
Cardiomiopathy - + - - + - -
Liver disease Steatosis Hepatomegaly NR NR NR NR NR
Metabolic acidosis + + + + + NR NR
High lactate
Urine + + NR NR NR NR NR
Plasma + + + + + + +
CSF + + NR NR NR + +
Hiperammonemia + + NR NR NR NR NR
Increased organic Lactate Lactate NR NR NR NR Lactate
acids in urine 2-OH-butyrate 2-OH-butyrate Krebs cycle
3-MGA 3-MGA metabolites
Krebs cycle Krebs cycle
metabolites metabolites
Genotype ¢.[558G > T]; c.[558G > TJ; ¢.[194T > CJ; ¢.[194T > C]; ¢.[194T > CJ; c.[23G > A]; c.[7G > Cl;
[558G > T] [558G > T] [194T > C] [194T > C] [194T > C] [23G > A] [7G > C]
Effect on protein p-Glul60Ter p-Glul60Ter p.Leu65Pro p-Leu65Pro p.Leu65Pro p.Gly8Asp p.Ala3Pro

supercomplexes in an NDUFAF4 patient. These results provide further
evidence of an altered CIII and CIV association when the biogenesis of
complex I-containing supercomplexes is impaired. Intriguingly, the
mitochondrial respiratory chain activities analyzed in muscle and fi-
broblasts of one of the patients showed, in addition to complex I defi-
ciency, a reduction in the activity of complex IV. In fact, variable al-
terations in the activities of the OXPHOS complexes have been already
observed in other patients who have mutations in complex I assembly
factors and structural subunits, such as NDUFAF3, TMEMI126B,
NDUFAF2 and NDUFA9 (Alston et al., 2016; Ishiyama et al., 2018;
Herzer et al., 2010; Baertling et al., 2018). The nature of these altera-
tions is not clear but could be a consequence of the general malfunction
of the mitochondrial respiratory chain caused by defective complex I
assembly. The consequences of these alterations on mitochondrial
function were determined by high-resolution respirometry. We de-
monstrated that NDUFAF4-defective fibroblasts have an important re-
duction of the basal and the maximal respiratory capacity, suggesting

Table 3

that the function of the electron transport chain might be severely
compromised. Despite the severe decrease in the assembly and activity
of complex I, only a 40% decrease of the basal oxygen consumption was
observed in NDUFAF4-defective fibroblasts. The majority of reported
patients with complex I deficiency had stronger reductions in the re-
spiratory capacity. However, relatively normal or just slightly altered
oxygen consumption rates have been also observed in some patients
(Alston et al., 2018; Friederich et al., 2017; Simon et al., 2019). A de-
tailed analysis using substrates for specific OXPHOS complexes could
provide further insight to understanding the functional impact of
NDUFAF4 deficiency on the respiratory capacity. However, the poor
growth of fibroblasts from these patients has been a strong limitation.
Consequently, these analyses could not be performed.

Mitochondrial respiration and energy production have been re-
ported to be tightly correlated with mitochondrial morphology and
network organization (Simcox et al., 2013). In fact, mitochondrial
fragmentation and network abnormalities have been reported in

In silico pathogenicity predictions of the previously NDUFAF4 described mutations compared with the mutation of this report.

In silico predictions

Genetic variant Effect on protein Reference

SIFT4G (Score)

MutationTaster (Probability) Polyphen-2(Score)

c¢7G > C p.Ala3Pro (Baertling et al., 2017) Damaging(0.033) Polymorphism(0.841) Probably damaging(0.991)
c.23G > A p.Gly8Asp (Haack et al., 2012) Tolerated(0.38) Polymorphism(0.999) Probably damaging(0.662)
c194T > C p.Leu65Pro (Saada et al., 2008) Damaging(0.004) Disease causing(1) Probably damaging(1)
c478G > T p. Glul60Ter This report - Disease causing(1) -

c¢DNA nomenclature is based on RefSeq NM_014165. Proteinnomenclature is based on Q9P032. SIFT4G - https://sift.bii.a-star.edu.sg/sift4g/ ; MutationTaster.-
http://www.mutationtaster.org/; Polyphen-2.- http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/.

The PolyPhen-2 score ranges from 0.0 (tolerated) to 1.0 (deleterious). For the SIFT score, the amino acid substitution is predicted to be damaging if the score
is < 0.05, and tolerated if the score is > 0.05. Mutation Taster categorizes the alteration to be either 'disease causing' or 'polymorphism/, displaying a probability
value for the prediction. Values close to 1 indicates a high 'security' of the prediction.
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fibroblasts of patients carrying mutations in genes encoding structural
complex I subunits (Koopman et al., 2007). In the present study, we
demonstrated that NDUFAF4-deficient fibroblasts have rounder and
isolated mitochondria, providing the first evidence of altered mi-
tochondrial morphology and network associated to NDUFAF4 defi-
ciency.

Altogether, we provide insight into the physiopathological basis
underlying NDUFAF4 deficiency and expand the clinical spectrum as
well as the biochemical abnormalities associated to this disorder.
Notably, in addition to the previously reported clinical symptoms, the
patients described here showed dysmorphia and 3-MGA aciduria, two
features not previously reported in this disease.
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Supplementary figure 1.Identification of NDUFAF4 mutations.Exome data analysis
and filtering steps leading to the identification of mutations in NDUFAF4.GMAF,
global minor allele frequency.



NDUFAF4 c.478G>T

F G T T A C T T T T|lE|A A G T C G A A A 1
P1
i\ ﬁ‘ . 1".‘| fioa
AW I
| r‘ ‘l \ f {‘ \‘ ( | I\ |
ETR / {1 [}
fi \ I\ I l,;‘ \
g ! J i A 1y ]
T A*i¥ce T c € A A a

—

Supplementary Figure 2. Identification of NDUFAF4 mutations.Sanger sequencing

validated the ¢.478G>T mutation in both affected siblings.
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mitochondrial fusion, showed no alterations in thesteady state levels of MFN2 and

DRP1 in NDUFAF4 deficient cells.




Supplementary Table 1.Mitochondrial respiratory chain (OXPHOS)

activities in muscle.

Enzyme activities (nmol/min/mg prot) Muscle

A%
i gp Patient 1 Controls
Complex I - NADH: Cytochrome Coxidoreductase 604 112-424
Complex I+III - NADH: Cytochrome C reductase 45 16-39
Co'mplex II+II - Succinate: Cytochrome C 19.8 7.4-15
oxidoreductase
Complex IV - Cytochrome C oxidase 65,5 28-85
Citrate synthetase (CS) 176 59-130
Complex I/ CS 3.43 1.9-3.26
Complex I+III/ CS 0.26* 0.28-0.30
Complex II+II1/ CS 0.11 0.11-0.13
Complex IV / CS 0.37* 0.47-0.65

enzymatic

OXPHOS, Oxidative phosphorylation system.Number of controls used for each determination:
Complex 1, 3 controls; Complex I+III, 4 controls; Complex II+III, 4 controls; Complex V, 4

controls; CS, 3 controls. *Altered values.



Supplementary Table 2.Antibodies used in this study

Protein Reference Manufacturer

NDUFAF4 SAB2701035 Sigma Aldrich, USA

NDUFA9 459100 ThermoScientific, USA
NDUFS3 ab14711 Abcam, UK

NDUFS2 s¢-390596 Santa Cruz Biotechnology, USA
SDHB MS203 MitoSciences, USA

CORE2 ab14745 Abcam, UK

COXS5A ab110262 Abcam, UK

ATPSA ab14748 Abcam, UK

o —TUBULIN ab176560 Abcam, UK

TOMM?20 sc-11415 Santa Cruz Biotechnology, USA
DRP1 sc-271583 Santa Cruz Biotechnology, USA
MFN2 ab56889 Abcam, UK

B-ACTIN A5441 Sigma Aldrich, USA
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La deficiencia aislada de complejo | (Cl) es el defecto del sistema OXPHOS mas frecuente. La
secuenciacion del exoma celular identificd una mutaciéon en homocigosis en el gen NDUFA8
(c.293G>T; p.Arg98Leu) en dos hermanos con una evolucién clinica favorable. Este gen codifica
una subunidad del complejo |. Los pacientes descritos en este trabajo son practicamente
asintomaticos a excepcion de leves deficiencias del crecimiento y dificultades del lenguaje, a la
edad de 6 y 9 afos. Estas observaciones son muy relevantes ya que la mayoria de pacientes
con deficiencia de complejo 1, incluyendo el Unico paciente con mutaciones en NDUFA8
descrito hasta el momento, muestran una evolucién clinica muy desfavorable. Los estudios de
Western blot demostraron que la expresion de la proteina NDUFA8 estaba extremadamente
reducida en fibroblastos y en tejido muscular de ambos pacientes. Ademas, se observo la
disminucién de otras subunidades del complejo I. El estudio realizado mediante Blue-Native
PAGE mostré una deficiencia aislada en el ensamblaje y actividad del complejo I, ademas de
defectos en la formacién de supercomplejos y acumulo anormal de los subensamblajes del
complejo I. El andlisis de inmunofluorescencia en fibroblastos identificé la presencia de
mitocondrias mas redondeas y de una red mitocondrial menos ramificada que en los controles.
Los estudios de complementacidn funcional demostraron la patogenicidad de las mutaciones,
ya que la transducciéon de cDNA NDUFAS8 “wild-type” a través de un lentivirus restaurd los
niveles de NDUFAS8 vy la actividad enzimatica del complejo | en fibroblastos inmortalizados. En
resumen, aportamos nuevas evidencias sobre la fisiopatologia de la enfermedad causada por
mutaciones en NDUFAS, que se asocia a la alteracién de la morfologia mitocondrial, deficiencia
de complejo |, defectos en la formacidn de supercomplejos y una progresién muy leve de la

enfermedad.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Isolated complex I (CI) deficiency is the most common cause of oxidative phosphorylation (OXPHOS) dys-

NDUFAS function. Whole-exome sequencing identified biallelic mutations in NDUFA8 (c.[293G > TI; [293G > T],

OXPHOS encoding for an accessory subunit of CI, in two siblings with a favorable clinical evolution. The individuals

g’“’m‘f reported here are practically asymptomatic, with the exception of slight failure to thrive and some language
omp X ! . difficulties at the age of 6 and 9 years, respectively. These observations are remarkable since the vast majority of

Mitochondrial morphology . . . . . . .

Supercomplexes patients with CI deficiency, including the only NDUFAS8 patient reported so far, showed an extremely poor

clinical outcome. Western blot studies demonstrated that NDUFAS8 protein was strongly reduced in the patients'
fibroblasts and muscle extracts. In addition, there was a marked and specific decrease in the steady-state levels of
CI subunits. BN-PAGE demonstrated an isolated defect in the assembly and the activity of CI with impaired
supercomplexes formation and abnormal accumulation of CI subassemblies. Confocal microscopy analysis in
fibroblasts showed rounder mitochondria and diminished branching degree of the mitochondrial network.
Functional complementation studies demonstrated disease-causality for the identified mutation as lentiviral
transduction with wild-type NDUFA8 cDNA restored the steady-state levels of CI subunits and completely re-
covered the deficient enzymatic activity in immortalized mutant fibroblasts. In summary, we provide additional
evidence of the involvement of NDUFAS8 as a mitochondrial disease-causing gene associated with altered mi-
tochondrial morphology, CI deficiency, impaired supercomplexes formation, and very mild progression of the
disease.

in the inner mitochondrial membrane. Complexes I, Il and IV generate
an electrochemical gradient that allow the synthesis of the major bulk

1. Introduction

Mitochondrial disorders are a large and heterogeneous group of
diseases presenting with a wide variety of clinical symptoms, particular
metabolic profiles and variable enzymatic defects [1-3]. The patho-
physiology of mitochondrial diseases is complex and involves genetic
mutations in either mitochondrial or nuclear DNA. Among them, dis-
orders caused by genetic defects directly targeting the oxidative phos-
phorylation (OXPHOS) system are the most abundant, being isolated CI
deficiency the most common cause of OXPHOS dysfunction [4,5].
Complex I is the largest component of the human OXPHOS system,
which is composed by five multisubunit enzymatic complexes located

of cellular ATP, the principal energy-storage molecule. This is done by
ATP synthase or complex V, driven by the proton gradient. Complex I
contains a total of 45 subunits (14 core and 30 accessory subunits,
having two copies of NDUFABL1). In addition, 25 auxiliary proteins are
known to be necessary for the proper assembly of the functional com-
plex [6]. Seven of the core subunits are encoded by the mitochondrial
DNA, whereas the remaining components are encoded by the nuclear
genome [7,8]. In human cells, nearly the totality of complex I is asso-
ciated with respiratory chain complexes III and IV forming the re-
spiratory supercomplexes or ‘respirasomes’, the physiological relevance
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of which is still a matter of study and debate [9-14].

Clinically, a widespread spectrum of phenotypes has been asso-
ciated to mitochondrial complex I deficiency (OMIM: 252010). The
presentation of the first symptoms usually occurs early after birth or
during the pediatric age. Clinical features include neurological ab-
normalities, such as Leigh syndrome and leukoencephalopathy; lactic
acidosis; cardiomyopathy and exercise intolerance. In general, the
course of the disease is progressive with a very poor outcome, as the
vast majority of patients die in the neonatal period or during infancy
[15].

The clinical and genetic heterogeneity of patients with complex I
deficiency, together with the absence of a clear genotype—phenotype
association, make the diagnosis of these disorders challenging [2,16]. In
the last decade, the implementation of next generation sequencing
strategies has allowed the identification of an increasing number of
disease-causing mutations in genes involved in mitochondrial function
[3]. In particular, the identification of patients carrying deleterious
mutations in complex I subunits and assembly factors greatly expanded
the knowledge of this group of disorders, and also provided new in-
sights about the structure and function of this enzymatic complex.

To date, mutations in 43 genes encoding either for complex I
structural subunits or assembly factors have been reported in this het-
erogeneous group of disorders [3]. Moreover, complex I deficiency can
also be secondarily caused by other alterations in the mitochondrial
function [5,17].

Here we present two siblings with a newly described mitochondrial
disorder caused by mutations in NDUFAS8, encoding for a structural
subunit of complex I. At present only one patient with mutations in
NDUFAS8 has been very recently reported in a case with an extremely
poor outcome [18]. On the contrary, the siblings reported here showed
a favorable clinical evolution being practically asymptomatic at the age
of 6 and 9 years, respectively, with the exception of slight failure to
thrive and some language difficulties.

Molecular studies performed in patient-derived skin fibroblasts de-
monstrated altered mitochondrial morphology, complex I deficiency
and impaired supercomplexes formation. Functional complementation
studies demonstrated disease-causality for the identified mutation as
the expression of wild-type NDUFAS8 in immortalized patients' fibro-
blasts resulted in a complete recovery of complex I protein levels and
enzyme functionality.

2. Material and methods
2.1. Patients

Here we present two siblings of first degree consanguineous healthy
Spanish parents of gipsy origin. The first born of this family was a girl.
Pregnancy and delivery were uneventful, birth weight was 2360 g,
Apgar score was 9/10. At 48 h of life she was admitted to the intensive
health care unit with generalized hypotonia, respiratory distress, cya-
nosis and sustained lactic acidosis, which led to the suspicion of in-
herited metabolic disease. Biochemical studies showed altered plasma
alpha-alanine 888 mmol/L (C.V. < 439), lactate 9 mmol/L
(C.V. < 2.4), pyruvate 0.247 mmol/L (C.V. < 0,07) and lactate/
pyruvate ratio of 37 (C. V. < 25). Echocardiogram revealed a mild
hypertrophy of the left ventricle and slight pulmonary hypertension,
both evolving favorably in posterior follow-up visits. MRI with spec-
troscopy did not show relevant alterations except for hyperintensity at
T2 signal in the parietal white matter, of unclear pathologic sig-
nificance.

Follow up during the first year of life showed hypertonic syndrome
with slight delay of motor skills, and failure to thrive. Plasma lactate
remained high, 10-7 mmol/L. Muscle biopsy investigations revealed
signs of congenital myopathy with disproportion of fibers, mitochon-
drial alterations and altered expression of dystrophin, with expression
of utrophin and numerous myoblast-like cells. Muscle biopsy also
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Table 1
Mitochondrial respiratory chain enzyme activities in skeletal muscle homo-
genate of patient 1.

Patient 1°  Control values”*
CI (NADH- decylubiquinone oxidoreductase) 7.3 15-37
CII (Succinate-decylubiquinone oxidoreductase) 24 26-65
CIII (Decyl-ubiquinol cytochrome ¢ 39 40-89
oxidoreductase)
CIV (Cytochrome c oxidase) 84 70-228
Citrate synthase (CS)" 406 105-350

a

b

nmol min~! mg~? protein.
nmol min~ ' mg ™! protein enzyme activity expressed in percentage respect
to CS activity.

¢ Control range, 2.5-97.5 percentile (n: 95).

revealed increased citrate synthase activity, severe decreased activity of
the mitochondrial respiratory chain complex I (51% respect to the
lower limit of controls - 2.5th percentile -), and very mild reductions
(< 8%) in the activities of complex II and complex III (Table 1). No
more muscle sample was available to perform blue native poly-
acrylamide gel electrophoresis (BN-PAGE) or other studies.

At 13 months of age she was admitted again to the hospital due to
status epilepticus in the context of a stroke-like episode, requiring the
administration of various anticonvulsant drugs. MRI showed multiple
acute infarcts in the temporo-occipital regions, the left pallidum and the
left caudate nucleus without calcifications of the basal ganglia. At that
age treatment with levetiracetam, thiamine, carnitine and biotin was
started. Sequencing of mtDNA did not show any alteration including
mutations associated to MELAS. At present she is 9 years old, lactic
acidosis normalized and no additional episodes of convulsions were
recorded. She remains asymptomatic, although with certain degree of
muscle hypotrophy. Motor skills are normal but expressive language is
delayed.

The second born of this family was a boy. Pregnancy and delivery
were uneventful. He was asymptomatic until 4 years old when after
anesthesia induction in the context of hypospadias surgery, he pre-
sented bradycardia, hypotension and severe pulmonary hypertension
with right ventricular dilation. Brain MRI revealed mild bilateral cor-
tical atrophy without other associated alterations. Treatment with
Bosentan and Sildenafil as well as treatment for pulmonary hyperten-
sion was started. Metabolic studies including organic acids, amino acids
and plasma lactate were all normal. However, in the suspicion of mi-
tochondrial disease, like his sister, carnitine, thiamine and biotin were
started. Muscle biopsy studies showed mild increase of lipid droplets
and isolated fibers with subsarcolemmal oxidative staining.
Unfortunately, there was not enough muscle left to perform mi-
tochondrial respiratory chain activities, but we could perform BN-PAGE
and western blot in this tissue (see results section). Respiratory chain
activities could only be conducted in fibroblast (Supplementary
Table 1). Follow-up at 6 years of age showed only slight failure to thrive
and mild retardation in verbal skills, with adequate understanding but
with problems in language articulation. No seizures were recorded.

2.2. Whole exome sequencing

Informed consent for exome sequencing was obtained from the
parents. Whole-exome analysis was performed in the index case in the
Centre Nacional d'Analisi Genomica (CNAG-CRG). Exome enrichment
was performed using the Nimblegen SeqCap EZ MedExome + mtDNA
47 Mb capture kit followed by sequencing using the Illumina HiSeq
2000 genome analyzer platform. Analysis of the primary data (FASTQ
files) was done using the pipeline developed by CNAG. Sequence reads
were mapped to Human genome build hg19/GRCh37. Population fre-
quencies were obtained from the 1000 Genomes Project [19], the [20],
ExXAC [21] and from an internal database. The variant calls were
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analyzed using the URDCAT genome-phenome analysis platform
(https://rdcat.cnag.crg.eu/).

2.3. Cell culture

Human skin fibroblasts obtained from healthy donors and from af-
fected individuals carrying mutations in NDUFA8 were maintained in
MEM (1 g/L glucose, 10% foetal calf serum and 1% penicillin-strepto-
mycin). Immortalized fibroblasts were grown in DMEM High Glucose
(4.5 g/L) plus Glutamax® and sodium pyruvate supplemented with 10%
foetal calf serum. Cells were grown to confluence in 25cm? flasks,
harvested by trypsinization and pelleted by centrifugation or reseed.

2.4. Protein expression analysis

Fibroblasts from both patients and muscle tissue from patient 2
were homogenized as described [22]. Cleared lysates were subjected to
SDS-PAGE and electroblotted, and proteins were visualized by im-
munostaining with specific antibodies followed by colorimetric detec-
tion (using the Opti-4CNTM Substrate Kit; Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
The antibodies used in this study are indicated in Supplementary table
2.

2.5. Blue native PAGE analysis of mitochondrial respiratory chain
complexes and supercomplexes

Mitochondrial enriched pellets from fibroblasts and muscle tissue
were obtained as described [23]. To analyze the mitochondrial re-
spiratory chain complexes, the mitochondrial pellets were solubilized in
1% n-dodecyl B-D-maltoside. Extraction of supercomplexes was per-
formed using digitonin (1.2 g digitonin/g protein). Mitochondrial ex-
tracts were analyzed by blue native PAGE (BN-PAGE) in 4% to 15%
polyacrylamide gradient gels, followed by inmunoblotting with specific
antibodies (Supplementary Table 2). Colorimetric detection (Opti-
4CN™Substrate Kit, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) allowed visualization
of complexes and supercomplexes. In-gel-activity was performed as
reported [24].

2.6. Mitochondrial network and mitochondria morphology analysis

Mitochondrial network and mitochondria morphology were ana-
lyzed by immunofluorescence followed by confocal microscopy. Briefly,
cells were grown on glass coverslips, rinsed in PBS, and fixed for 10 min
with 4% paraformaldehyde. The reaction was stopped with NH4CI, and
samples were permeabilized with 0.1% Triton X-100. Cells were stained
with anti-TOMM20 antibody, and coverslips were mounted with
Mowiol 4-88 Mounting Medium (Sigma-Aldrich, Sant Luis, MI, USA).
Images were obtained using a Leica TCS SL laser scanning confocal
spectral microscope (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany)
and analyzed using ImageJ software. The ratios between mitochondria
length and width (aspect ratio, AR) and the degree of mitochondrial
network branching (form factor, FF) were calculated. A minimum of 50
cells were analyzed for each sample (Control 1: 69 cells; control 2: 52
cells; Patient 1: 51 cells; Patient 2: 54 cells).

2.7. High-resolution respirometry

High-resolution respirometry was performed at 37 °C using po-
larographic oxygen sensors in a two-chamber Oxygraph-2 k system
according to manufacturer's instructions (OROBOROS Instruments,
Innsbruck, Austria). Manual titration of OXPHOS inhibitors
(Oligomycin, Antimycin) and uncouplers (CCCP) was performed using
Hamilton syringes (Hamilton Company, Reno, NV, USA) as previously
described [25]. Data were recorded using the DatLab software v5.1.1.9
(Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria).
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2.8. Functional complementation studies

For the functional recovery studies fibroblasts were immortalized
and a wild-type NDUFA8 cDNA was expressed by lentiviral transduc-
tion. Briefly, the immortalization of the patient-derived cell lines was
achieved by lentiviral transduction of the pLOX-Ttag-iresTK vector
(Addgene plasmid # 12246; http://n2t.net/addgene:12246;
RRID:Addgene_12,246) [26]. The NDUFAS8 coding sequence was am-
plified by PCR from a cDNA template created using total RNA extracted
from control human fibroblasts using the TRizol Plus purification kit
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) and the OneStep RT PCR kit
(Qiagen). The insert was cloned into a modified version of the pWPXLd
lentiviral expression vector (Addgene plasmid #12258; http://n2t.net/
addgene:12258; RRID:Addgene_12,258), containing a puromycin re-
sistance cassette, using the Gibson Assembly® kit (New England Bio-
labs). Lentiviral particles were generated by co-transfection of the ex-
pression vector, the packaging psPAX2 (Addgene plasmid #12260) and
envelope pMD2.G (Addgene plasmid #12259) vectors in HEK293T
packaging cells, using FuGENE 6 (Promega) as the transfection reagent.
All lentiviral vectors were a gift from Didier Trono. Target cells were
transduced as described [27]. Twenty-four hours after transduction,
cells were selected by adding 1 pg/m-L of puromycin to the culture
medium.

The recovery of complex I (NADH:CoQ; oxidoreductase) activity
was measured spectrophotometrically as described [28], with slight
modifications. The kinetics of the reactions were followed for 3 min in
96-well plates in a final volume of 200 pL. Citrate synthase activity in
the same samples was used for normalization.

2.9. Statistics

In all cases, statistical analyses were performed using the two-tailed
Student's t-test to compare the means of two independent groups of
normally distributed data. Data were reported as the mean + S.E.M.
Values of P < 0.05 were considered statistically significant.

3. Results
3.1. Identification of mutation in NDUFA8

To determine the genetic cause of the disease, we performed whole-
exome sequencing (WES) in the index case. Consanguinity was reported in
the clinical history of this family and it was genetically corroborated by the
significant increase in the number of detected homozigosity regions.
Therefore, we analyzed the WES data by searching for genetic variants
within these regions. The annotated variants were further filtered by fre-
quency (allele frequency < 1% in population databases, including 1000G,
gnomAD and ExAC) and by functional impact (high or moderate impact on
the encoded protein). Using this approach a homozygous mutation in
NDUFA8 (NM_014222.3), encoding a subunit of the mitochondrial re-
spiratory chain complex I, was identified. The variant (c.293G > T) was
predicted to change a conserved arginine to leucine at position 98 of the
protein (p.Arg98Leu). In silico predictors (Polyphen2, SIFT and Mutation
Taster) showed controversial interpretations of pathogenicity for this variant
and, according to the criteria of the American College of Medical Genetics
(ACMG), it was classified as a variant of uncertain significance
(Supplementary Table 3) [29-32]. A comparison of the mutation found in
our patient (p.Arg98Leu) with the previously reported NDUFA8 mutation
(p.Arg47Cys) [18] for evolutionary conservation and structural contacts was
performed (Fig. 2B). The analysis of the ovine complex I structure (PDB:
6QA9) corroborated the interaction of Arg47 with residues in the NDUFA13
and NDUFB5 subunits [18] whereas Arg98 appears not to be involved in
intramolecular contacts or in interactions with other complex I subunits.
The mutation was confirmed by Sanger sequencing in the index case, as
well as in her affected brother. Segregation was confirmed by the carrier
status of the healthy parents (Supplementary Fig. 1).


https://rdcat.cnag.crg.eu/
http://n2t.net/addgene:12246;
http://n2t.net/addgene:12258;
http://n2t.net/addgene:12258;
http://firstglance.jmol.org/fg.htm?mol=6QA9

F. Tort, et al.

A

H.SAPIENS 16
B.TAURUS 16
M. MUSCULUS 16
X.TROPICALIS 16
D.MELANOGASTER 17
O.ARIES 16
D.RERIO 16
A.THALIANA 8
C.ELEGANS 19

= Cys-X9-Cys motif

Molecular Genetics and Metabolism 131 (2020) 349-357

Yatsuka et al. 2020 This study
c. 139C>T; p.Arg47Cys c. 293G>T; p.Arg98Leu

| |

DEVRISSAVLRAAAHHYGAQCDRPNREFMLCRWEERDPRRCLEEGRLVNRCALDFFRQIRRHCAEPFTEYWTCIDYT-GQQLFRHCRRQQOARFDECVLDE
QEVRVSSSVLRARAHHYGAQCDRPNREFMLCRWEERDPRRCLEEGRLVNQCALEFFRQIRRHCAEPFTEYWTCIDYS-GLQLFRRCRRQQAQFDECVLDE
EEVRVSSAVLRAARAHHYGAQCDRTNREFMLCRWEERDPRRCLREGRLVNGCALNFFRQIRSHCAEPFTEYWTCLDYS-NMOLFRHCRQQQOARFDQCVLDE
QELDVSSAVLRAAAHHYGSQCDRPNREFMLCRWEERDPRRCLVEGRRVNACALDFFRRIRTHCAEPFTEYWTCIDYS-NLLELRRCRRQQAAFDNCVLDER
QELNLSSAALRAGAFHLGRQCEQANNEFMLCRQELDDPRACLAEGRAVTSCALDFFRRVRRTCHEEFTQYATCLDRSSGTMAFSHCRRTQGVEDRCIRKDN
QEVRVSSSVLRARAHHYGAQCDRPNREFMLCRWEERDPRRCLEEGRLVNQCALEFFRQIRRHCAEPFTEYWTCIDYS-GLQLFRRCRREQAQFDRCVLDE
REVNVSSAVLRAARAHHFGSQCDRPSKREFMLCRWEERDPRRCLEEGRRVNECAVNFFRQIRGNCAESFTDYWTCLDYS-NMGELRRCRRQQHEFDNCVLDE
GNPIPTSAVLTASARHIGMRCMPENVAFLRCRRNDPNPERCLDRKGRDVTRCVLGLLRDLEQRCQOREMDDYVGCMYYYT--NEFDLCRRKEQEAFERVCPLER
QEITLSTPWLRSIAPYMARHCEREANEFMLRRREAEDPRAVLREGAALTACGVNFLOSLRRSCLPQTQORLAECVDQOSSARLYMSRCHDDQRELDACVEAN

This study Yatsuka et al. 2020
NDUFA13 |

NDUFA8

NDUFB5

Asp188

A NDUFAS8 \

lonic interaction

NDUFA13

Fig. 1. Alignment of NDUFAS8 protein and aminoacid conservation. (A) The c.293G > T mutation affects a conserved residue (p.Arg98). The previously reported
¢.139C > T variant, affecting arginine at position 47, is also shown. (B) Visualization of ovine complex I structure (PDB: 6QA9) showing Arg98 and Arg47 molecular
contacts. Asp188 and Asp80 residues of NDUFB5 and NDUFA13, respectively, are indicated. Disulfide bonds are indicated in yellow. Ionic interactions are indicated
in orange dotted line. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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3.2. Expression of OXPHOS proteins

To determine the effect of the identified mutations, we analyzed
NDUFAS8 expression by Western blot in patient's fibroblasts and in
muscle of patient 2. Interestingly, both siblings had a strong reduction
of NDUFAS expression levels in fibroblasts compared to control cells
(Fig. 2A). The analysis of the steady state levels of representative
components of OXPHOS complexes I-V in fibroblasts revealed a re-
duction of complex I subunits (NDUFS2, NDUFS3, NDUFA9). In con-
trast, the levels of complex II (SDHA, SDHB), complex III (UQCRFS1)
and complex V (ATP5A) subunits were similar to those seen in control
cells. Interestingly, the steady state levels of complex IV subunit COX4
were elevated in cells from both individuals.

The OXPHOS subunits were also analyzed in muscle extracts from
patient 2. In agreement with fibroblasts results, western blot analysis
showed a decrease in the levels of NDUFA8, NDUFS2 and NDUFA9
together with an elevation of COX4. The steady state levels of NDUFS3
were not altered and no differences were detected in the levels of
complexes II, III and V subunits (Fig. 2B).

3.3. Assembly of OXPHOS complexes and supercomplexes

Since NDUFAS is a structural subunit of mitochondrial respiratory
chain complex I, we analyzed if the assembly of the OXPHOS system
was compromised in the patients' fibroblasts. BN-PAGE studies showed
a strong defect in the assembly of complex I in both siblings, whereas
the remaining complexes (CII-V) were properly assembled (Fig. 3A).
Accordingly, in gel activity analysis demonstrated marked reduction of
complex I in patient cells (Fig. 3B). The analysis performed in muscle
extracts from patient 2 corroborated the isolated complex I assembly
deficiency observed in fibroblasts (Fig. 3C).
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A mild detergent, ie. digitonin, was used to study the assembly of the
respiratory supercomplexes by BN-PAGE. This analysis showed a strong
defect in the formation of high molecular weight supercomplexes in pa-
tients' fibroblasts. Interestingly, an abnormal accumulation of low molecular
weight bands, probably corresponding to complex I subassemblies, was also
detected in P1 and P2 but not in control fibroblasts (Fig. 3D).

3.4. Mitochondrial network and mitochondria morphology in NDUFA8
fibroblasts

To determine whether mitochondrial network and morphology
were altered in NDUFAS8 deficient fibroblasts we performed im-
munostaining and confocal microscopy. By image analysis we calcu-
lated Aspect Ratio (AR, indicative of morphology) and Form Factor (FF,
indicative of network branching). A statistically significant reduction of
AR and FF was observed in NDUFAS fibroblasts compared to controls
(p < 0.05), showing rounder and shorter mitochondria as well as re-
duced network branching in the patients (Fig. 4).

3.5. High-resolution respirometry

We analyzed the mitochondrial respiratory capacity of NDUFAS fi-
broblasts by measuring the oxygen consumption rate (OCR) using high-
resolution respirometry. Results showed no significant differences in
both basal respiratory rate and maximal respiratory capacity induced
by CCCP stimulation (Fig. 5).

3.6. Functional complementation of NDUFA8-mutated fibroblasts

To demonstrate the pathogenic effect of the NDUFA8 ¢.293G > T
mutation on complex I assembly and function, we performed functional
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Fig. 4. Mitochondria morphology and network analysis in NDUFAS8 patients' fibroblasts. Mitochondria morphology and network analysis was performed by im-
munofluorescence using TOMM20 antibody as mitochondrial marker. Results showed a significant reduction of AR (Aspect ratio, indicative of morphology) and FF
(Form factor, indicative of mitochondrial network branching) in patients' fibroblasts. Statistical analyses were performed using the two-tailed Student's t-test.
*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. The number of analyzed cells was as follows: Control (control 1: 69 cells, control 2: 52 cells), Patient 1: 51 cells, Patient 2:

54 cells.

complementation studies in immortalized fibroblasts of both siblings.
Results showed that expression of wild-type NDUFAS8 in the patient
cells determined complete recovery of another complex I subunit
(NDUFA9). The expression of complex II (SDHA) and complex IV (MT-
CO2) components remained unaltered (Fig. 6A). The enzymatic activity
of complex I, measured by a spectrophotometric kinetic assay, which
was significantly reduced in P1 and P2 naive fibroblasts, was com-
pletely recovered upon lentiviral transduction with wild-type NDUFAS,
but not with viral particles containing an empty vector (Fig. 6B).

4. Discussion

Complex I deficiency is among the most prevalent biochemical ab-
normalities observed in patients with pediatric mitochondrial disorders
[3]. Here we provide the second description of disease-causing muta-
tions in NDUFAS8 gene, encoding an accessory subunit of mitochondrial
complex I [6,33]. The two patients reported here are siblings, one of
them presenting early-onset hypotonia, respiratory distress, and lactic
acidosis, while the other was asymptomatic until the age of 4 years
when symptoms were triggered by anesthesia. The affected individual
reported by Yatsuka et al. [18] had psychomotor retardation, micro-
cephaly and epilepsy. Brain MRI showed cerebral atrophy and thinning
of the body of the corpus callosum. Although the patient was alive at

26 years of age, he developed severe quadriplegia and became bed-
ridden with artificial respiratory management and tube feeding. In
contrast, the siblings reported here showed a favorable clinical out-
come. Currently, at the age of 6 and 9 years they are almost asympto-
matic, showing only slight failure to thrive and some language diffi-
culties. These observations are remarkable since the vast majority of
patients with complex I deficiency showed a progression of the disease
with an extremely poor outcome, leading to death in the first years of
life [15]. The clinical differences between our patients and the patient
reported by Yatsuka et al. [18] may be due to the different nature of the
identified mutations in each case. NDUFAS8 has been characterized as an
accessory subunit located at the intermembrane surface of complex I.
This protein plays an important stabilizing role necessary for enzyme
assembly [6,33-35]. The siblings reported here are homozygous for a
missense variant affecting Arg98 (p.Arg98Leu), a conserved residue in
vertebrates but not in other organisms. In contrast, the individual re-
ported by Yatsuka et al. [18] was homozygous for a mutation altering a
highly conserved amino acid at position 47 (p.Arg47Cys) Fig. 1. This
substitution generates an additional cysteine adjacent to the NDUFA8
Cys-X9-Cys motif, which is involved in the formation of intramolecular
disulfide bonds and in the stabilization of complex I [34]. Thus, this
extra Cys residue is proposed to affect the formation of the disulfide
bridges in NDUFAS8 [18]. Furthermore, in the ovine complex I structure
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Fig. 5. High resolution respirometry analysis. No significant differences in the oxygen consumption rates were observed between NDUFA8 and control cells.
ROUTINE, oxygen consumption rate at basal state; LEAK, residual oxygen consumption after oligomycin treatment; ETCmax, maximum oxygen consumption induced
by CCCP titration; ROX, residual oxygen consumption after antimycin A treatment. Oxygen consumption rate (OCR) is expressed as relative units (RU) of control

cells. Statistical analyses were performed using the two-tailed Student's t-test.

(PDB: 6QA9) Arg47 interacts with NDUFA13 and NDUFB5 [18]. On the
contrary, Arg98 may not be involved in interactions with other complex
I subunits (Fig. 1B). However, our functional data demonstrated that
the identified mutation may affect NDUFAS8 protein stability, as seen by
the low levels of protein detected by western blot, and has an important
impact on complex I assembly and activity.

To determine the consequences of the NDUFA8 variant
(c.293G > T), identified in our patients, a detailed analysis of the
mitochondrial function was performed in primary skin fibroblasts. As
mitochondrial physiology is tightly associated with the maintenance of

A

NDUFAB8 (Cl)

NDUFA9 (Cl)

MT-CO2 (CIV)

SDHA (CIl) |

proper mitochondrial structure [36,37], we examined the mitochon-
drial network organization and morphology in NDUFAS patient's cells.
Similarly to other complex I deficiencies [38], NDUFAS8 fibroblasts
showed slight but significant morphological alterations, such as
rounder and more isolated mitochondria compared to control cells. The
physiopathological significance of these alterations is not clear since it
has been reported that the mitochondrial morphology phenotypes as-
sociated to complex I deficiencies are variable, ranging from severe to
almost normal or even completely normal morphology parameters
[38-40].
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Fig. 6. Functional complementation of NDUFA8-mutated fibroblasts. (A) Lentiviral transduction with wild-type NDUFA8 cDNA restored the expression of NDUFA8
as well as the steady-state levels of NDUFA9. The expression of other OXPHOS components (SDHA, complex II; MTCO2, complex IV) was not affected. (B) Complex I
activity was recovered upon lentiviral transduction with wild-type NDUFA8 but not with viral particles containing an empty vector. Statistical analyses were
performed using the two-tailed Student's t-test (**p < 0.01). C1-2, control fibroblasts; P1, patient 1; P2, patient 2; P-EV, patient cells transduced with empty vector;
P2-WT, patient cells trasduced with wild-type NDUFA8 ¢DNA; CI/CS, complex I activity normalized with citrate synthase.


http://firstglance.jmol.org/fg.htm?mol=6QA9

F. Tort, et al.

The particular role of NDUFAS8 has been illustrated in a comprehensive
study using knock-out cell lines for different complex I accessory subunits,
demonstrating its requirement for the proper assembly of this complex [6].
Therefore, we analyzed the expression of several complex I subunits in fi-
broblasts from both patient's as well as in muscle biopsy from the younger
sibling. Our results showed a marked reduction in the steady state levels of
NDUFAS as well as in other complex I subunits. In agreement with these
observations, a severe reduction of fully assembled complex I was detected
in both tissues, whereas the other OXPHOS complexes remained unaltered.
Notably, an abnormal accumulation of low molecular weight complex I
intermediates was also detected in patients cells. These observations fit well
with current complex I assembly models that propose a step-wise process
involving the formation of different functional modules (designated as N-,
Q- and P-modules) [41]. According to these authors NDUFAS8 is in-
corporated to the preformed Q-module and, together with other accessory
subunits, allows the formation of the Q/P intermediates during complex I
assembly. The subcomplexes detected in fibroblasts of our patients are in-
deed consistent with the 129 kDa Q-module subassemblies reported by
Guerrero-Castillo and coworkers, as they were detected using an antibody
against NDUFS3, a subunit incorporated at the very early stages of Q
module formation [41]. Complex I is mostly found associated with other
OXPHOS components, either binding to dimeric complex III to form CI/IIl,
supercomplexes or to a variable number of complex IV units to form CI/IIl,/
IV,, supercomplexes, forming the so-called respirasome [41-43]. We won-
dered whether, in addition to the isolated complex I deficiency observed in
NDUFAS patients' cells, the mitochondrial supercomplexes could also be
affected. Consistent with the partial loss of complex I observed in our pa-
tients we demonstrated that the levels of fully assembled CI/IIl,/1V,, su-
percomplexes were severely reduced, albeit not completely absent, in both
NDUFAS8 mutant individuals. These observations, together with the fact that
reduced, but detectable, amounts of NDUFAS8 are present in patients' cells,
suggested the possibility that the mutated protein could be still incorporated
into the supercomplexes. This hypothesis could explain the fact that fully
built supercomplexes, but not faster migrating forms, are detected in the
patients. The structural proximity of the complexes in the supercomplex
structures is supposed to provide a catalytical advantage to the respiratory
chain [10], although this hypothesis has been contested, since the distance
between the different catalytic centers is large enough to allow free diffu-
sion of the mobile electron carriers [44]. Therefore, it is not clear whether
this possible functional advantage or the small remaining amounts of
complex I and supercomplexes detected in the patients, could provide a
potential explanation for the relatively normal basal and CCCP-stimulated
oxygen consumption rates. This phenomenon has been occasionally re-
ported in individuals with complex I deficiency [45-47].

In order to demonstrate the pathogenic effect caused by the
¢.293G > T variant, complementation studies were performed in patients'
fibroblasts. Lentiviral transduction with wild-type NDUFA8 cDNA restored
the steady-state levels of complex I subunits and completely recovered the
deficient enzymatic activity in immortalized mutant fibroblasts. Although
the ¢.293G > T variant targets an amino acid conserved in vertebrates, in
silico predictions for the p.Arg98Leu substitution were non-conclusive,
ranging from benign to pathogenic effects. Indeed, according to the ACMG
criteria, the ¢.293G > T variant was classified as a “variant of uncertain
significance”. The co-segregation of this variant in both affected siblings
together with the functional data establishing in vivo evidence supporting
the damaging effect, fully fit the PS3 and PP1 criteria of the ACMG.
Altogether, our results demonstrated that the homozygous ¢.293G > T
mutation found in NDUFAS is the cause of the biochemical complex I defect
and the disease in our patients. Therefore, the variant ¢.293G > T should
now be reclassified as “pathogenic”.

5. Conclusions
In summary, we provide additional evidence of the involvement of

NDUFAS8 as a mitochondrial disease gene associated with altered mi-
tochondrial ~ morphology, complex 1 deficiency, impaired
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supercomplexes formation, and very mild progression of the disease.
We also highlight the usefulness of next generation sequencing and the
fundamental importance of functional validation studies to identify
new disease-causing variants, particularly in diseases with a wide
phenotypic spectrum, such as mitochondrial disorders.
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Supplementary material

Supplementary Table 1. Mitochondrial respiratory chain activities in Patient 2
fibroblasts.

Patient 2 Control values *
CI+1II 0.4 03-3
cl 0.6 03-0.5
CII+IIT 0.3 0.2-0.6
CII 0.8 05-1.2
CIv 1.3 0.8-2
Citrate synthase (CS)' 84 36 -78

"nmol min™' mg™! protein

? nmol min™ mg'1 protein enzyme activity expressed in percentage respect to CS activity.



Protein Reference Manufacturer

NDUFA9 459100 ThermoScientific, US

SDHA 459200 ThermoScientific, US

SDHB 459230 ThermoScientific, US
NDUFAS ab184952 Abcam, UK

UQCRFS1 ab14746 Abcam, UK

NDUFS2 sc-390596 Santa Cruz Biotechnology, US
ATP5A ab14748 Abcam, UK

NDUFS3 abl14711 Abcam, UK

GAPDH sc-47724 Santa Cruz Biotechnology, US
TOMM20 sc-11415 Santa Cruz Biotechnology, US
COX4 ab110261 Abcam, UK

TUBULIN ab176560 Abcam, UK

Supplementary Table 2. Antibodies used in this study.




Polyphen 2 0.373 (Benign)
SIFT 0.112 (Tolerated)
Mutation Taster 1 (Deleterious)

Supplementary Table 3. In silico predictions of pathogenicity (Polyphen2, SIFT and
Mutation Taster) for the p.Arg98Leu are shown. The PolyPhen-2 score ranges from 0.0
(tolerated) to 1.0 (deleterious). For the SIFT score, the amino acid substitution is
predicted to be damaging if the score is < 0.05, and tolerated if the score is > 0.05.
Mutation Taster categorizes the alteration to be either 'disease causing' or
'polymorphism’, displaying a probability value for the prediction. Values close to 1

indicates a high 'security' of the prediction.
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Supplementary Figure 1. The homozygous ¢.293G>T variant identified in NDUFAS8
was verified by Sanger sequencing in both affected individuals. Segregation was

corroborated by the carrier status of the healthy parents.






DISCUSION CONJUNTA






Las enfermedades del metabolismo energético mitocondrial son un grupo de patologias poco
frecuentes que presentan caracteristicas clinicas, bioquimicas y genéticas muy heterogéneas.
Dicha variabilidad hace que su diagndstico sea muy complejo. En los ultimos afos, la
implementacion de herramientas de “next generation sequencing” (NGS) ha permitido
identificar la causa genética de la enfermedad en un gran nimero de pacientes asi como
descubrir nuevas entidades patoldgicas. Sin embargo, un porcentaje importante de casos
permanecen todavia sin un diagndstico genético definitivo (Boycott et al., 2019; Stenton &
Prokisch, 2020a; Thompson et al., 2020). Uno de los retos que ha propiciado la utilizacién de
las metodologias NGS en la rutina diagndstica es la priorizacion e interpretacién del gran
numero de variantes encontradas en cada individuo, principalmente de las variantes de
significado incierto (VUS). Para determinar la patogenicidad de dichas variantes, es esencial
realizar estudios funcionales que pongan de manifiesto que las alteraciones observadas en los
pacientes, en este caso asociadas a la funcién mitocondrial, son consecuencia de las variantes

genéticas identificadas.

Por todo ello, el objetivo de esta tesis doctoral es determinar la causa genética de la
enfermedad en pacientes con sospecha de patologia mitocondrial, asi como estudiar el
impacto funcional de las variantes identificadas y realizar una caracterizacion exhaustiva de la

funcién mitocondrial que nos permita comprender los mecanismos fisiopatolégicos de estas

enfermedades. Es importante resaltar este ultimo aspecto, ya que las bases moleculares de
muchas enfermedades mitocondriales no se conocen todavia en profundidad. En este sentido,
la caracterizacion de los procesos a nivel molecular, celular y bioquimico no solo proporcionara
nuevos conocimientos sobre estas enfermedades, sino que también seran esenciales para el

futuro desarrollo de posibles estrategias terapéuticas.

Tal y como se ha comentado en la introduccién de la tesis, la caracterizaciéon del fenotipo
clinico y bioquimico de los pacientes basada en el estudio de biomarcadores, permite dirigir el
diagnéstico hacia alteraciones de ciertas vias metabdlicas o celulares concretas. Un
biomarcador de alteracién mitocondrial ampliamente aceptado es la presencia de niveles
elevados de acido 3-metilglutacdnico (3-MGA) en orina, que es el principal hilo conductor de
esta tesis. La mayoria de las patologias asociadas a aciduria 3-metilglutacénica (3-MG) estan
causadas por mutaciones en genes que codifican proteinas asociadas a la membrana

mitocondrial (Wortmann, et al., 2013).

Diversos estudios han demostrado que la mitocondria es un organulo dinamico que adapta y

modifica su estructura en funcidon de las diferentes condiciones fisioldgicas y necesidades
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energéticas del organismo. Entre otros procesos, esta adaptacién implica la regulacién de la
composicion de la membrana, cambios en la morfologia y una reorganizacidon de las crestas
mitocondriales. Es precisamente en las crestas donde se albergan los complejos de la CRM,
responsables de la produccidn de energia celular. En una situacidn fisioldgica, estos complejos
se encuentran agrupados en unidades funcionales superiores denominados supercomplejos,
por lo que cambios en la membrana mitocondrial interna podrian alterar su organizacion. Asi,
la composicién de la membrana, la morfologia mitocondrial y el funcionamiento del sistema
OXPHOS estan intimamente ligados. Teniendo en cuenta estos antecedentes, los estudios
funcionales realizados en esta tesis se han centrado en la caracterizacion de la morfologia
mitocondrial, el ensamblaje de los complejos y supercomplejos de la CRM y la respiracion
celular. Dichos estudios, realizados en fibroblastos de los pacientes o en modelos celulares,
son por tanto complementarios y aportan una visién general de la afectacién mitocondrial.
Cabe destacar, que otros autores han demostrado alteraciones en acidurias 3-MG tanto de la
morfologia mitocondrial como del ensamblaje del sistema OXPHOS (Cameron et al., 2011;
Grau et al., 2013; Guarani et al., 2016; Jonckheere et al., 2011; Powell et al., 2011; Richter-

Dennerlein et al., 2014; Wortmann, et al., 2013; Zeharia et al., 2016).

Por otro lado, en cada una de las enfermedades incluidas en la tesis, se han realizado estudios
mas especificos relacionados con la funcidn particular del gen alterado, dando en su conjunto

una amplia vision de las bases moleculares subyacentes en cada patologia.

En esta tesis se ha estudiado un total de 36 pacientes con sospecha de enfermedad
mitocondrial en los que se han realizado analisis genéticos y funcionales con el fin de dirigir su
diagndstico. 14 de ellos presentaban niveles elevados de 3-MGA en orina, pudiéndose
confirmar la causa genética de la enfermedad en 11 pacientes con mutaciones en los genes
ECHS1, DNAJC19, TMEM?70, SERAC1, ATPAF2, AR, TIMM50, HACE1 y NDUFAF4. Los genes
ECHS1, DNAJC19, TMEM70, SERAC1 y ATPAF2 ya habian sido asociados a aciduria 3-MG
previamente. Sin embargo, el gen AR, que codifica para el receptor de andrégenos, aunque ya
habia sido asociado a patologia, nunca antes se habia relacionado con aciduria 3-MG. No
obstante, en un estudio reciente se han descrito pacientes con mutaciones en AR que
presentan alteraciones severas en la funcidn mitocondrial y en los niveles de cardiolipinas, lo
cual podria explicar la presencia de 3-MGA en nuestro paciente (Borgia et al., 2017). En
cualquier caso, seria interesante estudiar los niveles de 3-MGA en orina de otros pacientes con
mutaciones en dicho gen para incrementar el conocimiento sobre este biomarcador vy

contextualizar esta enfermedad con el conjunto de las acidurias 3-MG descritas hasta la fecha.
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En los 22 pacientes restantes la implementacién de los estudios funcionales desarrollados en
esta tesis ha permitido dirigir su diagnéstico, ya sea confirmando la causalidad de los genes
candidatos o descartando las variantes priorizadas (ANEXO). En 17 casos, estos estudios han
confirmado la patogenicidad de las variantes. Entre ellos, es de especial interés destacar que 5
pacientes presentaron deficiencia del complejo | de la CRM como principal caracteristica
bioquimica. En estos casos se identificaron mutaciones en ND6, NDUFS2 y NDUFAS, todos ellos
codificantes de subunidades del complejo I. Por otro lado, es importante mencionar que los 5
casos en los que se han descartado las variantes priorizadas inicialmente siguen en estudio, en

este caso realizando nuevas aproximaciones genéticas basadas en RNAseq.

La descripcion de pacientes con alteraciones en TIMM50, HACE1, NDUFAF4 y NDUFAS han sido

objeto de la publicacidn de 4 articulos y seran discutidos detalladamente a continuacion.

1. Estudio de la fisiopatologia de la enfermedad causada por mutaciones en

TIMMS50

Las acidurias 3-MG son un grupo heterogéneo de enfermedades mitocondriales que esta en
constante crecimiento. En el primer articulo de esta tesis identificamos un paciente con
mutaciones en el gen TIMMS50, que codifica para una subunidad del complejo TIM23,
localizado en la membrana mitocondrial interna e implicado en el transporte de proteinas
desde el citosol hacia el interior del organulo (Geissler et al., 2002; Mokranjac et al., 2003,
2009; Niemi et al., 2019; Tamura et al.,, 2009). Las mutaciones identificadas (c.341G>A;
p.Argl14GIn y c.805G>A; p.Gly269Ser) afectan a dos aminodcidos muy conservados a lo largo
de la evolucidn, lo que sugiere que éstas podrian tener un impacto importante sobre la funcion
de la proteina. El estudio mediante PCR cuantitativa (qPCR) no detectd ninguna alteracién en
la expresion del mRNA. Sin embargo, el analisis de la expresidn proteica a través de Western
blot demostré una reduccién muy importante, aunque no total, de los niveles de la proteina
TIMMS50 en fibroblastos del paciente. Estos resultados podrian indicar que las mutaciones

estarian alterando la estabilidad de la proteina.

En el momento en que se encontraron las mutaciones TIMM50 en nuestro paciente, las
alteraciones en este gen no se habian asociado todavia a ninguna patologia. Sin embargo,
durante la realizacion de estos estudios se publicaron dos articulos en los que se describian 3
familias con mutaciones en TIMMS50 (Reyes et al., 2018; Shahrour et al., 2017). Posteriormente
a la publicacién de nuestros resultados, se identificd otro paciente TIMMS50 (Mir et al., 2020).
El fenotipo clinico de los pacientes publicados hasta la fecha es compatible con el descrito por

nosotros, presentado todos ellos convulsiones, discapacidad intelectual, retraso psicomotor,
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hipotonia y lesiones cerebrales. Ademas, nuestro paciente presentaba cardiopatia y
neutropenia. La cardiopatia es una caracteristica que, aunque es muy comun en otras acidurias
3-MG como el sindrome de Barth (Barth et al., 1983; Bione et al., 1996), el sindrome DCMA
(Davey et al., 2006) y la deficiencia de TMEM70 (Cizkova et al., 2008), no se habia descrito en
ninguno de los pacientes TIMM50 publicados inicialmente (Reyes et al., 2018; Shahrour et al.,
2017). Curiosamente, el paciente recientemente identificado por (Mir A et al., 2020)
presentaba hipertrofia ventricular. Estas observaciones concuerdan con diversos estudios
realizados en modelos celulares y animales, en los que se detectan alteraciones cerebrales y
cardiacas como consecuencia de la deficiencia en TIMM50 (Guo et al., 2004; Tang et al., 2017).
Por otro lado, nuestro paciente sufrié dos episodios de neutropenia, eventos descritos
también en pacientes con sindrome de Barth (Aprikyan & Khuchua, 2013; Finsterer & Frank,
2013), en individuos con mutaciones en CLPB (Saunders et al., 2015; Wortmann, et al., 2015) y
HTRA2 (Kovacs-Nagy et al., 2018; Mandel et al., 2016; Olahova et al., 2017). La presencia de
aciduria 3-MG ha sido descrita en todos los pacientes TIMM50 a excepciéon del publicado por
(Reyes et al., 2018), por lo que parece ser una caracteristica bioquimica relevante para la
identificacion de mutaciones en TIMM50. De hecho, OMIM ya ha incluido la deficiencia de

TIMMS50 como aciduria 3-MG secundaria tipo IX (617698).

Aungque se sabe que la proteina TIMM50 esta implicada en el transporte de proteinas hacia el
interior de la mitocondria, la fisiopatologia de la enfermedad causada por mutaciones en este
gen aun no se conoce en detalle. Los estudios realizados por (Reyes et al., 2018) mostraron la
presencia de niveles reducidos de varias subunidades de los complejos del sistema OXPHOS en
fibroblastos de su paciente, asi como defectos severos en el importe de proteinas a través del
complejo TIM23. Con el fin de comprobar si las mutaciones identificadas en nuestro paciente
tenian un impacto similar, realizamos un fraccionamiento subcelular en fibroblastos vy
analizamos la expresién de diversas proteinas mitocondriales mediante Western blot. Sin
embargo, no observamos defectos en la sublocalizacion en ninguna de las proteinas
estudiadas. Estos hallazgos se podrian explicar en base a un estudio realizado en levaduras, en
el que se demostré que la deficiencia en TIMM50 podria tener un efecto variable sobre el
importe proteico, dependiendo del polipéptido concreto que se dirija hacia la mitocondria
(Schendzielorz et al., 2017). Ademads, el estudio de los niveles basales de proteinas
representativas del sistema OXPHOS tampoco mostro alteraciones en fibroblastos de nuestro
paciente. No obstante, el andlisis en tejido muscular presenté una disminucién de los niveles
de varias subunidades de los complejos OXPHOS cuando normalizdbamos los datos en funcidn

de la actividad citrato sintasa, marcador de masa mitocondrial. Concretamente, observamos
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una disminucién de las proteinas SDHA (complejo IlI), MTCO1 y COX4 (complejo 1V), todas ellas

reducidas también en el estudio de (Reyes et al., 2018).

Por otro lado, las diferencias observadas entre dicho estudio y el nuestro podrian deberse a las
distintas mutaciones identificadas en los pacientes. El individuo que nosotros estudiamos
presentaba dos mutaciones “missense” en heterocigosis compuesta, que afectaban a
aminodcidos localizados en el dominio intermembrana (p.Argll14Gln; p.Gly269Ser), una
situacién similar a la de los primeros pacientes TIMMS50 descritos por (Shahrour et al., 2017) y
al descrito recientemente por (Mir et al.,, 2020). Sin embargo, el individuo reportado por
(Reyes et al., 2018) presentaba una mutacién “missense” afectando a un aminoacido situado
en la regién transmembrana de la proteina (p.Gly190Ala) y otra mutacidon “non-sense” que
generaba un coddn stop prematuro (p.Serl22Ter). Estos cambios podrian tener un mayor
impacto sobre la funcionalidad de la proteina que las descritas en nuestro paciente. De hecho,
la progresiéon clinica de los pacientes también diferia, siendo mucho mas severa en el caso

reportado por (Reyes et al., 2018).

A continuacién, nos propusimos realizar una detallada caracterizacién de la funcién
mitocondrial en fibroblastos de nuestro paciente TIMMS50, con el fin de profundizar en las

bases moleculares de la enfermedad y contextualizarla con otras patologias mitocondriales.

El estudio de la morfologia mitocondrial realizado mediante microscopia confocal demostré
que los fibroblastos TIMMS50 tenian mitocondrias mas cortas y redondeadas ademas de una
red mitocondrial menos ramificada que las células control. Asimismo, un analisis mas detallado
a través de microscopia electrénica, demostrd alteraciones en la organizacion de las crestas
mitocondriales. Estas alteraciones eran menos pronunciadas que las que se observaban en
células TMEM70, que fueron utilizadas como control positivo para estos experimentos. Ha sido
ampliamente reportado que las mutaciones en TMEM70 provocan alteraciones severas en la
morfologia y ultraestructura mitocondrial, probablemente debido a que la proteina TMEM70
esta directamente implicada en la dimerizacién del complejo V, un proceso necesario para la
formacién de las crestas (Cogliati et al., 2016; Jonckheere et al., 2012). TIMM50 es una
proteina que forma parte de la maquinaria de importe de proteinas, la cual se ha vinculado
con la organizacién de las crestas mitocondriales (Becker et al., 2012). Ademas, defectos en
TIM17, otro componente del complejo TIM23, se han asociado con alteraciones morfoldgicas
de la mitocondria (Matta et al., 2017). Por ello, no es de extrafiar que se encontraran también

alteraciones morfoldgicas en los pacientes TIMM5O.
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En los Ultimos afios, se ha demostrado que algunas acidurias 3-MG estdn asociadas a
alteraciones en la composicion de fosfolipidos de la membrana mitocondrial (Wortmann, et
al.,, 2013). En este sentido, estd ampliamente evidenciado que las mutaciones en TAZ
(sindrome de Barth) provocan defectos en la remodelacién de las cardiolipinas (CL), causando
un aumento de monolisocardiolipinas y una deficiencia de las CL maduras. Por otro lado, la
deficiencia de SERAC1 (sindrome de MEGDEL) da lugar a un desbalance de subespecies
concretas de CL sin causar alteraciones en el contenido global de este fosfolipido (Houtkooper
et al., 2009; Schlame & Ren, 2006; Wortmann et al.,, 2012). Por este motivo, realizamos un
analisis del perfil lipidico en fibroblastos del paciente TIMMS50 y otras acidurias 3-MG mediante
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS/MS y LC/MS-Qtrap). Este
estudio se realizo en el “Centre of Omic Sciences, Reus” posteriormente a la publicacion del
articulo 1 de esta tesis. Los resultados preliminares demuestran que el contenido total de CL
no se encuentra alterado en los fibroblastos TIMMS50. Sin embargo, estos presentan una
acumulacién de las CL de cadena carbonada mds corta y con menos insaturaciones. Por el
contrario, las CL con cadenas mas largas y mayor nimero de dobles enlaces se encuentran
disminuidas. Este patrén es similar al observado en un paciente SERAC1 y difiere del perfil
detectado en otras acidurias 3-MG como TMEM70 y ATPAF2. Si bien estos resultados suponen
la primera evidencia de una asociacién entre la deficiencia de TIMM50 y alteraciones en las CL,
sera necesario llevar a cabo mas estudios para clarificar completamente el papel de TIMMS50

en este proceso.

Por otro lado, realizamos un estudio mediante Blue-Native PAGE (BN) en fibroblastos del
paciente y demostramos, por vez primera, una deficiencia generalizada en el ensamblaje de los
complejos y supercomplejos en un paciente con mutaciones en TIMM50. Dado que el estudio
de expresion de las subunidades de la CRM sugeria que los defectos del sistema OXPHOS eran
mas marcados en tejido muscular que en fibroblastos, analizamos también el ensamblaje de
los complejos OXPHOS en musculo del paciente. Los resultados corroboraron estas
observaciones. Cabe destacar que algunas evidencias sugieren que podria haber una conexion
fisica entre el complejo TIM23 y los complejos y supercomplejos de la CRM, de manera que
nuestros resultados estarian en consonancia con dichos estudios (Becker et al., 2012). Con el
fin de conocer el efecto de estas alteraciones, se estudié la actividad de los complejos de la
CRM en tejido muscular del paciente, demostrando una disminucidon generalizada en la
actividad de los mismos. En los individuos con defectos en TIMM50 previamente descritos, las
actividades de la CRM fueron variables, mostrando desde actividades normales (Shahrour et

al., 2017) hasta deficiencias aisladas del CV (Shahrour et al., 2017) o del complejo Il (Reyes et

156



al.,, 2018). Adicionalmente, analizamos el consumo de oxigeno en fibroblastos del paciente
TIMMOG5O0 a través de respirometria de alta resolucién. Los resultados mostraron una reduccién
de la capacidad respiratoria maxima, compatible con los defectos observados en el
funcionamiento del sistema OXPHOS. Ademas, en colaboracidn con otro grupo de
investigacion (Dra. Cristina Fillat, IDIBAPS), generamos un modelo celular HEK293 deficiente
para TIMM50 mediante CRISPR/Cas9. Los estudios en este modelo mimetizaron los defectos
en la respiraciéon mitocondrial observados en los fibroblastos del paciente. La transfeccién de
la proteina TIMM50 “wild-type” rescataba este fenotipo, demostrando que TIMMS50 juega un

papel clave en la funcion mitocondrial.

En resumen, nuestro trabajo aporta nueva y relevante informacion sobre las bases
fisiopatoldgicas y moleculares de la deficiencia de TIMMS50. Demostramos que las mutaciones
en este gen dan lugar a defectos severos de la funcidon mitocondrial caracterizada por
alteraciones en el mantenimiento de la morfologia mitocondrial, el ensamblaje del sistema

OXPHOS vy la respiracién mitocondrial.

2. ldentificacion de mutaciones en HACE1 asociadas a un paciente con

aciduria 3-MG

En general, el paciente con mutaciones en TIMM50 del primer articulo, se podria describir
cémo un caso de aciduria 3-MG tipica. Por el contrario, en el segundo trabajo de esta tesis
doctoral (publicado en el articulo 2) describimos un paciente con sospecha de patologia
mitocondrial en el que identificamos mutaciones en un gen que codifica una proteina
citoplasmatica. El paciente presentaba retraso psicomotor, atrofia cerebral y niveles elevados y
repetitivos de 3-MGA en orina. Tras descartar las causas de aciduria 3-MG conocidas hasta la
fecha a través de un panel de genes disefiado por nuestro grupo, realizamos la secuenciacién
del exoma completo del paciente y de ambos progenitores. Aunque en su conjunto la
presentacién clinica y bioquimica daba lugar a una sospecha de enfermedad mitocondrial, en
este caso, la causa primaria de la enfermedad resultdé ser la alteracién de una proteina
citoplasmatica. Asi, tras el analisis de los datos genéticos, identificamos una mutacién en
homocigosis (c.240C>A; p.Cys80Ter) en el gen HACE1, que codifica una proteina con actividad
ubiquitina ligasa con dominios HECT y dominios de repeticiones de ankyrina. Ademas, la
mutacion ¢.240C>A ya habia sido descrita previamente asociada a patologia. La funcién de
HACE1 no se conocia en detalle aunque diferentes estudios indicaban que estaba implicada en
el marcaje de ciertas proteinas para dirigirlas hacia determinadas regiones subcelulares o hacia

el proceso de degradacién via proteosoma (Scheffner & Kumar, 2014).
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La mutacién identificada en nuestro paciente generaba un coddn stop prematuro que
potencialmente daria lugar a una proteina truncada. Los estudios de Western blot en
fibroblastos confirmaron que la expresién de la proteina era practicamente nula. Por otro lado,
al contrario de lo que se podria esperar en base al fenotipo del paciente, la proteina HACE1 se
localizaba en el citoplasma, tal y como se demuestra en el estudio de fraccionamiento celular
realizado en este trabajo y en la bibliografia (Anglesio et al., 2004). Cabe destacar, que HACE1
se expresa principalmente en tejidos neuronales (Anglesio et al., 2004; Nagase et al., 2001;
Nagy et al., 2019), de forma que la alteracion de esta proteina podria encajar con los defectos
neuroldgicos que presentaba el paciente. Hasta el momento, se han descrito 8 familias con
mutaciones en HACE1 (Akawi et al., 2015; Hariharan et al., 2018; Hollstein et al., 2015; Nagy et
al.,, 2019). Su deficiencia esta asociada a patologia autosdmica recesiva con paraplegia
espastica y retraso psicomotor, que puede presentarse con o sin convulsiones (OMIM 616756)
y aunque este fenotipo es compatible con el observado en nuestro paciente, la aciduria 3-MG
no se habia reportado en ninguno de los pacientes descritos hasta el momento (Akawi et al.,

2015; Hariharan et al., 2018; Hollstein et al., 2015; Nagy et al., 2019).

Con el fin de poner esta enfermedad en contexto de las acidurias 3-MG y explorar la posible
relacidon de HACE1 y la mitocondria, realizamos una detallada caracterizacién de la estructuray
funcién mitocondrial en fibroblastos de nuestro paciente. Tal y como se ha comentado
previamente, diversas acidurias 3-MG muestran alteraciones en la morfologia mitocondrial y
defectos variables en el ensamblaje del sistema OXPHOS. Por ejemplo, la deficiencia de
TIMMS50, discutida anteriormente, provoca un defecto generalizado del ensamblaje de los
complejos y supercomplejos de la CRM ademads de alteraciones severas en la morfologia y
ultraestructura mitocondrial. En el paciente con mutaciones en HACE1 el ensamblaje de los
complejos del sistema OXPHOS también se encontraba disminuido de forma generalizada,
aunque estos defectos no alteraban la formacidon de los supercomplejos. De hecho, a
diferencia del paciente TIMMS50, el estudio de respirometria de alta resolucién no mostrd
diferencias significativas respecto a las células control. Remarcablemente, el analisis de la
morfologia mitocondrial mostré que la longitud de las mitocondrias, asi como los parametros
AR (indicativo de la circularidad) y FF (indicativo del grado de ramificacion de la red
mitocondrial) se encontraban reducidos de forma leve aunque estadisticamente significativa (p

< 0.05).

A pesar de que se han reportado pacientes con mutaciones en HACE1, los mecanismos
moleculares subyacentes de este trastorno aun no se conocen en detalle. Sin embargo,

diversos estudios realizados en modelos animales y celulares han asociado la proteina HACE1
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con la regulacién de procesos fundamentales para la fisiologia celular como la autofagia y la
activacion de las vias de respuesta al estrés oxidativo. Por este motivo, decidimos explorar
estas vias y tratar de profundizar en las bases fisiopatoldgicas de esta enfermedad (Ehrnhoefer

et al., 2018; S. Li et al., 2020; Liu et al., 2014; Rotblat et al., 2014; Zhang et al., 2014).
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Figura 13. Esquema sobre el el proceso de autofagia y su estudio.

La autofagia es un proceso altamente conservado en la evolucién que permite la renovacion
de componentes y organulos celulares (Levine & Kroemer, 2008; Mizushima et al., 2010; Peker
& Gozuacik, 2020; Rubinsztei, 2006). Para su correcto funcionamiento, este proceso requiere la
formacién de autofagosomas, unas vesiculas altamente especializadas que envuelven el
material citoplasmatico para degradar, también denominado cargo. Una vez formados, los
autofagosomas sufren un complejo proceso de maduracién y finalmente se fusionan con un
lisosoma, permitiendo la degradacién y reciclaje del cargo (Figura 13). En el presente estudio,
hemos analizado la autofagia mediante la evaluacién de la proteina LC3, uno de los principales
marcadores de autofagosomas. En estado basal, esta proteina se encuentra localizada en el
citoplasma en forma de LC3-I, la cual una vez activada se re-localiza en las membranas de los
autofagosomas en forma de LC3-Il. Por ello, los autofagosomas pueden ser detectados vy
cuantificados mediante inmunofluoresencia con un anticuerpo anti-LC3, visualizando estas
vesiculas como puntos luminosos (Kabeya et al., 2003). El estudio realizado en fibroblastos de
nuestro paciente HACE1 mostré un incremento del nimero de particulas LC3 en comparacion
con células control, indicando un acimulo anormal de autofagosomas. Este evento puede
producirse como consecuencia de una mayor induccidn de la autofagia o por un defecto en los
estadios mas tardios del proceso, como son la fusidon autofagosoma-lisosoma o la degradacion
del cargo. En nuestro paciente, los niveles de mRNA tanto de LC3 como de Beclina y p62,
factores implicados en la activacidn de la autofagia, no estaban alterados. Ademas, tras inducir
la autofagia con un tratamiento de privacion de nutrientes, las células HACE1 eran capaces de

responder de forma efectiva, provocando la translocacién nuclear del factor TFEB (un conocido
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evento en los primeros pasos del proceso autofagico), dando lugar a un aumento del nimero
de autofagosomas (Medina et al., 2017; Mizushima et al., 2010). En conjunto, estos resultados
sugirieron que las etapas iniciales de la autofagia no estaban alteradas en el paciente HACE1 y
que por tanto, el aumento de autofagosomas podria deberse a alteraciones post-
traduccionales o eventos mas tardios. Dado que la autofagia es un proceso dinamico,
analizamos el flujo autofagico midiendo la renovacién de la proteina LC3. Para ello, estudiamos
la acumulacion de autofagosomas en células tratadas con E64D-Pepstatina A (EP), un inhibidor
de las hidrolasas lisosomales que permite la fusion autofagosoma-lisosoma pero bloquea la
degradacion del cargo y del propio LC3 (Tanida et al.,, 2005). Asi, el flujo autofagico fue
calculado como el incremento relativo del nimero de particulas de LC3 observado tras el
tratamiento con EP respecto al detectado en estado basal. Utilizando esta aproximacion,
demostramos que el paciente HACE1l presentaba una reduccidon importante del flujo
autofagico. Estas observaciones coinciden con estudios previos realizados en modelos
murinos, ya que se postulaban que HACE1 podria estar participando en las uUltimas etapas del

proceso de maduracién de los autofagosomas (Zhang et al., 2014).

En su conjunto, todos estos resultados sugieren que las alteraciones en la autofagia
observadas en el paciente HACE1 afectan sobre todo en las fases mas tardias del proceso.
Nuestro trabajo ha supuesto la primera demostracién de la implicaciéon de la autofagia en la

fisiopatologia de la deficiencia de HACE1 en humanos.

Como se ha mencionado anteriormente, estudios previos han sugerido que ademas de
participar en la autofagia, la proteina HACE1 podria tener un papel importante en la regulacién
de los sistemas de respuesta a estrés oxidativo (Daugaard et al., 2013; Ehrnhoefer et al., 2018;
Rotblat et al., 2014). Cuando estos mecanismos no funcionan correctamente, se acumulan
especies reactivas de oxigeno (ROS) que reaccionan con componentes celulares como
proteinas, lipidos y DNA, causando dafio celular (Hamanaka & Chandel, 2010; Olsen et al.,
2015; Zorov et al., 2014). En este sentido, nuestros estudios detectaron niveles elevados de
peroxidacion lipidica en fibroblastos HACE1, indicando la acumulacién de dafio celular
derivado de ROS. De hecho, en el Unico trabajo publicado hasta el momento en el que se
ahonda en las bases fisiopatoldgicas de esta enfermedad, se observé un aumento de ROS en
células de pacientes con mutaciones en HACE1 (Nagy et al., 2019). Asimismo, estos autores
detectaron niveles elevados de RAC1, una conocida diana de HACE1 que esta implicada en la
regulacidn intracelular de los niveles de ROS. Ademds de RAC1, se ha demostrado que HACE1
también estabiliza el factor de transcripcion NRF2, otro elemento clave para de regulacién de

los sistemas celulares de detoxificacion de componentes celulares daiinos (Ehrnhoefer et al.,
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2018; Malhotra et al., 2010; Rotblat et al., 2014). En condiciones de estrés oxidativo, NRF2 se
estabiliza y se transloca al nucleo, donde induce la expresion de multiples genes implicados en
la respuesta al dafio oxidativo (Itoh et al., 1997; Kensler et al., 2007; Wild et al., 1999). En base
a estas evidencias, analizamos los niveles de mRNA de NQO1 y Hmox1, dos dianas
transcripcionales de NRF2, tras inducir dafio oxidativo mediante el tratamiento con H,0, en
células de nuestro paciente. Los resultados demostraron que dichas células no eran capaces de
activar la transcripcidn de estos genes a unos niveles equiparables a los de los controles. Estos
resultados mimetizaban las observaciones publicadas en modelos de raton “knock-out” para
HACE1 (Ehrnhoefer et al., 2018; Rotblat et al., 2014) sugiriendo ademas que la acumulacién de
dafio oxidativo en fibroblastos HACE1 podria depender, al menos en parte, de la capacidad
disminuida de estas células para responder al estrés oxidativo a través de NRF2. Cabe destacar,
que el principal productor de ROS de la célula es la mitocondria, a través de la reduccion
incompleta del oxigeno molecular que se produce durante la fosforilacién oxidativa (Murphy,
2009). Por ello, existen diversos mecanismos antioxidantes especificos en este organulo. El
hecho de que el fenotipo del paciente HACE1l fuera compatible con una patologia
mitocondrial, nos impulsé a analizar especificamente la presencia de estrés oxidativo en la
mitocondria. Los fibroblastos del paciente mostraron niveles elevados de ROS y un aumento
de la expresion de la enzima antioxidante mitocondrial SOD2. Estos resultados podrian parecer
contradictorios, ya que SOD2 también esta regulado por NRF2. Sin embargo, los mecanismos
de respuesta al dafio oxidativo son extremadamente complejos y se regulan mediante una
gran cantidad de proteinas y factores de transcripcidon. Por lo tanto, es posible que los
elevados niveles de SOD2 estén inducidos por otros factores ajenos a NRF2, como PGC-a o

SIRT3, entre otros (Olsen et al., 2015).

En cualquier caso, los niveles elevados de 3-MGA en orina observados en el paciente, las
alteraciones de la morfologia mitocondrial y la presencia de estrés oxidativo mitocondrial
sugieren que las alteraciones de este organulo podrian estar implicadas en la fisiopatologia de
la enfermedad. Ademas, dado que nuestros resultados ya habian demostrado que la autofagia
se encontraba alterada en el paciente HACE1, hipotetizamos que el reciclaje de las
mitocondrias mediada por la mitofagia podria ser defectuosa. Para corroborar esta idea,
realizamos un estudio mediante inmunofluorescencia midiendo el drea de co-localizacion
mitocondria-autofagosoma (Diot et al., 2015). Asi, pudimos demostrar que el flujo mitofagico
se encontraba disminuido en fibroblastos deficientes en HACE1, de manera que la renovacion
de mitocondrias alteradas también estaba comprometida. En un contexto en que HACE1 no es

funcional, la presencia de mitocondrias danadas que no han podido ser correctamente
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recicladas favoreceria la acumulacién de ROS. A su vez, estas células no serian capaces de
responder de forma efectiva al estrés oxidativo generado. Asi pues, en su conjunto esta
situacién provocaria un circulo vicioso que daria lugar a las alteraciones celulares observadas

en los pacientes HACE1 (Figura 14).
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Figura 14. En esta figura se representa la hipdtesis formulada en esta tesis sobre las alteraciones
celulares que darian lugar a la enfermedad causada por mutaciones en HACE1.

Nuestros resultados sugieren por primera vez, que la autofagia, la mitofagia y la respuesta al
estrés oxidativo pueden estar implicados en la patogénesis de la enfermedad causada por
mutaciones en HACE1. Por otro lado, seria de gran interés analizar la presencia de 3-MGA en
mas pacientes HACE1 para determinar si este metabolito podria ser un biomarcador de la

enfermedad.

3. Caracterizacion de las bases moleculares de las deficiencias de complejo |

causadas por mutaciones en NDUFAF4 y NDUFA8

Como se ha indicado en la introduccion de esta tesis, la aciduria 3-MG se puede encontrar en

otras patologias con alteraciones de la funcion mitocondrial (Fiedorczuk & Sazanov, 2018).
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Dentro de las enfermedades mitocondriales, los trastornos causados por defectos genéticos
que afectan directamente al sistema OXPHOS son los mas frecuentes. Entre ellos, es comun
identificar niveles elevados de 3-MGA en deficiencias aisladas del complejo V de la CRM. De
hecho, aquellas causadas por mutaciones en los genes ATPAF2 (OMIM 604273), TMEM70
(OMIM 614052), ATP5E (OMIM 614053) y ATP5F1D (OMIM 618120) ya estan clasificadas en
OMIM como aciduria 3-MG, tal y como se ha ilustrado en la tabla 1 de la introduccién. No
obstante, es inusual encontrar niveles elevados de este metabolito en deficiencias del
complejo | de la CRM (Alban et al., 2017; Wortmann, et al., 2013). Por ello, resulta de interés el
caso publicado en el articulo 3. En este trabajo estudiamos una familia consanguinea en la que
identificamos dos hermanos con niveles elevados de 3-MGA en orina. Los pacientes
presentaron dismorfia y acidosis lactica desde el nacimiento, desarrollando mas tarde
encefalopatia fatal, episodios apneicos, irritabilidad, hipoventilacion central y afectacion
hepatica. Bioquimicamente, destacaban los niveles elevados de lactato en fluidos bioldgicos, la
presencia de hiperamonemia y aciduria 3-MG. Ademds, uno de los pacientes presentd
alteraciones de la substancia blanca cerebral y el otro cardiomiopatia. Se realizé la
secuenciacion del exoma de ambos individuos identificandose una mutaciéon en homocigosis
en el gen NDUFAF4 (c.478G>T; p.Glul60Ter), que codifica para un factor de ensamblaje del
complejo | de la CRM (Saada et al., 2008). Hasta el momento, solamente se habian descrito 3
familias que presentaban mutaciones en este gen (Baertling et al., 2017; Haack et al., 2012;
Saada et al., 2008). Tal y como se observa en la tabla 2 del articulo 3, el fenotipo clinico de
nuestros pacientes y el de los previamente reportados era muy similar. Todos ellos
presentaron encefalopatia y a excepcion de dos individuos, el resto fallecieron a una edad muy
temprana. Los que sobrevivieron al periodo neonatal mostraron irritabilidad, hipotonia y
retraso del desarrollo. Ademds, algunos presentaron convulsiones, hipertonia, cardiomiopatia
y atrofia dptica. No obstante, en ninguno de ellos se habian descrito alteraciones hepaticas,
hiperamonemia, aciduria 3-MG y dismorfia. De hecho, la dismorfia es un rasgo muy poco
comun en las enfermedades mitocondriales en general y en las deficiencias de complejo | en

particular (Alston et al., 2016, 2018; Fiedorczuk & Sazanov, 2018; Koene et al., 2012).

Con el fin de comparar las mutaciones de nuestros pacientes con las descritas previamente,
realizamos un analisis “in silico”. La primera cohorte de pacientes NDUFAF4 presentaba la
mutacion c.194T>C (p.Leu65Pro) en homocigosis, que afectaba a un aminoacido conservado
del dominio de unién a calmodulina de la proteina (Saada et al., 2008). El estudio mediante
Western blot en estos pacientes mostraba niveles muy reducidos pero detectables de proteina

y la patogenicidad de la mutacidn fue confirmada mediante estudios de complementacién
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funcional. Sin embargo, la progresion de la enfermedad diferia entre los pacientes. Asi, a pesar
de que todos ellos tenian el mismo genotipo, algunos individuos fallecieron de forma muy
temprana mientras que otros tenian 2 y 7 aifos en el momento de la publicacién. Esta falta de
correlacién genotipo-fenotipo es usual en las deficiencias de complejo | de la CRM (Koene et
al., 2012; Rodenburg, 2016; Tucker et al., 2011). Las otras dos variantes previamente descritas
también generaban un cambio de amino acido (p.Ala3Pro y p.Gly8Glu) que en este caso
afectaban a la regidon N-terminal de la proteina (Baertling et al., 2017; Haack et al., 2012). A
diferencia de los pacientes descritos en el anterior articulo, la proteina NDUFAF4 era
indetectable en fibroblastos del individuo con la mutacion (c.7G>C) (Baertling et al., 2017).
Lamentablemente, no se dispone de informacidn funcional del efecto de la variante (c.23G>A).
En nuestro trabajo identificamos una nueva mutacion en NDUFAF4 (c.478G>T; p.Glul60Ter)
que potencialmente podia dar lugar a una proteina truncada. El estudio Western blot en
fibroblastos de los pacientes confirmd una ausencia total de proteina, produciendo un efecto

similar al de la mutacion descrita por (Baertling et al., 2017).

Las bases fisiopatologicas de la deficiencia de NDUFAF4 no se conocen con detalle,
probablemente debido a los pocos pacientes que se han descrito hasta ahora. Por ello, dado
que este gen codifica para un factor de ensamblaje del complejo | de la CRM, analizamos la
expresion de varias subunidades representativas del sistema OXPHOS y estudiamos el
ensamblaje de los complejos y supercomplejos de la CRM en fibroblastos de los pacientes. Los
resultados mostraron una disminucién de los niveles basales de diversas subunidades del
complejo |, mientras que la expresién de subunidades de otros complejos no se veia alterada.
Ademas, el complejo | se encontraba completamente desensamblado y se observd una
disminucién drastica de los supercomplejos de alto peso molecular (SCI/1IL/IV,).
Curiosamente, detectamos una acumulacién anormal de los supercomplejos SCli/IIL/1V,,
probablemente como consecuencia de la ausencia de complejo I. Estos resultados concuerdan
con los estudios realizados por Baertling et al., 2017 donde observan el mismo efecto en otro
paciente NDUFAF4 (Baertling et al., 2017). Nuestras observaciones reafirman que la asociacion
entre los complejos lll y IV puede alterarse cuando la biogénesis de los supercomplejos SCl4/Ill,

/IV,no se produce correctamente.

Por otro lado, analizamos las actividades de los complejos de la CRM tanto en fibroblastos
como en musculo. Sorprendentemente, ademas de la esperada reduccién en la actividad del
complejo |, observamos una disminuciéon de la actividad del complejo IV en uno de los
pacientes. Se han descrito alteraciones similares en otros pacientes con mutaciones en

factores de ensamblaje y subunidades del complejo I, como por ejemplo NDUFAF3,
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TMEM126B, NDUFAF2 y NDUFA9 (Alston et al., 2016; Baertling et al., 2018; Herzer et al., 2010;
Ishiyama et al., 2018). La naturaleza de estos defectos no estd clara, pero podria ser una
consecuencia del mal funcionamiento general de la CRM causado por el desensamblaje del
complejo I. Con el fin de determinar el impacto funcional de dichas alteraciones, realizamos un
estudio mediante respirometria de alta resolucién. Los resultados demostraron que los
fibroblastos NDUFAF4 tenian una disminucién tanto de la capacidad respiratoria basal como de
la capacidad respiratoria maxima. A pesar de la grave disminucion en el ensamblaje y en la
actividad del complejo | de los pacientes, sélo observamos una reduccidon del 40% en el
consumo basal de oxigeno. Segun la literatura, la mayoria de los pacientes con deficiencia del
complejo | presentan reducciones mas drasticas en la capacidad respiratoria. Sin embargo, en
algunos casos con deficiencia de complejo | se han descrito tasas de consumo de oxigeno
relativamente normales o solo ligeramente alteradas (Alston et al., 2018; Friederich et al.,

2017; Simon et al., 2019).

La funcidon mitocondrial y por tanto la capacidad respiratoria, esta estrechamente ligada a la
morfologia mitocondrial y a la organizacién de su red (Simcox et al., 2013). Por ello, realizamos
un analisis mediante microscopia confocal en el que demostramos que nuestros pacientes
presentaban unas mitocondrias mas redondeadas y una red mitocondrial fragmentada
respecto a los controles. Estos resultados concuerdan con estudios previamente publicados
donde se describe la presencia de mitocondrias alteradas y anomalias de la red mitocondrial
en fibroblastos de pacientes con mutaciones en genes que codifican subunidades estructurales

del complejo | (Koopman et al., 2007).

En conjunto, nuestro estudio proporciona nuevo conocimiento sobre las bases fisiopatoldgicas
de la enfermedad causada por mutaciones en NDUFAF4 y amplia su espectro fenotipico. En
concreto, ademas de los sintomas clinicos descritos anteriormente, los pacientes presentados
en este trabajo mostraron dismorfia y aciduria 3-MG, dos caracteristicas que no se habian

descrito en esta enfermedad.

Precisamente, la deficiencia del complejo | de la CRM es la alteracidon enzimatica mas frecuente
entre las enfermedades mitocondriales (Fassone & Rahman, 2012). En el articulo 4 de esta
tesis describimos una familia con 2 hijos afectos que presentaban defectos en este complejo,
en los que mediante la secuenciacién del exoma identificamos una mutacién en homocigosis
en NDUFAS8 (c.293G>T; p.Arg98Leu). NDUFAS8 codifica una subunidad del complejo | de la CRM
(Stroud et al., 2016). En el momento en que se identificaron estas mutaciones no se conocian

variantes en NDUFAS8 asociadas a patologia, pero durante la redaccién del articulo 4 se publicé
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el primer caso (Yatsuka et al.,, 2020). Asi, nuestro trabajo es la segunda descripcién de

pacientes con deficiencia de NDUFAS.

Al contrario que el resto de los casos que se han estudiado en la tesis, estos pacientes no
presentaron aciduria 3-MG, sino que su peculiaridad reside en una progresion
sorprendentemente favorable de la enfermedad. El caso indice presentd hipotonia, dificultad
respiratoria y acidosis lactica en el periodo neonatal. Su hermana fue asintomatica hasta los 4
afios, cuando la aplicacion de una anestesia desencadend la aparicién de los primeros
sintomas. Sin embargo, estas manifestaciones han ido remitiendo progresivamente hasta la
actualidad. Ahora, a la edad de 6 y 9 afios, ambos individuos son practicamente asintomaticos
y Unicamente presentan un leve retraso del desarrollo y dificultades en el habla. Esta evolucién
favorable del fenotipo clinico es extremadamente atipica en una deficiencia de complejo |, ya
que este grupo de enfermedades suelen presentar formas clinicas severas con una esperanza
de vida muy reducida (Koene et al., 2012). Por el contrario, el paciente previamente reportado
por Yatsuka et al., 2020 cursd con retraso psicomotor, microcefalia, epilepsia y atrofia cerebral
con alteraciones del cuerpo calloso. Aunque en el momento de la publicacién seguia vivo a la
edad de 26 afios, ha desarrollado cuadriplejia severa y se encuentra postrado en una cama con
respiracion artificial y alimentacién por sonda nasogdastrica (Yatsuka et al., 2020). Es probable
que las consecuencias clinicas tan distintas entre nuestros pacientes y el descrito previamente
puedan ser debidas a la diferente naturaleza de las mutaciones identificadas en cada caso. Con
el fin de explorar dicha hipdtesis, realizamos un analisis comparativo “in silico” entre la
mutacion previamente reportada y la identificada en nuestros pacientes. Los individuos
reportados en nuestro trabajo mostraban una mutacion en homocigosis (c.293G>T;
p.Arg98Leu) que afectaba a una arginina altamente conservada en vertebrados, pero no en
otros organismos. Los predictores “in silico” mostraron diferentes interpretaciones sobre la
patogenicidad de esta variante y segun los criterios del American Collage of Medical Genetics
(ACMG) se clasifico como VUS. Por otro lado, el paciente descrito por Yatsuka et al., 2020
presentaba una mutacidon en homocigosis (c.139C>T;p.Arg47Cys) que alteraba un aminoacido
evolutivamente mads conservado. Esta mutacién genera una cisteina en el residuo adyacente a
un motivo Cys-X9-Cys, que estaria implicado en la formacion de puentes disulfuro
intramoleculares y en la estabilidad del complejo | (Szklarczyk et al.,, 2011). Ademas, de
acuerdo con la estructura ovina publicada del complejo | (PDB: 6QA9), la arginina 47
interacciona con otras dos subunidades (NDUFA13 y NDUFB5), mientras que la arginina 98
mutada en nuestros pacientes, no esta implicada en interacciones con otras subunidades del

complejo . Todo ello sugiere que la mutacidn descrita por Yatsuka et al. podria tener un mayor
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impacto sobre la funcidn de la proteina que la descrita en nuestro trabajo. No obstante, los
estudios funcionales demuestran que la mutacién identificada en nuestros pacientes afectaria
de manera importante la estabilidad de la proteina y la funcién del complejo I. Los estudios
Western blot realizados tanto en fibroblastos como en musculo de los pacientes, demostraron
niveles muy reducidos de NDUFA8 y de otras subunidades del complejo I. Ademas, el
ensamblaje de este complejo estaba drasticamente disminuido en ambos tejidos. Como era
esperable, la actividad del complejo | también se encontraba reducida. En un contexto
fisiolégico la mayoria de complejo | se encuentra formando parte de supercomplejos, por lo
que realizamos el analisis del ensamblaje de estas estructuras. De forma similar a lo que
sucede en los individuos NDUFAF4, se observé una disminucién de los supercomplejos de alto
peso molecular, es decir, aquellos que contienen el complejo | (SCI/IIl,/IV,). Curiosamente, en
el caso de los pacientes NDUFA8 se detecté un acumulo anormal de subensamblajes del
complejo |, pero no un incremento de los supercomplejos SClIl,/IV, como ocurria en los
pacientes NDUFAF4. Dichos hallazgos concordarian con el modelo de ensamblaje del complejo
| actual, en el que se sugiere que primero se ensamblan 3 médulos funcionales diferenciados
(denominados N, Q y P) que posteriormente se uniran entre ellos para dar lugar al complejo |
maduro (Guerrero-Castillo et al., 2017). Segun este modelo, NDUFAS se incorpora al médulo Q
pre-formado y junto con otras subunidades permitiria su unién al médulo P (Figura 15). Los
subsensamblajes que nosotros detectamos encajan con los intermediarios de las fases iniciales
de la formacién del médulo Q (129kDa). Estas observaciones, junto con el hecho de que las
células de los pacientes presentan niveles reducidos pero detectables de la proteina NDUFAS,
sugirieron la posibilidad de que la proteina mutada pudiera seguir incorporandose a los
supercomplejos. A pesar de las alteraciones detectadas, en el estudio de respirometria de alta
resolucidn no se observaron diferencias entre las células de los pacientes y las células control.
Aunque se podria esperar un impacto mas importante en la respiracién mitocondrial, lo cierto
es que dichos resultados concuerdan con la sintomatologia leve que presentan nuestros
pacientes. Cdmo se ha ido nombrando a lo largo de la discusidn de la tesis, la morfologia
mitocondrial también es un pardmetro informativo para conocer el impacto de las mutaciones
en la funcién mitocondrial. Si bien es cierto, en el caso concreto de las deficiencias del
complejo |, los efectos en la morfologia mitocondrial pueden ser muy variables (Koopman et
al., 2007; Willems et al., 2009). De manera similar a a los pacientes NDUFAF4 se identificaron

alteraciones leves aunque estadisticamente significativas en los individuos NDUFAS8 (p<0.05).

Finalmente, con el fin de demostrar la patogenicidad de la mutacidn c.139C>T, realizamos un

estudio de complementacion funcional en fibroblastos inmortalizados de ambos pacientes.
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Este estudio se llevé cabo en colaboracién con el grupo del Dr Massimo Zeviani (University of
Cambridge, UK). Los resultados demostraron que tras la transduccién del cDNA “wild-type”
NDUFAS, se recuperaba tanto la expresién basal de las subunidades del complejo | como la
actividad enzimatica de este complejo. Asi pues, aunque esta variante se clasificé como VUS de
acuerdo con los criterios del ACMG, nuestro trabajo ha demostrado su patogenicidad

permitiendo reclasificarla como variante patogénica.

En resumen, en este trabajo confirmamos la implicacion de mutaciones en NDUFA8 como
causa de enfermedad mitocondrial. De manera similar a las observaciones realizadas en los
pacientes NDUFAF4, la deficiencia de NDUFAS8 provoca defectos severos en la formacion del
complejo | y de los supercomplejos de la CRM, mostrando alteraciones leves pero significativas
de la morfologia mitocondrial. En el caso de los pacientes NDUFAS8, el curso clinico de la
enfermedad fue leve en comparaciéon con el fenotipo severo neonatal observado en los

individuos NDUFAF4.
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Figura 15. Modelo de ensamblaje del complejo I. El ensamblaje del complejo | implica la formacién de
modulos que se combinan para dar lugar al Cl maduro. Modificado de (Guerrero-Castillo et al., 2017).
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CONCLUSIONES






10.

11.

Las aproximaciones NGS han permitido identificar la causa genética de la enfermedad en
pacientes con aciduria 3-MG y deficiencia del complejo | de la CRM.

Los estudios funcionales realizados en fibroblastos de los pacientes son una excelente
herramienta para validar las consecuencias de las variantes genéticas identificadas
mediante NGS.

La caracterizacién detallada de la funcion mitocondrial ha permitido profundizar en el
conocimiento de la fisiopatologia y en las bases moleculares implicadas en la patogénesis
de las enfermedades mitocondriales estudiadas en esta tesis.

La deficiencia de TIMM50 produce una reduccién generalizada del ensamblaje de los
complejos y supercomplejos de la CRM, asi como defectos en la composicion de
cardiolipinas, morfologia y respiracion mitocondrial.

La deficiencia de la proteina citosdlica HACE1 se ha asociado a alteraciones de la
morfologia y de la funcidn mitocondrial en un paciente con aciduria 3-MG.

Las alteraciones en la regulacidn de la autofagia, mitofagia y vias de respuesta al estrés
oxidativo celular y mitocondrial estan implicadas en la patogénesis de la enfermedad
causada por mutaciones en HACE1.

Mutaciones en los genes NDUFAF4 y NDUFAS8 dan lugar a sendas deficiencias del complejo
| de la CRM y provocan defectos severos en la formacion de los supercomplejos que
corroboran el papel de estas proteinas en el modelo actual de ensamblaje del complejo I.
Mutaciones en los genes NDUFAF4 y NDUFA8 se asocian a alteraciones leves de Ia
morfologia mitocondrial.

La generacién de modelos celulares y los estudios de complementacién en fibroblastos
inmortalizados han permitido determinar el impacto funcional de la deficiencia de
TIMMDG50, asi como la patogenicidad de la mutacidn identificada en NDUFAS.

La presencia de 3-MGA en orina ha permitido dirigir el diagndstico genético en pacientes
con mutaciones en TIMM50, TMEM?70, ATPAF2, DNAJC19, SERAC1 y ECHS1.

Es necesario el estudio de 3-MGA en orina en cohortes ampliadas de pacientes con
mutaciones en AR y HACE1 para incrementar el conocimiento sobre este biomarcador y
contextualizar estas dos enfermedades en el conjunto de las acidurias 3-MG, ya que es la

primera vez que se describe esta asociacion.
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ANEXO






ANEXO. Resultados adicionales. Estudios genéticos y funcionales en pacientes con sospecha de enfermedad mitocondrial.

3-MGA
como Gen Variante Efecto sobre la proteina
biomarcador

Estudios funcionales clave para
dirigir el diagnéstico

Acido 2-metil-2,3-dihdroxbutirico

+ ECHS1 c.[404A>G]; [404A>G] p.[Asn135Ser];[Asn135Ser] .
enorina
Expresion de la proteina ECHS1,
+ ECHS1 c.[123_124delAG];[c.371C>T] p.[Gly42GlufsTer3];[Thr124lle] acido 2-metil-2,3-dihdroxbutirico
en orina
E blaje del sist OXPHOS
+ TMEM70  c.[317-2A>G]:[317-2A5G] 0.PLI2T nsamplaje ciel sistema LAy
(CV) y morfologia mitocondrial
E blaje del sist OXPHOS
+ ATPAF2  c.[280T>A]; [280T>A] 0.[Trp94Arg]; [Trp94Arg] (Cn\j‘;‘m aje gel sistema
+ DNAJC19 c.[178dupT]; [178dupT] p.[Ser60LeufsTerd0];[Ser60LeufsTer40] Morfologia mitocondrial

+ SERAC1 c.[777T>G];[777T>G] p.[Tyr259Ter];[Tyr259Ter] Expresion de la proteina SERAC1




AR ¢.[1038dupT];[0] p.[Leu347SerfsTer155];[0] Material no disponible

TIMM50  c. [341G>A];[805 G>A] p. [Argl14GIn];[Gly269Ser] Estudios en el articulo 1

HACE1 c. [240C>A]; [240C>A] p.[Cys80Ter]; [Cys80Ter] Estudios en el articulo 2
NDUFAF4 c.[478G>T]; c.[478G>T] p.[Glul60Ter]; [Glul60Ter] Estudios en el articulo 3

GEMIN4  ¢.[2452T>C ];[761_762delAG] p.[Trp818Arg];[Glu254GlyfsTer57] Expresion de la proteina GEMIN4
PKLR c.[312_316dupGGAGG];[312_316dupGGAGG] p.[Alal37GlyfsTer44];[Alal37GlyfsTer44] Expresion de la proteina PKLR
SARS2 c.[1347G>A];[c.1347G>A] p.[Asn450ArgfsTer60];[p.Asn450ArgfsTer60] Ensamblaje del sistema OXPHOS
FDXR C.[203A>G];[79+2T>A] p.[Tyr68CysL;[?)° Expresion de la proteina FDXR,

RNAseq




MTO1

NADK2

COX15

FLAD1

sucal1

COQ10A

COX4i1

NDUFS2

€.[1923T>G];[1465C>T]

c.[956+6T>C];[956+6T>C]

c.[649 C>T] ;[649 C>T]

c.[797_798delAGinsT];[1555-3C>G]

c.[901G>A]; [589 +1618 G>A]

¢.[559T>C];[559T>C]

c.[64C>T];[73+1511A>G]

c.[422A>G];[?]

p.[Tyr641Ter];[Arg489Cys]

p.[Trp319CysfsTer21];[Trp319CysfsTer21]

p. [Arg217Trp]; [Arg217Trp]

p.[Glu266ValfsTer3];[?]°

p.[Gly301Arg]; [lle198LeufsTer2]

p.[Cys187Arg];[Cys187Arg]

p.[Arg22Ter];[Glu25ValfsTer9]

p.[Tyr141Cys];[?]b

Ensamblaje del sistema OXPHOS
(CIV)

Expresion de la proteina NADK2,
analisis de splicing aberrante

Ensamblaje y actividad del sistema
OXPHOS (CIV)

Expresion de la proteina FLAD1 y
proteinas que utilizan FAD como
cofactor

Analisis de splicing aberrante

Respirometria de alta resolucion

Expresion de la proteina COX4i1,
Ensamblaje del sistema OXPHOS
(CIV)

Ensamblaje del sistema OXPHOS
(CI), analisis de cDNA, RNAseq




- ND6 m.14459G>A p.Ala72Val Actividad del complejo | de la CRM

- NDUFA8  ¢.[293G>T];[293G>T] p.[Arg98Leul; [Arg98Leu] Estudios en el articulo 4.

? no se ha analizado el efecto de esta variante sobre el cDNA; " la segunda mutacion no ha sido identificada todavia.
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