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1.1. La mitocòndria 

1.1.1. Estructura i funció 

La mitocòndria és un orgànul cel·lular que es troba en el citoplasma de totes les 

cèl·lules eucariotes i també en el citoplasma d’alguns microorganismes (algues, fongs i 

protozous). És un orgànul dotat de dues membranes, l’externa i la interna, la qual es 

plega en estructures anomenades crestes. La membrana mitocondrial externa (MME) 

està constituïda per una bicapa de fosfolípids, essent el contingut de lípids d’un 50%. 

Aquesta bicapa conté estructures proteiques com les porines que confereixen 

permeabilitat a molècules més petites de 10 kDa. La membrana mitocondrial interna 

(MMI) és molt més complexa, ja que conté proteïnes essencials per a les funcions 

metabòliques de la mitocòndria. El contingut lipídic de la MMI és aproximadament 

d’un 20% i només és permeable a l’oxigen, CO2 i aigua. L’existència de dues 

membranes permet definir dos espais ben diferenciats: la matriu mitocondrial i l'espai 

intermembrana (EIM) (Figura 1).  

 

 

Figura 1. Imatge d’una mitocòndria per microscòpia electrònica. 
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La funció principal de la mitocòndria és la producció d'ATP. Aquests orgànuls estan 

especialitzats en la conversió d’energia procedent de l’oxidació de substrats en 

energia en forma d’ATP. Aquest procés es duu a terme mitjançant un sistema 

enzimàtic complex format per la cadena respiratòria mitocondrial (CRM) i la 

fosforilació oxidativa (sistema OXPHOS). Aquest sistema proporciona al voltant del 

90% dels requeriments energètics de la majoria de tipus cel·lulars i consta de cinc 

complexes multienzimàtics localitzats a la MMI. El producte final de la glucòlisis en el 

citoplasma cel·lular és el piruvat, que en condicions anaeròbiques es converteix en 

lactat mitjançant l’enzim lactat deshidrogenasa. En condicions aeròbiques, el piruvat 

és transportat dins la mitocòndria on es descarboxila gràcies a la piruvat 

deshidrogenasa i es converteix en acetil-CoA. Aquest acetil-CoA s’oxida a través del 

cicle de Krebs, generant dues molècules de CO2 i quatre parells d’àtoms d’hidrogen 

que es transfereixen a la nicotinamida adenina dinucleòtid (NAD+) i al dinucleòtid de 

flavina i adenina (FAD), els quals es redueixen a NADH i FADH2, respectivament. 

Durant la respiració, els electrons cedits a la CRM pel NADH i FADH2 són transferits 

des d’un complex al següent, amb potencial redox inferior (Figura 2). El complex I 

(NADH-deshidrogenasa) catalitza la transferència d’electrons des del NADH cap al 

coenzim Q (o ubiquinona). Aquest flux d’electrons genera un bombeig de protons cap 

a l’EIM de la mitocòndria. El coenzim Q també accepta electrons provinents de 

l’oxidació del succinat en el cicle de Krebs, que li són cedits pel complex II. En aquest 

cas no es genera cap flux de protons com succeïa en el cas del complex I. El coenzim Q 

reduït cedeix els electrons al complex III, i aquest els cedeix al citocrom C, generant 

una altre vegada un flux de protons en direcció a l’EIM. La tercera bomba de protons 

és el complex IV, que oxida el citocrom c i cedeix els electrons a l’O2 per donar H2O. 

Durant aquest procés la matriu mitocondrial es va basificant, mentre que l’EIM 

s’acidifica. Degut a la impermeabilitat de la MMI es crea una diferència de potencial 

electroquímic de protons, que serà utilitzada pel complex V (o ATP sintasa) en un 

procés anomenat fosforilació oxidativa. Aquest complex acobla la difusió facilitada de 
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H+ a la producció d’ATP. Aquest fenomen garanteix la coordinació entre les 

necessitats energètiques del sistema i el consum d’aquests1, 2. 

 

 

Figura 2. Flux d’electrons a través dels diferents complexos de la cadena respiratòria mitocondrial i 

producció d’ATP.  

 

La mitocòndria també realitza altres funcions importants, com per exemple; (i) la 

termogènesis (producció de calor mitjançant el desacoblament de la respiració 

oxidativa i la síntesi d’ATP en teixit adipós marró), (ii) la β-oxidació mitocondrial, (iii) la 

homeòstasis del calci en la matriu mitocondrial, que està implicada en els 

mecanismes de mort cel·lular programada (apoptòsi), (iv) en la biosíntesi de clústers 

de ferro i sofre per a la formació de les proteïnes Fe-S i (v) en la síntesi del grup hemo 

en el fetge i en les cèl·lules precursores d'eritròcits. A part, la mitocòndria també 
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participa en la síntesi d'aminoàcids, nucleòtids, fosfolípids, pirimidines i altres 

metabòlits. 

Així doncs, la mitocòndria necessita, per a mantenir la seva estructura i la seva funció, 

al voltant d’unes 850 proteïnes codificades pel DNA nuclear. Aquestes proteïnes es 

sintetitzen en el citoplasma i són importades dins de l’orgànul, on es distribuiran en 

un dels seus 4 espais, la MME, la MMI, l’EIM o la matriu mitocondrial. 

Aproximadament 70 d’aquestes proteïnes són components estructurals de la CRM, i 

més de 20 són necessàries per acoblar i mantenir els complexos en l’ordre adequat 

per a un correcte funcionament. 

 

1.1.2. Gens OXPHOS 

La funció mitocondrial en mamífers té la característica única de la participació d’un 

sistema genètic diferent al nuclear que codifica per proteïnes mitocondrials. Aquest 

sistema genètic s’anomena genoma o ADN mitocondrial (mtDNA). L’expressió 

coordinada dels gens del mtDNA i del genoma nuclear (nDNA) és essencial per a la 

correcta síntesi d’un sistema OXPHOS funcional. La majoria de les proteïnes del 

sistema OXPHOS estan codificades per nDNA, mentre que només 13 estan codificades 

pel mtDNA (Taula 1). Aquests dos genomes tenen una organització genètica molt 

diferent i estan ubicats en diferent compartiments subcel·lulars, amb sistemes de 

transcripció i traducció independents3. 

 

Taula 1. Contribució del genoma mitocondrial i nuclear als complexes de la cadena 

respiratòria mitocondrial. 

 Complex I Complex II Complex III Complex IV Complex V 

mtDNA 7 0 1 3 2 

nDNA >40 4 10 10 12 
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1.1.3. Genètica mitocondrial 

El genoma mitocondrial humà és una molècula circular de doble cadena de DNA de 

16,569 parells de bases (pb) (Figura 3). El mtDNA conté 37 gens; 2 gens codifiquen per 

a RNA ribosomal (rRNA), 22 codifiquen per a RNA de transferència (tRNA) i 13 

codifiquen per a polipèptids que formaran part de les subunitats dels complexos que 

constitueixen la CRM (Figura 2). El mtDNA presenta una estructura molt compacte i la 

majoria dels gens estan codificats per la cadena pesada. La cadena lleugera només 

conté la informació de la subunitat 6 de la NADH deshidrogenasa i 8 tRNAs. La única 

regió del mtDNA que no codifica cap gen és la regió del bucle D, on hi ha la regió de 

control, que conté els elements que regularan la transcripció i la replicació del 

genoma mitocondrial. 

 

 

                       Figura 3. Estructura del DNA mitocondrial. 
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El genoma mitocondrial posseeix algunes característiques particulars que el 

distingeixen del genoma nuclear: 

 

El DNA mitocondrial té, en comparació al nuclear, una gran densitat. La majoria dels 

gens que codifiquen per proteïnes no tenen lloc de terminació, després de l’últim 

codó amb sentit hi ha una T o TA i immediatament després s’inicia un altre gen. El 

codó de terminació es formarà posteriorment mitjançant la poliadenilació de l’extrem 

3´. 

 

El mtDNA té un codi genètic propi i difereix en cinc codons al genoma nuclear: UGA 

codifica triptòfan en lloc de ser codó stop; AGA i AGG són codons stop en lloc de 

codificar arginina, AUA i AUU codifiquen per metionina en comptes de isoleucina, que 

juntament amb AUG són els tres codons Start. 

 

L’herència del mtDNA és essencialment de via materna4. L’ovòcit, amb més de 

100,000 molècules de mtDNA, és el que aporta la immensa majoria de mitocòndries 

en la fecundació. 

 

L’elevada taxa de mutació del mtDNA en comparació al nDNA5 probablement deguda 

a la falta d’histones que protegeixin a la doble hèlix de mtDNA. La falta de protecció 

reforça l’efecte perjudicial que provoquen les espècies reactives de l’oxigen (ROS) 

generades per la fosforilació oxidativa. El mtDNA està físicament molt pròxim a la 

CRM, principal font de formació de ROS dins la mitocòndria.  

 

La homoplàsia correspon a la situació en que totes les molècules de mtDNA que 

conté la mitocòndria són iguals. La heteroplàsmia fa referència a la coexistència de 

molècules salvatges i molècules amb mutacions dins la mateixa mitocòndria. Durant 
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la divisió el mtDNA es reparteix a l’atzar entre les cèl·lules filles, rebent diferents 

percentatges de mtDNA. Aquest fenomen s’anomena segregació replicativa6, que 

provoca que el percentatge de molècules portadores de mutació variï entre teixits i al 

llarg del temps. 

 

El fenotip de la cèl·lula, teixit o individu heteroplàsmic depèn del percentatge de 

mtDNA mutat. D’aquesta manera  el fenotip s’expressa d’acord amb l’efecte llindar. 

La malaltia apareix quan la producció d’ATP en el teixit heteroplàsmic és insuficient 

per assumir una activitat normal. S’ha de tenir en compte que les necessitats 

energètiques de cada teixit son particulars i específiques, així com el nombre de 

mitocòndries i molècules de mtDNA que contenen. Els òrgans i teixits que més es 

veuen afectats per una falta de síntesi d’ATP són: ulls, sistema nerviós, múscul, cor, 

pàncrees, ronyó i fetge. 

 

1.1.4. Mutacions del DNA mitocondrial 

Reorganitzacions del mtDNA 

Les reorganitzacions simples a gran escala del mtDNA poden ser; delecions parcials 

(ΔmtDNA)7, duplicacions parcials8, o menys freqüents, triplicacions9. Totes aquestes 

anomalies es troben en heteroplasmia. La majoria de ΔmtDNA són esporàdiques, 

perquè la deleció és de novo i es dona en un estadi temprà de la embriogènesi o en 

l’oòcit matern10. Les delecions a gran escala acostumen a ser fenòmens greus, ja que 

aquestes delecions tendeixen a la pèrdua d’un o més gens que codifica per tRNAs, i 

per tant, poden afectar a tot el sistema OXPHOS. Aquest fet s’ha demostrat 

transformant cèl·lules amb ΔmtDNA, les quals mostraven una respiració cel·lular i una 

síntesi deficient de proteïnes codificades pel mtDNA11. Els pacients portadors de 

molècules de mtDNA parcialment duplicades són també portadors de molècules amb 

delecions parcials, i s’ha demostrat que molècules parcialment duplicades es poden 

recombinar intramolecularment, donant lloc a molècules de mtDNA wild-type i 
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molècules parcialment delecionades, o viceversa11, 12. S’ha suggerit que les 

duplicacions parcials del mtDNA són benignes i que la patologia ve donada per la 

coexistència d’aquestes amb molècules de ΔmtDNA. Tot i així, existeix una família 

afecte de malaltia mitocondrial que només presenta mtDNA duplicat i no es troba  

ΔmtDNA13. Les duplicacions del mtDNA són transmeses amb una freqüència molt 

elevada, al contrari que les ΔmtDNA12-16. 

Múltiples delecions del mtDNA s’han associat a mutacions en gens nuclears que 

codifiquen per proteïnes que contribueixen al manteniment, replicació i metabolisme 

dels nucleòtids de la mitocòndria17. També s’han descrit acumulacions exponencials 

de múltiples delecions mitocondrials en teixits post-mitòtics d’avançada edat i en 

individus amb malalties neurodegeneratives18-20. 

 

Mutacions puntuals del mtDNA 

El 80% del mtDNA codifica per a subunitats de la CRM, tot i així, la majoria de les 

mutacions puntuals del mtDNA es donen en regions que codifiquen tRNAs. Les 

mutacions puntuals del mtDNA es transmeten de forma materna, tot i que les 

mutacions de novo també són possibles. La única regió on no s’han descrit mutacions 

puntuals és en la regió no codificant del mtDNA. Mutacions patogèniques en els gens 

codificants per tRNAs provoca una fallida general alhora de sintetitzar proteïnes 

mitocondrials, afectant a 4 dels 5 complexes del sistema OXPHOS, mentre que 

mutacions en gens codificants per a proteïnes només afectarien específicament a un 

sol complex de la CRM. La majoria de les mutacions del mtDNA es troben en 

heteroplàsmia i presenten un gran ventall de variabilitat fenotípica, en canvi, les 

mutacions en homoplàsmia són menys freqüents i causen un fenotip clínic molt més 

homogeni i restringit a un sol teixit21-23. 
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1.1.5. Aspectes clínics de les mutacions del mtDNA. 

La distribució ubiqua de les mitocòndries i el gran nombre i varietat de mutacions del 

mtDNA, així com la heteroplàsmia, explicaria l’ampli espectre de manifestacions 

clíniques de les malalties mitocondrials. Tot i aquesta varietat de símptomes, molts 

síndromes multisistèmics ben definits s’han associat a mutacions específiques. Les 

entitats clíniques més comunes són; (i) síndrome de Kearns-Sayre (KSS)24, (ii) el 

síndrome de Pearson25, (iii) oftalmoplègia progressiva externa (PEO) esporàdica amb 

fibres vermelles esquinçades (RRF)24, (iv) epilèpsia mioclònica amb RRF (MERFF) 26, (v) 

encefalomiopatia mitocondrial amb acidosi làctica i episodis semblants a AVC 

(MELAS)27, (vi) neuropatia, atàxia i retinitis pigmentosa (NARP)28, (vii) síndrome de 

Leigh d’herència materna (MILS)29 i  (viii) la neuropatia óptica hereditaria de Leber 

(LHON)30.  

 

1.2. Depleció de DNA mitocondrial 

Les deplecions de mtDNA són alteracions causades per mutacions en gens nuclears i 

es caracteritzen per una reducció en el contingut de molècules de mtDNA. Els 

mecanismes moleculars responsables d’aquest fenomen no es coneixen del tot, però 

se sap que la majoria de mutacions recauen sobre gens que estan directament, o 

indirectament, involucrats en la replicació del mtDNA pròpiament dit o en el 

manteniment del pool mitocondrial de desoxiribonucleòtids trifosfat necessaris per a 

la síntesis del mtDNA. El fet que la depleció de mtDNA pugui afectar tant a un teixit 

específic (majoritàriament múscul, fetge i cervell) com a una combinació de diferents 

òrgans i teixits, implica l’existència de diferents manifestacions fenotípiques31. S’han 

descrit tres presentacions clíniques característiques: (i) miopàtica (OMIM#609560), 

(ii) encefalomiopàtica (OMIM#612073) i (iii) hepatocerebral (OMIM#251880). 

Actualment es coneixen mutacions en 8 gens nuclears associats a depleció del 

contingut del genoma mitocondrial: TK2 i RRM2B responsables de la forma miopàtica, 
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SUCLA2 i SUCLG1 responsables de la forma encefalomiopàtica i finalment POLG1, 

DGUOK, MPV17 i C10orf2 responsables de la forma hepatocerebral (Taula 2). 

Mutacions en el gen TYMP, que codifica per la timidina fosforilasa (TP), s’associen 

amb del síndrome d’encefalomiopatía neurogastrointestinal mitocondrial (MNGIE), 

els pacients presenten depleció i delecions múltiples del mtDNA. 

Degut a que el mtDNA codifica per diferents subunitats dels complexes I,III,IV i V de la 

CRM, la depleció del mtDNA causa deficiències combinades en aquests complexes, 

però no en el complex II, que és de codificació exclusivament nuclear. De totes 

maneres, els anàlisis de les activitats dels diferents complexes de la CRM poden ser 

normals en el cas que el teixit estudiat no sigui el principalment afectat31. 

 

Taula 2. Gens responsables de la depleció de mtDNA. 

Gen Proteïna Localització OMIM 

DGUOK Desoxiguanosina quinasa 2p13.1 *601465 

TK2 Timidina quinasa 2 16q22.1 *188250 

SUCLA2 Subunitat β de la succinil-CoA sintasa 13q14.2 *603921 

SUCLG1 Subunitat α de la succinil-CoA sintasa 2p11.2 *611224 

RRM2B Ribonucleòtid reductasa (p53R2) 8q22.3 *604712 

TYMP Thymidina fosforilasa 22q13.33 *131222 

POLG1 Subunitat catalítica de la polimerasa γ 15q26.1 *174763 

C10orf2 Helicasa Twinkle 10q24.31 *606075 

MPV17 Mpv17 2p23.3 *137960 

 

 

1.2.1. Metabolisme dels nucleòtids. 

El mtDNA es replica durant tot el cicle cel·lular, independentment de la replicació del 

nDNA, per tant es necessita una aport constant de desoxiribonucleòtids trifosfat 
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(dNTP). Com que la mitocòndria no té capacitat de síntesis de novo de dNTP, el pool 

mitocondrial es manté gràcies al reciclatge i reaprofitament de nucleòtids, a través de 

la ruta de salvament, i a l’import de dNTP citosòlics (utilitzant transportadors 

específics)32.  

La ruta de salvament està formada per varis enzims, mitocondrials i citosòlics, 

encarregats de la fosforilació progressiva de nucleòsids fins a l’obtenció dels dNTP. En 

primer lloc, els desoxiribonucleòsids són fosforilats per una desoxiribonucleòsid 

quinasa (dNK) per a obtenir desoxiribonucleòtids monofosfat (dNMP). Seguidament hi 

ha dues fosforilacions consecutives, en que la nucleòtid monofosfat quinasa (NMPK) i 

la nucleòtid difosfat quinasa (NDPK) afegiran els fosfats necessaris per a la formació 

dels dNTP finals. Les dNK mitocondrials més importants són la desoxiguanosina 

quinasa (dGK) i la timidina quinasa 2 (TK2), codificades pels gens DGUOK i TK2, 

respectivament. En el citoplasma també trobem dNK que formen part de la ruta de 

salvament, la desoxicitidina quinasa (dCK) i la timidina quinasa 1 (TK1), encarregades 

del primer pas en la cadena de fosforilacions per a obtenir dNTP. 

 En cèl·lules quiescents, la subunitat R2 de l’enzim clau en la síntesi de novo dels 

dNTPs, la ribonucleòtid reductasa (RNR), està regulada negativament. En aquesta 

situació la síntesi de mtDNA depèn principalment dels enzims de la ruta de salvament; 

dins la mitocòndria la TK2 fosforila nucleòsids de pirimidina i la dGK fosforila 

nucleòsids de purina. En el citoplasma la TK1 fosforila la timina i la dCK fosforila la 

guanosina, adenosina i citidina (Figura 4). S’ha demostrat que en situació de 

quiescència la ruta de síntesi de novo dels nucleòtids només funciona a uns nivells 

molt baixos, gràcies a l’actuació de la proteïna p53R2 que supleix la funció de R2 de la 

RNR33.  Quan la cèl·lula es troba en fase de creixement, el DNA nuclear es replica 

activament i necessita desoxinucleòtids trifosfat, per tant, la síntesi de novo s’activa. 

En aquesta situació la mitocòndria pot importar desoxiribonucleòtids difosfat (dNDP) i 

dNTP des del citoplasma (Figura 5). 
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 Figura 4. Esquema de la dinàmica de la síntesi de dNTP per la ruta de salvament. 

 

 

 Figura 5. Esquema de la dinàmica principal de la síntesi de dNTP per la ruta de novo. 
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1.2.2. Síndromes de depleció de mtDNA 

Fins al moment s’han descrit pacients amb mutacions en enzims que formen part de 

la ruta de salvament (TK2 i dGK) o en enzims relacionats directament o indirectament 

amb la síntesi i manteniment del pool de nucleòtids dins la mitocòndria (p53R2, TP i 

SCS). També s’han descrit pacients amb depleció de mtDNA que presenten alteracions 

en enzims relacionats directament amb la replicació del mtDNA (POLG i Twinkle). 

Mitjançant tècniques de mapatge per homozigositat s’han pogut associar defectes en 

el gen MPV17 amb pacients amb depleció de mtDNA, tot i desconèixer la funció 

exacta de la proteïna MPV17. Seguidament s’exposen breument els gens associats a 

MDS.  

 

Timidina quinasa 2 (TK2) 

La timidina quinasa 2 és una quinasa intramitocondrial de nucleòtids de pirimidina, 

encarregada de fosforilar desoxitimidina, desoxicitidina i desoxiuridina, formant part 

de la ruta de salvament de síntesi de dNTP de la mitocondria34. Tal com s’ha comentat 

en apartats anteriors, la TK2 és essencial per a l’obtenció i manteniment del pool de 

dNTP en teixits no replicatius34. 

Mutacions en el gen TK2 afecten principalment al teixit muscular, amb poc o gens 

efectes sobre fetge, cervell, cor o pell35. La manifestacions clíniques típiques dels 

defectes de TK2 són una miopatia progressiva severa de presentació infantil o juvenil 

de progressió ràpida. L’electromiografia és miopàtica, la creatina quinasa està elevada 

fins a varis mil·lers d’unitats (>1000 U/L) i l’àcid làctic es troba moderadament elevat 

(< 2x valors normals). Morfològicament, la biòpsia muscular dels pacients TK2 

presenten característiques dismòrfiques amb fibres citocrom c oxidasa negatives i 

RRF.  

El primer pacient descrit amb mutacions al gen TK2 va presentar una miopatia infantil 

severa amb regressió motora i mort per insuficiència respiratòria34. Mutacions en el 
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gen TK2 solen estar associades específicament a la forma miopàtica de depleció de 

mtDNA, tot i que un fenotip semblant a l’atròfia muscular espinal s’ha descrit 

ocasionalment36. L’evolució de la malaltia és ràpida, portant al pacient a patir fallida 

respiratòria i mort en mesos o anys, però s’han descrit fenotips menys severs amb 

una evolució més lenta i una supervivència perllongada31. 

Fins al moment s’han descrit 25 mutacions patogèniques diferents que afecten a TK2. 

La prevalença de mutacions en TK2 entre les formes miopàtiques és d’un 20%. Cap 

dels pacients descrits han presentat variants amb pèrdua total de funció, donant a 

entendre que una activitat residual és necessària per evitar la mort embrionària. En 

concordança amb aquest fet, ratolins knock-out per TK2 presenten una alta letalitat 

embrionària37. 

   

Desoxiguanosina quinasa (dGK) 

La desoxiguanosina quinasa és l’enzim encarregat de catalitzar el primer pas de 

fosforilació dels desoxiribonucleòsids en la via de salvament mitocondrial, 

específicament fosforila els desoxiribonuclelòsids de purina als corresponents 

dNMP17, 35. El gen que codifica la dGK (DGUOK) està localitzat en el cromosoma 2p13. 

El fenotip més freqüent dels pacients amb mutacions al gen DGUOK es caracteritza 

per presentar una fallida hepàtica progressiva d’aparició neonatal, dificultat en 

l’alimentació i afectació neurològica (hipotonia, nistagmes i retràs psicomotor). Les 

manifestacions clíniques com neuropatia perifèrica i tubulopatia renal s’han descrit 

ocasionalment en algun pacient38. Tots els pacients acostumen a presentar nivells alts 

de tirosina i fenilalanina en plasma, marcadors del dany hepàtic i la hiperlactacidèmia, 

sempre present. La ressonància magnètica pot mostrar un pic de làctic en cervell39. La 

depleció apareix en fetge i va acompanyada de deficiències múltiples de CRM, mentre 

que la quantitat de mtDNA en múscul i fibroblasts acostuma a ser normal. Anàlisis 

histològics del fetge mostren varies alteracions; esteatosis microvascular, colèstasis, 
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fibrosis i cirrosis. En la majoria dels casos hi ha una ràpida evolució de l’afectació 

hepàtica i neurològica, provocant la mort del pacient a l’edat de 12 mesos39.  

S’han descrit més de 80 pacients de 50 famílies i s’han identificat al voltant d’unes 40 

mutacions diferents31. La forma hepatocerebral infantil és majoritàriament la 

manifestació clínica dels pacients. Tot i que s’han practicat transplants hepàtics en 

varis pacients a fi d’evitar la fallida hepàtica, la presència de símptomes neurològics 

indica una afectació multisistèmica i, per tant, el transplant està contraindicat en 

pacients afectes de DGUOK
40. Els casos de DGUOK són aproximadament entre un 10 i 

un 15% dels casos de depleció de mtDNA31, 39, 41.  

  

Succinil-CoA sintasa (SCS) 

La succinil-CoA sintasa és un enzim de matriu mitocondrial que catalitza la síntesi 

reversible d’àcid succínic i adenosina/guanosina trifosfat (ATP/GTP) a partir de 

succinil-CoA i adenosina/guanosina difosfat (ADP/GDP) en el cicle dels àcids 

tricarboxílics o cicle de Krebs (Figura 6). Aquest enzim està format per dues 

subunitats, α i β, codificades respectivament pel gen SUCLG1 i el gen SUCLA2. 

Mutacions en SUCLA2 i SUCLG1 causen la forma encefalomiopàtica del síndrome de 

depleció de mtDNA, però defectes en SUCLG1 pot causar, a més, una malaltia molt 

severa que presenta dimorfisme antenatal, crisis metabòlica neonatal i mort 

prematura42, 43. Un marcador molt útil en els defectes de SCS és l’elevació moderada 

d’àcid metilmalònic en orina (Figura 6), a més de la presència de metabòlits del cicle 

de Krebs (metílcitric, làctic, esters de carnitina i 3-hidroxi-isovalèric) en molts casos. 

Alguns dels pacients moren durant la fase neonatal, mentre que d’altres tenen una 

major supervivència.  

Les característiques clíniques que presenten els pacients amb mutacions en SUCLA2 

són; hipotonia, retràs del desenvolupament, i quasi sempre, distonia progressiva i 

sordera neurosensorial. La depleció de mtDNA pot ser detectada en múscul, i els 

anàlisis enzimàtics mostres deficiències combinades de les activitats d’enzims del 
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metabolisme oxidatiu. S’han associat més de 30 pacients amb mutacions al gen 

SUCLA2, la majoria d’ells del nord d’Itàlia i de les illes Faroe, on hi ha un efecte 

fundador, amb una freqüència de portadors de 1/2542. En canvi, mutacions en el gen 

SUCLG1 s’han descrit en unes poques famílies. 

Mutacions en el gen SUCLA2 o SUCLG1 afecten a l’associació entre la succinil-CoA 

sintasa i la nucleòtid difosfat quinasa mitocondrial (figures 4 i 5) , alterant l’equilibri 

del pool de nucleòtids mitocondrials i causant depleció de mtDNA. En el múscul, el 

grau de depleció acostuma a no ser molt elevat44. 

 

 

Figura 6. Cicle de Krebs i metabolisme de l’àcid metilmalònic. 
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Timidina fosforilasa (TP) 

L’enzim timidina fosforilasa, essencial per a la ruta de salvament, està involucrada en 

el metabolisme citosòlic dels desoxiribonucleòtids i catalitza la fosforilació de timidina 

(dThd) o deoxiduridina a timina o uracil (Figura 4)45. Un defecte de TP provoca un 

desequilibri important entre els dNTP, sobretot dels nucleòtids de timina, que no 

poden ser metabolitzats correctament i s’acumulen en fluids corporals. Una massiva 

acumulació de desoxitimidina trifosfat (dTTP) en la mitocòndria interfereix amb el bon 

funcionament de la DNA polimerasa mitocondrial, provocant mutacions, delecions 

múltiples i deplecions en el mtDNA46.  

Mutacions al gen TYMP son la causa més freqüent del síndrome MNGIE, els trets 

clínics més característics són; ptosis, oftalmoparesis, dismotilitat gastrointestinal, 

caquèxia, neuropatia perifèrica i leucoencefalopatia47. Mentre que la majoria dels 

pacients de MDS inicien els símptomes durant el període neonatal o durant la 

infància, els símptomes del defectes de TP s’inicien en durant l’adolescència i els 

pacients sobreviuen fins a l’edat adulta. 

 

p53R2 

El gen RRM2B codifica per una petita subunitat (la subunitat p53R2 induïble per p53) 

de la ribonucleòtid reductasa (RNR). La RNR és un enzim heterotetramèric 

responsable de la conversió dels ribonucleòtids difosfat a desoxiribonucleòtids 

difosfat, crucials per a la síntesi de DNA33. Aquest enzim és el principal regulador dels 

nivells de nucleòtids en el citoplasma, i les seves subunitats s’expressen en cèl·lules 

postmitòtiques, on probablement té un paper clau regulador del pool  de 

desoxiribonucleòtids per a la síntesi de DNA (figura 5).  

Els pacients amb mutacions en el gen RRM2B acostumen a presentar hipotonia, 

acidosi làctica, retràs en el creixement i tubulopatia en els primers mesos de vida. La 

malaltia evoluciona ràpidament i provoca la mort del pacient durant els primers 
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mesos de vida. S’han descrit, fins al moment, 15 pacients que presenten aquest 

fenotip. Les mutacions en RRM2B que provoquen una deficiència total de l’enzim són 

causants de formes infantils i neonatals de depleció de mtDNA, amb una reducció 

dràstica del número de còpies de mtDNA en múscul33. 

 

Polimerasa gamma (POLG) 

Mutacions en el gen POLG1, que codifica la subunitat catalítica de la polimerasa γ, 

representen el defecte nuclear més freqüent causant de malalties mitocondrials. Fins 

al moment s’han descrit més de 150 mutacions (http://tools.niehs.nih.gov/polg). 

L’enzim pol γ és la única polimerasa mitocondrial existent i està format per un domini 

exonucleasa amb funció proofreading localitzat en l’extrem N-terminal, i un domini 

polimerasa localitzat en l’extrem C-terminal i que s’encarrega principalment de la 

replicació del mtDNA. Com que juga un paper principal en la replicació del mtDNA, no 

és sorprenent que el seu defecte estigui associat a delecions i deplecions de mtDNA48. 

Les malalties resultants de mutacions en el gen POLG1 estan associades a un espectre 

de presentacions clíniques molt heterogènies; (i) formes dominants o recessives de 

PEO, (ii) atàxies juvenils espinocerebelars, amb o sense disàrtria, i al (iii) síndrome 

d’Alpers-Huttenlocher44, 49. 

Aproximadament unes 45 mutacions en el gen POLG1 són causants del síndrome 

d’Alpers-Huttenlocher, una depleció de mtDNA de caràcter autosòmic recessiu 

caracteritzada per l’aparició de símptomes en edat pediàtrica; retard psicomotor, 

epilepsia partialis continua i fallida hepàtica en infants i nens50, 51. La ressonància 

magnètica mostra anormalitats a nivell de ganglis basals i el tàlem, eixamplament 

irregular dels ventricles i paquigira parcial. Normalment els pacients, no tots, 

presenten una deficiència múltiple dels complexos de la CRM i depleció del mtDNA en 

fetge, però ambdós poden ser normals en múscul esquelètic. El quadre clínic es 

solapa amb el síndrome hepatocerebral, probablement un dels diagnòstics més 

severs de l’infància44. 
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Mutacions en heterozigosi classificades com a severes, habitualment afectant a 

dominis d’unió al DNA o al centre catalític de la polimerasa, causen depleció de 

mtDNA i es manifesta en la infància amb afectació servera del fetge i cervell31. Les 

dues mutacions més comunes del gen POLG1 detectades en pacients amb síndrome 

d’Alpers-Huttenlocher són la A467T i la W748S, i es poden presentar en homozigosi o 

en heterozigosi amb altres variants. 

 

C10orf2 (Twinkle)  

La proteïna mitocondrial Twinkle, codificada pel gen C10Orf2/PEO1, és una helicasa 

replicativa del mtDNA, activa en forma de homohexàmer i unida al mtDNA en els 

nucleòids mitocondrials52. Mutacions en el gen c10Orf2 poden ser causants de 

malalties dominants, com PEO de presentació adulta associada a delecions múltiples 

del mtDNA, i de malalties recessives, com la hepatoencefalopatia severa de 

presentació neonatal/infantil o l’atàxia espinocerebelar associada amb depleció del 

mtDNA en cervell i fetge, però no en múscul31. 

L’atàxia espinocerebelar infantil és una malaltia neurodegenerativa severa de caràcter 

autosòmic recessiu que es manifesta entre els 9-18 mesos de vida amb una atròfia 

progressiva del cerebel, del tron cerebral i del cordó espinal, atàxia durant els primers 

2 anys, hipotonia i neuropatia sensorial axonal, atròfia òptica, pèrdua d’audició i 

oftalmoplegia31. Els pacients acostumes a sobreviure fins a edat adulta. El greu fenotip 

neurològic observat en aquests pacients, amb absència d’afectació muscular, 

suggereix que la proteïna Twinkle pot jugar un paper important en el manteniment i 

funció de subpoblacions neuronals específiques17. La forma hepatocerebral de MDS 

pot ser causada per diferents mutacions recessives en C10orf2
53. 

     

MPV17 

El gen MPV17 codifica per una proteïna de membrana mitocondrial interna de funció 

desconeguda i el seu defecte causa depleció de mtDNA. Els pacients amb mutacions 
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en MPV17 presenten, durant el primer mes de vida, els següents símptomes: fallida 

hepàtica severa, hipoglucèmia, retràs de creixement, símptomes neurològics i 

múltiples lesions cerebrals54. Les alteracions bioquímiques més representatives 

d’aquest pacients serien les múltiples deficiències de la CRM associades a una severa 

depleció de mtDNA en fetge. Les activitats de la CRM i els nivells de mtDNA també es 

poden veure afectats en teixit muscular, tot i que alguns pacients poden presentar 

valors normals55. Anàlisis histològics del fetge mostren hepatòcits d’aspecte inflat i 

granular, esteatosi microvesicular i fibrosi focal pericel·lular i periportal.    

 

1.2.3. Diagnòstic dels síndromes 

El diagnòstic de les deplecions de mtDNA es realitza mitjançant l’anàlisi per Southern-

blot o per PCR quantitativa a temps real (qRTPCR). En ambdues metodologies, la 

quantitat de mtDNA s’estudia relacionant el nombre de còpies d’un gen mitocondrial 

amb el número de còpies d’un gen nuclear de referència. Per tal de determinar i 

interpretar correctament el contingut de mtDNA d’una mostra cal considerar la 

dinàmica natural del contingut de mtDNA en diferents teixits i edats del pacient i és 

important establir bons controls que tinguin en compte aquests factors56, 57. 

 

1.2.4. Consell genètic, diagnòstic prenatal i tractament de les MDS. 

Deguda la complexitat de la genètica i bioquímica mitocondrial, tota la informació 

referent al fenotip clínic, la història familiar, les dades del laboratori i la neuroimatge 

ha de ser integrada per encarar el diagnòstic i el consell genètic. Si la malaltia 

mitocondrial és deguda a una mutació en el genoma nuclear, la cerca de mutacions 

en vellositats corials a les 10 setmanes de gestació o el diagnòstic genètic 

preimplantacional són les opcions més vàlides.  

No existeix una teràpia efectiva per a les malalties mitocondrials. Tot i així, mesures 

de suport, com millora la nutricional, suplements vitamínics, cofactors i substrats 
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“respiratoris”, el tractament de les convulsions, la correcció dels nivells de làctic i 

altres complicacions poden millorar problemes específics dels pacients i millorar la 

qualitat de vida en alguns casos. Si no desenvolupen símptomes neurològics, el 

transplantament de fetge pot ser beneficiós per a pacients amb hepatopatia causada 

per mutacions en el gen DGUOK, tot i que es desaconsella per la possible aparició 

posterior d’una afectació neurològica40. En pacients MPV17, s’ha dut a terme 10 

trasplantaments, 5 dels quals van morir posteriorment de fallida multiorgànica i 

sèpsis. Mentre que els altres 5, portadors de la mutació relativament lleu p.R50Q, van 

desenvolupar símptomes neurològics58-60. Una dieta controlada, evitant 

hipoglucèmies, amb una combinació de CoQ10 i una dieta rica en greixos, han 

demostrat reduir la velocitat de progressió de la hepatopatia en pacients MPV1761, 62. 

El diagnòstic genètic correcte és de vital importància en casos com la polidistrofia 

d’Alpers-Huttenlocher, ja que, en aquests pacients, l’administració de valproat per 

controlar les convulsions poden desencadenar una fallida hepàtica fulminant. En 

pacients MNGIE, l’hemodiàlisi i la transfusió repetida de plaquetes ha demostrat ser 

eficaç a l’hora de disminuir els nivells de timina en sang63, 64. El transplantament 

allogenètic de cèl·lules de moll d’os (stem cells) ha tingut èxit alhora de restaurar 

certa activitat TP i disminuir els nivell de timina en plasma65. 

 

1.3. Cofactors del metabolisme energètic mitocondrial. 

En el procés d’obtenció d’ATP, a part de l’adequada funcionalitat de totes les 

proteïnes enzimàtiques, la mitocòndria necessita una adequada absorció, transport i 

biosíntesis de molècules de mida petita anomenades cofactors. A continuació 

descriurem l’estat actual del coneixement científic dels principals cofactors del 

metabolisme energètic mitocondrial en humans; l’àcid lipoic, la tiamina, la riboflavina, 

el coenzim Q10 i els clústers de Fe-S (figura 7). 
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Figura 7. Principals cofactors del metabolisme energètic mitocondrial. 

 

1.3.1. Àcid lipoic 

L’àcid lipoic és un cofactor essencial per a l’activitat de tres complexes cetoàcid 

deshidrogenasa; la piruvat deshidrogenasa (PDH), la alfa-cetoglutarat deshidrogenasa 

(α-KGDH) i la deshidrogenasa de alfa-cetoàcids de cadena ramificada (BCKDH), 

implicats en la descarboxilació oxidativa del piruvat, alfa-cetoglutarat i els aminoàcids 

ramificats, respectivament. A més a més, l’àcid lipoic també és un cofactor implicat en 

el sistema d'escissió de la glicina o glycine cleavage system (GCS). Aquest cofactor es 

sintetitza dins la mitocòndria mitjançant múltiples reaccions enzimàtiques, incloent la 

síntesi d’àcid octanoic via àcid gras sintasa (FASII) unit a la proteïna transportadora de 

grups acil (ACP)66. Un cop sintetitzat l’àcid octanoic, aquest serà transferit a una lisina 

conservada de les subunitats E2 de les mencionades deshidrogenases (PDH, KGCH i 

BCKDH) i a la proteïna H del sistema GCS. Finalment, s’introduiran dos grups sulfur en 

les posicions 6 i 8 per l’acció de l’enzim àcid lipoic sintasa (LAS) la qual es troba 

altament conservada tan en procariotes com en eucariotes, i a diferència del que 
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passa en Escherichia coli, els eucariotes són estrictament dependents de la síntesi 

endògena d’àcid lipoic dins de la mitocòndria67. 

 

1.3.2. Tiamina 

La tiamina o vitamina B1 és una substància aromàtica hidrosoluble, la seva demanda 

diària en un adult és aproximadament de 0.2 mg/dia. Aquesta vitamina s’absorbeix en 

l’intestí prim en forma de tiamina o de tiamina monofosfat, però la forma activa com 

a cofactor és la tiamina pirofosfat (TPP). La TPP és un cofactor essencial de la 

transketolasa citosòlica i de tres enzims mitocondrials: PDH, KGDH i BCKDH. El seu 

metabolisme complert en mamífers requereix del transport intracel·lular de la tiamina 

o de la tiamina monofosfat. S’han descrit dues isoformes del transportador, 

codificades pels gens SLC19A2 i SLC19A3. Un cop dins la cèl·lula, la tiamina o tiamina 

monofosfat és fosforilada per acció de la tiamina pirofosfat quinasa, que generarà TPP 

i podrà ser transportada dins de la mitocòndria a traves del transportador codificat 

pel gen SLC25A19 (OMIM#249270, #607483, #603941). A part dels pacients 

identificats amb defectes dels diferents transportadors, molt recentment s’han 

identificat cinc pacients amb mutacions al gen TPK1 que codifica per a l’enzim tiamina 

pirofosfat quinasa68. Clínicament els pacients presenten una patologia eminentment 

neurològica, de presentació infantil. El fenotip bioquímic es caracteritza per 

l’acidèmia làctica, l’augment de 2-cetoglutatat en orina, deficiència de PDH (si 

s’elimina el cofactor tiamina de la proba enzimàtica) i la deficiència de tiamina 

pirofosfat tan en múscul com en fibroblasts. 

 

1.3.3. Riboflavina 

La riboflavina o vitamina B2 és el precursor de la flavina adenina dinucleòtid (FAD) i 

de la flavina mononucleòtid (FMN), ambdós són cofactors essencials de nombroses 

deshidrogenases implicades en el metabolisme energètic mitocondrial, com per 
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exemple: les deshidrogenases de la ß-oxidació d’àcids grassos, el component E3 de 

PDH , KGDH, BCKDH i la succinat deshidrogenasa69. A més, el FAD es sintetitza en el 

citosol i ha de ser transportat dins de la mitocondria70. Recentment s’han descrit dos 

defectes diferents en els transportadors de riboflavina: GPR172B o RTF1
71 

(MIM#607883) i C20orf54 o RTF2
72 (MIM#613350). Ambdós defectes presenten un 

perfil bioquímic similar a una forma lleu de deficiència múltiple d’acil-CoA 

deshidrogenases, i els pacients responen a l‘administració de B2. S’han descrit 

pacients amb resposta a la riboflavina associats a mutacions al gen ETFDH
73, 

probablement situades en la regió d’unió amb FAD. En l’actualitat no es coneixen 

malalties metabòliques hereditàries associades a deficiència de la biosíntesi de 

FMN/FAD, encara que s’han descrit pacients amb resposta a la riboflavina sense causa 

genètica74. 

 

1.3.4. Coenzim Q10 

El coenzim Q10 (CoQ10) forma part de la família dels compostos ubiquinona. Tots els 

animals, incloent l’home, poden sintetitzar ubiquinones, per tant el CoQ10 no es 

podria considerar una vitamina75. Les ubiquinones son molècules liposolubles amb 

unitats d’isoprè de 5 carbonis repetides (des d’una a dotze repeticions). La ubiquinona 

d’humans, o coenzim Q10, té una cua de 10 isoprens unida al cap de benzoquinona76 

(figura 7).     

El coenzim Q10 el produeixen la majoria dels teixits humans i la seva síntesi es pot 

dividir en tres grans passos: (i) la síntesi de l’estructura benzoquinona a partir de dos 

aminoàcids, tirosina o fenilalanina; (ii) la síntesi de la cadena lateral d’isoprens a partir 

d’acetil-CoA via mevalonat; i (iii) la unió d’aquestes dues estructures. L’enzim 

hidroximetilglutaril (HMG)-CoA reductasa juga un paper molt important en la 

regulació de la síntesi de coenzim Q10
77, 78. 

El coenzim Q10 és soluble en lípids i es troba en totes les membranes cel·lulars, com 

també en les lipoproteïnes79. La habilitat del grup benzoquinona d’acceptar i donar 
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electrons i el seu rol dins de la CRM és de vital importància dins del metabolisme 

energètic mitocondrial. La seva funció dins la CRM és la d’acceptar electrons generats 

pels complexes I i II, així com els transferits des de la flavoproteïna deshidrogenasa 

transferidora d’electrons (ETF-DH), i els dona al complex III (figura 2). Al mateix temps 

transfereix protons a l’espai intermembrana, contribuint a la formació del gradient de 

protons d’hidrogen80. Dins el lisosoma, el coQ10 podria estar involucrat en el transport 

de protons per a mantenir el pH òptim dins d’aquests orgànuls81. En la seva forma 

reduïda, el CoQ10 és un potent antioxidant liposoluble.  

Les deficiències de CoQ10 no s’han descrit en població general, per tant s’assumeix 

que una dieta variada i la biosíntesi endògena produeixen suficient CoQ10 en individus 

sans82. Les deficiències primàries de CoQ10 són causades per defectes genètics 

autosòmics recessius en la via de la biosíntesi de Q10. En aquestes deficiències els 

baixos nivells de coenzim Q10 afecten de manera severa la funció muscular i neuronal 

de l’organisme.  

La suplementació oral de Q10 ha demostrat ser eficaç a l’hora de millorar la 

simptomatologia clínica dels pacients amb dèficits primaris de CoQ10
83. La 

suplementació de CoQ10 també ha demostrat ser clínicament eficaç en pacients 

afectes d’encefalomiopaties mitocondrials que presentaven defectes de la CRM84. 

Nivells baixos de coenzim Q10 en plasma s’han associat a diverses patologies, com la 

diabetis, càncer i la fallida cardíaca congestiva. També s’han descrit nivells baixos de 

CoQ10 en pacients sota tractament amb inhibidors de la HMG-CoA reductasa, ja que 

és un enzim clau en la biosíntesi de colesterol i CoQ10.  

  

1.3.5. Clústers de sulfur de ferro (Fe-S).  

1.3.5.1. Estructura i funció dels clústers Fe-S. 

Els clústers de sulfur de ferro (Fe-S) són un dels cofactors més antics que es coneixen i 

participen en processos de regulació, transferència d’electrons i catàlisis85. Els clústers 

més simples que existeixen serien del tipus [2Fe-2S] i [4Fe-4S], que contenen ferro en 
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forma fèrrica (Fe3+) o ferrosa (Fe2+)  i sulfit (S2-). Aquests clústers estan integrats en les 

proteïnes mitjançant la coordinació dels ions de Fe a través de residus de cisteïna o 

histidina (figura 8). 

 

 

Figura 8. Estructura dels clústers de sulfur de ferro més característics: [2Fe-2S] i [4Fe-4S]. 

 

A través de la bioquímica s’han aconseguit acoblaments de clústers Fe-S en proteïnes 

in vitro, però estudis genètics i de biologia cel·lular han demostrat que la síntesis i 

maduració dels clústers Fe-S no és un procés que es dona espontàniament, sinó que 

es tracta d’un seguit de reaccions enzimàtiques ben coordinades i altament regulades. 

Tot i que l’estructura dels clústers Fe-S és molt simple, el procés pel qual es formen és 

molt complex i requereix de nombrosos elements. Estudis pioners en bactèries han 

demostrat l’existència de tres sistemes diferents de biosíntesis de les proteïnes Fe-S; 

el sistema NIF, específic per a la maduració de la nitrogenasa en bactèries 

azototròfiques, l’acoblament per la maquinària ISC i el sistema NUF per a la generació 

de proteïnes Fe-S housekeeping sota situacions normals i d’estres oxidatiu, 

respectivament86, 87. Els dos últims sistemes mencionats han estat heretats pels 

eucariotes i contenen molts elements homòlegs al sistema d’acoblament bacterià ISC. 

Dins la mitocòndria dels eucariotes trobem els sistema d’acoblament ISC88, 89 i dins 

dels plastidis hi trobem els components del sistema SUF90.  
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En eucariotes podem trobar proteïnes Fe-S en la mitocòndria, citosol i nucli. Estan 

involucrades en funcions molt diverses com el cicle de Krebbs, la biosíntesis 

d’aminoàcids, la respiració mitocondrial, la biosíntesi de cofactors, l’acoblament 

ribosomal, la regulació de la transcripció de proteïnes, la replicació i la reparació del 

DNA. El model cel·lular per excel·lència a l’hora d’estudiar la biosíntesi de les 

proteïnes Fe-S ha estat el llevat Saccharomyces cerevisiae. Investigacions recents en 

cultius cel·lulars humans i ratolins transgènics han demostrat que el procés que es 

dona en llevats està altament conservat en humans91, 92. 

En els primers estudis en eucariotes es va saber que la mitocòndria jugava un paper 

clau en la formació d’aquestes proteïnes i que era necessària per a la biogènesi de 

totes les proteïnes Fe-S, no només les mitocondrials93, 94. 

 

1.3.5.2. Biosíntesi de clústers Fe-S. 

La biosíntesi de proteïnes Fe-S mitocondrials es duu a terme gràcies a la maquinària 

d’acoblament ISC i ha estat heretada de les bactèries durant la evolució. Al menys 15 

proteïnes estan involucrades en aquest complex procés biosintètic que pot ser 

subdividit en dos grans passos95 (figura 9). El primer pas és la formació de novo del 

clúster Fe-S sobre una proteïna que serveix de plataforma d’acoblament i unió, en 

llevat aquesta proteïna scaffold s’anomena Isu1, ISCU en humans96 (Taula 3). El segon 

pas és la transferència d’aquest clúster Fe-S de ISCU a les apoproteïnes dianes per a la 

incorporació del clúster i formació de l’holoproteïna Fe-S. Aquests dos passos 

necessiten de l’assistència i l’actuació coordinada de diferents components de la 

maquinària d’acoblament ISC.  L’acoblament del clúster Fe-S sobre la proteïna ISCU 

depèn de la funció d’un complex enzimàtic anomenat cisteïna desulfurasa, format per 

Nfs1 i Ind1197, 98. Tot i que la funció desulfurasa la duu a terme la proteïna Nfs1, que 

allibera sofre d’un residu de cisteïna per formar alanina, el complex amb Ind11 és 

necessari per a la correcta interacció entre Nfs1 i la proteïna ISCU. La subseqüent unió 

amb el Fe formarà el clúster Fe-S per un mecanisme que encara es desconeix. La 
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frataxina (FXN) funciona com a donador de Fe en la interacció amb Isu1-Nfs1, tot i que 

la funció d’aquest petit polipèptid segueix sent controvertit99-101. El ferro és importat 

dins la matriu mitocondrial en la seva forma Fe2+, aquest procés requereix un 

potencial de membrana facilitat per les proteïnes mitoferrina 1 (MFRN1, SLC25A37) i 

mitoferrina 2 (MFRN2, SCL25A28)102, 103. En llevat, la correcta formació del clúster Fe-S 

depèn també de la transferència d’electrons de la proteïna ferredoxina Yah1 i de la 

ferredoxina reductasa Arh1, acoblats a la oxidació de NADH. Aquests electrons seran 

utilitzats en la reducció del sofre (S0) a sulfit (S2-). En mamífers, els homòlegs 

corresponents a la ferredoxina reductasa (FdxR) i la ferredoxina (Fdx1 o Fdx1L) serien 

les encarregades de dur a terme aquest pas. 

 

 

 Figura 9. Esquema dels principals passos en la biosíntesi mitocondrial i citosòlica de proteïnes Fe-S. 
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El segon gran pas en la biosíntesi de les proteïnes Fe-S implica l’alliberament del 

clúster del seu lligam amb ISCU. Aquest clúster alliberat s’haurà de transferir i acoblar 

a les apoproteïnes receptores mitjançant enllaços coordinats dels seus aminoàcids. 

Aquest procés està específicament assistit per la glutaredoxina monothiol 

mitocondrial (GRLX5)104, 105. En llevat també trobem involucrades un sistema de 

chaperones específic; la Ssq1 de la família de proteïnes Hsp70, la cochaperona Jac1 

DnaJ-like i el factor d’intercanvi nucleotídic Mge1106. En mamífers també trobem 

homòlegs molt propers a aquestes chaperones (Taula 3). 

La maduració de les proteïnes Fe-S en el citosol i nucli depèn del bon funcionament 

del sistema mitocondrial d’acoblament ICS. Aparentment, el funcionament de ISC és 

de vital importància per la formació de proteïnes Fe-S extramitocondrials. Aquest fet 

és degut a que el sistema ISC produeix un factor X que es creu seria la font de sofre 

per a la formació de nous clústers en el citosol (figura 9). La reacció de transport fora 

de la mitocòndria d’aquest factor X la duria a terme la proteïna de MMI Atm1 (ABCB7 

en mamífers). La sulfidril oxidasa Erv1 (ALR humana), situada a l’espai 

intermembrana, i la glutationa (GSH) també serien requerides en aquest procés. 

Aquests tres components es coneixen com la maquinària d’exportació ISC.  

La biogènesi de clústers Fe-S en el citosol i nucli està catalitzada pel sistema 

d’acoblament citosòlic Fe-S (CIA)106. Aquest procés també es pot subdividir en dos 

grans passos o reaccions parcials107; primer es forma i s’acobla un clúster Fe-S 

transitori en les NTPases P-loop Cfd1 i Nbp35. Seguidament, aquest clúster Fe-S es 

transfereix a les apoproteïnes mitjançant les proteïnes Nar1, Cia1 i Cia2, els homòlegs 

mamífers serien IOP1108 i CIAO1109. La maduració de les proteïnes Fe-S nuclears 

encara es desconeix. Poden ser acoblades en el citoplasma per posteriorment ser 

transportades en el nucli en la seva forma holo, o bé l’acoblament de la proteïna Fe-S 

té lloc en el nucli. S’han trobat evidències de petites quantitats de components del 

sistema CIA dins del nucli (Cdf1, Nbp35, Nar1 i Cia2), fent plausible ambdós escenaris 

a l’hora de formar proteïnes Fe-S nuclears. 
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Taula 3. Principals components de la via de síntesi de clusters Fe-S. 

Proteïna 
Homòleg 

S.Cerevisiae 
Localització Funció 

Deficiència 
associada 

Maquinària d’acoblament ISC 

NFS1 Nfs1 MM, N Donador sofre - 

ISD11 Isd11 MM, N 
Forma complex amb 
Nfs1 

- 

FDXR Arh1 MM, MMI 
Ferredoxina-NADP+ 
reductasa 

- 

FDX1 Yah1 MM Transport d’electrons - 

FDX1L Yah1 MM Transport d’electrons - 

MFRN1 Mrs3, Mrs4 MMI Transport ferro - 

MFRN2 Mrs3, Mrs4 MMI Transport ferro - 

FXN Yfh1 MM / C(?) Unió i donador ferro Atàxia de Friedreich 

ISCU Isu1, Isu2 MM Proteïna scaffold 
Miopatia amb 
intolerància a 
l’exercici 

GLRX5 Grx5 MM Transferència cluster Anèmia microcítica 

Grp75 Ssq1 MM / C(?) Transferència cluster - 

HSCB Jac1 MM Transferència cluster - 

GrpE-L1/2 Mge1 MM Transferència cluster - 

Maquinària d’exportació ISC 

ABCB7 Atm1 MMI 
Translocació del 
factor X a la 
maquinaria CIA 

Anèmia 
sideroblàstica 
lligada al 
cromosoma X amb 
atàxia cerebel·lar 

ALR Erv1 EIM ? 

Miopatia 
mitocondrial amb 
cataractes i 
deficiència múltiple 
de CRM. 
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GSH GSH M / C ? - 

Maquinària CIA 

NBP35 Nbp35 C Proteïna scaffold - 

CFD1 Cfd1 C Proteïna scaffold - 

IOP1 Nar1 C / N Transferència cluster - 

CIAO1 Cia1 C / N Transferència cluster - 

 

1.3.5.3. Defectes de la biogènesi de proteïnes Fe-S. 

Més de 20 components de la maquinària ISC i CIA son essencials per a la viabilitat de 

cèl·lules humanes i de llevat110, 111. De fet, la biogènesis de proteïnes Fe-S és l’única 

funció de la mitocòndria que és indispensable per a la viabilitat de cèl·lules de llevat. 

Els llevats amb mutacions en el sistema OXPHOS tenen defectes de creixement, però 

en un medi amb glucosa continuen vivint.  

La importància de la biogènesis de proteïnes Fe-S està molt ben documentada per les 

múltiples malalties associades a defectes en diversos components de la maquinària de 

biosíntesi de clusters de Fe-S (Taula 1). A continuació es comenten breuement els 

casos ben coneguts de malalties associades a defectes en la síntesi de clusters de Fe-

S. 

 

Atàxia de Friedreich (FRDA) 

Està causada per una deficiència de la frataxina i és la causa d’atàxia recessiva més 

comuna. El defecte és causat majoritàriament per una repetició d’un triplet GAA en el 

primer exó del gen FXN
112. El defecte de FXN es manifesta com una degeneració 

progressiva del sistema nerviós central i perifèric amb cardiomiopatia hipertròfica. La 

funció molecular de la frataxina no és clara del tot, però quan està alterada, proteïnes 

mitocondrials i extramitocondrials es veuen alterades en models de cultiu cel·lular113, 

en models animals114, 115 i en teixit cardíac de pacients FRDA. Aquest efecte sobre 
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altres proteïnes Fe-S seria l’efecte més devastador de la deficiència, mentre que 

l’acumulació de Fe i les seves conseqüències apareixerien més tard. També s’ha 

suggerit que la frataxina estaria involucrada en la biosíntesi del grup hemo, tot i així, 

els pacients FRDA no presenten anèmia i que els nivells de frataxina disminueixen 

durant la diferenciació d’eritròcits116. 

 

Miopatia amb intolerància a l’exercici; miopatia hereditària amb acidosi làctica 

En la dècada dels 60 es van descriure una miopatia hereditària on els pacients 

presentaven una moderada o severa acidosi amb intolerància al exercici117. Més tard 

es va demostrar que aquests pacients tenien afectat el complex II de la CRM118, 

l’activitat aconitasa i que presentaven dipòsits de Fe dins les mitocòndries119. També 

es van observar diversos efectes sobre altres proteïnes Fe-S, incloent la subunitat 

Rieske del complex III i varies subunitats del complex I120. Recentment es va descobrir 

el defecte genètic associat a aquesta patologia, una mutació d’splicing en el gen 

codificant per la proteïna ISCU121, 122.    

 

Deficiència de GLRX5 

La proteïna GLRX5 és un altre membre de la maquinària mitocondrial d’acoblament 

de clusters de Fe-S. Funciona a un nivell inferior de ISCU, facilitant la dissociació del 

cluster cap a proteïnes diana123, 124. Quan la proteïna GLRX5 és deficient, es bloqueja 

la transferència de clusters de Fe-S i augmenta l’expressió de la proteïna reguladora 

de Fe (IRP1). Quan els nivells de ferro dins la cèl·lula són baixos disminueix l’expressió 

de la isoforma de la γ-aminolevulinic àcid sintasa específica eritroide (ALAS2), enzim 

limitant de la síntesi de protoporfirina IX i del grup hemo. El primer pacient descrit 

amb deficiència de GLRX5 va presentar anèmia microcítica, sobrecàrrega de Fe i anells 

sideroblàstics125.   
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Anèmia sideroblàstica amb atàxia cerebel·lar lligada al cromosoma X 

Aquesta malaltia està causada per una mutació missense (I400M) en el transportador 

ABC de la membrana mitocondrial interna ABCB7126-128. La manifestacions clíniques 

d’aquesta malaltia inclouen una atàxia spinocerebel·lar no progressiva, una severa 

hipoplàsia cerebel·lar selectiva acompanyada d’una lleugera anèmia hipocròmica i 

microcítica129, 130. La proteïna ABCB7 juga un paper molt important en el sistema de 

exportació de la maquinària d’acoblament de clusters de Fe-S. Si aquests sistema no 

funciona bé, la maquinària citosòlica d’acoblament de Fe-S es veu afectada i hauria 

una deficiència de proteïnes Fe-S extramitocondrials131-133. 
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La causa primària de la patologia en un bon nombre pacients amb acidèmia làctica i 

en general en pacients amb trastorns del metabolisme energètic mitocondrial roman 

encara desconeguda.  Per aquest motiu ens varem proposar esbrinar les causes 

genètiques de la malaltia en dos grups de pacients en els que sovint no s’aconsegueix 

un diagnòstic etiològic: pacients amb possible depleció de DNA mitocondrial i 

pacients amb alteració de múltiples marcadors del metabolisme energètic 

mitocondrial. 

Per aconseguir aquests objectius ens varem proposar els següents objectius concrets:  

 

1.- Pacients amb possible depleció de DNA mitocondrial 

1.1.- Estratificació dels pacients en base a la selecció clínica, a la 

caracterització del fenotip bioquímic i a l’anàlisi del número de còpies de DNA 

mitocondrial. 

1.2.- Seqüenciació dels gens candidats en base a l’estratificació prèvia i 

validació funcional de la patogènia de les mutacions trobades. 

  

2.- Pacients amb alteració de múltiples marcadors del metabolisme energètic 

mitocondrial. 

2.1.- Estratificació dels pacients en base a la selecció clínica i a la 

caracterització del fenotip bioquímic. 

2.2.- Cerca de gens implicats en la patologia mitjançant mapatge per 

homozigositat o mitjançant  altres tècniques de seqüenciació massiva. 

2.3.- Validació funcional del gen i de les mutacions trobades com a causa de la 

patogènia.  
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Article 1 

Mitochondrial DNA depletion syndrome: new descriptions and use of citrate 

synthase as a helpful tool to better characterize the patients. 

Navarro-Sastre A, Tort F, Garcia-Villoria J, Pons MR, Nascimento A, Colomer J, 

Campistol J, Yoldi ME, López-Gallardo E, Montoya J, Unceta M, Martinez MJ, Briones 

P, Ribes A. 

Revista: Molecular Genetics and Metabolism.  2012  Agost [Epub ahead of print]. 

Factor d’impacte: 3,193 

 

La realització d’aquest treball ha permès la posta a punt de la quantificació del 

número de còpies de DNA mitocondrial (mtDNA) per tal de poder arribar al diagnòstic 

de pacients amb el síndrome de depleció de mtDNA (MDS), un síndrome que 

comporta una pèrdua progressiva de  mtDNA i que està causada per mutacions en 

gens implicats en la replicació del mtDNA o de la homeòstasi del nucleòtids trifosfat. 

En aquests treball s’han estudiat un total de 50 pacients pediàtrics amb sospita de 

patir el síndrome de la depleció del mtDNA (MDS). Aquests pacients van ser dividits 

en tres grups diferents i els gens MDS van ser estudiats depenent del fenotip 

bioquímic i clínic presentat. L’estudi mutacional dels gens DGUOK, MPV17, SUCLA2, 

SUCLG1 i POLG ens van permetre identificar 3 mutacions noves (c.1048G>A i 

c.1049G>T en el gen SUCLA2 i c.531+4A>T en el gen SUCLG1) i 7 mutacions descrites 

prèviament en un total de 10 pacients (8 famílies).  Disset pacients van presentar 

depleció de mtDNA en fetge o múscul, però la causa de la depleció encara es 

desconeix en 8 d’ells. Quan va ser possible, es va quantificar el ràtio mtDNA/nDNA i la 

citrat sintasa en la mateixa mostra de teixit, proveint noves dades per l’estudi de les 

MDS. La depleció relacionada amb la citrat sintasa ((mtDNA/nDNA)/CS) ha donat 

resposta a certes discrepàncies observades entre els resultats de depleció i els 

resultats de la CRM en alguns pacients.  
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   El doctorand, primer autor d’aquesta publicació, ha tingut tot el protagonisme en 

l’obtenció experimental de les dades, entre elles; (i) la posta a punt del mètode 

analític que permet la quantificació del nombre de molècules de DNA mitocondrial en 

diversos teixits, (ii) els valors control en individus control, (iii) els valors de depleció de 

pacients, (iv) l’estudi i diagnòstic molecular de tots els pacients, (v) la confirmació 

patològica experimental d’aquelles mutacions no descrites i (vi) ha participat amb 

gran protagonisme en la discussió dels resultats. 
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Article 2 

Quantitative Analysis of mtDNA Content in Formalin-Fixed Paraffin-

Embedded Muscle Tissue. 

Font A, Tort F, Navarro-Sastre A, Cusí V, Garcia-Villoria J, Briones P, Ribes A. 

Revista: JIMD reports. 2011 Juny 1:125-129. 

 

La quantificació del contingut de mtDNA és essencial pel diagnòstic del síndrome de 

depleció de mtDNA (MDS). Les mostres obtingudes en estudis anatomopatològics són 

una font de material biològic molt valuós i sovint és l’únic material disponible. Per 

tant, l’estudi del contingut de mtDNA d’aquestes mostres és, moltes vegades, la única 

manera de diagnosticar possibles pacients afectes de MDS. En aquest treball, hem 

dissenyat i validat la metodologia per determinar el número de còpies de mtDNA per 

PCR a temps real en mostres incloses en parafina. Els nostres resultats mostren una 

variabilitat similar entre biòpsies congelades i parafinades. Pacients amb MDS 

detectat en múscul congelat també s’han confirmat en la seva corresponent biòpsia 

parafinada, validant la utilitat d’aquesta aproximació. Per tant, l’anàlisi del número de 

còpies de mtDNA en biòpsies parafinades és un mètode útil per la cerca de mutacions 

de possibles pacients amb MDS quan no hi ha disponibilitat de mostres congelades. 

L’anàlisi d’aquestes mostres també facilitarà estudis retrospectius i procediments 

diagnòstics. 

 

El doctorand, tercer autor de la publicació, ha realitzat i analitzat els estudis 

experimentals del càlcul de còpies de mtDNA en biòpsies congelades d’individus 

control i pacients, en directa col·laboració experimental i intel·lectual amb la directora 

de tesi, el primer i segon autor de l’article. 
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Article 3 

Lethal hepatopathy and leukodystrophy caused by a novel mutation in 

MPV17 gene: description of an alternative MPV17 spliced form. 

Navarro-Sastre A, Martín-Hernández E, Campos Y, Quintana E, Medina E, de Las Heras 

RS, Lluch M, Muñoz A, del Hoyo P, Martín R, Gort L, Briones P, Ribes A. 

Revista: Molecular Genetics and Metabolism. 2008 94:234-9. Factor d’impacte: 3,193 

 

Mutacions en el gen MPV17 són causants d’una de les formes hepatocerebrals de 

depleció de mtDNA. Els pacients amb mutacions en aquest gen presenten fallida 

hepàtica, hipoglucèmia, retràs del desenvolupament i símptomes neurològics durant 

el primer any de vida. En aquest article descrivim les troballes clíniques, bioquímiques 

i moleculars d’un pacient que presenta hepatopatia letal, polineuropatia, regressió 

neurològica i leucodistròfia associada a mutacions a MPV17. Es va trobar que les 

activitats de la CRM estaben disminuïdes en fetge però que en múscul eren normals. 

Tot i això, els nivells de mtDNA estaben reduïts en ambdós teixits. Es va identificar 

una nova mutació d’splicing afectant a l’exò 2 del gen MPV17 (c.70+5G>A) i que 

provoca la pèrdua total del cDNA. Estudis in silico proposen que la pèrdua total de 

mRNA seria provocada per la pèrdua de força del donador d’splicing involucrat en el 

procés. L’anàlisi per western blot corrobora aquestes afirmacions, ja que els nivells de 

proteïna MPV17 es van trobar disminuïts en el teixit hepàtic del pacient. A més a més, 

s’ha identificat una forma d’splicing alternativa en individus control que no ha estat 

prèviament descrita.  

 

El doctorand, primer autor de l’article, ha realitzat les tasques experimentals de tot 

l’estudi; la caracterització molecular de pacients i familiars afectes de la deficiència de 

MPV17,  el cultiu de fibroblasts amb i sense cicloheximida, l’anàlisi del cDNA i el 
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western blot de pacient i controls emprats en l’estudi. A més a més, ha participat amb 

gran protagonisme en l’anàlisis dels resultats. 
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Article 4 

Functional splicing assay supporting that c.70+5G>A mutation in the MPV17 

gene is disease causing. 

Navarro-Sastre A, García-Silva MT, Martín-Hernández E, Lluch M, Briones P, Ribes A. 

Revista: Journal of Inherited Metabolic Diseases. 2010 Jul 8. Factor d’impacte: 3,577 

 

MPV17 és un dels gens causant de depleció de mtDNA, causant una fallida hepàtica 

combinada amb encefalopatia, una condició devastadora sense tractament conegut. 

El gen codifica per una proteïna de membrana mitocondrial interna, però la seva 

funció continua essent desconeguda, i la única forma d’oferir un diagnòstic prenatal 

recau en els estudis moleculars. Es per això que les mutacions han d’estar ben 

caracteritzades. En aquest article describim un assaig  funcional d’splicing basat en la 

utilització de minigens. Aquest assaig ens ha permès caracteritzar la mutació 

d’splicing c.70+5G>A com a causant de malaltia. Amb la reafirmació de la 

patogenicitat de c.70+5G>A, hem dut a terme l’anàlisis prenatal de tres fetus, dos 

afectes i un homozigot pels al·lels sans.    

 

El doctorand, primer autor de l’article, ha realitzat les tasques experimentals de tot 

l’estudi. A més a més, ha participat amb gran protagonisme en l’anàlisis dels resultats. 
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Article 5 

A fatal mitochondrial disease is associated with defective NFU1 function in 

the maturation of a subset of mitochondrial Fe-S proteins. 

Navarro-Sastre A, Tort F, Stehling O, Uzarska MA, Arranz JA, Del Toro M, Labayru MT, 

Landa J, Font A, Garcia-Villoria J, Merinero B, Ugarte M, Gutierrez-Solana LG, 

Campistol J, Garcia-Cazorla A, Vaquerizo J, Riudor E, Briones P, Elpeleg O, Ribes A, Lill 

R. 

Revista: American Journal of Human Genetics. 2012 Nov 11; 89(5):656-67. Factor 

d’impacte: 10,603 

 

En aquest treball descrivim la identificació d’un gen (NFU1), associat a una sèrie de 

pacients que presenten acidosi làctica, hiperglicinèmia, deficiència de l’activitat 

piruvat deshidrogenasa i del sistema de clivatge de la glicina. 

La homogeneïtat clínica, i sobre tot bioquímica, ens va impulsar a realitzar el mapatge 

per homozigositat en dos dels pacients. Varem identificar una zona comuna d’ 

homozigositat de 1.24 Mb en el cromosoma 2 i l’anàlisi dels gens codificants ens va 

permetre la identificació d’una mutació de canvi de sentit en homozigositat en el gen 

NFU1 (c.622G>T). El gen NFU1 codifica per una proteïna altament conservada en totes 

les espècies i implicada en la biogènesis dels clusters de sulfur de ferro (Fe-S).  

El fenotip bioquímic dels pacients suggeria una activitat deficient de l’ enzima lipoic 

àcid sintasa (LAS), una proteïna que necessita clusters de Fe-S com a cofactor. Si la 

funció de l’enzim LAS estès alterada, no hi hauria capacitat de sintetitzar àcid lipoic 

per tal que es pugi unir a les proteïnes que el necessiten; PDH, alfa-cetoglutarat 

deshidrogenasa (KGDH), deshidrogenasa d’alfa-ceto àcids de cadenes laterals 

ramificades i el sistema de clivatge de la glicina. Efectivament, es va poder constatar 

una disminució del grau de lipoilació de les proteïnes dependents d’àcid lipoic, el que 

suggeria una manca d’ activitat LAS. Per confirmar que la disminució de LAS era 
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deguda a la alteració de NFU1 vam silenciar el gen en cèl·lules HeLa. Els resultats van 

confirmar que la lipoilació de PDH i KGDH eren deficients en absència de la proteïna 

NFU1. Els mateixos defectes bioquímics es van observar en un model de llevat on les 

soques amb la mutació c.622G>T presentaven les mateixes deficiències que las 

cèl·lules humanes silenciades.  

Aquest estudis funcionals ens han permès conèixer la funció específica de la proteïna 

NFU1 en la biosíntesi de clusters de Fe-S i en la maduració de proteïnes Fe-S. La 

implicació en la biosintesi d’àcid lipoic va ser suggerida i posteriorment demostrada 

mitjançant el fenotip bioquímic dels pacients.  Utilitzant models cel·lulars demostrem 

que la proteïna NFU1 és necessària como donadora de sulfur per la biosíntesi d’ àcid 

lipoic.  

NFU1 es el primer gen en el que se ha demostrat una implicació en la biosíntesi d’àcid 

lipoic en humans. La descripció clínica, bioquímica y genètica d’aquesta malaltia obre 

les portes a la cerca d’altres gens implicats en l’esmentada biosíntesis, així com el 

disseny futur de noves estratègies terapèutiques. 

 

En aquest article, el doctorand ha realitzat les tasques d’obtenció de proteïna Nfu1 

recombinant, així com l’anticòs anti-Nfu1 utilitzat en el mateix treball, ha estat el 

responsable dels experiments de silenciament dels gens NFU1 i ISCU en cèl·lules HeLa, 

així com el posterior anàlisi de paràmetres bioquímics, així com tasques intel·lectuals 

en l’elaboració de l’article. 



Resultats: publicacions 

 94 

 



Resultats: publicacions 

 

 95 

 



Resultats: publicacions 

 96 

 



Resultats: publicacions 

 

 97 

 



Resultats: publicacions 

 98 

 



Resultats: publicacions 

 

 99 

 



Resultats: publicacions 

 100 

 



Resultats: publicacions 

 

 101 

 



Resultats: publicacions 

 102 

 



Resultats: publicacions 

 

 103 

 



Resultats: publicacions 

 104 

 



Resultats: publicacions 

 

 105 

 



Resultats: publicacions 

 106 

 



Resultats: publicacions 

 

 107 

 



Resultats: publicacions 

 108 

 



Resultats: publicacions 

 

 109 

 



Resultats: publicacions 

 110 

 



Resultats: publicacions 

 

 111 

 



Resultats: publicacions 

 112 

 



Resultats: publicacions 

 

 113 

 



Resultats: publicacions 

 114 

 



 

 115 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 116 

                                                                                

 



 

 117 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Resum global i discussió general  

 

 



Resum global i discussió general 

 118 

4.1. Posta a punt de la determinació del número de còpies de mtDNA en 

teixits humans i obtenció de valors control. 

 

Per tal de poder diagnosticar la síndrome de depleció mitocondrial es va posar a punt 

la tècnica per a la quantificació del número de còpies de mtDNA tant en fetge com en 

múscul, ja que aquests són el teixits diana dels quals es poden obtenir biòpsies. 

L’anàlisi del número de còpies de mtDNA es va dur a terme mitjançant l’anàlisi dels 

teixits per PCR quantitativa a temps real (qRTPCR) segons Andreu et al.134 amb certes 

modificacions. El mètode està basat en l’amplificació d’una regió mitocondrial 

conservada, en aquest cas un fragment del rRNA 12S, i la quantificació del mtDNA va 

ser corregida per l’anàlisi simultani d’un gen nuclear de còpia única, en el nostre cas, 

un fragment del gen RNAseP. Els resultats quantitatius de les còpies de mtDNA i de les 

còpies nuclears van ser obtinguts utilitzant una recta patró. Aquesta recta patró es va 

construir clonant els fragments dels gens 12S i RNAseP dins de vectors comercials i 

quantificant el número de còpies per espectrofotometria. Dilucions seriades 

d’aquestes molècules van ser utilitzades per a la quantificació absoluta del número de 

còpies nuclears i mitocondrials en teixits humans. 

Els valors control van ser expressats en unitats relatives: número de còpies de mtDNA 

/ número de còpies de DNA nuclear (mtDNA/nDNA). Quan va ser possible, aquesta 

relació va ser referida a l’activitat citrat sintasa (CS): (mtDNA/nDNA)/CS. La CS és un 

indicador de massa mitocondrial i és utilitzada universalment per tal d’expressar els 

resultats de les activitats enzimàtiques de la CRM, però mai ningú ho havia utilitzat 

per l’expressió dels resultats de depleció de mtDNA. Aquesta forma d’expressió és 

més acurada ja que permet conèixer el grau de depleció  en relació al contingut 

mitocondrial i, com veurem més endavant, en alguns casos ha estat molt útil per tal 

de reafirmar o descartar depleció. L’únic inconvenient es el treball afegit que 

representa haver de valorar la CS en la mateixa mostra en que es valora la depleció.  
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Per tal d’obtenir un rang de valors control en múscul congelat, es van determinar el 

número de còpies de mtDNA en un total de 48 biòpsies provinents d’individus control. 

Els resultats obtinguts es van poder subdividir en rangs d’edat estadísticament 

significatius: 0-1 any, 1-5 anys, 5-20 anys i >20 anys (Figura 10A). Els resultats 

obtinguts mostren que el contingut de mtDNA del múscul augmenta amb l’edat de 

l’individu, així com ja s’havia descrit en altres treballs56, 135. Juntament amb la 

determinació del número de còpies de mtDNA es va determinar l’activitat citrat 

sintasa (CS) utilitzant la mateixa mostra. En aquest cas, l’activitat CS no varia fins als 

20 anys i incrementa significativament a partir d’aquesta edat (Figura 10B). La mesura 

combinada de mtDNA/nDNA i CS en la mateixa mostra ens permet relacionar ambdós 

valors; (mtDNA/nDNA)/CS). Aquest relació incrementa progressivament en els 

primers 3 rangs d’edat, però es manté igual en el quart (Figura 10C). 

 

 

Figura 10. Còpies de mtDNA, activitat citrat sintasa i número de còpies de mtDNA relacionat amb citrat 

sintasa en biòpsies musculars d’individus control. A) número de còpies de mtDNA. Els resultats difereixen 
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significativament entre els diferents rangs d’edat (p<0.05). B) Activitat citrat sintasa, les unitats estan 
expressades en nmol/min·mg proteïna. C) Número de còpies de mtDNA relacionat amb citrat sintasa, 
cada columna representa la mitja de la relació (mtDNA/nDNA)/CS.  
 

La depleció de mtDNA en pacients es dona com a percentatge dels controls i els valors 

considerats patològics són aquells inferiors al 30% del mtDNA residual57, 136, per tant 

es molt important estudiar el màxim nombre de controls, ja que d’aquests valors en 

dependrà el diagnòstic .       

En el cas de biòpsies hepàtiques congelades, només es van poder estudiar 11 mostres 

control, sent 11 un número massa baix per estudiar variacions depenent de l’edat. 

Degut a que gairebé sempre la clínica dels pacients és molt greu i condueix a l’èxitus 

prematur, sovint s’han de fer diagnòstics post-mortem, essent les biòpsies incloses en 

parafina (FFPE) una important font de material biològic arxivat i sovint únic. L’anàlisi 

del número de còpies de mtDNA en teixits FFPE no s’havia dut a terme fins al 

moment. Pel fet que ja hi havia descripcions a la literatura d’estudis moleculars en 

aquest tipus de mostres137, 138 varem tirar endavant l’estudi de depleció. En primer lloc 

es va haver de comparar la integritat del DNA de mostres congelades i mostres FFPE. 

Els amplicons utilitzats per a la quantificació del grau de depleció de mtDNA són de 

100 pb i és necessari que la fragmentació no sigui menor per tal de que la 

determinació pugui ser vàlida. En el nostre cas es va observar que les mostres FFPE 

estaven molt més fragmentades que les mostres congelades (Figura 11A). Segons la 

literatura, la longitud mitjana d’un fragment de DNA d’una mostra FFPE és al voltant 

de 400 pb, depenent també del mètode de fixació i del tipus de teixit. Per tal de 

determinar la degradació de DNA dels músculs FFPE emprats en aquest estudi, es van 

amplificar dos fragments nuclears i un mitocondrial de 1200, 700 i 500 pb, 

respectivament (Figura 11B). Es van aconseguir amplificar els tres fragments, tot i que 

el de 1200 pb va presentar menys intensitat degut a la degradació de la mostra. Tot i 

així, alhora de determinar la depleció de mtDNA, els temps de senyal d’amplificació 
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per qRTPCR de mostres FFPE eren més alts que els de les mostres congelades (Figura 

11C), evidenciant un efecte de la degradació del DNA sobre els resultats.  

 

Figura 11. Integritat del DNA obtingut de múscul inclòs en parafina. A) DNA genòmic visualitzat en un 

gel d’agarosa al 1%. B) Productes de PCR amplificat de múscul congelat i múscul inclòs en parafina. 
Carrils b, c, e i f corresponen a fragments de nDNA, carrils a i d corresponen a fragments de mtDNA. C) 
Amplificació per qRTPCR de mostres congelades (A) i incloses en parafina (B).    

 

Es van estudiar 14 músculs FFPE i 14 porcions congelades pertanyents a la mateixa 

biòpsia. Avaluant el contingut de mtDNA, no es van trobar diferències estadístiques i 

la variabilitat era similar entre els dos grups de mostres, demostrant que el contingut 

de mtDNA d’una mostra congelada i una mostra FFPE són comparables (Figura 12).  

Per tal de validar la tècnica és va comparar el grau de depleció de mostres incloses en 

parafina de 4 pacients amb depleció de mtDNA positiva. El resultats van confirmar 

que la depleció trobada en els músculs congelats dels pacients també es trobava en 

les mostres incloses en parafina (Figura 12). 
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Figura 12. Contingut de mtDNA en biòpsies musculars incloses en parafina i en biòpsies musculars 

congelades d’individus control i de quatre pacients amb depleció de mtDNA.  
Els resultats es mostres en unitats relatives (RU). Les barres negres indiquen teixit congelat i les barres 
grises teixit inclòs en parafina. P1-P4 corresponen a mostres de pacients amb depleció. 

 

4.2. Diagnòstic de pacients amb la síndrome de depleció de mtDNA. 

 

Per l’estudi del síndrome de depleció del mtDNA es van analitzar un total de 50 

pacients, que es van dividir en tres grups depenent de la seva presentació clínica. 

 

4.2.1 Pacients hepatocerebrals 

Es van seleccionar un total de 30 pacients que presentaven clínica hepatocerebral. Per 

tal de ser inclosos en aquest grup, els pacients seleccionats havien de complir els 

següents criteris; presentar símptomes d’afectació hepàtica (colestasis, 

hepatomegàlia, enzims hepàtics alterats o insuficiència hepàtica) amb acidosi làctica i 

símptomes neurològics (hipotonia, retràs del desenvolupament o atrofia cerebral) 

(30/30). A més a més, alguns pacients van presentar disfunció renal (15/30) i 

hipoglucèmia (12/30). Les activitats de la CRM dels pacients inclosos en l’estudi 
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mostraven deficiències generalitzades, activitats normals en múscul o deficiències 

dels complexes codificats pel mtDNA. 

Dins d’aquest grup, el número de còpies de mtDNA només es va poder estudiar en un 

total de 22 pacients i es va trobar depleció en 14 (en fetge, múscul o en ambdós 

teixits). Totes les biòpsies hepàtiques estudiades (8 en total) van presentar un grau de 

depleció positiu que anava de 20% al 0% de mtDNA residual i, de 20 biòpsies 

musculars, 10 van presentar depleció de 25% a 12% de mtDNA residual.  

El fetge és l’òrgan diana de la malaltia, i la depleció pot no presentar-se en teixit 

muscular54. Per tant, l’estudi mutacional dels gens implicats en formes 

hepatocerebrals (DGUOK, MPV17 i C10orf2) es van analitzar en tots 22 pacients, 

encara que presentessin depleció negativa en múscul. Els 8 pacients, dels que no hi 

havia teixit disponible per a poder estudiar depleció, es van incloure dins l’estudi 

genètic per presentar una clínica molt suggestiva.   

L’estudi mutacional va permetre identificar 3 famílies (5 pacients) portadores de 

mutacions en el gen DGUOK i un pacient amb mutacions en el gen MPV17  (Taula 4, 

pàgina 132). Quatre individus de dues famílies diferents eren portadors de la mateixa 

mutació, c.677A>G, en el gen DGUOK. Aquestes famílies no eren consanguínies, tot i 

ser originaries de la mateixa regió geogràfica (Illes Canàries). La mutació c.677A>G 

canvia una histidina altament conservada per una arginina en la posició 226 de la 

proteïna dGK (p.His226Arg). Aquesta mutació va ser descrita prèviament en un 

pacient heterozigot composts i és la primera vegada que es descriuen pacients amb la 

mutació en homozigosi139. La mutació c.677A>G es va trobar en heterozigosi en els 

pares de les dues famílies. Tots quatre pacients van presentar, ja durant el període 

neonatal, hipoglucèmia, acidosi làctica i disfunció hepàtica severa amb enzims 

hepàtics alterats. L’evolució clínica de tots els pacients es va caracteritzar per una 

hiporreflèxia progressiva, moviments oculars anòmals, hepatomegàlia i letargia. Tots 

els pacients van morir entre el primer i vuitè mes de vida degut a fallida hepàtica.  
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L’altre pacient amb mutacions al gen DGUOK era homozigot per la mutació 

c.763_766dupGATT, descrita amb anterioritat140. Aquesta mutació trenca la pauta de 

lectura i forma un codó STOP prematur, resultant en una proteïna truncada. Aquest 

pacient va presentar, principalment, fallida hepàtica, acidèmia làctica i síndrome de 

Fanconi .  

Les principals manifestacions clíniques del pacient portador de mutacions en el gen 

MPV17 foren: hepatopatia, polineuropatia i regressió neurològica amb leucodistròfia. 

A més a més, el pacient va presentar altres símptomes característics de malaltia 

mitocondrial com hipoparatiroïdisme, tubulopatia, dismotilitat intestinal i retinopatia 

pigmentaria, no descrits en anteriors pacients54, 59, 141. EL pacient era homozigot per 

una mutació d’splicing no descrita anteriorment c.70+5G>A. Per tal de demostrar la 

patogenicitat de la mutació, es va estudiar el cDNA del pacient i va resultar en la 

desaparició de la banda wild-type que codificava per la proteïna MPV17 (Figura 13A-

B). Aquest fet es va demostrar per western blot, on la senyal que corresponia a la 

proteïna MPV17 era molt menor a la dels individus control (Figura 13C). Es va 

introduir la mutació d’splicing c.70+5G>A dins d’un sistema de minigen per demostrar 

que la patogenicitat i els efectes sobre el mRNA i la proteïna eren deguts a la 

presència de la mutació. El minigen on introduïm l’exò 2 del gen MPV17 amb la 

seqüència control processa correctament el trànscrit i afegeix l’exó 2 als propis exons 

del minigen Et1 i Et2 (Figura 13D-E / Fragment a). En canvi, quan introduïm l’exò 2 del 

gen MPV17 amb la mutació d’splicing c.70+5G>A, el minigen no processa 

correctament el trànscrit i es produeix un exon skipping de l’exó 2 introduit (Figura 

13D-E / Fragment b), demostrant la seva patogenicitat en el procés d’splicing. 
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Figura 13. Estudi molecular de la patogenicitat de la mutació c.70+4G>A. A) Gel d’agarosa del cDNA del 

gen GCDH (glutaril-CoA deshidrogenasa) i de MPV17. B) Gel de poliacrilamida del cDNA amplificat de 
MPV17 en fibroblasts tractats (+) i sense tractar (-) amb cicloheximida (CHX). D) Fragments amplificats 
per transcripció reversa dels minigens (E) construïts amb el canvi c.70+4G>A (fragment a) i amb la 
seqüència control (fragment b). 
M/MM – Marcador de pes molecular, P – pacient, C – control, Et1 – exó 1 del minigen, Et2 – exó 2 del 
minigen, MPV17/E2 – fragment del gen MPV17 que conté tot l’exó 2 i les zones flanquejants intròniques. 

  

Els pacients portadors de mutacions en DGUOK i MPV17 van presentar una severa 

depleció en fetge (11 - 0% mtDNA residual), mentre que en el múscul la depleció va 

ser menys acusada (20 – 9% mtDNA residual). Els pacients amb síndrome de depleció 

de mtDNA mostren deficiències múltiples de la CRM, ja que al no tenir suficients 

còpies de mtDNA, aquestes no es transcriuen adequadament i la expressió de les 
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subunitats de la CRM codificades pel mtDNA queden afectades. Els teixits dels 

pacients amb depleció de mtDNA mostraven deficiències múltiples de la CRM, 

excepte en 2 dels casos, en que el múscul presentava un 20% de mtDNA residual i la 

CRM era normal (Taula 4, pàgina 132). Aquesta depleció en múscul amb normalitat de 

la CRM en la mateixa biòpsia és difícil d’explicar, tot i que s’han descrit altres casos 

similars142. En un dels dos casos es va poder calcular la relació (mtDNA/nDNA)/CS, que 

ens donaria una idea del número de còpies de mtDNA per massa mitocondrial. Un cop 

avaluada la relació, la biòpsia muscular del pacient va passar de tenir un 20% de 

mtDNA residual (mtDNA/nDNA) a tenir un 58% de (mtDNA/nDNA)/CS residual (Taula 

4, pàgina 132). La determinació del número de còpies mtDNA/nDNA no és capaç de 

predir la distribució de les cadenes residuals en la massa mitocondrial, en canvi, quan 

ho relacionem amb la CS podem deduir que el pacient tenia una massa mitocondrial 

amb més còpies de mtDNA respecte a quan no mesura la CS.  Per tant, el que 

semblava una depleció severa (20% mtDNA residual) va passar a tenir valors control 

un cop relacionada amb la CS (58% mtDNA residual). Aquest valor de depleció pot 

explicar millor perquè en la biòpsia muscular hi ha una activitat normal de la CRM.  

Aquesta mateixa relació es va poder calcular en el fetge del pacient MPV17, que 

mostrava una depleció important (11% mtDNA residual) que s’accentuava molt més si 

es té en compte la CS (2% mtDNA residual) (Taula 4, pàgina 132). 

De tots els 30 pacients estudiats, 14 van presentar depleció de mtDNA en fetge, 

múscul o ambdós teixits, i només es van trobar mutacions causants de MDS en 6 

d’ells. Per tant, quedarien 8 pacients amb depleció de mtDNA sense diagnòstic, sent 

candidats ideals per a ser estudiats per seqüenciació de l’exoma cel·lular. 

 Durant l’estudi de biòpsies de pacients hepatocerebrals es va tenir l’oportunitat de 

comparar resultats de depleció de mtDNA obtinguts per southern blot amb els 

resultats obtinguts per qRTPCR. Es van comparar els valors de depleció de mtDNA en 

6 biòpsies musculars i en 4 d’elles es va observar una gran divergència en els 

resultats. La majoria de les biòpsies van donar depleció positiva per southern blot, 
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mentre que la depleció no es va confirmar quan les mostres van ser reanalitzades per 

qRTPCR. Aquestes discrepàncies també han estat descrites per altres autors143. 

Aquestes dades emfatitzen el fet que, abans de començar la cerca de mutacions, és 

important reanalitzar els nivells de depleció per qRTPCR en els casos estudiats 

prèviament per southern blot.  

 

4.2.2. Pacients encefalomiopàtics 

Es van seleccionar 15 pacients amb presentació clínica encefalomiopàtica. Per tal de 

ser inclosos en aquest grup, els pacients seleccionats havien de complir els següents 

criteris: acidúria metilmalònica moderada (32 – 433 mmol/mol creatinina, rang 

control 0,2 – 8,5 mmol/mol creatinina) amb homocisteina normal (15/15) amb 

símptomes neurològics com hipotonia (11/15), retràs del desenvolupament (10/15), 

sordesa neurosensorial (4/15) i síndrome Leigh o Leigh-like (2/15). A més a més, 

alguns pacients presentaven acidosi làctica (11/15) i increment de succinilcarnitina 

(2/15). Els gens SUCLA2 i SUCLG1 van ser estudiats en tots els pacients d’aquest grup i 

només es van identificar 2 pacients amb mutacions, un en el gen SUCLA2 i l’altre en el 

gen SUCLG1.  

El pacient amb mutacions al gen SUCLA2, segona filla de pares no consanguinis, va 

debutar als 4 mesos d’edat amb retràs en les adquisicions motores i retràs del 

creixement. Els principals símptomes van ser hipotonia severa, discinèsia i falta de 

control cefàlic. L’anàlisi dels potencials evocats auditius de tronc cerebral va mostrar 

sordesa neurosensorial. La neuroimatge va mostrar atrofia cerebral moderada. Els 

estudis bioquímics van revelar una hiperlactacidèmia, nivells de metilmalònic elevats 

(47 mmol/mol creatinina), increment de propionilcarnitina (C3: 4,2 μmol/L, rang 

control 0,12 – 1,1 μmol/L) i succinilcarnitina (C4DC: 0,35 μmol/L, rang control 0,03 – 

0,08 μmol/L). La biòpsia muscular no va mostrar depleció (50% mtDNA residual), fet 

que no correlacionava amb la deficiència múltiple de la CRM en el múscul d’aquest 

pacient. En canvi, quan es va analitzar la relació (mtDNA/nDNA)/CS, els nivells de 
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mtDNA van disminuir sensiblement fins al 27% de mtDNA residual, el que explicaria 

molt millor els defectes de la CRM trobats (Taula 4, pàgina 132). Tot i que la depleció 

de mtDNA no és una de les troballes clàssiques en aquest tipus de pacients144, 145, en 

aquest cas ens  ha permès caracteritzar millor el pacient i donar explicació a les 

incongruències entre nivells de depleció i activitat de la CRM. La pacient va resultar 

ser portadora de dues mutacions missense no descrites prèviament,  c.1048G>A i  

c.1049G>T. Les dues mutacions afecten al mateix aminoàcid, una glicina altament 

conservada en la posició 350 de la proteïna i es canvia per una serina i per una valina, 

respectivament, p.[Gly350Ser];[Gly350Val]. Els pares de la pacient van ser 

heterozigots i els canvis no es van trobar en 200 al·lels control.  

El pacient amb mutacions en el gen SUCLG1, primera filla de pares no consanguinis, va 

presentar, durant els primers mesos de vida, retràs del desenvolupament i hipotonia 

generalitzada. Bioquímicament es caracteritza per presentar acidosi làctica moderada 

amb aciduria metilmalònica (80-200 mmol/mol creatinina), nivells elevats de 

propionilcarnitina (22 μmol/L) i succinilcarnitina (0,48 μmol/L). Actualment la pacient 

té 20 anys i manté un estatus irritable, amb símptomes extrapiramidals i sordesa 

neurosensorial. Les imatges MRI mostraven lesions de ganglis basals compatibles amb 

el sídrome de Leigh. 

L’estudi genètic va demostrar que la pacient presentava dues mutacions en 

heterozigosi en el gen SUCLG1: la mutació prèviament descrita c.626C>A 

(p.Ala209Glu)146, i una mutació d’splicing no descrita fins al moment, la c.531+4A>T 

(Figura 14A). Es va estudiar el cDNA de la pacient per esbrinar l’efecte de la mutació 

c.531+4A>T sobre el mRNA i la proteïna. El cDNA de la pacient tenia 3 bandes, una 

corresponent al mRNA wild-type, de 922 pb, i dues bandes extra situades a sobre i a 

sota de la banda wild-type (Figura 14B). El posterior anàlisis de les bandes va mostrar 

que la banda inferior corresponia a un transcrit aberrant que li mancava 75 pb, 

mentre que la banda superior era un heterodúplex format per cadenes wild-type i 

cadenes aberrants (Figura 14B). Aquest resultats mostren que el canvi c.531+4A>T 
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afectaria a la funció normal del lloc de donació d’splicing de l’exó 4. La presència de la 

mutació obliga a la maquinària d’splicing a buscar un lloc alternatiu de donació 

d’splicing, que el troba a l’interior de l’exó 4, provocant la formació del mRNA 

aberrant (Figura 14C-D). Aquest mRNA codificarà per una proteïna SUCLG1 25 

aminoàcids més curta del  normal i presumptament no funcional.  

 

 

Figura 14. Estudi molecular de la mutació c.531+4A>T del gen SUCLG1. A) Electroferograma de la 

mutació c.531+4A>T. B) Patró de bandes en un gel d’agarosa de l’amplificació del cDNA de SUCLG1, en 
presència (+) i absència (-) de cicloheximida. C) Representació esquemàtica dels efectes de la mutació 
c.531+4A>T. D) Electroferograma del pacient mostrant l’efecte de la mutació c.531+4A>T en la seqüència 
del cDNA.  
MM – Marcador de pes molecular, P – pacient, C – control.  

 

En general, els pacients afectes de SUCLG1 acostumen a presentar un fenotip molt 

sever147, però tan el fenotip clínic com el fenotip bioquímic de la nostra pacient és 

molt menys sever i semblant als fenotips dels pacients SUCLA2. Aquesta observació 

també ha estat descrita per altres autors43, 148.  

Dels 15 pacients estudiats, només 2 van presentar mutacions en els gens SUCLA2 o 

SUCLG1. Ambdós amb una excreció moderada d’àcid metilmalònic, juntament amb 

nivells elevats de C3 i C4DC. Sent la C4DC un biomarcador específic pel diagnòstic de 



Resum global i discussió general 

 130 

deficiències de SCS149. En aquests casos l’estudi dels metabolits és molt més 

informatiu que els nivells de depleció, que no sempre és positiva en les biòpsies 

musculars de pacients SCS144, 145. Cap dels altres pacients d’aquest estudi va mostra 

una elevació dels nivells de C4DC. 

El seguiment de 5 pacients va revelar un augment de metilmalònic transitòri, per tant, 

l’excreció inicial de metilmalònic d’aquests pacients ha estat inespecífica i s’han de 

buscar altres causes de patologia. 

 

4.2.3. Pacients amb síndrome d’Alpers 

La cerca de mutacions en el gen POLG1 es va dur a terme en 5 pacients que 

presentaven síndrome d’Alpers. Dos d’ells presentaven la forma clàssica, 

caracteritzada per regressió psicomotora, convulsions i fallida hepàtica. Els 3 restants 

presentaven la forma Alpers-like, sense presentar cap símptoma hepàtic. Dos dels 

pacients van presentar depleció en múscul (10 i 11% mtDNA residual), mentre que els 

3 restants tenien un número normal de còpies de mtDNA.  

Es van trobar mutacions en el gen POLG1 en els casos que presentaven depleció 

positiva (Taula 4, pàgina 132). Un dels pacients presentava la forma clàssica del 

síndrome d’Alpers: retràs psicomotor, encefalopatia epilèptica, atrofia cerebral 

progressiva i enzims hepàtics alterats. El pacient era portador de dues mutacions 

prèviament descrites, la c.911T>G i la c.2663G>A. La mutació c.911T>G canvia una 

leucina per una arginina en la posició 304 de la proteïna (p.Leu304Arg) i va ser 

descrita per primera vegada en pacients que presentaven PEO150, més endavant es va 

descriure en pacients amb síndrome d’Alpers151. La mutació c.2663G>A, que canvia 

una glicina per un àcid aspàrtic en posició 888 de la proteïna (p.Gly888Asp), ha estat 

descrita prèviament en un pacient heterozigot compost152. El segon pacient va 

presentar una clínica Alpers-like, amb convulsions intractables i un estat epilèptic 

sever. Va resultar ser heterozigot compost per la mutació c.911T>G i una mutació 

prèviament descrita, la mutació c.844T>G (p.Tyr282Asp), localitzada en una posició 
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molt conservada en el domini exonucleasa153. Els dos pacients POLG1 van presentar 

un grau de depleció semblant (Taula 4, pàgina 132), en aquest últim cas es va poder 

relacionar la depleció amb la CS, que va continuar sent important (8% mtDNA 

residual). 

Els 3 pacients restants, 1 amb presentació clàssica i 2 amb presentació Alpers-like, no 

van presentar depleció i l’estudi genètic va ser negatiu. Per tant, en els nostres 

pacients, l’aparició de depleció correlaciona amb la presència de mutacions en el gen 

POLG1, independentment de la seva presentació clàssica o Alpers-like. Però s’ha de 

tenir en compte que la depleció pot aparèixer molt més tard que els primers 

símptomes clínics i que la seva absència no implica excloure un síndrome de depleció 

mitocondrial50.
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Taula 4. Percentatge de depleció de mtDNA, activitats de la cadena respiratòria mitocondrial  

i els estudis moleculars de 10 pacients amb mutacions en gens relacionats amb MDS. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
             
             * Els resultats entre parèntesi representen la relació (mtDNA/nDNA)/CS 
              Els pacients P1 i P2 són germans, així com els pacients P3 i P4. 
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4.3. Identificació d’un gen, involucrat en la maduració d’un subgrup de 

proteïnes Fe-S, l’alteració del qual causa una malaltia mitocondrial fatal. 

 

La homogeneïtat clínica, i sobre tot bioquímica, d’un grup de 10 pacients provinents 

de 9 famílies espanyoles ens va impulsar a realitzar el mapatge per homozigositat per 

tal d’esbrinar el defecte genètic d’aquesta entitat desconeguda. 

El perfil bioquímic comú es caracteritzava per una acidosis metabòlica amb 

hiperglicinèmia i hiperlactacidèmia variable. El perfil d’àcids orgànics dels pacients es 

caracteritzava per una excreció dels àcids 2-cetoglutaric, 2-cetoadípic, 2-hidroxiadípic 

i ácid glutàric, entre d’altres. En els casos en que es disposava de teixit, l’activitat del 

sistema de clivatge de la glicina en fetge era baixa o indetectable, l’activitat piruvat 

deshidrogenasa (PDH) en fibroblast també era baixa, mentre que les activitats parcials 

piruvat decarboxilasa i dihidrolipoamida deshidrogenasa eren normals. A més a més, 

les oxidacions de substrats (piruvat, leucina i glutamat) en fibroblasts també estaven 

disminuïdes.  

La clínica dels pacients era molt similar. Tots ells presentaven un desenvolupament 

adequat durant el període neonatal. Els primer símptomes s’iniciaven entre el 1er i 9è 

mes de vida, tots els pacients van morir abans de 15 mesos. Les característiques 

clíniques més rellevants eren; retard del desenvolupament, hipertensió pulmonar i 

regressió neurològica. El desenvolupament de la malaltia i una història clínica més 

detallada ens va permetre classificar els pacients en 3 grups. El primer grup (P1-P3) va 

presentar retard del desenvolupament i manifestacions neurològiques (hipotonia i 

irritabilitat) sense hipertensió pulmonar. La neuroimatge del pacient P1 va mostrar 

lesions bilaterals de la substància blanca. En l’autòpsia dels 3 pacients es va demostrar 

la presència de degeneració espongiforme, astrogliosis i necrosis de la substància 

blanca amb les fibres U preservades. El segon grup (P4 i P5) van ser diagnosticats 

d’hipertensió pulmonar, presentant regressió neurològica després d’un episodi febril. 

El tercer grup (P6-P10) va tenir com a principal característica la hipertensió pulmonar, 
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acompanyada de retard del desenvolupament en 3 casos. Tot i no presentar 

símptomes neurològics específics, a tots els pacients als que se’ls hi va practicar 

l’autòpsia es va observar desmielinització de la substància blanca, vacuolització i 

astrogliosis en el sistema nerviós central.  

Els antecedent d’aquestes famílies suggeria una herència autosòmica recessiva. A més 

a més, quatre de les famílies eren Basques, una població clarament diferenciada 

d’altres poblacions europees a nivell històric, lingüístic i genètic154. Per tant, vam 

realitzar el mapatge per homozigositat en dos dels pacients d’origen Basc. Els 

resultats de l’anàlisi van mostrar una regió d’homozigositat de 1,24 Mb on s’hi van 

trobar 22 open reading frames (ORFs). En base al fenotip bioquímic dels pacients es 

van seleccionar dos gens per a la cerca de mutacions, el gen FAM136A i el gen NFU1. 

L’anàlisi del gen FAM136A no va presentar cap canvi potencialment patològic, mentre 

que en el gen NFU1 es va trobar un canvi en homozigosi en l’exò 7 (c.622G>T), que 

canvia un glicina altament conservada per una cisteïna en posició 208 de la proteïna 

(p.Gly208Cys). La glicina 208 està molt a prop del motiu d’unió a clusters de Fe-S, 

conservat en totes les espècies. Nou pacients van ser homozigots per a la mutació 

c.622G>T, tots els pares disponibles per a l’anàlisi genètic van ser heterozigots i el 

canvi no es va trobar en 220 al·lels espanyols (100 d’ells d’origen Basc). El pacient P10 

era portador de la mutació c.622G>T i d’un canvi en el lloc donador d’splicing de l’exó 

6 (c.545+5G>A). L’anàlisi dels pares va demostrar que les mutacions estaven en al·lels 

diferents i la RT-PCR va mostrar nivells normals d’expressió de mRNA. A través de 

l’anàlisi per RFLP (restriction fragment lengh polymorphism) es va veure l’expressió de 

l’al·lel portador de la mutació c.622G>T, però no de al·lel portador de la mutació 

c.545+5G>A. Tot i no tenir expressió de l’al·lel portador de c.545+5G>A, els nivells de 

proteïna NFU1 no es van poder diferenciar dels individus control. Per tal de 

determinar la patogenicitat de c.545+5G>A es va clonar l’exò 6, amb la mutació i 

sense la mutació, dins d’un sistema d’un vector Exontrap system. Els resultats van 

mostrar que la presència de la mutació c.545+5G>A alterava el mecanisme d’splicing, 
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resultant en un skipping de l’exò 6. Aquests resultats concorden amb l’absència del 

transcrit de l’al·lel amb la mutació c.545+5G>A, ja que faltant l’exò 6, el mRNA 

resultant té la pauta de lectura alterada, sent sensible a ser degradat.  

Els equivalents eucariòtics i procariòtics de la proteïna NFU1 interaccionen i s’uneixen 

a clusters de Fe-S in vitro, i s’ha suggerit que la funció d’aquesta proteïna és la 

d’actuar com a plataforma on es formen i s’acoblen els clusters Fe-S155-162. Tot i això, 

la funció específica de la proteïna NFU1 encara era desconeguda. Les proteïnes Fe-S 

han estat ampliament estudiades en llevat, però la deleció del gen NFU1 no es va 

trobar associat a un fenotip bioquímic específic163. La doble deleció NFU1 i ISU1, que 

codifica per una de les dues proteïnes d’acoblament general de clusters Fe-S es va 

trobar associada a defectes més profunds de proteïnes Fe-S com l’aconitasa i 

complexes de la CRM, però el rol específic de NFU1 i la seva relació amb ISU1 no es 

coneixia. El que si es coneixia és la funció que tenen els clusters de Fe-S com a 

donadors de sofre en la síntesi de l’àcid lipoic, catalitzat per l’enzim lipoic acid sintasa 

(LAS)164. Aquest àcid lipoic s’uneix covalentment a residus de lisina específics de 

quatre enzims mitocondrials; les subunitat E2 de la PDH, KGDH i BCKDH, i la proteïna 

H del GCS per tal d’actuar com a cofactor de les esmentades proteïnes. El model 

actual de la síntesi d’àcid lipoic es basa en un model on l’àcid octanoic conjugat amb 

la acyl-carrier protein (ACP) és el substrat per la inserció del sofre mitjançant LAS, 

probablement des d’un dels dos clusters [4Fe-4S]. La ACP lipoilada actuaria com a 

intermediari per les lipoyl protein ligases, que transferirien el lipoic a les proteïnes 

diana165.  

El fenotip bioquímic dels pacients era consistent amb un hipotètic bloqueig de la via 

de síntesi de l’àcid lipoic. Per tant, es va analitzar l’àcid lipoic unit a proteïnes en 

l’homogenat de múscul de 3 pacients mitjançant un anticòs anti-àcid lipoic unit a 

proteïnes. Els resultats en controls van mostrar dues bandes, una de 65 kDa i una 

altre de 50 kDa, corresponent a les subunitats E2 de les proteïnes lipoilades PDH i 

KGDH, respectivament166 (Figura 15A), mentre que els nivells de proteïna PDH 



Resum global i discussió general 

 136 

lipoilada van disminuir en un 60% en els pacients NFU1 respecte als controls (Figura 

15A-B). En canvi, els nivells de proteïna PDH no es trobaven alterats, suggerint que els 

nivells baixos de subunitat E2 unida a lipoic eren deguts a un defecte de lipoilació.  

Per tal de poder estudiar la proteïna NFU1 es va obtenir sérum anti-NFU1 en conills 

inmunitzats amb proteïna recombinant NFU1-His6 obtinguda al nostre laboratori. Com 

és habitual en les mutacions missense, cap dels pacients analitzats va mostrar nivells 

de NFU1 alterats (Figura 15C).  

 

 

Figura 15. Anàlisis dels nivells de lipoilació i dels nivells de NFU1 en pacients i controls. A) Anàlisis per 

western blot de l’àcid lipoic unit a les proteïnes PDH i KGDH d’individus control i en pacients homozigots 
per la mutació c.622G>T en extractes de biòpsies musculars. B) Quantificació per densitometria de la 
lipoilació de la proteïna PDH. Els valors han estat normalitzats per GAPDH. C) Anàlisis per western blot de 
NFU1, els extractes de múscul són els mateixos que en (A).  
C1-C4, individus control, P1,P2 i P6, pacients. La GAPDH s’ha utilitzat com a control de càrrega.  

 

Aquestes dades, juntament amb totes les observacions bioquímiques obtingudes 

suggerien que NFU1 era necessària pel bon funcionament de LAS. A més a més, tan 

NFU1 com LAS167 són predominantment, sinó exclusivament, mitocondrials.  

Per tal d’esbrinar el rol de NFU1 en la maduració dels clusters Fe-S, es van silenciar un 

cultiu cel·lular humà amb RNAs d’interferència (siRNA)168, 169. El silenciament de les 

cèl·lules HeLa amb siRNA es va comprovar mitjançant els nivells de mRNA i de 
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proteïna (Figura 16A). L’inmunoblot dels extractes cel·lulars silenciats van mostrar uns 

nivells disminuïts de lipoic unit a les subunitats E2 de la proteïna PDH i KGDH, així com 

la proteïna H del GCS (Figura 16B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Anàlisis per western blot de l’àcid lipoic unit a proteïnes i de proteïnes Fe-S havent silenciat 

NFU1. A) Eficiència del silenciament de NFU1 a nivell proteic després de 3 rondes de silenciament. B) 
Efecte del silenciament de NFU1 sobre varies proteïnes cel·lulars i sobre els nivells d’àcid lipoic unit a les 
proteïnes PDH, KGDH i la proteïna H.  
L’actina s’utilitza com a control de càrrega. 3d – cèl·lules recollides 3 dies després del primer 
silenciament, 6d – cèl·lules recollides 3 dies després del segon silenciament, 9d – cèl·lules recollides 3 
dies després del tercer silenciament, SDH – Succinat deshidrogenasa, IRP1 – proteïna reguladora de ferro 
1, GPAT – glutamat fosforibosilpirofosfatasa amido-transferasa.. 
 

Consistents amb aquests resultats, no es va detectar activitat PDH després d’un 

silenciament de 9 dies (Figura 17). En canvi, les activitats de proteïnes Fe-S, incloent la 

aconitasa mitocondrial i citosòlica i la GPAT citosòlica, no es van veure alterades pel 

silenciament de NFU1. Aquests resultats demostren un procés de maduració normal 
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dels clusters Fe-S, que d’altra banda es veurien afectats en cas que hi hagués algun 

defecte en la formació dels clusters Fe-S170. De la mateixa manera, l’activitat COX no 

es va veure alterada per la depleció de NFU1. Tot i que el complexe IV no necessita 

clusters Fe-S per al seu funcionament, la síntesi del seu grup hemo A requereix la 

proteïna Fe-S ferredoxina Fdx2171. En canvi, tant la quantitat com l’activitat de la 

succinat deshidrogenasa (SDH: complexe II) està molt disminuïda (Figura 16B i figura 

17).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Activitats enzimàtiques d’extractes cel·lulars després del silenciament de NFU1. Els valors 

han estat normalitzats per CS o lactat deshidrogenasa (LDH) i es presenten en relació als resultats 
obtinguts en cèl·lules sense silenciar (Mock cells). Les barres d’error indiquen l’error relatiu, rE (n=3).  

 

Confirmant aquests resultats, les activitats de la CRM de tres pacients NFU1, en que 

es disposava de biòpsia muscular, van mostrar normalitat de les activitats I+III i COX, 

però les activitats dels complexes II+III eren baixes, consistents amb la disminució 
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d’activitat de la SDH. Per tant, aquest resultats suggereixen que NFU1 és necessària 

per a la maduració tant de LAS com de SDH. L’efecte sobre la LAS explicaria el defecte 

en la biosíntesi de l’àcid lipoic.  

La unió in vitro de clusters de Fe-S a NFU1 en varies espècies suggereix que NFU1 

podria actuar com una plataforma d’acoblament de clusters Fe-S172-174. Tot i això, no 

queda clar si NFU1 fa de plataforma d’acoblament in vivo i quina relació té amb la 

proteïna ISCU175, una de les proteïnes que juga un paper principal en la formació dels 

clusters Fe-S. Per a tal efecte, es va silenciar el gen ISCU de la mateixa manera que es 

va fer amb NFU1 i es van analitzar els efectes sobre la funció i els nivells de diverses 

proteïnes Fe-S (Figura 18A). Al contrari del que passava amb el silenciament de NFU1, 

la deficiència de ISCU va afectar de manera molt severa el creixement cel·lular i no va 

quedar material després de la segona tanda de transfecció. El werstern blot dels 

extractes cel·lulars van mostrar una disminució de quasi totes les proteïnes Fe-S, 

incloent l’aconitasa mitocondrial i citosòlica, la SDH i la GPAT citosòlica (Figura 18B). A 

més a més, els nivells d’àcid lipoic unit a les proteïnes PDH, KGDH i la proteïna H del 

GCS va disminuir substacialment, suggerint un defecte en la maduració de LAS degut a 

l’absència de ISCU. Concordant amb aquests resultats, les activitats PDH, aconitasa 

mitocondrial, aconitasa citosòlica i SDH també van ser molt baixes (Figura 18C). 

L’activitat COX només va resultar lleugerament afectada. Aquests resultats mostren 

una deficiència clara de quasi totes les proteïnes Fe-S estudiades, demostrant que 

ISCU té un rol molt important com a plataforma d’acoblament dels clusters Fe-S176, en 

canvi, NFU1 jugaria un paper més específic, transferint clusters Fe-S a les seves 

apoproteïnes diana, la SDH i la LAS (Figura 20). 
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Figura 18. Anàlisis per western blot de l’àcid lipoic unit a proteïnes, nivells de proteïnes Fe-S i activitats 

enzimàtiques d’extràctes cel·lulars havent silenciat ISCU. A) Eficiència del silenciament de ISCU a nivell 
proteic després de 3 rondes de silenciament. B) Efecte del silenciament de ISCU sobre varies proteïnes 
cel·lulars i sobre els nivells d’àcid lipoic unit a les proteïnes PDH, KGDH i la proteïna H. C) Activitats 
enzimàtiques d’extractes cel·lulars després del silenciament de ISCU. Els valors han estat normalitzats per 
CS o lactat deshidrogenasa (LDH) i es presenten en relació als resultats obtinguts en cèl·lules sense 
silenciar (Mock cells). Les barres d’error indiquen l’error relatiu, rE (n=3).     
  

Per entendre millor els efectes funcionals de la mutació p.Gly208Cys en els pacients, 

es va estudiar el canvi corresponent (p.Gly194Cys) en l’organisme Saccharomyces 

cerevisiae. En estudis anteriors no es van trobar defectes específics atribuïts a la 

deleció de NFU1 en el llevat, però amb la informació obtinguda d’aquest treball, es 

van analitzar varis enzims per tal de caracteritzar la soca delecionada. Tot i que es van 

observar lleus disminucions en les activitats aconitasa i COX, també es va observar 

una disminució molt més important de les activitats SDH  i PDH (Figura 19A). Per a 

estudiar l’efecte de la mutació missense, es va introduir la mutació corresponent 

(p.Gly194Cys) en llevat. El llevat amb el plasmid codificant per a NFU1 wild type 
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recuperava l’activitat dels enzims SDH i PDH (Figura 19B). Pel contrari, la soca amb la 

mutació només és capaç de recuperar mínimament l’activitat, demostrant la seva 

patogenicitat.  

Per saber la mecànica de la mutació p.Gly194Cys es va purificar la proteïna NFU1 i es 

van fer experiments d’unió als clusters mitjançant 55Fe marcat. Els experiments van 

mostrar que NFU1 és capaç d’unir clusters Fe-S de manera molt làbil, ja que la senyal 

del 55Fe va ser molt baixa, inclús en situació de superproducció (Figura 19C). En altres 

estudis es va demostrar que mutacions en les ferredoxines o en ICSU procariota, 

podien estabilitzar la associació amb els clusters Fe-S177, 178. Per tant, es va analitzar el 

grau d’unió de la proteïna NFU1 portadora de p.Gly194Cys amb els clusters Fe-S. Els 

resultats van mostrar que la mutació uneix grans quantitats de 55FE in vivo (Figura 

19C). Els experiments també mostren com aquesta unió amb el 55Fe depèn de molts 

membres de la maquinària d’acoblament ISC (Nfs1, Isu1, Ssq1 i Grx5)179, 180, però no 

de Isa1-2, que actuaria molt més tard. Aquests resultats suggereixes que el Fe unit a 

NFU1Gly194Cys, que forma part del cluster Fe-S, depen de Isu1 i dels factors que 

alliberen el cluster de Isu1 (Ssq1 i Grx5)181.  
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Figura 19. Demostració de la patogenicitat de la mutació Gly208Cys en llevat i evidencia de NFU1 com 

a proteïna transferidora de clusters en un estadi tardà. A) Activitats enzimàtiques de l’aconitasa 
mitocondrial, SDH, COX i PDH en llevat wild type i nfu1∆. Les activitats han estat normalitzat per malat 
deshidrogenasa (MDH). B) Activitats enzimàtiques i western blot de cèl·lules de llevat transfectades amb 
un vector buit (-), amb el gen NFU1 wild type, o amb la variant mutada Nfu1G

194
C, l’equivalent humana 

de Gly194Cys. C) Incorporació de Fe en NFU1 wild type (Nfu1 – WT), en Nfu1G
194

C i en les soques Gal-
NFS1, Gal-ISU1, Gal-SSQ1, Gal-GRX5 i Isa1/2∆.  

 

Amb totes aquestes dades es pot afirmar que NFU1 rebria els clusters de Isu1 i que 

actuaria de manera específica alhora de transferir els clusters Fe-S (Figura 20). Per 

tant, no semblaria plausible que NFU1 actués com a plataforma d’acoblament de 

clusters de forma alternativa a ISCU. NFU1 podria cooperar amb les proteïnes Isa i 

Iba57, la funció de les quals és la d’actuar en la maduració de proteïnes Fe-S 

específiques que contenen [4Fe-4S]182-184. Aquesta cooperació podria explicar perquè 

el creixement del llevat no es veu afectat en soques amb NFU1 delecionat, també 

podria explicar, en el cas dels humans, que el fenotip no es desenvolupi al cap d’uns 
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mesos, ja que ISCA1 i IBA57 podrien dur a terme una funció parcial alhora de 

transferir els clusters a LAS i SDH (Figura 20).  

 

 
Figura 20. Proposta de model funcional per la funció de NFU1 en la biogènesis de les proteïnes Fe-S 

mitocondrials. 
 

 
L’explicació bioquímica del fenotip associat a la malatia NFU1, juntament amb la 

identificació de la funció específica de NFU1 en la biosíntesi de proteïnes Fe-S 

mitocondrials, és de gran importància tant pel diagnòstic com pel tractament 

potencial dels pacients afectats amb deficiències en la biogènesi de clústers Fe-S o en 

la síntesi d’àcid lipoic. 
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I. L’estudi del número de còpies de mtDNA en biòpsies musculars i hepàtiques 

provinents d’individus control ens ha permès obtindre valors de referència. 

 

II. La posta a punt i la validació de l’anàlisi del número de còpies de mtDNA en 

mostres incloses en parafina serà d’utilitat pel diagnòstic de pacients en que no és 

possible analitzar mostres congelades. 

 

III. L’estudi molecular dels gens DGUOK, MPV17, SUCLA2, SUCLG1 i POLG en 50 

individus ens ha permès identificar 4 mutacions no descrites prèviament, c.70+5G>A 

en el gen MPV17, c.1048G>A i c.1049G>T en el gen SUCLA2, i c.531+4A>T en el gen 

SUCLG1. A més s’han identificat 7 mutacions prèviament descrites en un total de 10 

pacients (8 famílies). 

 

IV. Descrivim un assaig  funcional d’splicing basat en la utilització de minigens que ens 

ha permès caracteritzar la mutació  c.70+5G>A com a causant de malaltia MPV17. 

 

V. La mesura combinada de la relació mtDNA/nDNA i de l’activitat citrat sintasa, en el 

mateix homogenat, ha proporcionat una eina addicional per l’estudi de les deplecions 

de mtDNA i ha permès explicar certes discrepàncies observades en la literatura entre 

el grau de depleció de mtDNA i les activitats enzimàtiques de la cadena respiratòria 

mitocondrial. 

 

VI. S’ha identificat per primera vegada un gen, NFU1, les mutacions del qual s’ 

associen una nova malaltia mitocondrial, caracteritzada bioquímicament per defectes 

en els enzims dependents d’àcid lipoic. 
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VII. Els estudis funcionals ens han permès conèixer la funció específica de la proteïna 

NFU1 en la biosíntesi dels clústers de Fe-S i en la maduració de proteïnes Fe-S, 

concretament LAS i SDH. 

 

VIII. La descripció clínica, bioquímica y genètica d’aquesta malaltia és molt important 

per al diagnòstic de nous pacients i obre les portes a la cerca d’altres gens implicats 

en la biosíntesi de l’àcid lipoic, així com el disseny futur de noves estratègies 

terapèutiques. 

 

IX. La identificació de gens causants de noves malalties ens permet conèixer i 

entendre la funció de dites proteïnes dins de la via metabòlica implicada.
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Durant la realtizació de la present Tesi doctoral s’ha col·laborat en la realització 

d’altres treballs experimentals que han donat lloc a les següents publicacions: 

 

Article Annèx 1 

Coenzyme Q10 deficiency associated with a mitochondrial DNA depletion 

syndrome: a case report. 

Montero R, Sánchez-Alcázar JA, Briones P, Navarro-Sastre A, Gallardo E, Bornstein B, 

Herrero-Martín D, Rivera H, Martin MA, Marti R, García-Cazorla A, Montoya J, Navas 

P, Artuch R. 

Revista: Clinical Biochemistry. 2009 May; 42(7-8):742-5. Factor d’impacte: 2,076 

 

Aquest treball descriu l’estudi d’un pacient amb sospita de patir el síndrome de 

depleció de mtDNA. Els anàlisis de laboratori van confirmar la presència de depleció 

(22% mtDNA residual) en muscular, juntament amb una deficiència de coenzim Q10. 

L’estudi mutacional no va mostrar cap mutació en els gens relacionats amb la 

depleció del mtDNA però el suplement amb CoQ10 va resultar en una millora del 

cultiu de fibroblasts. Aquesta deficiència de CoQ10 probablement sigui deguda a 

algun efecte secundari de la depleció i el seu estudi en futurs pacients sembla 

adequat.  
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Article Annèx 2 

Protein expression profiles in patients carrying NFU1 mutations. Contribution 

to the pathophysiology of the disease. 

Ferrer-Cortés X, Font A, Bujan N, Navarro-Sastre A, Matalonga L, Arranz JA, Riudor E, 

Del Toro M, Garcia-Cazorla A, Campistol J, Briones P, Ribes A, Tort F.  

Enviat per publicar a la revista Journal of Molecular Genetics and Metabolism. 

 

Els defectes de cofactors del metabolisme energètic mitocondrial són un grup de 

malalties amb un ampli espectre de símptomes clínics, perfils metabòlics molt 

concrets i defectes enzimàtics variables. Mutacions en NFU1 van ser indentificades 

recentment en pacients amb encefalopatia fatal, mostrant un fenotip bioquímic 

coherent amb els defectes dels complexes de CRM depenents d’àcid lipoic. Aquest 

descobriment va permetre conèixer la funció de NFU1 com a proteïna Fe-S necessària 

per l’activitat de la lipoic àcid sintasa i per les activitats de la CRM. Per entendre els 

mecanismes fisiopatologics de la malaltia, s’han caracteritzat els perfils d’expressió 

proteica dels pacients portadors de mutaions en NFU1. Els fibroblasts dels pacients 

portadors de la mutació p.Gly208Cys van mostrar una total absència d’àcid lipoic unit 

a proteïnes, amb una disminució de les subunitats SDHA i SDHB del complex II. En 

canvi, les altres subunitat de la CRM van ser normals. La lipoilació també es va trobar 

diminuida en fetge i múscul, però no en altres teixits disponibles (cervell, ronyó, 

pulmó) de pacients NFU1. Tot i que l’expressió de les subunitats no està alterada en 

teixits, el BN-PAGE va mostrar un defecte d’acoblament del complex II en múscul, 

consistent amb la deficiència enzimàtica d’aquest mateix complex. Aquest estudi 

ofereix nova informació sobre les bases moleculars de la malaltia NFU1, així com 

també en la regulació de la proteïna NFU1 en teixits humans. Demostrem que 

l’expressió de la proteïna NFU1 és ubiqüa i corroborem que els defectes en la 
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biosíntesis de la lipoilació i la deficiència del complexe II són les característiques més 

rellevants de la malaltia, particularment en els pacients portadors de la mutació 

p.Gly208Cys. Segons les nostres observacions, recomanem l’anàlisi d’aquests 

marcadors proteics en fibroblasts com el primer pas a l’hora de diagnosticar aquests 

pacients.          
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