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RESUM

En humans, com en la majoria d’organismes eucariotes, la sintesi proteica té lloc simulta-
niament al citoplasma i en organuls que posseeixen un genoma propi. Els mitocondris re-
quereixen una maquinaria traduccional propia per sintetitzar els tretze polipeptids, codifi-
cats al genoma mitocondrial, que formen part dels complexos de la cadena respiratoria i la
fosforilacié oxidativa responsables de proporcionar energia a la cellula. Els elements que
componen aquesta maquinaria es troben codificats tant al genoma mitocondrial com al
nuclear i participen de manera coordinada en la traduccié genética. Mutacions en els gens
que codifiquen aquests factors de l'aparell de traducci6 genetica mitocondrial desencade-
nen un ampli ventall de malalties greus en humans, caracteritzades per simptomes hete-
rogenis que en dificulten el diagnostic i tractament. Hi ha malalties mitocondrials huma-
nes causades per mutacions en el DNA mitocondrial que afecten especificament els tRNA
i rRNA i, a més, s’han descrit mutacions en proteines mitocondrials codificades en el geno-
ma nuclear, entre les quals es troben mutacions en factors de traduccio, enzims de proces-
sament i modificaci6 dels tRNA, proteines mitoribosomiques i aminoacil-tRNA-sintetases
mitocondrials. La complexitat de les malalties mitocondrials, la varietat de simptomes que
causen i la dificultat de manipular geneticament el DNA mitocondrial compliquen la re-
cerca relacionada amb aquestes malalties i justifiquen la generacié de models animals que
permetin caracteritzar-les i desenvolupar noves estrategies terapeutiques.
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MITOCHONDRIAL GENE TRANSLATION AND RELATED DISEASES

SUMMARY

In humans, as in the majority of eukaryotic organisms, protein synthesis occurs simul-
taneously in the cytoplasm and in those organelles that possess their own genome. Mito-
chondria require its own translational machinery in order to synthesize the 13 polypep-
tides, encoded in the mitochondrial genome, which are part of the respiratory chain and
the oxidative phosphorylation complexes, responsible for supplying energy to the cell. The
elements that compose this machinery are encoded both in the mitochondrial and the nu-
clear genome, and participate in gene translation in a coordinate manner. Mutations in
genes that code for these factors of the gene translation apparatus trigger a wide range of
severe pathologies in humans, characterized by heterogeneous symptoms that difficult
their diagnostic and treatment. There exist human mitochondrial diseases caused by mu-
tations in the mitochondrial DNA which specifically affect tRNA and rRNA and, addition-
ally, mutations in nuclear encoded mitochondrial proteins have been described, among
which are mutations in translation factors, enzymes involved in tRNA processing and
modification, mitoribosomal proteins, and aminoacyl-tRNA synthetases. The complexi-
ty of mitochondrial pathologies, the variety of symptoms they cause, and the difficulty to
manipulate mitochondrial DNA complicate the research related to these diseases and jus-
tify the generation of animal models that allow their characterization and the develop-

ment of new therapeutic strategies.

Key words: gene translation, mitochondrial disease, aminoacyl-tRNA synthetase.

La traduccié genetica és un procés uni-
versal que té lloc en tots els organismes eu-
cariotes i procariotes, i que consisteix en la
descodificacié consecutiva de la informacié
continguda en molécules de mRNA (acid
ribonucleic missatger) en forma de cadena
polipeptidica, tot seguint escrupolosament
les normes establertes pel codi genetic. El
codi genetic estandard, amb algunes excep-
cions, és utilitzat per tots els éssers vius, i
consisteix en la correlacio dels diferents tri-
plets de nucleotids de mRNA, anomenats
codons, amb la vintena d’aminoacids usats
en la sintesi de proteines.

La traduccid genetica requereix la par-
ticipacié de nombroses proteines i mole-
cules de RNA que funcionen de manera
coordinada. Els codons de mRNA no reco-
neixen directament els aminoacids que es-

pecifiquen, sind que ho fan a través d'unes
molecules adaptadores que relacionen mi-
nuciosament cada triplet de mRNA amb
I'aminoacid corresponent. Els tRNA (RNA
de transferéncia) sén aquestes molecules
adaptadores. A la céllula hi ha almenys un
tRNA per a cada aminoacid, pero, en molts
casos, diversos isoacceptors tenen 1’habili-
tat de reconeixer els diferents codons que
assignen un mateix aminoacid, de manera
tnica o redundant. Els tRNA s6n aminoaci-
lats especificament amb I'aminoacid assig-
nat mitjan¢ant les aminoacil-tRNA-sinteta-
ses (aaRS). Aquesta familia d’enzims consta
d’almenys vint proteines, una per a cada
aminoacid del codi genetic estandard (Ri-
bas de Pouplana i Schimmel, 2001).

La traduccié genetica, tant procariota
com eucariota, es pot dividir en dos estadis
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principals: l'aminoacilacié dels tRNA i
la traduccié ribosomica. El primer estadi
es basa en el reconeixement especific i
l'activacié de l'aminoacid feta per l'aaRS,
i en la incorporacié d’aquest a l'extrem 3’
del tRNA adient. Un cop el tRNA és ami-
noacilat, és dirigit mitjancant els factors
d’iniciaci6 o elongacié cap al ribosoma, un
complex format per proteines associades a
molecules de rRNA (RNA ribosomic), on
té lloc la mecanica d’interaccié entre els
tRNA aminoacilats i els triplets de mRNA,
i constitueix la peca central de la sintesi de
proteines.

EL MITOCONDRI

Els mitocondris son organuls presents en
totes les cellules nucleades eucariotes que
transformen energia per impulsar reac-
cions cellulars, i per aixo0 la integritat mito-
condrial és essencial per a la vida, i el tras-
torn de la seva funcié pot veure’s traduit en
malaltia. Tot i que l'origen de la cellula eu-
cariota és, encara, motiu de controversia,
nombrosos estudis filogenetics donen su-
port a la teoria que aquesta és el produc-
te d'una serie de processos endosimbiotics
produits a través d’evolucio horitzontal, per
la fusio, o fusions, entre una cellula arqueo-
bacteriana i una cellula eubacteriana (Sa-
gan, 1967, Margulis, 1981; Cavalier-Smith,
1987; Margulis, 1993). En general, es consi-
dera que el mitocondri actual té un origen
monofiletic, que prové d"un ancestre eubac-
teria de vida lliure (protomitocondri) que
va ser captat per una cellula hoste; tot i aixi,
l'origen d’aquesta tltima encara esta en ple
debat (Gray et al., 1999; Davidov i Jurkevitch,
2009). Diferents hipotesis intenten explicar
com l'ancestre mitocondrial va envair i evi-
tar I'eliminacié de I'hoste. Algunes d’aques-
tes teories postulen que l'origen dels euca-
riotes i dels mitocondris es dona de manera
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simultania, quan un arqueobacteri metano-
gen es fusiona amb un a-proteobacteri me-
tanotrof amb l'objectiu d’obtenir compostos
essencials per al metabolisme en condi-
cions d’anoxia, com l'hidrogen (Martin i
Muller, 1998). Una altra teoria proposa que
la simbiosi tingué lloc entre un proteobac-
teri aerobi i un hoste anaerobi per sobreviu-
re a la presencia d’'oxigen (Andersson et al.,
2003). Posteriorment, tingué lloc un segon
procés d’endosimbiosi, en queé l'eucariota
mitocondriat capta un cianobacteri ances-
tral, que constitueixen els plastidis dels or-
ganismes fotosintetics actuals (Dyall et al.,
2004).

Pel seu estat en endosimbiosi, els proto-
mitocondris van anar reduint progressiva-
ment el contingut del seu genoma, mitjan-
cant la transferencia de molts dels seus gens
al genoma nuclear de I'hoste i I'eliminaci6
d’enzims redundants (Gray et al., 1999). Ac-
tualment, la majoria de les proteines mito-
condrials estan codificades al genoma nu-
clear, mentre que el DNA mitocondrial
(mtDNA) tan sols conserva un reduit nom-
bre de gens que codifiquen proteines invo-
lucrades en la cadena respiratoria i la fosfo-
rilacié oxidativa (OXPHOS), alguns tRNA i
rRNA. Els mitocondris actuals son estruc-
tures intracellulars delimitades per un sis-
tema de doble membrana, format per la
MME (membrana mitocondrial externa) i
la MMI (membrana mitocondrial interna),
que s‘associen formant xarxes complexes.
Les dues membranes mitocondrials delimi-
ten dos compartiments diferents: la matriu
mitocondrial, que conté un elevat nombre
d’enzims relacionats amb el metabolisme
mitocondrial, proteines implicades en l'ex-
pressié de I'mtDNA, tRNA, rRNA i nom-
broses copies del genoma mitocondrial; i
I'espai intermembrana, que conté proteines
involucrades amb la fisiologia, amb la mort
cellular o amb la produccié d’energia.

El genoma mitocondrial és un DNA cir-
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cular de cadena doble similar al DNA bac-
teria primitiu (Leblanc et al.,, 1997), que es
troba en un elevat nombre de copies for-
mant agrupacions de DNA anomenades
nucleoides. Aquestes estructures no estan
protegides per histones, perd s’han identi-
ficat proteines associades a aquestes que te-
nen un paper essencial en el manteniment
de I'mtDNA, com ara Twinkle (Spelbrink
et al., 2001) o el factor de transcripciéo mtT-
FA (Diffley i Stillman, 1991; Larsson et al.,
1998). Generalment, el genoma mitocon-
drial es transmet per herencia materna, no
presenta introns ni extenses regions inter-
geniques, té gens superposats, utilitza un
codi genetic diferent de l'universal (Clay-
ton, 2000) i, en animals, codifica 22 tRNA,
2 rRNA (1251 16S) i 13 polipeptids estructu-
rals que formen part del sistema OXPHOS.
Com s’ha esmentat anteriorment, gran part
de les proteines mitocondrials son codifica-
des al genoma nuclear; entre aquestes, totes
les proteines involucrades en la traduccid
genetica mitocondrial (vegeu la figura 2).
El transport correcte d’aquestes proteines
a l'organul és essencial per a la biogenesi i
funcié mitocondrials.

Des d'un punt de vista funcional els mi-
tocondris sén organuls que aprofiten 'ener-
gia amb finalitats biologiques, mitjancant
el procés d’acoblament quimiostatic que
té lloc gracies a la cadena transportadora
d’electrons, també anomenada cadena respi-
ratoria, localitzada a la membrana mitocon-
drial interna (Berg et al., 2007). La cadena
respiratoria consta de quatre grans com-
plexos proteics formats per diverses subu-
nitats, codificades tant al genoma nuclear
com al mitocondrial. Tres d’aquests com-
plexos son capagos de transportar electrons
i bombar protons a l'espai intermembrana.
El quart complex, que forma part del cicle
de Krebs, és codificat al nucli i no té la ca-
pacitat d'impulsar protons. En el transport
entre complexos també intervenen trans-

portadors electronics, com ara el coenzim
Q (ubiquinona) o el citocrom c.

La fosforilaci6 oxidativa (OXPHOS) és
el procés mitjancant el qual es forma ATP
com a resultat del gradient electroquimic
entre la MMI i l'espai intermembrana, fruit
de la transferéncia d’electrons a través de la
cadena respiratoria fins al O, i de I'impuls
de protons a través de la MMI (Mitchell,
1961). Es genera una forga protomotriu que
consisteix en un gradient de pH, i el flux de
protons que sén retornats a la matriu mi-
tocondrial impulsa la sintesi d’ATP. Com
a conseqiiencia d’aquesta activitat el mi-
tocondri és una de les principals fonts de
ROS (reactive oxygen species; especies reac-
tives d’'oxigen o radicals lliures). Lacumu-
lacié de ROS provoca danys a les membra-
nes cellulars i al DNA, molt especialment a
I'mtDNA, que no esta proveit d’histones
que el protegeixin, i per aixo el mitocondri
posseeix defenses antioxidants, com ara el
glutatio, una variant de la superoxid-dis-
mutasa o la catalasa, que actuen per elimi-
nar l'excés de ROS (Duchen, 2004).

A part de la cadena respiratoria i
I'OXPHOS, el mitocondri acull el cicle de
Krebs, també anomenat cicle dels acids tri-
carboxilics o cicle de l'acid citric, que sub-
ministra substrats reduits a la cadena trans-
portadora d’electrons. Aquesta via consta
d'un seguit d’enzims, la majoria dels quals
estan situats a la matriu mitocondrial, que
converteixen l'acetil-CoA, que procedeix
d’hidrats de carboni i de lipids, en dioxid
de carboni (CO,) i GTP. El cicle de Krebs, a
més, proporciona precursors per a proces-
sos de biosintesi de nucleotids, proteines i
grups hemo (Berg et al., 2007).

Amb l'objectiu de garantir la sintesi cor-
recta de tots els components essencials
d’aquestes vies metaboliques que roma-
nen codificades al genoma mitocondrial és
necessari un sistema de traduccié geneti-
ca independent del sistema citoplasmatic.
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Per tal que la traduccioé genetica mitocon-
drial tingui lloc, cal, per una banda, que
I'mtDNA sigui correctament mantingut, re-
plicat i transcrit i, per l'altra, que els dife-
rents elements codificats en 'nDNA (DNA
nuclear) que participen en la traduccié ge-
netica en aquest organul siguin correcta-
ment sintetitzats i transportats des del cito-
plasma (Smits et al., 2010).

LA TRADUCCIO CITOPLASMATICA
I MITOCONDRIAL

La traduccié ribosomica citoplasmatica
eucariota consta de quatre fases: iniciacio,
elongacio, terminacid i reciclatge (Pestova
et al., 2001; Kapp i Lorsch, 2004; Dale i Uh-
lenbeck, 2005; Hernandez ef al., 2010) (vegeu
la figura 1). La fase d’iniciacié comenga amb
el reconeixement del Met-tRNAi (metionil-
tRNA d'iniciacid) feta per l'elF (eukaryotic
initiation factor; factor d’iniciacié eucario-
tic) 2, i acaba quan aquest Met-tRNAi s’aco-
moda al lloc P de la subunitat 40S del ribo-
soma.

Durant la fase d’elongacid, el factor d’e-
longacié eucariotic 1A forma un complex
ternari amb GTP amb un nou aminoacil-
tRNA (aa-tRNA), i es dirigeix fins al lloc A
del ribosoma. Un cop l'aa-tRNA s’ha assen-
tat al lloc A, el centre peptidil-transferasa
ribosOmic catalitza la formacié dun enllag
peptidic entre I'aminoacid incorporat i el
peptidil-tRNA. Un cop format l'enllag pep-
tidic, el tRNA desacilat se situa ara al lloc E
del ribosoma i el peptidil-tRNA abandona
el lloc A per acomodar-se al lloc P. Lallibe-
rament del tRNA al lloc E acaba aquest ci-
cle, el qual es repeteix fins que es detecta un
codé de terminacié a 'mRNA.

La fase de terminaci6 té lloc en resposta
a la preséncia d'un dels tres codons de ter-
minaci6 eucariotes (UGA, UAA o UAG) al
lloc A del ribosoma. El factor de terminacio
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eucariotic 1, juntament amb el factor eRF3
que hidrolitza I'enllag ester entre el tRNA
del lloc P i la cadena polipeptidica, allibe-
ren el polipeptid complet del ribosoma (Pi-
sarev et al., 2007).

La traduccié genetica als mitocondris té
moltes similituds amb la traducci6 genetica
procariota, fet que esta en consonancia amb
l'origen endosimbiotic d’aquests organuls.
Tot i aixi, la traduccié mitocondrial presen-
ta certes particularitats que difereixen tant
del sistema de traduccid citoplasmatic eu-
cariota com del procariota. La traducci6 ge-
netica mitocondrial, igual que la traduccio
procariotaila citoplasmatica eucariota, esta
dividida en dos estadis: 'aminoacilacié del
tRNA i la traduccio ribosomica, que alhora
esta subdividida en quatre fases: iniciacio,
elongacio, terminacio i reciclatge, les quals
requereixen la participacié dels ribosomes
mitocondrials (mitoribosomes) i de diver-
sos factors de traduccio.

MALALTIES MITOCONDRIALS
HUMANES DE TRADUCCIO
GENETICA

Un elevat nombre de malalties huma-
nes son causades per alteracions en com-
ponents involucrats en la traduccié geni-
ca. Les mutacions que afecten proteines de
lI'aparell de traduccié genetica citoplasmati-
ca donen lloc a un ampli ventall de malal-
ties que mostren un grau d’afectacié varia-
ble segons el teixit o l'organ (Scheper et al.,
2007b). En aquesta revisio ens centrarem,
pero, en les malalties causades per compo-
nents de la maquinaria mitocondrial de tra-
duccié genica.

Les malalties hereditaries mitocondrials
son un grup heterogeni de desordres cau-
sats per mutacions en gens de I'mtDNA o
de 'nDNA que codifiquen proteines, tRNA
o rRNA relacionats amb la funcié mito-
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condrial. Les caracteristiques cliniques
d’aquestes malalties sén molt variables, fet
que en dificulta el diagnostic i tractament.
Les primeres malalties mitocondrials hu-
manes descrites, I'any 1988, van ser la KSS
(Kearns-Sayre syndrome; sindrome de Ke-
arns-Sayre), causada per extenses deleci-
ons de mtDNA (Holt et al., 1988), i la LHON
(Leber hereditary optic neuropathy; neuropatia
optica hereditaria de Leber), fruit de muta-
cions puntuals en el genoma mitocondrial
(Wallace et al., 1988). Des d’aleshores, s’han
identificat centenars de mutacions relacio-
nades amb malalties mitocondrials, tant en
I'mtDNA com en 'nDNA (Ruiz-Pesini et al.,
2007) (vegeu la figura 2).

Les malalties associades a mutacions en
tRNA i rRNA mitocondrials es veuen influ-
enciades per I'heteroplasmia, és a dir, per
la coexistencia de poblacions de mtDNA wt
(wild-type; de tipus salvatge) i de mtDNA
mutant. Durant la divisi6 cellular els mito-
condris es distribueixen a l'atzar entre les
cellules filles, de manera que la proporcio de
mtDNA mutant pot variar entre teixits d'un
mateix individu. Les mutacions somatiques
de I'mtDNA apareixen en molts casos per
l'efecte dels ROS, i la manca de mecanismes
eficients de reparacid fa que aquestes s’acu-
mulin amb l'edat. Durant 'oogenesi les mo-
lecules de mtDNA sén repartides en oocits
i es genera un ventall d’heteroplasmia, fet
que té implicacions importants en la trans-
missio de 'mtDNA mutant, aixi com en el
grau d’expressio clinica de la malaltia en la
descendeéncia (Schapira, 2006). La manifes-
tacié de la malaltia té lloc quan el nombre
de copies de mtDNA mutant €s el suficient
per impedir el metabolisme energetic que
permet el funcionament correcte d'un tei-
xit, fenomen conegut com a efecte llindar.
Per aixo, tot i que els defectes de 'mtDNA
poden afectar tot tipus de teixits, perjudi-
quen especialment aquells que tenen un alt
requisit energetic, com el muscul, el cor o el

sistema nervids. La connexié genotip-feno-
tip en les malalties de I'mtDNA és comple-
xa, ateés que una malaltia pot ser deguda a
diferents mutacions i una mutacié pot cor-
relacionar amb diverses malalties.

Els tRNA i rRNA mitocondrials tenen un
paper clau en la traduccié de les proteines
mitocondrials que formen part de la cadena
respiratoria; per aixo, en molts casos, muta-
cions en aquestes molecules estan connec-
tades amb disfuncions metaboliques (vegeu
la taula 1). Més del 50 % de mutacions rela-
cionades amb malalties humanes es con-
centren en gens de tRNA, tot i que aquests
gens només representen un 10 % del geno-
ma mitocondrial. Les mutacions més pre-
valents son ’A3243G en el tRNA'" (UAA),
que provoca el 80 % dels casos de MELAS
(mitochondrial encephalomyopathy, lactic ac-
idosis, and stroke-like episodes; miopatia mi-
tocondrial, encefalopatia, acidosi lactica i
episodis similars a l'ictus) i ’A8344G en el
tRNA™*, que és responsable del 80-90 % de
casos de MERREF (myoclonic epilepsy and rag-
ged red fibers; epilepsia mioclonica associada
a fibres roges trencades).

La substitucié A3243G en el gen del
tRNA (UAA) n‘afecta l'estructura, l'esta-
bilitat i l'eficiencia d’aminoacilacié (Park et
al., 2003) i indueix la formacié de comple-
xos dimerics que impedeixen l'associacid
adequada del tRNA a proteines. A part, la
mutacié inhibeix el processament correc-
te de l'intermediari RNA19, que conté els
transcrits de I'TRNA 16S, el tRNA" (UAA)
i'mRNA del gen ND1. Es postula que I'in-
termediari de processament RNA19 mu-
tant seria incorporat als mitoribosomes i
en provocaria el blocatge. La simptomato-
logia de la malaltia associada a la mutacid
A3243G es pot explicar per 1is de codons
de 'mRNA NDé, que codifica una subuni-
tat del complex I. El canvi, A3243G impe-
deix la sintesi de la modificacié taurina a la
posicid wobble del tRNA'" (UAA), la qual
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cosa dificulta el reconeixement del codd
UUG. 'mRNA ND6 conté un 42,1 % de co-
dons leucina UUG, i per consegiient, s’es-
pecula que la mutacié impediria la traduc-
cid correcta de la subunitat ND6 i, per tant,
es veuria reduida l'abundancia de complex
1 a la cadena respiratoria, fet que concor-
da amb el fenotip associat a MELAS (Sche-
per et al., 2007b; Scaglia i Wong, 2008). En
una soca de llevat amb mutacions en el
tRNA™" (UAA) equivalents a les respon-
sables de la malaltia MELAS en humans,
els fenotips aberrants sén complemen-
tats quan se sobreexpressa el factor mtEF-
Tu (Feuermann et al., 2003). A més, la mu-
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Unié de I'mRNA i deteccio
del codd d'iniciacié

tacio A3243G també és complementada per
la LRS (leucil-tRNA-sintetasa) mitocon-
drial humana sobreexpressada en cibrids
transmitocondrials que contenen 'mtDNA
mutant (Li i Guan, 2010). Aquests son dos
exemples d’estudis que suposen un aveng
en la recerca d’intervencions terapeutiques
per a malalties mitocondrials.

La substitucié A8344G en el gen del
tRNA™* n’afecta el nivell d’aminoacilacié
(Enriquez ef al., 1995) i impedeix la forma-
cié de la modificacié taurina del nucleotid
wobble de I'anticodd (Yasukawa et al., 2001),
fet que es tradueix en una debil interacci6
codo-anticodo al ribosoma que desemboca
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La traducci6 geneética citoplasmatica eucariota. Representacio esquematica de les quatre fases de la traduc-
ci6 ribosomica: iniciacio, elongacio, terminacio i reciclatge.
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Taura 1. Malalties causades per mutacions en gens de rRNA i de tRNA

Gen RNA Exemples de mutacions | Malalties associades
MT-TA tRNAAR G5591A i G5650A MM
MT-TN tRNAA G5703A CPEO i MM
MT-TR tRNAA® G10406A; A10438G MM; PEM
MT-TD tRNAA® A7526G MM
MT-TC tRNA®s G5783A Sordesa
MT-TQ tRNAS G4332A MELAS i encefalopatia
MT-TE tRNASH T14709C DMDF+MM
MT-TG tRNASY GT10010C PEM
MT-TH tRNAHs G12147A MELAS/MERRF
MT-TI tRNA!e G4298A; A4300G CPEO; MICM
MT-TK tRNAD* A8344G i T8356C MERRF
MT-TL1 tRNALe A3243G MELAS, LS, CPEO, DMDF i MM MELAS

(UAA) C3256T i T3271C MMC

A3260G i C3303T

MT-TL2 tRNA (UAG) G12315A CPEOiKSS
MT-TM tRNAMet T4409C i G4450A MM
MT-TF tRNAThe G583A MELAS i MM+EXIT
MT-TP tRNAT C15990T; A15965G MM; susceptibilitat a PD
MT-TS1 tRNASer A7475G i 7472insC SNHL

(UGA) G7497A MM i EXIT
MT-TS2 tRNASer C12258A DMDF i SNHL

(GCU) G12207A MELAS/MERRF
MT-TT tRNAT G15950A Susceptibilitat a PD
MT-TW tRNATP 5537insT i T5523G LS

T5523G i G5521A MM

MT-TY tRNAD" T5874G EXIT
MT-TV tRNAV! G1606A AMDF
MT-RNR1 rRNA 128 A1555G i C1494T DEAF
MT-RNR2 rRNA 165 C3093G MELAS

Informaci6 recopilada de MITOMAP (Ruiz-Pesini et al., 2007). Abreviacions: AMDF (ataxia, myoclonus and deaf-
ness; ataxia, mioclonia i sordesa), CPEO (chronic progressive external ophtalmoplegia; oftalmoplégia externa progres-
siva cronica), DEAF (maternally inherited deafness; sordesa d’heréncia materna), DMDF (diabetes mellitus + deafness;
diabetis + sordesa), EXIT (exercise intolerance; intolerancia a 1’exercici), ins (insercio), KSS (Kearns-Sayre syndrome;
sindrome de Kearns-Sayre); LS (Leigh syndrome; sindrome de Leigh), MELAS (mitochondrial encephalomyopathy, lac-
tic acidosis, and stroke-like episodes; miopatia mitocondrial, encefalopatia, acidosi lactica i episodis similars a ’ictus),
MERREF (myoclonic epilepsy and ragged red fibers; epilépsia mioclonica associada a fibres roges trencades), MICM
(maternally inherited cardiomyopathy; cardiomiopatia d’heréncia materna), MM (miopatia mitocondrial), MMC (ma-
ternal myopathy and cardiomyopathy; miopatia materna i cardiomiopatia), PD (Parkinson’s disease; malaltia de Parkin-
son), PEM (progressive encephalopathy; encefalopatia progressiva) i SNHL (sensorineural hearing loss; pérdua audi-

tiva neurosensorial).

en la terminacié prematura de la traduc-
cié. Amb l'objectiu de desenvolupar possi-
bles tractaments per a la malaltia, la muta-
ci6 A8344G s'ha aconseguit complementar

parcialment mitjangant el transport des
del citoplasma de derivats del tRNAY* ci-
toplasmatic de llevat. E1 tRNA™* exogen és
aminoacilat, transportat, utilitzat en el pro-
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cés de traduccié mitocondrial i és capag
de restaurar parcialment les funcions mi-
tocondrials afectades (Kolesnikova et al.,
2004).

Pel que fa al sistema de serilacié mi-
tocondrial huma, nombroses mutacions
en tots dos isoacceptors mitocondrials de
tRNAS s’han vinculat amb malalties, es-
pecialment les mutacions en el gen del
tRNASr (UGA). La majoria de canvis pun-
tuals en aquest gen desencadenen la ma-
laltia SNHL (sensorineural hearing loss; per-
dua auditiva neurosensorial); per exemple:
les mutacions situades al limit entre el gen
CO1 i l'extrem 3" del tRNA®%" (UGA) com-
prometen l'estructura secundaria del lloc 3’
de processament del tRNA (Yan et al., 2006);
o la inserci6 7472insC trastorna la sintesi i
l'aminoacilacié del tRNAS (UGA) (Toom-
puu et al.,, 2002), la qual es pot manifestar
en forma de SNHL, de fenotips similars a
MERRF o de miopatia. La mutacié G7497A
en el mateix gen no causa SNHL sind6 MM
(miopatia mitocondrial) i EXIT (exercise in-
tolerance; intolerancia a l'exercici) (Jaksch et
al., 1998; Grafakou et al., 2003). En el gen del
tRNAS (GCU) s’han determinat les subs-
titucions: C12246A, que genera pseudoobs-
truccio intestinal cronica amb miopatia i of-
talmoplegia (Lauber et al., 1991), C12258A,
que, a part de produir SNHL, esta relacio-
nada amb el fenotip DMDF (diabetes mellitus
+ deafness; diabetis + sordesa) (Lynn et al.,
1998) i G12207A, que provoca fenotips simi-
lars a MELAS/MERRF (Wong et al., 2006).

Com ja s’ha esmentat anteriorment, el nu-
cli codifica un ampli grup de proteines que
funcionen al mitocondri, entre les quals
hi ha nombrosos components del metabo-
lisme mitocondrial, les proteines de trans-
port, els elements de manteniment, repli-
cacid i transcripcié de I'mtDNA i totes les
proteines implicades en la traducci6 a l'or-
ganul. Relacionades amb la traduccié gene-
tica mitocondrial, hi ha diverses mutacions
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associades a malalties en gens que donen
lloc a factors de traduccié de mRNA espe-
cifics, enzims de modificacio dels tRNA mi-
tocondrials, proteines dels mitoribosomes,
factors de traduccid generals i aminoacil-
tRNA-sintetases.

Entre els factors que participen en la tra-
duccié de mRNA especifics hi ha 'LRPPRC,
que esta involucrat en la traduccid i l'es-
tabilitzacié de 'mRNA COX1I. La mutacié
A354V en la LRPPRC desencadena una va-
riant de la sindrome de Leigh, fruit d'una
expressié de proteines mitocondrials li-
mitada i d'uns nivells baixos dels mRNA
de COXI i COXIII (Xu et al., 2004). Un altre
exemple és la insercié d'un nucleotid en el
gen TACOI1, que codifica un factor activa-
dor de la sintesi de COXI, la qual provoca
fenotips similars a la sindrome de Leigh
i deficiencia de lactivitat de la citocrom
c-oxidasa (Weraarpachai et al., 2009).

Pel que fa a enzims de modificacio dels
tRNA, s’han descrit les mutacions R116W
(Bykhovskaya et al., 2004) i E220X (Fernan-
dez-Vizarra et al.,, 2007) en la pseudouridi-
na-sintetasa humana (PUSI), que s’associen
amb la malaltia MLASA (mitochondrial my-
opathy, lactic acidosis and sideroblastic anemia;
miopatia mitocondrial, acidosi lactica i ane-
mia sideroblastica). La manca de pseudou-
ridilaci6 d'un o més tRNA mitocondrials
sembla el mecanisme patogenic més plau-
sible. Alguns individus amb insuficiencia
renal i acidosi lactica posseeixen diverses
mutacions en el gen TRMU, que codifica
un enzim que catalitza la 2-tiouridilaci6 de
tRNA mitocondrials (Zeharia ef al., 2009).

En relaci6 amb la formacié dels mitori-
bosomes, s’ha detectat la mutacié R111X en
la proteina MRPS16 (Miller et al.,, 2004), i la
mutacio letal R170H en la proteina MRPS22
(Saada et al., 2007). Totes dues proteines, en
condicions normals, s'associen amb I'tTRNA
12S i formen part de la subunitat petita dels
mitoribosomes. Les mutacions causen feno-
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tips molt severs amb disfuncio de la cadena
respiratoria deguda a la inhibici6 de la tra-
ducci6 dels mRNA mitocondrials. Les pro-
teines ribosomiques mitocondrials (MRP)
mutants provoquen una disminuci6 de la
quantitat de rRNA 12S i un acoblament in-
correcte de la subunitat petita del mitoribo-
soma (Haque et al., 2008). La paraplegina és
una proteasa involucrada en l'escissié de la
preseqiiencia de senyalitzacié mitocondrial
de la proteina ribosomica MRPL32. La pa-
raplegia espastica hereditaria esta provo-
cada per mutacions en la paraplegina, que
impliquen el processament inadequat de la
MRPL32 i I'agrupament incorrecte dels mi-
toribosomes (Casari et al., 1998).

Alguns individus que pateixen malalties
severes molt variables simptomaticament
i de mortalitat primerenca mostren mu-
tacions en gens que codifiquen els factors
d’elongacio. La primera mutacio identifica-
da en I'mtEF-G1 (N174S) (Coenen et al., 2004)
afecta un residu conservat i essencial per a
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la unié de GTP. Es prediu que la substitucio
té un efecte drastic en la unid al nucleotid
i, en conseqiiencia, una perdua de la funcio6
enzimatica. Posteriorment, s’han identificat
altres mutacions en aquest factor, com ara la
substitucid S321P, una delecié de dos nucle-
otids (Antonicka et al., 2006), el canvi R47X
i la substitucié M496R (Valente et al., 2007).
El factor mtEF-Tu, encarregat d’acompa-
nyar l'aa-tRNA fins al mitoribosoma durant
la fase d’elongacid, pot presentar la muta-
cié R336Q (Valente et al., 2007), que inactiva
completament la capacitat d'unir 'aa-tRNA
per tal de formar el complex ternari (Valen-
te et al., 2009). Se suggereix que la mutacié
R312W en el factor mtEF-Ts (Smeitink et al.,
2006), que regenera 'mtEF-Tu-GDP a mtEF-
Tu-GTP, podria produir una reduccié en la
capacitat d'uni6 a I'mtEF-Tu i generar defec-
tes en I'intercanvi nucleotidic (Akama et al.,
2010). Daltra banda, el polimorfisme C798T
en el gen que codifica el factor d’iniciacid
mtIF3 presenta associacié allelica amb la
malaltia de Parkinson, i aix0 suggereix que
es tracta d'un factor de vulnerabilitat a la
malaltia (Abahuni ef al., 2007). Recentment,
en alguns subjectes afectats d’encefalopa-
tia, s’han trobat delecions d'un nucleotid
en el gen C120rf65, que codifica un possible
membre de la familia dels factors de termi-
nacié mitocondrials. Les delecions induei-
xen l'aparicié d'un codd de terminacio pre-
matur (Antonicka et al., 2010).

L’any 2005 es va coneixer el primer cas
en que mutacions en aaRS mitocondrials
codificades al nucli es podien relacionar
amb malalties humanes. El treball publi-
cava una possible vinculacié entre algu-
nes variants del gen larS2, que codifica la
leucil-tRNA-sintetasa mitocondrial huma-
na (LARS2), amb la susceptibilitat a pa-
tir diabetis de tipus 2. Es van determinar
vuit polimorfismes en individus malalts,
dels quals un (H324Q) semblava potenciar
el risc de patir la malaltia, tot i que l'estu-
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di estadistic no assolia nivells de significa-
ci6 suficients (Hart et al., 2005). Recentment,
s’ha publicat un estudi més ampli, de poder
estadistic més gran, que refuta l'associacio
entre les variants de la LARS2 i la diabetis
de tipus 2 (Reiling et al., 2010).

Lany 2007 van sortir a la llum les dues
primeres publicacions que connectaven di-
rectament mutacions en gens d’aaRS mito-
condrials amb diverses malalties heredita-
ries:

— La malaltia humana autosomica re-
cessiva LBSL (leukoencephalopathy with brain
stem and spinal cord involvement and elevat-
ed lactate; leucoencefalopatia amb implica-
ci6 del tronc cerebral i la medulla espinal
amb lactat elevat) es diagnostica per detec-
cié d'un ventall d’anormalitats en imatges
i espectroscopia de ressonancia magnetica,
i es caracteritza per ataxia cerebellosa, es-
pasticitat, discapacitat cognitiva variable i
nivells elevats de lactat en la materia blan-
ca (Knaap et al., 2003). El primer estudi pu-
blicat revelava que la LBSL pot ser causada
per nombroses mutacions en el gen DARS2,
que codifica 'aspartil-tRNA-sintetasa mito-
condrial humana (DARS2). La mutacié més
freqlient (R765fsX5) afecta el lloc d’empal-
mament de I'intr6é 2, que provoca la dele-
cid de l'ex6 3, un canvi de pauta de lectura i
la terminaci6 prematura de la proteina. Les
mutacions son letals en homozigosi i afec-
ten l'activitat d'aminoacilacié de la DARS2.
Tanmateix, aquesta limitacio no afecta la
funcié mitocondrial de fibroblasts, limfo-
blasts, ni teixit muscular. Aquesta observa-
cid planteja dues hipotesis: que el desenca-
denament de la malaltia sigui conseqiiencia
d’una activitat de la DARS2 mutant per sota
d’un llindar especific per a les célules neu-
ronals, o bé que la malaltia sigui causada
per defectes subtils en el mitocondri (Sche-
per et al., 2007a).

— La PCH (pontocerebellar hypoplasia; hi-
poplasia pontocerebellosa) engloba un
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grup heterogeni d’afeccions caracteritzades
per una reduccié notable de la mida del ce-
rebel i del tronc cerebral (Barth, 1993). Els
individus malalts son homozigots per a du-
es variants del gen RARS2, que dona lloc
a l'arginil-tRNA-sintetasa mitocondrial hu-
mana (RARS2): un canvi R291K i una subs-
titucio (L13RfsX3) en el lloc d’empalma-
ment de I'intr6 2, que produeix l'escissio de
I'ex6 2 i un canvi de pauta de lectura. Com
a conseqiiencia de les mutacions, s'observa
una davallada del nivell d’Arg-tRNA*¢ en
fibroblasts de pacients, tot i que presenten
una activitat residual atribuida a un roma-
nent de transcrits processats correctament
(Edvardson et al., 2007). En contrast amb el
cas de la DARS2, el muscul i la pell de sub-
jectes amb PCH mostren defectes evidents
en la funcié mitocondrial, encara que els
simptomes clinics de la malaltia només es
manifestin al cervell.

Lestabliment d"una relaci6 directa entre
mutacions en gens d’aaRkS i diverses ma-
lalties ha fet d’aquests gens nous candidats
per a malalties humanes d’etiologia desco-
neguda. D’aquesta manera, en els dos dar-
rers anys, ha crescut exponencialment el
nombre de malalties mitocondrials huma-
nes causades per mutacions en aaRS mito-
condrials: individus afectats per la malaltia
MLASA presenten una mutacio en la tiro-
sil-tRNA-sintetasa mitocondrial (YARS2)
(Riley et al., 2010); mutacions en el gen que
codifica la seril-tRNA-sintetasa mitocon-
drial (SARS2) causen la sindrome HUPRA
(hyperuricemia, pulmonary hypertension, re-
nal failure in infancy and alkalosis; hiperuri-
cemia, hipertensié pulmonar, insuficiencia
renal infantil i alcalosi) (Belostotsky et al.,
2011); substitucions en el gen de la histidil-
tRNA-sintetasa mitocondrial (HARS2) es-
tan relacionades amb la sindrome de Per-
rault (Pierce et al., 2011); canvis en el gen
que codifica l'alanil-tRNA-sintetasa mito-
condrial (AARS2) provoquen cardiomiopa-
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tia mitocondrial infantil (Gotz et al., 2011);
s’han trobat rearranjaments en el gen que
codifica la metionil-tRNA-sintetasa mito-
condrial (MARS2) en pacients d’ARSAL
(autosomal recessive spastic ataxia with leuko-
encephalopathy; ataxia espastica autosomica
recessiva amb leucoencefalopatia) (Bayat et
al., 2012); mutacions en la glutamil-tRNA-
sintetasa mitocondrial (EARS2) estan invo-
lucrades en malalties com la LTBL (leuko-
encephalopathy with thalamus and brain stem
involvement and high lactate; leucoencefalo-
patia amb implicacié del talem i del tronc
cerebral i lactat elevat) (Steenweg et al.,
2012) o la malaltia multisistemica infantil
(Talim et al., 2012).

MODELS DE MALALTIES
DE TRADUCCIO GENETICA
MITOCONDRIAL

La impossibilitat de manipular geneti-
cament el genoma mitocondrial ha supo-
sat un greu inconvenient a ’hora d’estudiar
les relacions entre mutacions en els tRNA
i TRNA mitocondrials i els fenotips clinics
en animals model. Inicialment, molts pro-
cessos bioquimics i cellulars conseqiiencia
de mutacions en I'mtDNA s’han analitzat
mitjangant celules cibrides transmitocon-
drials, és a dir, linies cellulars humanes
immortalitzades de les quals s’ha extret
I'mtDNA (°) repoblades amb mitocondris
que procedeixen del pacient (King i Attardji,
1989). Aquesta eina ha permeés confirmar la
patogenicitat de mutacions en I'mtDNA, de-
terminar els mecanismes que provoquen
determinats desordres mitocondrials, de-
mostrar l'efecte llindar causat per nivells
concrets d’heteroplasmia i avaluar la im-
portancia del fons genetic nuclear a '’hora
de determinar la segregacié de mutacions
heteroplasmiques. Les cellules cibrides, pe-
ro, provenen de cultius derivats de tumors

que presenten inestabilitat genetica a llarg
termini, fet que impedeix la reproduccié
dels trets propis de cellules diferenciades
(Jacobs, 2001).

Saccharomyces cerevisiae és un dels siste-
mes model emprats per entendre la signifi-
cacio fisiologica de mutacions als tRNA mi-
tocondrials. La similitud entre el tRNA""
(UAA) de llevat i d’huma i la disponibilitat
de tecniques de transformacié mitocondrial
en aquest organisme han permes la cons-
truccié de soques que posseeixen algunes
de les mutacions en el tRNAM (UAA) as-
sociades amb la malaltia MELAS. Aquests
llevats tenen problemes de creixement en
substrats respiratoris, exhibeixen una mor-
fologia mitocondrial aberrant i acumu-
len delecions en I'mtDNA (Feuermann et
al., 2003). Els inconvenients d’aquest orga-
nisme son, per una banda, les diferénci-
es estructurals d'alguns tRNA respecte als
d’humans i, per altra banda, que moltes de
les propietats de biogenesi i metabolisme
mitocondrials i aspectes propis d’organis-
mes multicellulars no sén reproduibles en
llevats.

Tot i la manca de models apropiats amb
mutacions en tRNA o rRNA mitocondri-
als, s’ha progressat notablement en el des-
envolupament de ratolins amb delecions o
mutacions patogeniques en I'mtDNA. Des-
prés de diversos intents fallits, fa uns deu
anys que es van aconseguir els primers
models de ratoli transmitocondrial hete-
roplasmatics, amb signes evidents de dis-
funcio a l'organul i capacos de transmetre
I'mtDNA mutant a les generacions segiients
(Marchington et al., 1999; Sligh et al., 2000).
Els ratolins transmitocondrials es van obte-
nir per fusi6 de cellules mare embrionaries
de femelles, amb cellules anucleades amb un
mtDNA que confereix resistencia a I'inhibi-
dor de mitoribosomes cloramfenicol, a cau-
sa d'una mutacié6 puntual propera a l'ex-
trem 3" del gen de I'TRNA 165 (Blanc et al.,
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1981). Posteriorment, s’ha emprat aquest
sistema per generar ratolins model hete-
roplasmatics per a mutacions en I'mtDNA
que afecten gens de la cadena respiratoria,
com ara el ND6, o el CO1, que mostren alte-
racions en la respiracié mitocondrial, dany
tissular i anormalitats estructurals als mi-
tocondris (Fan et al., 2008). Addicional-
ment, s’ha construit un ratoli model trans-
mitocondrial amb una extensa deleci6 de
mtDNA que elimina sis tRNA i, en conse-
qiiéncia, aboleix la sintesi proteica i desen-
cadena trets similars als de la sindrome de
Kearns-Sayre (Inoue et al., 2000).

La generaci6é de models enfocats a l'estu-
di de gens nuclears de funcié mitocondrial
té l'avantatge que no ha d’afrontar les limi-
tacions tecniques relacionades amb la ma-
nipulacié genetica de I'mtDNA. Linverte-
brat Caenorhabditis elegans s’ha emprat com
a model de desordres mitocondrials cau-
sats per la deplecié de proteines de la ca-
dena respiratoria codificades al nucli com,
per exemple, la subunitat citocrom b560 del
complex 11 (Ishii et al.,, 1998), d'una protei-
na ferrica del complex 1 (Kayser et al., 1999)
o la subunitat catalitica FMN del complex 1
(Grad i Lemire, 2004); i també s’ha utilitzat
com a model de deficiencia d’elements de
replicacié i manteniment de 'mtDNA, com
la DNA-polimerasa y o la SSBP1 (Addo et
al., 2010).

Hihanombrosos ratolins model de malal-
ties mitocondrials generats per manipula-
ci6 de gens nuclears essencials per a la fun-
cié a I'organul (Chinnery i Turnbull, 2000).
Entre d’altres, s’han generat ratolins geno-
anullats per als gens de: 'ANT1, que patei-
xen el blocatge del transport d’ATP/ADP i
una superproduccié de ROS; la superoxid-
dismutasa mitocondrial, que presenten una
acumulacié de ROS i disfuncié de la cadena
respiratoria; la frataxina, que afecta la ca-
dena respiratoria; o el citocrom ¢, que mos-
tren mortalitat in utero. També, s’ha creat un
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model de la malaltia de LHON mitjangant
I'expressio allotipica de la subunitat ND4
del complex 1 de la cadena transportadora
d’electrons amb la mutacio R340H (Qi et al.,
2007). A més, s’ha generat un ratoli trans-
genic genomodificat que posseeix una mu-
tacié puntual al gen NDUFS4 que compro-
met especificament el funcionament del
complex 1 de la cadena respiratoria (Ingra-
ham ef al., 2009).

Hi ha escassos models animals de ma-
lalties mitocondrials causades per muta-
cions en gens nuclears que codifiquen
proteines de traduccié genetica mitocon-
drial. Un d’aquests és el ratoli genoanullat
per al factor de transcripcié mitocondrial
mtTFA, que exhibeix una reduccié en el
nombre de copies de mtDNA i, en conse-
qiiencia, una disfuncié de la cadena respi-
ratoria. El genoanullat especific de la linia
germinal produeix: mortalitat embrionaria,
retard en el desenvolupament neuronal, ab-
sencia de cor i disc Optic i apoptosi (Larsson
et al., 1998). La manca de mtTFA especifica
de cor provoca: cardiomiopatia, blocatge
de la conduccié atrioventricular i apoptosi
(Wang et al., 1999; Li et al., 2000); en cellules
(: diabetis i deficiéencia a la insulina (Silva
et al., 2000); i en neurones: estres oxidatiu,
neurodegeneracio i mort cellular massiva
(Sorensen et al., 2001).

Un altre model animal és el technical
knockout (tko) de Drosophila melanogaster,
que presenta una mutacié puntual en el
gen nuclear MRPS12 que afecta un residu
conservat de la proteina ribosomica mito-
condrial S12 (L85H), la qual genera fenotips
de sordesa i retard en el desenvolupament.
La mutacid provoca: la inhibici6 de la sinte-
si proteica mitocondprial, la reducci6 de l'ac-
tivitat enzimatica redox i la davallada dels
nivells de rRNA, que es tradueix en la ines-
tabilitat de la subunitat petita del mitoribo-
soma (Toivonen et al., 2001).

Drosophila melanogaster també s’ha utilit-
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zat com a model per reproduir els simpto-
mes de la malaltia ARSAL causada per alte-
racions en el gen MARS?2 (Bayat et al., 2012).
Cal desitjar que de la creixent acumula-
cié de nous models animals per a malalties
mitocondrials, i de les dades resultants de
'analisi d’aquestes, apareguin aviat estrate-
gies curatives o palliatives per a aquestes
malalties majoritariament intractables.
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