Rev. Real Academia de Ciencias. Zaragoza. 60: 7-28, (2005).

Biogénesis y Patologia Mitocondrial®

Julio Montoya
Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular y Celular

Universidad de Zaragoza. C/ Miguel Servet 177. 50013 Zaragoza

Premio a la Investigacion de la Academia 2005. Seccion de Naturales

Abstract

Mitochondria are subcellular organelles devoted mainly to energy production
in form of ATP. They contain their own genetic system that codifies a small, but
essential, number of proteins of the oxidative phosphorylation system. The oth-
er mitochondrial proteins are encoded in the nucleus. Therefore, mitochondrial
biogenesis require the coordinated expression of nuclear and mitochondrial genet-
ic systems. The gene organization in human mitochondrial DNA is compact and
without introns. The basic mechanisms of replication, transcription of mitochondri-
al DNA and the main elements involved in these processes have been determined.
The mitochondrial coded mRNAs are translated into proteins by a mitochondrial
specific protein-synthesizing machinery.

The genetics of the mitochondrial DNA differs from that of the nuclear DNA
in several features. In particular, the mitochondrial genome is inherited exclusively
from the mother that transmit their mitochondrial DNA to all her offsprings. In
the last years, mutations in the human mitochondrial DNA, originating well de-
fined clinical syndromes caused by defects in the oxidative phosphorylation system
have been described. The clinical features of these diseases are very heterogeneous
affecting in most cases to a great variety of organs and tissues.

Our research group has participated deeply in the generation of knowledge on

mitochondrial gene expression and in the study of mitochondrial diseases.
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Resumen

Las mitocondrias son organulos subcelulares cuya misién principal es la pro-
duccion de energia en forma de ATP. Estos orgdanulos contienen su propio sistema
genético que codifica un nimero pequeno de proteinas que forman parte del sistema
de fosforilacién oxidativa. El resto de las proteinas mitocondriales estan codificadas
en el nicleo. La biogénesis de la mitocondria requiere la expresién coordinada de
los dos sistemas genéticos celulares, el nuclear y el mitocondrial. Los genes estan
dispuestos en el DNA mitocondrial humano de una forma compacta y no contienen
intrones. Se conocen bastante bien los mecanismos basicos de replicacién y tran-
scripcién del DNA mitocondrial, asi como los elementos y proteinas implicadas. La
mitocondria posee, asimismo, su propia maquinaria para la sintesis de las proteinas
codificadas en su genoma.

La genética del DNA mitocondrial difiere de la del DNA nuclear en una serie
de propiedades. En particular, el genoma mitocondrial se hereda exclusivamente
de la madre que lo transmite a todos sus hijos. En los tltimos anos, se han descu-
bierto mutaciones en el DNA mitocondrial que originan enfermedades causadas por
defectos en el sistema de fosforilacion oxidativa.

Nuestro grupo de investigacién ha tenido una participacién muy intensa y defini-
tiva en la obtencién del conocimiento bésico sobre la expresién del genoma mito-

condrial y en el estudio de las enfermedades mitocondriales.

PALABRAS CLAVE: Mitocondria; DNA mitocondrial; Expresién Genética; Heren-

cia Materna; Enfermedades mitocondriales

1 Introduccién

Con motivo de la concesién del Premio de la Real Academia de Ciencias de Zaragoza
en su Seccion de Naturales, se me ha pedido que escriba una revision del campo de
conocimiento en el que desarrollo mi labor investigadora, la genética mitocondrial. Este
campo ha crecido enormemente en un corto espacio de tiempo y es realmente dificil
resumirlo. Aqui, nosotros trataremos los aspectos genéticos basicos del DNA mitocondrial
(mtDNA), su participacién en la patologia humana y la introduccién y desarrollo de esta
disciplina en nuestro pafs.

Las mitocondrias son organulos intracelulares derivados de la endosimbiosis de un or-
ganismo del grupo de las a-proteobacterias con un ancestro de las células eucariotas que
contenia un nucleo. En ellas se llevan a cabo numerosas reacciones importantes en el
metabolismo celular, tanto anabdlico como catabdlico. Sin embargo, la mayor parte de
los genes de la protomitocondria original se transfirieron al nicleo y, en los animales,
los tnicos genes que han permanecido en la mitocondria estdn asociados a la funcién de

sintesis de energia en forma de ATP, a través del sistema de fosforilacién oxidativa (sis-



tema OXPHOS). Desde el punto de vista de su biogénesis, el sistema OXPHOS representa
un caso unico en la célula ya que requiere la contribucion de los dos genomas celulares,
nuclear y mitocondrial, para su formaciéon. La mayoria de las proteinas componentes de
la mitocondria, incluidas aquellas necesarias para la expresién de su genoma, estan codi-
ficadas en el nicleo, se sintetizan en el citoplasma, generalmente en forma de precursores,
y finalmente se importan y procesan en el interior del organulo. Por el contrario, el geno-
ma mitocondrial codifica solamente un pequeno nimero de polipéptidos componentes del
sistema OXPHOS y los RNAs necesarios para la sintesis de los mismos.

El genoma mitocondrial presenta una serie de caracteristicas tinicas como son la uti-
lizacién de un cédigo genético modificado, una alta velocidad de mutacién, el estar pre-
sentes en poliploidia, y el tener un modo de organizacién y expresién muy especifico. Sin
embargo, lo que mas llama la atencién es el modo de transmisién del mismo. Asi, el
genoma mitocondrial se hereda exclusivamente por via materna. Las mitocondrias de los
espermatozoides se degradan selectivamente en los primeros estados del desarrollo em-
brionario permaneciendo solamente las mitocondrias derivadas del 6vulo que se utilizan
para repoblar el nuevo individuo. Este modo de herencia impide la recombinacion de los
genomas mitocondriales paternos. Este hecho parece haber contribuido, junto con la tasa
de produccién de especies de oxigeno reactivas (ROS) en el interior de la mitocondria,
a la migracién de genes mitocondriales al nticleo, donde podrian sufrir recombinacién y

eliminar mas facilmente variantes deletéreas.

2 El sistema genético mitocondrial humano y la fosforilacién oxidativa

En 1949, trabajando con levaduras, se sugiri6 la existencia de DNA extracromosémico
al observar una serie de fenotipos metabdlicos que se transmitian a través de un factor
citopldsmico mediante herencia no mendeliana (1). Los indicios més tempranos apuntando
la existencia del mtDNA en vertebrados se obtuvieron en 1962 y el propio mtDNA se
descubrié en 1963 (2). Con el término de DNA mitocondrial se definen moléculas de
DNA circulares, cerradas y superenrrolladas presentes en la matriz mitocondrial. El
mtDNA humano, tomado como modelo de todos los mamiferos, consta de 16.569 pares
de bases, cuya secuencia se conoce en su totalidad (3), y codifica 37 genes: 2 RNA
ribosémicos (rRNAs), 22 RNA de transferencia (tRNAs) y 13 polipéptidos integrantes de
los complejos multienziméticos del sistema OXPHOS, siete (ND1, 2, 3, 4L, 4, 5y 6) de los
46 polipéptidos del complejo I o NADH:ubiquinona oxidoreductasa; uno (cytb) de los 11
polipeptidos del complejo III o ubiquinol:citocromo ¢ oxidoreductasa; tres (COI, II, III)
de los 13 del complejo IV o citocromo ¢ oxidasa; y dos (ATP6 y 8) de los 16 de la ATP
sintasa (complejo V) (Figura 1). Una zona no codificante de aproximadamente 1.100 bp

contiene el origen de replicacién de la cadena H (Oy), los promotores de la transcripcién



y los elementos reguladores de la expresion del mtDNA.
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Figura 1.— Mapa genético y de transcripcién del DNA mitocondrial humano. Los
dos circulos interiores representan las dos cadenas del DNA mitocondrial en las que
se indica los genes que codifican: TRNAs (rRNAs 12 S y 16 S), tRNAs, mostrados
con la abreviatura del aminodcido que les corresponde, y secuencias codificadoras de
proteinas (ND: subunidades de NADH deshidrogenas; cyt b: apocitocromo b; CO:
subunidades de la citocromo C oxidasa). Los RNAs que se transcriben se representan
en los circulos exteriores con barras negras (transcritos de la cadena pesada) y con
barras abiertas (transcritos de la cadena ligera). Hp, Ho y L indican los lugares de
iniciacion de la transcripcién de la cadena pesada y ligera, respectivamente. Opg y O,
simbolizan el origen de replicacién de la cadena pesada y ligera, de acuerdo con el
modelo de desplazamiento de hebra. Las flechas exteriores indican la direccién de la
transcripcion de la cadena pesada y ligera, respectivamente, y las que estan al lado de

On y de Or, muestran la direccion de sintesis de la cadena pesada y ligera del DNA.

En general, cada mitocondria contiene varias moléculas de mtDNA y este no se encuen-
tra como moléculas aisladas sino en asociacién con proteinas formando unos complejos
conocidos como nucleoides que contienen entre 2 y 10 moléculas de mtDNA (4). El factor
de transcripcion mitocondrial A (mtTFA o TFAM), la proteina de unién al DNA de he-
bra tnica (mtSSB), la helicasa Twinkle y la DNA polimerasa gamma (POLG), ademds de

otras proteinas todavia no identificadas, son parte de estos nucleoides (5). Los nucleoides
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de levaduras contienen proteinas que pueden agruparse en cuatro categorias funcionales:
metabolismo del mtDNA, importe y biogénesis mitocondrial, oxidaciéon de piruvato-ciclo
del 4cido citrico y metabolismo de aminodcidos. Asi, numerosas rutas metabdlicas celu-
lares podrian interaccionar con el mantenimiento del mtDNA.

La existencia de varias moléculas de mtDNA por mitocondria y de numerosas mito-
condrias por célula origina una situacion particular, diferente de aquella encontrada en el
nicleo, para la dosis de variantes alélicas. Asi, un mutacién en un mtDNA creard una
poblacién mezclada de moléculas de tipo salvaje y mutante. Una situaciéon conocida como
heteroplasmia. El porcentaje de mtDNAs mutantes puede variar entre 0% (homopldsmico
tipo salvaje) a 100% (homopldsmico mutante). En principio, el reparto de mitocondrias
a las células hijas en la division celular es al azar y esto puede provocar variaciones en los
porcentajes de mutacién a lo largo de las lineas celulares radiantes (segregacion replica-
tiva), lo que representa la base de la multisistemia caracteristica de las enfermedades
mitocondriales.

i Por qué ha permanecido un DNA en la mitocondria? No se tiene respuesta a esta
pregunta pero se ha sugerido una serie de causas: 1) las proteinas que estan codificadas
en el genoma mitocondrial presentan un alto grado de hidrofobicidad lo que dificultaria
su importe a la mitocondria; 2) estas proteinas podrian ser téxicas en el citoplasma; 3) la
existencia de un genoma en la mitocondria permitiria una regulacién local, rapida y mas
fina de la expresion de los genes que codifica; y 4) es posible que no se haya terminado
todavia de transferir toda la informacién que contiene al ntcleo, posiblemente por el
codigo genético diferente que utiliza.

Como se ha mencionado anteriormente, todas las proteinas que codifica el mtDNA
forman parte del sistema OXPHOS compuesto por la cadena respiratoria acoplada a la
fosforilacion oxidativa. La cadena respiratoria transporta electrones entre los comple-
jos respiratorios para finalmente reducir el oxigeno a agua. A la vez, los protones se
translocan desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana, creando un gradiente
electroquimico que sera utilizado por la ATP sintasa, reconduciendo estos protones a la
matriz, para producir ATP. Parte de la energia producida por el transporte de electrones
se libera en forma de calor y una fraccion de los electrones reacciona tempranamente con
el oxigeno produciendo ROS. Asi, una cadena estrechamente acoplada produciria ATP
con mucha eficacia y poco calor. Un cierto desacoplamiento provocado por la filtracién de
protones por lugares diferentes del canal protéonico de la ATP sintasa o por deslizamiento
de electrones (cuando el transporte de electrones a través de la cadena no se acompana
de translocacién de protones), disminuira el gradiente electroquimico, lo que se traducird
en una perdida en la eficacia de produccién de ATP y en la necesidad de consumir méas
sustratos para producir la misma cantidad de ATP. Esto llevara a un aumento en el calor

liberado. Ademads, un cierto desacoplamiento facilita el transporte de electrones a lo largo
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de la cadena respiratoria y los intermediarios implicados se encuentran en un estado menos

reducido, lo que lleva a una menor producciéon de ROS.

3 Replicacion del DN A mitocondrial

3.1 El modelo de desplazamiento de hebra

Este modelo, segtn el cual la replicaciéon del mtDNA es unidireccional y asimétrica,
fue propuesto para explicar los datos obtenidos a partir de estudios de microscopia elec-
trénica (6). El modelo sugiere que las dos hebras del mtDNA se replican, de forma
continua, a partir de dos origenes de replicacién (Oy y Or) ampliamente separados y
requiere un desplazamiento extenso de una de las hebras del DNA parental durante la
sintesis de la hebra H. Este proceso comenzaria con la sintesis de un RNA cebador por la
RNA polimerasa (RNApol). Para que esta pueda acceder al DNA molde y comience la
replicacion del mtDNA, se requiere un cambio conformacional en la molécula de DNA que
consiste en su inclinacién y desenrollado inducido por la unién del factor de transcripcion
mtTFA (TFAM) al duplex de DNA. La topoisomerasa de tipo I, especifica de organelo,
relaja entonces el DNA superenrrollado rompiendo temporalmente enlaces en el esqueleto
del DNA vy la helicasa mitocondrial desenrolla la doble hebra, rompiendo los enlaces de
hidrégeno que mantienen ambas cadenas juntas, para producir moldes de hebra tnica.
Una proteina de unién al DNA de hebra tnica (mtSSB) mantiene la integridad de los in-
termediarios replicativos previniéndo su renaturalizacion y acelera la velocidad de sintesis
de DNA. Recientemente, se han descrito dos nuevos factores de transcripcién (TFMB1
y 2), que forman heterodimeros con la RNApol activdndola (7). Para el cebado de la
replicacion, RNApol transcribe un fragmento empezando en el promotor de la hebra L.
La transicion de RNA a DNA tiene lugar en el origen de replicacién de la hebra H (Og)
donde el cebador precursor se escinde por una endonucleasa procesadora del RNA mito-
condrial (RNase MRP). La elongacion de la hebra naciente de DNA se lleva a cabo por la
DNA polimerasa gamma (DNApol gamma - POLG) que consta de dos subunidades, una
catalitica con actividades de polimerizaciéon 5-3" y exonucleolitica 3’-5’, y una segunda,
la subunidad accesoria pequena (b), que se une al DNA de doble hebra, incrementando
la afinidad de la enzima por el DNA confiriendole procesividad a la subunidad catalitica
y, ademas, esta implicada en el reconocimiento del cebador.

La mayoria de eventos de inicio de la sintesis de la hebra H terminan prematuramente
después de aproximadamente 700 nucleétidos y tras una secuencia conocida como secuen-
cia asociada a la terminacién (TAS). Asi, parece que los niveles de terminacién de la
replicacion juegan un papel importante en la regulacion del niimero de copias de mtDNA.
La terminacién prematura de la replicacion provoca la apariciéon de una estructura cono-

cida como bucle de desplazamiento (D-loop) que consiste de la porcién de DNA duplex
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recién sintetizada mas la hebra H parental desplazada. Cuando la hebra H naciente es
capaz de pasar a través de la region de terminacion prematura, su elongacion continua de
forma unidireccional hasta que, después de recorrer dos tercios de la molécula, desplaza
una secuencia de la hebra H parental capaz de establecer una estructura lazo-tallo que
constituye el origen de replicacién de la hebra L (Oy,) y sirve como regién de reconocimien-
to de una DNA primasa, especifica de mitocondrias, que sintetizara un cebador corto de
RNA y después la POLG elongaré la cadena de forma unidireccional y en sentido contrario
al de la hebra H naciente (8,9). Al final del proceso de replicacién, la topoisomerasa de
tipo II introduce los superenrollamientos que mantendran la molécula en un estado fun-
cional (figura 1).En este modelo de replicacién asimétrica, la sintesis de DNA es continua

en ambas hebras y carece de fragmentos de Okazaki.

3.2 El modelo de replicacion bidireccional y simétrica

La investigacién sobre los procesos fundamentales que tienen lugar en la mitocondria
no se pueden dar por concluidos. Una prueba importante es que, recientemente, se ha
puesto en duda el modelo de replicacion de desplazamiento de la hebra y que ahora,
basandose en una técnica que utiliza geles bidireccionales, se ha propuesto que el mtDNA
se replica de un modo bidireccional y simétrico desde un tnico origen de replicacion, a
semejanza con el DNA bacteriano (10,11). Este nuevo modelo, que esta tomando bastante
fuerza, no explica la mayoria de datos que hasta ahora se habian obtenido explicando el

modelo anterior.

4 Niveles e integridad del mtDNA en la patologia mitocondrial

Las células en cultivo pueden crecer y multiplicarse en ausencia de mtDNA. Estas
células se conocen como células rho0 (py). La carencia del sistema OXPHOS en estas
células hace que sean dependientes de piruvato y uridina para su crecimiento. El primero
es necesario porque se utilizan grandes cantidades en la regeneracion de NAD+ para que
continte la glicolisis, sustrayéndole de procesos anabdlicos, y, el segundo, porque la sintesis
de novo de uridina requiere de una cadena respiratoria funcional. Sin embargo, la ausencia
de mtDNA es incompatible con la vida humana y ya en 1991 se describieron los primeros
ejemplos de un tipo nuevo de patologia mitocondrial, el sindrome de deplecion de mtDNA
en el que el nimero de copias de mtDNA estd muy disminuido. Desde entonces, se han
descrito mas de cien pacientes con esta patologia. Muchos se presentan en el periodo
neonatal con fallo hepatico progresivo y encefalopatia, otros en la infancia presentan
miopatia y un tercer grupo sufren de una enfermedad que afecta multiples tejidos como
cerebro, corazon y rinén. En los tres casos, el prondstico es muy grave y la mayoria de los

pacientes suelen morir en el primer ano de vida. Estas enfermedades se suelen transmitir
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como rasgos autosémicos recesivos y de ahi que probablemente sean debidas a mutaciones
en genes nucleares.

Como se ha indicado, en la replicacién del mtDNA estdan implicadas numerosas proteinas
y mutaciones en muchas de ellas provocaran un fenotipo molecular de deplecién. Asi, un
defecto en el homologo de levadura de la RNApol se ha asociado con deplecion de genomas
mitocondriales intactos y los ratones que carecen de Tfam mueren de deplecién de mtDNA
in utero. Otro fenotipo de deplecién de mtDNA es el sindrome de Alpers-Huttenlocher,
causado por mutaciones en la POLG (12). Ademas, en levadura se ha observado la pérdida
completa del mtDNA debida a mutaciones en genes no requeridos para la replicacién del
mtDNA.

Interesantemente, un 15% de los pacientes con sindrome de deplecién portan muta-
ciones que alteran la deoxiguanosina kinasa (dGK) o la timidina kinasa 2 (TK2), las dos
enzimas limitantes de la velocidad en la ruta de salvamento de nucledtidos mitocondrial.
La primera es especifica para las purinas y la segunda para las pirimidinas. La deplecion
de mtDNA es también comin en la encefalomiopatia neurogastrointestinal mitocondri-
al (MNGIE) y se debe a mutaciones en la enzima citosdlica timidina fosforilasa (TP),
también implicada en el metabolismo de nucledtidos (13). Asimismo, se ha visto que
mutaciones deletéreas en la subunidad b de la succinil-CoA sintetasa formadora de ADP
causan también deplecion de mtDNA. Esta enzima del ciclo de Krebs estd asociada a
la ultima enzima en la ruta de salvamento de nucleétidos, la nucledsido difosfato kinasa
(NDPK), y quizés esta interaccién medie en el mecanismo patogenético (14).

Los analogos de nucledsidos utilizados en la terapia antiviral y anticancerosa son pro-
drogas que necesitan ser activadas por fosforilacién y pueden causar dano al mtDNA. Por
ejemplo, pacientes que reciben zidovudina (AZT) pueden desarrollar acidosis ldctica y
disfunciéon mitocondrial. En tejidos no mitéticos el AZT es activado por TK2. El acu-
mulo de nucledtidos de AZT resulta en deplecién de mtDNA, ya que la DNA polimerasa
es particularmente vulnerable a este analogo que, ademas, compite con la fosforilacién de
timidina. La toxicidad aumenta posteriormente por la baja eficiencia de defosforilacion
por la dANT2. Otro andlogo de nucledsido, la fialuridina (FIAU), se fosforila eficientemente
por TK2 y se incorpora al mtDNA. Las pruebas terapéuticas con este agente antiviral
tuvieron que suspenderse a causa de la severa toxicidad mitocondrial y fallo hepético (13).

La identificacion a finales de los 80 de deleciones en pacientes con miopatias mito-
condriales abrié el campo de la patologia mitocondrial (15). Los fenotipos més comunes
asociados a deleciones son la oftalmoplejia externa progresiva y crénica (CPEQO); sindrome
médula/péancreas de Pearson; sindrome de Kearns-Sayre y MNGIE. A veces se ha obser-
vado la presencia de deleciones multiples y deplecién en el mismo sindrome. Mutaciones
en algunos de los genes anteriormente citados (POLG, helicasa, TP) pueden ser también

responsables de las deleciones muiltiples, asi como en otros implicados en el control de
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los niveles mitocondriales de nucleétidos como el translocador de nucledtidos de adenina
(ANT). Parece pues que cualquier condicién que afecta la velocidad de replicaciéon puede

ser causante de estos dos fenotipos moleculares.

5 Expresion del mtDNA

5.1  Transcripcion del mtDNA

El modelo de expresién de la informacion codificada en el mtDNA fue establecido a
comienzos de los 80, fundamentalmente en el laboratorio del Dr. Giuseppe Attardi en el
Instituto de Tecnologia de California (Caltech). En 1979, uno de nosotros (JM) se trasladé
a dicho laboratorio para realizar una estancia postdoctoral y alli se encargé del aislamiento
y analisis fino de los transcritos mitocondriales concluyendo con el establecimiento del
modelo de transcripcion y de procesamiento de RNA, denominado por puntuaciéon por
tRNAs. De acuerdo con este modelo, la transcripcion del mtDNA se inicia a partir de tres
promotores diferentes, uno para la cadena ligera (L) y dos para la cadena pesada (H; y
H,), que dardn lugar a tres moléculas policistréonicas largas que se procesaran por cortes
endonucleoliticos precisos delante y detras de los tRNAs, que actuando como senales de
reconocimiento para las enzimas de procesamiento, al adquirir la configuracién en hoja
de trébol en las cadenas nacientes de RNA, dan lugar a los rRNAs, tRNAs y mRNAs
maduros (16-20) (figura 1).

La cadena ligera se transcribe mediante una tinica unidad de transcripcién que empieza
en el lugar de iniciacién L, cerca del extremo 5 del RNA 7S (poli(A)-RNA 18) (21),
dando lugar a 8 tRNAs y al unico mRNA (NDG6) codificado en esa cadena. Como se
ha indicado en el apartado 3.1.; el inicio de la sintesis de DNA depende también de la
actividad de esta unidad de transcripcién que sintetiza el cebador de la replicacion. La
poliadenilacion de este corto RNA quizas pueda participar en la regulacion de la frecuencia
de inicio de la sintesis de mtDNA. La cadena pesada se transcribe mediante dos unidades
de transcripcién solapadas en la regién de los rRNAs (19). La primera, que se transcribe
muy frecuentemente, comienza en el lugar de iniciacién Hy, situado por delante del gen
tRNAPPe termina en el extremo 3’ del gen para el rRNA 168 y es responsable de la sintesis
de los TRNAs 12S y 16S, del tRNAY2 y del tRNAVY2L, Un factor de terminacién (mTERF)
actia uniéndose en el gen del tRNA" en una secuencia inmediatamente posterior al gen
del rRNA 16S (22-25). El segundo proceso de transcripcién, mucho menos frecuente que
el anterior, comienza en el punto de iniciacién Hs, cerca del extremo 5 del gen rRNA 128,
se extiende mas alld del extremo 3’ del gen rRNA 16S y produce un RNA policistrénico
que corresponde a casi la totalidad de la cadena pesada. Los mRNAs de los 12 péptidos
y 14 tRNAs, codificados en esta cadena, se originan por procesamiento de este RNA

policistrénico. Para llevar a cabo este proceso de transcripcién se necesita una RNA
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polimerasa especifica (h-mtRPOL), codificada en el DNA nuclear (nDNA) (26,27), dos
factores de transcripciéon implicados en la iniciacién (mtTFA y mtTFB) (28,29), y uno de
terminaciéon (mTERF) (22,24,25), todos ellos codificados en el nDNA.

El modelo de transcripcién descrito muestra como la iniciacién juega un papel muy
importante en la regulacién de la expresion génica y explica el modo de sintesis diferen-
cial de rRNAs y mRNAs (19). En esta regulacién parece jugar también un papel muy
importante la fosforilacién del factor de terminacion mTERF (25,30).

Como se deduce del modelo anterior, las dos cadenas del DNA se transcriben comple-
ta y simétricamente (Figura 1) y los productos de transcripcién del DNA mitocondrial
humano aislados incluyen los 2 rRNAs (rRNA 12S y 16S), su precursor, los tRNAs y 18
RNAs poliadenilados en el extremo 3’ (poli(A)-RNAs), la mayoria de los cuales corre-
sponden a los RNA mensajeros (mRNAs) (19). La mayor parte de los RNAs maduros
corresponden a un unico gen. Sin embargo dos de ellos, los mRNAs de los genes para las
subunidades 6 y 8 de la ATP sintasa y ND4 y 4L, contienen dos genes cada uno con el
marco de lectura solapado. Los tres poli(A)-RNAs mayores (RNAs 1, 2 y 3) y el menor
(RNA 18), asi como 8 tRNAs, son productos de transcripcion de la cadena ligera del DNA
mitocondrial mientras que el resto lo son de la cadena pesada (Figura 1).

El andlisis estructural de los RNAs mitocondriales mostré unas caracteristicas muy
unicas. Asi, los rRNAs se caracterizan por estar metilados, aunque el grado de meti-
lacion es mas bajo que el de los TRNAs citoplasmicos, y por estar oligoadenilados en su
extremo 3’ con 1 a 10 adeninas no codificadas en el DNA (21). Los tRNAs, en general
mas pequenos que sus homologos del citoplasma, tienen un tamano que varia entre 59 y
75 nt y su estructura presenta numerosas desviaciones con respecto al modelo considerado
como invariable de los sistemas no mitocondriales. Asi, la mayoria de los tRNAs care-
cen de los nucledtidos constantes y el tamano del bucle "DHU” varia considerablemente
llegando incluso a desaparecer en el tRNAST(AGY)  Aparte del CCA del extremo 3, no
codificado en el DNA, la tnica region que ha conservado las caracteristicas generales de
los tRNAs es la regién del anticodén. Con la excepcion del tRNASer(AGY), todos los
tRNAs mitocondriales pueden plegarse en la caracteristica hoja de trébol. Sin embargo,
parece que estos tRNAs se estabilizan con menos interacciones terciarias que los tRNAs
citoplasmicos.

Los 13 polipéptidos codificados en el mtDNA tienen un tamano que varia entre 70 y
610 aminodcidos. Los mRNAs que los codifican contienen exclusivamente la secuencia del
patrén de traduccién y una cola de unos 55 adenosinas en el extremo 3’. Los mRNAs
mitocondriales humanos comienzan directamente por el codon de iniciacion AUG, AUA o
AUU o tienen muy pocos nucledtidos (1 a 3) delante de los mismos. Carecen por tanto de
uno de los caracteres tipicos de los mRNA de otros sistemas, como es la presencia de un

tramo no codificante en el extremo 5’ (17). Tampoco contienen la capucha en el extremo
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5’. Asimismo, el extremo 3’ de la mayor parte de los mRNAs carecen de una regién no
codificante y finalizan U o UA generdandose el codon de terminacién completo (UAA)
por la poliadenilacién postranscripcional (16). Estos mRNAs carecen de una secuencia

indicadora de poliadenilacién.

5.2  Traduccion de los mRNAs mitocondriales

Los mRNA mitocondriales se traducen en el interior de las mitocondrias. Estos
orgéanulos contienen ribosomas especificos con los componentes proteicos (78 proteinas
ribosémicas) codificados en el nDNA y los RNA en el mtDNA. La economia genética del
mtDNA también ha propiciado otras caracteristicas especiales en los sistemas de traduc-
cién. Los rRNAs son mas pequenos que los citosolicos o procaridticos y se han reclutado
nuevas proteinas para sustituir las funciones perdidas con los segmentos de rRNA elimi-
nados. Asi, los ribosomas mitocondriales son especialmente ricos en proteinas. Por otra
parte, el cédigo genético utilizado por la mitocondria es algo diferente del codigo univer-
sal. Asi, en la mitocondria humana el codon UGA codifica triptéfano en lugar de ser uno
de los codones de terminacion, los codones AUA y AUU se utilizan, al igual que AUG,
como codones de iniciacién, y AGA y AGG, codones de arginina en el cédigo universal,
son senales de terminacion.

Los polipéptidos sintetizados en la mitocondria interaccionan con los componentes
del sistema OXPHOS codificados en el nDNA, sintetizados en ribosomas del citosol e
importados a la mitocondria para producir el sistema OXPHOS. Asi, la biogénesis de este
sistema depende de la expresion coordinada de los genomas mitocondrial y nuclear.

Muchas proteinas de localizacién mitocondrial se traducen en polisomas unidos a la
membrana externa mitocondrial. Las secuencias 3’-UTR de estos genes contienen senales
que dirigen estos mRNAs a la mitocondria. Curiosamente, estos genes tienen mayoritaria-
mente un origen procariotico mientras que los genes traducidos en polisomas libres son de
origen eucaridtico. De un modo anélogo, los mRNAs mitocondriales también parecen que
se traducen en ribosomas unidos a la membrana interna mitocondrial. Se ha demostrado
que el dominio carboxi terminal de la proteina Oxal se une al ribosoma mitocondrial y
acopla fisicamente el aparato de traduccién mitocondrial al complejo de insercién en la

membrana interna.

6 Patologia mitocondrial por mutaciones en genes implicados en la expresién
del mtDNA

La primera mutacién en genes de los tRNAs o de los TRNAs se describié en 1988.
Esta mutacién en la posicién 8344 en el tRNAMS causa el syndrome MERRF (epilepsia

mioclénica y fibras rojo rasgadas). Desde entonces, se han descrito decenas de mutaciones
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patoldgicas en los mt-tRNAs (www.mitomap.org). Aunque en menor nimero, también se
han descrito mutaciones en el rRNA 12S. En particular, mutaciones en las posiciones
1494 o 1555, que se encuentran enfrentadas inmediatamente adyacentes a una estructura
tallo del rRNA, provocan sordera no sindrémica. Esta sordera mitocondrial esta asociada
al uso de antibidticos aminoglicosidos. La razén parece ser debida a que cualquiera de
estas mutaciones reconstruye un par de bases Watson-Crick, alargando el tallo del rRNA
y haciéndolo mas similar a la estructura bacteriana y por lo tanto méas sensible a dichos
antibiéticos.

Recientemente se han descrito mutaciones en genes nucleares implicados en la expre-
sién de la informacién del mtDNA (31). Asi, un paciente con agénesis del cuerpo calloso,
dismorfismo y acidosis lactica neonatal fatal, que presenta una disminucién marcada de
las actividades del complejo I y IV, de los niveles de rRNA 12S y de la traduccién mi-
tocondrial, portaba en homozigosis una mutacién sin sentido en el gen para la proteina
mitocondrial MRPS16. Dos hermanos con hepatoencefalopatia y un defecto severo en la
traduccion mitocondrial y niveles reducidos de los complejos respiratorios con subunidades
codificadas en el mtDNA, tenian una mutacion en el dominio de uniéon del GTP al factor
de elongacién G1, un factor de la traduccién mitocondrial y mutaciones en la pseudourid-
ina sintasa (PUS1) encargada de la pseudouridilacion de los tRNAs se ha asociado con

miopatia mitocondrial y anemia sideroblastica (MLASA).

7 Regulacién de la expresion del mtDNA

A pesar del gran conocimiento que se ha llegado a obtener sobre el mtDNA y su
expresion, se tiene muy poca informacién acerca de la regulacién de su expresion y de
la coordinacion con la expresion del genoma nuclear. Con el fin de avanzar en este
conocimiento, al regreso de Estados Unidos, creamos un laboratorio, en el Departamen-
to de Bioquimica y Biologia Molecular y Celular de la Universidad de Zaragoza, para
el estudio de la regulacién de la expresién del genoma mitocondrial. Para ello, se puso
a punto una metodologia de trabajo consistente en utilizar a las mitocondrias aisladas
como modelo de trabajo in vitro. Esta técnica permitia trabajar con mitocondrias libres
de la influencia del nicleo-citoplasma y, por tanto, poder estudiar la accién directa de
distintos efectores sobre la transcripcién mitocondrial. En primer lugar se comprobé que
las mitocondrias aisladas transcriben el mtDNA y procesan el RNA de un modo similar a
como sucede in vivo. Con este modelo se ha demostrado que las mitocondrias son capaces
de mantener su capacidad transcripcional durante varias horas después de ser aisladas de
su entorno celular, y de modular la transcripcién en respuesta a situaciones fisiolégicas
tales como la demanda energética celular, la falta de aporte de factores citoplasmicos,

u hormonas (32,33). En particular se ha demostrado que las hormonas tiroideas tienen

18



un efecto directo sobre la transcripcion mitocondrial regulando los niveles de mRNA y
rRNA mediante la seleccién del lugar de iniciacién de la transcripcién en H; o Hy (33).
Asimismo, se ha visto que la regulacién posttranscripcional de la expresiéon génica mi-
tocondrial incluye el procesamiento de los transcritos primarios (32,34) y la estabilidad
diferencial de los transcritos maduros (32,35). Como se ha indicado, la regulacién trans-
cripcional puede realizarse a nivel de iniciacién pero también a nivel de terminacién del
proceso. En este tltimo aspecto, recientemente hemos demostrado que el control de la
sintesis de rRNA se verifica también por fosforilacién del factor de terminacion mTERF y
su posible unién a la zona de los promotores (25,30), Asi, el factor estaria siempre unido
a su secuencia de unién en el tRNAM" justo después de la regién del rDNA, y provo-
caria la terminacién de la unidad de transcripcién pequena cuando estuviera fosforilado,
sintetizando fundamentalmente los rRNAs. La desfosforilacién del mismo permitiria a la
RNA polimerasa avanzar y transcribir la cadena H completa. La union simultanea, o a
través de otras proteinas, de mTERF a la zona de los promotores formando un bucle en
el DNA, haria que, en su forma fosforilada, provocase la iniciacién en H; y terminacién
en el extremo 3’ de la zona de los rRNAs, de este modo, la frecuencia de eventos de la

unidad de transcripcién pequena seria més elevada que cuando comienza en Hy (25,30).

8 Enfermedades causadas por mutaciones en el DNA mitocondrial

Como hemos visto anteriormente la biogénesis del sistema OXPHOS asi como la repli-
cacion y expresion del sistema genético mitocondrial dependen de genes codificados tanto
en el genoma mitocondrial como en el nuclear. A lo largo de esta revision, en la de-
scripcion de los procesos que llevan al mantenimiento del mtDNA y a su expresién, se
ha hecho hincapié en diversas mutaciones en genes nucleares que causan enfermedades
mitocondriales. Sin embargo nada se ha mencionado sobre mutaciones en el genoma mi-
tocondrial. El mtDNA codifica solamente proteinas componentes del sistema OXPHOS
y los RNAs necesarios para su expresion. Por tanto, las enfermedades mitocondriales
originadas por mutaciones en el mtDNA son un grupo de patologias que tienen en comun
el estar producidas por un defecto de sintesis de ATP. De este modo, dentro de las enfer-
medades producidas por defectos del metabolismo mitocondrial, son enfermedades origi-
nadas concretamente por defectos de los componentes de los complejos multienzimaticos
I, ITL, IV y /o V del sistema OXPHOS. Las primeras mutaciones en el mtDNA asociadas a
enfermedades humanas se describieron en 1988 y desde entonces el nimero de mutaciones
y el espectro de enfermedades por ellas producidas ha crecido enormemente.

Una de las caracteristicas de la patologia mitocondrial es su complejidad. Asi, en
general son multisistémicas, muchos érganos o tejidos se ven afectados y no es raro que

una misma mutacién de lugar a fenotipos muy diferentes o que distintas mutaciones
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produzcan el mismo fenotipo. A pesar del gran avance conseguido en estos 17 anos en el
diagnostico de las mitocondriopatias, muy poco se conoce todavia sobre los mecanismos
patogenéticos y menos aun sobre las terapias a emplear.

Las sintomas de estas enfermedades son muy variados y en muchos casos estdn so-
lapados entre diversos sindromes. Ademas, muy frecuentemente afectan a ninos en los
que la determinacion de la patologia que padecen es, muy a menudo, muy complicada
porque no han desarrollado todavia la mayoria de los sintomas que hacen que se puedan
encuadrar en un tipo de sindrome determinado. Por ello, es bastante habitual que estas
enfermedades se clasifiquen en base a las caracteristicas genético-moleculares de las mu-
taciones mas que con respecto a los sintomas clinicos, a pesar de que, en algunos casos,
como ya se ha mencionado, una misma mutacion pueda dar lugar a fenotipos clinicos
diferentes. De este modo, las enfermedades producidas por danos en el mtDNA se pueden
dividir en tres grandes grupos segiin estén asociadas a: 1) mutaciones puntuales tanto en
genes codificantes de proteinas como en tRNAs y rRNAs; 2) reorganizaciones (deleciones
y duplicaciones); y 3) deplecién de mtDNA (disminucién de nimero de copias).

Entre las enfermedades causadas por mutaciones puntuales en genes codificantes de
proteinas nos encontramos con la neuropatia Gptica hereditaria de Leber (LHON), los
sindromes de Leigh de herencia materna (MILS), de neuropatia periférica, ataxia y re-
tinitis pigmentosa (NARP), de intolerancia al ejercicio, y otros. Las mutaciones pun-
tuales en genes de tRNAs causan mayoritariamente los sindromes de MELAS (ence-
falomiopatia mitocondrial con acidosis lactica y accidentes cerebro-vasculares), MERRF
(Encefalomiopatia mitocondrial con fibras rojo-rasgadas), cardiomiopatias, diabetes de
herencia materna con sordera, etc. En los genes codificantes de rRNAs también se han
encontrado mutaciones puntuales asociadas fundamentalmente a sordera inducida por
aminoglicosidos y sensoneural. Todas estas mutaciones son habitualmente de herencia
materna.

Deleciones del mtDNA se han encontrado en sindromes como CPEO (oftalmoplegia,
crénica progresiva externa), de Kearns-Sayre, en el de médula y pancreas de Pearson,
MNGIE (encefalopatia neurogastrointestinal mitocondrial), etc. Se desconoce como se
producen estas deleciones si bien, en algunos casos, se han encontrado de herencia ma-
terna y, en otros, parece que se deben a mutaciones en genes nucleares que afectan al
metabolismo de nucle6tidos mitocondriales.

La disminucion del niumero de copias del mtDNA se ha encontrado en los sindromes de
deplecién de los que se han descrito fundamentalmente dos tipos, la forma hepatocerebral
y la miopatica. En ambos casos, como se ha citado en un apartado anterior, parece
que esta disminucién del nimero de copias del mtDNA se debe a mutaciones recesivas
en genes nucleares que afectan al metabolismo de nucledtidos. Sin embargo, también se

han encontrado en el sindrome de Alpers causadas por mutaciones en la DNA polimerasa
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gamma que replica el mtDNA.

En la tabla 1, se muestran las mutaciones mas importantes asociadas a los sindromes
indicados anteriormente.

Las enfermedades mitocondriales, tomadas en su conjunto, son uno de los tipos de
enfermedades genéticas mas frecuentes. En algin estudio realizado, se ha encontrado
que uno de cada 8.000 habitantes padece o es portador de una mutacién en el mtDNA.
Este ntimero es, posiblemente, muy bajo debido a que estas enfermedades solo se pueden
diagnosticar bien en centros especializados y, por tanto, pasan desapercibidas en muchas
centros sanitarios. Ademds, como se ha mencionado en apartados anteriores, las enfer-
medades del sistema OXPHOS, pueden estar causadas también por mutaciones en genes
nucleares, ya que una gran parte de las proteinas de este sistema estan codificadas en
el genoma nuclear. Asi, mutaciones en genes nucleares codificantes de proteinas mito-
condriales, de proteinas que participan en el ensamblaje de los complejos respiratorios,
de las proteinas implicadas en el importe de las mismas a la mitocondria, etc., pueden
dar lugar también a enfermedades mitocondriales y todas estas no estan contabilizadas
en las cifras de prevalencia antes mencionadas. Por todo ello, se deduce que estas enfer-
medades genéticas pueden contarse entre las mas frecuentes de las enfermedades genéticas
metabodlicas. De todas las maneras, hay que mencionar que, cada una de ellas, tomadas

por separado, presentan una prevalencia baja.

9 La patologia mitocondrial en Espana

En 1988 se describieron las primeras mutaciones en el mtDNA, consistentes en dele-
ciones, mutaciones puntuales en los genes codificantes de proteinas y en tRNAs. Un
poco mas tarde, en 1991, se describieron los primeros casos de deplecion. En 1990, y
anticipando la importancia futura de este campo en la medicina, creamos en nuestro lab-
oratorio la primera unidad en Espana de diagnéstico genético-molecular de enfermedades
mitocondriales en la Universidad de Zaragoza. Desde entonces, este servicio ha crecido
mucho y, actualmente, se reciben muestras de diversos hospitales que abarcan una amplia
zona geografica de Espana, de Italia y de diversos paises de América latina. En él se
realiza el diagnostico de rutina en patologia mitocondrial analizando las mutaciones méas
comunes asociadas a cada una de las enfermedades. Cuando los resultados son negativos
y se tienen todos los indicios de que se trata de una mitocondriopatia, se lleva acabo un
estudio de investigacion con el fin de poder encontrar mutaciones nuevas que originen
la enfermedad. El hallazgo de una mutacién nueva implica que hay que determinar si
realmente es patolégica. Como el indice de mutacién del mtDNA es muy alto, es bastante
posible encontrar un gran niimero de mutaciones puntuales. Sin embargo, la mayoria son

mutaciones silenciosas, polimorfismos, que no van a causar ningin tipo de defecto. Para
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Tabla 1.— Mutaciones en el DNA mitocondrial y enfermedades asociadas. Una lista
actualizada de mutaciones asociadas a distintos fenotipos puede encontrarse en MIT-

OMAP: A Human Mitochondrial Genome Database, 2005 http://www.mitomap.org

Enfermedad Mutacién Gen

LHON G3460A ND1
G11778A ND4
T14484C ND6

NARP T8993G ATP6
T8993C ATP6

Leigh T8993G ATP6
T8993C ATP6

MELAS A3243G tRNALeu(UUR)
Diversas tRNALen(UUR)

MERRF AR344G tRNALys
G8363A tRNALys
Diversas tRNALys

Diabetes y Sordera A3243G tRNALen(UUR)

Cardiomiopatia (MICM) A4269G tRNAle
A4300G tRNAle

Sordera inducida por aminoglicésidos A7445G tRNASer(UCN)
7471insC tRNASer(UCN)

Sordera sensoneural T7510C tRNASer(UCN)
T7511C tRINASer(UCN)

Lipomatosis multiple simétrica AR344G tRNADys

CPEO A3243G tRNALeu(UUR)
G5920A COI

Intolerancia al ejercicio G11832A ND4
G12334A tRNALeu(CUN)
Diversas Citocromo b
T9176C ATPase 6
T14487C ND6

Necrosis Bilateral del estriado G14457A NDG6

Pearson Delecién tnica

Kearns-Sayre Delecién tnica

MNGIE Deleciones multiples
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que una mutacion pueda ser considerada como patogénica requiere que cumpla los sigu-
ientes criterios: 1) estar presente solamente en pacientes y nunca en individuos controles;
2) afectar a poblaciones étnicas diferentes; 3) encontrarse en lineas mitocondriales difer-
entes; 4) existencia de una correlacién entre el porcentaje de la mutacién y el fenotipo;
5) segregar junto con el fenotipo; 6) afectar a una base muy conservada evolutivamente;
7) afectar a dominios funcionales importantes; 8) presencia de un porcentaje mayor de la
mutacion en fibras cox negativas (ver més adelante); y 9) trasmision del defecto molecular
a lineas celulares transmitocondriales. Sin embargo, no siempre se cumplen todos estos
criterios y puede tratarse de mutaciones patoldgicas.

En muchos casos, para poder demostrar que la mutacién tiene un efecto fenotipico,
se procede a la utilizacion de modelos celulares con cibridos transmitocondriales. Estas
lineas celulares se construyen mediante fusion de células rho cero, que carecen de mtDNA,
con plaquetas del paciente que portan mitocondrias con el mtDNA mutado. Después de
una seleccion de las lineas de interés, se realizan estudios de medida de respiracion, de
actividades de los complejos del sistema de fosforilacion oxidativa, de crecimiento, etc,
para ver si la mutacion ha originado una deficiencia de actividad. Una mutacién en un
gen codificante de proteinas suele crear lineas celulares con defectos en el complejo del cual
forma parte el polipéptido mutado. En el caso de mutaciones en tRNAs, es la sintesis
de proteinas mitocondriales lo que se ve afectada, con una disminucién de la sintesis
total de las mismas y la consiguiente disminucion de la actividad de varios complejos
respiratorios. Esta disminucién de la sintesis de proteinas por mutaciones en tRNAs
puede estar originada por muchas causas, entre ellas se ha descrito una disminucion de la
aminoacilacién de los tRNAs, es decir, de unién del aminoacido al extremo 3’ del tRNA.
Las mutaciones en los rRNAs también afectardan a la sintesis de proteinas, pero esto esta
menos estudiado.

A pesar del gran avance conseguido en estos 17 afios en el diagndstico de las mitocon-
driopatias, muy poco se conoce todavia sobre los mecanismos patogenéticos y menos aun
sobre las terapias a emplear.

En estos anos, nuestro servicio ha analizado més de 1.700 muestras, entre pacientes y
familiares relacionados por via materna, y se ha encontrado que solamente alrededor de un
16% de los mismos presentan alguna de las mutaciones conocidas. Se trabaja intensamente
en la busqueda de nuevas mutaciones asociadas a enfermedades o nuevas enfermedades
que puedan estar causadas por mutaciones en el mtDNA. Asi, en nuestro laboratorio se
ha encontrado numerosas deleciones nuevas asociadas a los clasicos sindromes de CPEQO,
Kearns-Sayre y Pearson (36), y mutaciones puntuales nuevas como la T14487C asociada a
necrosis bilateral del estriado y distonfa, o mutaciones en el tRNA™* asociadas a lipomato-
sis multiple simétrica (37-39) o a otras enfermedades que cursan con esta sintomatologia

como una mas de las caracteristicas de las mismas. Con todos estos resultados se han
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presentado cuatro Tesis Doctorales sobre patologia mitocondrial y se han publicado méas
de 50 articulos en revistas cientificas.

El apogeo de las enfermedades mitocondriales ha llevado a otros grupos en Espana a
establecer otros centros de diagndstico, fundamentalmente en Madrid y Barcelona, si bien
nuestro servicio es el que més muestras recibe. Desde hace tres anos, estos y otros centros
se han reunido en una red tematica de investigaciéon cooperativa sobre enfermedades del
sistema OXPHOS (Red Mitoespana) con el fin de aunar esfuerzos, unificar protocolos de
diagnéstico clinico, histoquimico, bioquimico y genético, y de, si es posible, enfrentar una
terapia de las mismas.

Ademas, desde finales de los anos 90, se viene observando que la variacion genética
poblacional en el mtDNA es un factor importante en el desarrollo de las enfermedades
multifactoriales asociadas a la edad y en la longevidad y recientemente se estan acumulan-
do evidencias acerca del papel de las mutaciones en el mtDNA y el desarrollo del cancer.
Nuestro grupo también ha sido pionero en el desarrollo de este campo. Asi a mediados
de los 90, se comenzd a estudiar la influencia de estos polimorfismos mitocondriales en
distintos fenotipos y se pudo detectar que el haplogrupo T esta sobre representado en la
astenozoospermia moderada (40).

Nuestro trabajo de mas de 15 anos en mitocondriopatias y fenotipos multifactoriales
nos esta permitiendo plantearnos retos mas ambiciosos como la farmacogenémica mitocon-
drial y el sistema OXPHOS como diana farmacolégica en las enfermedades multifactoriales

y el céncer.
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