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INTRODUCCIO

La majoria dels gens humans es localit-
zen al nucli de la céllula i s’hereten
d’ambdés progenitors. N’existeixen d’altres
que es troben al citoplasma, concretament a
I'interior dels mitocondris, i sén d’origen
exclusivament matern. Aquests formen el
genoma mitocondrial huma. Es a partir de
I"any 1988, any en el qual es descobreixen les
primeres mutacions al DNA mitocondrial
(mtDNA) responsables de malaltia huma-
na, que s’inicia I'estudi de la genetica de les
malalties mitocondrials (Holt et al., 1988;
Wallace et al., 1988a). D’aleshores enca, i
mitjancant la utilitzacié de la genética mole-
cular, s’ha pogut establir que les mutacions
del mtDNA poden ser responsables de mol-
tes sindromes cliniques fins fa poc no sufi-

cientment caracteritzades, i s’ha obert la
possibilitat d’entendre’n, si més no parcial-
ment, la patogenia.

MITOCONDRI, DNA MITOCONDRIAL
I CADENA RESPIRATORIA

Els mitocondris sén petits organuls (0,5-
1 um) que es localitzen al citoplasma de to-
tes les cél-lules eucariotes. Presenten una
membrana interna i una d’externa, que de-
limiten diferents compartiments funcionals
(figura 1). La membrana interna conté les
subunitats proteiques de la cadena respi-
ratdria mitocondrial, via metabolica que
proporciona aproximadament el 90 % del
total d’ATP necessari per al manteniment
de les funcions vitals de la cel-lula. Aquesta
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FiGura 1. Teixit muscular huma normal on s’aprecien diversos mitocondris situats entre les miofibril-les i, ocasionalment, en
contacte amb vacuols lipidics. MET x 10.000.

cadena respiratoria esta formada per cinc
complexos multienzimatics que funcionen
com a transportadors d’electrons: el com-
plex 1 (NADH-CoQ reductasa, constituit
aproximadament per quaranta subunitats),
el complex 1 (succinat-CoQ reductasa, qua-
tre subunitats), el complex m (ubiquinona
citocrom ¢ reductasa, deu subunitats), el
complex 1v (citocrom ¢ oxidasa, vuit subu-
nitats), i finalment el complex v o ATPasa
(catorze subunitats), que garanteix la sinte-
si d’ATP a partir d’ADP i de fosfat inorga-
nic.

El nombre de mitocondris per cel-lula
pot variar ampliament des de desenes fins a
diversos milers, segons els requeriments
energetics de cada teixit. Aixi, el cervell i el
muscul esqueletic, que son teixits molt de-
pendents de la fosforilacié oxidativa per ob-
tenir energia, sén molt rics en mitocondris.

Cada mitocondri posseeix de dues a deu
copies de mtDNA. El mtDNA és una petita
moleécula circular de doble cadena, de 16,5
kb, localitzada en la matriu mitocondrial
(Anderson et al., 1981) (figura 2). El mito-
condri, probablement descendent de cel-lu-
les procariotes que en una fase molt inicial
de I'evoluci6 sobre la terra entraren en sim-
biosi amb les cél-lules eucariotes primitives,
ha perdut bona part de I'autonomia com a
conseqiiéncia de la disminucié de la mida
del seu genoma, que ha passat al nucli
cellular (Lang et al., 1997). Les dues cade-
nes de DNAmt difereixen en la seva com-
posicié de bases. La cadena pesada (HS, he-
avy strand) posseeix més residus de
guanina; la cadena lleugera (LS, light strand)
posseeix més residus citosina (figura 2). El
DNAmt esta molt compactat i gairebé tot és
sequiéncia codificant. Conté trenta-set gens
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Cadena lleugera (L)

Cadena pesant (H)

FiGura 2. El mtDNA huma. Se n’indiquen la cadena pesada i la lleugera, juntament amb els gens que es transcriuen a partir
de cadascuna. Origen H i Origen L son els origens de replicacio de la cadena pesada i de la lleugera, respectivament. LSP és
el promotor per a la transcripcio de la cadena lleugera. HSP és el promotor per a la cadena pesada. D-/oop, bucle de des-
plagament. ATPasa 6 i ATPasa 8 son els gens que codifiquen a I’ATPasa/ATP sintasa. Cyt b, citocrom b del complex 1.
COX1a COXm s6n gens que codifiquen a subunitats del complex 1iv. NDI a ND6 son gens que codifiquen a subunitats del

complex 1.

que codifiquen: tretze proteines, totes elles
subunitats de la cadena respiratoria, set
gens del complex 1 0 NADH deshidrogena-
sa (ND1a ND6), un gen del complex 11 (cito-
crom b), tres gens del complex IV o cito-
crom ¢ oxidasa (COXI a COXIII), dos gens
del complex V o ATPasa (A6 i A8)), vint-i-
dos tRNA i dos rRNA (figura 2). Els gens
estan repartits entre les dues cadenes, pero
la majoria es localitzen sobre la cadena pe-
sada. La presencia de gens en les dues cade-
nes implica que ambdues sén transcrites.
Les seqiiéncies no codificants sén escasses:
la més llarga és el bucle de desplagament
(D-loop) que té al voltant d'1 kb i conté
diverses regions que regulen la replicaci6
i transcripcié del genoma mitocondrial

(Clayton, 1982). La resta de peptids del mi-
tocondri sén codificats pel DNA nuclear,
sintetitzats en el citoplasma de la cel-lula i
transferits al mitocondri per un sistema
d’import especific (Pfanner et al., 1994). Per
tant, cal tenir present que el mitocondri és
dependent de proteines codificades pel ge-
noma nuclear per a la majoria de les seves
funcions.

CARACTERISTIQUES DEL mtDNA

Existeixen tota una serie de caracteristi-
ques que diferencien el mtDNA del nucle-
ar: 1) el mtDNA s’hereta de manera gairebé
exclusiva de la mare, ja que 1'd0vul aporta
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FiGura 3. Segregacio a I’atzar dels mitocondris. En el moment de la fecundaci6 és 1I’0vul qui aporta practicament la totalitat
dels mitocondris al zigot. En els subsegiients processos de divisio cel-lular, els mitocondris es distribueixen a I’atzar en les

cél-lules filles.

practicament tot el citoplasma del zigot en
formaci6; b) no es replica de manera sincro-
nica amb la divisié cel-lular; c) posseeix un
codi genetic diferent; d) presenta una alta
taxa de mutacid, de deu a cent vegades su-
perior a la del genoma nuclear, possible-
ment per causa de la manca d histones que
confereixen una certa proteccio, i possible-
ment també per la falta d'un sistema efectiu
i precis de reparacié (Richter et al., 1988).
En els casos de les malalties genetiques de-
gudes a mutacions al DNA nuclear en que
la mutacié és present a cada una de les
celllules d’un individu, els pacients amb
malalties mitocondrials rarament presen-
ten un dnic tipus de mtDNA Generalment,
per tant, es troben en coexisténcia en una
mateixa ceél-lula molécules normals (salvat-
ges) amb moléecules mutades, estat anome-

nat d’heteroplasmia, en contraposicio6 a la si-
tuacié6 normal anomenada d'homoplasmia.
Quan hi ha heteroplasmia, la proporcié
d’ambdés tipus de molécules varia entre
teixits i cel-lules al llarg de la vida i permet
una distribucié a 'atzar dels mitocondris
durant la divisié celllular (Wallace, 1986)
(figura 3). Cada teixit requereix una pro-
porci6 diferent de molecules de mtDNA
mutades perque el fenotip patologic es ma-
nifesti (efecte llindar) (Boulet et al., 1992).
Les mutacions que tenen una repercussio
severa o letal en la fosforilaci6 oxidativa
son dnicament viables en heteroplasmia.
En contraposicié, moltes de les mutacions
més lleus, de canvi d’un nucleotid en el
mtDNA en regions de gens que codifiquen
per a proteines, poden ser homoplasmi-
ques.
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REPLICACIO DEL mtDNA

La replicaci6é del mtDNA és unidireccio-
nal i asimétrica. Requereix un origen de re-
plicaci6 per a la sintesi de la cadena pesada
(O,) localitzat al bucle de desplacament
(D-loop), i un altre per a la sintesi de la cade-
na lleugera (O,) situat entre els gens del
tRNA®* i tRNA*" La regi6 D-loop conté
també els promotors de la transcripci6 de les
dues cadenes i les seqiiéncies de regulaci6
(Montoyaetal., 1982) (figura 2). Lareplicacié
s’inicia en un tnic origen a la cadena pesada
(O,,). El D-loop és una regi6 de triple cadena
que posseeix permanentment un fragment
de cadena pesada (DNA 7S) complementari
ala cadena lleugera. Aquest DNA 7S se sin-
tetitza a partir d’'un petit RNA transcrit a
nivell del promotor de transcripcié de la ca-
dena pesada i representa al voltant d'uns
set-cents nucleotids. La sintesi de la cadena
pesada comenca al DNA 7S i va avancant al
llarg de la molecula de DNAmt en el sentit
delesagulles del rellotge, utilitzant 7S com a
encebador per a l'accié d"'una DNA polime-
rasa. La cadena filla va desplacant la cadena
parental formant el bucle de desplagament i
continua de forma unidireccional al voltant
de totel DNA. La sintesi de la cadena lleuge-
ra requereix una primasa especifica i co-
menga quan l'origen de replicacié (O,) es
troba en forma de cadena senzilla, com a
conseqiiencia del desplagament de la cade-
na H, i continua en direccié oposada (Chang
etal., 1987).

TRANSCRIPCIO DEL mtDNA

La transcripcio es fa de manera asimetri-
ca a partir dels dos promotors, un per a
cadascuna de les cadenes (HSP, H-strand
promoter i LSP, L-strand promoter), situats al
D-loop (Clayton, 1982) (figura 2). Els dos
promotors de transcripcié tenen orienta-

cions oposades. La cadena pesada es trans-
criu en el sentit contrari a les agulles del re-
llotge. Es requereix una RNA polimerasa
mitocondrial, el factor de transcripcié A
(h-mtTFA) (human mitochondrial transcrip-
tion factor A) i altres factors addicionals. La
proteina h-mTFA s'uneix a I'inici de la regié
de cadascun dels promotors i activa la trans-
cripci6 (Shadel et al., 1993; Fisher et al., 1992).
La transcripcié déna lloc a un transcrit pri-
mari corresponent a la totalitat del genoma,
que és posteriorment tallat a la regi6 dels
tRNA per alliberar els mRNA, elsrRNA i els
tRNA. Seguidament, els missatgers soén po-
liadenilats (Montoya et al., 1983), fet que
posteriorment permet crear els codons de
terminacié. No tots els gens es transcriuen
en la mateixa quantitat. Aixi, la transcripcioé
dels rRNA finalitza just després del gen que
codifica el rRNA 165, i és de quinze a seixan-
ta vegades més freqiient que la transcripcié
de la cadena H completa (Attardi et al.,
1989). En aquest procés de terminacié de la
transcripci6 a 'extrem 3" del rRNA 165 in-
tervé una proteina, el factor de terminacié
(mtTER), que s'uneix a una seqiiéncia situa-
da al gen del tRNA™ (Kruse et al., 1989;
Dagacetal., 1993). La terminaci6 de la segona
unitat de transcripcio es produeix a I’extrem
3" del tRNA™.

TRADUCCIO

Els mRNA mitocondrials tradueixen el
seu missatge dins dels mitocondris en ribo-
somes especifics. Els components d’aquests
ribosomes sén codificats pels dos sistemes
genetics de la cel-lula. Els rRNA sé6n codifi-
cats pel DNA mitocondrial mentre que les
proteines requerides ho sén pel genoma nu-
clear (figura 4). El coeficient de sedimenta-
ci6 dels ribosomes mitocondrials és de 555
amb subunitats de 28S i 39S que contenen
trenta-tres i cinquanta-dues proteines res-
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FiGura 4. Biogenesi del mitocondri. El DNAmt es troba unit per algun punt a la membrana interna (per facilitar I’esquema
s’ha representat en forma lineal, tot i la seva estructura circular). Es transcriu en tres tipus de RNA: ribosomic, missatger i de
transferéncia. Polipéptids codificats pel mtDNA i polipéptids codificats pel DNA nuclear s’associen per a formar els com-
plexos de la cadena respiratoria. La major part de proteines que formen els mitocondris i les necessaries per a I’expressio del
mtDNA so6n codificades per gens del nucli, se sintetitzen al citoplasma i son transportades a I’interior del mitocondri. Muta-
cions a qualsevol d’aquestes etapes podrien provocar una malaltia mitocondrial.

pectivament (Matthews ef al., 1982). El codi
genetic dels mitocondris és lleugerament
diferent del codi universal. El codé UGA co-
difica I'aminoacid triptofan, en lloc de per
un codo de terminacié; AUA és un codo per
metionina i no per isoleucina. AUA i AUU
funcionen com a codons d’iniciaci6, AUG,
AGA i AGG s6n codons de finalitzacio, en
lloc de codificar per arginina (Barrell et al.,
1979). Una altra caracteristica del sistema
genétic mitocondrial és que utilitza un mo-
del de reconeixement de codons inusual
que li permet de llegir el codi genetic amb
tan sols els vint-i-dos tRNA codificats pel
genoma mitocondrial.

MALALTIES MITOCONDRIALS

Tradicionalment les malalties mitocon-
drials han estat definides com a processos
morbosos heretables causats per la deficien-
cia de proteines del mitocondri (McKusick,
1992; Wallace, 1992). D"una manera més se-
lectiva, pero, hi ha una tendencia a reservar
aquestnom per als trastorns que afecten I'tl-
tim pas de les vies metaboliques mitocon-
drials, concretament la cadena respiratoria.
Recentment s’ha demostrat que aquest tipus
de defectes poden ser adquirits i tenir un pa-
per en algunes malalties degeneratives (Wa-
llace, 1992). Una de les caracteristiques de
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les malalties mitocondrials és la gran varie-
tat de simptomes clinics amb que es poden
manifestar. Els organs més freqiientment
afectats son el sistema nervios central, el
miuscul esquelétici el cor, pero altres drgans
hi poden estar implicats, ja sigui ailladament
o0 bé en conjuncié amb altres per donar lloc a
sindromes multisistemiques (figura 5).

Les malalties mitocondrials es poden
classificar segons les caracteristiques clini-
ques i/ o bioquimiques, pero una de les clas-
sificacions més utilitzades en els darrers anys
és la basada en els defectes genetics, que in-
dividualitza tres grans grups: A) malalties
degudes a defectes primaris del mtDNA; B)
malalties degudes a defectes genetics nucle-
ars, i C) malalties per problemes en la comu-
nicacié nucli-mitocondri.

muscul esquelétic
miopatia, PEO, fatiga

cor
cardiomiopatia,
alteracié en la
conduccié

sistema nerviés central
ataxia, demencia, epilépsia,
mioclonia, isquémia

oida
sordesa neurosensorial

ull
atrofia optica, retinitis pigmentaria

intesti
pseudoobstruccié

A) Malalties degudes a defectes prima-
ris del mtDNA. Inclouen la presencia de re-
ordenaments i de mutacions puntuals.

A.1. Reordenaments. Els reordenaments
també es poden subdividir en dos tipus: de-
lecions i duplicacions.

A.1.1. Les delecions s’han descrit en mol-
tes malalties mitocondrials esporadiquesila
majoria de dones que les posseeixen no les
transmeten a la descendéncia (Larsson et
al.,1992). S6n delecions de gran mida, supe-
riors a 1,5 kb, tiniques, i es troben sempre en
heteroplasmia. La proporcié6 de molécules
delecionades en els diferents teixits d"un in-
dividu és molt variable. Aquesta distribucié
tissular i la segregaci6 durant el desenvolu-
pament i la vida adulta sén factors impor-
tants per determinar el fenotip del malalt.

fetge
insuficiéncia hepatica

sang
S. de Pearson

ronyé
glomerulopatia

\

pancrees
diabetis mellitus

FiGura 5. Implicacions mitocondrials en diverses patologies humanes. Tots els Organs o teixits indicats depenen en major o
menor grau de I’ATP que es produeix en el procés de fosforilacio oxidativa mitocondrial. Un déficit en la produccio d’ATP
té efectes deleteris en diversos sistemes i organs, i dona lloc a algunes formes dels trastorns indicats.
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Aquest tipus de reordenament es va des-
criure per primera vegada el 1988 (Holt et
al., 1988). L’expressio fenotipica de la malal-
tia és diferent en nens que en adults. En la
infantesa la malaltia es presenta freqiient-
ment com un defecte multiorganic (Cormier
et al., 1994; Rotig et al., 1989; Tulinius et al.,
1995). Els pacients adults, en canvi, habi-
tualment presenten oftalmoplegia externa
progressiva (PEO), ja sigui de manera ailla-
da, ja sigui com a part de la sindrome de
Kearns-Sayre, que es caracteritza per la
presencia d’oftamoplegia, ptosi, retinitis,
ataxia, blocatges de la conducci6 cardiaca i
una elevada concentracié de proteines en el
liquid cerebrospinal (Holt et al., 1988; Les-
tienne et al., 1988; Moraes et al., 1989; Ba-
rrientos et al., 1995a). Les diferéncies entre
nens i adults es poden explicar, en part, per
la distribucié de les delecions en els teixits.
Una alta proporci6 de molécules deleciona-
des en els teixits implica un desenvolupa-
ment rapid de la malaltia, que afectara mul-
tiples organs. Al llarg del temps es poden
acumular en teixits postmitotics nivells bai-
xos de molecules delecionades, fet que pro-
piciaria un inici tarda de la malaltia que
afectaria especialment cervell i teixit mus-
cular, perd que pot afectar, també, altres es-
tructures (Barrientos et al. , 1997).

En edat perinatal, les delecions del mtDNA
de vegades causen la sindrome de Pearson,
quees caracteritza per anemia sideroblastica
severa, trombocitopénia, neutropénia i dis-
funci6 pancreatica exocrina (Rotig et al.,
1989). La majoria dels nascuts amb sindrome
de Pearson moren en el primer any de vida,
pero alguns es recuperen i després desenvo-
lupen una sindrome de Kearns-Sayre (Lars-
sonetal., 1990).

En tots el casos de delecions del mtDNA
esporadiques s’ha detectat un tnic tipus de
deleci6 per a cada malalt, que coexisteix amb
les molecules de mtDNA normal. La mida i
localitzaci6 de les delecions varia d’un ma-

lalt a I'altre, si bé existeix una delecié molt
freqiient, present en aproximadament un
ter¢ dels malalts, denominada per aquest
motiu «delecié comuna». Aquesta delecid,
d’unes 4,9 kb, esta flanquejada per dues
repeticions de tretze parells de bases que re-
presenten «llocs calents» per a la formacié
de delecions en el mtDNA huma (Holt et al.,
1989; Schon et al., 1989). Sobre la base de les
repeticions flanquejants, s’han classificat
delecions en classe 1 (repeticions directes
perfectes) i classe 11 (no perfectes) (Mita et al.,
1990). En tots els casos les delecions impli-
quen la perdua de gens que codifiquen sub-
unitats dela cadena respiratoria, per a tRNA
i, menys freqiientment, per a rRNA. El defi-
cit enzimatic que es produeix pot tenir tres
origens: a) I'existencia d’una proteina qui-
merica resultat d'un transcrit de fusi6 creat
per la deleci6; b) un defecte en la sintesi pro-
teica degut a la deleci6, ¢) un defecte de sin-
tesi proteica degut a la disminucié del nom-
bre de tRNA o rRNA i/o dels mRNA que
codifiquen subunitats de la cadena respi-
ratoria.

El mecanisme molecular que produeix
les delecions tiniques no és clar. Una possi-
bilitat seria el lliscament de la DNA polime-
rasa durant la replicacié de la moléecula de
mtDNA quan les cadenes de DNA es troben
en fase monocatenaria, fet que es veuria afa-
vorit per la preséncia de seqiiéncies repetiti-
ves que flanquegen la deleci6 (Shoffner et
al., 1989; Schon et al., 1989). Una altra possi-
bilitat seria en processos de recombinaci6
homologa (Mita et al., 1990). Les delecions
descrites no impliquen el O,, O, ni I'LSP,
elements imprescindibles per a la replicacié
del mtDNA. S’han publicat delecions que
afecten I'HSP que comporten una pérdua
completa dels transcrits de la cadena pesa-
da, mentre que els corresponents a la cade-
na lleugera es troben en nivells normals
(Moraes et al., 1991).

A.1.2. Les duplicacions es presenten
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sempre en heteroplasmia (Poulton et al.,
1989). En diverses families s’ha descrit
la transmissi6 materna de molecules de
mtDNA duplicades (Ballinger et al., 1992,
1994; Dunbar et al., 1993; Roétig et al., 1992).
Els pacients presentaven diferents simpto-
mes: ataxia, sordesa, diabetis mellitus, oft-
almoplegia, tubulopatia i sindrome de
Kearns-Sayre. Una duplicacié de 6,1 kb en
una familia amb diabetis i sordesa en un pri-
mer moment erroniament reportada com
una deleci6 de 10,4 kb (Ballinger et al., 1992,
1994). Les duplicacions parcials i les dele-
cions tniques poden coexistir de manera
que s’ha suggerit que les primeres no sén
més que estats transitoris cap a les segones
(Larsson et al., 1995; Cormier et al., 1994;
Clayton, 1982; Barrientos et al., 1996a).
A.1.3. Existeixen delecions i duplica-
cions de regions no codificants del mtDNA.
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g
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o mmon  (3460)
%
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(1555) (15.257)

R MELAS, PEO (3243) (14.484)

MERRF
(8344/8356)

Aquesta afirmaci6 es fonamenta en 1'obser-
vaci6 que els cultius cel-lulars de teixits hu-
mans heteroplasmics per a polimorfismes
de longitud de seqtiéncia dins de la regi6 de
seqiiencia conservada (CSB 11, conserved se-
quence box) no impedeixen un acurat inici de
la transcripcié in vitro (Hauswirth et al.,
1985). També s’ha descrit un polimorfisme
de longitud d’una petita regi6 no codificant
entre el gen de la subunitat 11 de la COXi el
gen tRNA"* (Wrischnick et al., 1987; Barrien-
tosetal., 1995).

A.2. Mutacions puntuals del mtDNA.
S’han trobat en gens que codifiquen per a
proteines, en gens que codifiquen per a
tRNA o en gens que codifiquen per arRNA.

A.2.1. S’han descrit diferents mutacions
puntuals en gens que codifiquen proteines
estructurals en families amb citopaties mi-
tocondrials de transmissié materna. Entre

LHON

NARP/Leigh
(8993)

FI1GURra 6. Posicio en el mtDNA de les mutacions puntuals més comunes. Entre paréntesis s’indica el nucleotid exacte en qué

té lloc la mutacio. Les malalties estan detallades en el text.
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les més freqiients hi ha les associades a atro-
fia optica de Leber (LHON). Les mutacions
considerades com a primaries, és a dir res-
ponsables del fenotip LHON sense la neces-
sitat de la concurrencia d’altres factors mal
caracteritzats de caire genetic, mediambien-
tal o toxic, son tres: una transicio G—>A en el
nucleotid 3460, una transicio G—A en el nu-
cleotid 11778 i una transicié T—C en el nu-
cleotid 14484 (Howell et al., 1994). La prime-
ra que es va descriure i la més freqiient,
G1178A, es localitza al gen ND4 (la subuni-
tat 4 de la NADH deshidrogenasa) (Wallace
etal., 1988) (figura 6). Aquestes mutacions es
troben en el 70-90 % dels malalts LHON ino
han estat mai trobades en individus control.
Es presenten gairebé sempre en homoplas-
mia, si bé en algunes families s’han observat
en heteroplasmia amb rapida segregaci6 del
DNAmtmutat (Vilkki et al., 1990). Freqtient-
ment sén mutacions amb una baixa pe-
netrancia, de manera que la preséncia de la
mutaci6 en una familia afecta només al vol-
tant del 50 % del homesidel 10 % de les do-
nes relacionats per via materna (Larsson et
al., 1995). S’han descrit altres mutacions que
afecten gens dels complexos 1, i 1v i poden
tenir importancia primaria o, més probable-
ment, secundaria en el desenvolupament de
la LHON. El caracter secundari d’aquestes
mutacions se sospita perqué s’han trobat en
baixa proporcié en individus control (Ho-
well et al., 1994; Wallace et al., 1988). Alguns
dels pacients LHON mostren imatges ra-
diologiques de desmielinitzacié del SNC,
la qual cosa ha suggerit que mutacions al
complex 1 podrien donar lloc a nous anti-
gens que provocarien una resposta immune
susceptible de desencadenar la neuropatia
oOptica i altres simptomes que poden recor-
dar una esclerosi multiple (Harding et al.,
1992).

Una altra mutacié puntual «estructural»
és la que afecta la subunitat 6 del complex v,
concretament el nucleotid 8993 (figura 6).

Inicialment aquest defecte es va descriure
en malalts afectes d’atrofia muscular neu-
rogenica, retinitis pigmentaria i ataxia, asso-
ciacié coneguda amb l'acronim NARP per
les seves sigles en angles (Holt et al., 1990)
(figura 6). Posteriorment s’ha observat que
aquesta mutacié pot donar lloc a manifesta-
cions molt variades, que comprenen des
d'una simple retinitis pigmentaria fins a
una sindrome de Leigh, malaltia de molt
mal pronostic, caracteritzada per una necro-
si dels ganglis basals encefalics en edat in-
fantil. La gravetat del fenotip sembla rela-
cionar-se clarament amb el percentatge de
DNAmt mutat (Tatuch et al., 1992).

A.2.2. Mutacions en els tRNA

A.2.2.1. L’associaci6 d’epilepsia mioclo-
nica i fibres roges rompudes (RRF) defineix
la sindrome de MERRF. Aquests malalts
amb freqiiéncia presenten, a més, demen-
cia, ataxia, atrofia muscular i altres simpto-
mes (Fukuhara et al., 1980). En la majoria de
pacients amb MERREF es troba una transici6
A—G al nucleotid 8344 (figura 6). Aquesta
mutaci6 altera una base altament conserva-
da del TyC loop del tRNA per la lisina. S’ha
demostrat que es requereix com a minim
d'un 85 % aun 90 % de molécules de mtDNA
mutades perqué aparegui una disfuncié de
la cadena respiratoria (Larsson et al., 1992).
Aixo fa que els familiars materns dels pa-
cients amb MERRF portadors de la mutacié
normalment n’estiguin menys greument
afectats, o fins i tot estiguin sans (Larsson
et al., 1992; Wallace et al., 1988). S"ha de-
mostrat que la mutacié A8344G provoca
una aminoacilacié del tRNA"* defectiva i
la terminacié prematura de la traduccié
mitocondrial (Enriquez et al., 1995). Aques-
ta mutacié no es transmet sempre de ma-
re a fill. El risc de transmissié depen de
la proporcié de molécules de DNAmt mu-
tades a la mare. S’ha observat que en cal
prop d’un 35-40 % perque es doni la trans-
missié (Larsson et al., 1992). S"ha descrit
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també una segona mutacié heteroplasmica
menys freqiient al tRNA"Y*. Es tracta d'una
transici6 T—C al nucleotid 8356. També en
aquest cas s’ha demostrat que es pot inhibir
la sintesi de proteines mitocondrials i l'acti-
vitat de la cadena respiratoria (Masucci et
al., 1995).

A.2.2.2. Lasindrome de MELAS es carac-
teritza per la coexistencia de miopatia, ence-
falopatia, acidosi lactica i accidents vascu-
lars cerebrals. A1 80 % dels casos s’ha trobat
una mutacié puntual en estat heteroplasmic
al nucleotid 3243, al gen que codifica per al
tRNA de la leucina (Goto et al., 1990) (figura
6). Aquesta mutaci6 inactivaria el factor de
terminaci6 de la transcripcié que es fixa al
tRNA"™". La mutaci6 MELAS pot aixi tenir
dues conseqiiéncies: un defecte en la traduc-
ci6 pel fet d’haver modificat el tRNA i una
modificacié de la relaci6 rRNA/mRNA.
Aquesta mutacié MELAS també es troba en
aproximadament un 20 % de pacients amb
PEO (Moraes et al., 1993) i en una petita pro-
porci6 de malalts amb diabetis mellitus (Ko-
dowaki et al., 1994; Reardon et al., 1992; Van
den Ouweland et al., 1992).

La mutacié6 MELAS A3243G es troba en
una alta proporcié en les RRF musculars
(Moraes et al., 1992; Petruzzella et al., 1994).
S’han descrit, molt menys freqiientment, al-
tres mutacions al tRNA'" en pacients amb
MELAS i amb altres fenotips. Aquestes mu-
tacions es localitzen fora de la seqiiéncia de
terminaci6é de la transcripcié i no afecten
la terminacié de la transcripcié in vitro
(Shang et al., 1994).

A.2.2.3. Mutacions en gens d’altres tRNA.
S’han descrit diverses mutacions puntuals
en altres gens que codifiquen per a tRNA. El
problema que plantegen és que no sempre és
evident si es tracta d'una mutacié patoge-
nica o no. S"han proposat els segtients crite-
ris per atribuir patogenicitat a una variacié
en la seqiiéncia nucleotidica mitocondrial
normal: a) la mutaci6 afecta una base alta-

ment conservada; b) la mutacié no s’ha tro-
bat en controls; ¢) la mutacié s’ha descrit en
diverses families amb un fenotip similar; d)
hi ha correlaci6 entre els nivells de mtDNA
mutat i la gravetat dels simptomes; ¢) la mu-
tacié es déna sempre en heteroplasmia, fet
que suposa que la homoplasmia és incom-
patible amb la vida, i f) hi ha correlaci6 entre
la quantitat de molecules mutades i el grau
de disfunci6 de la cadena respiratoria. Mal-
grat aquests criteris, no existeix un consen-
sus de com establir si una mutacié a un
tRNA és patologica o no. La prova definiti-
va probablement no es podra tenir fins que
no es desenvolupi un sistema que permeti la
introduccié de mtDNA mutat en animals
d’experimentaci6 (Larsson et al., 1995).

A.2.3. Mutacions a gens que codifiquen
per rRNA. En una gran familia amb sordesa
congenita no sindromica es va descriure una
mutacié homoplasmica A—G al nucleotid
1555 del gen que codifica per al rRNA 12S
(Prezant et al., 1993) (figura 6), mutaci6 que
posteriorment s’ha observat en altres fami-
lies amb sordesa induida per aminoglico-
sids. Aquesta mutaci6 es déna en una regié
altament conservada del gen per al RNA 125
i ha resultat ser molt freqiient a la poblacié
espanyola. En un estudi realitzat a setanta
families, aquesta mutaci6 es va trobar en di-
nou grups familiars amb sordesa progressi-
va transmesa per via materna. Dotze d’a-
questes families havien estat tractades amb
aminoglicosids (Estivill et al., 1998). El clo-
ramfenicol inhibeix selectivament la sintesi
proteica i s’han trobat diverses mutacions
al gen que codifica per al TRNA 165 del
mtDNA, que confereixen resisténcia al clo-
ramfenicol en cél-lules de mamifers (Blanch
etal.,1981; Kearsey et al., 1981)

B) Malalties degudes a defectes geneé-
tics nuclears

Des d'un punt de vista teoric, hauria de
ser el grup més nombrés de malalties mito-
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condrials, ja que la majoria de les proteines
mitocondrials sén codificades al nucli. Es
possible que lamajoria d’aquestes mutacions
siguin incompatibles amb la vida, fet que ex-
plicaria que fins a I’actualitat se n’hagin des-
crit molt poques i, en tot cas, no relacionades
amb proteines de la cadenarespiratoria mito-
condrial (Brown et al., 1989; Bourgeron et al.,
1994). Per aquest motiu no seran objecte d’a-
tencio especial en aquesta revisio. El defecte,
monoenzimatic, pot ser teixit especific o ge-
neralitzat, i la forma de transmissi6 tipica-
ment mendeliana (Brownetal., 1989).

C) Malalties degudes a problemes en la
comunicacié nucli-mitocondri

Per bé que separats, els genomes nuclear
i mitocondrial treballen coordinadament,
aparentment sota control nuclear (figura 4).
Les mutacions que afectin aquest control,
d’origen nuclear i per tant amb transmissi6
mendeliana, poden provocar trastorns en la
replicaci6 i transcripcié del mtDNA, en el
processament i traducci6 dels transcrits mi-
tocondrials i en I'import proteic mitocon-
drial. Des del punt de vista de la geneética
molecular s"han descrit dos grans tipus de
defectes en el mtDNAmt deguts a una dis-
funcié6 en la comunicacié nucli-mitocondri:

C.1. Delecions multiples en el mtDNA.
El que s’hereta no sén les mutacions propia-
ment, sin6 el defecte d"algun factor que tin-
dria com a missi6 impedir que durant la
replicaci6 del DNAmt se sintetitzessin ge-
nomes anomals, amb delecions. Els pacients
presenten multiples delecions, que varien
amb el temps i els teixits estudiats. La forma
més freqiient, d’heréncia autosdomica do-
minant, ha estat descrita en diverses fami-
lies amb PEO, ptosi, debilitat muscular i
RRF (Cormier et al., 1991; Shouldbridge et
al., 1990; Zeviani et al., 1989). El gen nuclear
responsable d’aquest fenotip s’ha localitzat
al brag llarg del cromosoma 10 (10q 23.3-
24.3) en una familia finesa (Suomalainen et

al.,1995). Posteriorment s’ha descrit lliga-
ment amb el cromosoma 3 en families italia-
nes (Kakunen et al., 1996). També s’han des-
crit altres fenotips amb un patré d’herencia
autosomic dominant que cursen, fonamen-
talment, amb anémia sideroblastica i per
tant estarien més proxims a la sindrome de
Pearson (Casademont et al., 1994).

La presencia de delecions multiples tam-
bé s’ha vist associada a un patré d’heren-
cia autosOmica recessiva, concretament en
algunes families amb la sindrome de Wol-
fram. Aquesta és una malaltia neurodege-
nerativa de curs progressiu que es caracte-
ritza per la presencia de diabetis insipida,
diabetis mellitus, atrofia Optica i sordesa
(Wolfram et al., 1938). En molts casos es tro-
ba associada a altres simptomes neurologics
i psiquiatrics com ataxia, neuropatia perife-
rica, atonia del tracte urinari, depressi6 i
demencia (Cremers et al., 1997; Borgna-Pig-
natti et al., 1989; Swift et al., 1990; Swift et al.,
1991). Mitjancant estudis de lligament es va
localitzar el gen al brag curt del cromosoma
4 (Polymeropoulos et al., 1994). L’any 1993
Rotig va suggerir que algunes formes de la
sindrome podrien tenir origen mitocondrial
i va descriure el cas d'un pacient que pre-
sentava la malaltia associada a una delecié
en heteroplasmia, en aquest cas tinica, de 7,6
kb (Rotig et al., 1993). Casos semblants van
ser descrits posteriorment per altres autors
(Barrientos et al., 1996b). El nostre grup va
demostrar per estudis de lligament i pre-
nent la preséncia de delecions mdltiples
com a marcador, que el gen nuclear localit-
zat alaregi6 4p16 predisposa a l'aparicié de
delecions del mtDNA. El model d’heréncia
seria semidominant; els heterozigots pre-
sentarien alteracions en el mtDNA mentre
que els homozigots pel defecte nuclear mos-
trarien la sindrome completa. Aquesta va
ser la primera prova directa de la implicacié
entre el genoma nuclear i el mitocondrial en
el cas d’'una malaltia autosomica recessiva
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(Barrientos et al., 1996c). Els resultats obtin-
guts apunten la possibilitat que el gen a la
regié 4pl6 codifiqui un factor relacionat
amb la biogenesi mitocondrial. Alguns gens
implicats a la biogenesi ja s’han descartat
com a candidats perqueé no estan localitzats
enel cromosoma 4 (Hsiesh ef al., 1990; Tiran-
ti et al., 1995). Podrien també considerar-se
com a candidats gens codificants per a fac-
tors implicats en el recanvi del mtDNA o en
la regulaci6 del metabolisme oxidatiu (Ba-
rrientos el at., 1996¢).

C.2. Depleci6 del mtDNA. La depleci6 o
disminuci6 de la quantitat de molecules de
mtDNA s’ha descrit en alguns nens amb
miopatia i deficiéncia en citocrom c oxidasa
de muscul, i en alguns nens amb hepatopa-
tia i nefropatia (Moraes et al., 1991). L'e-
videncia per implicar un gen nuclear com a
responsable de la deplecié del mtDNA es
basa en el fet que la seqiienciaci6 de la regio
reguladora del bucle D, aixi com de la petita
regi6 no codificant que inclou el O,, no ha
demostrat cap mutacié en individus afectes
(Larsson et al., 1992; Moraes et al., 1991) i, a
més, en el fet que la complementacié de cul-
tius de cel-lules de pacients amb depleci6
amb gens nuclears recupera els nivells nor-
mals de mtDNA (Bodnar et al., 1993). També
s’ha descrit una depleci6 de mtDNA, en
aquest cas adquirida, en la miopatia toxica
induida per [lantiretroviral zidovudina
(ZDV) en malalts amb sida (Arnaudo et al.,
1991; Casademont et al., 1996). En alguns ca-
sos de deplecié del mtDNA hi ha nivells dis-
minuits de mtTFA en les fibres musculars,
pero es desconeix si aquest fenomen és pri-
mari o secundari (Larsson et al., 1994).

CONCLUSIONS I PERSPECTIVES
FUTURES

El coneixement de la seqiieéncia completa
del mtDNA huma (Anderson et al., 1981), i

també localitzar la gran quantitat de varia-
cions en aquesta seqiiencia, han estat cru-
cials per a la comprensié del paper patoge-
nic que tenen les mutacions del mtDNA. De
tota manera estem encara molt a l'inici del
cami per comprendre’n bé tots els vessants,
i hi ha moltes arees de treball mal conegu-
des. La intervenci6 dels dos genomes, el nu-
clear i el mitocondrial, per formar els dife-
rents complexos de la cadena respiratoria,
com també la comunicacié intergenomica i
les reaccions requerides per l'import de les
proteines a l'interior del mitocondri, oferei-
xen tota una gamma de situacions suscepti-
bles de ser degudes a defectes genomics. En
aquest sentit les sindromes amb herencia
autosomica dominant o recessiva associa-
des a delecions multiples s6n un molt bon
exemple de defectes en la intercomunicacié
nucli-mitocondri i sén arees molt actives
d’investigacié (Soumalainen ef al., 1995; Ba-
rrientos et al., 1996c). El paper de les muta-
cions al mtDNA en moltes malalties neuro-
degeneratives com ara I'esclerosi multiple,
les malalties de Parkinson i Alzheimer, i la
miositis amb cossos d’inclusio, és actual-
ment objectiu de diversos grups de recerca.
Aquests treballs estan molt lligats, també, a
la comprensié del paper que tenen les al-
teracions mitocondrials en processos tan
diversos com 'envelliment, I'apoptosiil’ex-
posicid a factors que provoquin un desequi-
libri en I'homeostasi de I'estres oxidatiu.
Per altra banda, aquests treballs han
permeés anar desenvolupant proves per al
diagnostic de les malalties mitocondrials.
L’establiment inequivoc del diagnostic d'u-
na malaltia mitocondrial és un prerequisit
per a un adequat consell genétic i un even-
tual tractament. Si bé hi ha moltes muta-
cions en el mtDNA que s’han associat a fe-
notips corresponents a malalties humanes,
només en unes poques ocasions se n’ha po-
gut demostrar el paper causal, mentre que
en moltes altres es desconeix si son causa o
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efecte. Es possible que el diagnostic d’una
malaltia mitocondrial requereixi sempre la
concurrencia de parametres de genética mo-
lecular, perd conjuntament amb estudis cli-
nics, histologics i bioquimics.

Coneixer les bases moleculars d’aquests
defectes ha de ser ttil no només per enten-
dre el paradigma general de les malalties
mitocondrials, sind també per poder desen-
volupar estrategies de «rescat genetic» (res-
tabliment del fenotip salvatge) que puguin
ser utils per als pacients. Donada la dificu-
Itat inherent a l'estudi dels processos bio-
logics en mostres de teixits humans i el
nombre limitat de malalts per a cada una
d’aquestes malalties, un punt basic per po-
der aprofundir en aquest camp sera dis-
posar de models animals per estudiar les
malalties mitocondrials. En aquest sentit, i
donat el coneixement actual de I'estructura
ifuncié del mtDNA de ratolii del fet que al-
gunes de les seves propietats son semblants
en les dues especies, és possible pensar en
un futur model muri (Larsson et al., 1995).

Per acabar, un camp en que s’esta treba-
llant molt activament és en I'intent d’establir
protocols de terapeutica genica per a malal-
ties mitocondrials. El genoma mitocondrial i
el seu sistema d’expressi6 autdnom ofe-
reixen la possibilitat d'una estrategia de te-
rapeutica génica alternativa a I'habitual: la
introducci6 de seqiiéncies de gensnuclearsal
genoma mitocondrial per a la seva expressi6
utilitzant el sistema d’expressié mitocon-
drial. Aquesta aproximaci6, amés del seu po-
tencial en terapeutica genica, pot ser de mo-
ment una eina de gran valor per comprendre
I'expressi6 del genoma mitocondrialila seva
regulaci6 (Collombeet et al., 1998).
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