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1. DATOS BASICOS DEL TFG:

Titulo: Mecanismos patoldgicos moleculares en sindromes de deficiencia del ADN mitocondrial
Descripcion general (resumen y metodologia):

Las enfermedades mitocondriales (MD) constituyen un importante grupo de trastornos
genéticos raros que representan un desafio tanto para su diagnéstico como para su tratamiento, ya
que representan una gran heterogeneidad en todos los niveles: clinico, bioquimico y genéticol'3.
Los datos epidemiolégicos indican que aproximadamente 1 de cada 4,300 personas es afectado por
mp4.

Entre los multiples subtipos de MD, los defectos en el mantenimiento del ADN mitocondrial

(mtDNA) son trastornos particularmente frecuentes y graves, y menos estudiados. En estas
condiciones, variantes patogénicas primarias en genes del ADN nuclear (nDNA) provocan una
inestabilidad secundaria del mtDNA, que se manifiesta como deplecién del mtDNA, multiples
deleciones, o ambas®. El sindrome de deplecién de ADN mitocondrial (“mitochondrial DNA
depletion syndrome” - MDDS) se debe a una deficiencia primaria de GUK1 que codifica la guanilato
quinasa 1, una enzima que cataliza la fosforilacién del monofosfato de guanosina y del monofosfato
de desoxiguanosina (GMP y dGMP [(d)GMP]) a difosfato de guanosina y difosfato de
desoxiguanosina (GDP y dGDP [(d)GDP]), y existe en dos variantes: citosélica y mitocondrial6.
MDDS es una enfermedad debilitante y progresiva para la cual actualmente no existen
tratamientos disponibles. Estudios preliminares en células de pacientes han mostrado eficacia con
forodesina, dG o la combinacién de ambos.
Recientemente se ha desarrollado un nuevo modelo de ratén knock-in/knock-out (cGukl
de inicio tardio inducido por tamoxifeno (a los 2,5 meses de vida), que manifiesta la
disfuncién organica sistémica6 y se asemeja a los sintomas desarrollados en humanos.
Trasladaremos estas terapias a ratones cGuk1KI/KO, iniciando el tratamiento el mismo dia de la
inyecciéon de tamoxifeno, antes de la aparicién de los sintomas, con el fin de evaluar la posible
prevencion de estos. La deficiencia de GUK1 provoca una disminuciéon de la funcién mitocondrial.

Se evaluard el efecto del tratamiento sobre la bioenergética mitocondrial. Se usardn 3
grupos de ratones ((GUKlKl/LOXP control, cGUKlKI/KO, cGUKlKI/KO + tratamiento). Nosotros
evaluaremos bioenergética mitocondrial usando la técnica de Seahorse Flux Analyzer (Agilent) y
mediremos la expresién de los complejos de la cadena respiratoria mediante Western blot (WB),
ademads, analizaremos las actividades individuales de las enzimas de los complejos respiratorios
usando espectrofotometria.

KI/KO)

Tipologia: Trabajos experimentales, de toma de datos de campo o de laboratorio.
Objetivos planteados:

Hito:

Evaluar la efectividad de la terapia farmacolégica propuesta en el modelo cGuklKI/KO de inicio
tardio inducido por tamoxifeno, para comprender mejor su efecto sobre la bioenergética
mitocondrial.

Objetivos planteados

1. Se realizara un estudio de funcién mitocondrial a través de la respiracién mitocondrial con el
analizador de flujo Seahorse (Agilent). Ademds, se medirdn las actividades enziméticas de
los complejos respiratorios de forma individual mediante espectrofotometria.




2. Adicionalmente, se evaluara el estado de la cadena de transporte de electrones mitocondrial
mediante la medicién de la expresidn de los complejos respiratorios mitocondriales usando
WB.
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Recomendaciones y orientaciones para el estudiante:

El estudiante tiene que comprometerse a aprender y realizar las técnicas propuestas, tener
capacidad de analisis de los resultados, y participar en la toma de decisiones.

El conocimiento de lengua extranjera (inglés) es importante para poder leer los articulos cientificos
y hacer su andlisis critico.

Al igual que debera aprender a aislar mitocondrias de distintos tejidos de ratén, realizar Western
blot, espectrofotometria, uso de Seahorse (Agilent), usar software 1D Image Analysis. La
representaciéon y el andlisis de los datos se realizaran con los programas GraphPad Prism 9.
Capacidad de trabajar en equipo, iniciativa y espiritu emprendedor.

Plazas: 1

2. DATOS DEL TUTOR/A:

Nombre y apellidos: IRYNA RUSANOVA RUSANOVA
Ambito de conocimiento/Departamento: BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR |

Correo electrénico: irusanova@ugr.es

3. COTUTOR/A DE LA UGR (en su caso):

Nombre y apellidos: AGUSTIN HIDALGO GUTIERREZ
Ambito de conocimiento/Departamento: FISIOLOGIA

Correo electrénico: ahg@ugr.es

4. COTUTOR/A EXTERNO/A (en su caso):

Nombre y apellidos:

Correo electronico:

Nombre de la empresa o institucién:
Direccidn postal:

Puesto del tutor en la empresa o institucion:

Centro de convenio Externo:
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5. DATOS DEL ESTUDIANTE:

Nombre y apellidos:

Correo electroénico:




