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Abreviaturas

ADP/ATP: Di/Trifosfato de adenosina (Adenosin Di/TriPhospate)

CRISPR: Repeticiones palindromicas cortas agrupadas y regularmente
interespaciadas (Cluster Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)

DNA/RNA: Acido desoxi/(r)ribonucleico (Deoxy/RiboNucleic Acid)

EGFP: Proteina fluorescente verde mutada para aumentar su actividad
(Enhanced Green Fluorescent Protein)

ETC: Cadena de transporte de electrones (Electron Transport Chain)

FAD/FADH2: Dinucledtido de flavina y adenina, forma oxidada/reducida (Elavin
Adenine Dinucleotide)

g/cDNA: DNA gendémico/complementario (Genomic/Complementary DNA)
gRNA: RNA guia (Guide RNA)
HIF: Factor inducible por hipoxia (Hipoxic Inducible_Factor)

NAD/NADH: Dinucleétido de nicotinamida y adenina, forma oxidada/reducida
(Nicotin Adenine Dinucleotide)

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa (Polimerase Chain Reaction)
ROS: Especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species)
SDH: Succinato DesHidrogenasa

SDHAF: Factor de ensamblaje de SDH (SDH Assembly Factor)



Resumen

La mitocondria es un organulo que desempefia un papel fundamental en el
funcionamiento celular. Defectos en su funcionamiento generan multitud de patologias.
Entre las causas de estas patologias mitocondriales se encuentran las mutaciones en
genes que codifican para enzimas mitocondriales, en especial en las de los complejos
de la cadena respiratoria. Mutaciones en la succinato deshidrogenasa se han descrito
asociadas a enfermedades neurodegenerativas y a cancer. Los mecanismos que
explican estas asociaciones no estan claros. Este trabajo pretende generar un modelo
celular para el estudio de mutaciones en la succinato deshidrogenasa y avanzar en los
mecanismos moleculares que las conectan a estas patologias. Para ello, se gener6 una
linea celular SDHA-/- mediante complejos gRNA/Cas9. Ademas, se sintetiz6 un
plasmido de rescate con la secuencia codificante de SDHA, sobre el cual se realizé
mutagénesis dirigida para introducir las mutaciones ¢.1351C>T y ¢.1765C>T. Estos
plasmidos se usaron para los ensayos de rescate en las células U20S SDHA -/- y se
analizé la expresion de SDHB y la de los complejos de la cadena respiratoria.

Abstract

The mitochondria is an organelle that plays an essential role in cell function.
Mitochondrial dysfunction is behind a variety of pathologies. Among the causes of these
mitochondrial pathologies are mutations in genes encoding for mitochondrial enzymes,
especially those of the respiratory chain complexes. Mutations in succinate
dehydrogenase have been associated with neurodegenerative diseases and cancer.
The mechanisms behind these observations remain poorly understood. This work aims
to generate a cellular model to study succinate dehydrogenase mutations and thus
deepen into the molecular mechanisms that connect them to these pathologies. For that
purpose, SDHA-/- cellular line was developed using gRNA/Cas9 complexes.
Furthermore, a rescue plasmid with the sequence encoding SDHA was synthesized.
Site-directed mutagenesis was performed introducing ¢.1351C>T and c.1765C>T
mutations. These plasmids were used in rescue assays in the U20S SDHA-/- cells and
SDHB and electron transport chain complexes expression were analyzed.



Introduccidn

Las mitocondrias son organulos especialmente conocidos por su papel en la respiracion
celular, proceso en el cual los electrones de moléculas reducidas como el NADH vy el
FADH2 son transportados hasta un aceptor final, el oxigeno, a través de un conjunto de
enzimas. Estas se agrupan en cuatro complejos, formados por varias subunidades
proteicas y ancladas a la membrana mitocondrial interna. Estos complejos catalizan la
reacciéon de transporte de electrones hacia la ubiquinona, el citocromo c y finalmente el
O.. Este proceso, energéticamente favorable, posibilita el transporte de protones por
parte de los complejos I, Ill y IV desde la matriz mitocondrial hacia el espacio
intermembrana para generar un gradiente de protones. Finalmente, el complejo V
permite el paso de protones hacia la matriz, a favor de gradiente electroquimico, usando
la energia del proceso para fosforilar el ADP y sintetizar ATP (figura 1).

La mitocondria, ademas, juega un papel esencial en muchos otros procesos celulares
como la apoptosis, la sintesis e interconversion de multiples metabolitos, el manejo del
Ca?'o la produccion de ROS. Por ello, defectos en el funcionamiento de estas organelas
generan patologias de diversa indole con diversas formas de presentacién (1,2). Estas
enfermedades surgen de mutaciones en genes, ya sean mitocondriales como es el caso
de varias subunidades del complejo | (3), una subunidad del complejo Ill, tres
subunidades del complejo IV y dos subunidades del complejo V (4,5) o nucleares como
es el caso de las subunidades del complejo Il. Estas mutaciones se caracterizan
principalmente por defectos en la fosforilacion oxidativa y disminucion del consumo de
O, y comunmente dan lugar a enfermedades como miopatias y las neuropatias, asi
como a desordenes metabdlicos (2).

Este trabajo se centra en profundizar en los mecanismos moleculares subyacentes a
enfermedades asociadas al mal funcionamiento de la respiracién mitocondrial como
consecuencia de mutaciones en la subunidad A del complejo Il (SDHA).
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Figura 1: Representacién de los complejos de la cadenarespiratoria. Imagen de Rossignol
R, 2020 (2)
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El complejo Il o complejo de la succinato deshidrogenasa (SDH) esta formado por cuatro
subunidades (SDHA, SDHB, SDHC y SDHD). Interviene en el ciclo de Krebs y en la
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cadena respiratoria. En el ciclo de Krebs, cataliza la reaccién de oxidacién del succinato
a fumarato, lo que da lugar a la generacion de FADH2. En la cadena respiratoria, cataliza
la reduccién de la ubiquinona a ubiquinol con la transferencia de electrones procedentes
del FADH2.

Estructuralmente se distinguen dos partes en el complejo Il, una porcién hidrofébica y
una hidrofilica. La porcién hidrofobica esta formada por las subunidades Cy D y se
encuentra embebida en la membrana mitocondrial interna. La porciéon hidrofilica,
formada por las subunidades A y B, protruye hacia la matriz mitocondrial. Las
subunidades C (15 kD) y D (12,5 kD) ayudan a estabilizar la unién a la membrana de la
subunidad B (30 kD) y junto con esta dltima permiten la unién con la ubiquinona (6). La
subunidad A (70kD) contiene una molécula de FAD unida covalentemente y el sitio de
unién al succinato, mientras que la subunidad B contiene los centros Fe-S responsables
del transporte de electrones a la ubiquinona (7).

Debido a que todas las subunidades del complejo Il son codificadas por genes
nucleares, estas contienen una secuencia de localizacién mitocondrial que permite su
transporte a este organulo, donde se va a producir su ensamblaje por medio de diversos
factores como SDHAF1-4 (7,8). Un paso imprescindible para la funcion catalitica del
complejo es la unidon covalente de la subunidad A a una molécula de FAD mediante un
residuo de histidina. La ausencia de este residuo genera una subunidad que, si bien se
ensambla y se une FAD no covalentemente en la mitocondria, es incapaz de oxidar el
succinato (9). La unién covalente de SDHA a FAD requiere del factor SDHAF2, asi como
de la interaccion con varios ligandos como succinato, oxalacetato o malato (10).
Ademas, el ensamblaje de todo el complejo esta condicionado por la correcta expresion
y ensamblaje de cada una de sus subunidades. Asi, la mutacién ¢.1765C>T en SDHA
gue vuelve a la proteina mas inestable al generar un cambio de residuo de Arg a Trp en
la posicion 589, esta asociada también a una pérdida de expresion en SDHB en
paragangliomas, aunque el gen SDHB es normal (11), lo mismo ocurre en ciertos
tumores del estroma gastrointestinal (12). Ademas, en modelos celulares la expresiéon
de SDHB y C se reduce al disminuir la expresion de SDHA, mientras que la expresion
de la subunidad A no varia al manipular la expresion de las otras subunidades (13). La
pérdida de expresién de SDHB al inhibir la subunidad A también se ve en modelos de
levadura con sus respectivos ortdlogos, sdh2 y sdhl (14). En este mismo trabajo los
autores observaron que al inhibir el factor de ensamblaje sdha5 (SDHAF2) se perdia la
formacion del complejo Il y disminuia la expresion de todas sus subunidades debido a
su inestabilidad, aunque en el caso de la subunidad A esta reduccién era menor,
posiblemente por la existencia de una fraccion soluble (13,14). En otra muestra de
pacientes con paragangliomas, la expresion de SDHB era indetectable mediante
inmunohistoquimica en todas las muestras de pacientes con mutaciones en SDHB, C o
D, mientras que SDHB estaba presente en tumores con alteraciones genéticas en genes
distintos de la SDH (15).

El complejo Il habia sido considerado clasicamente como una ruta alternativa de entrada
de electrones a la cadena de transporte de electrones (ETC), sin relacion estructural
con los demas complejos, ya que a diferencia de estos, no forman estructuras
supramoleculares (16). Sin embargo, varios trabajos apuntan a que existe una relacion
entre la expresion de subunidades del complejo Il y otros complejos de la cadena
respiratoria, especialmente el I. En células renales de origen murino la pérdida de SDHB
generaba una disminucién de la funcién respiratoria mitocondrial y disminucién de la
expresion y actividad catalitica del complejo | (17). Ademas, estas células mostraban un
aumento del metabolismo glucolitico, conforme con lo observado en paragangliomas y
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feocromocitomas (18) y en una linea celular de carcinoma renal humano con una
mutacién en SDHB que afecta draméaticamente a su union con los centros Fe-S y a sus
niveles de expresién (19). Las muestras de paragangliomas y feocromocitomas con
mutaciones en SDHB también presentan disminucion en la expresion de los complejos
[ll'y IV (18), aunque esto no se ha observado en una linea celular de cancer de mama
deficiente en SDHB (13). La pérdida de la capacidad respiratoria mitocondrial no puede
achacarse unicamente a la pérdida de funcién catalitica del complejo Il, ya que esta no
es requerida para el transporte de electrones que entran en forma de NADH por el
complejo I. En linea con este concepto, la inhibicion farmacolégica de la funcién del
SDHB o0 SDHA, al contrario que su manipulacion genética, no altera significativamente
la respiracion mitocondrial ni la fosforilacion oxidativa (20).

Desde hace varias décadas se conoce que defectos en el funcionamiento del complejo
Il son causa de varias enfermedades y sindromes muy infrecuentes que cursan con
diversos signos y sintomas, siendo frecuentes las alteraciones neurolégicas y
musculares (21-24). Desde la primera vez que se asocioé un mutacién en un gen nuclear,
concretamente en SDHA, con una deficiencia en la funcion de la cadena respiratoria
(24), varias mutaciones en este gen han sido descritas en pacientes con diversas
afectaciones (20,25-27) como sindrome de Leigh, leucodistrofia, miopatias incluyendo
cardiomiopatias...etc. Por otro lado, también se han identificado varias mutaciones de
SDHA que se asocian a canceres como tumores del estroma gastrointestinal,
paragangliomas y feocromocitomas (tabla 1).

Tabla 1: Lista de varias mutaciones descritas en SDHA junto con las condiciones alas que
se asocia. GIST: tumores de estroma gastrointestinal, PCC: feocromocitomas, PGL:
paragangliomas

Mutacion Condicion asociada Referencia
91C>T/R31x Varios tipos de cancer (28)
565T>G/C189G Sindrome de Leigh (29)
818C>T/T273lI GIST (30)
1351C>T/R451C Enfermedad (23,31)
neurodegenerativa
1523C>T/T508I Leucodistrofia (26)
1526C>T/S509L
1660C>T/R554W Sindrome de Leigh (24)
1664G>A/G555E Cardiomiopatia (32)
1765C>T/R589W GIST, PCC, PGL (11,33)

De forma general, las mutaciones asociadas a cancer parecen generar, 0 bien una
proteina truncada por aparicién de un coddén de STOP prematuro como en el caso de
€.91C>T, o bien una disminucién de la expresiéon de SDHA (11,30). En ambos casos,
esto genera una pérdida de la expresibon de SDHB, un evento ampliamente
documentado en estos tipos de canceres, junto con otros cambios en la expresion de
subunidades de complejo I, 1ll o IV (17,18). Por ello, es posible que la relacion entre los
distintos tipos de mutaciones y las distintas consecuencias a nivel patolégico, sean
debidas al menos en parte a la expresion de otras subunidades del complejo Il o incluso
de otros complejos de la cadena respiratoria. El estudio de estas interacciones puede
ayudar a comprender los mecanismos moleculares que llevan a la aparicién de estas
enfermedades.



Objetivos

Este trabajo pretende generar un modelo celular humano para el estudio de mutaciones
en SDHA y explorar los mecanismos que las relacionan con diferentes enfermedades.
Para ello se establecieron tres objetivos especificos:

1. Generar una linea celular estable SDHA-/-. Esta linea celular puede ser usada
en estudios funcionales de respiracion mitocondrial, andlisis de expresion de
otras subunidades de SDH o de otros complejos de la ETC, entre otros
experimentos.

2. Sintetizar un plasmido de rescate con la secuencia codificante de SDHA normal
(WT) para la realizacion de ensayos de rescate y confirmar que el fenotipo
observado se debe a la ausencia de SDHA.

3. Generar dos plasmidos de SDHA con las mutaciones ¢.1351C>T y ¢.1765C>T
para la caracterizacion funcional de estas dos mutaciones, asociadas a
enfermedad neurodegenerativa y cancer, respectivamente.

Aunque el trabajo se centra en la generacioén del modelo, los resultados exploratorios
se espera que validen los resultados observados en la literatura. Asi, es previsible que
el ensayo de rescate con el plasmido con la mutacion ¢.1351C>T lleve a la recuperacion
de la expresién de SDHA, SDHB y complejo | (de manera similar al rescate con el
plasmido de SDHA WT), al contrario que el plasmido con ¢.1765C>T.

Materiales y métodos

1) Materiales

1.1) Linea celular

Se us6 una linea celular de osteosarcoma primario humano, U20S (ATCC: HTB-96).
Son células adherentes, con morfologia epitelial y muy usadas en investigacion
biomédica al ser una de las primeras lineas celulares disponibles y cominmente
empleadas en estudios sobre funcién mitocondrial.

1.2) Cepa bacteriana
Se usaron bacterias competentes E. coli DH10B para la clonacion y amplificacion de
plasmidos (Thermo Fisher Scientific)

1.3) Plasmidos

PEGFP-N1: plasmido de expresion en mamiferos (Addgene #6085-1; Clontech).
Contiene un casete de resistencia a la kanamicina y la secuencia codificante de pEGFP
con un promotor de CMV. Tiene una longitud de 4733 pb.

Px333 Cas9 puro, derivado del pldsmido Px333 Addgene #64073 que fue modificado
por la clonacion del casete de resistencia a la puromicina en el laboratorio de los
directores de este trabajo. pX333 fue donado por Andrea Ventura (Addgene plasmid #
64073; http://n2t.net/addgene:64073 ; RRID:Addgene_64073)(34).

1.4) Reactivos

1.4.1) Medios de cultivo
Medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado con 10% de suero
bovino fetal (FBS), 100 U/ml penicilina, 100 pug/ml estreptomicina, 2mM L-Glutamina, 1%
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de solucién de aminoacidos no esenciales, 1mM de solucion de piruvato sodico. Este
medio se denominé medio DMEM completo de ahora en adelante y se usa para el cultivo
de las lineas celulares. El medio y los suplementos se obtuvieron de Thermo Fisher
Scientific

Medio Lysogeny Broth (LB) o Caldo de Lisogenia que se usa para el crecimiento de
bacterias. Se obtuvo de Thermo Fisher Scientific.

1.4.2) Proteinas recombinantes
Cas9 v2 TrueCut™ (Thermo Fisher Scientific)

DNA polimerasa Phusion™ hot start Il high-fidelity DNA Polymerase y Phusion™ High-
Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific)

Enzimas de restriccion EcoRV, BamHlI, y Aflll (Thermo Fisher Scientific).

Fosfatasa alcalina FastAP (Thermo Fisher Scientific) Para la desfosforilacion de
vectores y evitar la autoligacion de estos.

Enzima Polinucleétido Quinasa T4 (Polynucleotide Kinase, PNK) (Thermo Fisher
Scientific) para la fosforilacion de los extremos 5 de los oligonucledtidos de la
mutagénesis.

T4 DNA ligasa (Thermo Fisher Scientific).

1.4.3) Tampones y soluciones
TRIzol (Thermo Fisher Scientific), para la extraccion del RNA de las células U20S.

Tampon de extraccion de DNA (1 ml): 1 ml de tampon de lisis (10mM Tris-HCI pH8, 1mM
EDTA, SDS 0,5%) y 10 ul de proteinasa K (20 mg/ml)

4x SDS Sample Buffer (50 ml): 10 ml de Tris-HCI 1M pH6,8; 4 gr de SDS; 20 ml de
glicerol; 5 ml de 4M DTT, completar con ddH20.

Tampon de transferencia (1L): 3,03 g de Trizma base, 14,4 g de Glicina, 100 ml de
MetOH en ddH20.En el caso de la membrana para analizar la expresiéon de los
complejos de la fosforilacién oxidativa se us6 una concentraciéon de MetOH del 20%
(200 ml de MetOH).

Running Buffer (1L): 3 g de Trizma base, 14,4 g de Glicinay 1 g de SDS en ddH20.

TTBS (1L): 2,41 g de Trizma base, 8 g de NaCl, 1,45 ml de HCI 12M, 1 ml de Tween 20,
en ddH20.

RIPA (50 ml): 1,5 ml de NaCl 5M; 0,1 ml de EDTA 0,5M; 1 ml de Tris-HCI pH7,1M; 0,5
ml de SDS; 0,5 g de desoxicolato de sodio; 2,5 ml de NP-40 al 20%, en ddH20.

Inhibidores de proteasas (Thermo Fisher Scientific).
TE (100 ml): 1 ml de Tris-HCL 1M pH8, 0,2 ml de EDTA 0,5M en ddH20.
Western Blotting Luminol Reagent (ImmunoCruz™).

1.4.4) Kits comerciales
GeneArt Precision gRNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific)

RT-PCR kit First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific) que contiene la
transcriptasa reversa M-MuLV para la sintesis del cDNA de SDHA



Neon™ Transfection System Kit de 100 pl (Thermo Fisher Scientific) para la transfeccion

de los complejos Cas9/gRNA.

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System Kit (Promega) para la purificacion de

bandas de gel o productos de PCR

PureLink™ HiPure Plasmid Miniprep/Midiprep Kit — (Thermo Fisher Scientific)

ThermoScientific Phusion Site-Directed Mutagenesis Kit (Thermo Fisher Scientific)

Bradford Assay Reagent (Thermo Fisher Scientific)

1.4.5) Anticuerpos

Anticuerpo Compafiia Numero de Catalogo

Anticuerpo monoclonal de conejo anti-SDHA | Cell Signalling | #11998
Technology

Anticuerpo monoclonal de ratén anti-B - | Sigma-Aldrich | #3864

Actina marcado con peroxidasa

Anticuerpo monoclonal de raton anti-SDHB | Thermo Fisher | #459230
Scientific

Cocktail de Anticuerpos de roedor anti- | Thermo Fisher | #45-8099

OXPHOS Scientific

Anticuerpo secundario de cabra anti-conejo | Thermo Fisher | #31461

marcado con peroxidasa Scientific

Anticuerpo secundario de oveja anti-ratén | Cytiva #NA9310V

marcado con peroxidasa

1.4.6) Equipos
NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific)

1.4.7) Otros
Kanamicina: antibiotico utilizado como marcador de seleccion de las bacterias
transformadas con el plasmido pEGFP-N1.

Puromicina: antibiético usado como marcador de seleccion de las células transfectadas
con los plasmidos pSDHA WT, tanto WT como los dos mutantes generados.

2) Métodos

2.1) Disefio y generacion de U20S SDHA™

Se utilizé la linea celular U20S para eliminar el gen SDHA mediante el uso de complejos
gRNA/Cas9, para realizar dos cortes separados por unas 2200 pb, entre el final del
intron 1 (In1) y el exdn 4 (E4) del SDHA. Las guias se sintetizaron mediante un sistema
de transcripcion in vitro usando el kit GeneArt Precision gRNA Synthesis Kit con los
oligonucleétidos que se muestran en la tabla 2



Tabla 2: Oligonucleotidos usados para la transcripcion in vitro de las gRNA Inly E4. El

color azul representa la porcion del promotor de la T7, el verde la region constante y el
rojo la secuencia diana.

gRNA I1:
IVT gRNA SDHA In1 SEN
5 TAATACGACTCACTATAGAACCCTGAAGGCAGCCCAAG 3

IVT gRNA SDHA In1 ATS

5 TTCTAGCTCTAAAACCTTGGGCTGCCTTCAGGGTT 3
gRNA E4:

IVT gRNA SDHA E4 SEN

5 TAATACGACTCACTATAGGGCCTGCTCCGTCATGTAG 3

IVT gRNA SDHA E4 ATS
5 TTCTAGCTCTAAAACCTACATGACGGAGCAGGCC 3

Los oligonucleétidos se resuspendieron en TE para lograr una concentracion de 10 uM
y posteriormente en agua libre de nucleasas, resultando en una concentracion final de
0,3 puM. Para sintetizar el DNA molde se mezclé 1 pl de una mezcla de los
oligonucledtidos sentido y antisentido con 1 pl de una mezcla de los oligonucleétidos de
la T7 y del TracRNA, que contienen las regiones constantes de las guias, 10,5 ul de
agua libre de nucleasas y 12,5 ul de Phusion™ High-Fidelity PCR Master Mix (2X). Las
condiciones de la reaccion fueron: 10 s a 98°C y 32 ciclos de: 5 s a 98°C y 15 s a 55°C,
finalizando con 1 min a 72°C. Esta reaccion se realizé en un total de dos ocasiones
debido al tamafio reducido de la secuencia a sintetizar.

Una vez sintetizado el DNA molde se realiz6 la transcripcion in vitro para sintetizar las
guias de RNA. Para ello se mezclaron 2 ul de TranscriptAid™ Enzyme Mix, 4 ul de
TranscriptAid™ Reaction Buffer (5X), 8 ul de NTPs y 6 ul del DNA molde sintetizado
anteriormente. La reaccion se incubé durante 2 horas a 37°C, posteriormente se afiadio
1 pl de DNasa | (1U/ pl) durante 15 min para eliminar los restos de DNA. Por ultimo, el
resultado de la reaccibn se purific6 a travées del gRNA Clean Up Kit.
Como resultado, se generaron dos guias con las secuencias que se muestran en la tabla
3. Las secuencias diana de las dos gRNA se encuentran a 2200 pb (figura 2).

Tabla 3: Secuencia de las gRNA utilizadas
gRNA Inl

5 CTTGGGCTGCCTTCAGGGTT 3
gRNA E4

5" CTACATGACGGAGCAGGCCC &

Start (0)
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Figura 2: Representacién del lugar de unidon de las gRNA en el gen SDHA.



Una vez sintetizadas las guias se mezclaron 2 pug de cada gRNA, 1U (5mg/ml) de la
nucleasa Cas9 v2 TrueCut™ y 50 ul de tampon R del Neon™Transfection System Kit
de 100 ul y esto a su vez se mezclé con 70 pl de tampdn R en el que se habia
resuspendido un pellet de 10° de células previamente despegadas. Se usé6 el
electroporador Neon Transfection System segun las indicaciones del comerciante.
Después de la electroporacion las células se sembraron en placas de 6 pocillos con 3
ml de medio y 3 dias mas tarde se hizo la dilucion limite en placas de 96 pocillos. Se
analizaron los pocillos al microscopio seleccionando aquellos en los que habia crecido
una sola colonia.

2.2) Andlisis de los clones:

2.2.1) Extraccion de DNA gendmico

Se retir6 el medio de los clones aislados en placas de 96 pocillos, se despegaron con
50 pl de tripsina diluida al 0,05%, e inactivada posteriormente con 100 pl de medio
completo. Después de centrifugar y retirar el sobrenadante, el pellet se resuspendié con
200 pl de tampdn de lisis con proteinasa K a una concentracion final de 200 pg/mly se
dejé incubar durante 1 h a 56°C. Posteriormente, se afiadieron 20 pl de NaCl 5M, 600
ul de Etanol 100% y 2 ul de glucégeno de un stock a 20 mg/ml. Después de incubar a -
20°C durante una hora para favorecer la precipitacion del DNA se centrifugaron los
microtubos durante 15 min, se elimin6 el sobrenadante y el pellet resultante se lavo con
500 ul de Etanol 70% y posteriormente se dejé secar a temperatura ambiente para
posteriormente resuspenderlo en 40 ul de TE.

2.2.2) PCR

Los clones se analizaron por PCR para comprobar si se habia producido una delecién
entre los dos puntos de corte de la Cas9. Para ello, se usaron dos parejas de
oligonucleétidos que hibridan por fuera de la zona de union de las guias (tabla 4, figura
3)

Tabla 4: Secuencia de los oligonucleoétidos utilizados para el analisis de los clones de
u20s

PCR1:

S Sen

5 GAGTGTGCATCCGACATCCTC 3

S Ats

5 CCTCTTGTTCCCATCAACAGTGAAG 3

PCR2:

L Sen

5 AATGCGGCCGCCCCTAAAACTATTCTTGATGAT 3
L Ats
5 AATGCGGCCGCTTGCTCTGCTCTTGTATGTTG 3
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Figura 3: Representacién de la zona de hibridacién de los oligonucledétidos usados para
el analisis de los clones.

La reaccién se realiz6 en un volumen final de 50 pul, usando 10 pl de HF Phusion buffer
5x, 1 ul de dNTPs, 1 pl de cada oligonucleétido, 4 pl de DNA y 0,3 ul de la polimerasa
Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase Hot Start (2 U/uL) completando con agua. Las
condiciones de la reaccion fueron: 1 min 30 s a 98°C y 40 ciclos de: 10 s a 98°C, 15s a
62°C y 1 min a 70°C, finalizando con 5 min a 72°C. El producto de la PCR se visualizd
mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%, los fragmentos amplificados con
la primera pareja de oligonucle6tidos tenian un tamafio esperado de 500 pb en el caso
de las células KO y de 2700 pb en el caso de la linea parental, mientras que con la
segunda pareja de oligonucleétidos el tamafio era de 1500 y 3700 pb para los KO y la
parental respectivamente.

2.2.3) Extraccién de proteinas

La extraccion de proteinas se realizd a partir de células sembradas en placas de 24
pocillos. Se retiré el medio de cultivo, se lavd con 200 ul de PBS y se despegaron con
200 pl de tripsina al 0,05% inactivada posteriormente con 400 pul de medio completo.
Después de centrifugar y retirar el sobrenadante, el pellet se lavdo con PBS y se
resuspendié en 50 pl de RIPA con inhibidores de proteasas (1:1000) incubando en hielo
durante 30 min. Posteriormente se centrifugaron los lisados 15 min a 4°C y se recogio
el sobrenadante que contiene las proteinas.
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2.2.4) Western blot

Las proteinas extraidas anteriormente fueron cuantificadas mediante el método de
Bradford para estandarizar la cantidad de proteina usada para el Western blot en 20 ug.
Posteriormente, se mezclaron con el tampdén de carga 4x en proporcion 3:1 (lisado:
buffer de carga) y se cargaron en un gel de poliacrilamida al 10% en presencia de SDS.
Después de la electroforesis las proteinas se transfirieron a una membrana de PVDF, y
se cortaron las membranas para incubar cada anticuerpo en la zona de la membrana
correspondiente segun los marcadores de peso molecular. Las membranas se
bloquearon durante una hora con leche desnatada al 5% en TTBS y se incubaron con
anticuerpo primario anti-SDHA a una dilucién 1:1000 en BSA al 5% en TTBS durante la
noche. Después de los lavados se incub6 cada porcidn de la membrana correspondiente
con anticuerpo secundario marcado con peroxidasa a una dilucion 1:3000 en leche al
3% en TTBS y anticuerpo anti-actina 1:20000 en leche al 3% en TTBS

2.3) Generacion del plasmido de rescate SDHA-WT
2.3.1) Obtencion del inserto de SDHA

Extraccion de RNA de U20S

En primer lugar, se realizé la extraccion de RNA con el reactivo de TRIzol de las células
U20S parentales sembradas en placas de 24 pocillos. Para ello, se eliminé el medio de
cultivo, se despegaron con 200 pl de tripsina 0,05% inactivada posteriormente con 400
ul de medio. Después de centrifugar y retirar el sobrenadante, el pellet se resuspendio
con 300 pl de TRIzol incubando después durante 5 min a temperatura ambiente.
Posteriormente se afiadieron 60 ul de cloroformo, incubando 3 min a RT después de
agitar y se centrifugé a maximas revoluciones durante 15 min a 4°C. Se extrajo la fase
acuosa y se afiadieron 3 ul de glucégeno a 2 pg/pl, seguido de 150 pl de isopropanol.
Después de mezclar e incubar durante 10 min se realizé una segunda centrifugacion de
10 min. El pellet resultante se lavo con etanol 70% y se volvié a centrifugar durante 5
min, tras lo cual se retir6 el sobrenadante y se dej6 secar el pellet. Finalmente, se
resuspendié el pellet en 20 pl de agua libre de RNasa y se incub6 10 min a 60°C.

Sintesis de cDNA

A partir del RNA extraido previamente se sintetiz6 el DNA complementario (cCDNA)
mediante el kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit usando 1,2 ug de RNA diluidos
en un volumen final de 10 pl de TE y se afiadieron 1ul de oligonucleétidos de secuencia
aleatoria. Posteriormente se afiadieron 4 ul de buffer 5x, 1 pl del inhibidor de RNasa
RiboLock (20 U/ul), 2 pl de dNTPs 10mM y 2 pl de la transcriptasa inversa M-MuLV (20
U/ul). La reaccion de transcripcion inversa se inicié a 25°C durante 5 min, seguido de
60 min a 37°C, acabando con 5 min a 70°C. El producto se conservo a -20°C.

Se amplificé la region codificante del SDHA a partir del cDNA sintetizado, introduciendo
un punto de corte para la enzima de restriccion BamHI en el extremo del oligonucleétido
5" y una secuencia 3Flag con un punto de corte para ECoRV en el extremo 3", como se
muestra en la figura 4. Para ello se realiz6 una PCR con los oligonucle6tidos que se
muestran en la tabla 5:
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Tabla 5: Oligonucleétidos usados para la sintesis mediante PCR del fragmento SDHA-
3Flag. Se muestra en rojo la secuenciadiana de las enzimas de restriccion BamHIy EcoRV
respectivamente, marcando con un espacio la zona de corte. La secuencia
correspondiente a 3Flag se encuentra subrayada en el oligonucle6tido niumero 2.

1) SDHA BamHI Sen

5 ATTG GATCCGGCAACAGCAGACATGTC 3

2) SDHA-3Flag EcoRV Ats

5 ATTGAT ATCATGATCCTTATAATCTCCGTCGTGGTCCTTATAGTCGTAGGAGCG
AATGGCTGGC 3

La reaccién se realiz6 en un volumen final de 50 ul, usando 10 pl de buffer HF Phusion
5x, 1 pl de dNTPs, 1 pl de cada oligonucle6tido, 4 pl del cDNA molde y 0,3 ul de la
polimerasa Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/uL) completando con agua.
Las condiciones de la reaccion fueron: 10 s a 98°C y 40 ciclos de: 10 s a 98°C, 15 s a
62,5°C y 1 min a 70°C, finalizando con 5 min a 72°C. El producto de la PCR se visualizé
mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%.

SDHA-3Flag
SDHA EcoRV Ats
BamHI Sen
, | =g &'
—}..

e

Figura 4: Esquema del proceso de obtencién del inserto de SDHA-3Flag mediante PCR

Posteriormente se purificéd por columna el producto de la PCR mediante el kit Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up System se cuantificd usando NanoDrop ND-1000 y se realiz6
la digestion con BamHI y EcoRV (10U/ul) proporcion 1:2, usando el tamp6n Tango (20%
Vy) y afiadiendo 3 pg de DNA de la PCR. Se incub6 durante 2 h a 37°C.

2.3.2) Obtencién del inserto de resistencia a puromicina

A partir del plasmido Px333 Cas9-puro, obtenido a partir del plasmido comercial Px333
se sintetizo un inserto que contiene un gen que confiere resistencia a la puromicina, una
porcién del 3Flag con un sitio de corte para ECoRV, para ligar en ese punto con el inserto
del SDHA creado anteriormente y un sitio de corte para Aflll después de la sefal de
poliadenilacion de bGH como se muestra en la figura 5. Para ello se realizé una PCR
con los oligonucleétidos mostrados en la tabla 6:
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Tabla 6: Oligonucleétidos usados para la sintesis mediante PCR del fragmento 3Flag-2A-
PuroPolyA. Se muestra en rojo la secuencia diana de las enzimas de restriccion ECORV 'y
Aflll respectivamente, marcando con un espacio la zona de corte. La secuencia
correspondiente a 3Flag se encuentra subrayada en el oligonucle6tido nimero 1.

1) 2A-3Flag EcoRV Sen

5 ATTGAT ATCGATTACAAAGACGATGACGATGGCAGTGGAGAGGGCAGAG &

2) PolyA-Puro Aflll Ats

5 ATTC TTAAGTTCCTGCGGCCGCTCCCC 3’

La reaccién se realiz6 en un volumen final de 50 ul, usando 10 pl de HF Phusion buffer
5x, 1 pl de dNTPs, 1 pl de cada oligonucle6tido, 4 pl del cDNA molde y 0,3 ul de la
polimerasa Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (2U/uL) (completando con agua.
Las condiciones de la reaccion fueron: 10 s a 98°C y 40 ciclos de: 10 s a 98°C, 15 s a
62°C y 1 min a 72°C, finalizando con 5 min a 72°C. El producto de la PCR se visualizé
mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1%.

EcoRV AfllI
PolyA-Puro Px333 :> em— T
Aflll At Cas9-puro
$ Flag3' 2A Puro PolyA
2A-3Flag ‘_]"'"*“'
EcoRV Sen

Figura 5: Esquema del proceso de obtencion del inserto de 3Flag-2A-Puro-PolyA a través
de PCR sobre el plasmido Px333 Cas9-Puro

Posteriormente se purificd por columna el producto de la PCR mediante el kit Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up System, se cuantific6 usando NanoDrop ND-1000 y se
realizé la digestion de 3 ug del DNA producto de la PCR con las enzimas Aflll y EcCORV
(10U/ul), en proporcion 1:2, usando el tampdén O (10% V) y afiadiendo 3ug de DNA de
la PCR. Se incub6 durante 2 horas a 37°C.

2.3.3) Digestion del plasmido donante

Se uso el plasmido pEGFP-N1, con resistencia a la kanamicina, para introducir los
insertos creados. El plasmido se linearizé usando las enzimas de restriccion BamHI y
Aflll (10U/pl) (figura 6), en proporcion 1:1, usando el tampon Tango (20% Vj) y afiadiendo
3ug de DNA de la PCR. Se incub6 durante 2 horas a 37°C.

Una vez acabada la digestion se afiadieron 2 pl de fosfatasa alcalina Fast AP (1U/pul)
para evitar la auto-ligacion del plasmido y se dejé incubando durante 30min mas. El
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producto de la digestidn se visualiz6 mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1%
y se recorté la banda correspondiente al plasmido digerido (3700 pb). La banda se
purificé usando el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System y se cuantifico usando
NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher Scientific).

BamHI
I'e

=

Al

Figura 6: Esquema del proceso de obtencién del plasmido donante a través de digestion
enzimética del plasmido pEGFP-N1

2.3.4) Sintesis del plasmido pSDHA WT

Se utilizaron los insertos anteriormente sintetizados para realizar una ligacion con el
vector digerido previamente. Se usaron 1,5 ul de T4 DNA Ligase (1U/ul),10 ul de T4
DNA Ligase buffer 5x, 40 ng del plasmido vector y los insertos en proporcion molar
vector/inserto 3:1 y se dejé a temperatura ambiente durante 30min. De la misma forma
se prepard una reaccion equivalente en ausencia de los insertos como control negativo.
Posteriormente se transformaron 50 ul de bacterias competentes DH10B con todo el
volumen de la reaccion de ligacion mediante un shock térmico de 43°C durante 45 s.
Las bacterias se dejaron en el medio de cultivo para bacterias LB a 37°C en agitacién y

se sembraron en placas de kanamicina (30 pg/ml) para seleccionar las transformadas.
El plasmido resultante se muestra en la figura 7.

_BamHI (s00)

S

\k\\‘du 10) 11-(.6)ydp

p SDHA 3flag-2A-puro-polyA
6739 bp

bGH polya <
=, [y
Wt 7, —
L F'“‘om\‘::{)@ =7

= ECORV (2643)

(3585) AfIII

Figura 7: Representacién del plasmido pSDHA WT
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2.3.5) Purificaciéon del plasmido a pequefia escala y comprobacion de la
ligacion

Las colonias resultantes se picaron y se cultivaron en 3 ml de LB liquido con 3 pul de
kanamicina de un stock a 50 mg/ml durante 16 h a 37°C y con agitacion. Después, se
tomo 1 ml del LB, se centrifugd y se elimind el sobrenadante y se resuspendié el pellet
en 100 ul de tampén P1 con RNasa. Posteriormente se afiadieron otros 100 pl de
tampén de lisis P2 y tras 4min se detuvo la reaccién con el tampdén P3. Después de
centrifugar y conservar el sobrenadante donde se encuentra el DNA plasmidico, este se
precipité mediante 1 ml de etanol 100%, se centrifugd y se lavo el pellet con etanol 70%,
por ultimo, se resuspendi6 en TE.

Para comprobar el éxito de la ligacion se realizaron dos digestiones del plasmido
resultante con las enzimas EcoRV y BamHI y BamHI y Aflll, con las condiciones
descritas anteriormente. El resultado se visualiz6 mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1%, obteniendo bandas de = 2000 y 3000 pb respectivamente, comprobando
asi que se introdujeron los dos insertos.

2.3.6) Purificacion del plasmido a gran escala

Una vez comprobado el éxito de la ligacion y de la transformacién bacteriana, las
bacterias se cultivaron en 75 ml de LB liquido con 75 pl de kanamicina (50 mg/ml)
durante 16 h como anteriormente. A continuacion, se uso el kit PureLink HiPure Plasmid
Midiprep Kit segun las indicaciones del fabricante para la extraccion del plasmido a gran
escala. El plasmido se secuencio por el método de secuenciacién de Sanger en la
empresa de gendmica Macrogen Spain (Madrid).

2.4) Mutagénesis del pSDHA WT

Una vez secuenciado el plasmido Wt se usoé el protocolo de ThermoScientific Phusion
Site-Directed Mutagenesis Kit para introducir, en el inserto del SDHA, las mutaciones
€.1351C>T (R451C) y ¢.1765C>T (R589W). El protocolo comienza con una PCR que
amplifica el plasmido parental (pSDHA WT) introduciendo la mutacién deseada. Para
ello se usan dos oligonucleétidos contiguos, uno de ellos es complementario a la
secuencia original mientras que el otro introduce la mutacion (tabla 7)

Tabla 7: Oligonucle6tidos usados para el protocolo de mutagénesis dirigida mediante
PCR. En rojo se encuentra marcada la base a modificar de la secuencia original.

SDHA 1351C>T ATS

5 AGGCAGTTGGCACCATGTACCGAGG 3

SDHA 1351C>T SEN

5 CGGGGCAAACTCGCTCTTGGA ¥

SDHA 1765C>T ATS

5 CCCATGACTCCTTCCGTGCCTCTG 3

SDHA 1765C>T SEN

5" GCGCGCATGCCAGGGAAGACT 3

De esta manera, se sintetizd la secuencia con la mutacion de forma lineal. Estos
oligonucleétidos se fosforilaron previamente siguiendo el protocolo del kit para poder
realizar posteriormente la ligacion.
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La PCR se preparé usando 30 ng del plasmido parental, 10 ul de GC Buffer 5x, 3 ul de

dNTPs, 5 ul de la mezcla de los dos oligonucledtidos previamente fosforilados, 1,5 pl de
Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase (2 U/uL) y 1 pl de DMSO para un volumen
total de 50 pl.

Las condiciones de la reaccion fueron: 15 s a 98°C y 30 ciclos de: 10 s a 98°C, 30 s a
68°C y 3 min 30 s a 72°C, finalizando con 5 min a 72°C. El producto de la PCR se
visualizé mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% de 10 pl del producto de
la reaccion, para comprobar la sintesis de la secuencia lineal.

~ *

* #
Parent PCR Restrictiog Mutagenized
Plasmid Amplification Digest Plasmid

Figura 8: Esquema que representa el proceso de mutagénesis mediante PCR. Imagen
modificada de Addgene Blog (35)

Para eliminar el plasmido parental se us6 la enzima Dpnl (Thermo Fisher Scientific), que
digiere solamente los plasmidos sintetizados por bacterias debido a sus patrones de
metilacién, afiadiendo 1 pl al producto de la PCR. A continuacion, se realiz6 la ligaciéon
a partir de 5 pl del producto de PCR digerido, usando 1,5 ul de T4 DNA Ligase para un
volumen final de 10 pl y se realiz6 la transformacion y purificacion del plasmido como
esta descrito anteriormente. El plasmido se secuencié en Macrogen Spain (Madrid).

2.5) Transfeccion con pSDHA WT, pSDHA 1351 C>T y pSDHA 1765
C>T

Se sembraron células U20S SDHA™- en placa de 24 pocillos en medio completo 24
horas antes de la transfeccién. Se usé Turbofect Transfection Reagent segin el
protocolo comercial para células adherentes. Se mezclaron 3 pul del reactivo con 100 pl
de medio Optimem sin suero y 1,5 pg de los plasmidos pSDHA WT, pSDHA 1351 C>T
y pSDHA 1765 C>T, en condiciones separadas. Después de mezclar e incubar 15 min
se afadié la mezcla a los pocillos correspondientes y las células se incubaron para
posteriormente analizar la expresion de proteinas por Western Blot. En el dia 2 después
de la transfeccién se reemplaz6 el medio con medio con puromicina a 1 ng/ml para
seleccionar las células transfectadas y se sembraron en placas de 6 pocillos. El dia 5
se cambi6é de nuevo a medio sin puromicina. Las células se despegaron el dia 12 para
la extraccion de proteinas.

2.5.1) Western blot

Se siguié el protocolo explicado anteriormente para la extraccién, separacion y
transferencia de proteinas a una membrana de PVDF. La membrana se incubd con
anticuerpo anti-SDHA y anti-actina al igual que en la verificacién de los clones KO.
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Ademas, se incubd con anticuerpos anti-SDHB en dilucion 1:500 en leche al 3 % en
TTBS y anticuerpos antiOXPHOS. En el caso del gel usada para la membrana con el
anticuerpo antiOXPHOS se us6 un gel al 12,5% de acrilamida debido al menor tamafio
de las proteinas buscadas. La membrana con el anticuerpo antiOXPHOS vy la porcion
de la membrana con el anticuerpo anti-SDHB se incubaron durante una hora con
anticuerpo secundario anti-ratbn marcado con peroxidasa.

Resultados

1) Generacion de la linea celular SDHA-/-

Existen en la literatura muy pocos trabajos con knockouts o knockdowns de SDHA en
modelos celulares humanos, en comparacion con SDHB. Generar una linea estable
U20S SDHA-/- permite estudiar aspectos relevantes de la interaccién de esta subunidad
con las otras subunidades del complejo Il y con los demas complejos de la ETC,
principalmente. Ademas, es la base sobre la que expresar diversas mutaciones en este
gen para su posterior caracterizacion funcional y asi comprender la patogénesis de las
enfermedades asociadas a estas. Se uso la endonucleasa Cas9, formando complejos
con las gRNAIn1y E4 para generar dos cortes en la secuencia gendmica de SDHA, con
la idea de inducir una delecién entre los dos puntos de corte que lleve a la inactivaciéon
del gen. Varios dias después de la transfeccion de los complejos, se analizaron los
clones derivados de una Unica célula mediante PCR usando los oligonucleétidos
descritos en la tabla 4. Estos oligonucleétidos hibridan en los intrones 1y 5 en el caso
de la pareja Ly en los intrones 1y 4 en el caso de la pareja S (figura 3). Los fragmentos
amplificados con la pareja de oligonucleétidos L y S tenian una longitud de a 3700 y
2700 pb respectivamente en la reaccion control con DNA de células parentales (WT) y
en el clon 32A, mientras que en los clones 25A, 27A 'y 40A se confirmd la delecién en el
gen de SDHA al visualizar un fragmento de 1500 y 500 pb con la pareja de
oligonucleétidos L y S, respectivamente (figura 9). El clon 25A fue utilizado para realizar
los experimentos que se exponen.

2Ac WT 25A 27A 32A 40A 2Ac WT 25A 27A 32A 40A

5000 pb— »

1500 b= = — — — —

500 pb— - [ R — -

Figura 9: Resultados de la PCR para el andlisis de los clones de U20S
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2) Generacion del plasmido de rescate pSDHA-Flag WT

Una vez generada la linea celular SDHA-/-, se sintetizd un pldsmido de rescate con la
secuencia codificante de SDHA, para poder realizar la recuperacion de la proteina y al
mismo tiempo ser el molde para la generacion de mutantes de interés. A partir del cDNA
de SDHA previamente sintetizado, se realiz6 la PCR con los oligonucledtidos descritos
en la Tabla 4 para la sintesis del inserto SDHA-3Flag. Este fragmento contiene la regién
codificante del SDHA y parte de la secuencia de 3Flag. 3Flag es un péptido para el que
se dispone de anticuerpos especificos con los que detectar la proteina lo que permite
cuantificar la expresién sin usar anticuerpos anti-SDHA que podrian no funcionar en
determinados mutantes. La secuencia resultante tiene un tamafio aproximado de 2000
pb como se muestra en la figura 10 tras correr en un gel de electroforesis de agarosa al
1%.

2000 pb—

1500 pb—

Figura 10: Resultados de la PCR para la generacién del fragmento SDHA-3Flag

Siguiendo la estrategia representada en la Figura 4, se hizo una PCR sobre el plasmido
Px-333 Cas9 puro con los oligonucle6tidos descritos en la Tabla 5 para sintetizar el
fragmento 3Flag-2A-Puro-PolyA, que contiene una parte de la secuencia 3Flag, la
secuencia para la resistencia a la puromicina y una sefial de poliadenilacion; ademas
contiene el péptido de autoescision 2A para permitir que el SDHA vy la proteina de
resistencia a la puromicina se sinteticen como proteinas independientes. La secuencia
resultante tiene un tamafio aproximado de 900 pb como se muestra en la figura 11 tras
correr en un gel de electroforesis de agarosa al 1%.
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500 pb

Figura 11: Resultados de la PCR para la generacion del fragmento 3Flag-2A-Puro-PolyA

Una vez obtenidos los insertos y habiendo realizado la digestion enzimatica del plasmido
original pEFGP N1, se realizé la ligacion para la sintesis del plasmido pSDHA WT.
Después se comprobé el resultado de la ligacibn mediante digestibn con BamHI y
EcoRV, se transformaron bacterias DH10B y se cultivaron un total de 12 colonias. Tras
la amplificacion del plasmido a pequefia escala, el resultado se comprobé mediante
digestion con las enzimas BamHI y EcoRV, obteniendo fragmentos a 5000 y 2000 pb
aproximadamente, como se muestra en la figura 12. Las colonias 4,6,8 y 12 fueron
positivas y se confirmaron por secuenciacién Sanger. El plasmido de la colonia 6 fue
utilizado para realizar la mutagénesis in vitro mediante PCR en el siguiente paso.

Colonia

Figura 12: Resultado de la digestién enzimatica para la comprobacién de la sintesis del
plasmido pSDHA WT.
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3) Generaciéon de los mutantes SDHA ¢.1351C>T y ¢.1765C>T
Después de sintetizar el plasmido con la secuencia de SDHA, se realiz6 un proceso de
mutagénesis in vitro para la introduccion de dos mutaciones asociadas a distintas
enfermedades. La mutacion ¢.1351C>T genera un cambio de un residuo arginina por
un residuo de cisteina en la posicion 451 de la secuencia de aminoacidos del SDHA.
Este residuo esté localizado muy cerca de la zona de unién a FAD y se ha descrito que
el cambio de arginina a cisteina tiene un efecto negativo en la interaccién de esta
proteina con el oxalacetato, afectando al proceso de unién covalente al FAD (10,27).
Como resultado, esta mutacion se asocia a una disminucion de la actividad del complejo
II'y multiples defectos a nivel neurolégico, cardiaco ocular 0 muscular, entre otros
(27,31). Por otro lado, la mutacion ¢.1765C>T genera un cambio de un residuo arginina
por un residuo de triptéfano en la posicion 589 de la secuencia de aminoéacidos del
SDHA, sin afectar a la zona de union al succinato o al FAD, pero generando una proteina
mas inestable (11). Esta mutacion se ha asociado a tumores como paragangliomas (11).
Una vez completado el proceso de mutagénesis dirigida y tras haber realizado la
purificacion a gran escala de los plasmidos resultantes, se comprobé mediante
secuenciacién Sanger, usando los oligonucledétidos descritos en la tabla 6, que se habia
producido la mutacién deseada (figura 13). En los casos en los que se habia generado
la mutacién de interés, se realiz6 la secuenciacion del SDHA completo para asegurarnos
de que no se habian introducido otras mutaciones no deseadas.

GoCcAACCGCCTCG b) GAGTCACG GGG CG

NV e NVAAAR

GAGTCAT GGGGCG

GCCAACIRIGC CTCAG

1 i-“u'lnlulwv\mﬂ'm 1351C>T NI Illi{\f\fﬁgfﬁl'. 1765C>T

Figura 13: Resultados de la secuencia del plasmido pSDHA WT y 1351C>T (a) y pSDHA
WTy 1765C>T (b)
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b)

4) Ensayos de rescate con los plasmidos pSDHA WT, pSDHA
1351C>T y pSDHA 1765C>T.

En la Figura 14 panel a, se muestran dos clones en los que se confirmd la ausencia de
expresion de SDHA, posteriormente fueron analizados y confirmados como KO por
PCR. Estos clones también habia perdido la expresion de la subunidad B (SDHB) del
complejo I, tal y como habia sido descrito anteriormente (13,14). Uno de ellos, el 25A
fue transfectado con los plasmidos pSDHA WT, pSDHA 1351C>T y pSDHA 1765C>T
para estudiar la recuperacion del fenotipo y las posibles diferencias de cada mutacion
respecto al gen sin alterar. La transfeccion se comprobd mediante en analisis de la
recuperacion de la expresion del SDHA (figura 14 paneles a y b). En la figura 14b se
puede observar que, mientras que las células transfectadas con el plasmido WT y
1351C>T recuperaban la expresion del SDHB, esto no sucedia en el caso de las células
transfectadas con el plasmido 1765C>T.

Parental 25A  40A pWT p1351 p1765

-

42 Kda — pros— — R e — Actina

30 Kda — —_ ' ~ — SDHB

Parental 25A pWT pl1351 pl765

70 Kda — — -w"‘ — SDHA

1 Kda — d - .. Actina

Figura 14: Expresion proteica del SDHA (70kD) y SDHB (30kD) en células U20S parentales,
SDHA-/- clones 25A y 40A, y SDHA-/- transfectadas con los plasmidos pSDHA WT (pWT),
pSDHA 1351C>T (p1351) y pSDHA 1765C>T (p1765). Se usé la beta-actina (42 kD) como
control.
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Se estudié la expresion de los complejos | a IV de la cadena respiratoria y el complejo
V (ATPsintasa) en el clon 25A con y sin transfectar con los plasmidos pSDHA WT,
pSDHA 1351C>T y pSDHA 1765C>T. No se observo una pérdida de expresion del
complejo | en el clon 25A (figura 15). En linea con lo observado anteriormente, el clon
25A presentaba una pérdida de expresiéon del SDHB que no fue recuperada con la
transfeccion del plasmido 1765C>T pero si con el WT y con el 1351C>T (figura 15). La
falta de muestras adicionales impidi6 realizar la cuantificacion y posterior analisis
estadistico de la expresion de los otros complejos.

Parental 25A PWT p1351 p1765
— CV, ATP5A
55 Kda — ’ — Clll, UQCRC2
48 Kda — o S, — OV, MiTCOl
40Kda — -
- __ Cll, SDHB
30Kda — o
‘ — Cl, NDUFBS
20 Kda — —

Figura 15: Expresion proteica del complejo V (55kD), complejo Il (48kD), complejo IV
(40kD), complejo 1I-SDHB (30 kD) y complejo | (20 kD) en células U20S parentales,
SDHA- /-, y SDHA-/- transfectadas con los plasmidos pSDHA WT (pWT), pSDHA 1351C>T
(p1351) y pSDHA 1765C>T (p1765). ATP5a: subunidad alfa de la ATPsintasa F1; UQCRC2:
ubiquinol-citocromo c¢ reductasa proteina central 2; MTCO1: citocromo c oxidasa |,
NDUFB8: NADH reductasa, subcomplejo 1 beta, subunidad 8.

Discusion

Pese a que diversas mutaciones en SDHA han sido detectadas y estudiadas en tejidos
de pacientes (20,25-27), hay muchas menos publicaciones acerca de su
caracterizacion en modelos celulares relevantes (20). Este trabajo buscé desarrollar un
modelo de expresion transitoria de dos mutaciones clinicamente relevantes en este gen,
en células U20S SDHA™-, con el objeto de poder estudiar sus diferentes efectos en
relacion con la expresion de la subunidad B de SDH vy los diferentes complejos de la
cadena de transporte de electrones. Esto es especialmente relevante para entender por
qué estas dos mutaciones difieren en sus consecuencias funcionales a nivel celular (20)
y en las patologias que generan. Asi, mientras que la mutacion ¢.1351C>T/R451C esta
asociada con patologias degenerativas con afectacion muscular, cardiaca, ocular y
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nerviosa, principalmente (24,27,31), la mutacién ¢.1765C>T/R589W esta asociada a
diversos tumores como paragangliomas, o tumores del estroma gastrointestinal (11,12).

A nivel molecular se han observado varias diferencias en cuanto a los efectos de estas
mutaciones. En linea con lo observado en el presente trabajo, la mutaciéon R589W en
SDHA provocé una pérdida de expresion de la subunidad B, tanto en tejido tumoral
como en una linea celular de leucemia mieloide crénica (11,20). Estos dos trabajos
también encuentran una pérdida de expresion de la subunidad A con esta mutacién. En
el trabajo actual, si bien se puede observar una disminucién de la expresion de la
subunidad A en el Western Blot, la falta de muestras adicionales impide cuantificar y
realizar el analisis estadistico correspondiente. En un modelo de células de leucemia
mieloide cronica con la mutacion R589W se observo, ademés de una disminucion de la
expresion de SDHB, una disminucion de la expresion de los complejos I, 1l y IV (20). La
disminucion de la expresion de los complejos I, Il y IV no se observa en nuestro trabajo,
ni en las células SDHA-/- sin transfectar, ni en las transfectadas con el plasmido que
introduce la mutacién R589W. Aun asi, otros experimentos de nuestro laboratorio si que
encuentran una pérdida de expresion del complejo | en células SDHA-/-, por lo que es
necesario repetir estos experimentos para cuantificar y validar los resultados.

El trabajo en células de leucemia mieloide crénica muestra similitudes en el perfil
metabdlico de las células con la mutacion R589W vy las células SDHB-/- (20), el cual es
reconocido como gen supresor de tumores. Estas presentaban niveles reducidos del
complejo |, pérdida de la respiracion celular y cambios en el nivel de mudltiples
metabolitos. Esto no sucede en las células con la mutacion R451C, que presentan
niveles normales del complejo | y en las que es necesario inhibir farmacolégicamente el
complejo | para reproducir los cambios metabdlicos de las células SDHB-/- y en las
células con la mutacion R589W. Este hallazgo sugiere que: 1) los cambios metabdlicos
observados en tumores con mutaciones en SDHA/B son provocados por la pérdida
conjunta del complejo 1 y Il y 2) el efecto de estas mutaciones es dependiente de la
pérdida de complejo I. Ademas, la inhibicién farmacoldgica de la actividad enzimatica
de las subunidades A y B no genera estos mismos cambios, lo que sugiere una
interaccion estructural entre complejo | y Il. Esta interaccion se veria afectada con la
mutaciéon R589W, pero con R451C. La acumulacion de succinato se observé en los dos
mutantes, pero es atenuada con la pérdida del complejo | y genera un mantenimiento
de la respiracion celular, a través del metabolismo de la glutamina. Asi, en pacientes
con enfermedades neurodegenerativas asociadas a la mutacién R451C, se observa
acumulacién de succinato sin defectos en el complejo | (36,37). Esta acumulacion es
uno de los posibles mecanismos que vinculan defectos en el complejo 1l con estas
enfermedades (38). Por tanto, estas diferencias metabodlicas pueden ser claves en la
explicacién de por qué las dos mutaciones generan enfermedades diferentes.

Se han propuesto varios modelos para explicar la capacidad supresora de tumores de
SDHB-D y también para explicar porque solo algunas mutaciones en SDHA estan
asociadas a la aparicién de cancer (11). Uno de los mecanismos propuestos es la
estabilizacion del factor de transcripcion HIF-1, que regula la expresién de genes
involucrados en la respuesta a la hipoxia como el metabolismo glucolitico o la
angiogénesis, frecuentemente desregulado en varios tumores (39). Varios trabajos
apuntan a la acumulacion de succinato como un factor que aumenta la traslocacion
nuclear de HIF-1 (40) o su estabilizacién a través de la inhibicién de las prolilhidroxilasas
que participan en su degradacion (41). Este modelo no resuelve la cuestion de por qué
mutaciones como R451C estan asociadas a enfermedades neurodegenerativas, pero
no a cancer. Otro posible vinculo entre defectos en la actividad del complejo 1l con el
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cancer, a través de HIF-1, es la generacion de mitoROS, un factor relevante en la
estabilizacion de HIF-1 (42). Este modelo explicaria por qué, mutaciones en SDHB/C y
D estan asociadas a la formacion de tumores. Estas subunidades son imprescindibles
para el transporte de electrones desde el FADH2 unido a la subunidad A hacia la
ubiquinona, a través de los centros Fe-S y los sitios de unidn a la ubiquinona (6,7). Un
defecto en la funciéon de estas subunidades generaria estrés oxidativo al alterar este
proceso (43,44). Este incremento en la generaciébn de mitoROS seria entonces
dependiente de la actividad de la subunidad A, lo que esta en aparente contradiccion
con el hallazgo consistente en que mutaciones como R589W o0 R31X, que genera un
coddén de STOP prematuro, estan asociadas a cancer pese a generar una pérdida de
expresion de SDHA (11). Este mismo trabajo observa una activacién de la via de HIF
en estos tumores que presentan la mutacién, pero no exploran los mecanismos.
Ademas, varias publicaciones han observado que la respuesta de pseudohipoxia es
independiente de la generacion de mitoROS (41,45), cuestionando el modelo anterior.

Varios trabajos recientes cuestionan el efecto independiente de la pérdida de funcion de
SDH en la generacién de tumores y apuntan a otros mecanismos como mediadores
esenciales en el proceso. Como se ha comentado anteriormente, experimentos en
células de leucemia mieloide cronica humana demostraron que la inhibicién
farmacologica de la actividad enziméatica de SDH no recapitulaba las alteraciones
metabdlicas observadas en tumores con mutaciones en SDH, sino que la pérdida de
expresion de SDHB, mediante un KO de SDHB o mediante la mutacién R589W, llevaba
a la pérdida de expresion del complejo | (20). Esta disminucién de la expresion y
actividad del complejo | es necesaria para generar los cambios metabélicos descritos,
principalmente una disminucion de la respiracion celular y cambios en los niveles de
metabolitos del ciclo de Krebs, aumento del metabolismo de la glutamina, posiblemente
dirigido a la produccion de precursores de sintesis de macromoléculas necesarias para
células proliferativas. Aun asi, ese trabajo no excluye la posibilidad de que la pérdida de
expresion de SDHB sea responsable de la formacién de tumores por si mismo, ya que
la pérdida de SDHB provoca esta pérdida del complejo | y por tanto todos los cambios
metabdlicos (17,18). Por el contrario, un experimento en ratones con KO condicional de
SDHB en células cromafines cuestiona la capacidad de esta alteraciébn de provocar
tumorogénesis (46). Estos ratones no desarrollaron tumores, ni presentaron aumentos
en la expresion de HIF-1, a pesar de la acumulaciéon de succinato. Sin embargo, la
pérdida de SDHB en ausencia de NF1, que es un regulador negativo de la via
Ras/MPAK y Pi3K, si se asocié a un aumento en la incidencia de tumores en ratones
doble KO condicional SDHB NF1. Este estudio no analiza la expresién la expresién o
actividad del complejo I, aunque menciona un aumento de la expresiébn de genes
relacionados con la fosforilacién oxidativa.

Por tanto, varias mutaciones de pérdida de funcion en SDHB, SDHC y SDHD, se
asocian con la aparicion de ciertos tumores, mientras que solo algunas mutaciones de
pérdida de funciéon de SDHA, como R589W, lo hacen, probablemente a través de la
pérdida de SDHB. Otras mutaciones de pérdida de funcion en SDHA, como R451C,
generan enfermedades neurodegenerativas a través de la acumulacién de succinato,
en ausencia de pérdida de la respiracion celular y otros cambios metabdlicos asociados,
que si se dan en mutantes de SDHB, SDHC y SDHD. Estos cambios son mediados en
gran parte por la pérdida del complejo | y aunque puedan aumentar el efecto de otras
alteraciones oncogénicas, no esta claro si son capaces de generar tumores por si
mismos.
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Para avanzar en el conocimientos de los mecanismos moleculares que vinculan los
defectos en el complejo Il con diversas enfermedades es importante caracterizar otras
mutaciones en SDH. Asi, en paralelo a este trabajo, nuestro grupo ha sintetizado
plasmidos con otras mutaciones en SDHA descritas en la tabla 1. Ademas, se ha
generado una linea estable U20S SDHB-/- para el estudio funcional de mutaciones en
esta subunidad.

Conclusiones

1.

2.

Se ha generado una linea celular estable U20S SDHA-/- mediante complejos
gRNA/Cas9 para su uso en ensayos de rescate.

Se ha sintetizado un pladsmido de expresion en mamiferos con la secuencia
codificante de SDHA. Sobre este plasmido se ha realizado mutagénesis dirigida
mediante PCR para introducir las mutaciones ¢.1351C>T y c.1765C>T
asociadas a enfermedad neurodegenerativas y a cancer, respectivamente.

Se han realizado los ensayos de rescate y los resultados preliminares estan en
linea con lo observado con la literatura: la expresion de SDHB (ausente en las
células SDHA-/-) se rescata con el mutante ¢.1351C>T, asociado a enfermedad
neurodegenerativa y no se recupera con el mutante ¢.1765C>T, asociado a
cancer.

El modelo generado pretende servir de base para el estudio de los fenotipos de
expresion, de sefalizacion y metabélicos que puedan ayudar a entender por qué
las distintas mutaciones de SDHA producen tan variadas y distintas patologias.
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