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FIGURA 1

Morfologia mitocondrial de fibroblastos humanos en cultivo. Las mitocondrias
fueron marcadas con Su9-GFP (péptido sefial de subunidad 9 de FO-ATPasa
fusionado a GFP) y se observan imdgenes confocales. Condiciones: (A) células
wild-type (salvaje, sin mutaciones), (C-E) Mfn2-null (sin expresidon de Mfn2), (F-
G) Mfn1-null (sin expresién de Mfn1), (H) Mfn-dm (doble mutante sin expresidn
de Mfn1 ni Mfn2), (I) OPA1-RNAI (expresion enddgena de OPA1 reducida), (J)
OPA1-RNAi + OPA1 (expresion enddgena de OPA1 reducida y sobre-expresion de
OPA1 exdgena), (K) sobre-expresién de OPA1 exdgena. (B) Grafica con la
clasificacién de células en diferentes subtipos observados (200 células
cuantificadas por genotipo). Escala: 10 um.



FIGURA 2

Ensayo de fusidn mitocondrial a través de la fusion inducida de células
mutantes. Se fusionaron células con mitocondrias marcadas con DsRed o GFP. Se
formaron hibridos entre los siguientes tipos celulares: (A) wilt-type y wild-type
(células salvajes, sin mutaciones), (B) Mfn2-null (sin expresion de Mfn2) y Mfn1-
null (sin expresion de Mfn1), (C) OPA1-RNAi y OPA1-RNAI (con expresidon
reducida de OPA1), (D) OPA1-RNAi (marcador de membrana mitocondrial
externa en rojo) y OPA1-RNAI (con marcador de matriz mitocondrial en verde).
Escala: 10 um.
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FIGURA 3

Crecimiento de células fibroblasticas con diferentes genotipos: (A) Mfn2-null (sin
expresion de Mfn2) con o sin Mfn1-RNAi (con expresion reducida de Mfn1), (B)
Mfn-dm (dobles mutantes sin expresion de Mfn1 ni Mfn2), con o sin sobre-
expresion de Mfnly Mfn2, (C) células wild-type (sin mutaciones) con o sin
OPA1-RNAI (con expresion reducida de OPA1), (D) células wild-type con o sin
sobre-expresion de OPA1 (OPA1-OE). Las células fueron contadas por triplicado.
Se presenta la media del numero de células y el desvio estandar. El nUmero de
células en el dia 4 de la condicion wild-type fue tomado como 100%.
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FIGURA 4

Andlisis del potencial mitocondrial por medio del uso de Mito-Tracker Red. Este
marcador sélo es incorporado en mitocondrias que presentan una diferencia de
potencial a través de la membrana mitocondrial interna. Ademas las
mitocondrias estan marcadas con Su9-GFP (péptido senal de subunidad 9 de FO-
ATPasa fusionado a GFP). (A—C) Mfn-dm (células sin expresion de Mfn1 ni Mfn2),
(D—F) OPA1-RNAI (con expresion reducida de OPA1), (G—I) OPA1-OE (sobre-
expresion de OPA1). Scale bar represents 10 um.
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El consumo de oxigeno fue medido a través de un electrodo. Primero se midio el
ritmo enddgeno de consumo de oxigeno (lapso de tiempo entre flechas). La
segunda flecha indica el agregado de un ionéforo de protones (2,4-dinitrofenol)
para inducir el desacople del transporte de electrones y la produccion de ATP.
Luego de disiparse el gradiente de H+ ocurre una respuesta compensatoria que
resulta en respiracion en capacidad maxima. Los nimeros indican la velocidad de
consumo de oxigeno (nmol/ml/min). Condiciones: (A) células wild-type (sin
mutaciones), (B) OPA1-OE (con sobre-expresion de OPA1), (C) células Mfn-dm
(sin expresion de Mfn1y Mfn2), (D) células Mfn-dm con expresién de Mfnly
Mfn2 exdgena, (E) células OPA1-RNAI (con baja expresion de OPA1), (F) células
OPA1-RNAI con expresion exdgena de OPA1. (G) Grafica comparando los valores
de velocidad de consumo de oxigeno para las diferentes condiciones. El alto de
las barras indica la media y las barra de error representan el desvio estandar.




