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Las enfermedades mitocondriales son un conjunto heterogéneo de enfermedades raras causadas 

por mutaciones en genes (>350) que codifican proteínas involucradas en la estructura, biogénesis 

y mantenimiento de los complejos del sistema OXPHOS. Las deficiencias del complejo V (CV) 

son unas de las menos frecuentes y aún no se conocen completamente sus mecanismos 

fisiopatológicos. El objeto de esta tesis fue profundizar en el conocimiento clínico y genético de 

los defectos de CV, así como en los efectos moleculares y celulares provocados por mutaciones 

en los dos genes del CV, MT-ATP6 y MT-ATP8, localizados en el ADN mitocondrial (mtDNA). 

Se estudió una cohorte de 67 pacientes con mutaciones en los genes MT-ATP6 y MT-ATP8, en la 

que se identificaron 13 mutaciones distintas, siendo las mutaciones más frecuentes la m.8993T>G 

y la m.9176T>C en el gen MT-ATP6, que se encontraron en 42 individuos (63%). El análisis  de  

la relación  genotipo-fenotipo mostró dos hallazgos relevantes para el contexto clínico y genético-

molecular: i) la mutación m.9176T>C presentó un menor efecto patogénico que otras variantes 

patogénicas descritas en el gen MT-ATP6, debido a que se encontró en mayor proporción en 

individuos asintomáticos que en pacientes sintomáticos; además, el nivel medio de heteroplasmia 

en el grupo de asintomáticos fue el más elevado respecto al resto de las variantes identificadas, y 

ii) se identificaron nuevos fenotipos clínicos asociados a mutaciones en el gen MT-ATP8. 

Por otra parte, se desarrollaron modelos celulares de cíbridos transmitocondriales derivados de 

pacientes con el fin de caracterizar las consecuencias funcionales y estructurales sobre el CV 

inducidas por una selección de mutaciones en los genes MT-ATP6 y MT-ATP8, previamente 

identificadas en la cohorte del objetivo anterior. En el estudio de mutaciones en el gen MT-ATP8 

se analizaron los efectos sobre la función, estructura, ensamblaje y oligomerización del CV de 

dos mutaciones, una nonsense (m.8391G>A; p.Trp9Ter) y otra de tipo missense (m.8424T>C; 

p.Leu20Pro) en este gen. Se observó una menor actividad enzimática ATPasa del CV, una menor 

estabilidad del monómero de CV provocada por una desestabilización de los componentes del 

tallo periférico, y una menor capacidad de formación de dímeros y otros oligómeros superiores 

del CV. La comparación de estos dos modelos celulares mostró que la presencia de la subunidad 

codificada por el gen MT-ATP8 en el CV, aunque esté alterada estructuralmente por la presencia 

de una mutación, es capaz de estabilizar el tallo periférico en el monómero y confirmó la 

implicación de esta subunidad en la formación o estabilización de sus oligómeros. En el estudio 

de mutaciones en el gen MT-ATP6 se evaluó la contribución fenotípica de la mutación frecuente 

m.9176T>C, utilizando para ello un portador de dos variantes, m.9176T>C y m.8959G>A y otro 

portador de la variante m.9176T>C aislada en el gen MT-ATP6. Los resultados de los parámetros 

de función mitocondrial analizados mostraron que la variante m.9176T>C no parece tener un 

marcado impacto funcional y estructural sobre el CV, un hallazgo consistente con la menor 

capacidad patogénica de esta mutación observada en el estudio de la cohorte de pacientes. 
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Mitochondrial diseases are a heterogeneous group of rare diseases caused by mutations in the 

genes that encode proteins involved in the structure, biogenesis and maintenance of the OXPHOS 

system. Pathogenic mutations have been described in more than 350 genes encoded by nuclear 

DNA or mitochondrial DNA (mtDNA). OXPHOS diseases involving complex V (CV) deficiency 

are one of the less frequent, and the pathophysiological mechanisms are not yet fully understood. 

The purpose of this thesis was to expand the clinical and genetic knowledge of CV deficiencies, 

as well as the molecular and cellular effects caused by mutations in the two mitochondrial genes 

coding for the subunits of CV, MT-ATP6 and MT -ATP8. 

The first part of this thesis has focused on the study of a cohort of 67 patients with mutations in 

the MT-ATP6 and MT-ATP8 genes. Thirteen different mutations were identified, being the most 

frequent the m.8993T>G and the m.9176T>C in the MT-ATP6 gene, which were found in 42 

individuals (63%). Genotype-phenotype analysis showed two relevant findings in the clinical and 

genetic-molecular context: i) the m.9176T>C mutation displayed a lower pathogenic effect than 

other pathogenic variants described in the MT-ATP6 gene, as it was found in higher proportion in 

the group of asymptomatic individuals compared to the group of symptomatic patients. In 

addition, the mean level of heteroplasmy in the asymptomatic group was the highest with respect 

to that found in all other variants identified in this group; and ii) the association of new clinical 

phenotypes with mutations in the MT-ATP8 gene. 

The second objective of this thesis has centred on the development of cell models of 

transmitochondrial cybrids from patients to characterize the functional and structural 

consequences in CV induced by selected mutations in the MT-ATP6 and MT-ATP8 genes, 

previously identified in the cohort. Two mutations in the MT-ATP8 gene were analysed, a 

nonsense (m.8391G>A; p.Trp9Ter) and a missense (m.8424T> C; p.Leu20Pro), to study their 

effects on the function, structure, assembly and oligomerization of the CV. With regard to 

controls, a lower ATPase enzymatic activity of CV, a lower stability of the CV monomer caused 

by a destabilization of the peripheral stalk components, and a lower capacity of dimer and other 

oligomers formation were observed. The comparison of these two cell models showed that the 

presence of the subunit encoded by the MT-ATP8 gene in the CV, although structurally altered 

by the presence of a mutation, is capable of stabilizing the peripheral stalk in the monomer and 

confirmed the involvement of this subunit in the formation or stabilization of its oligomers. 

Moreover, the phenotypic contribution of the frequent mutation m.9176T>C was evaluated, using 

cell models carrying either two variants, the m.9176T>C and the m.8959G>A, or only the 

m.9176T>C variant, both in the MT-ATP6 gene. The results showed that the m.9176T> C variant 

does not seem to have a marked functional and structural impact on CV, a finding consistent with 

the milder pathogenic potential of this mutation observed in the cohort study.
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ADP Adenosin disfosfato 

ATP Adenosin trifosfato 

BNE Electroforesis azul nativa 

CI Complejo I o NADH deshidrogenasa:ubiquinona 

oxidorreductasa 

CII Complejo II o succinato:ubiquinona oxidorreductasa 

CIII Complejo III o ubiquinol:citocromo c oxidorreductasa 

CIV Complejo IV o citocromo c oxidasa 

CoQ Coenzima Q10, oxidado o ubiquinona 

CoQH2 Coenzima Q10, reducido o ubiquinol 

CRM Cadena respiratoria mitocondrial 

CS Citrato sintasa 

CV Complejo V o ATP Sintasa 

DA-DCF Diacetato-diclorofluoresceina 

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium 

FCCP Carbonilcianuro-p-trifluorometoxifenilhidrazona 

HPO Human Phenotype Ontology 

KDa Kilodalton 

LHON Neuropatía óptica hereditaria de Leber 

L-PCR PCR larga 

MDa Megadalton 

MELAS Encefalomiopatía mitocondrial con acidosis láctica y 

episodios similares a los accidentes cerebrovasculares 

MME Membrana mitocondrial externa 

MMI Membrana mitocondrial interna 

NAD+ Nicotinamida adenina dinucleótido, oxidado 
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NADH Nicotinamida adenina dinucleótido, reducido 

NARP Debilidad muscular neurogenética, ataxia y retinitis 

pigmentosa 

NGS Secuenciación masiva paralela o Next-Generation 

Sequencing 

OCR Tasa de consumo de oxígeno 

OXPHOS Fosforilación oxidativa 

pb Pares de bases 

PBS Tampón fosfato salino 

PCR Reacción en cadena de la polimerasa 

PEG Polietilenglicol 

qPCR PCR cuantitativa 

ROS Especies reactivas de oxígeno 

SC Supercomplejos 

SC I+III2+IV1-2 Respirasoma 

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida y SDS 

TBS Tampón tris salino 

TM Temperatura de fusión  

TMRM Tetra-metil rodamina etil éster 

WB Western Blot 

WT Fenotipo o genotipo silvestre (del inglés “wild-type”) 
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