UNIVERSITAT ROVIRA 1 VIRGILI

ANALISI DE L'ADN MITOCONDRIAL EN EL TRASTORN MENTAL GREU

Helena Torrell Galceran

Diposit Legal: T 1110-2014

ADVERTIMENT. L'accés als continguts d'aquesta tesi doctoral i la seva utilitzacié ha de respectar els drets
de la persona autora. Pot ser utilitzada per a consulta o estudi personal, aixi com en activitats o0 materials
d'investigaci6 i docéncia en els termes establerts a I'art. 32 del Text Refés de la Llei de Propietat Intel-lectual
(RDL 1/1996). Per altres utilitzacions es requereix l'autoritzacié prévia i expressa de la persona autora. En
qualsevol cas, en la utilitzacié dels seus continguts caldra indicar de forma clara el nom i cognoms de la
persona autora i el titol de la tesi doctoral. No s'autoritza la seva reproduccié o altres formes d'explotacié
efectuades amb finalitats de lucre ni la seva comunicacio publica des d'un lloc alié al servei TDX. Tampoc
s'autoritza la presentaci6 del seu contingut en una finestra o marc alié¢ a TDX (framing). Aquesta reserva de
drets afecta tant als continguts de la tesi com als seus resums i indexs.

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de esta tesis doctoral y su utilizacion debe respetar los
derechos de la persona autora. Puede ser utilizada para consulta o estudio personal, asi como en
actividades o materiales de investigacién y docencia en los términos establecidos en el art. 32 del Texto
Refundido de la Ley de Propiedad Intelectual (RDL 1/1996). Para otros usos se requiere la autorizacion
previa y expresa de la persona autora. En cualquier caso, en la utilizacién de sus contenidos se debera
indicar de forma clara el nombre y apellidos de la persona autora y el titulo de la tesis doctoral. No se
autoriza su reproduccién u otras formas de explotacion efectuadas con fines lucrativos ni su comunicacion
publica desde un sitio ajeno al servicio TDR. Tampoco se autoriza la presentacion de su contenido en una
ventana o marco ajeno a TDR (framing). Esta reserva de derechos afecta tanto al contenido de la tesis como
a sus resumenes e indices.

WARNING. Access to the contents of this doctoral thesis and its use must respect the rights of the author. It
can be used for reference or private study, as well as research and learning activities or materials in the
terms established by the 32nd article of the Spanish Consolidated Copyright Act (RDL 1/1996). Express and
previous authorization of the author is required for any other uses. In any case, when using its content, full
name of the author and title of the thesis must be clearly indicated. Reproduction or other forms of for profit
use or public communication from outside TDX service is not allowed. Presentation of its content in a window
or frame external to TDX (framing) is not authorized either. These rights affect both the content of the thesis
and its abstracts and indexes.




Analisi

de [ ADN
mitocondrial
en el trastorn
mental greu

[es1 doctoral
Helena Torrell Galceran



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ANALISI DE L'ADN MITOCONDRIAL EN EL TRASTORN MENTAL GREU
Helena Torrell Galceran
DL: T 1110-2014

Helena Torrell Galceran

ANALISI
DE UADN MITOCONDRIAL
EN EL TRASTORN MENTAL GREU

TESI DOCTORAL

dirigida per la Dra. Lourdes Martorell Bonet

Departament de Medicina i Cirurgia

UNIVERSITAT ROVIRA | VIRGILI

Reus
2014



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILT

ANALISI DE L'ADN MITOCONDRIAL EN EL TRASTORN MENTAL GREU
Helena Torrell Galceran

DL: T 1110-2014

‘ UNIVERSITAT
- ROVIRA 1 VIRGILI

Departament de Medicina i Cirurgia
Unitat de Psiquiatria i Psicologia Médica

C/Sant Lloreng 21
43201 Reus

Tel: 977 7593 45
Fax: 977 7593 22

FAIG CONSTAR que aquest treball, titulat “ANALISI DE L'ADN MITOCONDRIAL
EN EL TRASTORN MENTAL GREU” que presenta I’Helena Torrell Galceran,
ha estat realitzat sota la meva direccio al Departament de Medicina i Cirurgia
d’aquesta universitat i acompleix els requeriments necessaris per a I'obtencio
del titol de Doctora.

Reus,

La directora de la tesi doctoral

Dra. Lourdes Martorell Bonet



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ANALISI DE L'ADN MITOCONDRIAL EN EL TRASTORN MENTAL GREU
Helena Torrell Galceran
DL: T 1110-2014

Dedicat a totes

les dones ciem‘zﬁgues



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILT
ANALISI DE L'ADN MITOCONDRIAL EN EL TRASTORN MENTAL GREU
Helena Torrell Galceran

DL:

T 1110-2014

A graiments

Diuen que aquesta part de la tesi és la més dificil... pero no us deixeu enredar! De fet, potser és
la part més agraida (valgui la redundancia!). Al llarg de la nostra vida compartim vivéncies amb
persones perd mai trobem lespai per dir-los quin impacte han tingut, i com de contents nestem
d’haver-los conegut. Aixi que m’agrada tenir un apartat especific per fer-ho. Hi ha molta gent que
ha entrat en la meva vida en aquests darrers tres anys, hi ha gent que ja hi era des de fa temps i, per

sort, ningl no n'ha sortit. A tots vosaltres us correspon una part d’aquesta tesi.

Primer de tot, als meus pares perqueé sense ells no seria aqui. A la meva mare, per haver confiat en mi
a cegues, per haver-me recolzat sense esperar res a canvi ni qiiestionar cap decisié i per tota la seva
ajuda en I'sprint final. Al meu pare, per haver-me impulsat a tirar endavant i haver-me ensenyat a

fer la feina ben feta.

I sobretot a la Lourdes, per haver-me guiat sense prendre’m I'autonomia, per haver estat al meu cos-
tat incondicionalment, per haver-me deixat prendre decisions, per haver-me ensenyat el valor dels
treballs realitzats amb rigor i constancia, per haver cregut en les meves capacitats i per haver fet possible
aquest treball en tots els seus vessants. Per haver estat una directora excepcional, per haver-me donat
milers d'oportunitats per formar-me i créixer, pero sobretot, per haver-me deixat aprendre della com

a professional i com a persona.

A la Nerea, per haver estat companya de colze a colze, per haver-me deixat gaudir del seu embaras,
p pany p g

per haver aprés juntes que el procés predoctoral et permet ser bidlogues, metgesses, psiquiatriques,

genetistes, estadistes, linglistes tot en un! Per no haver tingut mai un “no” quan li he demanat ajuda

i per l'estoneta de conversa de les 8 del mati.

A TElisabet, per haver-me permeés lentrada al grup i per haver-me acollit des del primer dia. Per haver-me
donat el maxim doportunitats per al meu aprenentatge professional. Per haver-me ensenyat a fer

recerca de qualitat.

Agraiments

X



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILT
ANALISI DE L'ADN MITOCONDRIAL EN EL TRASTORN MENTAL GREU
Helena Torrell Galceran

DL:

T 1110-2014

A la Barbara, per introduir-me al grup i al treball de laboratori i haver-me facilitat 'adaptacié. A
la Yolanda per el seu suport i afecte sobretot en aquest dltim tram de la tesi. A 'Ana per haver
aconseguit que deixés d'odiar lestadistical A tots els i les membres del GIP: el Joaquin, la Carmen,
el Marcel i 'Alex per la seva calidesa i per haver-me fet sentir part d’'un tot. Al David, per tots els

matins de bici i agulles! A la Rosa i la Laura, per la nostra experiéncia austriaca.

A tots els mitos, en especial la Gloria, perd també el Marc i la Cons, per haver-me acollit des del
y P ) P ) p
primer dia com una més, per haver-me ensenyat tots els experiments amb moltissima paciéncia, pel

seu afecte incondicional i sobretot, pel seu suport.

Al Gerard, per haver fet de I'aprenentatge de 'Ton Torrent, una experiéncia compartida i motivadora.
Ala Kerrie, per la professionalitat mostrada i per haver-me facilitat un munt la feina! A la Marta, per
estar sempre predisposada a ensenyar-me. A I'Esther, pel curs intensiu en Western Blot. A la Lidia,

pel seu bon tracte i professionalitat i per veure els errors a temps!

A la Laura, la meva germana, per haver-me fet tocar de peus a terra en moments de baixon.

A la Joana, per haver estat al meu costat dia a dia. A 'Eli, pels whatsapp que arriben al moment oportu.
A la Laia, per les tardes d’anar a cérrer i per haver-me pujat sempre la moral. A la Michela pels seus
“respira y sonrie”. A I'Albert, per les seves correccions lingliistiques ddltima hora, sense dir ni piu! A

la Sandra, pel curs intensiu d’Indesign i per la seva paciéncia!

I a IArnau, per haver vessat la seva creativitat en aquest treball, per haver dedicat temps, esforg i

il'lusié en aquest projecte i per haver deixat una part d’ell en aquesta tesi i en la meva vida.

A tots vosaltres, amb tota la sinceritat del mén: gracies.

Agraiments

X



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ANALISI DE L'ADN MITOCONDRIAL EN EL TRASTORN MENTAL GREU
Helena Torrell Galceran
DL: T 1110-2014

Tot esta per fer
1 tot és passible.

Miqguel Marti i Pol



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILT

ANALISI DE L'ADN MITOCONDRIAL EN EL TRASTORN MENTAL GREU
Helena Torrell Galceran

DL: T 1110-2014

Index

Justificacio

Abreviatures

Introduccio

1. Els mitocondris
1.1. Qliestions generals
1.2. Origen
1.3. Estructura
1.4. Funcions
1.4.1. Sistema aerobic de produccié d’energia
1.5. Biogénesi i segregacid mitotica
1.6. El genoma mitocondrial
1.6.1. Replicacio, transcripcio i traduccié de I’ADNmt
1.6.2. Taxa de mutacid de ’ADNmt
1.6.3. Transmissi6 de ’ADNmt
1.6.4. Insercid de ’ADNmt a ’ADNn
1.6.5. Els haplogrups mitocondrials
1.7. Estrés oxidatiu
1.7.1. Implicacid de I’estrés oxidatiu en I'envelliment
1.8. Malalties mitocondrials
1.8.1. Caracteristiques cliniques i bioquimiques

1.8.2. Caracteristiques genétiques

Index

XV

XX

[N N LU N CUR SN

10
13
16
17
18
18
20
21
22
23
26



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILT

ANALISI DE L'ADN MITOCONDRIAL EN EL TRASTORN MENTAL GREU
Helena Torrell Galceran

DL: T 1110-2014

2. Els trastorns mentals
2.1. Quiestions generals
2.2. Sistemes de diagnostic
2.3. Trastorn mental greu
2.3.1. Trastorns psicotics
2.3.1.1. Lesquizofrénia
2.3.2. Trastorns de I'estat d’anim
2.3.2.1. Trastorn bipolar
2.3.2.2. Depressié major
2.4. Genética dels trastorns mentals
2.4.1.Visi6 general
2.4.2. Resultats d’estudis d’associacio
2.4.3. Resultats d’estudis de seqiienciacié massiva
2.4.4. Resultats d’estudis epigenétics

2.4.5. Conclusions globals

Index

XVI

32
32
33
34
34
35
38
40
41
24
24
47
49
50
50



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILT

ANALISI DE L'ADN MITOCONDRIAL EN EL TRASTORN MENTAL GREU
Helena Torrell Galceran

DL: T 1110-2014

3. Implicacié dels mitocondris en el trastorn mental greu.
3.1.Visio general
3.2. Alteracions en I'estructura i funcié mitocondrials
3.2.1. Alteracions en la ultraestructura mitocondrial
3.2.2. Alteracions en el metabolisme energétic
3.2.3. Canvis en I'activitat de la cadena respiratoria mitocondrial
3.2.4. Estrés oxidatiu
3.3. Evidéncies d’heréncia materna
3.4. Evidencies de comorbiditat psiquiatrica i malaltia mitocondrial
3.5. Variants de ’ADNmt en el trastorn mental greu
3.5.1.Variants en la seqiiéncia d’un sol nucleotid (mtSNP)
3.5.1.1. Haplogrups mitocondrials
3.5.2.Delecions en I’ADNmt
3.5.3.Contingut d’ADNmt
3.6. Alteracions en I'expressio génica relacionada
amb el funcionament mitocondrial
3.6.1.Gens codificats en I’ADNn
3.6.2.Gens codificats en '’ADNmt
3.7. Conclusio global

Index

D414

52
52
53
53
53
54
56
57
58
59
59
65
66
67
68

68
70
71



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILT

ANALISI DE L'ADN MITOCONDRIAL EN EL TRASTORN MENTAL GREU
Helena Torrell Galceran

DL: T 1110-2014

Hipotesis i Objectius

Resultats

RT-gPCR study on post-mortem brain samples from patients
with major psychiatric disorders: Reference genes and
specimen characteristics.

Nerea Abasolo, Helena Torrell, Barbara Roig, Silvia Moyano, Elisabet Vilella
i Lourdes Martorell. Journal of Psychiatric Research, 2011

Mitochondrial DNA (mtDNA) in Brain Samples From Patients With
Major Psychiatric Disorders: Gene Expression Profiles, MtDNA
Content and Presence of the MtDNA common Deletion.

Helena Torrell, Elena Montaiia, Nerea Abasolo, Barbara Roig, Ana M. Gaviria,
Elisabet Vilella i Lourdes Martorell. American Journal of Medical Genetics
part B: Neuropsychiatric Genetics, 2013

Mitochondrial DNA (mtDNA) variants do not have a major role in
schizophrenia.

Helena Torrell, Antonio Salas, Nerea Abasolo, Constanza Morén, Gloria
Garrabou, Joaquin Valero, Yolanda Alonso, Elisabet Vilella, Javier Costas i
Lourdes Martorell. Enviat a Human Genetics

Discussio

Relacio de publicacions

Conclusions

Glossari

Referéncies

Index

XvIiI

73

77

83

86

88

91

109

143

147

163



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILT
ANALISI DE L'ADN MITOCONDRIAL EN EL TRASTORN MENTAL GREU
Helena Torrell Galceran

DL:

T 1110-2014

Justificacio

No es coneix encara qué causa lesquizofrénia i altres trastorns mentals greus, perd els factors genétics
hi tenen un paper rellevant. La majoria destudis genétics han buscat mutacions o variants de risc
associades a la malaltia en el genoma nuclear, perd gairebé totes les cel'lules humanes contenen un
altre genoma en els mitocondris, que sén els organuls encarregats de generar energia. Aquest altre
genoma és TADN mitocondrial (ADNmt), una molécula que, malgrat només tenir 16.569 parelles
de bases, és d’'una importancia cabdal per al bon funcionament de la cadena respiratoria mitocondrial
i, per tant, per a la generacié denergia. Aquesta molécula té la particularitat que s’hereta, solament,
per via materna i és d’'una rellevancia especial en el teixit cerebral on es troben les alteracions que
causen els trastorns mentals. Les cél-lules del cervell requereixen una gran quantitat denergia, i per
aquest motiu tenen un gran nombre de mitocondris i, en conseqiiéncia, un gran nombre de
molécules d’ADNmt.

El grup de recerca en el qual he desenvolupat aquest treball de tesi doctoral va iniciar l'estudi de
ADNmt arran de lobservacié d’una predominant heréncia materna en un conjunt de families amb
membres afectats d'esquizofrénia. Malgrat que la majoria de pacients no tenen antecedents familiars,
si que esta descrit en la bibliografia que en els casos familiars predomina el patré d’heréncia materna.
Aquest escenari assenyala que mutacions o variants de risc en TADNmt podrien predisposar a
desenvolupar la malaltia. Un altre escenari possible és que, al llarg de la vida, Pacumulacié
de mutacions somatiques en TADNmt podrien contribuir a la disfuncié mitocondrial que sha
observat tant en lesquizofrénia com en altres trastorns psiquiatrics des del punt de vista estructural,
enzimatic i metabolic. Per tant, TADNmt podria contribuir al desenvolupament de lesquizofrénia i
d’altres trastorns psiquiatrics des de dos vessants: 1) per ser portador de mutacions o de variants que
confereixen risc per a la malaltia a través de I'heréncia materna i 2) per 'acumulacié de mutacions
somatiques al llarg de la vida. En ambdés casos, la genética mitocondrial contribuiria a la disfuncié

mitocondrial. Aquestes dues hipotesis sén la principal justificacié d’aquest treball de tesi.

Justificacié

XX1
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Abreviatures

ADN: acid desoxiribonucleic CoA: coenzim A

ADNc: ADN complementari CPEO: chronic progressive external
ophthalmoplegia; oftalmoplegia

ADNmt: ADN mitocondrial externa progressiva cronica

ADNn: ADN nuclear Cq: quantification cycle; cicle de quantificacié

ADP: adenosina difosfat CV: complex V

ARN: acid ribonucleic DGUOK: deoxyguanosine kinase®;

cinasa desoxiguanosina
ARNm: ARN missatger

D-loop: displacement loop; bucle de desplagament
ARNr: ARN ribosomic

DMDF: Diabetes mellitus and deafness;

ARN¢t: ARN de transferéncia Diabetis mellitus amb sordesa

ATP: adenosina trifosfat dNTPs: desoxiribonucledtids trifosfats
BDNEF: brain derived neurotrophic factor®; DSM: Diagnostic and Statistical Manual of
factor neurotrofic derivat del cervell Mental Disorders; manual diagnostic i estadistic

dels trastorns mentals
BMP5: bone morphogenetic protein 5%
proteina morfogenética Ossia ENCODE: Encyclopedia of DNA Elements;
enciclopédia delements ’ADN
CACNAIC: calcium channel, voltage-dependent,
L type, alpha 1C subunit *; subunitat o 1C FADH2: dinucleotid de flavina-adenina
del canal de calci depenent de voltatge
GAPDM: glyceraldehyde-3-phosphate

CI: complex 1 dehydrogenase; gliceraldehid-3-fosfat
deshidrogenasa
CII: complex 11
GWAS: genome-wide association study;
CIII: complex III estudi d’associacié de genoma complet
CIV: complex IV HBB: hemoglobin, beta®; hemoglobina beta
CNV: copy number variant; h-mtRPOL: human polymerase (RNA)
variant de nimero de copia mitochondrial (DNA directed);

polimerasa mitocondrial

Abreviatures
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IC: interval de confianca

ICD: International Classification of Diseases;
classificacié internacional de les malalties

Ile: isoleucina

KSS: Kearns-Sayre syndrome;
sindrome de Kearns-Sayre

LHON: Leber’s hereditary optic neuropathy;
neuropatia optica hereditaria de Leber

IncRNA: Jong non-coding RNA;
ARN llargs no codificants

MB-COMT: membrane-bound
catechol-O-methyltransferase;
catecol-O-metiltransferasa unidaa membrana

MDS: mitochondrial DNA depletion syndrome;
sindrome de deplecié d’ADN mitocondrial

MELAS: mitochondrial encephalomyopathy,
lactic acidosis, and stroke-like episodis;
encefalopatia mitocondrial amb acidosi lactica
i episodis d’ictus

MERREF: myoclonic epilepsy with ragged red
fibres; encefalopatia mioclonica amb fibres
vermelles esquingades

MHC: major histocompatibility complex;
complex major d’histocompatibilitat

MIR137: microRNA 137*

MM: mitochondrial myopathy;

miopatia mitocondrial

MMC: mitochondrial myopathy and
cardiomyopathy; miopatia i cardiomiopatia
mitocondrials

MPV17: mpV17 mitochondrial inner
membrane protein’; proteina de membrana
interna mitocondrial MpV17

MT-7S: mitochondrially encoded 78 DNA;
regi6 7S de TADNmt

MT-ATP6: mitochondrially encoded ATP
synthase 6% ATP sintasa 6 mitocondrial

MT-ATP8: mitochondrially encoded ATP
synthase 8% ATP sintasa 8 mitocondrial

MT-COZ1: mitochondrially encoded cytochrome

¢ oxidase I*; citocrom ¢ oxidasa 1 mitocondrial

MT-CO2: mitochondrially encoded cytochrome

¢ oxidase II*; citocrom c oxidasa 2 mitocondrial

MT-CO3: mitochondrially encoded cytochrome
¢ oxidase III*; citocrom c oxidasa 3 mitocondrial

MT-CYB: mitochondrially encoded

cytochrome &% citocrom b mitocondrial

mtDNA: mitochondrial DNA; ADN mitocondrial

MTEREF: mitochondrial transcription
termination factor’; factor de terminacié
de la transcripcié mitocondrial

MT-ND1: mitochondrially encoded NADH
debydrogenase 1%; subunitat 1 de INADH
deshidrogenasa codificada a TADNmt

MT-ND2: mitochondrially encoded NADH
debydrogenase 2*; subunitat 2 de INADH
deshidrogenasa codificada a TADNmt

MT-ND3: mitochondrially encoded NADH
debydrogenase 3% subunitat 3 de INADH
deshidrogenasa codificada a TADNmt

Abreviatures
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MT-ND4: mitochondrially encoded NADH
debydrogenase 4%; subunitat 4 de 'NADH
deshidrogenasa codificada a TADNmt

MT-NDAL: mitochondrially encoded NADH
debydrogenase 4L%; subunitat 4L de 'NADH
deshidrogenasa codificada a TADNmt
MT-NDS5: mitochondrially encoded NADH
debydrogenase 5% subunitat 5 de 'NADH
deshidrogenasa codificada a TADNmt

MT-NDG6: mitochondrially encoded NADH
debydrogenase 6% subunitat 6 de 'NADH
deshidrogenasa codificada a TADNmt

MT-RNR1: mitochondrially encoded 128 RNA;
subunitat 12S de ’ARNTr codificat a TADNmt

MT-RNR2: mitochondrially encoded 16§ RNA;
subunitat 16S de ’ARNr codificat a TADNmt

mtSNP: mitochondrial SNP; SNP mitocondrial

mtTERF: mitochondrial transcription
terminator factor; factor de finalitzacié
de la transcripcié

mtTFA: mitochondrial transcription factor A;
factor A de transcripcié mitocondrial

mtTFB: mitochondrial transcription factor B;
factor B de transcripcié mitocondrial

NADH: dinucledtid de nicotinamida-adenina
NARP: neuropatia, ataxia i retinitis pigmentaria

NDUFV2: NADH dehydrogenase (ubiquinone)
Slavoprotein 2*; NADH deshidrogenasa
(ubiquinona) flavoproteina

NUMTs: nuclear inserts of mtDNA;
insercions d’ADNmt en TADNn

OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man

OMS / WHO: Organitzacié Mundial de la Salut /
World Health Organization

OR: odds ratio; oportunitat relativa

PANSS: Positive and Negative Syndrome Scale;
escala de simptomes positius i negatius

pb: parell de bases

PCR: polymerase chain reaction; reaccié en cadena
de la polimerasa

PEM: Encephalomyopathy; encefalomiopatia

PGC: Pyschiatric Genomics Consortium; consorci
de psiquiatria genomica

POLG: polymerase (DNA directed), gamma™: poli-
merasa gamma (dirigida per ADN)

POLG2: polymerase (DNA directed), gamma 2, ac-
cessory subunit™; subunitat accessoria de la polimera-
sa gamma 2 (dirigida per ADN)

PS: Pearson Syndrome; sindrome de Pearson

qPCR: PCR quantitativa

rCRS: revised Cambridge Reference Sequence; se-
quéncia de referéncia de Cambridge revisada

RMN: ressonancia magnética nuclear

RINS: reactive nitrogen species; espécies
reactives d'oxigen

ROS: reactive oxigen species; espécies
reactives de nitrogen

Abreviatures
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RPL30: ribosomal protein L307; SNP: single nucleotide polymorphism;

proteina L30 ribosomica polimorfisme d’un sol nucleotid

RPLPO: ribosomal protein, large, PO SSBP: single-stranded DNA binding protein;
proteina PO llarga ribosomica proteina d’'unié a TADN d’una sola cadena
RPPHA1: ribonuclease P RNA component HI SUCLAZ2: succinate-CoA ligase, ADP~forming,
component H1 de la ribonucleoproteina beta subunit; subunitat beta formadora ’ADP
RNAasa P de la succinat-CoA lligasa

RPS17: ribosomal protein S17% SUCLG1: succinate-Cod ligase, alpha subunit;
proteina ribosdomica 517 subunitat alfa de la succinat-CoA lligasa.
RQI: RNA quality indicator; TFRC: transferrin receptor;

indicador de la qualitat de TARN receptor de transferrina

RRM2B: ribonucleotide reductase M2 B 'Thr: treonina

(TP53 inducible); ribonucledtid reductasa M2 B

TK2: thymidine kinase 2, mitochondrial;
RT-qPCR: reverse transcription quantitative cinasa 2 de timidina, mitocondrial
PCR,; transcripcié reversa i gPCR

TYMP: thymidine phosphorylase;

SLC25A12: solute carrier family 25 fosforilasa de timidina
(aspartate/glutamate carrier), member 12;

12¢ membre del transportador d’asparat/ UTR: untransiated regions;
glutamat de la familia 25 regions no traduides

SLC25A19: solute carrier family 25

(mitochondrial thiamine pyrophosphate carrier), * nom oficial del gen
member 19; 19¢ membre del transportador

mitocondrial de tiaminapirofosfat de la familia 25

Abreviatures

XXVI
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els mitocondris

1.1. Qiiestions generals

Els mitocondris (del grec antic uizog, ‘filament’i yovdpiov, diminutiu de yévdpog, ‘gra’) son organuls cel-lulars que
sencarreguen, principalment, de la produccié denergia. A causa de la seva mida i densitat, poden ser observats al
microscopi dptic amb una tincié especifica (colorant verd Janus), fet que va facilitar la seva descoberta a finals del
segle x1x pel cientific Richard Altmann. Varien en forma i mida en funcié de lestat metabolic de la céllula que els
conté (figura 1), perd, en general, tenen forma ovoide, mesuren al voltant d’un micrdometre de didmetre i estan en
constant moviment (Lodish et al., 2005). En el cas de lorganisme huma, els trobem presents en totes les cellules,

excepte en els globuls vermells, distribuits pel citosol en major o menor nombre en funcié del tipus cel-lular i,

Muscul esqueletic Nervi

Font: Vafai i Mootha, 2013
figura 1

Figura 1. matges de microscopia electronica de mitocondris pertanyents a diferents teixits que
mostren les diferents morfologies que aquests poden adoptar en funcid de la cél-lula que els conté.
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sobretot, dels requeriments energetics del teixit. Es
per aixo que teixits amb una despesa energética ele-
vada, com el muscul o el teixit del sistema nervids,
poden arribar a tenir 2.000 mitocondris per céllula
i teixits amb ceél'lules poc actives, com lepiteli, en
tenen al voltant de 10. Aquesta heterogeneitat pot
ser explicada per diversos processos als quals els
mitocondris es veuen sotmesos dins la cél-lula: aug-
ment de la massa mitocondrial (biogénesi); divisi6

o unié dels mitocondris (fissi6-fusié mitocondrial);

1.2. Origen

Des del moment de la descoberta dels mitocondris a
finals del segle x1x, es van proposar diverses teories en
relacié amb el seu origen. En un primer moment, es
va creure que eren organismes independents que
vivien dins de les cel'lules eucariotes, pero la seva
semblanca amb els bacteris, tant d'estructura com de
reproduccié i bioquimica, va fer canviar la perspec-
tiva. Actualment, s'accepta la teoria dels endosimbionts
procariotes (Margulis, 1975) com a més probable, per
mitja de la qual sexplica lorigen d’aquests organuls
de doble membrana i per qué no es traslladen per
mitja del sistema de transit de vesicules com fan la
resta dorganuls. La teoria endosimbiotica explica
que en un moment de l'evolucid, fa uns 1.600
milions d’anys, es va produir una endosimbiosi

entre bacteris aerobis i unes cél-lules procariotes
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destruccié dels mitocondris existents (mitofagia),
i moviment d’aquests al llarg de la cél'lula (Vafai i
Mootha, 2012).

Els mitocondris els adquirim només de la mare, ja
que r’heretem tots els components cellulars que
conté l'ovul, i tot i que alguns mitocondris provi-
nents de l'espermatozou poden entrar a I'ovul durant
la fecundacié, aquests estan marcats per ser destruits

(Sutovsky et al., 2004; Sato i Sato, 2013).

o eucariotes primitives anaerdbies. D’aquesta in-
vasi6, en va resultar un equilibri, ja que la cellula
anaerobia aportava nutrients al bacteri aerobi, i aquest
la recompensava amb un sistema de producci6 ener-
getica altament eficient. Lincrement de la supervivéncia
fruit d’aquesta endosimbiosi va fer que, actualment, els
mitocondris formin part de la cél'lula com un compo-
nent més. Evidentment, cada organisme tenia el seu
propi genoma, pero al llarg de levolucié molts dels
gens presents en aquell bacteri primitiu van ser
transferits al nucli de la cél'lula contenidora, de tal
manera que els mitocondris van deixar de ser viables
fora de la cel'lula. Ara bé, en el seu interior conserven
alguns dels gens imprescindibles per al seu funcio-
nament en una sola molécula I’ADN circular,

I'anomenat genoma mitocondrial.
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1.3. Estructura

Els mitocondris sén organuls de dues membranes,
lexterna i la interna (figura 2). La membrana externa
és llisa i, malgrat que és permeable a molécules de fins
2 10.000 daltons de pes molecular, conté uns canals
proteics anomenats porines per permetre l'intercanvi
de molécules grans entre el mitocondri i el citosol.
Aixi doncs, el piruvat, que és una molécula petita,
travessa lliurement la membrana externa mentre les
proteines mitocondrials codificades al nucli de la
cel'lula empren les porines per entrar dins I'organul.
La membrana interna és molt més extensa que

l'externa, ja que forma replecs o invaginacions

Helena Torrell Galceran

anomenades crestes mitocondrials. Només és
permeable a O,, CO, i H,O, i per aix0 disposa de
diverses proteines de transport que permeten el pas
de metabolits, com el piruvat, cap a U'interior del
mitocondri. Aquesta membrana té un contingut
proteic molt elevat (75%), ja que alberga multiples
tandems de cadenes polipeptidiques. Aquestes cade-
nes s6n transportadores delectrons i responsables
de la produccié denergia. La preséncia d’aquestes
dues membranes fa que es generin dos espais se-
parats: lespai intermembrands, entre la membrana

interna i lexterna, i la matriu mitocondrial, que és

Ribosoma
Membrana interna
Espai intermembrands

Granul de calci
ADN mitocondrial

Cresta mitocondrial

Membrana externa
Matriu

ATP sintasa

Cadena transportadora
d’electrons

Figura 2. Estructura i components dels mitocondris.

Sfigura 2

els mitocondris
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lespai central del mitocondri. Lespai intermembra-
nés permet 'acumulacié de protons en contra del
gradient electroquimic i la creacié subsegiient de
la forga proté-motriu necessaria per a la produccié
denergia. Aquesta acumulaci6 de protons es produeix
gracies a la cardiolipina, un lipid molt abundant en
la membrana interna mitocondrial que conté dues

carregues negatives. La matriu mitocondrial esta

1.4. Funcions

Els mitocondris desenvolupen funcions vitals per a
la supervivéncia i la reproduccié cel-lular, per la qual
cosa esdevenen primordials per al correcte funcio-
nament dels teixits i imprescindibles per al mante-
niment de la vida. Els mitocondris juguen un paper
clau en 'homeostasi del Ca*, ja que tenen la possi-
bilitat d’acumular-lo a la matriu, o bé alliberar-lo al
citosol en funcié dels requeriments de la cél'lula en
un moment concret, amb tot el que aixd comporta
quant a senyalitzacié cel-lular. A més, participen ac-
tivament en el cicle de vida cel'lular, ja que desenca-
denen la mort programada de la cél'lula per mitja de
la via intrinseca de I'apoptosi, i també contribueixen
en la sintesi d’aminoacids, acids grassos i nucleotids.
De totes maneres, la funcié més rellevant que duen
a terme els mitocondris en condicions aerdbiques és
la creacié d’energia en forma de molécules d’adeno-

sinatrifosfat (ATP) (Alberts et al., 2002).

Introduccio
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composta d’'un 50% d’aigua i és lespai en el qual es

produeixen diferents reaccions metaboliques. Conté

enzims, metabolits provinents del catabolisme de la

glucosa i dels acids grassos, ions com el calci (Ca?),

el genoma mitocondrial i les proteines necessaries
. .-, . . s . ., )

per a la replicacié, transcripcié i traduccié d’aquest

genoma (Alberts et al., 2002; Lodish et al., 2005).

1.4.1. El sistema aerobic de

produccié d’energia

La produccié denergia en el mitocondri té lloc gracies
a l'acoblament de la cadena de transport d'electrons
i de la fosforilacié oxidativa, conjunt anomenat
cadena respiratoria mitocondrial. En la cel'lula de
mamifer, i en condicions aerobies, és la principal
forma de produccié denergia, perqué és la més

rendible (Mizchell, 1979).

Per a la produccié d’aquesta energia, és necessaria
l'oxidacié de glacids i acids grassos provinents de la
dieta en un procés que es fa, conjuntament, al cito-
sol i ala matriu mitocondrial. Pel que fa als glucids,
aquests soxiden al citosol fins a obtenir piruvat, que
entra a la matriu mitocondrial per ser convertit en
acetilcoenzim A (acetil-CoA). D’altra banda, els

acids grassos entren directament a la matriu mi-
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tocondrial, on sén convertits en acetil-CoA en un
procés catabolic anomenat oxidacié B. Aquest
acetil-CoA present a la matriu mitocondrial, inde-
pendentment de si prové d’acids grassos o de glicids,

s'incorpora al cicle de Krebs, també conegut com a

Helena Torrell Galceran

cicle de l'acid citric o cicle dels acids tricarboxilics.
En aquest cicle es produeixen una série de reaccions
doxidacié-reducci6, de les quals sobtenen coen-
zims reduits, com el dinucleotid de flavina i adenina

(FADH,) i el dinucleotid de nicotinamida i adenina

0

Il
coo O —C— CoA

=0 ¥ ok
| el HO—
CH L

|
coo- HO

Acid oxalacétic

coor
HO —P—H
CH

1 2
- Coo
Acid malic (IIOO‘
(IJH
A\
HO  coo '
2 Acid fumaric (I:OO

® CH, CoA ¢
@55 G0
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Acid succinic

CoA

(%00'
CH,
Cc—Coo
CH,
- €00 ® coor
Acid citric (I:Hz
H—(I)—COO'
HO—(I)—H
- C00
Acid isocitric
(%HQ ® }-NAD+
oL A
con ¢/ o
) Co0 g
C—S—CoA
oo NADH NAD*
Succinil 2
- CoA

figura 3

Figura 3. Representacié dels components i les reaccions presents en el cicle de Krebs.

(NADH) (figura 3). Concretament, INADH es ge-
nera en la tercera reaccié del cicle de Krebs, en la qual
lacid isocitric es converteix en acid a-cetoglutaric,
també en la quarta reaccié del cicle en el pas d’acid
a-cetoglutaric a succinil-CoA i, finalment, en la
vuitena reaccié del cicle en el pas d’acid malic a acid

oxalacétic. L’FADH2 es produeix en la sisena reacci6

del cicle de Krebs en el pas d’acid succinic a acid
fumaric (Nelson et al, 2008). Aquests coenzims re-
duits (NADH i FADH,) emmagatzemen lenergia
potencial provinent de l'oxidacié de la glucosa i dels
acids grassos que sera transferida a través del pas
dels seus electrons per la cadena de transport elec-

tronic. Durant aquesta cessié gradual dels electrons,

els mitocondris

7



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ANALISI DE L'ADN MITOCONDRIAL EN EL TRASTORN MENTAL GREU
Helena Torrell Galceran

DL: T 111Analiside ’ADN mitocondrial

en el trastorn mental greu

els protons ubicats en la matriu sén bombejats en
contra del gradient electroquimic cap a lespai inter-
membrands i aquest bombeig fa que la membrana
interna es polaritzi i es crei un potencial electric. La
suma de lenergia present en el gradient de protons
amb el potencial eléctric de la membrana és el que
s'anomena for¢a proté-motriu, que és la que permet
que els protons retornin de nou a la matriu mitocon-

drial acoblats a la sintesi d’ATP en 'ATP sintasa.

La cadena respiratoria mitocondrial s’ubica a les
crestes mitocondrials i estd formada pels elements
seglients: quatre complexos enzimatics de la ca-
dena transportadora d'electrons, 'ATP sintasa, el

coenzim Q_(altrament anomenat ubiquinona) i el

citocrom c (figura 4). La transferéncia de protons
a lespai intermembrands mitjangant els complexos
I, III i IV permet la creaci6 de la forga proté-motriu
que és emprada per a la produccié I’ATP en el com-
plex V. Aixi doncs, trobem: el complex I (CI), ano-
menat NADH-ubiquinona oxidoreductasa, format
per 45 subunitats; el complex II (CII), anomenat
succinat-deshidrogenasa, format per 4 subunitats;
el complex III (CIII), també dit ubiquinonacito-
crom c-oxidoreductasa, format per 11 subunitats; el
complex IV (CIV), altrament dit citocromoxidasa,
format per 13 subunitats, i finalment el complex V
(CV), conegut com a ATP sintasa, format per dues
porcions anomenades Fo (de 5 subunitats) i F1 (de

9 subunitats) (Lodish et al., 2005).

succinat fumarat

NADH+H*  NAD+

matriu

. espal
2H intermembrands

Figura 4. Cadena respiratoria mitocondrial: acoblament de la cadena transportadora

d’electrons amb el sistema de fosforil-lacid oxidativa per a I'obtencid d’energia en forma

d’ATP en condicions aerobiques.
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El CI catalitza la transferéncia d’electrons des de
I'NADH cap al coenzim Q, i aquest flux delec-
trons desencadena un bombeig de protons cap a
lespai intermembranés. El CII transfereix electrons
d’FADH, també cap al coenzim Q, perd en aquest
pas no es genera cap bombeig de protons. El
coenzim Q actua com a transportador dels electrons
i els cedeix al CIII, que els transfereix al citocrom
¢, moment que si que es genera un altre bombeig
de protons cap a l'espai intermembranés. Finalment,
el citocrom c reduit és oxidat pel CIV, i cedeix els
electrons a 'O, per formar aigua; en aquest pas es
genera I'dltim bombeig de protons cap a lespai
intermembrands. La for¢a proté-motriu generada,
és emprada pel CV per acoblar la difusié d’aquests
protons cap a la matriu mitocondrial amb la unié
d’un fosfat a 'adenosinadifosfat (ADP). Aquest
ultim pas és el que s'anomena fosforilacié oxidativa

(Lodish et al., 2005).

Malgrat que la cadena de transport d'electrons sha con-
siderat durant molt de temps un mecanisme lineal de
complexos individuals, cada vegada hi ha més evidén-
cies que confirmen la formacié de supercomplexos, en
els quals els complexos s’agruparien entre si per formar
una superestructura que afavoris lestabilitat i la canalit-
zacié delectrons, i minimitzés la produccié despecies

reactives doxigen (Shoubridge, 2012).

Helena Torrell Galceran

Els sistema de produccié denergia és un mecanisme
robust dins de la cél'lula, ja que té la capacitat de res-
pondre i adaptar-se a la disponibilitat de nutrients
iala demanda energetica del teixit. Esta establert
que un dels moduladors de la intensitat en la pro-
duccié denergia és la disponibilitat ADP que
estimula o frena la produccié d’ATP (Balaban, 1990).
Un altre regulador recentment postulat és el Ca*,
atés que aquest regula moltes de les reaccions que
consumeixen ATP, com la contraccié dels muscul,
lexocitosi i la senyalitzacié neuronal. Per tant,
és logic creure que el Ca?* moduli la produccié
d’ATP en funcié de la disponibilitat al citosol

(Glancy i Balaban, 2012).

En cas d’hipoxia o déficit en la capacitat de consum
doxigen, el piruvat no entra dins del mitocondri,
siné que roman al citosol per ser fermentat, con-
vertit en lactat, i obtenir també energia en forma
d’ATP, perd en un procés de menor rendiment.
Tanmateix, el lactat es produeix de forma constant
a partir de lenzim lactat-deshidrogenasa i hi ha un
equilibri entre la seva sintesi i la degradacié. Quan
la produccié és superior a la degradacié, el lactat és
alliberat al torrent sanguini i pot conduir al feno-

men d’acidosi lactica.

els mitocondris
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1.5. Biogénesi i segregacio mitotica

Els mitocondris nous se sintetitzen per divisi6
dels existents, mai no se sintetitzen de novo, sind
que es divideixen per fissié binaria en funcié dels
requeriments tissulars, o quan la cél-lula que els
conté ha de dividir-se. En el moment de la fissié
mitocondrial, que ocorre generalment a la interfase
del cicle cel'lular, els mitocondris han de doblar la
massa mitocondrial abans de dividir-se i necessiten
importar lipids, nucleotids i proteines des del ci-
tosol. La biogeénesi mitocondrial esta regulada per
diversos factors, com la disponibilitat de nutrients,
lexercici, la segregacié d’hormones, la restriccié
calorica o el ritme circadiari (Scarpulla, 2011). Es per

tot aixd que la biogénesi mitocondrial és un procés

1.6. El genoma mitocondrial

El genoma mitocondrial o ADN mitocondrial
(ADNmt) és la molécula ’ADN propia del mito-
condri. En cada mitocondri pot haver-hi, de mitjana,
de 5 a 10 copies d’aquest genoma (Sazoh i Kuroiwa,
1991). Tenint en compte que en cada cellula pot
haver-hi de 10 a 2.000 mitocondris, €l nombre de
genomes mitocondrials és variable i, en determina-
des cel'lules, és molt elevat, fenomen que s'anomena
poliplasmia. El nombre de molécules I’ ADNmt varia

entre unes 1.000 1 10.000 copies per cel-lula, amb uns
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complex i molt controlat en el qual hi ha implicats
canvis en lexpressié de més de 1.000 gens, la coo-
peracié de dos genomes i l'alteracié d’un 20% de

les proteines cel-lulars (Lopez-Liuch et al., 2008).

Quan la cél'lula es divideix, els mitocondris es
reparteixen aleatoriament entre les dues cél'lules
filles, en un procés que s'anomena segregacié mi-
totica. Si hi ha mitocondris amb versions diferents
del genoma mitocondrial, pot ser que les cél-lules
filles n’heretin proporcions diferents, amb les im-
plicacions que aixd comporta des del punt de vista
clinic (Dimauro i Davidzon, 2005), com veurem en els

apartats seglients.

limits que anirien de 700 copies en els espermato-

zous 1 100.000 copies en els dvuls.

El genoma mitocondrial va ser descobert per
microscopia electronica any 1963 (Nass i Nass,
1963) (figura 5), pero la primera seqliencia completa
del genoma mitocondrial huma no va ser descrita i
publicada fins al 1981 (Anderson et al., 1981), tot i que,
posteriorment, es va veure que contenia errors i se’n

va publicar una versi6 revisada anomenada revised
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Cambridge Reference Sequence (rCRS) (Andrews et al.,
1999). Des de llavors, sempra com a seqiiéncia de
referéncia a lhora de descriure variants o mutacions
en 'ADNmt, i es troba en el repositori GenBank
amb la referéncia NC_012920. Tota la informacié
referent a TADNmt huma es pot trobar a la base
de dades en linia MITOMAP (Ruiz-Pesini et al,
2007; mitomap.org). Shi recullen les variacions en

la seqiiéncia de TADNmt que shan descrit i amb

Font: Nass i Nass, 1963

Sfrgura 5

Figura 5. Imatges de microscopia electronica que
mostren la descoberta de ’ANDmt I'any 1963, per
part dels investigadors Margit i Sylvan Nass.

Helena Torrell Galceran

quina freqiiéncia, les mutacions que s’han descobert
i si shan associat a alguna malaltia, diverses il-lus-
tracions, figures i taules sobre l'estructura, contingut
i evolucié que es coneix del genoma mitocondrial
huma. A més, s’hi inclouen diverses eines d’anali-
siide visualitzacié de la seqiiéncia mitocondrial.
Aquesta base de dades es manté, principalment,
gracies a les subvencions del National Institutes

of Health.

El genoma mitocondrial és una molécula ’ADN
circular de 16.569 parells de bases (pb) i de doble
cadena (figura 6). Les dues cadenes no tenen la
mateixa proporcié de purines i pirimidines, motiu
pel qual tenen pesos moleculars diferents; aixi tro-
bem una cadena lleugera, o L (de I'angles /ighs), i
una cadena pesada, o H (de I'angles heavy). Aquest
genoma és diferent del genoma nuclear (ADNn) en
molts aspectes (taula 1), atés que presenta la infor-
macié molt compactada, no té introns, ni regions no
traduides (de I'angles unsransiated regions o UTR),
ni tampoc espais intergénics. Per aquesta rag, el per-
centatge de regié codificant d’ambdues cadenes és
del 93% del total de la seqiiéncia. Aquest 93% codi-
fica per 13 polipeptids (gens MT-ND1, MT-ND2,
MT-ND3, MT-ND4, MT-ND4L, MT-NDS5,
MT-NDé6, MT-CYB, MT-CO1, MT-CO2, MT-
CO3, MT-ATP6 i MT-ATP8; només un d’aquests

els mitocondris
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en la cadena lleugera), 2 ARN ribosomics (gens
MT-RNR1 i MT-RNR2, tots aquests en la cadena
pesada) i 22 ARN de transferéncia (vuit d’aquests
en la cadena lleugera). E1 7% restant de seqiiéncia
el forma una regi6 no codificant anomenada D-/oop
(de langles, displacement loop), que és lencarregada
de regular la replicacié i transcripcié de TADNmt
(Anderson et al., 1981). Tots els gens de "ADNmt s6n
imprescindibles per al correcte funcionament de la
cadena respiratoria mitocondrial. De fet, tal i com

veurem en un apartat posterior, existeixen muta-

cions i variants en ’ADNmt que sén causants de o
bé estan associades a malalties mitocondrials.

El genoma mitocondrial es troba a la matriu mito-
condrial en la seva estructura terciaria i forma part
de complexos nucleoproteics associats a la membra-
na interna anomenats nucleoides (Bogenhagen et al.,
2003). La replicacié de TADNmt, la transcripcié als
ARN ila traduccié proteica es produeixen al mateix
mitocondri en un treball conjunt de la maquinaria
mitocondrial i proteines procedents del nucli que ja

formen part dels nucleoides (Garrido et al., 2003).
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Figura 6. Estructura de ’ADNmt. Els segments de color representen els 13 gens que

codifiquen per proteines, els dos gens que codifiquen pels ARN ribosomics i la regié no
codificant D-loop; les caixes representen els 22 ARN de transferéncia.

Introduccio

12



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ANALISI DE L'ADN MITOCONDRIAL EN EL TRASTORN MENTAL GREU

Helena Torrell Galceran
DL: T 1110-2014

1.6.1. Replicacié6, transcripcié i

traduccié de TADNmt

En el genoma mitocondrial dels mamifers, la replica-
ci6 i la transcripci6 van lligades, ja que els transcrits
que se sintetitzen a partir de la cadena lleugera s6n
emprats com a encebadors per a la replicacio.

Dels 37 gens que conté TADNmt, només 13 sé6n

traduits a proteina i sén imprescindibles per a la for-

Helena Torrell Galceran

macié de la cadena transportadora delectrons. Les
proteines ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 i
ND®6 corresponen a les subunitats 1,2, 3,4,4L,51 6
de INADH deshidrogenasa, que correspon al complex
I de la cadena transportadora d’electrons, juntament
amb proteines codificades al nucli; la proteina CYB
correspon al citocrom b que forma part del complex

IIT; les proteines CO1, CO2 i CO3 corresponen

Taula 1. Principals diferéncies entre I’ADNn i ’ADNmt.

Caracteristica ADNn ADNmt
Mida ~3,3x109 pb 16.569 pb
Tipus de molécula Lineal Circular

Nombre de molécules
d’ADN per cél-lula

Nombre de gens
pels que codifica

Densitat génica
Introns

Percentatge de
regio codificant

Percentatge de
regions repetitives

Codi geneétic

Proteines associades
al genoma

Mode d’heréncia

Taxa de mutacio

23 en les cel-lules haploides
i 46 en les diploides

Entre 20.000 i 30.000

1 per cada 40.000 pb

Freqlients en tots els gens

Al voltant del 3%

20%

Universal

Histones i altres proteines
del nucleosoma

Biparental per tots els
cromosomes i patern
pel cromosoma X

Baixa
2.2 x 10-8 pb per generacio

700-100.000 (poliplasmia)

37 (13 polipéptids,
22 ARNt i 2 ARNI)

1 per cada 450 pb

Absents

93%

Inexistent

Propi (taula 2)

No histones, pero si altres
proteines dels nucleoides

Matern

Elevada (10 vegades
la de I’ADNn)

els mitocondris
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a les subunitats 1,2 i 3 de la citocromoxidasa que
es troben en el complex IV, i les proteines ATP6
i ATP8 corresponen a les subunitats 6 i 8 ’ATP
sintasa Fo que formen part del complex V. Per tant,
el complex II és I'inic format exclusivament per

polipeéptids codificats a TADNn.

Replicacié

La replicacié del genoma mitocondrial es duu
a terme a la matriu mitocondrial, tot i que esta
regulada pel nucli cel'lular (Garesse i Vallejo, 2001).
Tots els enzims implicats en aquesta replica-
cié estan codificats en ’ADNn i després de la seva
sintesi sén transportats cap a dins de la matriu mito-
condrial. En la replicacid, hi participa la polimerasa
gamma (POLG) i la seva subunitat accessoria p55,
les proteines mitocondrials d'unié a ADN d’una
sola cadena (SSBP, de l'anglés single-stranded DNA
binding protein) i I'helicasa Twinkle. Malgrat que es
coneixen els components, el procés de replicacié de
I'ADNmt encara no esta del tot establert. La teoria
més acceptada és que la replicacié es duu a terme
de manera asimétrica i asincronica a partir dels dos
origens de replicacié: 'O, situat en la cadena
pesada, i 'O, situat en la cadena lleugera. La sin-
tesi comenga a 'O, i, tenint la cadena lleugera com
a motlle, se sintetitza la nova cadena pesada fins que

arriba a 'Oy, a partir del qual la cadena pesada ini-
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cial actua com a motlle i la nova cadena lleugera es va
sintetitzant en direccié oposada (Skadel i Clayton, 1997).
Per a linici de la replicacié, fa falta un encebador
d’ARN que se sintetitza per un procés de transcrip-
ci6 a partir d’'una regié del promotor de la cadena
lleugera situat a la regié D-/oop. Un cop sintetitza-
da la doble cadena, aquesta se separa de les cadenes
inicials, els encebadors d’ARN sén eliminats i els
espais que queden sén reomplerts amb nucleotids.
Finalment, el nou ADNmt adopta lestructura

terciaria i forma nous nucleoides.

A principi dels anys 2000, es va proposar un nou
model de replicacié sobre la hipdtesi que les dues
cadenes es repliquen de manera simétrica i simulta-
nia a partir de multiples origens de replicaci6 situats
prop de I’OH (Holt et al., 2000; Bowmarker et al., 2003).
La tendéncia actual és pensar que els dos models
coexisteixen en cada mitocondri i que certes condi-
cions fisiologiques podrien promoure’n un o laltre,

tot 1 que encara no sha pogut comprovar.

Transcripcié

Durant la transcripcié del genoma mitocondrial,
les dues cadenes d’ADN es transcriuen senceres i
de forma simétrica generant els ARN ribosomics
(ARNI), els ARN de transferéncia (ARN¢) i diver-

sos ARN poliadenilats (Ferndndez-Silva et al., 2003).
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Perque la transcripcié es dugui a terme, cal TARN
polimerasa especifica del mitocondri (h-mtRPOL),
dos factors de transcripcié (mtTFA, mtTFB) i el fac-
tor de finalitzacié de la transcripcié (mTERF), tots
aquests codificats al nucli (Ferndndez-Silva et al., 2003).
El primer que actua és I'mtTFA, que desenrotlla
la cadena ’ADN de manera que indueix un canvi
estructural especific a la regié del promotor situat
al D-logp, que permet que la POLRMT inicii la
transcripci6 (Shadel i Clayton, 1997). Els productes de
la transcripci6 sén els 2 ARNr i un ARN precursor
que conté aquests dos ARNr, els 22 ARNti 18 ARN

poliadenilats (Ferndndez-Sitva et al., 2003, figura 1).

Quatre d’aquests ARN poliadenilats i 8 ARNt s6n
productes de la transcripcié de la cadena lleugera, la
resta es transcriuen a partir de la cadena pesada. Tres
dels quatre ARN poliadenilats generats a partir de la
cadena lleugera es processen per davant i per darre-
re dels ARNE, gracies a la configuraci6 en forma de
trévol que aquests adquireixen, fenomen anomenat
puntuacié dels ARNt (Ojala et al., 1981). Dels ARN
poliadenilats generats a partir de la cadena pesada, en
destaquen els ARN de les subunitats ND4 i NDA4L i
els ARN de 'ATP6 i 'ATPS, que estan configurats
per dues pautes de lectura solapades i requereixen
empalmament alternatiu (més conegut en angles

com alternative splicing) (Attardi i Schatz, 1988).

Helena Torrell Galceran

Cal destacar el paper tan important que juguen
els ARNt en la maduracié dels ARN poliadenilats
provinents de la cadena lleugera, ja que aquests
darrers no tenen les UTR ni l'estructura CAP a
lextrem 5°, com passa amb els transcrits nuclears,
i la seva maduracié és mitjangada per lestructura
tridimensional dels ARNt.

Cal fer esment, també, que la replicacié de TADNmt
depén de la transcripcié de la cadena lleugera, ates
que es generen transcrits curts que sén emprats per

iniciar la replicacié (Montoya et al., 1981).

Traduccio

El procés de traduccié que genera les 13 proteines
mitocondrials que formen els complexos de la
cadena transportadora d'electrons encara no esta del
tot elucidat. No es pot fer un paral-lelisme amb la tra-
duccié dels gens nuclears, perque els ribosomes mito-
condrials tenen un contingut menor d’ARNr que els
citosolics (O'Brien, 2002) i, a més, els ARN missatgers
(ARNm) no tenen lestructura CAP a 5 ni cap regi6
no codificant que faciliti el reconeixement i la unié
per part del ribosoma (Montoya et al., 1981). Se sap
que aixd ocorre a la matriu mitocondrial i que, a més
dels dos ARNr mitocondrials, sempren elements de
sintesi proteica que inclouen proteines ribosdomiques
codificades en el genoma nuclear i importades del ci-

tosol cellular i diversos factors d’iniciacid, elongaci6,

els mitocondris

15



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

ANALISI DE L'ADN MITOCONDRIAL EN EL TRASTORN MENTAL GREU

Helena Torrell Galceran
DL: T 111Analiside ’ADN mitocondrial
en el trastorn mental greu

Taula 2. Codi genetic de ’ADNmt.

ADNmt ADNn
AUA Codo d’inici (Met) Arginina
AUG Codd d’inici (Met)
AGA, AGG Codd d’STOP Arginina
UGA Triptofan STOP

Auu Metionina a I’inici

Isoleucina a I’elongacio

alliberacié i reciclatge ribosdmic també codificats en
PADNR (Spremulli et al,, 2004; Zhang i Spremulli, 1998). E1
codi genétic dels mitocondris és lleugerament diferent
al codi genetic universal (taula 2),i també diferent en-

tre especies (Alberts et al., 2002).

1.6.2. Taxa de mutacié de TADNmt

El genoma mitocondrial té unes peculiaritats que
fan que sigui considerablement diferent del genoma
nuclear. Es troba en un nombre elevat de copies i
en un procés constant de replicacié, transcripcié i
traduccié, amb mecanismes de correccié derrors poc
eficients durant la replicacié (Longley et al., 2001). A
més, es troba compartimentat dins d’un organul en
el qual es generen nivells elevats d’espécies reactives

doxigen amb gran capacitat mutagénica i, malgrat
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que esta replegat dins dels nucleoides, no té histones
que el protegeixin d’aquests agents mutagens.

Aquestes singularitats condueixen a fer que TADN-
mt presenti una elevada taxa de mutacié, deu vegades
més gran que la de TADNn. Les mutacions poden
apareixer al llarg de la vida de l'organisme i, fins i tot,
en el procés dembriogenesi, les quals originen casos
d’heteroplasmia. El terme heteroplasmia designa
lexisténcia de diferents versions de TADNmt en un
individu, céllula o mitocondri (Zaylor i Turnbull, 2005)
i és un fenomen molt freqlient (Kmiec et al., 2006). En
contraposicié, hi ha el terme homopliasmia per desig-
nar la preséncia d’una dnica versi6 de TADNmt en
un organisme, cél'lula o mitocondri (Zaylor i Turbnull,
2005). Tot i que s’han observat delecions i insercions

en el genoma mitocondrial, les variants més fre-
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quents s6n les que impliquen un canvi de nucleotid,
i estan presents en més d’un 1% de la poblacié, ano-
menades SNP (de 'anglés single nucleotide polymor-
phism) o mtSNP, i indiquen que sén polimorfismes

presents en TADNmt.

1.6.3. Transmissi6 de TADNmt

E11980 es va descobrir que I'heréncia de TADNmt és,
exclusivament, materna (Giles et al, 1980), i aixo vol
dir que una mare que sigui portadora d’'una muta-
ci6 en TADNmt dels seus oocits, la pot transmetre
a la seva descendéncia independentment del sexe
d’aquesta, perd només la descendéncia femenina
podra transmetre aquesta mutacié a la generacié
seglient. D’altra banda, hi ha un fenomen genétic
anomenat “coll d’ampolla”, que ocorre durant lem-
briogeénesi, en el qual el nombre de copies I ADNmt

es redueix considerablement (Ashley et al., 1989).

A causa del fenomen de segregacié mitotica, si es
produeix heteroplasmia en 1dvul en el moment de
la fecundacié, pot ser que, quan es doni el fenomen
de coll d’ampolla en l'embriogénesi, algunes versions
d’aquest ADNmt siguin selectivament amplificades
durant lovogeénesi de la futura dona. Estudis recents
en ratolins han provat que el fenomen de coll d’am-
polla no es duu a terme en lembriogénesi com es

pensava, siné en la foliculogénesi postnatal, tot i que
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el tema és encara controvertit (Wai et al, 2008). Es
doni en el moment que es doni, el fenomen de coll
d’ampolla pot originar que els ovuls que es formin
tinguin versions diferents del genoma mitocondrial i
que, quan aquests ovuls siguin fecundats, la descen-
deéncia adquireixi nivells d’heteroplasmia diferents al

de la mare i diferents entre si (Jenuth et al., 1996).

En el suposit que hi hagi una mutacié patogénica,
pot ser que alguns descendents es vegin afectats de
gravetat, mentre que d’altres no presentin cap simp-
toma (Chinnery et al., 2000), el que explica per qué
el percentatge de recurréncia d’'una malaltia causada
per una mutacié en ’ADNmt, quan la mare pateix
lefecte d’aquesta mutacié, només és del 4% en la

descendéncia (Chinnery et al., 2004).

Per altra banda, aquest fenomen també es pot
explicar per una distribucié aleatoria entre dife-
rents teixits de les molécules ’ADNmt mutades
com a conseqiiéncia de la segregacié mitotica. Ates
que lexpressié fenotipica d’una mutacié patogéni-
ca en TADNmt no segueix la genética nuclear, i en
canvi depén de la proporcié ’ ADNmt mutat que hi
hagi en un teixit concret, pot ser que entre germans
els efectes de la mutacié es manifestin en simptomes
diferents o no es manifestin. El requeriment d’'una

proporcié minima de molécules I’ ADNmt mutades

els mitocondris
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per tal que puguin alterar significativament la
replicacid, transcripcié o traduccié d’aquest geno-
ma i el funcionament de la cadena transportadora
d’electrons es pugui veure afectat, és el que es coneix
com a efecte llindar. Aquest llindar pot variar molt
en funcié del teixit on hi hagi les molécules mu-
tades, en funcié del nombre de mitocondris i dels

requeriments energetics (Chinnery et al., 2006).

1.6.4. Inserci6 de 'TADNmt a’ADNn

Al través de levolucié de 'Homo sapiens, alguns
fragments de seqiéncia de TADNmt s’han anat
inserint al genoma nuclear. Aquests fragments re-
ben el nom de NUMT (de l'anglés nuclear inserts of
mtDNA) i sestima que formen un 0,016% del ge-
noma del genoma nuclear (Woischnik i Moraes, 2002).
Encara que, generalment, aquestes NUMT no sén
funcionals al lloc en el qual s'insereixen, poden oca-
sionar interrupcions en la pauta de lectura si ho fan
en una zona codificant, i també poden donar falsos
positius en les técniques d’analisi genética (Hirano et

al., 1997; Wallace et al., 1997; Thalmann et al., 2004).

1.6.5. Haplogrups mitocondrials

Ja hem fet esment a lalta capacitat mutagénica de
IADNmt, perd que una mutacié sorigini en els
oocits, romangui i sigui traspassada a la descenden-

cia és el que defineix el cami evolutiu de d’aquesta
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molécula. Sestima que la taxa de mutaci6 de la regié
codificant de TADNmt és entre el 2% i el 4% per
cada mili6 d’anys (Cann et al, 1987), mentre que la
regié no codificant muta amb més freqliéncia, per bé
que és dificil definir-la. Aquesta capacitat mutagéni-
ca fa que PADNmt sigui essencial en la genética de
poblacions i en lestudi de l'evolucié humana, i que,
per mitja del seu arbre filogenétic, hagi aportat in-
formacié sobre lorigen de I'ésser huma i de la seva
distribucié al llarg del globus terrestre (Mishmar et
al., 2003; Kivisild et al., 2006). Larbre filogenétic del
genoma mitocondrial és encara molt recent i estd
en constant revisié (van Oven i Kayser, 2009), perd ha
permes construir una linia evolutiva des de lorigen
de lespecie humana a P'Africa fins a la seva distri-
bucié migratoria al llarg de tot el globus terrestre
(Watson et al., 1997). En el procés evolutiu de 'Homo
sapiens s’han anat acumulant canvis en la seqii¢ncia
de PADNmt, de manera que s’han originat seqiién-
cies que han anat divergint i han format diferents 1li-
natges anomenats haplotips. Aquests haplotips, uns
independents dels altres, es poden agrupar en haplo-
grups, que sén seqiéncies relacionades entre si per
la seva descendéncia i que pertanyen a una mateixa
branca monofilética de l'arbre filogenétic. Aquests
haplogrups estan definits per variants puntuals, es-
tables i antigues que sén compartides per totes les

sequiencies d’aquesta branca (Richards et al., 1998).
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Aixi doncs, els haplogrups mitocondrials permeten
classificar els genomes mitocondrials que compar-
teixen les mateixes variants adquirides, al llarg del
cami evolutiu de lespécie, en grups designats per
una lletra o una lletra i un nombre (Tvrroni et al.,, 1993;
Richards et al., 1998), (figura 7). També es poden fer
subclassificacions més acurades i establir diferents
subgrups d’un haplogrup. Per tant, els haplogrups
més freqlients a Europa sén 'H, ’HV, el V, el ], el
T, el K,I'U, el V, el W il’X, sent molt majoritari I'H,
amb totes les subclassificacions possibles.

A TEuropa occidental, 'haplogrup més freqient

també és 'H (41%), seguit de I'U (18%), el J (9%)

Helena Torrell Galceran

iel T (8%), mentre que la resta d’haplogrups es
troben en proporcions menors al 5% (MITOMAP
www.mitomap.org, 2013).

Fins fa poc, la distribucié de les poblacions en ha-
plogrups mitocondrials era especialment important
en els estudis devolucié i arqueologia. Recentment,
han aparegut estudis que indiquen que determinats
haplogrups mitocondrials confereixen risc a patir
determinades malalties o proteccié davant d’aques-
tes, com per exemple esquizofrénia, osteoporosi,
cardiomiopatia isquémica i obesitat morbida (4mar
et al., 2007; Guo et al., 2012; Ferndndez-Caggiano et al.,

2013; Nardelli et al., 2013).

figura 7

Figura 7. Distribucio de ’ADNmt en el globus terrestre durant el procés

de I'evolucid de I'espécie humana.

els mitocondris
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1.7. Estrés oxidatiu

Llestrés oxidatiu es produeix quan en la céllula
gacumulen espécies reactives doxigen (ROS, de
Pangles reactive oxygen species) i espécies reactives de
nitrogen (RNS, reactive nitrogen species) procedents
de I'ani6 O (superoxid). Aquest anié es produeix
quan l'oxigen sobrant, que no ha estat reduit al com-
plex IV de la cadena transportadora d'electrons, rep

un electré directament dels complexos I o III.

Quan la cadena respiratoria funciona eficientment,
loxigen sobrant significa entre un 1% i un 3% del to-
tal i la cél'lula té mecanismes antioxidants preparats
per neutralitzar les ROS i les RNS que es puguin
generar. A dins del mitocondri hi ha els enzims
Mn-superoxid dismutasa i Cu/Zn-superdxid dis-
mutasa que converteixen I'anié superdxid en peroxid
d'oxigen (H,0,), que després es converteix en aigua
gracies als enzims catalasa i glutatié peroxidasa, i,
d’ ) . . b
aquesta manera, s'aconsegueix neutralitzar lefecte
nociu d’aquestes molécules. El peroxid d'oxigen que
no es converteix en aigua pot travessar la membrana
mitocondrial i arribar al citosol, on es pot convertir
en l'anié hidroxil (OH") per reaccié amb el ferro,
o pot produir espécies reactives de nitrogen (RNS)

per reaccié amb acid nitric.
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Si la cadena no funciona eficientment i hi ha massa
oxigen sobrant, aquestes ROS i RNS s’acumulen,
els mecanismes antioxidants no sén capagos de neu-
tralitzar-les totes i es produeix 'anomenat estrés
oxidatiu (Sies, 2008). Les ROS iles RNS sé6n espe-
cies molt reactives i ataquen lipids, proteines i ADN,
fora i dins del mitocondri, i aquest darrer efecte és
més greu en TADNmt perqué no té histones que
el protegeixin ni mecanismes de reparacié prou
eficients. Esta descrit que les ROS activen factors
de creixement, cinases i tirosina-cinases, que contro-
len proteinases, que regulen factors de transcripcié i
modifiquen proteines de transport (Zrachootham et al.,
2008; Bartosz, 2009), generant, aixi, canvis en senyals
intracel'lulars que poden conduir a lenvelliment i
la degeneracié. Aquestes conseqiiencies sén espe-
cialment rellevants en teixit cerebral, ja que té una
alta demanda energetica (més possibilitats de crear
ROS i RNS), disposa de nivells elevats de molecules
oxidables i té una capacitat antioxidant relativament
reduida (Sies, 1991). Tanmateix, cal destacar que les
ROS iles RNS tenen un efecte fisiologic en el fun-
cionament cel-lular, atés que s’ha descrit que par-
ticipen en la senyalitzacié intracel'lular relacionada
amb la supervivencia i el cicle cel'lular (Baran et al.,

2004; Valko et al., 2007).
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1.7.1. Implicacié de l'estrés oxidatiu

en I'envelliment

Llestrés oxidatiu ha estat considerat durant molts
anys un dels pilars clau per explicar lenvelliment
tissular. L'envelliment és aquell procés degene-
ratiu causat per 'acumulacié de lesions dins les
cél'lules que acaben originant disfuncié cel'lular,
fallada organica i, finalment, la mort. Es creu que
les ROS actuen com un agent nociu i todxic que,
en atacar estructures i interferir en vies de senya-
litzacié, condueix a processos degeneratius (Harman,
1956). Aquesta teoria se sustenta en diverses eviden-
cies, observades en un organisme al llarg del pas dels
anys, directament relacionades amb el mitocondri:
pérdua deficiéncia de la cadena respiratoria mito-
condrial, perdua d’activitat dels enzims antioxidants
i acumulaci6 de mutacions en TADNmt (que, alho-
ra, duen a alteracions en les proteines de la cadena
transportadora delectrons, una deficiéncia en el fun-
cionament d’aquesta i un consegiient augment de
les ROS) (Balaban et al, 2005). Tanmateix, darrera-
ment s’han posat en dubte els fonaments d’aques-
ta teoria, argumentant que les evidéncies trobades
fins al moment tenen mancances metodologiques
i que el coneixement del procés denvelliment, del
paper de les ROS i de l'estrés oxidatiu ha augmen-
tat (Bratic i Larsson, 2013; Gladyshev, 2014). La visié

actual indica que lestres oxidatiu contribueix a l'en-
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velliment, perd que no nés la causa primera ni I'"ini-
ca. Alguns estudis d’intervencié fets en humans no
han pogut comprovar que 'administracié exdgena
d’antioxidants augmenti lesperanca de vida (Walker,
2008), i d’altres, duts a terme en models animals,
atribueixen a les ROS un paper beneficiés, perqué
poden actuar com a precursores de supervivéncia
i augmentar lesperanca de vida (Lapointe i Hekimi,

2010; Ristow, 2011).

També es discuteix que la implicacié dels mitocon-
dris en lenvelliment no rau, Unicament, en la gene-
racié de les ROS. Arran d’uns estudis fets en ratolins
transgénics amb elevada taxa de mutacié mitocon-
drial, sesta llangant la hipotesi que les mutacions a
I'ADNmt no estarien tan relacionades amb lestrés
oxidatiu i el conseglient envelliment com es pensava.
Es va observar que el fenotip denvelliment apareixia
més notablement a causa de mutacions puntuals que
no pas de delecions grans del genoma mitocondrial
(Tyynismaa et al., 2005; Edgar et al., 2009) 1 que aquestes
mutacions eren, majoritariament, degudes a errors en la
replicacid, i no conseqiiéncia de lestrés oxidatiu (Ameur
et al, 2011). A més, les mutacions de ’ADNmt durant
el desenvolupament d’aquests ratolins interferien en
la quantitat i la qualitat de cél'lules mare, i afecta-
ven el desenvolupament de certs teixits i promovien

lenvelliment prematur sense canvis en la quantitat
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de les ROS (Ahlgvist et al., 2012), factors que tornaven
a qliestionar el paper de les ROS en lenvelliment.
A més, es creu que el fenotip d’envelliment no ve
només donat per una disfuncié mitocondrial, siné
que és conseqliencia d’alteracions en tots aquells
sistemes que regulen la biogénesi mitocondrial. En
models animals, s’ha comprovat que diverses vies de
senyalitzaci6 sensibles a nutrients com, per exemple,
la de la insulina i la de la rapamicina juguen un pa-

per clau en la biogénesi mitocondrial, de tal manera

1.8. Malalties mitocondrials

Les malalties mitocondrials sén aquelles que cur-
sen amb disfuncié mitocondrial i amb el consegiient
deficit metabolic, amb una prevalenga d’1 de cada
5.000 individus (Skladal et al., 2003). Aquestes malal-
ties poden apareixer tant en adults com en infants, i
impliquen alteracions en diversos sistemes i organs,
entre els quals destaquen, majoritariament, muscul,
cervell, cor, fetge, retina i oida.

El primer cas d’un pacient de malaltia mitocondrial
va ser reportat els anys seixanta (Luf? et al., 1962) i,
des de llavors, s’ha fet molta recerca per elucidar-ne
letiologia. No va ser fins a finals dels anys noranta
que es va concloure que sén malalties que cursen
amb una implicacié genética, ja sigui una alteracié
de TADNmt, dels gens mitocondrials codificats en el

nucli o una suma d’ambdues (DiMauro i Schon, 1998).
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que una alteracié d’aquestes vies podria conduir a
una disfuncié mitocondrial i a l'envelliment (Bratic

i Larsson, 2013).

Aixi doncs, la teoria de la implicacié de les ROS en
lenvelliment no pot ser descartada, tanmateix s’han
de tenir en compte altres mecanismes mitocondrials
en aquest procés i entendre lenvelliment com una

conjugacié complexa de diversos factors.

El 1988 es van descriure les primeres mutacions
de TADNmt implicades en loftalmoplegia externa
progressiva cronica (CPEO, de 'angles chronic pro-
gressive external ophthalmoplegia) i en la sindrome de
Kearns-Sayre (KSS, de I'angles Kearns-Sayre syn-
drome) (Holt et al., 1988; Zeviani et al., 1988),1 ambdues
presentaven delecions grans del genoma mitocon-
drial. Dos anys més tard, es van descobrir mutacions
puntuals en TADNmt causants de la neuropatia op-
tica hereditaria de Leber (LHON, de 'anglés Leber’s
hereditary optic neuropathy) i en la sindrome d’en-
cefalomiopatia mitocondrial amb episodis d’ictus
(MELAS, de langles mitochondrial encephalomyo-
pathy, lactic acidosis, and stroke-like epi:odes) ( Walla-
ce et al., 1988; Goto et al., 1990). Des de llavors, s’han

descrit més de 300 alteracions de TADNmt rela-
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cionades amb un gran ventall de simptomes, entre
els quals destaquen els relacionats amb les malalties
neurodegeneratives, l'envelliment i el cancer (Schon et
al, 2012). Actualment, el diagnostic de les malalties
mitocondrials sol requerir una biopsia de muscul
que s’analitza anatomopatoldgicament, bioquimica
i genetica, i la conjugacié d’aquests resultats amb les
dades cliniques i bioquimiques (Bernier et al., 2002;
Mitochondrial Medicine Societys Committee on Diagnosis et

al., 2008).
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1.8.1. Caracteristiques cliniques

i bioquimiques

La simptomatologia d’aquestes malalties és molt
diversa i inclou: ptosi, oftalmoplegia externa, mio-
patia proximal i intolerancia a l'exercici, cardiopatia,
sordesa neurosensorial, atrofia Optica, retinopatia
pigmentaria, diabetis mellitus, encefalopatia fluc-
tuant, convulsions, deméncia, migranya, episodis
d’ictus, ataxia i espasticitat (Chinnery, 2010); i, 2 més,
els simptomes poden anar-se modificant al llarg del

transcurs de la malaltia (Finsterer, 2004) (figura 8).

convulsions, ataxia, epilépsia,
encefalopatia, migranyes

neuropatia optica,
oftalmoplegia externa,
retinopatij

fallada hepa
anemia

obstrucci6 intestinal, diarrea

neuropatia periférica

Figura 8. Manifestacions cliniques més
comunes de les malalties mitocondrials.

- sordesa

cardiomiopatia
diabetis

fallada renal

debilitat muscular,
intolerancia a I'exercici
hipotonia, atrofia

Jfigura 8
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Taula 3. Malalties causades per mutacions a I’ADNmt.

Malaltia Mutacions en ’ADNmt Simptomes comuns
- Paralisi progressiva de certs masculs oculars
(Poftalmoplegia externa progressiva cronica,
0 CPEQ)

Sindrome de

Kearns-Sayre, KSS
OMIM #530000

Delecions en ’ADNmt
(>150 espeécies)

- Acumulacié anormal de material pigmentat en
la retina (retinopatia pigmentaria), que condueix
a una inflamacid i degeneracio progressiva

de la retina

- Cardiomiopatia

- Aparicié generalment en la infancia
- Accidents vasculars

10.158T>C (ND3) . . . .
- Hipotonia, fatiga, nistagme, reflexos pobres,
12.706T>C (ND5) dificultats per menjar i per empassar, problemes
Sindrome de 13.513G>A (ND5) de respiracié, funcié motora débil, ataxia
(Iﬁlll?h';l, 556000 14.459G>A (ND6) - Es caracteritza per regions necrotiques al
9.176T>C (ATP6) cervell visibles per RM, especialment al
8.993T>C (ATP6) mesencefal i al tronc de I'encefal
8.993T>G (ATP6) - ’heréncia pot estar lligada al cromosoma X,
pot ser autosomica recessiva o pot ser materna.
També hi ha casos esporadics
Miopatia - Miopatia (debilitat muscular)
mitocondrial 14.709T>C (ARN Glu) - Acumulacié de lipids als masculs
OMIM #500002 - Diabetis mellitus
Sindrome de - Debilitat muscular neurogénica
gfz‘:lxriglpia::eiinosi 8.993T>G (ATPS) - Ataxia
pigmentada; NARP 8.993T>C (ATP6) Retinonatia bi i
OMIM #551500 - hetinopatia pigmentaria
- Miopatia mitocondrial (debilitat muscular)
Sindrome 5-83G>A (ARNt Phe) Encefalopatia (malaltia del Il'i del sist
. - Encefalopatia (malaltia del cervell i del sistema
d’encefalomiopatia 12.147G>A (ARNt His) nerviéscentral)
mitocondrial amb 8.356T>C (ARNt Lys) R
episodis d’ictus; 3.243A>G (ARNt Leu) - Acidosi lactica
NI\IIEIII-IGS#S 40000 3.271T>C (ARNt Leu) - Episodis d’accidents vasculars (paralisi parcial,
13.513G>A (ND5) perduaparcial de la visio o altres anormalitats
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Sindrome d’epilépsia
mioclonica associada
a fibres vermelles
esquincades;

MERRF

OMIM #54500

Neuropatia optica
hereditaria de Leber;
LHON

OMIM #535000

Cardiomiopatia
histiocitoide infantil
OMIM # 500000

Degeneracid
estrionigral
mitocondrial infantil
OMIM #500003

12.147G>A (ARNt His)
8.344A>G (ARNt Lys)
8.356T>C (ARNt Lys)

3.460G>A (ND1)
11.778G>A (ND4)
14.484T>C (ND6)

Representen el ~95%
dels casos

S’han descrit altres
mutacions a:

ND1, ND2, ND3, ND4, NDAL,
ND5, ND6, ATP6, CO3, i CYB

15.498G>A (CYB)

9.176T>C (ATP6)

- Mioclonia (espasmes musculars breus,
sobtats i fasciculars)

- Convulsions epiléptiques

- Ataxia progressiva

- Fibres vermelles esquingades (anormalitat
caracteristica microscopica observada en

biopsia de muscul de pacients amb la sindrome
de MERRF i altres trastorns mitocondrials)

Pérdua de visio aguda o subaguda,
indolora, que condueix a un escotoma central

- Infants menors de dos anys
- Afectacio en el sexe femeni principalment
- Aritmia cardiaca o aturada cardiaca

- El curs clinic sol ser fulminant, de vegades
simula la sindrome de mort sobtada del lactant

- Hipotonia

- Moviments coreoatetosics i respostes
plantars extensores

els mitocondris
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Aquestes malalties cursen amb un deéficit en la capa-
citat de fosforilacié oxidativa que acaba generant una
reducci6 en la produccié d’ATP. Aquesta alteracié té
conseqiiéncies quant al metabolisme dels carbohi-
drats, de 1‘oxidacié B i de la creaci6 de les ROS; i és
per aixo que se solen detectar nivells de lactat elevats

en sang i alteracions en l'estructura cel'lular.

A la clinica, es fan estudis de metabolisme energetic
a partir de biopsies de muscul en les quals s’analitza
lactivitat enzimatica de cadascun dels complexos
de la cadena transportadora d'electrons per separat
a fi de trobar si el déficit es localitza en un sol com-
plex o en més d’un. Segons la Societat de Medicina
Mitocondrial (en anglés, Mitochondrial Medicine
Society), si el deficit es troba en un sol complex,
es pot formular la hipotesi que 'alteracié recau en
alguna de les proteines que formen aquell complex
(codificades en el nucli o bé en TADNmt), o en les
proteines responsables del seu acoblament. En can-
vi, si I'alteracié es presenta en tots els complexos, es
pot arribar a la conclusié que la mutacié es troba en
algun ARNt codificat en el genoma mitocondrial,
o bé que es tracta d’'una delecié6 de TADNmt que

afecta diverses proteines, diversos ARNt i els ARNT.

Per confirmar els resultats dels assajos d’activitat en-

zimatica, s’analitza el consum global doxigen de la
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cadena respiratoria mitocondrial (activitat oxidativa)
a partir de lestimulacié dels complexos I, II, i III
mitjangant substrats especifics de cada complex. En
funcié de la resposta en el consum doxigen de cada
complex, es pot discriminar si la disfuncié es troba en
el complex I, II o I11, o si, en canvi, és present en tots
els complexos de la cadena (Mitochondrial Medicine So-

ciety’s Committee on Diagnosis et al., 2008).

Tanmateix, la fisiopatologia d’aquestes malalties encara
no ha estat del tot establerta, ja que lefecte direc-
te d’algunes de les mutacions, a hores d’ara, no és
predictible i no se sap de quina manera poden com-
prometre els sistemes de produccié denergia. A més,
com que es desconeixen les interaccions proteiques i
proteina-ADNmt que es duen a terme dins del mi-
tocondri, no estan definides quines conseqiiéncies
tenen les lesions en el sistema de produccié dener-
gia 1 quines respostes cel'lulars se’n poden derivar,
cosa que fa impossible en l'actualitat que hi hagi un
tractament eficag per a les malalties mitocondrials

(Pfeffer et al., 2012; Vafai i Mootha, 2012).

1.8.2. Caracteristiques genétiques

Des de principis dels anys noranta, la identificacié
de les alteracions genétiques ha contribuit significa-
tivament al diagnostic de les malalties mitocondrials

i a lelucidacié de la seva etiologia. Des de llavors,
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diverses mutacions han estat associades a un déficit
en el sistema de produccié energetica, ja es trobin en
gens codificats en TADNmt o en TADNn. Les mu-
tacions que s’han descrit sén molt diverses i actuen
modulant diferents nivells: alterant directament les
subunitats de la cadena transportadora delectrons,
comprometent el manteniment i lexpressié de
IADNmt, modificant els patrons de regulacié de la
biogénesi mitocondrial o de l'activitat fosforilativa,
empitjorant el transport i la sintesi de nucleotids, o
bé canviant la composicié i la dinamica de les mem-
branes mitocondrials (Vafai i Mootha, 2012). Gracies
als nombrosos descobriments genétics, actualment
les malalties mitocondrials es poden classificar en
funcié de l'afectacié genética que les origina, aixo
és: mutacions en ’ADNmt, delecions en TADNmt
i mutacions en proteines mitocondrials codificades
en el genoma nuclear (d’aquestes tltimes només de-

tallarem les que cursen amb deplecié de TADNmt).

Mutacions puntuals en TPADNmt

Hi ha diverses malalties associades a mutacions
puntuals de TADNmt, les quals presenten mani-
festacions cliniques molt heterogénies (taula 3)
entre les quals hi predominen la debilitat muscular,
la hipotonia, la fatiga i episodis d’ataxia (Chinnery,
2010). Aquesta heterogeneitat es podria explicar per

lexisténcia d’heteroplasmia; és a dir, lexisténcia de
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proporcions diferents d’ ADNmt salvatge i mutat en
funcié del teixit. A més, la proporcié I’ ADNmt mu-
tat pot variar entre individus, entre teixits del mateix
individu i entre céllules d’'un mateix teixit. I, a més,
cada teixit pot tenir un llindar diferent de molécules

d’ADNmt mutat per expressar la malaltia.

Hi ha mutacions presents en les regions que corres-
ponen als ARN¢t, als ARNria les regions codificants
per proteines. Pel que fa a les mutacions en ARN de
transferéncia, la primera descrita és la de TARNt per
la leucina i és una transicié A>G a la posicié 3.243.
Aquesta mutacié és la més freqiient i causa MELAS
(Ciafaloni et al., 1992), tot i que altres mutacions en
altres ARNt també han estat associades a aquesta
malaltia. De fet, hi ha descrites 11 mutacions dife-
rents en TARNE per la leucina que causen sindromes
diferents, el que indica la complexitat de la genética
mitocondrial i la gran variabilitat clinica associada a
les mutacions de 'TADNmt (figura 9).

La segona mutaci6é més freqiient és la transicié A>G
que es troba a la posicié 8.344 de TARN per la li-
sina, causant de la sindrome d'epilépsia mioclonica
associada a fibres vermelles esquingades (MERRE,
de Yangles myoclonic epilepsy with ragged red fibers)
(Shoffner et al., 1990), malgrat que també en aquest
cas shan trobat altres mutacions en altres ARNt

causants d’aquesta sindrome. Un altre exemple de
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mutacié puntual en ARNt és la transicié T>C en
IARN pel glutamat codificat a la posicié 14.709, cau-
sant de miopatia mitocondrial amb diabetis (Hao e
al,, 1995). S’ha descrit una mutacié a TARNr 125, 1a
transicié A>G ala posicié 1.555, associada a sordesa
neurosensorial no sindromica sensible a aminoglu-
cosids (Prezant et al., 1993). Finalment, referent a
les mutacions puntuals en gens de TADNmt que

codifiquen per proteines, shan descrit diverses

causants de la sindrome de Leigh, la sindrome de
LHON, la cardiomiopatia histiocitoide infantil,
MELAS, la degeneraci6 estrionigral mitocondrial
infantil; i associades a la sindrome de neuropatia,
ataxia i retinosi pigmentada (NARP, de l'angles
neuropathy, ataxia, and retinitis pigmentam); i totes
aquestes afecten o bé el gen MT-ATP6, algun dels
gens MT-ND o el gen MT-CYB (Verge ez al., 2011).

3-
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Figura 9. Representacio de I'’ARNt per la leucina en la que

figura 9

s’indica les mutacions causants de

diverses malalties mitocondrials. MMC: Miopatia i cardiomiopatia mitocondrials / DMFD: Diabetis
mellitus i sordesa / PEM: Encefalomiopatia / MELAS: sindrome d’encefalomiopatia mitocondrial
amb episodis d’ictus / MM: Miopatia mitocondrial / MERRF: sindrome d’epilepsia mioclonica

associada a fibres vermelles esquincades.
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Delecions del genoma mitocondrial

Les delecions grans del genoma mitocondrial van
ser descobertes per la técnica del Southern blot el
1988 (Holt et al,, 1988), i des d’aleshores shan pu-
blicat nombrosos articles que les relacionen amb
malalties i que intenten elucidar els efectes i els me-
canismes de delecié. La porcié de part delecionada
és variable, pero la delecié més comuna, present en el
35% dels casos, és la que va des del gen M'T-ATPS8
fins al gen MT-NDS5, englobant 4.977 kb. Aquestes
delecions grans han estat associades a CPEQO, a KSS
i a la sindrome de Pearson (PS, de I'anglés Pearson
syndrome), 1 també a gairebé totes les sindromes
dencefalopaties mitocondrials. En alguns casos,
s’ha observat que molécules d’ ADNmt delecionades
conviuen amb altres molécules ’ADNmt duplicades
o dimeritzades (Rtig et al., 1995),1a qual cosa permet
formular la hipotesi que algun mecanisme de repli-

cacié del genoma mitocondrial esta alterat.

Els simptomes que engloben aquestes malalties s6n:
paralisi de la musculatura ocular (CPEO i KSS),
ptosi (CPEO), acumulacié de pigment a la retina
(KSS), ataxia cerebel-losa i bloqueig cardiac (KSS),
anémia infantil (PS), pancitopénia (PS) i deficit en
lactivitat exocrina pancreatica (PS), entre d’altres
(Chinnery, 2010; Verge et al., 2011). Totes aquestes ma-

nifestacions evidencien el paper importantissim de
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la integritat del genoma mitocondrial en el funcio-

nament de multiples organs.

Les sindromes de deplecié mitocondrial

D’altra banda, cal destacar les sindromes de deplecié
de TADNmt (MDS, de l'anglés mitochondrial deple-
tion syndrome), causades per mutacions en gens mi-
tocondrials codificats al nucli i que es caracteritzen
per una reduccié en el nombre de copies de TADN-
mt respecte als rangs de normalitat esperats en cada
teixit. Aquestes sindromes, que segueixen un patré
d’heréncia autosdmica recessiva, cursen, general-
ment, en infants i es caracteritzen per un retard en
el desenvolupament, problemes neurologics, acidosi
lactica i intolerancia a l'exercici, entre d’altres simp-

tomes (E/-Hattab i Scaglia, 2013).

La depleci6 de TADNmt esta originada per mu-
tacions en gens que participen en la replicacié del
genoma mitocondrial, com sén els gens POLG,
POLG2 i TWINKLE, o bé gens que sencarre-
guen del transport i la sintesi de dNTPs del meta-
bolisme nucleotidic, concretament els gens TYMP,
DGUOK, TK2, SLC25A19, MPV17, SUCLA2,
SUCLG1 i RRM2B (Copeland, 2008).

els mitocondris
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Taula 4. Sindromes de deplecid mitocondrial: caracteristiques i simptomatologia.

g:al:)cllfrzglige;i(t’gcondrial Edat d’inici Simptomes comuns

Hepatocerebrals

- Disfuncio hepatica
Relacionades amb - Retard en el desenvolupament psicomotor
el gen DGUOK Neonatal - le_JotOIjle‘l _

- Acidosi lactica

- Hipoglucemia

- Disfuncid hepatica
- Retard en el desenvolupament psicomotor

Relacionades amb - - Hipotonia
el gen MPV17 Infancia - Acidosi lactica
- Hipoglucémia
- Leucoencefalopatia

- Disfuncid hepatica
- Retard en el desenvolupament psicomotor
- Epilepsia
- Ataxia i neuropatia
] - Hipotonia i espasmes
eRIeIaclonades amb Infancia - Episodis d’ictus i de mioclonia
gen POLG . .
- Parkinsonisme
- Nistagme
- Somnoléencia i irritabilitat
- Pérdua de la vista i I'audicio
- Atrofia cerebral generalitzada

- Disfuncid hepatica
- Retard en el desenvolupament psicomotor

- Epilepsia
Relacionades amb Neonatal o ﬂff&?ﬁ:a periférica
el gen C100rf2 infancia p .

- Oftalmoplegia

- Nistagme i ataxia
- Cetosi i acidosi lactica
- Atrofia en I’escorca cerebel-losa
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Miopatica

Relacionada amb

- Hipotonia i debilitat muscular
- Afectacid dels musculs facials

Infancia - Disfagia
el gen TK2 S
g - Disartria
- Nivells elevats de creatinina-fosfocinasa en serum
Encefalomiopatiques
- Hipotonia i debilitat muscular
- Retard en el desenvolupament psicomotor
. - Trastorns d’alteracié dels moviments
Ef’s'z(::;‘%‘:j%fz‘zbi Infancia - Deteriorament en I'audici6
SUCLG1 - Epilépsia
- Retard en el creixement
- Acidosi lactica
- Atrofia cortical i del gangli basal
- Hipotonia i debilitat muscular
Relacionada amb Neonatal o - Retard en el desenvolupament
e - Microcefalia
el gen RRM2B R . _—
9 infancia - Pérdua de la capacitat d’audicio
- Acidosi lactica
Neurogastrointestinal
- Dismotilitat gastrointestinal
L - Pérdua de pes
Relacionada amb Infancia tardana . s s
el gen TYMP 0 adolescencia - Neurapatia periférica

- Nivells alts de timidina i desoxiuridina en plasma
- Leucoencefalopatia

Segons la mutacié que presenten els individus,
aquestes sindromes es poden classificar en quatre
subsindromes: miopatica, encefalomiopatica, hepa-
tocerebral i neurogastrointestinal (E/-Hattab i Scaglia,

2013). Totes aquestes presenten manifestacions cli-

niques molt diverses (taula 4) que indueixen a pen-
sar en la gran importancia d’un correcte nombre de
copies ADNmt en teixits demandants denergia

com el fetge, el cervell i el muscul.

els mitocondris
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els trastorns mentals

2.1. Questions generals

L' Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) defineix la salut com un estat complet de benestar fisic, mental
i social, i no Gnicament com 'abséncia d’afeccions o malalties. I, en referéncia a la salut mental, la defineix
com un estat de benestar en el qual I'individu és conscient de les seves propies capacitats, pot afrontar les
tensions normals de la vida, pot treballar de forma productiva i fructifera i és capag de fer una contribucié a
la seva comunitat. A Thora de definir els trastorns mentals, ’OMS té en compte que comprenen una amplia
gamma de problemes amb simptomes diferents, perd que, no obstant aixd, generalment es caracteritzen
per una combinacié d’alteracions en els pensaments, les emocions, el comportament i les relacions amb els
altres. Aquestes alteracions tenen lloc en el cervell i, com a conseqiiéncia, causen angoixa i/o discapacitat en
les persones afectades.

La visi6 de la salut mental ha anat canviant al llarg dels anys i és diferent en cultures diferents. Per aquest
motiu, la definicid, 'avaluacié i la classificacié dels trastorns mentals també ha anat variant al llarg dels anys.
En l'actualitat hi ha criteris estandard per a la classificacié dels trastorns mentals ampliament utilitzats, tot
i que el continuum que es déna entre la salut mental i la malaltia mental, la comorbiditat entre diferents
trastorns i la poca especificitat dels simptomes d’aquests fa que el diagnostic sigui complex.

En la segona meitat del segle xx, i en la majoria de paisos occidentals desenvolupats, es van dur a terme can-
vis importants tant en relacié amb les consideracions socials de les persones afectades per problemes greus de
salut mental com amb lorganitzacié de I'atencié que calia que rebessin. Pel que fa a I'Estat espanyol, la Llei
general de sanitat del 1986 planteja el pas d’un model tradicional, basat en hospitals psiquiatrics monogra-

fics, a 'atencié comunitaria i integrada en les grans estructures del Sistema Nacional de Salut.

Analisi de TADN mitocondrial en el trastorn mental greu
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Cal assenyalar que el desenvolupament real d’aques-
ta Llei ha estat diferent en funcié de cada comunitat
autonoma. Per tant, a principis dels anys vuitanta es
va comengar a fer émfasi en la necessitat de tractar de
forma adequada i integral les persones que pateixen
un trastorn mental greu.

Només avancant en el coneixement de letiologia

2.2. Sistemes de diagnostic

Actualment hi ha dos sistemes que permeten la
classificacié de les malalties psiquiatriques en la
clinica i la recerca. Aquests dos sistemes sén la
Classificacié internacional de malalties, conegut
com ICD (de Yangles, Internacional Classification
of Diseases) i el Manual diagnostic i estadistic dels
trastorns mentals conegut com a DSM (de l'an-
gles, Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders).

El sistema ICD classifica i codifica totes les malal-
ties, esta publicat per TOMS i és emprat en tot el
moén per classificar les causes de morbiditat i de
mortalitat, amb finalitats de politica sanitaria, epi-
demiologiques o d’aplicacié clinica. Es va crear el
1945 i, des de llavors, s’ha revisat diverses vegades
de tal manera que la desena versi6 és la utilitzada

actualment.

dels trastorns mentals es podran realitzar diag-
nostics més acurats, desenvolupar tractaments més
especifics 1 actuar de forma preventiva en els casos
de risc de patir algun d’aquests trastorns. D’aquesta
manera, s'aconseguira evitar els efectes que aquestes
malalties produeixen sobre els individus, les families

ila societat.

El sistema DSM és especific per a les malalties
mentals i estd publicat per I'’Associacié Americana
de Psiquiatria. E1 DSM es va elaborar a partir de
dades empiriques i amb una metodologia descripti-
va, amb lobjectiu de millorar la comunicacié entre
clinics i entre clinics i investigadors. Es el sistema
de diagnostic més utilitzat en recerca clinica i, per
aquest motiu, és el sistema de classificacié emprat
en la present tesi. Es va publicar per primer cop el
1952, pero s’ha anat actualitzant i, recentment, sha
editat la cinquena versi6 (DSM-5). En el moment
de l'avaluacié dels participants en aquest estudi, els
criteris de diagnostic seguien la quarta edicié del
DSM (DSM-1V), perd cal destacar que la cinquena
versié incorpora alguns canvis en la classificacié i
en la concepcié dels trastorns mentals. El princi-
pal canvi consisteix que, malgrat que es mantenen
la categoritzacié i la subclassificacié dels diversos

trastorns, s’aposta per una dimensionalitat i un

els trastorns mentals
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continuum de les expressions simptomatologiques.
Aquests canvis impliquen I'acceptacié que algunes

de les caracteristiques simptomatologiques poden

2.3. Trastorn mental greu

Els trastorns mentals greus sén aquells que cursen
amb afectacié de diversos ambits el bon funciona-
ment dels quals és considerat imprescindible per
gaudir de benestar i salut mental. Aquests ambits
fan referéncia a l'estat d’anim i a lexpressié d’aquest,
a lorganitzacié del pensament, a les relacions fami-
liars i interpersonals, al desenvolupament social i la-
boral i a 'autonomia. S6n malalties que requereixen
un tractament continu i un reajustament freqient
d’aquest, ja que sovint s’alternen episodis de relativa
normalitat amb d’altres en els quals els simptomes
sén més aguts. Com a resultat d’aixo, les persones
amb trastorn mental greu poden ser capaces de fun-
cionar de manera independent per un periode de
temps, perd necessiten suport en diversos ambits en
altres moments de la malaltia. Es fa servir el terme
frastorn per designar una malaltia que compromet
el normal funcionament d’'un ésser huma, perd de
la qual no es coneix letiologia ni la fisiopatologia.
Lesquizofrénia, el trastorn bipolar i el trastorn de-
pressiu major son tres trastorns mentals greus que

s’han estudiat en el present treball.
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estar associades a més d’un trastorn mental, la
desaparicié d’algunes categories diagnostiques i la

modificacié d’alguns criteris d’exclusié.

2.3.1. Trastorns psicotics

Segons el DSM-1V, els trastorns psicotics sén tras-
torns mentals greus que causen alteracions del pen-
sament i de la percepcié, i fan que les persones amb
psicosi perdin el contacte amb la realitat. Dos dels
simptomes principals s6n les allucinacions i els de-
liris. Les allucinacions sén percepcions falses, sense
que hi hagi un estimul real, sent les auditives les més
freqiients. Els deliris sén pensaments il'logics sense
base real, no fonamentats en cap creenga cultural
compartida i que no es poden rebatre amb argu-
mentacié logica, sent les idees de persecucié les més
freqiients. Aquesta simptomatologia pot ser propia
d’un trastorn psiquiatric o bé pot estar causada per

substancies o per una altra malaltia somatica.

Els simptomes psicotics poden estar presents en di-
versos trastorns psiquiatrics, com el trastorn bipolar,
la depressié major i alguns trastorns greus de la per-
sonalitat, perd es reserva el terme de trastorn psi-
cotic per a aquells casos en els quals els simptomes

psicotics sén els més prominents i més caracteristics.
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Lesquizofrénia i els trastorns esquizofreniforme,
delirant, esquizoafectiu, psicotic breu, psicotic com-
partit, psicotic causat per una malaltia medica, psi-
cotic induit per substancies i psicotic no especificat
s'inclouen en aquesta categoria. D'entre tots aquests,

lesquizofrénia és el diagnostic més prevalent.

2.3.1.1. Lesquizofrénia

Lesquizofrénia és un trastorn psicotic generalment
cronic que té una prevalenca del 0,5% i una incidéncia
anual del 0,16% (McGrath et al., 2008). Segons TOMS,
lesquizofrénia és la cinquena causa d’incapacitat
mundial (WHO, 2008) i s'associa a un augment de
la incidéncia de malalties meédiques generals i de
mortalitat, especialment per suicidi (Ba/hara i Verma,
2012; Martens et al., 2013). De manera general, s'inicia
durant I'adolescéncia o a l'inici de l'edat adulta; la
mitjana d’edat d’inici per als homes és als 18 anys,
mentre que per a les dones ho és als 25 (Sham et al,
1994), 1 s’ha observat que és 1,4 vegades més fre-

qiient en homes que en dones (McGrath, 2006).

Es caracteritza per una série de simptomes, com
sén les alteracions en les percepcions, manifesta-
des en forma d’al'lucinacions, i les alteracions del
contingut del pensament, manifestades en forma
de deliris. També sén freqients la desorganitzacié

del llenguatge i del comportament, i els simptomes

Helena Torrell Galceran

negatius que es manifesten com a deficits en la res-
posta emocional i social i en alteracions de l'activitat
diaria. La combinacié d’aquests simptomes pot
ser molt variable entre els pacients i en un mateix
pacient pot variar al llarg del temps, perd compro-
met enormement el funcionament normal de les
persones que els pateixen. A més, poden aparéixer
problemes de disminucié en la capacitat neurocog-
nitiva; és a dir, reduccié o deteriorament de funcions
psicologiques basiques tals com la memoria, 'aten-
ci6, la resolucié de problemes i la cognicié social

(Sadock i Sadock, 2009).

Per facilitar el maneig dels simptomes a la practica
clinica i també a la recerca, aquests es poden classi-
ficar en simptomes positius (deliris, al'lucinacions,
pensament desorganitzat, hiperactivitat), simpto-
mes negatius (dificultats en la parla, incoheréncia
emocional, pérdua de motivacié) i simptomes ge-
nerals (angoixa, sentiments de culpa, desorientacio,
manierismes, preocupacié i dificultat en el control
d’impulsos). Aquests simptomes poden ser avaluats
i quantificats mitjancant diverses escales com la
PANSS (de l'angles, Positive and Negative Syndrome
Scale), formulada per Kay i col-laboradors (Kay et
al, 1987), 1 traduida i adaptada al castella (Peralta

i Cuesta, 1994), molt emprada en clinica i recerca.

els trastorns mentals
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Diagnostic

El diagnostic desquizofrénia, segons el DSM-1V,
sefectua a partir de 'avaluacié de la simptomato-
logia present en el moment de I'avaluacié i anterior
(taula 5), es descarta que no sexpliqui millor per un
altre trastorn, sexclou la preséncia d’altres malalties
no psiquiatriques o I'ds de substancies que puguin
desencadenar aquests simptomes i, posteriorment,
es classifica en un dels cinc subtipus de lesquizofre-
nia: paranoide, catatonic, desorganitzat, indiferen-
ciat i residual. La recent versi6 DSM-5 ha eliminat
la classificacié en subtipus perqué aquests es defi-
nien en funcié de quins simptomes eren presents
de forma predominant en el moment de I'avaluacio.
Tanmateix, els simptomes que un pacient presenta
sovint canvien d’un subtipus a un altre i, fins i tot, es
poden solapar simptomes caracteristics de dos sub-
tipus en un mateix pacient. Per tant, es va conside-
rar que les diferéncies entre els subtipus quedaven
difuminades i que aquests no tenien validesa ni

utilitat per als clinics.

Etiologia

Letiologia de lesquizofrénia és complexa i al llarg
de la historia s’han desenvolupat diverses hipotesis
per explicar-la implicant mecanismes diversos tals
com: neurotransmissié dopamininérgica entre d’al-
tres sistemes de neurotransmissié (Lau et al., 2013);

canvis anatomopatologics en diverses regions del
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cervell (Iritani, 2013), alteracions del metabolisme
cerebral (Buchsbaum et al, 2007); disfuncié en el sis-
tema endocri i en 'immunitari (Kulkarni et al., 2012;
Fineberg i Ellman, 2013) 1 factors que actuen durant el
neurodesenvolupament (Piper et al., 2012). A més, els
factors psicosocials fruit de diverses formes d’adver-
sitat social també estan implicats en el desenvolupa-

ment i l'aparicié de les psicosis (Lim et al., 2009).

Es creu que hi ha diversos factors de risc que podrien
interaccionar i contribuir a 'aparicié de lesquizofre-
nia. Molts d’aquests factors actuarien durant el des-
envolupament primerenc del cervell; és a dir, durant
el periode de gestacid, el part i en els primers anys
de vida (McGrath et al., 2010), o durant el desenvolu-
pament tarda, a I'adolescéncia i el principi de l'edat
adulta. Per exemple, es coneix que haver nascut en un
ambit urba confereix risc a patir la malaltia, aixi com
haver estat exposat a malalties infeccioses durant
la gestaci6 (Brown i Derkits, 2010), o haver abusat de

substancies durant 'adolescéncia (Arendt et al., 2008).

Un metaanalisi dels factors de risc que poden inter-
venir en el desenvolupament de lesquizofrénia ha
revelat associacions amb letapa del neurodesenvolu-
pament, adversitats socials en la infancia i en ledat
adulta, I'is de drogues psicoactives, el génere masculi
i el fet de ser emigrant (van Os ez al., 2010). En qualse-

vol cas, de tots els factors que shan estudiat, el factor
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Taula 5. Criteris DSM-IV per al diagnostic de I'esquizofrénia.

A. Simptomes caracteristics.
Dos (0 més) dels segiients, cadascun d’aquests present durant una part significativa d’'un periode d’un mes (0
menys, si han estat tractats amb éxit).

1. Deliris.

2. Al-lucinacions.

3. Discurs desorganitzat (p. ex. incoheréncia).

4. Comportament catatonic o greument desorganitzat.

5. Simptomes negatius, p. ex. aplanament afectiu (falta o disminucié de resposta emocional),
alogia (falta o disminucié de la parla) o abdulia (falta o disminuci6 de la motivacid).

Nota: Només es requereix un simptoma del criteri A si els deliris son estranys, o si els deliris consisteixen en
una veu que comenta continuament els pensaments o el comportament del subjecte, o si dos 0 més veus
conversen entre si.

B. Disfuncio social/ocupacional.

Durant una part significativa del temps des de I'inici de I'alteracid, una o diverses arees importants d’activitat,
com son el treball, les relacions interpersonals o la cura d’un mateix, estan clarament per sota el nivell previ a
I’inici del trastorn (0, quan I'inici és en la infancia o adolescéncia, fracas quant a aconseguir el nivell esperable
de rendiment interpersonal, academic o laboral).

C. Durada.

Persisteixen signes continus de I'alteracié durant, almenys, 6 mesos. Aquest periode de 6 mesos ha d’incloure,
com a minim, un mes de simptomes (0 menys, si s’ha tractat amb éxit) que compleixin el criteri A, i pot incloure
els periodes prodromics o residuals. Durant aquests periodes prodromics o residuals, els signes de I'alteracio
poden manifestar-se només per simptomes negatius o per dos 0 més simptomes de la llista del criteri A, pre-
sents de forma atenuada (p. ex., creences rares, experiéncies perceptives no habituals).

D. Exclusio dels trastorns esquizoafectius i de I’estat d’anim.
El trastorn esquizoafectiu i el trastorn de I'estat d’anim amb simptomes psicotics s’han descartat
per la causa segiient:

estabe aixi aixo? {1, N hj ha hagut cap episodi depressiu major, maniac o mixt concorrent amb els simptomes de la fase
activa, o
2. Si els episodis de I'alteracid animica han aparegut durant la fase activa, la seva durada total ha estat
breu amb relacio a la durada dels periodes actiu i residual.

E. Exclusié de consum de substancies i de malaltia médica.
El trastorn no és causat pels efectes fisiologics directes d’alguna substancia (per exemple, un medicament, Us
d’una droga) o d’una malaltia médica.

F. Relacié amb un trastorn generalitzat del desenvolupament.

Si hi ha historia de trastorn autista o d’algun altre trastorn generalitzat del desenvolupament, el diagnostic ad-
dicional d’esquizofrenia només es produira si les idees delirants o les al-lucinacions també es mantenen durant
almenys un mes (0 menys si s’han tractat amb éxit).

els trastorns mentals
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de risc més important per desenvolupar esquizofrénia
és tenir un familiar amb la malaltia (Sullivan et al,
2005), 1 aix0, sumat a lelevada heretabilitat (Sullivan
et al,, 2003), indica que les alteracions genétiques sén
una causa etiologica de pes considerable. Des de fa
temps, es considera com a hipotesi més plausible que
lesquizofrénia és una malaltia complexa promogu-
da per la interaccié de factors genétics i ambientals

(van Os i Kapur, 2009).

2.3.2. Trastorns de l'estat d’anim
Els trastorns de lestat d’anim sén aquells que cur-
sen amb una alteracié de l'estat d’anim, del control
de lestat d’anim i de lexpressié d’aquest. Llestat
d’anim és un to vital intern i mantingut que in-
flueix en el comportament de cada persona i en
com aquesta percep lentorn que lenvolta. Llestat
’anim pot ser normal, elevat o deprimit, i pot ser
expressat externament de diferents maneres. Aquest
procés s'anomena expressié afectiva o afectivitat. Les
persones mentalment sanes controlen quin és el
seu estat d’anim i com lexpressen, mentre que les
persones afectades d’un trastorn de lestat d’anim
perden aquest control i tenen una sensacié de ma-
lestar constant. Els trastorns de l'estat d’anim sén
el trastorn bipolar, el ciclotimic, la depressié major,
la distimia i el trastorn depressiu no especificat. Els
trastorns més incapacitants sén el trastorn bipolar i

la depressié major, que seran estudiats en la present
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tesi. El trastorn bipolar es caracteritza per la presen-
cia d’'un o més episodis d’anim elevat, generalment
combinats amb episodis destat d’anim deprimit.
La depressié major es caracteritza per la preséncia
d’un o més episodis d’estat d’anim deprimit sense la

preséncia d’episodis d’estat d’anim elevat.

Diagnostic

Per efectuar el diagnostic de trastorn bipolar o bé
de depressié major segons el DSM-1V, s’avalua la
simptomatologia present en el moment de I'avalua-
cié i anterior i sencaixa dins d’'un episodi, es des-
carta que no sexpliqui millor per un altre trastorn,
sexclou la preséncia d’altres malalties no psiquiatri-
ques o 'is de substancies que puguin desencadenar
aquests simptomes i, finalment, sespecifica de quin

trastorn es tracta, la seva intensitat i el seu curs.

En el DSM-5 també hi ha canvis que afecten el
diagnostic d’aquests dos trastorns de lestat d’anim.
Pel que fa al trastorn bipolar, i amb la finalitat de
millorar el diagnostic i poder detectar-ne primers
episodis, es fa émfasi en la preséncia de canvis en
lactivitat i en lenergia, a més dels de lestat d’anim.
També selimina la definicié depisodi mixt per con-
siderar-lo massa estricte i en el seu lloc s'incorpora
el terme “caracteristiques mixtes”, que poden estar
associades tant a l'episodi maniac com al d’anim de-

primit. A més, en el trastorn depressiu major, sha
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decidit ometre el dol per la pérdua d’un ésser esti-
mat com a criteri d’exclusid, ja que es considera que
no hi ha prou evidéncies que indiquin que la pérdua
d’un ésser estimat no sigui un factor de risc per

desenvolupar un episodi depressiu.

Etiologia

Letiologia dels trastorns de lestat d’anim és com-
plexa i inclou factors genétics i psicosocials. Malgrat
que es coneixen alguns dels factors que estarien im-
plicats en els episodis depressius, en els episodis ma-
niacs i en el viratge d’un episodi depressiu a un de
maniac i viceversa, com per exemple els canvis esta-
cionals (Schaffer et al., 2003), Letiologia dels trastorns

de l'estat d’anim tampoc no esta del tot establerta.

Hi ha diverses hipotesis que al llarg de la historia
han intentat explicar letiologia dels trastorns de l'es-
tat d’anim. Aquestes hipotesis impliquen un paper
cabdal dels neurotransmissors (Cousins et al., 2009;
Werner i Covenas, 2010), de leix hipotalamic-pituita-
ri-adrenal (Holsboer et al., 2001), una possible desregu-
lacié hormonal (Kraus et al., 1997; Khemka et al., 2011;
Lin i Sibille, 2013), alteracions del sistema immunitari
(Dantzer et al., 2008; Séderlund et al, 2011), anomalies
anatomopatologiques en diverses regions cerebrals
(Sheline, 2003) 1 factors psicosocials (Carr et al., 2013).
En els trastorns de l'estat d’anim, tenir un familiar

amb la malaltia també és un factor de risc per desenvo-
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lupar-la, tal com succeeix en els trastorns psicotics, 1 per
tant la genética juga un paper cabdal en aquestes malalties
(Jones et al., 2004).

Tanmateix, U'heretabilitat d’aquestes dues malalties
és diferent, 40% per a la depressié major enfront del
75% en el trastorn bipolar, i esta globalment accep-
tat que ambdds trastorns sexpliquen per una inte-
raccié de genética i ambient (Klenge/ i Binder, 2013).
També esta acceptat que alguns dels factors que es-
tan implicats en el desenvolupament dels trastorns
de lestat d’anim sén compartits amb els implicats
en el desenvolupament de lesquizofrénia. Aquestes
evidéncies reforcen la teoria del continuum, en la
qual es formula la hipotesi que la simptomatologia
present en aquests tres trastorns pot estar com-
partida entre si. Aixi, es planteja lexisténcia d’'una
continuitat simptomatica, de manera que cada un
d’aquest trastorns es trobaria en un punt entre-
mig variable d’aquesta continuitat lineal. Per tant,
es proposen factors genétics que condicionen, es-
pecificament, algunes d’aquestes caracteristiques
simptomatologiques, i que la combinacié d’aquests
amb altres factors genétics i amb factors ambientals
conduirien a 'aparicié d’un trastorn o d’un altre. Hi
hauria, doncs, factors genétics de risc presents en
tots els trastorns i factors genétics especifics de cada

trastorn (Burmeister et al., 2008).
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2.3.2.1. El trastorn bipolar

El trastorn bipolar, abans conegut com a psicosi
maniacodepressiva, és un trastorn mental greu que
es caracteritza per fluctuacions més o menys inten-
ses de lestat d’anim de la persona afectada. Aixi, el
malalt bipolar oscil'la entre els episodis deuforia o
estat hipertimic i els de depressié. El trastorn bipolar
té una prevalenga d’1,3% (Smith et al., 2013), una in-
cidencia anual de 1'1%, sense diferéncies de génere,
i és considerada la sisena causa d’incapacitat segons
IPOMS (WHO, 2008). Pot aparéixer des de la infan-
tesa i fins als 50 anys, tot i que apareix amb més fre-
quéncia en I'adolescéncia o a I'inici de l'edat adulta

(Leboyer et al., 2005).

El trastorn bipolar es caracteritza per I'aparicié d’un
o més episodis corresponents a un estat d’anim ele-
vat, que pot ser maniac, hipomanfac o mixt, que
habitualment s’alternen amb episodis de depressié.
El DSM-1V estableix els criteris que defineixen
cadascun d’aquests episodis per poder fer-ne el
diagnostic (taules 6, 7 i 8). En els episodis d’anim
manfac sén freqients els simptomes seglients:
efusié, augment desmesurat de l'autoestima, fuga
d’idees, pérdua de la capacitat de concentracié, dis-
minucié del son i idees delirants de grandesa. Com

a expressié d’aquest estat d’anim, apareixen actituds
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desinhibides, impulsives, temeraries i extravagants.
Els episodis hipomaniacs es caracteritzen per un
estat anim elevat, perd els simptomes no sén sufi-
cientment greus per ocasionar deteriorament labo-
ral i social, i no compleixen tots els criteris per defi-
nir un episodi maniac. En casos greus, pot aparéixer
ideacié delirant. En lepisodi mixt, conviuen, simul-
taniament, caracteristiques d’anim deprimit amb
d’altres d’anim elevat, de tal manera que les perso-
nes pateixen canvis destat d’anim que passen de la
tristesa a l'euforia, irritabilitat, agitacié, insomni o
hipersdmnia, alteracié de la gana, simptomes psi-

cotics i ideacié de mort o suicida.

En combinacié amb aquests simptomes, poden
apareixer canvis en el nivell d’activitat i en les fun-
cions cognitives, la parla i les funcions vegetatives, i
originar un deteriorament en les relacions interper-

sonals, socials i laborals (Sadock i Sadock, 2009).

En funcié del tipus depisodi de l'estat d’anim que
presentin, sestableixen dos subtipus del trastorn bi-
polar. El diagndstic de trastorn bipolar de tipus I
és per a aquells casos que presenten episodis d'estat
d’anim maniac o bé mixt en combinacié (o no) amb
episodis destat d’anim deprimit. El diagnostic de

trastorn bipolar de tipus II és per a aquells casos que
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experimenten episodis hipomanfacs en combinacié
amb un o més episodis depressius. També hi ha pa-
cients que experimenten episodis alternats d’estat
d’anim depressiu 1 d’anim euforic, perd aquests
episodis no sén suficients en nombre, importancia,
gravetat o durada com per complir els criteris per a
un episodi depressiu o maniac, i aquests pacients s6n
diagnosticats de trastorn ciclotimic. La present tesi
es focalitzara en el trastorn bipolar de tipus I (que a

partir d’ara serd anomenat trastorn bipolar).

2.3.2.2. La depressié major

El trastorn depressiu major, també anomenat
depressié unipolar o depressié major, és un
trastorn mental greu que es caracteritza per I'apa-
ricié d’'un o més periodes destat d’anim deprimit,
de major o menor durada, sense preséncia d’episodis

manfacs, mixtos o hipomaniacs.

La depressié major té una prevalenca del 19% (Smizh
et al., 2013), sent la malaltia psiquiatrica més preva-
lent i que, segons TOMS, el 2020 esdevindra la se-
gona causa d’incapacitat (WHO, 2008), darrere de les
malalties cardiovasculars. Té una incidéncia anual
de I'1,5%, apareix, generalment, entre els 20 i els 50

anys, 1 és més freqiient en dones que en homes.
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Els criteris per diagnosticar un episodi depressiu
major estan descrits en la taula 6. En els episodis
dlestat d’anim deprimit apareixen simptomes com,
per exemple, pérdua d’interés per les coses, peérdua
denergia, sentiments de culpa, dificultats de con-
centraci6, pérdua de gana, idees de mort i sensacié
de tristesa, de desesperacié i d’inutilitat. Cal desta-
car, perd, que lestat d’anim depressiu no és exclusiu
de la depressié major ni del trastorn bipolar, ja que
també apareix en pacients afectats de distimia, que
lexperimenten de manera cronica i sense periodes
de normalitat i, tot i que els simptomes s6n menys
greus, no impedeixen el funcionament social i labo-
ral i la seva manifestacié no compleix tots els criteris
d’episodi depressiu del DSM-IV. La present tesi es

centrara en el trastorn depressiu major.
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Taula 6. Criteris DSM-IV per al diagnostic de I'episodi depressiu major.

A. Preséncia de cinc (o més) dels simptomes segiients durant un periode de 2 setmanes
que representen un canvi respecte a I'activitat prévia; un dels simptomes ha de ser:
1. estat d’anim depressiu o0 2. perdua d’interés o de la capacitat per al plaer.

Nota: No s’inclouen els simptomes que sonclarament deguts a malaltia medica o les idees delirants o
al-lucinacions no congruents amb I'estat d’anim.

1. Estat d’anim depressiu la major part del dia, gairebé cada dia segons indica la propia persona
(p. ex., se sent trist o buit) o I'observacid d’altres (p. ex., plor).

2. Disminucid acusada de I'interés o de la capacitat per al plaer en totes o practicament totes les
activitats, la major part del dia, gairebé cada dia (segons refereix la propia persona o observen
els altres). Pérdua important de pes sense fer régim o augment de pes (p. ex., un canvi de més
del 5% del pes corporal en 1 mes), 0 pérdua o augment de la gana gairebé cada dia.

3. Insomni o hipersdomnia gairebé cada dia.

4. Agitacio o alentiment psicomotors practicament cada dia (observable pels altres, no tan sols
sensacions d’inquietud o d’estar alentit).

5. Fatiga o pérdua d’energia gairebé cada dia.

6. Sentiments d’inutilitat o de culpa excessius o inapropiats (que poden ser delirants)
practicament cada dia no només autoretrets o culpabilitat pel sol fet d’estar malalt).

7. Disminucid de la capacitat per pensar o concentrar-se, o indecisid, gairebé cada dia
(ja sigui una atribucio subjectiva o una observacié d’altres).

8. Pensaments recurrents de mort (no tan sols la por a la mort), ideacio suicida recurrent
sense un pla especific 0 un intent de suicidi, o un pla especific per suicidar-se.

B. Els simptomes no compleixen els criteris per a un episodi mixt.

C. Els simptomes provoquen malestar clinicament significatiu
o deteriorament social, laboral o d’altres arees importants de I'activitat de I'individu.

D. Els simptomes no son deguts als efectes fisiologics directes d’una substancia
(p. ex., una droga, un medicament) o una malaltia medica (p. ex., hipotiroidisme).

E. Els simptomes no s’expliquen millor per la preséncia d’un dol

(p. ex., després de la pérdua d’un ésser estimat), sind que persisteixen durant més de 2 mesos, 0 es
caracteritzen per una acusada incapacitat funcional, preocupacions morbides d’inutilitat, ideacio suicida,
simptomes psicotics o alentiment psicomotor.
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Taula 7. Criteris DSM-IV per al diagnostic de I'episodi maniac.

A. Un periode diferenciat d’un estat d’anim anormal i persistentment elevat, expansiu o irritable,
que dura almenys una setmana (o qualsevol durada si es necessaria I’hospitalitzaciod).

B. Durant el periode d’alteracié de I’estat d’anim, han persistit tres (0 més) dels simptomes segiients
(quatre si I'estat d’anim és només irritable) i han estat presents en un grau significatiu:
1. Autoestima exagerada o grandiositat.
2. Disminucid de la necessitat de dormir (p. ex., se sent descansat després de només 3 hores de son).
3. Més parlador de I’habitual o verborreic.
4. Fuga d’idees o experiéncia subjectiva que el pensament esta accelerat.
5. Distractibilitat (p. ex., I'atencid es desvia massa facilment cap a estimuls externs banals).

6. Increment de I’activitat intencionada (socialment, en el treball o en els estudis, o0 sexualment)
0 agitaci6 psicomotora.

7. Implicacié excessiva en activitats plaents que tenen un alt potencial per produir conseqiiéncies
greus (p. ex., fer compres irrefrenables, indiscrecions sexuals o inversions economiques irracionals).

C. Els simptomes no compleixen criteris per a I’episodi mixt.

D. Lalteracio de I'estat d’anim és suficientment greu per provocar deteriorament del funcionament laboral
o de les activitats socials habituals, o de les relacions amb els altres, o per necessitar hospitalitzacio a fi
de prevenir els danys a un mateix o a d’altres, o hi ha simptomes psicotics.

E. Els simptomes no son deguts als efectes fisiologics directes d’una substancia
(p. ex., una droga, un medicament o altres tractaments) ni a una malaltia medica (p. ex., hipertiroidisme)

Taula 8. Criteris DSM-IV per al diagnostic de I'episodi mixt.

A. Es compleixen els criteris, tant per a un episodi maniac com per a un episodi depressiu major
(excepte en la durada), gairebé cada dia durant, almenys, un periode d’una setmana.

B. L'alteracio de I'estat d’anim és suficientment greu per provocar deteriorament laboral o de les
activitats socials habituals, o de les relacions amb els altres, o per necessitar hospitalitzacio a fi de
prevenir els danys a un mateix o a d’altres, o hi ha simptomes psicotics.

C. Els simptomes no son deguts als efectes fisiologics directes d’una substancia

D. Lalteracio de 'estat d’anim és suficientment greu (p. ex., una droga, un medicament o un altre
tractament) ni a una malaltia medica (p. ex., hipertiroidisme).

Nota: Els episodis semblants a la mania que son clarament causats per un tractament somatic
antidepressiu (p. ex., un medicament, terapia electroconvulsiva, terapia luminica) no han de ser
diagnosticats com a trastorn bipolar.
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2.4. Genetica dels trastorns mentals

2.4.1. Visi6 general

La base hereditaria de les malalties psiquiatriques
es va reconéixer a meitat del segle passat, atés que
gracies a estudis depidemiologia genética de risc
familiar, de bessons i d’adopcié es va comprovar
que la genetica influenciava considerablement en
laparicié de la majoria de malalties psiquiatriques
(Plomin, 1994). Per tant, una vegada es va conéixer
que els factors genétics tenien un paper rellevant
en el desenvolupament dels trastorns mentals, se’n
va promoure 'abordament genétic creient que se-
ria leina clau per elucidar-ne letiologia i la fisio-
patologia. Projectes com el del Genoma Huma, el
HapMap, el dels 1000 Genomes, 'TENCODE (de
Vanglés, Encyclopedia of DNA Elements), juntament
amb el Pyschiatric Genomics Consortium (PGC),
han facilitat avancar en el coneixement de la base
genetica de diverses malalties mentals a partir de la

integracié de grans quantitats de dades.

A partir de la década dels noranta, es van comengar
a emprar técniques d’analisi genética per a dur a ter-
me diversos abordaments i trobar factors genétics
concrets associats a les malalties psiquiatriques. Les
principals técniques emprades per generar informa-

cié geneética han estat i sén els estudis de lligament
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i els d’associacié. Els estudis de lligament permeten
localitzar un al'lel associat a una caracteristica de la
malaltia o a la propia malaltia a partir de lestudi de
I'ADN de families amb membres afectats i no afec-
tats mitjancant lobservacié de cosegregacié d’aquest
al'lel amb uns marcadors genétics coneguts. Aquests
estudis es van dur a terme, majoritariament, a la de-
cada dels noranta i a principis del 2000. Els estudis
d’associaci6 cerquen variants de TADN ja descrites,
variants comunes en la poblacié que puguin estar
associades a una determinada malaltia, comparant
la seva freqiiéncia entre un grup de pacients i un
grup de controls. Els dos abordaments tenen limita-
cions: els estudis de lligament tenen poca poténcia
per detectar al-lels de baix risc, i els estudis d’asso-
ciacié només tenen poteéncia si I'al'lel és comd, o si
s'analitzen grans nombres de mostres. Tanmateix,
han aportat evidéncies que impulsen a continuar
investigant el vessant genétic de les malalties psi-
quiatriques. Amb l'aparici6 de técniques d’alt rendi-
ment, s’ha pogut analitzar tot el genoma o gran part
d’aquest en un nombre de mostres cada vegada més
gran de tal manera que s’han pogut obtenir moltes
dades de cop. Aquestes han estat especialment re-
llevants en estudis d’associacié en els que s’han po-

gut detectar nombrosos /oci que estan implicats en
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el desenvolupament dels trastorns mentals. Aquests
estudis d’associaci6é de tot el genoma, anomenats
GWAS (de 'angles, genome-wide association studies)
han permeés analitzar un gran nombre de variants
(al voltant de 500.000) en grans grups d’individus
i obtenir informacié sobre la implicacié de deter-
minades variants comunes en aquestes malalties, ja
siguin variacions d’'un nucleotid (SNPs, de 'angles
single nucleotide polymorphisms) o variants estructu-
rals (CNV, de l'angles Copy Number Variants) ja si-

guin insercions o delecions.

Darrerament sestan emprant i sempraran en el futur,
les técniques de seqiienciacié massiva també cone-
guda com a seqiienciacié de nova generacid, que per-
meten lestudi massiu i simultani de milions de frag-
ments d’ADN en un tnic experiment de tal manera
que es pot seqiienciar tot el genoma, tot el conjunt
de regions codificants (exoma), o una regié génica
escollida de manera rapida, economica i de moltes
mostres alhora. El fet de conéixer tota la seqiiéncia,
permet trobar variants rares, és a dir, no descrites
anteriorment i per tant poc freqiients, i ampliar el
coneixement de la base genética dels trastorns psi-
quiatrics. Un altre camp abordat és el de lepigenética
i del paper de les regions no codificants com a me-
canisme regulador del genoma amb moltes possibili-

tats d’estar implicat en l'aparicié de malalties.
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De totes maneres, durant molt de temps expres-
sions del tipus “la genética ha fallat en lestudi de
les malalties psiquiatriques” o “no hi ha cap gen per
les malalties psiquiatriques” han estat habituals dins
la comunitat cientifica. Aixo ha estat aixi perque es
tracta de malalties complexes que presenten una
heréncia multifactorial i a més de I'heréncia polige-
nica, hi estaran involucrats factors tant diversos com
I'heterogeneitat dels loci, la penetrancia incompleta,
la interacci6 genética i la interaccié genético-am-
biental, entre d’altres. Els principals obstacles sén
I'heterogeneitat tant genética com fenotipica i la
possibilitat que les categories cliniques no siguin
homologues als patrons genétics (Newton-Cheb i

Hirschhorn, 2005; Chanock et al., 2007).

Malgrat totes aquestes dificultats, ara ens trobem
en un punt d’inflexié. Hi ha un gruix d’evidéncies
solides en aquests darrers quatre anys que comencen
a consolidar la identificacié de factors genétics que
estan implicats en letiologia dels trastorns mentals
greus. Shan identificat i posteriorment confirmat
determinades variants comunes que tenen un petit
efecte sobre el fenotip perd que estan implicades en
les malalties psiquiatriques (Schizophrenia Psychiatric
GWAS Consortium, 2011; Cross-Disorder Group of PGC,
2013).1 d’altra banda, s’han identificant variants es-

tructurals poc freqiients que tenen un gran efecte
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sobre el fenotip (taula 9) i que s’ha vist que també
estan implicades en altres malalties psiquiatriques
(Mowry i Gratten, 2012). Aixi doncs, podriem dir que
estem al comengament d’'una nova era en la psi-
quiatria genética en la que els descobriments de
nous factors genétics no han fet més que comengar

(Kendler, 2013).

Focalitzant en els trastorns d’estudi en aquest treball
de tesi, cal destacar dos blocs devidéncies genéti-
ques. El primer bloc fa referéncia a esquizofrénia i
trastorn bipolar, trastorns en els quals I'heretabili-
tat és elevada, 81% per a lesquizofrénia i 75% per
al trastorn bipolar, i els estudis genétics han estat

relativament reeixits a I’hora de trobar-hi elements

Taula 9. Principals resultats confirmats en esquizofrénia i trastorn bipolar.

Variants estructurals en esquizofrénia

Localitzacio Tipus
1g21.1 Delecio
2p16.3 Delecid
3p29 Delecid
3p29 Duplicacio
7936.3 Duplicacio
15¢11.2 Delecid
15q13.3 Delecio
15q11.2-13.1 Duplicacio
16p11.2 Duplicacid
16p13.1 Duplicacio
17q12 Delecid
22q11.21 Delecid

OR (95% IC)

OR =8,3(3,7 -19,9)
OR=8,2(3,8-19,4)
OR=17 (1,4 - 1198,4)
OR = o0 (1,6 - o)
OR=4(1,5-11,9)
OR=27(1,5-4,9)
OR =9,9 (4,3 - 24,4)
OR=7,3 (1,2 - 50)
OR=11,6 (5,6 - 29,3)
OR=3,3(1,3-7,9
OR =9,9 (3,4 - 28,5)
OR = oo (35,9 - o)

Variants d’un sol nucleotid

Esquizofrénia

Localitzacio OR (95% IC)

CACN1C 1,07 (1,05 -1,10)
MHC 1,22 (1,16 -1,29)
MIR137 1.12 (1.09 -1.16)

Trastorn bipolar

Localitzacio OR (95% IC)
CACN1C 1,07 (1,05 -1,10)
0DZ4a 1,14 (1,11 -1,25)
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genétics associats. D’altra banda, el segon bloc fa re-
feréncia a la depressié major, un trastorn amb una
heretabilitat mitjana del 37% i amb menys estudis
d’eéxit que atribueixin una associacié entre un factor

genctic i aquest trastorn.

2.4.2. Resultats d’estudis d’associacié

En les tres malalties, el primer que es va descartar va
ser una heréncia de tipus mendelia, perqué no s’ha
trobat cap gen que, de manera tnica i inqiiestiona-
ble, estigui directament associat a poder desenvo-
lupar cap dels tres trastorns. Des d’aleshores, sha
analitzat la preséncia de variants puntuals (d’un sol
nucleotid) o bé estructurals que poguessin conferir

risc a patir alguna d’aquestes malalties.

Pel que fa a variants estructurals, sha trobat que
pacients amb trastorn bipolar i esquizofrénia te-
nen més carrega de variants estructurals que els
controls (International Schizophrenia Consortium, 2008;
Zhang et al., 2009), perd no se n'han pogut identifi-
car en depressié major. Recentment, s’han descrit
nou variants estructurals en malalts d'esquizofrénia
que podrien estar associades a la malaltia: dues al
cromosoma 1 i una en cadascun dels cromosomes
segients 2,3,7,15,16,17 1 22 (Levinson et al., 2011).
Aquestes variants estructurals tenen valors dopor-
tunitat relativa (OR) elevats (més conegut en angles

com odds ratio), valor que indica la forca de l'asso-

Helena Torrell Galceran

ciacié estadistica entre ser portador d’una variant i
presentar la malaltia. Tanmateix, estan presents en
una proporcié petita de casos i tenen poca pene-
trancia i, a més, semblen poc especifiques, perque,
per exemple, algunes variants associades a lesqui-
zofrénia també han estat associades a l'autisme i a
la discapacitat intel'lectual, entre d’altres (Mowry i
Gratten, 2012; Sullivan et al., 2012). Dit d’una altra ma-
nera, serien variacions que estarien implicades en el
desenvolupament de diversos trastorns mentals. En
aquest sentit, un estudi recent ha investigat la relacié
entre la preséncia d’aquestes variants estructurals i
deéficits en processos cognitius a partir de I'analisi
del funcionament cognitiu en tres grups d’indivi-
dus: sense malaltia mental i sense presentar aquestes
variants, sense malaltia mental perd presentant al-
guna d’aquestes variants i pacients desquizofrénia
amb preséncia d’alguna d’aquestes variants. Lestudi
conclou que els individus sans, perd portadors de les
variants, presenten un funcionament cognitiu entre-
mig dels individus sans sense les variants i els pa-
cients d’esquizofrénia portadors d’aquestes variants

(Stefansson et al., 2014).

Pel que fa a variants puntuals comunes, una recent
metanalisi elaborada a partir de GWAS promoguts,
majoritariament, pel Pyschiatric Genomics Consor-
tium, i que suma més de 17.000 pacients desquizo-

frénia, més d’11.000 pacients amb trastorn bipolar i

els trastorns mentals
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fins a 50.000 controls, ha detectat 17 variants comu-
nes associades a esquizofrénia i 3 variants comunes
associades al trastorn bipolar (Sullivan et al., 2012).
Aquestes variants es troben en gens molt diversos
i lassociacié més forta, pel que fa a lesquizofrénia,
s’ha localitzat en una regié del complex major d’his-
tocompatibilitat (abreujat en anglés, MHC), amb
una oportunitat relativa d’1,22 (Schizophrenia Psychia-
tric GWAS Consortium, 2011).

En canvi, per a trastorn bipolar, 'associacié més for-
ta es troba en una variant al gen CACNA1C (canal
de calci depenent de voltatge) amb una oportunitat
relativa d’1,14 (Psychiatric GWAS Consortium Bipolar
Disorder Working Group, 2011). En paral'lel a aques-
ta metanalisi, un recent GWAS en pacients des-
quizofrénia i la metanalisi subseglient han replicat
la implicacié de la regi6 MHC en lesquizofrénia,
han reportat implicacié del gen CACNA1C tam-
bé en el risc de patir esquizofrénia i han descrit
22 variants comunes associades a aquesta malal-
tia, entre les quals hi ha 13 de noves (Ripke ¢t al,
2013a). D’aquestes 22 variants, 13 estan implicades
en ARN llargs no codificants (IncRNAs, de I'angles
long-non-coding RNA), 1 una esta relacionada amb el
microARN 137 (MIR137), anteriorment ja impli-
cat en lesquizofrénia (Schizophrenia Psychiatric Geno-
me-Wide Association Study (GWAS) Consortium, 2011). A
més, d’aquestes 22 variants, n’hi ha dues que podrien

estar implicades en la senyalitzacié del calci. Aquest
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resultat, sumat al fet que s’han trobat variants co-
munes en els gens implicats en la senyalitzacié de
calci en esquizofrénia, trastorn bipolar, depressié
major i autisme entre d’altres (Splawski et al., 2004;
Cross-Disorder Group of PGC, 2013), ha fet que els ca-
nals de calci sestiguin convertint en un punt de

mira per a l'estudi de les malalties psiquiatriques.

Els estudis genétics referents a la depressié major
no han estat del tot fructifers, atés que cap GWAS
ha trobat evidéncies solides (Sullivan et al, 2012) i
la meganalisi promoguda pel Psychiatric Genomic
Consortium, que incloia 9.240 pacients de depressié
major 1 9.519 controls, i 1,2 milions d’'SNP en la
primera fase i 6.783 pacients, 50.695 controls i 554
SNP en la fase de confirmacid, no va poder iden-
tificar associacié amb la malaltia en cap dels SNP
analitzats (Ripke et al., 20135). Es tracta d'una malal-
tia molt heterogeénia en la qual els factors ambien-
tals probablement juguen un paper molt important
(Kendler et al., 2004). A més, com que 'heretabilitat
és més baixa, en comparacié amb la de Tesquizo-
frénia i el trastorn bipolar, els estudis d’associacié
requeririen nombres de mostra molt més grans per

aconseguir la mateixa poténcia estadistica.

Malgrat que els resultats sén diversos i els estudis
d’associacié identifiquen variants que confereixen

un risc molt baix per desenvolupar la malaltia, as-
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senyalen gens que estan implicats en diversos tras-
torns mentals (Cross-Disorder Group of PGC, 2013).
A més, a partir dels resultats dels GWAS que han
analitzat SNP i CNV, s’han proposat diversos me-
canismes etiologics que poden estar implicats en el
desenvolupament d’aquests trastorns (Fromer et al.,

2014; Yu et al., 2014).

Resumint, es pot afirmar que hi ha suficients dades
que evidencien que l'esquizofrénia i el trastorn bipo-
lar sén malalties poligeéniques i que la vulnerabilitat
a patir-les esta influenciada per variants genétiques
localitzades en centenars de /oci (Giusti-Rodriguez i

Sullivan, 2013), perd aquests resultats no expliquen el

100% de I'heretabilitat observada.

2.4.3. Resultats d’estudis

de seqiienciaci6é massiva

La seqiienciacié massiva és un camp molt promete-
dori malgrat recentment s’han desenvolupat diver-
ses tecnologies que molt probablement contribuiran
a ampliar el coneixement de la base genética dels
trastorns mentals, els estudis desenvolupats fins ara
sén molt preliminars. En relacié amb lesquizofre-
nia, els estudis sén molt recents i inclouen poques
mostres (revisat a Réthelyi et al., 2013). Alguns han
analitzat tot el genoma (Need et al., 2012; Kong et al.,

2012), d’altres han seqiienciat tot lexoma (Girard et

Helena Torrell Galceran

al, 2011; Xu et al., 2011; Xu et al., 2012) i un ha ana-
litzat els exons i altres regions no codificants rela-
cionades amb gens candidats anteriorment descrits
(Crowley et al., 2013). Els resultats més rellevants sén
més freqiiencia d’SNP rars en pacients que en con-
trols i més preséncia de mutacions no sinonimes per
cada mutacié sindnima en pacients desquizofrénia
en comparacié amb individus sans. Pel que fa al
trastorn bipolar, els estudis de seqiienciacié massiva
sén molt limitats. Un estudi recent, en el qual s’ha
analitzat tot l'exoma de families amb diversos mem-
bres afectats de trastorn bipolar que presentaven
bona resposta al liti, reporta una elevada preséncia
d’SNP rars i de variants estructurals rares, és a dir,
presents en menys d’'un 1% de la poblacié (Cruceanu
et al, 2013). Finalment, en relacié amb la depressié
major, hi ha un unic estudi que ha comparat l'exoma
de pacients en funcié de la resposta al tractament, i
han identificat que I'al'le] menys freqiient de 'SNP
1541271330 del gen BMP5 (de l'angles, bone mor-
phogenetic protein 5) estd associat a una pitjor resposta
al tractament, cosa que suggereix un paper d’aquest
gen en la farmacogeneética dels farmacs antidepres-
sius (Tummiste et al., 2013). Tot i que sén estudis molt
inicials, permeten formular la hipotesi que la combi-
nacié de variants comunes de baix risc amb variants
rares d’alt risc jugaran un paper rellevant en el des-

envolupament d’aquestes dues malalties.

els trastorns mentals
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2.4.4. Resultats d’estudis epigenetics

Lepigenética també és un camp destudi promete-
dor en les malalties psiquiatriques. Els fenomens
epigenétics sén aquells que influeixen sobre lexpres-
si6 dels gens, tot 1 que no es troben en la seqiiéncia
de TADN. Actuen mitjangant la modificacié de les
histones que empaqueten TADN o bé la metilacié
de les citosines de les illes CpG que es troben en
les regions reguladores dels gens (Zthurikov, 2009). E1
paper de lepigenética en les malalties psiquiatriques
ha anat lligat a la teoria del neurodesenvolupament,
que afirma que canvis en el desenvolupament ce-
rebral podrien condicionar I'aparicié d’un trastorn
psiquiatric (Kofink et al, 2013). En un estudi amb
teixit cerebral post mortem de pacients desquizofre-
nia i trastorn bipolar es va veure que el promotor del
gen de TMB-COMT (de 'anglés, membrane-bound
catechol-O-methyltransferase) estava hipometi-
lat en pacients desquizofrénia i trastorn bipolar en
comparaci6 amb els controls (Abdolmaleky et al., 2006).
Un altre estudi també en teixit cerebral va trobar
una alteracié del patré de metilacié en molts gens
involucrats en el sistema gabaérgic i glutamateérgic,
en el desenvolupament cerebral i en la funcié mito-
condrial (Mill et al., 2008). Un estudi recent en teixit
cerebral post mortem va analitzar el patré de metila-
cié de 485.000 regions CpG de 24 pacients d'esqui-

zofrénia en comparacié amb 24 individus control.
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Va trobar 2.929 gens en els quals el patré de meti-
laci6 era diferent després d’ajustar per diverses va-
riables intrinseques de la mostra, alguns d’aquests ja
reportats com a gens associats a la malaltia (Wockner
et al., 2014). En la depressié major, el gen més estu-
diat és el BDNF (de 'anglés, brain derived neurotro-
phic factor), que es relaciona tant amb la tardanga en
la resposta al tractament farmacolodgic com amb la
susceptibilitat a desenvolupar un trastorn depressiu
com a consequéncia de situacions vitals estressants.
Aquest gen codifica per una proteina que actua com
a factor de creixement i de diferenciacié neuronal
durant el desenvolupament, i s’hi ha descrit un
augment de metilacié d’histones (revisat a Mahgoub
i Monteggia, 2013). Els estudis epigeneétics indiquen
que aquest gen pot estar associat al trastorn depres-
siu, pero cal indicar que la majoria de resultats shan

identificat en models animals.

2.4.5. Conclusions globals

A partir dels estudis genétics duts a terme en els tras-
torns mentals es poden extreure tres conclusions. La
primera és que cal explorar altres vessants genétics
encara poc abordats com sén: les regions no codifi-
cants; els mecanismes reguladors del genoma com
els microARN, els ARN llargs no codificants i els
mecanismes epigenetics, i les variacions exdniques

no comunes. La segona conclusié és que cal abordar
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les implicacions bioldgiques de les variants genéti-
ques que ja s’ha identificat que estan associades als
trastorns mentals. I la tercera conclusi6 és que cal
avangar en l'analisi conjunta de dades genomiques,
transcriptdmiques, protedmiques, metabolomiques,
cliniques i de neuroimatge en global per intentar
desxifrar la complexitat present en aquestes malal-
ties per tal que aquestes analisis condueixin a canvis
en el tractament, la prevencié i el consell genétic
(Hosak, 2013).

En aquest analisi global, cal destacar la importancia
d’incloure-hi una molécula ’ADN habitualment
oblidada en la recerca genética: TADNmt. Les im-
plicacions de TADNmt i del mitocondri en lesqui-
zofrénia, el trastorn bipolar i la depressié major es

descriuen al segiient apartat.

Helena Torrell Galceran
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imp[icacia’ dels mitocondris
en el trastorn mental greu

3.1. Visid general

S’han fet nombrosos estudis que han buscat variants genétiques en els cromosomes nuclears que poguessin
estar implicades en l'esquizofrénia, el trastorn bipolar i la depressié major. Tanmateix, els resultats obtinguts
no poden donar una explicaci6 de la fisiopatologia d’aquests trastorns. Per aquest motiu i altres motius, com
s6n lobservacié d’alteracions en lestructura i funcié mitocondrial en pacients amb un trastorn mental greu,
el mitocondri i el seu genoma es proposen com a elements que participarien en el seu desenvolupament. Hi
ha diverses evidéncies que indiquen que TADNmt pot estar implicat en el desenvolupament del trastorn
mental greu. D’una banda, els mitocondris tenen una rellevancia important en el cervell per l'elevada deman-
da energetica de les seves cél-lules. De I'altra banda, la replicacié constant del genoma mitocondrial, la des-
proteccié per manca d’histones, l'exposicié a molécules molt reactives com les ROS ila manca de sistemes de
reparacié fan pensar que es podrien acumular mutacions implicades en 'aparicié d’aquestes malalties. I, per
ultim, sobretot en lesquizofrénia i també en el trastorn bipolar i depressié major, hi ha diversos estudis que
indiquen un excés d’heréncia materna en aquesta malaltia, i en aquest cas sorgeix la hipotesi que mutacions
o variants heretades a través de la mare podrien contribuir al desenvolupament o a l'expressié fenotipica

d’aquestes malalties.

Aixi doncs, hi ha un lligam que uneix les malalties psiquiatriques i la biologia mitocondrial. En aquest sen-
tit, les evidéncies de la implicacié mitocondrial en letiologia de l'esquizofrénia, trastorn bipolar i depressié

major han anat en augment.

Analisi de TADN mitocondrial en el trastorn mental greu
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3.2. Alteracions en I’estructura i funcio mitocondrials

Hi ha diverses evidéncies de disfuncié mitocon-
drial en el trastorn mental greu relacionades, per
una banda, amb canvis en lestructura i la densitat
mitocondrial, i d’altra banda, amb el metabolisme
energetic, el sistema de produccié6 denergia i la

preséncia d’estrés oxidatiu.

3.2.1. Canvis en la ultraestructura

mitocondrial

Hi ha diversos estudis que reporten canvis en la
ultraestructura mitocondrial, perd hi ha certa con-
troversia perqué es creu que aquests canvis poden
ser fruit de la medicacié. En cél'lules sanguinies de
pacients d'esquizofrénia, s’han vist mitocondris in-
flamats (Naneishvili i Zurabashvili, 1976; Inuwa et al.,
2005) o menys proporcié de mitocondris (Inuwa et al.,
2005) en pacients quan es comparen amb individus
control. En oligodendrocits de pacients desqui-
zofrénia també s’han vist menys nombre de mito-
condris que en individus sans (Uranova et al., 1996;
Kung i Roberts, 1999; Uranova et al., 2001) i hiperplé\—
sia d’aquests (Kolomeets i Uranova, 1999). Tanmateix, a
diferéncia del que s’havia reportat préviament, estudis
més recents i exhaustius duts a terme en teixit cerebral
de pacients desquizofrénia i controls no han trobar cap
resultat concloent (Somerville et al, 2011). En referéncia

al trastorn bipolar, shan trobat mitocondris més petits

en cortex prefrontal i agregacions d’aquests en cel-lules
sanguinies (Cataldo et al., 2010). No hi ha estudis fets en

pacients amb depressié major.

3.2.2. Alteracions en el

metabolisme energetic

S’han realitzat diversos estudis per avaluar el meta-
bolisme energetic en esquizofrénia i trastorn bipo-
lar, perd aquests estudis no han estat desenvolupats
en depressié major. Un bloc dels estudis ha estat
realitzat in vivo per tal d’avaluar el metabolisme
energétic mitjangant espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RIMN). Altres estudis han estat
in vitro 1 han avaluat nivells d’expressié génica de
gens relacionats amb el metabolisme energétic en

teixit cerebral i en cél'lules sanguinies.

Esquizofrenia

En relacié amb lesquizofrénia, un estudi transcrip-
tomic, protedmic i metaboldomic dut a terme en teixit
cerebral va reportar que l'expressié dels gens relacio-
nats amb el metabolisme energétic i lestrés oxidatiu
diferenciava, en un 90%, els pacients d'esquizofrénia
dels individus sans (Prabakaran et al., 2004) i un any
més tard, un altre estudi en teixit cerebral posz mor-
tem també va identificar un descens en lexpressié

dels gens relacionats amb el metabolisme oxidatiu

implicacio dels mitocondris en el trastorn mental greu
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mitocondrial (A/zar et al, 2005). Tanmateix, els resul-
tats d’aquests estudis van ser posteriorment qiies-
tionats atés que no tenien en compte la influéncia
del pH del bioespécimen en els resultats dexpressié
genica, fet que, tal i com veurem més endavant, pot
ser determinant en les analisis d’expressio.

Draltra banda, els estudis ' RMN que han estudiat
el metabolisme energétic cerebral mitjancant la de-
teccié de I'isotop 31 del fosfor incorporat a les mole-
cules d’ATP i d’altres fosfodiésters del metabolisme
energetic, han trobat nivells més baixos d’aquestes
molécules en 1obul frontal, 16bul temporal i ganglis
basals en pacients desquizofrénia en comparacié
amb individus control (Fujimoto et al., 1992; Kegeles et
al., 1998; Volz et al., 2000). Tanmateix, un estudi pos-
terior que emprava la mateixa técnica, no va trobar
diferéncies entre pacients i controls quant als nivells
d’ATP i altres fosfodiésters en cortex prefrontal

(Shirayama et al., 2004).

Trastorn bipolar

Pel que fa al trastorn bipolar, també un estudi
d’RMN amb I'ts de I'isdtop 31 del fosfor va observar
una reduccié del metabolisme dels fosfolipids i de
lenergia cellular en cortex dorsolateral frontal dels
pacients en comparacié amb individus sans (Frey et
al, 2007). A més, un estudi en limfocits en cultiu va
mostrar una capacitat reduida d’aquests per adaptar

lexpressié geénica en resposta a un medi amb poca
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glucosa en comparacié amb la resposta dels limfocits

d’individus sans (Naydenov et al., 2007).

3.2.3. Canvis en l'activitat de

a cadena respiratoria mitocondrial

Dlactivitat enzimatica dels complexos mitocon-
drials, la capacitat de consumir oxigen de la cadena
respiratoria mitocondrial (activitat oxidativa) i la
produccié d’ATP han estat analitzades in vitro en
cél'lules sanguinies i en cortex prefrontal en les tres
malalties, perd sobretot en esquizofrénia (taula 10).
Els estudis elaborats amb teixit cerebral tenen di-
verses limitacions: sovint només analitzen una regié,
no consideren lefecte de la medicacié i tampoc ca-
racteristiques de la mostra rellevants com, per exem-

ple, linterval post morzem.

Esquizofreénia
Lany 2001, en un estudi amb pacients desquizofre-

nia i individus control que analitzava el complex I, es
va proposar que l'activitat d’aquest complex I en pla-
quetes era un marcador fiable de lestat del pacient,
atés que correlacionava positivament amb la severitat
dels simptomes (Dror et al., 2002). Aquest resultat esta-
va precedit d’'un altre estudi en plaquetes de pacients
desquizofrénia, que va analitzar l'activitat enzimatica
dels complexos I 1 IV i va detectar un increment de
Pactivitat del complex I (Ben-Shachar et al., 1999).

Tanmateix, no hi ha hagut estudis posteriors que
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Taula 10. Principals resultats dels analisis d’activitat enzimatica en pacients d’esquizofrenia i de trastorn bipolar.

@ teixit cerebral

complex |

<<=P» |

complex Il

> >

complex IV

< <P > |

cortex prefrontal ESQ Andreazza et al., 2010
cortex prefrontal TB Andreazza et al., 2010

Cl + ClIl cortex temporal ESQ Maurer et al., 2001
Cl + ClIl gangli basal ESQ Maurer et al., 2001

putamen ESQ Prince et al., 2001
nucli acumbents ESQ Prince et al., 2001

cortex frontal ESQ Whatley et al., 2010
putamen ESQ Prince et al., 2010

nucli acumbents ESQ Prince et al., 2001 =
nucli caudat ESQ Caveller et al., 2001
cortex frontal ESQ Maurer et al., 2001

#” cel-lules sanguinies

A ESQ Drop etal., 2002
A ESQ Ben-Shachar et al., 1999
= TB Ben-Shachar et al., 1999

TB Ben-Shachar et al., 1999

ESQ esquizofrenia / TB trastorn bipolar

hagin confirmat aquesta relacié. De fet, un estudi en
cortex prefrontal no va trobar diferéncies en l'activi-
tat enzimatica del complex I de pacients desquizo-
frénia en comparacié amb individus sense malaltia
psiquiatrica (Andreazza et al., 2010). En altres regions
i altres complexos, hi ha molta controvérsia en els
resultats reportats. Per exemple, no s’havien trobat
diferéncies en lactivitat del complex IV en pla-
quetes (Ben-Shachar et al., 1999), perd si que se’n van
apreciar en teixit cerebral: en nucli caudat i cortex
frontal i temporal es va trobar una reduccié de l'ac-
tivitat enzimatica, mentre que en putamen i nucli

acumbents se’n va trobar un augment (Cavelier et al.,

1995; Prince et al., 1999; Maurer et al., 2001). Tanmateix,
aquest resultat no estava en concordanga amb un al-
tre estudi similar en cortex frontal que no va apreciar
cap diferéncia (Whatley et al, 1996). D’altra banda,
s’ha descrit un descens en lactivitat del complex I
+ complex III en cortex temporal i gangli basal de
pacients (Maurer et al., 2001) i un augment de lactivi-
tat del complex II en putamen i nucli acumbents de

pacients (Prince et al., 1999).

El gran repte d’aquests resultats és discriminar quin
és el paper de la medicacié en el canvi en les acti-

vitats enzimatiques de la cadena respiratoria mito-

implicacio dels mitocondris en el trastorn mental greu
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condrial (Casademont et al., 2007). En relacié amb aixo,
un estudi de linies de limfocits transformats de pa-
cients amb esquizofrénia va reportar una capacitat
de consumir oxigen reduida, per part de la cadena
respiratdria mitocondrial quan el complex I era esti-
mulat en cultius iz vitro d’aquestes cél-lules lliures de

la influéncia de medicaments (Rosenfeld et al., 2011).

Trastorn bipolar

Tant en el trastorn bipolar com en la depressié
major hi ha menys estudis que explorin l'activitat
enzimatica dels complexos mitocondrials. En estu-
dis que comparaven pacients amb trastorn bipolar i
controls s’ha reportat que els pacients presentaven
menys activitat del complex I en teixit del cortex
prefrontal (Andreazza et al., 2010), pero, en canvi, no
es produia cap alteraci6 en plaquetes (Ben-Shachar et
al, 1999) ni en la capacitat de consumir oxigen de la
cadena respiratoria mitocondrial de limfocits trans-

formats (. Rosenfeld et al., 2011).

Depressié major

En la depressié major no shan trobat alteracions
de lactivitat enzimatica del complex I en plaque-
tes (Ben-Shachar et al, 1999), ni tampoc en cortex
prefrontal (Andreazza et al., 2010). Tanmateix, en un
estudi dut a terme a partir de biopsies musculars si

que es va descriure que pacients amb diagnostic de
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depressié major i, a més, amb preséncia de simpto-
mes tipics de les malalties mitocondrials presenta-
ven menor produccié d’ATP i valors menors en els
quocients enzimatics en comparacié amb individus

sans (Gardner et al., 2003).

3.2.4. Estrés oxidatiu

Un mal funcionament de la cadena transportadora
delectrons porta associada una acumulacié d’espe-
cies reactives doxigen i, conseglientment, un estrés
oxidatiu (Andreazza, 2012). En teixit cerebral post
mortem de pacients amb trastorn bipolar, shan vist
alteracions proteiques fruit de lestres oxidatiu (An-
dreazza et al., 2010), perd no s’han reportat en teixit
de pacients desquizofrénia ni depressié major. Si
que s’ha reportat excés de productes de la peroxi-
dacié lipidica fruit de lestrés oxidatiu en cortex
cingulat de pacients amb esquizofrénia i trastorn
bipolar (Wang et al., 2009) i nivells baixos de l'enzim
antioxidant glutatié en cortex prefrontal d’indivi-
dus amb esquizofrénia, trastorn bipolar i depressié
major (Gawryluk et al., 2011). També s’han reportat
nivells alts de superoxid dismutasa i de substancies
reactives de l'acid tiobarbituric, indicadores d’estrés
oxidatiu en sérum de pacients amb esquizofrénia i
trastorn bipolar en comparacié amb individus sans

(Andreazza et al., 2008; Kunz et al., 2008).
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3.3. Evidéncies d’heréncia materna

Les evidéncies d’heréncia materna en lesquizofrénia
i en trastorn bipolar es van comengar a descriure a
principis dels anys noranta, fet que va originar la hi-
potesi de la implicacié del genoma mitocondrial i de

la funcionalitat mitocondrial en aquests trastorns.

Esquizofrénia

Hi ha diversos estudis que han mostrat un major risc
de patir esquizofrénia si es té un familiar afectat en la
linia materna que si el familiar malalt és de la linia pa-
terna (Shimizu et al., 1987; Goldstein et al., 1992; Wolyniec
et al., 1992; Maier et al., 1993; Swerdlow et al, 1999). Un
estudi que es va fer amb fills de germans bessons, en
els quals un bessé tenia un fill malalt desquizofrénia
i T'altre bess6 no, es va veure que els fills que desen-
volupaven la malaltia tenien, amb més freqiiéncia, la
mare afectada que el pare (Gottesmann i Bertelsen, 1989).
Un estudi posterior no va trobar excés d’heréncia
materna en 439 families, perd si una tendéncia molt
propera a la significacié (DeLisi et al, 2000). Recent-
ment, el nostre grup de recerca ha descrit un incre-
ment del risc de patir esquizofrénia en els familiars
que comparteixen TADNmt amb un malalt desqui-
zofrénia respecte als familiars que no comparteixen
aquest material genétic. A més, en les dones, compar-

tir TADNmt amb un pacient desquizofrénia també
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conferia un elevat risc per desenvolupar un trastorn

d’ansietat i depressié major (Verge et al., 2012).

Trastorn bipolar

En el trastorn bipolar s’ha observat més preséncia
de mares afectades que de pares afectats i major risc
de patir la malaltia si és té la mare afectada de tras-
torn bipolar (McMahon et al., 1995). Un any més tard,
també es va reportar un excés d’heréncia materna
en un estudi que analitzava 57 families (Gershon et
al., 1996). D’altra banda, hi ha altres estudis que no
han pogut demostrar que hi hagi aquest component
matern en la transmissi6 del trastorn bipolar (Kao et

al., 1996; Grigoroiu-Serbanescu, 1998).

Depressié major

En la depressié major, la preséncia d’heréncia ma-
terna només ha estat explorada en un estudi. Aquest
estudi va analitzar 672 families amb casos de depres-
si6 major i va trobar que els familiars que seguien
la linia materna, i per tant compartien TADNmt,
tenien un risc més elevat de desenvolupar la malal-
tia que els familiars que no compartien TADNmt
(Bergemann i Boles, 2010). Hi ha un altre estudi que no
va explorar la depressié major de manera directa, tot

i que va trobar que les mares de fills amb malaltia
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mitocondrial tenien més predisposicié a tenir de-
pressié o angoixa en comparacié amb mares de fills
sense trastorns mitocondrials perd amb malalties de

gravetat comparable (Boles et al., 2005).

Una de les explicacions de lexcés d’heréncia materna
observat en lesquizofrénia, en el trastorn bipolar i en
la depressié major pot ser la implicacié de TADNmt
en aquests trastorns a través de I'heréncia de va-
riants de risc presents en aquesta molécula, si bé la
depressié major té una heretabilitat més baixa que
lesquizofrénia i el trastorn bipolar i, suposadament,
els factors genetics tenen un paper menys rellevant.

Tot i aixo, hi ha altres factors que podrien contri-

buir a aquesta aparent heréncia materna observada,
com, per exemple, ledat d’inici de la malaltia. Es
ben conegut que ledat d’inici de lesquizofrénia en
les dones és més tardana, i per tant és més proba-
ble tenir parella i descendéncia en les dones que en
els homes. Relacionat amb els dos trastorns, se sap
també que el fet de tenir un progenitor afectat té
conseqtiéncies psicosocials en els fills (Zahn-Waxler et
al., 1984; Weissman et al., 2006), 1 s'argumenta que com
que, generalment, les mares efectuen un treball de
crianca més directe i present que els pares, aquestes
conseqliéncies psicosocials podrien ser transmeses
amb més intensitat per part de les mares malaltes

que dels pares (McMahon et al., 1995).

3.4. Evidéncies de comorbiditat psiquiatrica i malaltia mitocondrial

Els primers estudis que es van publicar associant la
implicacié de la biologia mitocondrial i les malal-
ties psiquiatriques descrivien casos de pacients que
tenien un diagnostic de malaltia mitocondrial i pre-

sentaven simptomatologia psiquiatrica.

Aixi, el 1990 es va publicar el cas d’'un pacient amb
malaltia mitocondrial i psicosi maniacodepressi-
va (Stewart i Naylor, 1990), 1 aquell mateix any es va
publicar un altre cas d’'un pacient amb diagnostic

de MELAS i simptomatologia psicotica (Suzuki et
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al,, 1990). Posteriorment, es va descriure el cas d’'un
pacient amb PEO familiar, que presentava depressié
severaien el qual s’havien trobat multiples delecions
en PADNmt (Suomalainen et al, 1992) i, una mica
més endavant, es va descriure un cas de MELAS
amb simptomatologia psiquiatrica relacionada amb
lesquizofrénia (Zhomeer et al., 1998). A partir d’aques-
tes evidéncies es van publicar dos estudis ens els
quals es recopilaven els simptomes psiquiatrics que
eren presents en pacients amb diagnostic de malal-

tia mitocondrial (Faztal et al., 2006; Fattal et al., 2007)



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILT
ANALISI DE L'ADN MITOCONDRIAL EN EL TRASTORN MENTAL GREU
Helena Torrell Galceran

DL:

T 1110-2014

i van descriure que els principals simptomes que es
trobaven en conjuncié amb els psiquiatrics eren fa-
tiga, debilitat muscular i pérdua d’audicié. D’aquest
estudi, es coneix que la incidéncia de depressié major
és més gran en adults que presenten una alteraci6
de la fosforilacié oxidativa; tanmateix, no totes les
persones que tenen una mateixa mutacié acaben
desenvolupant una depressié major. En aquest sentit,
en un estudi dut a terme en 35 adolescents amb un
trastorn mitocondrial confirmat genéticament i bio-
quimica es va identificar que cinc d’ells presentaven

una depressié major (Koene et al., 2009).

3.5. Variants de ’ADNmt en el trastorn

3.5.1. Variants en la seqiiencia d’un sol

nucledtid (mtSNPs)

S’han publicat diversos articles que han descrit varia-
cions d’un sol nucleotid en la seqiiencia de TADNmt
de pacients amb trastorn bipolar, depressié major i
esquizofrénia quan s’han comparat amb la seqién-
cia de TADNmt en individus sans o la seqiiéncia de
referéncia (rCRS), recollits en la figura 10. Aquestes
variacions poden ser presents en la poblacié gene-
ral i s'anomenen variants comunes o mtSNP, o bé
poden ser variacions no descrites anteriorment o
poc freqiients i sanomenen variants noves o rares.

Alguns d’aquests estudis parteixen de la seqiiencia-
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Recentment, en una revisié que analitzava els ar-
ticles publicats des de la década dels vuitanta, sha
conclos que existeix comorbiditat entre malaltia mi-
tocondrial i psiquiatrica, i que segons el que hi ha
descrit, la simptomatologia psiquiatrica precedeix la
mitocondrial (Anglin et al., 20125), sent els trastorns
de lestat d’anim, el deteriorament cognitiu, la psico-
si i 'angoixa les manifestacions psiquidtriques més

freqlients.

mental greu

cié6 de tot 'TADNmt d’un grup reduit de pacients
a fi d’identificar variants per analitzar-les en un
posterior estudi de casos i controls. Altres estudis
cerquen en un grup de pacients la preséncia de va-
riants ja conegudes per confirmar la seva implica-
cié, o bé per determinar la seva freqiiéncia en un
estudi d’associacié. La majoria destudis estan fets
en mostra sanguinia i només quatre s’han dut a ter-
me en teixit cerebral post mortem. En els diferents
trastorns mentals greus, shan identificat variants
tant homoplasmiques com heteroplasmiques, pero
cap d’aquestes aporta evidéncies solides per assegu-

rar que estan implicades en el risc de desenvolupar
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aquestes malalties. També és cert que tant el nombre
destudis que s’han fet com el de mostres analitzades
en cadascun d’aquests sempre ha estat molt discret.
Per tant, molts d’aquests estudis no tenen la potén-
cia estadistica adequada per identificar si una deter-
minada variant estd implicada en la malaltia, ni per

descartar que no ho esta.

Esquizofrenia

En relacié amb lesquizofrénia, hi ha 12 estudis que
cerquen la implicacié de variants en TADNmt en
lesquizofrénia, 7 seqliencien TADNmt, 2 s6n estudis

d’associacié i 3 s6n estudis descriptius (figura 10).

En el primer estudi de seqiienciacié de tot el geno-
ma mitocondrial es van analitzar mostres sanguinies
de 2 pacients d’esquizofrénia i, malgrat que es van
trobar 5 variants noves, aquestes no van resultar as-
sociades a la malaltia en un posterior estudi d’asso-
ciacié fet pels mateixos investigadors, que incloia
81 pacients desquizofrénia i cinc grups control
(Lindholm et al., 1997). Lestudi segiient de seqiencia-
cié que es va publicar va ser dut a terme pel nostre
grup de recerca i es va seqiienciar TADNmt a partir
de leucocits de 6 pacients desquizofrénia amb apa-
rent heréncia materna. Es van identificar sis variants
noves, tres d’aquestes no sinonimes (Marzorell et al.,

2006) i, tot i que no es va fer un posterior estudi de
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casos i controls, aquestes variants no es van detec-
tar en 95 individus control. Un estudi que va se-
quenciar TADNmt a partir de mostres sanguinies
de 166 pacients desquizofrénia i 174 controls va
trobar dues mutacions del gen MT-ND5 associa-
des a la malaltia, pero aquest resultat no es va po-
der replicar en un segon estudi amb 244 pacients
i 508 controls (Bamne et al, 2008). Més tard, es va
seqlienciar tot TADNmt a partir de mostres de sang
de 93 pacients d’esquizofrénia en comparacié amb
'ADNmt de 784 controls i es van identificar tres
variants homoplasmiques no sinonimes presents al
gen MT-ATP6 només en pacients i tres variants ra-
res heteroplasmiques susceptibles d'estar associades
a la malaltia (Ueno er al, 2009). Només tres estudis
han seqiienciat tot '"ADNmt en mostres de cervell.
El primer incloia 14 pacients desquizofrénia i 36
controls i, malgrat no trobar cap variant associada
a la malaltia, si que va descriure que hi havia un
22% més de substitucions sindnimes a la regié co-
dificant de TADNmt en pacients que en controls
(Rollins et al., 2009). El segon estudi, més recent, va
analitzar la seqiiéncia de TADNmt d’11 regions ce-
rebrals diferents de 4 pacients desquizofrénia i 10
controls (Sequeira et al, 2012). En aquest estudi, els
autors indicaven que havien identificat una variant
nova en pacients desquizofrénia al gen MT-CO2,

a la posici6 7.934A>G, perd aquesta variant avui ja
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esta descrita en la base de dades MITOMAP com a
predictora de 'haplogrup LO. Un altre estudi recent
va analitzar la seqiiéncia d’una regié de TADNmt
que inclou 5 gens en mostra de teixit cerebral de
28 pacients d'esquizofrénia i en mostra sanguinia
de 114 pacients. Van trobar 6 variants noves en
teixit cerebral (dues amb canvi d’aminoacid) i 11 en
cel'lules sanguinies (dues amb canvi d’aminoacid),
totes aquestes només presents en pacients (Ichikawa

et al, 2012).

Hi ha tres estudis d’associacié que cerquen la fre-
queéncia de variants ja descrites en comparacié amb
controls. Un d’aquests va trobar més preséncia de la
variant 12027T>C en una mostra de 181 pacients
enfront de 184 controls en cel'lules sanguinies, i
en una mostra de 5 pacients i 9 controls en teixit
cerebral (Marchbanks et al., 2003), si bé aquests resul-
tats probablement eren fruit derrors metodologics
(Bandelt et al., 2005). El segon estudi no va trobar
diferéncies en les freqiiencies de 3 variants quan es
van comparar pacients i controls (Genzry i Nimgaonkar
2000). El nostre grup de recerca ha participat en el
darrer estudi que va comparar la freqiiéncia de 25
variants definidores dels principals haplogrups eu-
ropeus a partir de cél'lules sanguinies entre 942 pa-
cients i 1.231 controls, sense trobar cap diferéncia

significativa (Mosquera-Miguel et al., 2012).
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Hi ha dos estudis que interroguen posicions con-
cretes. El primer d’aquests, que partia de cél'lules
sanguinies, no va trobar que cap dels 300 pacients
analitzats presentés la variant 3.243A>G associada
a MELAS (Odawara et al., 1998), mentre que el segon
si que va trobar aquesta mutacié en teixit cerebral
post mortem dun pacient desquizofrénia dels 13

analitzats (Munakata et al., 2005).

Trastorn bipolar

En relacié amb el trastorn bipolar, s’han fet quatre
estudis de sequenciacié de tot TADNmt i quatre
que cerquen mutacions concretes, alguns a partir de
mostra sanguinia i d’altres a partir de teixit cerebral

(figura 10).

Un d’aquests va avaluar les variants detectades per
seqlienciacié en 25 pacients amb aparent heréncia
materna en cél'lules sanguinies de 94 pacients i 94
controls, perd no va trobar cap associacié d’aques-
tes amb la malaltia (Kirk ez al, 1999). Un altre estudi
molt similar va avaluar 15 variants detectades també
per seqienciacié en 9 pacients amb aparent heréncia
materna en mostra sanguinia de 93 pacients amb
trastorn bipolar i 63 controls, sense trobar, tampoc,
cap resultat significatiu (McMahon et al., 2000). El
tercer estudi va avaluar les variants detectades per

seqlienciacié de TADNmt de 9 pacients amb tras-
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seqlienciacio
de ’ADNmt complet

Esquizofrenia

Lindholm et al. 1997

Mostra: Estudi 1: 5 ESQ,
Estudi 2: 81 ESQ i cinc grups C

Resultats: 5 variants noves
identificades en ESQ en I'estudi 1,
no confirmades en I'estudi 2.

Odawara et al. 1998
Mostra: 300 ESQ

Resultats: cap pacient amb la
variant 3.243 A>G.

Gentry i Nimgaonkar 2000

Mostra: 144 ESQ i 194 C.
Cap resultat positiu

NN

Marchbanks et al. 2003

Mostra: Estudi 1: 181 ESQ i 184 C;
Estudi 2: 15ESQi9C

Resultats: variant 12.027T>C més
present en ESQ en ambdds estudis.

10

Munakata et al. 2005
Mostra: 13 ESQi 15 C.
Resultats: variant 3.243 A>G en 1 ESQ

11

OO %O

Marchbanks et al. 2003

Mostra: Estudi 1: 181 ESQ i 184 C;
Estudi 2: 15ESQi9C

Resultats: variant 12.027T>C més
present en ESQ en ambdds estudis.

#l[@

12

/O

en ’ADNmt

posicions concretes

/#

Bamne et al. 2008

Mostra: Estudi 1: 166 ESQ i 174 C,
Estudi 2: 244 ESQ i 508C

Resultats: en I’estudi 1 troben dues
variants al gen MT-ND5 associades

a ’ESQ (13.368 G>A 13.708G>A),
perd aquest resultats no es confirmen
en I'estudi 2.

*/O

Ueno et al. 2009

Mostra: 93 ESQi 784 C

Resultats: 6 variants noves:

3 homoplasmiques no-sindnimes
nomeés presents en ESQ (8.843T>C;
8.902G>A; 8.945T>C) i 3 hetero-
plasmiques (12.27G>A; 5.578T>C;
13.418G>A).

Marchbanks et al. 2003
Mostra: 181 ESQi 184 C

Resultats: variant 12.027T7>C més
present en ESQ.

Sequeira et al. 2012
Mostra: 4ESQi 10 C

Resultats: variant nova 7.934A>G
al gen MT-C02

0O %O %O

Ichikawa et al. 2012

Mostra: Estudi 1: 28 ESQ,
Estudi2: 114 ESQi117 C

Resultats: 17 variants rares només
presents en pacients: 6 en teixit
cerebral i 11 en cél.lules sanguinies

Mosquera-Miguel et al 2012
Mostra: 942 ESQi 1231 C
Cap resultat positiu.

cél-lules
sanguinies

teixit cerebral
post mortem

BIN[E
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Trastorn Bipolar

Kirk et al. 1999 i McMahon et al. 200

Mostra: 94 TBi 94 C
Cap resultat significatiu.

McMahon et al. 2000

Mostra: 93 TB i 63 C
Cap resultat significatiu.

%3 %S

Munakata et al. 2004

Mostra: Estudi 1: 630 TP i 734C,
Estudi 2: 199 TB i 258 C.

Resultats: variant 3.644T7>C
associada a TB.

OO

Depressio major

I\J‘—L

Munakata et al. 2005
i Rollins et al. 2009

Mostra: 15 DM /14 DM i 36 C.
Cap resultat significatiu.

ESQ esquizofrénia / DM depressio major / TB trastorn bipolar / C control

O
%]
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Kato et al. 2000 i Kato et al. 2001
Mostra: Estudi 1: 145 TB i 184 C,
Estudi 2: 134 TBi 187 C

Resultats: variant 5.178C i haplotip
5.178C/10.398A associats a TB

(@) o~

Munakata et al. 2005
Mostra: 15TBi 14 C

Resultats: variant 3.243 A>G en 2 TB.

Rollins et al. 2009
Mostra: 12 TB i 36 C.
Cap resultat significatiu.

H[0] BD]O] %[O

Kazuno et al. 2009

Mostra: Estudi 1: 201 TB i 255 C;
Estudi 2: 230 TB i 240 C.
Resultats: variant 12.358A>G
associada a TB en I'estudi 1,
perd no es confirma en I'estudi 2.

B[O

Rollins et al. 2009
Mostra: 14 DM i 36 C.
Cap resultat significatiu

~JO

Munakata et al. 2007
Mostra: 1 DM

Resultats: 34 variants en la seqiiéncia.
Dues d’elles (3.394T>C, 9.115A>G)
van ser analitzades en relacio a la
funcionalitat mitocondrial sense cap
resultat significatiu.

O
|#

Sfrgura 10

Figum 10. Estudis de variants d’un sol nucleotid en I’ADNmt en esquizofrénia,
trastorn bipolar i depressid major
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torn bipolar en cél'lules sanguinies en dos sets de
6301 199 pacients respectivament i va trobar la va-
riant 3.644T>C associada a la malaltia (Munakata et
al., 2004). En teixit cerebral s’ha fet un estudi de se-
quenciacié de tot TADNmt, sense trobar cap variant
associada al trastorn bipolar (Ro/lins et al., 2009).

Altres estudis que comparen la freqiiéncia de va-
riants concretes en pacients i controls han trobat
que, en la posicié 5.178, la variant més freqiient
en la poblacié general encara era més freqiient en
145 pacients amb aparent heréncia materna que
en 184 controls, aixi com també ho era 'haplotip
5.178C/10.398A (Kato et al, 2000; Kato et al., 2001).
Seguidament, es va trobar que la variant 10.398A
estava associada a millor resposta al tractament amb
liti en un estudi amb 21 pacients (Washizuka et al.,
2003a), i també estava relacionada amb la dinami-
ca del Ca?* en una mostra de 35 linies cellulars de
cibrids obtingudes de pacients amb trastorn bipolar
(Kazuno et al., 2006). En un altre estudi amb 201 pa-
cients amb trastorn bipolar i 255 controls, es va tro-
bar la variant 12.358A>G associada a la malaltia,
perd els mateixos autors no van poder confirmar
aquesta associacié en una mostra independent

(Kazuno et al., 2009).

Per dltim, en el mateix estudi descriptiu en teixit

cerebral mencionat anteriorment, es va identificar
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la mutacié 3243A>G causant de MELAS en 2 pa-

cients amb trastorn bipolar (Munakata et al., 2005).

Depressié major

Pel que fa a la depressié major, s’han dut a terme dos
estudis en teixit cerebral post morzem i un en cél-lules

sanguinies (figura 10).

Un dels estudis fets en teixit cerebral va cercar
la preséncia de la mutacié 3.243A>G causant de
MELAS, perd no la va trobar en cap dels de 15 pa-
cients amb depressié major analitzats (Munakata et
al., 2005). El segon estudi va seqienciar TADNmt
de 14 pacients i 36 individus control i no va iden-
tificar cap variant que fos present en pacients i no
en controls (Rollins et al., 2009). El darrer estudi va
sequienciar tot 'TADNmt d’un pacient amb depres-
si6 major i una historia clinica familiar de malalties
psiquiatriques i va identificar 34 substitucions en la
sequiencia de les cél'lules sanguinies. Dues d’aquestes
(3.394T>C 1 9.115A>G) van ser analitzades per tal
de relacionar-les amb la funcionalitat mitocondrial
(mitjancant 'analisi del potencial de membrana mi-
tocondrial i de 'activitat de 'ATP sintasa en cibrids),
pero no va ser aixi (Munakata et al., 2007). Les altres

substitucions no van ser posteriorment analitzades.

Els resultats de mutacions puntuals en el genoma
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mitocondrial en esquizofrénia, trastorn bipolar i de-
pressié major sén molt heterogenis, inclouen mides
de mostra molt diferents i técniques de seqiienciacié
i de genotipat també diferents. A més, també han
analitzat teixits diferents, i els estudis en cervell posz
mortem han estat fets en diverses zones cerebrals. La
majoria dels resultats no aporten cap variant asso-
ciada a cap dels tres trastorns i, en el cas dels que si
que ho fan, no hi ha estudis posteriors que els hagin

confirmat.

3.5.1.1. Haplogrups mitocondrials

Diversos estudis han analitzat si la pertinenca a un
haplogrup mitocondrial concret esta relacionada
amb el risc de desenvolupar un dels tres trastorns.
La determinacié de I'haplogrup mitocondrial es fa
mitjancant la detecci6 de les variants mitocondrials

associades a aquell llinatge.

Esquizofrénia

Pel que fa a lesquizofrénia, s’han obtingut resul-
tats diversos a partir destudis desenvolupats amb
mostres sanguinies. Un d’aquests, fet en una mostra
israeliana-arab, va analitzar 202 malalts d’esquizo-
frénia i els seus pares (entenent només el progenitor
patern) com a controls. Aquest estudi va trobar més

freqiieéncia de Thaplogrup HV en pacients que en

Helena Torrell Galceran

controls (Amar et al,, 2007). Un altre estudi amb po-
blaci6 italiana que analitzava 142 pacients va trobar
que aquells en els quals la malaltia havia aparegut
en una edat precog presentaven U'haplogrup JT amb
més frequiéncia que la resta de pacients, perd no va
trobar cap diferéncia significativa entre els pacients i
els 190 controls analitzats (Magri et al., 2007).

D’altra banda, en un estudi posterior amb mostra
de 93 pacients japonesos no es va trobar cap asso-
ciacié entre pertanyer a un determinat haplogrup i
el risc de desenvolupar la malaltia (Ueno et al., 2009),
ni tampoc es va trobar cap associacié en un estudi
en el qual el nostre grup de recerca ha participat,
que analitzava 942 individus desquizofrénia i 1.231

controls (Mosquera-Miguel et al., 2012).

Trastorn bipolar

La possible implicacié dels haplogrups mitocondrials
en relacié amb el trastorn bipolar ha estat molt menys
estudiada que en lesquizofrénia. El primer estudi dut
a terme en 93 pacients i 63 controls dorigen europeu
va identificar que les freqiiéncies dels haplogrups eren
similars en els dos grups i també similars a les fre-
quencies reportades en la poblacié europea (McMahon
et al., 2000). Posteriorment, un estudi amb 195 pacients
i 255 controls va trobar més representacié de 'haplo-

grup N9a en el grup de pacients (Kazuno et al., 2009).
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Depressié major

En aquest cas no trobem en la bibliografia cap estu-
di que hagi explorat les variants que formen els di-
ferents haplogrups i n’hagi comparat les freqiiéncies
entre pacients i controls.

Per ultim, hem de citar un estudi que es va fer amb
mostres de cervell post mortem de pacients amb es-
quizofrénia, trastorn bipolar i depressié major en el
qual els autors formulaven la hipotesi que variacions
especifiques en TADNmt podrien estar relacionades
amb l'acoblament més o menys efectiu de la cade-
na respiratoria i amb la generacié de les ROS. Van
descriure una associacié entre el pH del cervell i el
superhaplogrup que inclou els haplogrups U, K i
UK. Es a dir, els pacients que pertanyien a aquests
haplogrups tenien un pH més alt i, per tant, una dis-
minucié de la concentracié de protons en compara-
cié amb els individus dels altres haplogrups (Ro//ins

et al., 2009).

Cal assenyalar que en aquests estudis d’associaci6
hi ha diverses qiiestions metodologiques que sovint
no s’han tingut en compte. La primera qliestié fa
referéncia a la realitzacié de multiples tests pel fet
d’haver comparat multiples variants sense ajustar els
valors de probabilitat. La segona qiiesti6 fa referén-
cia a lestratificacié de la poblacié que poden tenir
alguns estudis que analitzen poblacions amb origens

filogenetics diferents (Mosquera-Miguel et al., 2012).

Introduccio

66

3.5.2. Delecions en TADNmt

A més de variacions puntuals de canvis d’'un nu-
cleotid, en TADNmt poden apar¢ixer altres tipus
de variacions com, per exemple, insercions o de-
lecions. Les més reportades sén les delecions i es
creu que estan relacionades amb el procés denve-
lliment (OMIM #50200). Per a l'estudi de dele-
cions de 'TADNmt, s’analitza o bé la preséncia de
I'anomenada “delecié comuna”, que té una extensié
de 4.977 kb i va des del gen MT-ATPS fins al gen
MT-ND5, generalment mitjan¢ant la PCR quan-
titativa (QPCR), o bé, per PCR visualitzant en un
gel delectroforesi, la preséncia d’altres bandes més
curtes de la de 16.569 pb. La preséncia de delecions
s’ha analitzat en esquizofrénia, trastorn bipolar i de-
pressié major, perd amb metodologia molt diversa i
sense cap resultat concloent. Els estudis, majoritaria-
ment, han analitzat teixit cerebral post mortem, ates
que les delecions acostumen a ser somatiques (no he-

retades), tot i que també s’han explorat altres teixits.

Cap dels cinc estudis fets en cortex prefrontal que
incloien 13,27, 45, 50 i 15 pacients d’esquizofrénia
i individus control va trobar més freqiéncia de de-
lecions en TADNmt en el grup de pacients (Cavelier
et al., 1995; Kakiuchi et al., 2005; Sabunciyan et al., 2007;

Fuke et al., 2008; Shao et al., 2008).
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Trastorn bipolar

En relacié amb el trastorn bipolar, un estudi en
mostres sanguinies de 35 pacients va trobar la de-
lecié comuna en 2 pacients i en cap dels 29 controls
(Kato i Takahashi, 1996). Un altre estudi fet amb els
mateixos individus, pero amb mostra de cortex pre-
frontal, va trobar més preséncia de delecié comuna
en els 7 pacients que en els 9 controls (Kato et al.,
7997). Shan trobat resultats similars en un altre es-
tudi amb teixit de cortex prefrontal (Shao et al., 2008)
que incloia 12 individus amb la malaltia. Tanmateix,
hi ha un gruix significatiu d’altres estudis fets en un
nombre similar de pacients, 7,27,40 i 49 respectiva-
ment, que no han estat capacos d’identificar mole-
cules delecionades ’ADNmt (Stine et al, 1993) ni la
delecié comuna (Kakiuchi et al., 2005; Sabunciyan et al.,

2007; Fuke et al., 2008).

Depressié major

Pel que fa a la depressi6é major, un estudi en mostres
de muscul de 28 pacients va detectar gran preséncia
de delecions en TADNmt quan el comparaven amb
els individus control (Gardner et al., 2003), perd no
s’han trobat resultats similars en teixit cerebral
en estudis fets en 15 individus amb la malaltia

(Sabunciyan et al., 2007, Shao et al., 2008).

Helena Torrell Galceran

Malgrat s’han fet nombrosos estudis, és dificil ex-
treure’n alguna conclusid, ja que la metodologia em-
prada és molt diversa i la comparacié entre treballs
és complicada. Tanmateix, la divergéncia en els es-
tudis fa pensar que hi poden haver hagut errors téc-
nics en algunes de les metodologies emprades i que
caldria establir técniques validades que incloguin

controls positius i negatius per als futurs estudis.

3.5.3. Contingut ’ADNmt

Lanalisi del contingut ADNmt fa referéncia a la
quantificacié del nombre de copies ’ADNmt per
cada cel-lula del teixit que sestd analitzant i, gene-
ralment, a la posterior comparacié entre individus
sans i malalts. En la bibliografia, es parla tant de
contingut ’ADNmt (en anglés, mtDNA consent)
com de nombre de copies. En aquest cas, perd, en
angles es parla de copy number variant, i aquesta ter-
minologia es pot confondre amb les CNV nuclears,
per la qual cosa és més apropiat parlar de contingut.
Dos estudis han analitzat el contingut ’ ADNmt en
teixit de cortex prefrontal en esquizofrénia, trastorn
bipolar i depressié major sense trobar cap resultat
concloent (Kakiuchi et al., 2005; Vawter et al., 2006).
Tanmateix, és important destacar un estudi que ava-
luava 142 pacients geriatriques amb depressié ma-

jor, en el que es va detectar un contingut ’ ADNmt
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significativament reduit en leucocits de les pacients
en comparacié amb les individues sanes (Kim et al,
2011). Aquest estudi segueix uns passos metodologics
clars i ben definits i el nombre de mostres és relati-
vament gran, per tant, es tracta d’un resultat solid de
la implicaci6 del contingut ’ADNmt en la depressié
major. Recentment, s’ha avaluat el contingut mito-
condrial a partir de mostra sanguinia de 23 pacients

amb trastorn bipolar i 24 controls i no s’ha observat

cap diferéncia significativa quant a nombre de copies

de TADNmt entre els grups (Sousa et al., 2013).

Els estudis que analitzen el contingut ’ADNmt
sén escassos, i els resultats que shan reportat no
permeten afirmar si el nombre de copies de genoma
mitocondrial té rellevancia en el risc de patir algun

d’aquests trastorns.

3.6. Alteracions en I’expressio genica relacionada

amb el funcionament mitocondrial

La majoria destudis que han analitzat lexpressi6
de gens que estan relacionats amb el funcionament
mitocondrial han avaluat gens nuclears que codifi-
quen per proteines que es troben en el mitocondri.
La majoria sén estudis de bioxips ’ADN (en an-
gles, microarray) que permeten analitzar lexpressié
genica de diversos gens alhora, de manera rapida i
amb poca quantitat de mostra. Pocs estudis shan
centrat a analitzar, especificament, els nivells d'ex-
pressié dels transcrits provinents de TADNmt. La
majoria dels estudis dexpressié han estat fets a par-
tir de teixit cerebral post mortem, tot i que també n’hi

ha que s’han fet a partir de cél'lules sanguinies.
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3.6.1. Gens codificats en TADNn

Esquizofrenia

La majoria d'estudis dexpressié fets en teixit cere-
bral post mortem en esquizofrénia han trobat altera-
cions significatives en els patrons d'expressi6 de ru-
tes relacionades amb el funcionament mitocondrial.
Per exemple, s’ha descrit un patré d'expressié alterat
dels gens relacionats amb la llangcadora malat aspar-
tat mitocondrial i el cicle de Krebs (Middieton et al,
2002),1 un estudi posterior va trobar una disminucié
de lexpressié dels gens relacionats amb la cadena

transportadora d’electrons (Iwamoto et al., 2005).



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILT
ANALISI DE L'ADN MITOCONDRIAL EN EL TRASTORN MENTAL GREU
Helena Torrell Galceran

DL:

T 1110-2014

Un altre estudi va trobar que, en cortex prefrontal,
els nivells ’ARNm corresponents a les proteines del
complex I eren menors en pacients desquizofrénia
que en controls (Karry et al., 2004) i, més especifica-
ment, es va detectar una disminucié en lexpressié de
tres subunitats del complex I codificades al geno-
ma nuclear en cdrtex prefrontal (Ben-Shachar i Karry,
2008). Hi ha un altre estudi dut a terme en teixit
cerebral que ha mostrat una reduccié en lexpressié
de gens relacionats amb el metabolisme oxidatiu mi-
tocondrial (Altar et al, 2005). D’altra banda, en estu-
dis en mostra sanguinia, es va trobar increment de
lexpressié d’una subunitat del complex I codificada
en el genoma nuclear en pacients desquizofrénia en
comparacié amb els controls (Mehler-Wex et al., 2006;
Taurines et al., 2010). Malgrat aquests resultats posi-
tius, hi ha altres estudis que no han pogut aportar
evidéncies d’una alteracié en el patré dexpressio re-
lacionada amb la funcié mitocondrial (Konradi et al.,

2004; Munakata et al., 2005; Washizuka et al., 2009).

Trastorn bipolar

Els resultats relacionats amb el trastorn bipolar
s6n similars als observats en esquizofrénia i alguns
s6n producte dels mateixos treballs. Alguns estudis
troben diferéncies en el patré dexpressié relacio-

nada amb el funcionament mitocondrial en mos-
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tra de teixit cerebral, per exemple una disminucié
de Texpressié de totes les proteines mitocondrials
codificades al genoma nuclear (Konradi et al., 2004)
i, més concretament, una disminucié en lexpressié
dels gens relacionats amb la cadena transportadora
d’electrons (Twamoto et al., 2005; Sun et al., 2006). Un
altre estudi va trobar una alteracié en lexpressié de
tres subunitats del complex I codificades al genoma
nuclear en teixit cerebral (Ben-Shachar i Karry, 2008) i
una alteracié de l'expressié d’una d’aquestes subuni-
tats en linies limfoblastoides procedents de pacients
amb trastorn bipolar (Washizuka et al., 2009). Tan-
mateix, hi ha altres estudis que no han trobat cap
diferéncia en el patré dexpressié génica relacionada
amb la funcionalitat mitocondrial (A/zar et al., 2005;

Munakata et al., 2005; Vawter et al., 2006).

Depressio major

En el trastorn depressiu major shan dut a terme
menys estudis de comparaci6 de patrons d'expres-
si6. Dos estudis descriuen una alteracié de lexpres-
si6 dels gens que codifiquen per les proteines que
formen el complex I (Karry et al., 2004; Ben-Shachar i
Karry, 2008) 1 d’altres no han trobat cap canvi des-
tacable en el patré6 dexpressié en teixit cerebral
(Whatley et al., 1996; Altar et al., 2005; Munakata et al.,

2005; Vawter et al., 2006).
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3.6.2. Gens codificats en TADNmt

En relacié amb lesquizofrénia, hi ha pocs estudis
que troben alteraci6 en el patr6 d’expressié d’aquests
gens en cdrtex prefrontal, tot i que les metodolo-
gies sén molt diverses i els estudis sén dificils de
comparar entre si. Un d’aquests, fets en [¢poca dels
anys noranta, va trobar alterada l'expressi6 dels gens
MT-RNR1, MT-RNR2 i MT-CO2 (Mulcrone et al,
1995),1 un any més tard es van reportar alteracions
en lexpressi6 dels mateixos gens ribosomics (Whatley

etal, 1996).

Hi ha un altre estudi que va comparar l'expres-
si6 dels gens MT-ATP6, MT-CO1, MT-ND1,
MT-ND2 i MT-ND3 entre pacients amb trastorn
bipolar i controls i entre pacients amb depressié ma-
jor i controls, en cortex dorsolateral prefrontal i en
cortex cingulat anterior. Van trobar que els individus
amb trastorn bipolar mostraven menys expressi6 de
MT-ATP6 i MT-CO1 que els controls mentre que
els pacients amb depressié major presentaven men-
ys expressié de MT-ATP6 que els individus sans

(Vawter et al., 2006).
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Un quart estudi més recent que avaluava lexpressié
de tots els gens mitocondrials codificats en TADNmt
en cortex dorsolateral prefrontal d’individus amb
esquizofrénia, trastorn bipolar i depressié major, en
comparacié amb individus sans, va trobar un descens
significatiu de l'expressié en pacients desquizofrénia
i de depressi6é major en comparacié amb els controls,

perod no en trastorn bipolar (Shao et al., 2008).

Malgrat que hi ha pocs estudis duts a terme, i els
resultats no sén del tot consistents, aquests sugge-
reixen que el perfil dexpressié génica observada en
teixit cerebral podria estar relacionat amb la dis-
funcié mitocondrial present en els tres trastorns.
Quant a lexpressié génica de tots els gens codificats
a TADNmt, remarcar que només hi ha reportat un
unic estudi i que analitza una dnica regié cerebral

(Shao et al., 2008).
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3.7. Conclusid global

Hi ha multiples linies d’evidéncies que sostenen la
hipotesi de laimplicacié de la disfuncié mitocondrial
i de la genética mitocondrial en el trastorn mental
greu. En els darrers deu anys, aquestes evidéncies
shan recollit en diverses revisions bibliografiques
d’investigadors d’arreu del mén (Andreazza, 2012;
Anglin et al., 2012b; Mangi et al., 2012; Scaglia, 2010; Verge
et al., 2011). Totes han fet palés que el mitocondri
pot tenir un paper important en letiologia del tras-
torn mental greu pero, també, totes han conclos que
calen estudis addicionals i metodoldgicament rigo-
rosos per a assolir conclusions definitives. Aquesta
tesi presenta dos treballs amb l'objectiu dengruixir
el conjunt de dades sobre la implicacié de TADNmt

en el trastorn mental greu.
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hipotesis

Com s’ha descrit en la introduccié, hi ha diverses evidéncies de disfuncié mitocondrial i
d’una possible implicacié de TADNmt en el trastorn mental greu. Aquestes evidéncies es
poden resumir en: alteracié de lestructura i funcié dels mitocondris, preséncia d’heréncia
materna i comorbiditat entre malaltia mitocondrial i els trastorns mentals d’esquizofrénia,
trastorn bipolar i depressié major. Aquestes evidéncies i el paper cabdal de TADNmt per
al correcte funcionament de la cadena respiratoria mitocondrial en el cervell condueixen a

plantejar dues hipotesis:

1) La disfuncié mitocondrial observada en lesquizofrénia, el trastorn bipolar i la
depressié major pot ser explicada per la preséncia de delecions en TADNmt, el

nombre de copies d’aquest, i/o el nivell d’expressié dels seus transcrits.

2) Variacions en la seqtiencia de TADNmt poden explicar 'heréncia materna ob-
servada en esquizofrénia, trastorn bipolar i depressié major i poden contribuir al

risc de patir un trastorn mental greu i a l'expressié clinica d’aquest.

Analisi de TADN mitocondrial en el trastorn mental greu
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objectius

Els objectius proposats per contrastar aquestes hipotesis sén:
1) Determinar els gens de referéncia idonis per emprar-los en estudis dexpressié génica
en teixit cerebral post mortem, i establir les caracteristiques associades a la mostra que

cal tenir en compte en aquests estudis.

2) Comparar el nivell dexpressié genica dels transcrits mitocondrials, el contingut
d’ADNmt i la preséncia de delecions en aquest en mostres de teixit cerebral post
mortem, entre individus amb un trastorn mental greu (esquizofrénia, trastorn

bipolar i depressié major) i individus control.

3) Analitzar la seqliencia sencera de TADNmt de pacients amb aparent heréncia
materna de l'esquizofrénia per cercar:
a. Variants patogeniques.
b. Variants associades a la malaltia, fent un estudi d’associacié de casos i controls.
c. Variants associades a:
i. Les caracteristiques psicopatologiques i neuropsicologiques dels pacients.

ii. La funcionalitat de la cadena respiratoria mitocondrial.

hipotesis i objectius
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Resultats

Aquesta secci6 resumeix els resultats dels articles cientifics que s’han publicat a partir
de la recerca duta a terme durant el periode d’investigacié predoctoral. El primer bloc
dels resultats fa referéncia a la primera hipotesi, que relaciona la disfuncié mitocondrial
observada en esquizofrénia, trastorn bipolar i depressié major amb la possible alteracié
de TADNmt en teixit cerebral post mortem. Sha analitzat el nivell dexpressié dels
transcrits mitocondrials, el nombre de copies ’ADNmt i la preséncia de delecions en
individus amb aquestes malalties en comparacié amb individus sense malaltia mental.
En aquesta analisi, vam considerar necessari establir uns criteris metodologics per
a quan es treballa amb ARN extret a partir de cervell i per a la técnica de la PCR
quantitativa amb pas previ de retrotranscripcié de TARN (RT-qPCR, de l'angles,
reverse transcription quantitative polymerase chain reaction). Aquests criteris havien de
garantir flabilitat a ’hora dobtenir els resultats. Lultim bloc dels resultats se centra en
la segona hipotesi, ja que se cerquen variants en la seqiencia de "ADNmt presents en
cel'lules sanguinies de pacients desquizofrénia, que, per una banda, puguin explicar
I'heréncia materna observada en aquesta malaltia i, per I'altra, puguin ser-ne factors

de risc i/o contribuir a la seva expressié fenotipica.
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Tecnica RT-qPCR | bioespéciments

Previ a lestudi del perfil genétic de TADNmt en

cervell, es van fer una série d’analisis per detectar

els gens de referéncia més idonis per a dur a terme 1) En les mostres analitzades, els gens GAPDH,
lanalisi dexpressié génica de TADNmt, aixi com RPS17,RPL30, RPLP0 i TFRC s6n els millors
establir quines caracteristiques intrinseques dels gens de referéncia d’una série de 32 gens can-
bioespécimens de teixit cerebral s’havien de tenir en didats analitzats. La idoneitat d’aquests gens es
compte per a aquesta analisi. Els principals resultats, basa en el fet que la seva expressié és poc va-
recollits en Nerea Abasolo, Helena Torrell et al., riable en teixit cerebral post mortem d’individus
Journal of Psychiatric Research 2011; 45(11):1411- amb esquizofrénia, trastorn bipolar i depres-
18, van ser: si6 major, i en teixit cerebral d’individus sense

malaltia mental, segons els algoritmes de predic-

ci6 GeNorm i NormFinder

2) La qualitat de TARN extret d’aquestes mos-
tres de teixit cerebral correlaciona amb els valors
dexpressié genica i, per tant, sha d’incorporar
com a variable de confusi6 a 'hora d’analitzar els

resultats d’expressi6 génica.

resultats

80



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILT
ANALISI DE L'ADN MITOCONDRIAL EN EL TRASTORN MENTAL GREU
Helena Torrell Galceran

DL:

T 1110-2014

Helena Torrell Galceran

Perfil genétic de ’ADNmt en trastorn mental greu

Lestudi del perfil genétic de TADNmt en teixit
cerebral post mortem de pacients amb esquizofre-
nia, trastorn bipolar i depressié major va incloure
lanalisi dels nivells d’expressié dels transcrits mi-
tocondrials, del nombre de copies ’ADNmt i de
la preséncia de delecions en aquesta molécula i la
comparacié d’aquest perfil amb el d’individus sense

malaltia mental.

Aquesta analisi i comparacié es va dur a terme en
mostres de teixit cerebral post mortem de 15 individus
amb esquizofrénia, 15 individus amb trastorn bipolar,
15 individus amb depressié major i 15 individus sen-
se malaltia mental; i es van iniciar un cop establerts
els gens de referéncia idonis per a l'estudi dexpressié
(Abasolo et al., 2011). Els principals resultats, recollits
en Helena Torrell, Elena Montafia et al., Am J Med
Genet Part B 2013; 162B:213-223, van ser:

1) Els individus amb trastorn bipolar tenen uns
nivells d'expressié del gen MT-ND1 significa-

tivament més elevats que els individus control.

2) Els pacients amb esquizofrénia i els pacients
amb depressié major presenten un patré dex-
pressié dels gens mitocondrials similar entre
ells i diferent del que presenten els pacients amb
trastorn bipolar. Tanmateix, no es van identificar

diferéncies estadisticament significatives.

3) No s’han apreciat diferéncies estadisticament
significatives en el contingut I’ ADNmt entre in-
dividus amb diferent malaltia ni entre cada grup

diagnostic i el grup de controls.

4) Els pacients amb esquizofrénia i els pacients
amb depressié major mostren una tendéncia a te-
nir més proporci6 ’ADNmt delecionat que els

individus amb trastorn bipolar i que els controls.
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Variacions de la seqiiencia de TADNmt en esquizofrénia

Per a aquest estudi, es va seqienciar TADNmt com-
plet de 14 pacients amb diagnostic desquizofrénia i
aparent heréncia de la malaltia amb l'objectiu de de-
tectar: 1) variacions de 'ADNmt que poguessin ser
causants de la malaltia, o 2) variants que poguéssim
detectar associades a la malaltia en un estudi de ca-
sos i controls. Els resultats, recollits en Helena To-

rrell, Antonio Salas et al., 2014 (en revisid), van ser:

1) No es va identificar cap variant nova ni cap
variant patogénica coneguda en la seqiiéncia de
ADNmt dels 14 pacients desquizofrénia amb

aparent heréncia materna.
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De les variants identificades a partir de la compa-
racié amb la seqiiéncia de referéncia, se’n van selec-
cionar 23 que, posteriorment, es van analitzar en un
estudi d’associacié amb 495 pacients d’esquizofrénia
i 615 controls. Dues variants van resultar significa-
tivament associades a la malaltia i, més tard, es va
analitzar si tenien alguna implicacié amb lexpressié
clinica de la malaltia 0 amb la funcionalitat de la

cadena respiratoria mitocondrial. Aixi doncs:

2) Les variants 9.110T>C pIle195Thr i
1.811A>G van resultar significativament més
freqients en els individus amb diagnostic d'es-

quizofrénia que en el grup d’individus control.

3) No hem identificat cap relacié entre la variant
MT-RNR2 1.811A>G i les caracteristiques
psicopatologiques o neuropsicologiques dels pa-

cients amb diagnostic desquizofrénia.

4) No hem identificat cap relacié entre la variant
MT-ATP6 9.110T>C p.1le195Thr i la funcio-

nalitat de la cadena respiratoria mitocondrial.
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RT-gPCR study on post-mortem brain samples

from patients with major psychiatric disorders:

Reference genes and speeimen characteristics

Nerea Abasolo, Helena Torrell, Barbara Roig, Silvia Moyano, Elisabet Vilella i Lourdes Martorell

Journal of Psychiatric Research, 2011

Els estudis d’expressié génica en teixit cerebral poss
moritem obtingut de pacicnts que presentaven un
trastorn mental han aportat i aporten informacié
rellevant per desxifrar letiologia i l'expressi6 feno-
tipica de les malalties psiquiatriques. Tanmateix, hi
ha dificultats a 'hora de treure conclusions dels re-
sultats publicats, ja que la metodologia varia entre
estudis, i en alguns casos, o bé hi ha hagut errors
metodologics que han conduit a falsos positius o no
s’han descrit els passos metodologics perqueé altres
investigadors hagin pogut repetir les analisis i con-

firmar els resultats.

La manca d’informacié técnica essencial en els es-
tudis de RT-qPCR és ben coneguda i reclamada
per la comunitat d’investigadors (Bustin et al., 2010).
En aquest article es posa de manifest la importancia
d’establir els gens de referéncia adequats per a cada

tipus de mostra i la importancia de definir quines

caracteristiques propies del bioespécimen influeixen
en els resultats dexpressié génica a fi devitar, al

maxim, mancances metodologiques.

La técnica de 'RT-gPCR ha estat fins ara una de
les millors opcions a 'hora de mesurar els nivells
dexpressié dels gens. Aquesta técnica parteix de
l'extracci6 d’ARNm total d’una mostra, continua
amb la conversié d’aquest ARNm a ADN comple-
mentari (ADNc) i finalitza amb l'amplificacié de
I'ADNec corresponent als gens diana. Aquesta am-
plificacié va lligada a un increment de fluorescéncia
que detecten equips amb capacitat d'excitacié i de
deteccié de llum i que es converteix en una dada
numeérica anomenada Cq (de l'angleés, quantitative
cycle). Sibé es pot fer el que es coneix com a quan-
tificacié absoluta, generalment el que es practica és

una quantificacié relativa.
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La quantificacié absoluta consisteix a determinar el
nombre de cdpies ’ADNc d’'un determinat gen a

partir de la realitzacié d’una corba estandard.

En canvi, la quantificacié relativa consisteix a
coneixer el nombre de copies d’'un determinat gen
respecte d’un altre. El gen que ens interessa s’acos-
tuma a dir gen diana i el gen que sutilitza per a la
comparacié s'anomena gen de referéncia o gen cons-
titutiu. Els gens de referéncia se seleccionen perqué
la seva expressié no varia en el teixit que s'analitza i
no varia entre els diferents grups d’analisi, en el nos-
tre cas entre pacients i controls. En la quantificacié
relativa s’analitzen els dos gens a la vegada i el que
es fa és normalitzar la Cq del gen diana amb la del/

dels gen/gens de referéncia.

Per tant, per assegurar la fiabilitat dels resultats, cal
determinar quins sén aquests gens que mantenen
una expressié estable en la mostra en la qual es vol
dur a terme lestudi dexpressié. Aixi doncs, vam
dissenyar un experiment amb les mostres que dis-
posavem de teixit de cortex occipital de 15 individus
amb esquizofrénia, 15 individus amb trastorn bipo-
lar, 15 individus amb depressié major i 15 individus
sense malaltia mental (cedides pel Neuropathology
Consortium of the Stanley Brain Collection, Torrey

et al., 2000) per tal de cercar els gens més estables
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d’entre un conjunt de 32 gens candidats. Mitjangant
la retrotranscripcié i amplificacié (RT-qPCR)
d’aquests gens en individus seleccionats a l'atzar
de cadascun dels grups diagnostics, i mitjangant
dos algoritmes destabilitat préviament descrits, el
GeNorm i el NormFinder, vam determinar que els

gens de referéncia idonis per a aquesta mostra eren

GAPDH, RPS17, RPL30, RPLP0 i TFRC.

Draltra banda, i en relacié amb lobjectiu d’assegu-
rar la fiabilitat dels resultats, vam revaluar l'expressié
d’aquests gens en cadascuna de les 60 mostres i els
algoritmes de prediccié van confirmar lestabilitat
dels gens seleccionats com a gens de referéncia. A
més, també era important conéixer si hi havia co-
rrelacié entre els nivells dexpressié obtinguts i les
variables intrinseques de la mostra: el pH del teixit,
la qualitat de TARNm extret, l'interval post mortem,
I’hemisferi d’extraccid, la massa cerebral i la medica-

cié, entre d’altres.

De totes aquestes variables, va resultar que el pH del
teixit i la qualitat de TARNm de la mostra, expres-
sada amb I'index RQI (de I'angles, RNA quality in-
dicator), correlacionaven positivament i significativa
amb els nivells dexpressié dels gens. També vam
veure que el pH correlacionava amb la qualitat de

ARNm i, per tant, vam escollir la qualitat de 'AR-
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Nm com la variable que s’havia de tenir en compte
a I'hora de dur a terme estudis les analisis estadis-
tiques dels estudis d’expressié geénica, entenent que

lefecte del pH quedava inclos en aquesta variable.

Les conclusions d’aquest estudi van ser:

En aquest conjunt de mostres de cortex occipital de
pacients amb esquizofrénia, trastorn bipolar, depres-
si6 major i d’individus sense malaltia mental cedi-
des per la Fundacié Stanley, els gens de referéncia
més idonis per utilitzar en la quantificacié relativa
de lexpressié genica séon GAPDH, RPS17, RPL30,
RPLPO i TFRC. A més, en aquesta col'leccié, cal
tenir en compte la qualitat de TARNm, expressada
amb la variable numeérica RQI, com a variable de

confusié en 'analisi estadistica de l'expressié génica.
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Mitochondrial DNA (mtDNA) in brain samples
from patients with major psychiatric disorders:
gene expression profiles, mtDINA content and
presence of the mtDNA common deletion

Helena Torrell, Elena Montatia, Nerea Abasolo, Barbara Roig, Ana M. Gaviria,
Elisabet Vilella i Lourdes Martorell

American Journal of Medical Genetics part B: Neuropsychiatric Genetics, 2013

En aquest article, es parteix de la hipotesi que el
perfil genetic de TADNmt es troba alterat en teixit
cerebral post mortem de pacients desquizofrénia,
trastorn bipolar i depressié major quan es compara

amb el d’individus sense malaltia mental.

Per contrastar aquesta hipotesi, es van determinar
els nivells dexpressié génica de cadascun dels gens
codificats en TADNmt, el nombre de copies de
genoma mitocondrial per céllula (anomenat con-
tingut d’ADNmt) i la preséncia de delecions en
FADNmt en mostres de teixit cerebral post mortem
de 15 pacients amb diagnostic desquizofrénia, 15
amb trastorn bipolar, 15 amb depressié major i 15

individus control.
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Per a la determinacié dels tres factors genétics, es va
emprar la técnica de la qPCR i 'RT-qPCR. Per a
l'avaluacié del contingut I’ ADNmt, es va determi-
nar el nombre de copies de tres gens de TADNmt
i el d'un gen codificat en TADNn, el gen RPPH1
corresponent a la ribonucleasa P, del qual es coneix
que hi ha una tnica copia al genoma i, per tant, dues
copies per cel'lula. Els tres gens mitocondrials es-
collits van ser: 'MT-7S (ubicat al D-/oop), pel seu
paper regulador de la replicacié i transcripcié de
ADNmt; TMT-ND1, per trobar-se en una regié
del genoma amb poques probabilitats de ser dele-
cionada, i TMT-ND4, per trobar-se a I'arc major
de TADNmt, lloc en el qual es produeixen el 95%
de les delecions descrites de TADNmt (He et al,

2000). Amb lobjectiu d’avaluar la preséncia de dele-
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cions, es va calcular la proporcié entre el contingut
dMT-ND1 i el dMT-NDA4. Si aquesta proporcié
resultava superior a 1, sestablia que en haver-hi més
MT-ND1 que MT-ND4, hi havia una delecié de
PADNmt. Per a I'analisi dexpressié génica, es van
determinar els nivells ’ARNm dels 13 gens de
ADNmt que codifiquen per proteina, els nivells
d’ARN de la regié 7S del D-/oop (MT-75S) i els
dels dos gens corresponents als ARNr. Com a gens
de referéncia, es van utilitzar GAPDH, RPL30,
RPLPO i RPS17, atés que eren els millors gens de
referéncia, descrits en Abasolo et al, 2011, 1 els valors
de quantificacié relativa dels gens mitocondrials
es van expressar respecte de la mitjana geometrica

d’aquests quatre gens de referéncia.

La principal diferéncia observada va ser que els in-
dividus amb trastorn bipolar van mostrar uns nivells
dexpressié del gen MT-ND1 significativament su-
periors als nivells dels individus control; perd aquest
increment no es va veure reflectit en un augment dels
nivells de proteina quantificats amb la técnica del
Western Blot. Tot i que no es van observar diferén-
cies significatives en els nivells dexpressié entre els
diferents grups diagnostics, si que es va apreciar que
els nivells dexpressié dels individus desquizofrénia
i dels de depressié major seguien un patré similar

entre si i diferent dels pacients de trastorn bipolar i

Helena Torrell Galceran

dels individus control. No es van trobar diferéncies
significatives entre grups quant al contingut ’AD-
Nmt, ni tampoc quant a la preséncia de delecions.
Tanmateix, el grup d’individus amb esquizofrénia i
depressié major va mostrar més freqiiéncia de dele-
cions que no pas el grup d’individus amb trastorn
bipolar i el grup control, malgrat que, el fet de tenir
aquest gen delecionat, no correlacionava amb la seva

expressio geénica.

Les conclusions d’aquest estudi van ser:

En aquesta colleccié de mostres, els pacients amb
trastorn bipolar presenten nivells dexpressié del
gen MT-ND1 més alts que els individus control.
No es van trobar altres diferéncies relacionades amb
ADNmt en aquesta mostra de cdrtex occipital de
pacients d'esquizofrénia, trastorn bipolar i depressié
major en comparacié amb els individus control.
Si més no, es van observar algunes tendéncies
que es podrien convertir en canvis significatius si
s’ampliés la mida mostral. Aixi doncs, la impli-
cacié de TADNmt no es pot descartar en aquestes
malalties sense fer un estudi amb més individus i

analitzar altres regions cerebrals.
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Mitochondrial DNA (mtDINA) variants

do not play a major role in schizophrenia

Helena Torrell, Antonio Salas, Nerea Abasolo, Constanza Morén, Gloria Garrabou,
Joaquin Valero, Yolanda Alonso, Elisabet Vilella, Javier Costas i Lourdes Martorell

En revisic a American Journal of Medical Genetis part B

Aquest article presenta els resultats de l'analisi
de TADNmt en pacients d’esquizofrénia. Lobjec-
tiu era cercar variants genétiques, localitzades en
ADNmt d’individus amb aparent heréncia ma-
terna de lesquizofrénia, que 1) poguessin ser pa-
togéniques, 2) estiguessin associades a la malaltia
en un estudi de casos i controls posterior i 3) esti-
guessin associades a les caracteristiques psicopatolo-
giques o neuropsicoldgiques dels pacients i/o a la

funcionalitat de la cadena respiratoria mitocondrial.

Amb la tecnica de seqiienciacié automatica de San-
ger, es va obtenir la seqiiéncia consens de TADNmt
de 14 pacients d’esquizofrénia amb aparent heréncia
materna de la malaltia; és a dir, les seves mares tam-
bé presentaven un diagndstic d'esquizofrénia segons
els criteris DSM-IV. Aquest estudi, a diferéncia dels
anteriors, es va dur a terme a partir ADN provinent
de cel'lules sanguinies, i no de teixit cerebral poss

mortem. La seqiiéncia consens ’ ADNmt obtinguda
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de cada pacient es va comparar amb la seqiiéncia de
referéncia rCRS. Les variants que s’hi van detectar
es van explorar en la base de dades MITOMAP per
congixer si ja estaven descrites i quina nera la fre-
quencia i la possible patogenicitat. No es va detectar
cap variant nova que pogués haver estat heretada de
la mare i, a priori, pogués tenir un efecte patogénic
en el desenvolupament de la malaltia. De les variants
detectades, se’n van seleccionar 23 per ser analitza-
des en un estudi d’associacié de casos i controls amb
495 pacients d'esquizofrénia i 615 individus con-
trol. Es van seleccionar variants que originaven un
canvi d’aminoacid en les proteines codificades, va-
riants presents en els dos ARNr i variants presents
en quatre ARNt. Uanalisi estadistica va identificar
que dues de les 23 variants eren significativament
més freqlients en pacients que en controls: la variant
1.811A>G, present en la subunitat 16S de TARNTr
mitocondrial, i la variant 9.110T>C, present en la

proteina ATP6 del complex ATP sintasa i que com-
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porta un canvi d’aminoacid de isoleucina a treoni-
na. Posteriorment, vam voler conéixer si aquestes
variants tenien algun tipus de relacié amb les ca-
racteristiques cliniques de lesquizofrénia i amb la
funcionalitat de la cadena respiratoria mitocondrial.
La variant 1.811A>G, que presentava una freqiién-
cia del 13,4% en el grup de pacients i del 8,3% en
controls (%2 = 7.404 (p = 0.007); OR = 1.7, IC
(1.2 - 2.5)), es va analitzar per coneixer si estava
relacionada amb lexpressié fenotipica de la malal-
tia, tant psicopatologicament com neuropsicologica.
Aixi, es va analitzar si els pacients que presentaven
la variant de risc i els que presentaven la variant de
referéncia diferien quant a 1) la puntuacié de les-
cala de simptomes positius, negatius i generals de
lesquizofrénia (PANSS) i 2) la puntuacié de diver-
sos tests que avaluen funcions neuropsicologiques.
El resultat va ser que la preséncia de la variant de
risc no comportava diferéncies significatives en les

diverses puntuacions analitzades.

La variant 9.110T>C, que es va identificar en 5
pacients, perd en cap dels 615 individus control, es
va analitzar per coneixer si estava implicada en la
funcionalitat de la cadena respiratoria mitocondrial,
concretament en la capacitat de consumir oxigen i
en l'activitat enzimatica de 'ATP sintasa. Les me-

sures es van fer en limfocits de quatre dels pacients

Helena Torrell Galceran

amb la variant de risc 9.110C, i es van comparar
amb 4 pacients amb la variant de referéncia 9.1107T,
de la mateixa edat, sexe i medicacié. També es van
analitzar 13 individus sans sense antecedents perso-
nals o familiars de malaltia mental que presentaven
la variant de referéncia. No es van trobar diferéncies
significatives en cap dels dos aspectes valorats. Si
que es va identificar que els pacients d'esquizofrénia,
independentment que fossin portadors o no de la
variant de risc 9.110C, presentaven uns valors que
tendien a ser inferiors que els dels individus control,
tant en la capacitat de consumir oxigen de la cadena
respiratoria mitocondrial com en l'activitat enzima-

tica de ’ATP sintasa.

Les conclusions d’aquests resultats van ser:

No es va identificar cap variant patogénica en els
individus amb aparent heréncia materna de l'esqui-
zofrénia. Malgrat es van identificar dues variants
presents amb més freqiiéncia en pacients que en
controls en lestudi d’associacié, aquestes no es van
poder relacionar amb les caracteristiques psicopa-
tologiques o neuropsicologiques dels pacients ni
amb el funcionament de la cadena respiratoria mi-
tocondrial. Per tant, el nostre estudi no ha identifi-
cat que variants en la seqiencia de 'TADNmt puguin
tenir un paper rellevant en el desenvolupament de

l'esquizofrenia.
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Discussio

La implicacié de TADNmt en letiologia dels trastorns mentals greus
en general, i de lesquizofrénia en particular, ha estat ampliament
proposada. Tanmateix, hi ha pocs estudis que hagin avaluat el paper
d’aquesta molécula des de diferents aproximacions i, en alguns casos,
els diversos resultats publicats s6n dificils de comparar entre si a causa
de mancances metodologiques.

La present tesi aporta més dades a la literatura cientifica per valorar la

possible implicacié de TADNmt en aquests trastorns mentals.
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Tecnica RT-qPCR i bioespéciments

La técnica de 'RT-qPCR és una de les més empra-
des per quantificar els nivells d’expressid, ja que és
especifica i precisa (Vandesompele et al., 2002). Tanma-
teix, no hi ha prou consens quant a la seva utilitzacié
en els diversos estudis publicats, i aixd dificulta la
interpretacié dels resultats i poder extreure’n con-
clusions, malgrat que la importancia demprar una
metodologia rigorosa hagi estat extensament publi-

cada (Bustin et al., 2010).

El primer objectiu d’aquest estudi va ser determinar
els gens de referéncia més idonis per a estudis d'ex-
pressié génica en teixit de cortex occipital d’indivi-
dus amb esquizofrénia, trastorn bipolar i depressié
major en comparacié amb individus control. Els
gens identificats com més estables van ser GAPDH,
RPS17,RPL30, RPLPO i TFRC; i aquests resultats
estaven en parcial concordanga amb els reportats per
dos estudis similars, perd d’una altra regié cerebral
(Silberberg et al., 2009; Weickert et al., 2010). Del contrast
d’aquests dos estudis amb el nostre, en vam poder
concloure que els gens de referéncia més estables
per utilitzar en estudis dexpressié geénica en teixit
cerebral d’individus amb esquizofrénia, en compa-
racié amb individus controls, eren TFRC, RPLPO
i GAPDH.
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El segon objectiu va ser detectar aquelles caracte-
ristiques propies de la mostra que podrien influir
en els resultats. D'entre les diverses caracteristiques
dels bioespécimens que vam explorar, la qualitat de
I'ARNm, mesurada amb I'RQI, i el pH van resultar,
significativament, associats als nivells dexpressié.
Vam comprovar que el pH del bioespécimen corre-
lacionava amb la qualitat de ’ARNm, atribuint al
pH la responsabilitat d’aquests canvis en l'expressid,
tal com s’ha descrit anteriorment (Tomita et al., 2004;
Mexal et al., 2006; Chevyreva et al., 2008, ). Nosaltres vam
comprovar que la relaci6 entre els nivells dexpres-
si6 1 'RQI era més forta que amb el pH, convertint
aquest index de qualitat en una variable que s’havia
de tenir en compte en els posteriors estudis dex-
pressié génica. Previ a aquest treball, un estudi va
descriure que hi havia associacié entre els nivells
d’expressi6 génica i l'interval de temps entre la mort
del donant i la conservaci6 de l'espécimen (Birdsill et
al., 2010), pero en les mostres analitzades en aquest

estudi no hem identificat aquesta relacié.
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Perfil genétic de ’ADNmt en trastorn mental greu

A causa d’alteracions en la cadena respiratoria mi-
tocondrial, en el metabolisme oxidatiu i en la mor-
fologia mitocondrial observades en teixit cerebral
de pacients amb esquizofrénia, trastorn bipolar o
depressié major (Scaglia, 2010), les alteracions gene-
tiques mitocondrials podrien ser una caracteristica
comuna que contribuiria al risc de patir aquests

trastorns psiquiatrics.

Dr’altra banda, la majoria de les alteracions de les
malalties mitocondrials que afecten el sistema ner-
vids central es troben en la substancia blanca del
cervell, i alteracions en la substancia blanca també
s’han observat en aquestes patologies psiquiatriques

(Regenold et al., 2007; Bartzokis, 2011).

En aquest sentit, un deficit en la cadena respiratoria
o la preséncia continuada d’estrés oxidatiu podrien
conduir a aquesta pérdua de substincia blanca,
motivada per mort neuronal i pel reemplagament
d’aquestes neurones per céllules glials (Finsterer i
Mahjoub, 2012). Aquest parallelisme suggereix que
la funcié mitocondrial podria estar implicada en

aquestes alteracions, i que la causa podria raure en

IADNmt.

Amb aquestes premisses com a base, s’ha contrastat
la hipotesi que el contingut ’ADNmt, la presén-
cia de delecions i lexpressié dels seus transcrits en
teixit de cortex occipital ric en substancia blanca de
pacients d’esquizofrénia, trastorn bipolar i depres-
si6 major presenten un perfil diferent del que pre-
senten els individus sans. Els resultats obtinguts no
permeten concloure, fermament, que TADNmt esta
implicat en letiologia de l'esquizofrénia, el trastorn
bipolar i la depressié major, pero si que mostren una
tendencia d’alteraci6 del perfil genétic de TADNmt
que fa palesa la necessitat de fer més estudis amb

mida mostral més gran i en altres regions cerebrals.

Expressid génica dels transcrits
mitocondrials

Pel que fa a I'analisi de lexpressié génica dels trans-
crits de TADNmt, val a dir que és un camp des-
tudi molt poc explorat. Gairebé no hi ha estudis
dlexpressié d’aquests transcrits en 'ambit biomedic
general i encara n’hi ha menys relacionats amb el
trastorns mental greu. En el present treball, shan
avaluat els nivells d'expressié génica en cortex occi-
pital de pacients amb esquizofrénia, trastorn bipolar

i depressié major en comparacié amb individus con-
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trol, havent definit préviament els gens de referén-
cia idonis per a aquesta mostra i havent controlat la

qualitat de TARNm del bioespécimen.

Es reporten resultats metodologicament solids que
presenten un augment significatiu de lexpressié del
gen MT-ND1 en trastorn bipolar. Tanmateix, no
vam detectar que els pacients amb trastorn bipolar
presentessin nivells més elevats que els individus
control de la proteina ND1 del complex I per a la

qual codifica aquest gen.

La técnica emprada per a aquesta quantificacié va
ser el Western Blot, perd, malgrat que no podem
descartar que la relaci6 entre lexpressié d’aquest gen
i els nivells de proteina no sigui proporcional, és una
técnica poc acurada per quantificar nivells de protei-
na. Una de les millors técniques per fer-ho hagués
estat 'ELISA, pero cap empresa del sector cientific
r’ha dissenyat un assaig per a aquesta proteina mi-

tocondrial.

Es interessant destacar que els nivells elevats d’ex-
pressié del gen MT-ND1 que hem observat en
trastorn bipolar estan en sintonia amb altres estudis
que han mostrat un augment de l'expressié dels gens
codificats en TADNn relacionats amb el complex

I en cellules sanguinies (Beech et al., 2010). També,
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en relacié amb el complex I, se n'ha publicat una
disminuci6 de l'activitat enzimatica en cortex pre-
frontal d’individus amb trastorn bipolar (Andreazza
et al, 2010) i s'aposta perqué aquest mal funciona-
ment del complex I estigui relacionat amb lestres
oxidatiu observat en aquesta malaltia (Wang, 2007).
Per tant, aquest treball aporta una evidéncia més de
Palteraci6 ja descrita en el complex I dels pacients

amb trastorn bipolar.

Quant a lesquizofrénia i la depressié major, no hem
identificat cap alteracié en lexpressié génica dels
transcrits mitocondrials en comparacié amb els
individus control. Aquests resultats sén dificils de
contrastar amb la literatura cientifica publicada, ja
que només hi ha un altre estudi que ha analitzat tots
els transcrits mitocondrials en teixit cerebral, con-
cretament, en cortex dorsolateral prefrontal (Shao et
al, 2008). Aquest estudi presenta un descens gene-
ralitzat de lexpressié de tots els transcrits mitocon-
drials en pacients d’esquizofrénia i depressié major,
pero no ocorre el mateix en trastorn bipolar quan es
compara amb individus control. Cal dir que els gens
de referéncia emprats no sén els mateixos que s’han
utilitzat en aquest treball i 'analisi no ha tingut en
compte variables com l'edat, el sexe, el pH o la qua-

litat de TARNm.
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Cal destacar, també, que si bé aquest estudi és re-
cent i empra la tecnologia de 'RT-qPCR, els autors
no descriuen, acuradament, els passos metodologics
emprats en la quantificacié i mesura dels gens mito-
condrials, i no consideren una série de criteris i pas-
sos metodologics imprescindibles per a la fiabilitat

dels resultats (Bustin et al., 2010).

De fet, tampoc hem pogut contrastar els nos-
tres resultats amb els d’un estudi del 2006 que
va comparar lexpressié dels gens MT-ATPS,
MT-CO1, MT-ND1, MT-ND2 i MT-ND3 en
teixit cerebral entre pacients amb trastorn bipolar
i controls, i entre pacients amb depressié major i
controls, ja que, malgrat que aquest estudi va uti-
litzar 'RT-qPCR, no va emprar gens de referéncia
per normalitzar els valors, ni va controlar les carac-
teristiques de la mostra (Vawter et al., 2006). Aquesta
dificultat en la comparacié de resultats assenyala la
necessitat d’establir una metodologia rigorosa en la
detecci6 de nivells dexpressié mitjangant la RT-qP-
CRilaimportancia de descriure’n els passos seguits

(Bustin et al., 2010).

D’altra banda, i en referéncia als resultats de lestu-
di, hem observat un patré dexpressi6 similar entre
els pacients d’esquizofrénia i els de depressié major.

Aquests resultats suggereixen d’una banda, que al-
q £8 q
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guns dels factors que estan implicats en el desenvo-
lupament dels trastorns afectius podrien ser com-
partits amb els implicats en el desenvolupament de
lesquizofrénia; i d’altra banda també suggereixen
que podrien convertir-se en diferéncies significati-

ves si s’ampliés el nombre de mostres.

Contingut PADNmt

No s’ha pogut detectar un increment o un descens
del contingut d’ADNmt en cortex occipital en es-
quizofrénia, trastorn bipolar i depressié major res-
pecte del que presentaven els individus control. La
metodologia que hem utilitzat per quantificar el
contingut d’ADNmt, la gPCR, és robusta, atés que
s’han tingut en compte els tres factors principals que
poden influir en l'obtencié de resultats per aquesta

tecnica (Malik i Czajka, 2013).

S’han emprat tres gens mitocondrials per a la seva
determinacié en lloc d’un (la regi6 MT-7S del
D-/oop i els gens MT-ND1 i MT-ND4), s’ha ava-
luat lespecificitat de les sondes Tagman i sha de-
terminat la quantitat ’ADN necessaria per evitar
biaixos. Malgrat la robustesa dels resultats, és dificil
comparar-los amb la literatura cientifica, a causa,
sobretot, de discrepancies metodoldgiques i de des-
cripcié poc estricta i coherent dels passos emprats.

En concordanga amb els nostres resultats, un estudi
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dut a terme en cortex frontal de pacients amb es-
quizofrénia, trastorn bipolar i depressié major no
va identificar diferéncies en el contingut ’ADNmt
en comparacié amb individus sans (Sabunciyan et al.,
2007). Tanmateix, els resultats sén dificils de com-
parar perqug, tot i que empren el D-/oop com a gen
mitocondrial, hi ha una incongruéncia entre el gen
nuclear que diuen que utilitzen i els encebadors que

descriuen en l'apartat de metodologia.

Préviament, shavien reportat resultats similars en
cortex frontal de subjectes amb trastorn bipolar
i esquizofrénia per comparacié de dos gens mito-
condrials (MT-ND1 i MT-ND4) amb un de nu-
clear (RPPH1) i la técnica de la qPCR (Kakiuchi e
al,, 2005). El treball de Kakiuchi i col-laboradors és
I"inic metodologicament comparable amb el nostre
estudi. Aquests investigadors no van trobar diferén-
cies en el contingut ADNmt entre pacients d'es-

quizofrénia i trastorn bipolar i els subjectes control.

Si que van trobar que les pacients dones d’esquizo-
frénia presentaven més contingut d’ADNmt que
les dones control i que en els pacients amb trastorn
bipolar, el contingut  ADNmt correlacionava ne-
gativament amb ledat. Nosaltres no hem obtingut
aquestes troballes en la nostra mostra destudi. Per

ultim en teixit cerebral, també s’ha analitzat el con-
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tingut ’ADNmt en cortex cerebel'lés de pacients
amb trastorn bipolar i, malgrat que es va trobar una
tendeéncia dels pacients a tenir més contingut d’AD-
Nmt que els individus control, aquestes diferéncies
no van resultar ser significatives (Vawter et al., 2006).
Aquest estudi també va emprar el D-/ogp com a gen
mitocondrial, perd un gen nuclear diferent al del
nostre estudi. Cal esmentar que és dificil extreure
conclusions d’estudis que analitzen regions cerebrals
diferents perqueé el contingut ’ADNmt podria ser

especific de cada regié cerebral.

També és interessant destacar els estudis de contin-
gut ’ADNmt obtingut de cél-lules sanguinies de
pacients amb un trastorn mental greu. Un d’aquests
va analitzar el contingut I’ ADNmt de 142 pacients
geriatriques amb diagnostic de depressié major i
d’un grup de dones control de la mateixa edat. Per
gPCR van determinar el nombre de copies d'MT-
ND1 respecte d'HBB, corresponent al gen nuclear
de la beta-globina i van identificar que les pacients
presentaven un descens significatiu del contingut
d’ADNmt (Kim et al., 2011). Aquest estudi és compa-
rable, metodologicament, amb un de fet recentment
en pacients amb trastorn bipolar i controls (Sousa e
al., 2013). En aquest treball, van comparar el contin-

gut ’ADNmt entre individus amb trastorn bipo-
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lar 1 individus control, i entre els mateixos pacients
abans i després d’un tractament amb liti. La técni-
ca emprada va ser també la qPCR, i es va analitzar
una regié mitocondrial que comprenia el D-/ogp i el
gen MT-RNR1 en comparacié amb el gen nuclear
HBB. Com a resultat, no es van apreciar diferéncies
en el contingut mitocondrial entre pacients i con-
trols, i tampoc diferéncies a conseqiiéncia del trac-
tament. Similar al que hem observat en els nostres
resultats, també aquells reporten una gran variabili-

tat en els valors de contingut I’ ADNmt.

Sorprenentment, malgrat que aquests dos estudis
comparteixen similituds metodologiques (ambdés
empren la qPCR, el mateix gen nuclear, ADN ob-
tingut a partir de leucocits i el calcul del 2-ACt), els
valors relatius de nombre de copies que reporten sén
molt diferents entre si. Aixi, Kim i col-laboradors
descriuen un contingut d’ADNmt del rang de 90
copies per cél'lula, mentre que Sousa i col-labora-
dors descriuen valors que van de 500 a 1.500, apro-
ximadament. Linica diferéncia metodologica rau
en les técniques dobtencié de TADN, aspecte ja re-
portat com a determinant en la mesura de contingut

d’ADNmt (Malik i Czajka, 2013).

Aquesta disparitat en els valors mostra la importan-

cia de seguir uns criteris i passos metodologics acu-
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rats, entre els quals s'inclou determinar el contingut
d’ADNmt a partir de més d’'un gen mitocondrial,

aixi com la quantitat ’ADN idonia per dur a terme

la qPCR.

Cal destacar que, en el moment de redaccié
d’aquest treball de tesi doctoral, cap grup inves-
tigador no ha publicat cap estudi que analitzi el
contingut ’ADNmt de céllules sanguinies en

relacié amb lesquizofrénia.

Delecions en TADNmt

La presencia de delecions en TADNmt en el tras-
torn mental greu s’ha investigat amb més profundi-
tat que els altres aspectes genétics relacionats amb
aquesta molécula. En aquest treball no es reporten
diferéncies significatives quant a la preséncia de de-
lecions dels pacients d’esquizofrénia, trastorn bipolar
i depressié major en comparacié amb els individus
sans. Aquests resultats estan en concordanga amb
dos estudis publicats: 'un s’ha fet en cortex cerebral
d’individus amb esquizofrénia i trastorn bipolar (Ka-
kiuchi et al., 2005) i I'altre, en cortex frontal d’individus
amb esquizofrénia i trastorn bipolar (Fuke et al., 2008),
perod no esta en concordanga amb un altre estudi que
si que ha descrit més preséncia de delecions en di-
verses regions cerebrals de pacients desquizofrénia i

depressié major (Sequeira et al., 2012).
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Aquestes discrepancies podrien atribuir-se a dues
causes. La primera és la diferéncia en la regi6 cere-
bral analitzada, ja que s’ha descrit que la proporcié
d’ADNmt delecionat varia entre regions cerebrals
(Meissner et al., 2008). La segona podrien ser man-
cances metodologiques que conduissin a falsos
positius o falsos negatius que impedissin comparar
els resultats entre diferents treballs. Malgrat que en
tots els estudis publicats sempra la qPCR, el pro-
cediment per definir les delecions mitocondrials
varien entre si. Mentre que Fuke i col'laboradors i
Sequeria i collaboradors van fer una quantificacié
absoluta d’aquestes delecions mitjangant una corba
estandard, Kakiuchi i col'laboradors van mesurar el
nombre de copies de dos gens mitocondrials relati-
ves a un gen nuclear, i en van calcular una proporcié,
tal com hem fet en el present treball de tesi. Aixi
doncs, malgrat que aquestes metodologies permeten
comparar grups de casos i de controls en cada estudi
individual, no podem assegurar que els resultats es

puguin comparar entre diferents estudis.
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Variacions de la seqiiencia de FADNmt en esquizofrénia

A causa de 'increment del risc a patir esquizofrénia
si es té un familiar de la linia materna afectat amb
la malaltia (revisat a Verge et al, 2011), 'heréncia ma-
terna observada en lesquizofrénia es podria explicar
per la transmissié de mutacions o variants presents
en ’ADNmt provinent de la mare que contribuissin
a desenvolupar la malaltia. En aquest treball, es va
seqlienciar tot TADNmt de 14 pacients amb apa-
rent heréncia materna d'esquizofrénia, perd no es va
trobar cap variant en cap dels subjectes que pogués

estar relacionada amb la transmissié de la malaltia.

Malgrat que les evidéncies en la literatura cientifica
suggereixen que les variants de TADNmt poden es-
tar implicades en l'esquizofrénia, el cert és que pocs
estudis han tingut exit en la troballa d’una variant
concreta associada al risc de patir la malaltia. Els
estudis que si que han identificat variants no shan
confirmat en estudis posteriors (Lindholm et al., 1997;
Odawara et al., 1998; Gentry i Nimgaonkar, 2000; Kazuno
et al., 2005; Martorell et al., 2006; Bamne et al., 2008; Ro-
llins et al., 2009; Ueno et al., 2009; Ichikawa et al., 2012;
Sequeira et al., 2012). A més, alguns d’aquestes estudis
reporten variants que en aquell moment no havien
estat descrites, perd que després s’han identificat en

individus sans i han estat incorporades com a va-

riants comunes a la base de dades MITOMAP. En
la mateixa linia, els estudis que han cercat una
possible associacié entre pertanyer a un haplo-
grup mitocondrial i el risc a patir esquizofrénia
no han mostrat resultats concloents que s’hagin
confirmat en estudis posteriors (Amar et al., 2007;
Magri et al., 2007; Ueno et al., 2009; McMachon et al.,

2000, Mosquera-Miguel et al., 2012).

Un dels principals motius que pot explicar haver
trobat resultats tan diferents en diversos estudis és
la preséncia de mutacions especifiques de teixit, per-
queé és més probable que les mutacions relacionades
amb lesquizofrénia es trobin en el teixit cerebral i
no es detectin en cél'lules sanguinies. Malgrat aixo,
els estudis que han seqiienciat TADNmt en teixit
cerebral tampoc no han trobat cap mutacié associa-
da ala malaltia, tot i que en aquest cas s’ha trobat un
percentatge més elevat de substitucions en regions
codificants en individus amb la malaltia que en in-

dividus sans (Ro/lins et al., 2009; Sequeira et al., 2012).

D’altra banda, aquesta disparitat en els resultats
també es podria explicar per mancances i limita-
cions metodologiques. Alguns d’aquests estudis

potser senfronten a la preséncia d'errors de tipus I,
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és a dir, de falsos positius, sovint presents en els es-
tudis d’associacié (Shen i Carlborg, 2013). Els estudis
d’associacié amb gran nombre de mostres i de va-
riants requereixen una correccié per multiples tests
(generalment, una correccié de Bonferroni, de per-
mutacions o de simulacions) per evitar la preséncia

de falsos positius.

Tanmateix, ['as d’aquestes correccions implica una
mida de mostra major, ja que es restringeix la detec-
cié6 de diferéncies significatives. En contraposicid,
no disposar de mides de mostra suficients ni de prou
capacitat estadistica pot conduir a errors de tipus II,
és a dir, a passar per alt SNP poc freqiients que si
que tindrien associacié amb el risc de desenvolupar
algun trastorn mental greu. Una alternativa en els
estudis ’ADNmt per augmentar la poténcia esta-
distica és augmentar el nombre de subjectes en el

grup control (Pardo-Seco et al., 2013).

En el present treball, shan detectat dues variants as-
sociades a la malaltia en una mostra que comprenia
495 pacients d’esquizofrénia i 615 controls.

Lavariant 1.811A>G es troba al gen de 'TARNr 165
(MT-RNR1) i té una freqiencia del 8% al Gen-
Bank (MITOMAP). Es definidora dels haplogrups
K,U2,U3,U41U7i esta poc conservada entre les
espeécies. A més, es troba al domini I de TARNTr 168,
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domini que, en principi, no sembla tenir cap funcié

rellevant associada (Burk et al., 2002).

La variant 9.110T>C comporta un canvi d’aminoacid
d’una isoleucina a una treonina i l'algoritme de pre-
diccié dlefectes funcionals del Polyphen (Adzhubei et al.,
2010) no atribueix un efecte greu d’aquest canvi en la
conformacié de la proteina. Tanmateix, la base de dades
d'mtSNP, 1i assigna un valor de Grantham de 89, valor
que indica que si que pot tenir un efecte patogénic mo-
derat (entre un valor minim de 0 i un maxim de 150, i
etal,, 1984). Aquesta variant té una freqiiencia del 0,17%
a GenBank i, recentment, ha estat incorporada com a

definidora de I'haplogrup Hle5.

Aquestes dues variants, la variant 1.811A>G i la
variant 9110T>C, s’han relacionat amb caracteris-
tiques fenotipiques dels pacients, que, fins a la data
de redacci6 d’aquest treball, cap altre grup de recerca

no havia avaluat.

La preséncia de la variant 1.811A>G es va analit-
zar en relacié amb les caracteristiques psicopatolo-
giques i neuropsicologiques, perd no es va trobar
cap diferéncia entre els que presentaven una o altra
variant. La relacié de les variants de TADNmt i el
rendiment cognitiu ha estat poc avaluada. Un grup

de recerca australia va analitzar la relacié entre 69
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variants comunes de 'ADNmt i el rendiment cog-
nitiu mesurat en habilitats en el processament de la
informacié, el reconeixement de paraules i la capa-
citat cognitiva general. Aquest grup va analitzar un
conjunt de 1.385 individus de 665 families i no va
trobar cap variant la preséncia de la qual estigués
associada a un empitjorament o una millora del ren-

diment cognitiu (Byrne et al., 2009).

La presencia de la variant 9.110T>C p.Ile195Thr es
va analitzar en relacié amb 1) la capacitat de consu-
mir oxigen mitjan¢ant la mesura de les activitats oxi-
datives i 2) I'activitat enzimatica de 'ATP sintasa en
limfocits de pacients amb la variant, en comparacié

amb pacients sense la variant i amb individus sans.

Alguns estudis si que han trobat que la genética mi-
tocondrial influeix en la capacitat de consumir oxigen
(Bouchard et al., 1998; Marcuello et al., 2009), perd d’altres no
han pogut trobar aquesta associacié (Rivera et al., 1998;

Murakami et al., 2002).

També s’ha descrit que la capacitat de produccié IATP
pot estar associada amb la genética mitocondrial (Szc-
zepanowska et al., 2012), 1 estudis en linies cel'lulars de
cibrids amb les mutacions causants de MELAS i ME-
RRF en el seu ADNmt van mostrar que la preséncia

d’aquestes mutacions comportaven un descens en lefi-

Helena Torrell Galceran

ciéncia de produccié IATP (Pallotti et al., 2004).

Aixi doncs, malgrat que la implicacié de variants de
IADNmt en originar canvis en el sistema de pro-
duccié denergia ha estat reportada en alguns casos,
no hem pogut descriure que la variant 9110T>C
estigui relacionada amb el consum d’oxigen /o I'ac-

tivitat enzimatica de ’ATP sintasa.

El que si que hem observat és que els pacients des-
quizofrénia analitzats, fossin portadors de la variant
9.110T>C o no, tendien a presentar menys capaci-
tat de consum d’oxigen i menys activitat enzimatica
de 'ATP sintasa que els individus sense malaltia
psiquiatrica. Aquesta observaci6 esta en acord amb
altres publicacions cientifiques recents que mostren
una alteracié dels complexos enzimatics de la ca-
dena respiratdria mitocondrial en esquizofrénia
(Gubert et al., 2013),amb el consegiient estrés oxidatiu

que aixo pot ocasionar.

El que és una mica dificil de discriminar és si aques-
ta disfunci6 és intrinseca de la malaltia o esta causa-
da per l'acci6 dels farmacs neuroléptics (Casademont
et al., 2007; Finsterer i Segall, 2010) o altres factors que
interfereixen en el funcionament de la cadena res-
piratoria mitocondrial com el tabac (Cardellach et

al., 2003).
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DISCUSSIO GLOBAL

Mitjangant les publicacions de Nerea Abasolo, He-
lena Torrell et al, 2011; Helena Torrell, Elena Mon-
tafia et al., 2013, i Helena Torrell, Antonio Salas et
al., en revisi6, aquest treball de tesi aporta, d’una
banda, informacié del perfil genétic mitocondrial,
no descrit mai fins ara, en teixit de cortex occipi-
tal d’individus amb esquizofrénia, trastorn bipolar i
depressié major i, d’altra banda, I'analisi de dues va-
riants de TADNmt presents en cel-lules sanguinies
i associades a lesquizofrénia, en relacié amb carac-
teristiques psicopatologiques i neuropsicologiques, i
amb el funcionament de la cadena respiratoria mi-

tocondrial.

Fins a la data, el nostre estudi en teixit cerebral posz
mortem és el segon que s’ha publicat i que estudia
el contingut, lexpressié i la delecié de TADNmt en
trastorn mental greu. Tanmateix, cal destacar, com a
limitacions importants de l'estudi, el nombre reduit
de casos en cada grup diagnostic i el fet que només
s'analitzi una regié cerebral. Malgrat les limita-
cions, l'augment de lexpressié del gen MT-ND1
en trastorn bipolar, respecte dels individus control,
suggereix que el complex I de la cadena respiratoria
d’aquests pacients pot presentar algun tipus d’alte-

racié. En aquest sentit, si ja hem mencionat que cal-
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dria fer estudis amb més mostres i en altres regions
cerebrals, el més prioritari seria dur-los a terme en

relacié amb el trastorn bipolar.

En referéncia a l'analisi del nombre de copies
d’ADNmt, el present treball no troba diferéncies
entre pacients amb trastorn mental greu i individus
controls. Tanmateix, ja hem dit que el nombre de
mostres analitzades pot no ser suficient i la regié
cerebral estudiada pot no estar afectada en els tras-
torns mentals greus analitzats. No obstant aixo, el
contingut ’ADNmt pot alterar, significativament,
la funcié mitocondrial, ja que, de la seva transcrip-
cié, en depén directament el sistema de produccié
denergia.

Recentment, s’ha postulat que el contingut
d’ADNmt podria ser un biomarcador de disfuncié
mitocondrial que podria tenir relacié amb diverses
condicions mediques en les quals lestrés oxidatiu
juga un paper important (Malik i Czajka, 2013). Els
investigadors d’aquesta revisié plantegen que un
increment destrés oxidatiu augmenta el contingut
d’ADNmt, i ocasiona que algunes d’aquestes copies
estiguin malmeses fruit del mateix estrés oxida-
tiu. Aquesta acumulacié de molécules defectuoses

d’ADNmt podria conduir a un augment de lestrés
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oxidatiu que, un altre cop, malmetria més la cellula
i el teixit, i produiria inflamacié d’aquest i agreuja-
ria la simptomatologia de la malaltia. A causa de la
preséncia d'estrés oxidatiu en nombroses malalties,
com per exemple el cancer, la sindrome de la im-
munodeficiéncia adquirida o les malalties metaboli-
ques, els autors de la reivisié proposen el contingut
d’ADNmt mesurat en fluids i/o en teixit com un
biomarcador facil i economic de la disfuncié mito-

condrial i, per tant, dels nivells destrés oxidatiu.

Abans, pero, sha d’assolir el repte d’estandarditzar i
elaborar una metodologia acurada per la mesura del
contingut ’ADNmt. En aquest sentit, les sindro-
mes de deplecié mitocondrial (OMIM #612073),
en les quals el nombre de copies ADNmt és in-
ferior al 30% del rang de normalitat, cursen amb
nombrosos simptomes cerebrals, hepatics i muscu-
lars. També evidencien la importancia del nombre
de copies de TADNmt per al correcte funcionament
de tot l'organisme.

Aquestes sindromes estan causades per mutacions
en gens codificats en TADNn que regulen la sin-
tesi de nucleotids mitocondrials o la replicacié de TADN-
mt (E/-Hattab i Scaglia, 2013). No s’han fet estudis
d’aquestes mutacions en pacients amb trastorn
mental greu, ni estudis que relacionessin aquests

gens amb esquizofrénia, trastorn bipolar i depressié

Helena Torrell Galceran

major. A més, també sén escassos els estudis d’asso-
ciacié de mutacions en ’ADNn en gens relacionats
amb la funcionalitat mitocondrial, ja que els tnics
que shan avaluat s6n el gen NDUFV2 del complex I i
el gen SLC25A12 del transportador d’aspartat/glu-
tamat de la membrana mitocondrial, sense resultats
concloents en esquizofrénia (Washizuka et al., 2006;
Hong et al., 2007) ni en trastorn bipolar (Washizuka et
al., 2003b; Washizuka et al., 2004; Xu et al., 2008; Doyle

etal, 2011).

En aquest treball de tesi, shan estudiat tres malal-
ties complexes i poligéniques, I'aparicié de les quals
esta condicionada a la conjuncié de multiples factors
geneétics 1 ambientals. Si bé, en alguns casos, aquesta
malaltia s’hereta, aparentment, de la mare, és possi-
ble que aquesta heréncia no sexpliqui, només, per
factors genétics codificats en TADNmt, siné per al-
tres factors genétics presents en ’ADNn, o fins i tot
per la suma d’ambdés. A més, no es pot descartar el
factor psicosocial, fruit de la crianga propera de la
progenie per part de les mares amb esquizofrénia,

com una explicacié de 'heréncia observada.

D’altra banda, TADNmt podria contribuir a des-
envolupar algunes d’aquestes malalties a causa de
la preséncia de variants genétiques aparegudes al

llarg de la vida dels pacients i no heretades, ja siguin
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puntuals o estructurals, especifiques de teixit i/o
presents en heteroplasmia. Aquesta complexitat re-
queriria que els estudis d’associacié tinguessin la ca-
pacitat técnica per poder analitzar possibles variants
heteroplasmiques i una mida mostral que permetés
la poténcia estadistica adequada per poder detectar
variants de risc poc freqiients. Hem detectat dues
variants en TADNmt associades a lesquizofrénia i,
malgrat que no vam trobar cap variant definidora
d’haplogrup associada a la malaltia en un estudi
d’associacié amb una mida mostral més gran en el
que vam participar (Adna Mosquera-Miguel, Helena
Torrell, et al., 2012), aquests resultats indiquen que,
amb un mida de mostra equiparable als GWAS que
es fan en ADNn, podrien apareixer variants de risc
presents en TADNmt associades a lesquizofrénia i,
fins i tot, compartides amb altres trastorns mentals
greus. De cara al futur, shauria d’apostar per pro-
moure estudis de seqienciacié massiva i/o estudis
d’associaci6 de variants de TADNmt, tant puntuals
com estructurals, que incloguessin milers d’indivi-
dus per poder analitzar la implicacié de TADNmt
en aquests trastorns i, en cas que hi estigués impli-
cat, poder comengar a treballar en possibles accions

terapeutiques.
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Més enlla de la genética propia de TADNmt, la
implicaci6é dels mitocondris en el trastorn mental
greu s’ha estudiat des de diversos vessants, perd amb
resultats poc concloents. Encara que s’han apreciat
canvis en la morfologia i densitat mitocondrial,
alteracions en el sistema de produccié denergia i
modificacions del patré dexpressié dels gens rela-
cionats amb la dinamica mitocondrial, els resultats
no sén prou consistents i sovint no s’han repetit, i si
s’han repetit, no s’han confirmat, probablement fruit
de mancances metodoldgiques i de mides mostrals
reduides. Tanmateix, la suma d’aquestes evidéncies
continua mostrant el mitocondri i la seva genética
com un ambit d’estudi important per a l'etiologia i el
tractament de les malalties psiquiatriques, no només
en esquizofrénia, trastorn bipolar i depressid, siné

també en autisme (Gu ez al, 2013).

La preséncia de simptomes psiquiatrics en pacients
amb caracteristiques tipiques de les malalties mito-
condrials és una evidéncia més per elucidar el paper
del mitocondri en els trastorns mentals. La preva-
lenga de simptomes psiquiatrics en pacients amb
malaltia mitocondrial és quatre vegades més elevada
que en la poblacié general (Fartal et al., 2007), 1 els
simptomes que es presenten amb més freqiiéncia
sén trastorns de lestat d’anim, psicosi i angoixa

(Anglin et al., 20125).
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Recentment, s’han proposat complementar el trac-
tament farmacologic dels pacients amb trastorn
mental amb compostos o farmacs que milloressin
la funcié mitocondrial i/o amb activitat antioxi-
dant (Manji et al,, 2012). En aquesta linia, s’ha vist
que pacients amb un trastorn mitocondrial que,
comorbidament, presenten simptomes psiquia-
trics, aquests simptomes disminueixen quan sén
tractats amb nutracéutics que inclouen coenzim
Q10, vitamines B2, C, D i E, carnitina i creati-
nina, que milloren la funcionalitat mitocondrial
d’una manera senzilla, economica i no invasiva

(Gardner i Boles, 2011; Anglin et al., 2010).

Aixi doncs, tot i que el paper de TADNmt i de la
funcionalitat mitocondrial en el trastorn mental
greu encara no es coneix prou bé, seria interessant
d’investigar-los més profundament a fi de poder
donar-los una translacié i aplicacié clinica. Recent-
ment, i des de diversos ambits de recerca, es proposa
al sector de la psiquiatria que es tinguin en compte
aquells pacients que presenten caracteristiques tipi-

ques de malaltia mitocondrial.

Helena Torrell Galceran

La presencia d’anomalies neurologiques, historia
meédica amb multiples drgans afectats, un historial
familiar amb nombroses afectacions mediques i re-
sisténcia al tractament o, fins i tot, empitjorament
a causa dels farmacs psicotropics pot alertar de la
preséncia de malaltia mitocondrial (Anglin et al.,
2012a). La deteccié de malaltia mitocondrial en
malalts psiquiatrics pot tenir conseqiéncies en el
tractament farmacoldgic i el diagnostic, i per tant

aquest ambit requereix una especial atencié.
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Background: Gene expression studies conducted in post-mortem human brain samples have the potential
to identify rebevant genes implicated in psychiatric disorders. Although reverse transcription quantitative
real-time PCR (RT-gPCR) has emerged as the method of cholce for specific gene expression studies, it
requires the use of stable reference genes, and it is necessany o control for pre- and post-mortem factors
to obtain reliable data.

Objective: The aim of this study was to identify suitable reference genes and specimen characteristics that
can be taken into account when comparing mENA expression data between post-mortem brain speci-
mens from psychiatric patients and controls,

Method: We used a selection of suitably matched occi pital cortex specimens from subjects in each of the
following groups: schizophrenia (N« 15), bipolar disorder (N~ 13), major depressive disorder (N~ 15],
and contral (N = 15). Quantitative and qualitative RNA analyses were performed prior to RT-qPCR and
gene expression stability was evaluated with geNorm and MormFinder,

Results: We identified GAPDH. RPE17, RPLE0, RPLPD, and TFRC as potential reference genes from a sample
plate containing 32 candidates commonly wsed as reference genes. Further analyses of these 5 genes
higthlighted that 1) they are suitable reference genes for ET-qPCR studies in these post-martem brain
samples from psychiatric patients, and 2) the RNA quality index is highly correlated with gene expression
values (r = —0.631, p < 0,001,

Conclusions: In addition to controlling for pre- and post-montem factors and selecting stable reference

genes for normalization, sample sets should be matched with regard 1o RNA quality.

Gene expression studies performed on post-mortem human
tissue have proved to be valuable for identifying genetic factors
involved in the etiology and phenotypic expression of psychiatric
disorders. To date, the majority of studies have sought to find
differences in gene expression between control subjects and indi-
viduals suffering from schizophrenia, and seme replicated findings
have identified disturbances in genes relaved to symaptic Tunction,
energy metabolism, and oligodendrocyte function (Bray, 2008),
Schizophrenia (SCH), hipolar disorder (BD), and major depressive
disarder (MDD) are severe mental disorders with genetic and
environmental factors known to be involved in their development,
Evidence indicates a common neurcbiological and psychophar-
macological aspect, and some biological markers in areas of
neurophysiclogy, neurcendocrinology, psychoneuroimmunology,
and psychopharmacology show an overlap between 5CH, BD, and

* Comresponding author, Unitat de Psiquiatria, €7 Sant Uoreng, 21, 43301 Rrus
Spain, Tel.: +34 977 750338; o +34 977 759322,
E-mail address: laurdes. marmonell@urvecar (L MamarellL

D022-3956(8 — e front matter © 2011 Elsevier Lid. All rights reserved.
doil; 10L1016/] jpsychines. 200 1.06.001

© 2011 Elsevier Led, All rights reserved.

MDD (Muller and Schwarz, 2008 1. Therefore, several studies have
been working with the hypothesis that a specific gene or set of
genes is implicated in SCH, BD, and MDD, and some specific genes
and proteins have been identified as putative risk factors for these
disorders (Johnston-Wilson et al, 2000; McCullumsmith and
Meador-Woodruff, 2002; Chana et al., 2003; Rollins et al., 2009;
Liu et al.. 2011; Reynolds and Reynolds, 20011; Ben-Shachar and
Karry, 2008; Knight et al,, 2009; Creen et al, 2010]).

Rewverse transcription quantitative real-time PCR (RT-qPCR) is
a molecular biology technique that is used to amplify and simul-
taneously quantify a targeted molecule by measuring incremental
changes in specific fluorescence signals with each PCR cycle, This
technigue allows for the guantification of specific mRNAs in a high-
throughput manner and is considered the method of choice for
gene expression detection because of its demonstrated sensitivity
and reproducibility (VanGuilder er al, 2008} The two most
commonly used methods to analyze data from qPCR experiments
are absolute quantification and relative quantification. Absolute
quantification involves determining the transcript copy number in
the experiment, usually by relating the Muorescence value (o
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a standard curve, For relative quantification, the fluorescence value
in a determined group is related o that of another group, e.g.
a treatment group versus an untreated group or a patient group
versus a contrel group. The resulting value is expressed as the
change in steady-state mRNA levels of a target gene relative to an
internal control RNA (known as a reference gene or “housekeeping”
gene). To calculate these relative changes in gene expression, the
270 method is generally recommended [Livak and Schmitigen,
2001). It has been reported that the specific methodology,
including experimental design, sample origin, nucleic acid extrac-
tion, reverse transcription, gPCR target information, qPCR oligo-
nucleotides, qPCR protocol, gPCR validation, and data analysis, can
influence the results of gene expression studies [ Bustin et al,, 2009),
Likewise, pre-mortem, ante-martem, and post-mortem  non-
genetic factors could affect gPCR results when gene expression
studies are conducted on post-mortem tissues (Lipska et al., 2006;
Weickert et al., 2010}, Another requirement for obtaining accurate
results is the correct selection of the reference gene; in fact, it has
been demonstrated that accurate normalization data relies on
using the geometric mean of the expression levels of various
reference genes (Lipska et al, 2006; Vandesompele et al, 2002).
The prevalent way for selecting valid reference genes for normali-
zation of gene expression data is based on excel applets like gelN-
orm (Vandesompele et al, 2002} or NormFinder [Andersen et al,
2004).

The aims of the present study were to identify and evaluate
reference genes for RT-qPCR studies conducted on post-mortem
accipital cortex samples from patients with SCH, BD, and MDD
and to identify specimen characteristics that can influence gene
expression data,

1. Materials and methods
LI Hroin specimens

This study was conducted using specimens from the Neuropa-
thology Consortivm of the Stanley Brain Collection ([Stanley
Medical Research Institute (SMRI), MD, USA) and received the
approval of the review board of the Hospital Universitari Psiquiatric
[nstitut Pere Mata. This brain collection is a selection of matched
specimens that includes 15 specimens ecach from individuals
diagnosed with SCH, BD, MDD or no psychiatric disorder (control, C).
Howewver, anly 13 of the 15 BD samples could be analyzed in the
present study because of complications in BNA extraction. Patients
were diagnosed according to the DSM-IV criteria. Specimens of
exch group were matched for age, sex, race, post-mortem interval
(PMAI, acidity—alkalinity (pH), and side of brain used (Torrey et al,
2000} Specimens were oblained with the permission of the family
of the deceased. Fresh frozen blocks of occipital cortex were ship-
ped to our laboratery in dry ice and maintained at —80 “C until ENA
was extracted. Clinical and post-mortem data of the patients and
unaffected controls are given in Supplementary Table 1.

1.2, RNA extraction, quantification and quality measures

All lab areas were cleaned with RMaseZap (Ambion, Applied
Biosystems [ABI], Madrid, Spain) prior to BRNA extraction. Total ENA
was extracted using TRizol Reagent (Invitrogen, Barcelona, Spain),
REMA was quantified by spectrophotometry (ManoDrop: Thermo
Fisher Scientific, Madrid, Spain) and by microfluidic analysis with
an Experion EMA SudSens Analysis Kit (Bio-Rad Laboratories, Bar-
celona, Spain). The correlation between measurements by the bwo
methods presented a Pearson coefficient of © — 0897 and
p o= 00001, and the mean of the two values was calculated.
Quantitative information about the general state and quality of the
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RMA was obtained with an Experion system {Bio-Rad Laboratories)
by determining the RENA quality indicator number (RQIL which
ranges from 1 (lowest quality) to 10 (highest quality),

1.3, RT-gPcR

1.3.1. Identificarion of reference genes

To screen for appropriate reference genes, we used a Tagman
Express Plate Endogenous Control [ABIL This 96-well plate contains
32 pre-optimized human TagMan Gene Expression Assays that are
commonly used as reference genes (Table 1). Therefore, there are
only three well positions for each gene, and we only considerad
SCH, MDD, and C samples for this first stage. We selected SCH and
MDD samples based on the psychopathological continuum theory,
which considers these two disorders as extreme conditions lying
along an admixture of symproms (Van Os et al., 1998; Peralta and
Cuesta, 2008). This theory, which is also expected to be appli-
cable at the molecular level, establishes that symplomatology
follows a continuum ranging from depressive symptoms, which
correspond to major depressive disorder, to psychotic symptoms,
which appear in schizophrenia. Both depressive and psychotic
symptoms that define bipolar disorder are situated in the middle of
this continuum phenotype, Likewise, o obtain reliable results, only
high-quality RMAs were considered at this stage (RQI = 7L A pool of
RMA for cach of the SCH{N = 7}, MDD (N = 7), and C(N = 11 ] groups
was used, and in each case 0.5 pg of total RNA was DNase treated
and then reverse transcribed to ¢cDNA using random hexamers and
Superscript 1l RNAse H-Reverse Transcriptase [ Invitrogen] in a final
reaction volume of 100 pl. gPCR reactions were performed in a final
volume of 20 pL containing 10 pl of cDMA + nuclease-free water
{Ambion, ABI) and 10 L of TagMan™ Universal PCR Master Mix,

Table 1
Cqg valwes in pooded schizophrenia [SCH)L major depressive dosorder (MDD and
control subjects (C) for the 32 candidate reference genes.

Candidate reference genes  Threshold cycle (Cg)

SCH 1R 4] Control Mean b1
185 1898 19.31 1990 1940 047
ABL1 2. 3297 1283 1284 LAY
ACTR U MMM 3408 A2 04
BZEM 34T 31.96 ELR ] Ed P 024
CASCE 30,96 I0.ED 094 3090 009
CDEMNIA M55 3RES 3 3539 0TS
LDENIE .93 25,98 29.81 29 L0E
EIFZE1 33093 3366 izn 397 LLAL ]
MT-ATPG 21.96 21.93 2192 2143 0oz
MES| I5T8 34.93 35329 1533 042
MGKL Pk | 553 Pl | 2975 014
FMOLR2A 3396 3363 3353 azn LLF
o Era | 31.96 3293 1284 ool
A X397 28.549 2985 2904 07
PSRACA 1375 33.54 am 377 023
MM 1w 3347 EEL 373 024
ELFI zm 3364 EFaLl 3315 042
CADDAE5A 3603 3656 Tm 5,63 053
CAFDH 30.93 3078 096 3089 010
GusE M0E M08 33N 04 s
HMES IEm T 3595 35,19 LLE 5]
HIET 3238 3153 393 208 It
IPOE Ek: 3371 3387 1384 012
MEFLIS 1392 3395 1398 1355 o3
RPLIO 3293 3277 zs 1284 LT
RIMLITA .76 3141 57 EAlr | [ ]
RI'LID 3296 3175 I 12488 LAY
RP517 nm .74 3180 1182 LT
TEM 36,40 I6.97 1586 641 055
TFRC 1283 3284 1293 3287 005
uBc Foh 2B.72 1882 1882 009
YWHAZ 35.86 I5.68 1594 1583 013
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which contains ROX as a passive internal reference and primers and
probes for each gene (ABIL Thermal cycling was performed on
a 7900HT Fast Real-Time PCR System [ABl) according to the
manufacturer’s instructions. The thermal cycling protocol was as
follows: 2 min at 50°C, 10 min at 95 °C, and then 40 cycles of 155 at
95 °C and 1 min at 60 °C.

1.3.2. Confirmation of the suitability of selected reference genes for
SCH, BD, and MDD samples

In the analysis of selected reference genes in the SCH, BD,
MDD, and C samples, reverse transcription was done simulta-
neously with qPCR in a single reaction well using a TagMan ENA-
to-Cr 1-Step Kit (ABI) and TaqMan gene expression validated
assays (ABI) in the 7900HT Fast Real-Time PCR System [(AB1). Five
candidate reference genes (GAPDH, RPL30, RPLPO, RPS17, and
TFRC) were analyzed (Table 2). Prior to the experiment, 6 serial
dilutions of two representative mRNAs were run in triplicate
with two objectives: 1) to identify the best quantity of mENA lor
the experiment and 2) to confirm that amplification efficiencies
were around 100%, The optimum amount of mENA was 200 pg,
and the efficiency range was 92.5-104.6% (data not shown). Each
RT-qPCR reaction contained 4.25 pL of RNA, 0.5 pL of the vali-
dated assay for the reference gene, 0.25 pl of RT enzyme mix, and
5 ub of TagMan RENA-te-Cr 1-Step Master Mix (ABI. All
measurements were performed in triplicate in a final reaction
volume of 10 pl in 384-well plates, and qPCE data were acquired
using Sequence Detector Software (5DS version 2.3, ABI)L Mean
quantification cycle (Cq) values [also known as threshold cyce,
C;) were calculated as the average of three replicates if the 5D
was less than 0.3; otherwise, the individual Cq value was elimi-
nated from the study and the remaining data were reanalyzed.
Data from 7.5% of the wells were discarded. The non-template
sample did not produce a signal in any assay. Likewise, the
samples without the KT enzyme did not produce any signal. The
geomerric mean of Cq values for the 5 genes was also calculated
as a unique value,

14, Gene expression stability anolysis

The ET-gPCR data were evaluated with two independent
statistical approaches: geMNorm (Vandesompele et al, 2002) and
MNormFinder (Andersen et al, 2004}, GeNorm identified the two
best reference genes to use for normalization based on the M
measure, which is calculated from the pairwise comparison of each
gene with all other genes. NarmFinder identified the best reference
gene based on the expression variability value (V), and intra- and
intergroup variability were considered il more than two groups
were available. Both programs are Visual Basic Applications for
Microsoft Excel, and a histogram was built to rank the genes from
best [minimum variation, more stable) to worst {maximum varia-
tion, less stable) in terms of their use as a reference gene.

Table 2
Suitable reference genes analyzed in SCH, BD, MDD, and €,
Cene name Geme  Gene Location Assay 1D Amplicon
symbal 10 size
Glyceraldehyde- CAPDH 2597  12p13 Hs99999905 mil 122
3-phosphate
dehydrogenase
Ribosommal protein, RMPO 6175 12q24.3 HsSOU09902_mi 105
large, MO
Ribosomal protein 517 RFS17 6218 159 Hs00734303 g1 99

Ribosomal protein L30
Transferrin recepior

RFLI0 6156 Bqdd  HsDUEGS49T m 148
TFRC 7037 3q48  HsO951094.m1 a7

L5 Sraristical analysis

To determine whether mRNA expression of the selected candi-
date reference genes was associated with specimen characteristics,
we performed a series of statistical analyses. Distributions for all
dependent vanables were examined by the Kolmogorov—Smirnoy
test of normality. Pearson correlation analyses were conducted
between mEMNA expression (mean Cg values for each gene and the
geometric mean of Cg values for the 5 reference genes), R, age of
death, duration of the disease, age of onset, lifetime quantity of
fluphenazine or equivalent, pH, mass of brain, PMI, and storage
timwe, ANOVA or t-tests were applied (o identify differences
between the above-mentioned quantitative wvariables in the
following categorical vanables: diagnoses, gender, death by suicide,
history of substance abuse, and brain hemisphere, The general
linear model was used to determine whether reference genes
presented statistically significant differences between patients and
contrels considering the correlated covariates, All tests were two-
tailed, and statistical significance was set at p < 0,05, Statistical
analyses were performed with SPS5 17.0 {Chicago. 11, LISA)

2. Results
21, Identification of reference genes

We have analyzed 32 potential reference genes in three groups
of pooled mRNA samples with high RNA quality (RQI = 7.0) from
SCH, MDD, and C specimens. Cg values were obtained for all
samples and genes (Table 1). When we considered all of the data,
the two different algorithms wsed for the analyses, geMNorm and
MormFinder, identificd similar groups of genes as the best and
waorst candidate reference genes. CeNorm identified 18 genes with
an M-value less than 0.005 and MormFinder identified 18 genes
with a V-value less than 0.005 (Fig. 1) All 18 genes identified by
georm coincided with those identified by NormFinder. However,
the best five genes identified by geMorm (RPS17/RPL20, UBC, IPOE,
and CASC3) did not coincide at all with the best five genes identi-
fied by NormFinder (MRPL19, TFRC, POP4, MT-ATPG, and CASC3),
Both algorithms presented a high degree of agreement in identi-
fying 185, CDEMN1A, and TBP as the three worst genes in the ranking.

211, Reference genes for SCH

When considering the SCH and C samples, the best genes
identified by geMorm (M < 00003), ranked from best to worst, were
as follows: GUSE(PMA, CDKN1E, RPL30, UBC, RPS17, IPOS, MT-ATPS,
CASC3, RPLPO, and POP4 (Supplementary Fig. 1a), On the other
hand, the best reference genes identified by NormFinder
(¥ < 0.003) ranked from best to worst, were as follows: ABLI,
YWHAZ, POP4, ELF1, RPLPO, CAPDH, HMBS, MRPL19, TFRC, CASC3,
and PLIMI,

212, Reference genes for MDD

For the MDD and C samples, the best reference genes identified
by geMorm (M < 0,0025), ranked from best to worst, were as
follows: PGK1JTFRC, UBC, RPS17, EIF2B1, RPL30, MRPL1S, HPRTI,
MT-ATPG, POP4, and GADD45SA (Supplementary Fig. 1b). Likewise in
the SCH and control groups, the best genes identified by Norm-
Finder (V < 0.002), ranked from best to worst, were as follows:
PGK1, TFRC, EIF2B1, RPL30, HPRT1, MT-ATPG, MEPL19, POP4, RP517,
UBC, and POLR2A.

22 Evaluation of selected reference genes

We further analyzed RPLPO, RPS17, RPL30, GAPDH, and TFRC in
all SCH, BD, MDD, and C samples (N — 58) using three technical
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by MormFinder,

replicates, RPLPO and TFRC were selected based on their low vari-
ability in the present study and also in a previous study (Silberberg
et al., 2009): RP517 and RPL30 were selected based on their low
variability identified in the present study. Additionally, GAPDH was
selected based on its low variability identified in the present study
and its popularity as a reference gene. We decided not to include
the mitochondrial DMNA gene MT-ATPG because it would have
required a DMAse treatment step (mtDNA do not have introns),
making the ABl assay no longer specific for mRNA. [n the analysis of
these 5 genes in all samples, geMorm and MormFinder both ranked
the genes in the same order from best to worst; RPLPO, RPS17,
RPL30, GAPDH, and TFRC. Analysis of pairwise variation by geMorm
to determine the optimal number of reference genes for normali-
zation indicated that two genes should be sufficient because the
Wy value was 0,007, which is lower than the 0,15 cutofl proposed
by Vandesompele et al. (Vandesompele et al., 2002) The results of
geMorm and MormFinder analysis for the 5 genes in all 5CH, BD,
MDD, and C samples are shown in Fig. 2.

2.3, Relationship between specimen characteristics

Sample charactenistics of SCH, BD, MDD, amd C are shown in
Supplementary Table 1, Statistical differences were identified in
storage time, death by suicide, age of onset of the disease, and
duration of the disease. Prior to correlating specimen characteris-
tics with mRNA expression, we analyzed which specimen charac-
teristics were related to each other. The following variables were
evaluated: gender, age at death, pH, mass of brain, PMI, storage
time, RO, brain hemisphere, history of substance abuse, death by
suicide, duration of disease, lifetime quantity of Auphenazine or
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equivalent [mg), and age of onset of the disease. As expected, RO
was positively correlated with pH (r = 0539, p = 0.0001}, and age at
death was correlated with duration of the disease (r = 0,488,
p = 0.001) and age of onset (r = 0478, p = 0001 Females pre-
sented a lower mass of brain compared to males (1386 + 106 and
1528 = 145 g, respectively; ¢ = —4.078, p < 0.0001) We also
observed that lifetime quantity of Tuphenazine [or equivalent) was
correlated with storage time (r = —0.563, p = 0.002). Those indi-
viduals who died by suicide were younger than those who did nat
(390 + 10.7 and 492 = 97 years, respectively: ¢ = —3.637,
p o= 0.001), and individuals whose samples were processed in
a larger PMI presented a lower age of disease onset [r — —0.344,
p=0.021)

24 Specimen characteristics associated with mENA expression

To evaluate the potential effect of specimen characteristics on
the mean Cq values, we considered the following variables: gender,
age of death, pH, mass of brain, PMI, storage time, RO, brain
hemisphere, history of substance abuse, death by suicide, duration
of disease, lifetime quantity of fluphenazine or equivalent (mg), and
age of onset. We identified significant correlations between Cg and
RO and between Cqg and pH, As shown in Fig, 3, ROIwas negatively
correlated with Cq wvalues for the five genes studied: RPLPO
(r 0.732, p < 0.0001) RPS17 (r 0656, P < 0.0001), RPLIO
(r=—0.686, p < 0.0001), GAPDH (r = —0.707, p < 0.0001), and TFRC
(—0.457, p = 0,0001), as well as for the geometric mean (r - —0.681,
= 0.0001) In addition, pH was negatively correlated with the Cg
values of RFLPD (r = —0467, p = 0.0001), RPSI7 (r = —0.538,
P 00001}, RPL30 (r = ~0.393, p = 0.003), CAPDH (r = ~0.457,
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Fig. 2. Expression wariablliny of the five selected reference genes examined in all
samples (SCH, BD, MDD, and C) by geMorm and MormFinder.

p = 0.0001), and geometric mean (r = —0430, p = 0001}, but not
with that of TFRC (0226, p = 0.1), We obtained identical results
after normalizing the mean Cq values by considering the efficiency
of PCR reactions with the equation @ — E**, where E is the reaction
efficiency and ACq = Cgminim=Cqgsample. [t is worth noting that
RQI presented slight statistical differences between MDD and C
[t = =228, p = 0.047) and between SCH and C (1 = —2.196,
p = 0.041), but not between BD and C (¢ = - 1478, p - 0157).

2.5, Evaluation of reference genes between SCH, BD, MDD, and C
sanmples

The qPCR data were compared between cach patient group and
the controls using a general lincar model and including RQI (highly
correlated with mean Cq values of reference genes) as a covariate,
RQI and pH were highly cerrelated; however, we did not include pH
in the model because it could hide the effect of RQL We did not
observe significant differences among the patient groups and
controls for any of the five reference genes studied or for the
geometric mean values presented in Fig. 4. However, if we did not
consider RQI in the analysis, statistically significant results were
obtained for GAPDH between BD and C (f = 2.193; p = 0.044), even
though there were no statistical dilferences among the ROL values
for these two groups.

3. Discussion

RT-qPCR 15 one of the most frequently used methods for the
quantification of specific mENAs due to its high specificity, large
dynamic range, and high accuracy (Vandesompele et al., 2002
However, a lack of consensus exists on how best to perform and

interpret qPCE data (Bustin et al,, 2009, In the present study, we
aimed to shed light on the use of KT-qPCR for the analysis of SCH,
BD, MDD, and C post-mortem brain samples. We identified and
evaluated suitable reference genes and variables related to clinical,
demographic, and specimen characteristics of cach sample that
could affect the interpretation of qPCR data. For the sake of
completeness, atypical correlations were performed.

We investigated 32 previously identified candidates as potential
reference genes for normalization in expression studies, Among
them, we identified a group of stable reference genes that are
suitable for gPCR in our target specimen groups, and we identified
a growp of reference genes that, a prioni [because we have not
done further analysis), are less stable and should not be used. The
5 best reference genes (ranked from best to worst) identified by
geNorm were RPS17/RPL30, UBC, 1IPOS and CASCE. meamwhile,
MNormFinder identified MRPL19, TFRC, POP4, MT-ATPG, and CASC3.
In a previous study (Silberberg et al, 2009) using SCH and BD
samples also obtained from the Stanley Brain Collection, geNorm
identificd RPLPOTFRC, ACTE, PCGK1, and IPOS, and NormFinder
identified ACTE, IPOE, TFRC, PGK1, and UBC as the five best suit-
able genes. Their study was similar o ours in that they first
selected 6 reference genes from a sample plate containing 16 total
by using a small sample, and they later applied their results o
a larger sample. However, it should be noted that they analyzed
specimens obtained from a different area of the brain, they
investigated 16 instead of 32 genes, and they used 2 SCH, 4 BD and
2 C mRNA samples at this first stage of the study (Silberberg et al.,
20097 in contrast, we analyzed pooled mRMA from 7 SCH, 7
MDD, and 11 C samples, In our study, IPOS ranked 3rd and 17th
using geNorm and NormFinder, respectively (15t — best gene,
32nd ~ worst gene), ACTE ranked 17th and 11th (although it is one
of the most frequently used reference genes), TFRC ranked 11th
and 2nd, and RPLFO ranked 5th and 15th, respectively, According
to the results of Silberberg et al. and the present study, we decided
to further analyze TFRC and RPLPO (the two best reference genes
from Silberberg et al), RPS17 and RPL30 (two highly stable genes
fram our study, not included in the previous study). and GAPDH
(ot identified as a stable reference gene by Silberberg et al. but
ranked Gth and 7th respectively in this study and one of the most
universally used in gene expression studies)

Our study is also in accordance with Silberberg et al. in ranking
the worst reference genes, Silberberg identified TBP, POLR2A and
185 as the three most unstable reference genes according to both
geMorm and MormFinder. In our study, TBP was ranked 29th by
geMorm and 30th by MormFinder, POLR2A was ranked 19th and
22nd in geMorm and MormFinder, respectively, and 185 was ranked
315t by geMorm and 32nd by NormFinder. Therefore, according to
beth Silberberg et al. and our study, TBP and the commonly used
185 should not be used as reference genes in this brain collection.
Another study conducted in distinct brain samples (human
epileptogenic neocortex) has recently identified TBP as a valid
reference gene if used with neurcn-specific enolase [MSE)
(Wierschke et al, 2010). However, this study used a small sample
size of 18 fresh specimens processed with a low PMI and TBF could
be particularly fragile in other situations. Likewise, our GAPDH
results [Tth best out of 32) did not concur with those of Silberberg
et al. {(13th out of 16) in either geMorm or MormFinder. Silberberg
et al, identified CAPDH to have the least stability, but in our study
CAPDH also had low variability. In a validation study of reference
genes to use in different post-mortem tissues, GAPDH was identi-
fied as the second-most-stable gene investigated in the human
brain (frontal lobe) (Koppelkamm et al, 200100 Additionally, in
anather study aimed at selecting reference genes in dorsolateral
prefrontal cortex SCH and C samples, GAPDH and ACTB showed the
best stability [Weickert et al.,, 2000}, Distinct brain regions present
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Fig. 3. Correlation between mENA expression of the five selected genes and the calculated geomean ard RQL

distinct expression patterns, as has been shown in a gene expres-
sion study that compared schizophrenia and contrel subjects using
an Affymetrix GeneChip microarray [Katsel et al., 2005), Interest-
ingly, this study showed that the dorsolateral prefrontal cortex,
which is the candidate target region in most SCH studies, presented
fewer altered transcripts compared to other brain areas, including
the temporal and cingulated cortices and hippocampus. There is
little information available about the expression patterns of refer-
ence genes in different brain areas. GAPDH has been identified as
a stable reference gene in dorsolateral prefrontal cortex in
a schizophrenia-contral study (Weickert et al., 2010) and unstable
in temporal cortex in an epilepsy-control study (Wierschke et al,
2010). Therefore, we were interested in analyzing reference genes
in a distinct brain area, and we selected the occipital cortex, as it is
involved in visual memory and the interpretation of visual images
that can be related to visual hallucinations, We also chose the
occipital cortex becawse it is a heavily myelinated region, and
several studies analyzing genes that are involved in myelination
have been performed in major psychiatric disorders. However,
based on the results of our study of occipital cortex samples from
SCH, BD, MDD, and C specimens, the results of Silberberg et al.
using dorsolateral prefrontal cortex samples from SCH, BD, and C
specimens from the same brain collection, and the results of
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Weickert et al. using SCH and C samples from a different brain
collection. we conclude that TFRC, RPLPO, and CAPDH are the most-
stable reference genes to use in schizophrenia studies, We agree
with Silberberg et al. that CAPDH presents statistical differences
between BD and C samples; however, we speculate that these
differences are more related to RQI than to vanation in the
expression of this gene.

MNotably, low variation was observed in our study samples, likely
due to the high accurate quantification of EMAs [using two
methods) and selection of high-quality RNA samples for analysis in
the first stage of the study. We observed that both algorithms
(meMorm and NormFinder) agreed with their selection of hest and
worst reference genes, although they did not coincide with ranking,
especially for the best reference genes. Taking into account that
more than one gene s recommended for normalization
(Vandesompele et al, 2002; Koppelkamm et al, 2010], using
a combination of at least two of these fve genes identified in this
study would be ideal for normalizing gene expression in SCH, BD,
MDD, and C samples. It is noteworthy that the samples from the
brain collection used in this study were matched for age, sex. race,
PMI, pH, and side of brain analyzed (Torrey et al, 2000); however,
we determined thar variables such as storage time and death by
suicide presented statistical differences [(with larger periods of
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storage for patients than for controls, and death by suicide present
in some of the patients but not for any contral subject). Whether
these variables were included in our analyses did not affect the
madel, which analyzed Cq values depending on diagnosis. The RO
index was not statistically significant among the four groups (SCH,
By, MDD, and C), but significant differences were observed
between SCH and € and between MDD and € when specific
comparisons were performed,

We also found that RQI is a key wvariable that should be
considered in future gene expression studies. RO was highly
correlated with the five genes analyzed, showing an increase in Cg
value with a decrease in sample RGI. The assessment of ENA quality
has been described as a critical first step in obtaining meaningful
gene expression data because KT-gPCR performance is affected by
RMNA integrity, except for short cDNA fragments (about 70-250 bp)
(Fleige and Praffl, 2006). Therefore, RNA quality should be assessed
in any qPCR analysis by determining the RQI or its counterpart, RIN
(RNA Integrity Index) [Weickert et al, 2010].

W also found that pH was highly correlated with Cq, although
to a lesser extent than ROQL A number of studies conducted with
microarrays have identified differences in gene expression associ-
ated with brain pH (Tomita et al., 2004; Mexal et al., 2006), and it
has been argued that RNA quality is most strongly affected by pH of
the tissue [Chevyreva et al., 2008). However, other authors have
pointed out that even though RNA quality is strongly cormelated
with pH, a causal relationship cannot be assumed (Atz et al, 2007),

Although false positive results can be obtained because of the large
number of statistical analyses performed, it cannot be ruled out
that these variables influence the Cq values of specific genes, In the
same way, we did not observe statistical differences among vari-
ables that have been identified in other studies to be correlated
with gene expression, as described for PMI [Birdsill et al,, 2010},

The main conclusion of the present study is that. in addition to
selecting stable reference genes for normalization. sample sets
should be matched with regard to RNA quality, Whenever this is not
possible, a statistical model considering the covariates must be the
method of choice when comparing mRENA expression data between
patients and controls, With the present selection of occipital cortex
matched specimens from the Neuropathelogy Consortium of
the SMRI, the genes RPLPO, RPS17, RFL30, GAPDH, and TFRC should
be wsed as reference genes in future KT-qPCR studies.
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Several lines of evidence support a mitochondrial dysfunction in
major psychiatric disorders. The objective of this study was to
determine whether mitochondrial DNA (mtDNA) expression or
content are implicated in the mitochondrial dysfunction
observed in schizophrenia (SCH), bipolar disorder (BD), and
major depressive disorder (MDD), MIDNA gene expression and
miDNA content (including the MT-ND4 deletion) were meas-
ured by RT-gPCR and gPCR, respectively. Post-mortem brain
tissue from 60 subjects, divided evenly into four diagnostic
groups (SCH, BI), MDD, and control (C)), was analyzed. MT-
NDI gene expression was significantly increased in the BD group
compared with the C group. MDD and SCH patients showed a
similar pattern of mtDNA expression, which was different from
that in BD patients. Similarly, a larger number of MDD and SCH
patients tended to have the MT-NIMgene deleted compared with
BD and C subjects. However, no other significant differences
were observed in miDNA gene expression and mtINA content.
Notably, high variability was observed in the miDNA gene
expression and content in each diagnostic group. Previous
studies and the present work provide evidence for a role of
mtDNA in SCH, BD and MDD, However, further studies with
larger patient and control groups as well as by analyzing distinct
brain regions are necded to elucidate the role of mDNA in major
psychiatric disorders.  © 2005 Wiley Periodicals, Inc.

Key words: schizophrenia; major depressive disorder; bipolar
disorder; mitochondrial genetics

INTRODUCTION

Mitochondrial DNA

Mitochondria are subcellular organelles responsible for providing
energy for cellular processes. They are located in the cvtoplasm and
implicated in amino acid and lipid metabolism, apoptosis and
calcium equilibrium, Each mitochondrion contains between 2 and
10 mitochondrial DNA molecules ({mtDNA) that encode two
ribosomal RNAs (MT-RNEI and MT-RNR2Z genes); 22 transfer
RMAs; the displacement loop (D-loop), which is necessary for
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replication and transeription; and 13 protein subunits of the
electron transport chain (the MT-ATP6, MT-ATP8, MT-CO1,
MT-CO2, MT-CO3, MT-CYB, MT-NDI, MT-ND2, MT-ND3,
MT-ND4, MT-ND4L, MT-ND5, and MT-ND¢ genes; Fig. 1).
The remaining subunits for the electron transport chain are
encoded in the nuclear genome, MIDNA is maternally inherited
and more susceptible to somatic mutations than nuclear DINA.
These mutations are frequently heteroplasmic such that mutated
and wild-type molecules coexist in the same cell. Because of this
variability, mtDMNA was suggested to be a potential weak point ofthe
genome related to the aging process and age-associated pathologies.
Moreover, miDNA is known to be involved in several clinical
syndromes [Wallace et al., 1992; Taylor and Turnbull, 2005].
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FIG. 1. Schematic representation of the mitochondrial genome, The
majority of mtONA deletions involve the major arc of the
mitochendrial genome between the origin of heavy-strand
replication [0,] and the origin of light-strand replication [0, ]. Py
and P indicate the transcription promoters for the heavy and
light strands, respectively, Gray dots mark the 22 transfer RNAs.
HVS1 and HV52 in the D-loop sequence indicate hypervariable
segments 1 and 2, respectively.

Mitochondrial Dysfunction in Psychiatric
Disorders

Schizophrenia (SCH), bipolar disorder (BD), and major depressive
disorder (MDD are severe forms of mental illness that share some
signs and symptoms. They have a complex etiology involving a major
genetic contribution that interacts with environmental factors, Family
studies | Tsuang et al,, 1980; Taylor et al,, 1993; McGuffin et al,, 2003;
Smoller and Finn, 2003] and recent genome-wide studies support a
genetic overlap in these major paychiatric disorders [Huang et al,
2000; Gejman et al., 2011; Wray et al., 2012]. These studies, however,
are far from providing biological explanations for the pathophysiol-
ogy of these disorders, The mitochondrial dysfunction hypothesis has
emerged as an explanation for the underlying heterogeneity of the
clinical and pathological manifestations of SCH, BD, and MDD
[Rollins et al.,, 2009; Scaglia, 2010]. Recently, it has been suggested
that impaired mitochondrial function may cause defects in symaptic
plasticity and cellular resilience that are now clearly associated with
major psychiatric disorders [Manji et al., 2002]. Several lines of
evidence support a role of mitochondrial dysfunction in major
psvchiatric disorders not only in clinical studies [Fattal et al,
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2006] but also at a molecular level [Rezin et al., 2009]. For instance,
comorbidity with major mental disorders has been reported in
patients with mitochondrial cytopathics [Fattal et al., 2007]. Fattal
et al. reported fatigue, muscle weakness, and hearing loss as the most
common features in patients who presented a mitochondrial disorder
with psychiatric comorbidities. More recently, mood disorders,
cagnitive deterioration, psychosis, and anxiety have been identified
as the most commaon psychiatric features in patients with mitochon-
drial dysfunction [Anglin ¢t al., 2012]. Patients exhibiting psychiatric
symptoms accompanied by various degrees of myopathic symptoms
have also been reported [Kato et al,, 2011]. In one genetic study,
multiple mDMA deletions were reported ina patient fitting DSM-TV
criteria for MDD and with a positive family history of major
psychiatric disorders including B, MDD, and SCH |[Mancuso
et al, 2008]. In addition, several disease-associated miDNA SNPs
were found to have functional implications in major mental disorders
[Kato and Kato, 2000; Washizuka et al., 2003; Munakata et al., 2004].

With respect to 5CH, a transcriptomic, proteomic, and metab-
olomic study conducted in human brain tissue showed that genes
related to energy metabolism and oxidative stress differentiated
nearly 90% of SCH patients from contrals | Prabakaran etal., 2004].
Additionally, mitochondrial hypoplasia, respiratory chain impair-
ments and altered mitochondrial-related gene expression have
been reported in SCH [Alar et al., 2005 Ben-Shachar, 2009,
Furthermore, some studies have found a maternal pattern of
SCH inheritance. {Reviewed in Verge et al. [2011]).

Post-mortem studies comparing the prefrontal cortex of BD
patients and healthy individuals have found thar, in patients, (1)
individual mitochondrial profiles covered smaller areas [Cataldo
etal,, 2010]; (2) complex [ activity was decreased [Andreazza etal,,
2010]; and (3) there was a higher incidence of mtDNA commaon
deletion |Sequeira et al., 20012]. As in SCH, an increased risk of BD
has been reported for maternal versus paternal relatives [McMahon
et al., 1995).

Finally, a high prevalence of major depressive disorder has been
reported in patients presenting mitochondrial cyropathies [ Fattal et
al,, 2007] and MDD patients showed a significant decrease in
mitachondrial ATF production rates in muscle [Gardner et al.,
2003], Inaddition, depressive disorders have been described in case
histories of patients with mtDNA mutations [Koene et al., 2009;
Ryvu et al., 2009].

In summary, evidence supports the presence of mitochondrial
dysfunction in SCH, BD, and MDD Mitochondrial diseases often
manifest with dvsmyelination |Schoenfeld et al., 2010]. Therefore,
to explore the hypothesis that mtDNA may be altered in the brain
cells of these patients, this study was designed o evaluate the
profiles of mtDNA expression, mtDNA content and mtDRNA
deletion in the myelinated region of the occipital cortex of SCH,
BD, and MDD patients and control sulyjects,

SUBJECTS AND METHODS
Brain Specimens

This study was conducted wsing specimens from the Neuropathol-
ogy Consortium of the Stanley Brain Collection (Stanley Medical
Research Institute (SMRI), Chevy Chase, MDY and was approved
by the review board of the Hospital Universitari Psiquiatric Institut
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Pere Mata. This human brain collection consists of a selection of
matched samples that includes 15 subjects in each of the following
groups: SCH, BD, MDD, and control (C). DHagnoses were estab-
lished according to the DSM=1V criteria [ Torrey et al., 2000]. Fresh
frozen blocks of occipital cortex, Broadmann Area 19, were shipped
to our laboratory on dry ice and stored at —B0°C until RNA, DNA,
and protein were extracted. Clinical and post-mortem patient and
control data are given in Supplementary Table 1.

RNA Extraction, Quantification, and Quality
Measures

All lab areas were cleaned with ENaseZap (Ambion, Applied
Biosystems [AB|, Madrid, Spain) prior to RENA extraction. Total
RMA from fresh-frozen occipital cortex sections was extracted using
TRIzol Reagent (Invitrogen, Barcelona, Spain). The purity and
quantification of the RNA were determined by spectrophotometry
(NanoDrop; Thermo Fisher Scientific, Madrid, Spain) and the
Experion system (Bio-Rad Laboratories, Barceloma, Spain) as
described previously [Abasolo et al., 20011]. The Experion system
was used to obtain information regarding the general state and
quality of the RNA by determining the RNA Quality Indicator
[RQI) value, which ranges from 1 {lowest quality) to 10 {highest
quality), We previously reported a high correlation between ROQI
and the expression of reference genes in these same brain samples
[Abasolo et al., 2001] and mentioned the necessity of controlling
this variable in expression studies, Thus, three SCH, three BI, and
four MDD samples were discarded due to low RNA Quality Index
values (=5) [Schroeder et al., 2006).

DNase Treatment

Because mtIMNA does not contain introns, total DNA removal is the
best strategy to avoid co-amplification of residual DNA in expres-
sion studies. To eliminate contaminating DNA, the DNA-free™
[DMase Treatment & Removal Reagent kit was used according to the
manufacturer's instructions (Ambion, AB). Residues of the DNase
reaction were eliminated by centrifugation. The efficiency of the
treatment was assessed by comparing the Cq values of RNA samples
treated with DMase with those of untreated samples, The difference
between the Cq values was approximately three PCR eyeles (data
not shown),

DNA Extraction and Quantification

All lab areas were cleaned with DNAZap { Ambion, AB) prior to DINA
extraction, Total DNA from fresh-frozen occipital cortex sections was
extracted using PureGene reagents [ Qiagen ). DNA was quantified by
spectrophotometry  (NanoDrop: Thermo  Fisher Scientific) and
purity was assessed using the 260/280 OD ratio. The mean purity
ratios of DNA are given in Supplementary Table L One sample from
the MDD group was discarded due to low DNA purity.

Protein Extraction and Quantification

Post-maortem brain tissue from the occipital cortex of BD paticnts
and C subjects was used for Western blot analysis due to the

215

significant differences in gene expression observed in these tissues,
The same frozen blocks of occipital cortex were used for DNA and
RMA extraction and Western blot experiments. The tissue was
homaogenized, delipidated, and quantified as we previously
described in Roig et al. [2010].

RT-qPCR for Gene Expression Analyses

Prior to the gene expression experiment, three high RQI RNAs

=T7.5) were chosen and six serial dilutions of these RNAs were run
in triplicate with two objectives: (1) to determine the best quantity
al BNA for the experiment and (2) to confirm that amplilication
efficiencies were approximately 100%. The optimum amount of
RMNA was 200 pgand the efficiency range was 93.6—114.6% ( data not
shown).

In the expression analysis of mitochondrial genes, reverse tran-
scription was performed simultaneously with gPCR in a single
reaction well using a TagMan RNA-to-Cy 1-5tep Kit (AB) and
validated TagMan gene expression assays in a 7900HT Fast Real-
Time PCR System (AB; part numbers are given in Supplementary
Table IT). The 15 mitochondrial genes (MT-ATPS, MT-ATPS, MT-
Ccol, MT-C02, MT-C03, MT-CYB, MT-NDI, MT-ND2, MT-
ND3, MT-ND4, MT-ND4L, MT-ND5, MT-ND6, MT-RNR1, and
MT-RNE2) and the 75 region of the D-loop were analyzed. The
geometric mean of four nuclear genes [ GAPDH, RPL30, RPLPO,and
RPS17), which we previously identified as the most suitable of a 32-
candidate set |Abasolo et al., 2011], was used as a reference for
normalization. Each RT-qPCR reaction contained 4.25 pl of RNA,
0,5l of the validated TagMan assav for the mitochondrial or
reference gene, 0.25pl of RT enzyme mix and 5pl of TagMan
RMA-to-Cy 1-5tep Master Mix (AB). All measurements were
performed in triplicate in a 10-pl final reaction volume and
qPCR data were acquired using Sequence Detector software
(515 version 2.4, AB). Mean quantification cycle (Cq) values
(also known as threshold cyele, C;, values) were calculated as the
average of three replicates if the SD was less than 0.3; otherwise, the
individual Cqvalue was eliminated from the study and the remain-
ing data were reanalyzed. Normalized expression was caleulated for
individual samples using the 27 method (DataAssist Software
v2.0, AB). Data from 4.6% of the wells were discarded. The non-
template sample did not produce a signal in any assay or in the
samples without the RT.

qPCR for DNA Quantification

The qPCR analysis for mtDNA content was performed using the
RMase P gene (RPPH 1) as a reference gene and the 75 region, MT-
NDTand MT-NIDMas target genes. RPPH 1 isasingle-copy nuclear
gene that encodes the RNase P enzyme, the 75 region in the
D-loop contains essential elements for mtDNA replication, MT-
WD is a rarely deleted gene in mitochondrial diseases and MT-
NDqis located in the major arc of mtDNA (Fig. 1). Notably, most
mtDNA deletions characterized in humans are located in the
major arc [Tanhauser and Laipis, 1995; He et al., 2002], The most
frequent deletion is the 5-kb deletion, known as the common
deletion, which belongs to the major arc. This deletion removesa
4,977-bp section of mitochondrial DNA that encompasses five
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tRNA genes and seven polypeptide genes between nucleotide
positions 8470 and 13447, which are MT-ATPS, MT-ATP& MT-
CO3, MT-ND3, MT-NDd, MT-NIDML, and MT-NIDS [Soong and
Armheim, 1996], As MT-NIM has been described to be deleted
in 97% of all common deletion molecules [ Meissner et al., 2006],
we assumed we were testing for the mitochondrial common
deletion.

Prior to the experiment, three representative DNA samples were
chosen based on good purity (O 2607280 ratio between 1.7 and 2)
and six serial dilutions were run in triplicate to identify the best
quantity of DNA to use for the experiment. The optimum amount
of DNA was 1 ng and the efliciency range of gPCR was 94.17
=108.7% (data not shown). In addition, NCBI Nucleotide BLAST
was performed following recent recommendations to ensure that all
Tagman probes used to amplify miDNA genes do not amplify
pseudogenes [ Malik and Czajka, 2012]. Target and reference genes
were amplified in separate wells in quadruplicate. Each reaction
included 2 pl of DNA, 0.5 pl of the validated TagMan assay for cach
gene, 5l of Universal TagMan PCR master mix (AB) and 2.5 pl of
nuclease-free water in a 10-pl final reaction volume. qPCR data
were acquired using Sequence Detector software (SDS version 2.4,
ABI). Cq values were caleulated as the average of four replicates if
the SI) was less than 0.3; otherwise, the individual Cq value was
eliminated from the study and the remaining data were reanalyzed.
Gene content data were calculated for individual samples using the
279 method. The non-template sample did not produce a signal
in any assay.

Western Blot for ND1 Protein Quantification

A 50 pg aliquot of protein per sample was subjected to SDS=PAGE
on 4-12% Novex BisTris gels and transferred 1o a nitrocellulose
membrane using an iBlot Dry Blotting System (Invitrogen). The
membranes were blocked for 1 hr at room temperature in 1% Tris-
buffered saline (TBS) with 4% ECL Advance Blocking Agent (GE
HealthCare, Barcelona, Spain). Anti-NID antibody (rabbit poly-
clonal, Abcam ab74257, dilution 1:5300) was added to TBS con-
taining 2% ECL Advance Blocking Agent and the blots were
incubated at 4°C overnight. The blots were then washed and
subsequently incubated with peroxidase-labeled anti-rabbit secon-
dary antibody (1:2,000, Dako, Barcelona, Spain) diluted in TBS
containing 2% ECL Advance Blocking Agent for 30 min at room
temperature. Then, the blots were developed using an ECL detec-
tion system (Amersham Biosciences, Barcelona, Spain) and visual-
ized using the ChemiDoc System ( Bio-Rad, Madrid, Spain). Finally,
the blots were incubated with Mild Antibody Stripping Solution 1X
(Amersham) for 15 min at room temperature and re-blotted with
anti-GAPDH antibody (mouse  polvclonal, Ambion AM4300,
1:1,000). The process was performed as described above except
that the blots were incubated with peroxidase-labeled anti-mouse
secondary antibody (1:5,000, Dako).

The bands representing the two proteins of interest were quan-
tified using ImageLab 3.0 { Bio-Rad, Barcelona, Spain). The volume
of cach NI protein band was normalized to the volume of the
corresponding GAPDH protein band. The number obtained was
referred to as the “normalized NI protein level” and was used for
the statistical analysis.
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Statistical Analyses

To determine whether mtDNA gene expression or mtDNA content
was associated with specimen characteristics, a series of statistical
analyses were performed. Distributions for all dependent variables
were examined by the Kolmogorov=Smirnov test of normality.
Because both miDNA expression and mtDNA content data did not
have a normal distribution, Spearman correlation analyses were
conducted between mRNA expression or mtDNA content and RO,
DNA purity, age at death, duration of the disease, age of onset,
lifetime quantity of fluphenazine (or equivalent) intake, pl,
brain mass, PMI, and storage time,

The MT-ND4 deletion for each individual was caleulated as the
ratio between the MT-ND and MT-NIM gene content.

The non-parametric Mann=Whitney U-test was used to derer-
mine whether mtDNA expression, mtDMNA content and MT-NIDJ
deletion presented statistically significant differences between
patients and controls and between each diagnostic group and
the control group. The Mann=Whitney [itest was also used to
compare normalized ND1 protein levels between BIDY patients and
controls, All tests were two-tailed and statistical significance was set
at P< 0.05,

The Kruskal=Wallis test was performed to determine whether
MT-NDI, MT-NIMand 78 region contents were distributed differ-
ently within the patient groups and the C group.

Finally, Spearman correlation analyses were conducted to com-
pare the mRMNA expression and mtDNA contents of the MT-NDI
and MT-NI genes and the 75 region. Likewise, Spearman corre-
lation analyses were conducted to compare the normalized NDI
protein levels and MT-NI} mBNA expression.

All statistical analyses were performed with SPSSv19.00 Chicago, IL).

RESULTS
Correlation Between mtDNA Gene Expression or
Content and Sample Characteristics

After examination of all variables, miDNA expression was not
found to correlate with age at death, duration of the disease, age
of onset, lifetime quantity of fluphenazine (or equivalent) intake,
brain mass, PMI, or storage time, regardless of the mitochondrial
gene analyzed. Gene expression correlated with RO and pH, but
this correlation disappeared when samples with an BQI < 5 were
eliminated (data not shown). Similarly, mDNA content and NI
protein levels did not correlate with any of these specimen char-
acteristics. In addition, miDNA expression, miDNA content and
normalized ND1 protein levels did not differed significantly as a
function of gender, brain hemisphere, death by suicide or history of
substance abuse.

MtDNA Expression in the SCH, BD, MDD,
and C Groups

When considering the gene expression data, MT-NDI gene expres-
sion was significantly higher in the B} group compared with the C
group { P= 0,041, Fig. 2A). Notably, the MT-ND1 expression in BD
patients differed from that in SCH patients (P=0.012) but not
from that in MDD patients (P=0.674), No other significant
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FIG. 2. Relative mtDNA gene expression by diagnosis normalized to
that of the C group. A: A similar pattern of gene expression was
observed in the BD and C groups with the exception of MT-ND1,
which was significantly different between patients and controls
[P~ 0.041]. B: MDD versus C relative mtONA gene expressions.

C: SCH versus C relative mtONA gene expressions. Mote that the
exprassion profiles in the MDD and SCH groups tended to be
similar in both groups of patients compared with the C group.

association with the diagnoses was abserved for any mtDNA gene,
however, a similar expression profile was observed in SCH and
MDD groups (Fig, 2B,C). In addition, MT-CYH and MT-ND3
tended to be decreased in SCH subjects (Fig. 2C), although no
significant differences were found. Apart from those observations,
expression levels were very different within the mitochondrial
genes, showing high variability in each group and no differences

2id

between groups. Por instance, while the MT-NDI gene had a very
low expression level, ribosomal RNAs (MT-RNRI and MT-RNR2
genes) were highly expressed (Supplementary Fig. 1).

Correlation Between ND1 Protein Level and
MT-ND1 mRNA Expression in BD Patients

We wanted to determine whether the significant differences in
the mRNA expression of the MT-NDI gene in BD patients were
maintained at the protein level. To this end, we performed a
Western blot analysis using lysates form BIY patients and C subjects.
The NDT protein level was normalized to the GAPDH protein
level in each sample and the value obtained was correlated with the
MT-NDI mBRNA expression. We did not find a correlation between
MT-NDI mRNA expression and ND1 protein levels (1 = =0.276;
P =0.203). In fact, the median NI protein level in BD patients was
lower than that in the C group (BI) =0.101; C=0,130; U = 37.5;
P=0.07%),

MtDNA Content in the SCH, BD, MDD, and C Groups

Similar to the miDMNA expression data, there was also high vari-
ahility in mtDNA content between both inter- and intra-group
individuals { Fig. 3}. As can be observed, the copy number range was
highest for MT-ND1 (431-20,385 copies), followed by MT-ND4
(300—6,596 copies) and was lowest in the 75 region (233-1,924
copies). The miDNA content, however, did not significantly
differ according to diagnosis for any of the three genes; that is,
the median values were similar in each group, as determined by the
Kruskal-Wallis test.

There was no correlation between MT-NIM, MT-NIM, and 75
region DNA content and their respective RNA expression levels
(rf=0.298, P=0062 r =003 P=0781; and " =0.168,
= 0,260, respectively).

MT-ND4 Deletion in the SCH, BD, MDD, and C Groups

The presence of MT-ND4 deletion was assessed by comparing the
MT-NDT and MT-NIM contents. A deletion was considered to be
present when the ratio MT-NDIMT-NIM was =1, In 18 of 60
individuals, the MT-WNDI content was 10=14-fold higher than the
MT-ND4 content, indicating a deletion (Fig. 4A). Similar results
were obtained when the MT-WNIMITS region ratio was caleulated
and these two ratios showed a significant Spearman correlation
(¢ =0.774, P < 0.0001). Although there were no significant differ-
ences in the MT-NDH and MT-NIM content between diagnoses, the
SCH and MDD groups tended to have more patients with the MT-
N4 deletion (six and seven subijects, respectively) than did the BD
and C groups (three and two subijects, respectively), However, we
did not find any significant differences among the distributions of
individuals presenting with the deletion among the diagnostic
groups (X° = 5426, P=0.143).

MT- N expression was similar in subjects who had a deletion of
this gene and those who did not, Although the median level of gene
expression was similar in both groups, the range of MT-ND4
expression values was wider in the group without the MT-ND4
deletion than in the group with the deletion (Fig. 48).
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FIG. 3. MtDMA content in the different diagnostic groups. The
madian values are shown by an orange line. A: MT-ND1 gene

content. The MDD and SCH groups tended to have more patients
with high MT-NDJ1 content than did the BD and C groups. B: MT-

ND4 gene content. All groups displayed a similar pattern. C: 75
region content. All groups had a similar pattern.

DISCUSSION

In the present study, we have tested the hypothesis that the mtDRNA
gene expression, mtDNA content and presence of the mtDNA
common deletion in SCH, BD, and MDD patients differs from that
in C subjects and contributes to the mitochondrial dysfunction
observed in these illnesses. MiDNA alterations may be a common
feature in the complex etiology of these severe mental disorders, as
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groups: however, there are more subjects with a higher
expression of MT-ND4 in the non-deleted group.

some patterns of maternal inheritance have been observed in SCH
[reviewed in Verge et al., 2011] and BD [McMahon et al., 1995].
Furthermare, matrilineal relatives were significantly more likely to
suffer from a mood disorder [ Bergemann and Boles, 2000] and SCH
[Verge et al, 20012] than non-matrilineal relatives, Therefore,
although psychiatric disorders are not maternally linked, there is
some evidence that sharing mtDNA with an affected MDD or SCH
patient is a risk factor for developing MDD or SCH, respectively.

One of the most frequent central nervous system abnormalities
in multisystem mitochondrial disorders is white matter deterio-
ration. It is likely that white matter lesions are due to an underlying
defect in the respiratory chain or concomitant oxidative stress that
results in neuronal death and the replacement of neurons by glial
cells [Finsterer and Mahjoub, 2002], Inaddition, a postmortem and
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neuroimaging study indicated an increased prevalence of deep
white matter lesions in major psychiatric disorders |Regenold
et al., 2007 |. Therefore, we analyzed the miDNA expression, con-
tent and presence of the common deletion ina myelinated region of
the brain in SCH, Bl and MDD patients because the miDN A isvital
to the proper function of the respiratory chain [ Schapira, 2006] and
can be altered in these disorders.

MtDNA Gene Expression

The implication of mtDNA in mitochondrial disorders is well-
known and many studies have tested the role of miIDNA mutations
in these illnesses [Bartaillard et al, 2000; Sacconi et al, 2002;
Salpietro ¢t al., 2003; Guillausscau et al., 2004; Raspall-Chaure
et al., 2004; Castagna et al., 2007; Horvath et al., 2007]. However,
expression studies of genes encoded by the mitochondrial genome
are scarce and those related w major psychiatric disorders are even
mare scarce, Therefore, the expression of all mitochondnal tran-
scripts in the human occipital cortexwas cxamined in SCH, BDy, and
MDD patients as well as control subjects. Expression was normal-
ized using a geometric mean of Cq data of four suitable nuclear
reference genes. Similarly, only specimens with a minimum ENA
quality were considered in all statistical tests. The main finding of
this study is that there was an increased expression of MT-ND1 in
BD patients compared with C subjects, The MT-NIM gene has been
reported as a possible target gene in BD [Munakata er al,, 2005,
2007 . Although its lunction in complex [ activity remains unclear,
the incorrect expression of MT-NIDT could alter the normal func-
tioning ofthis complex. In this sense, decreased complex [ activity in
the prefrontal cortex has been reported in BD patients but not in
MDD or SCH patients |Andrearza et al,, 2010]. Furthermore, the
up-regulation of mitochondrial- and nuclear-encoded genes impli-
cated in electron chain transport has been described in BD blood
cells, including those from complex 1 [Beech et al., 20010], This
dysfunction in the electron transport chain may be associated with
the susceptibility of BD patients to damage through oxidative stress
and involves either nuclear- or mitochondrial-encoded genes
[Wang, 2007|. These findings along with those of the present study
suggest that MT-NDImay be implicated somehow in the functional
complex | impairment observed in B, The fact that the MT-NDI
expression in BD patients differed from that in SCH but not MDD
patients suggests that this expression pattern may be a common
feature for affective rather than psychotic disorders. Nevertheless,
no difference in MT-NIM expression between B patients and C
individuals was observed at the protein level. Unfortunately, no
ELISA preparation for ND1 protein level detection is available and
it is possible that Western blotting is not the ideal technique for the
quantitative analysis of this protein. Therefore, we are not able to
confirm that the differences detected by RT-qPCR in MT-Ni{
expression are not present at the protein level, On the other hand, it
is also possible that MT-NDT expression is increased in BD patients
while NI protein expression is not. Unfortunately, little is known
about the molecular processes that regulate mtDNA replication,
expression and translation apart from the requirement for several
nuclear transcription factors, such as TFAM, TFBI and TFB2Z
[Larsson et al., 1998; Falkenberg et al., 2002 [, Furthermore, a recent
report indicated that the mtDNA can be damaged directly by
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reactive oxygen species, as well as modulated by several epigenetic
mechanisms [Chinnery et al., 2012]. We have shown that miDNA
expression levels are distinet for every miDNA gene and that MT-
NDT is expressed at the lowest level (Supplementary Fig. 1), despite
having the highest mtDNA content (Fig. 3). Therefore, as-yet
unknown factors may be involved in the regulation of MT-ND]
expression in BDY patients and future studies will be required to
clucidare the relationships between mtDNA content, expression
and translation,

In contrast, a significant effect of diagnosis on miDNA expres-
sion was not detected in the SCH and MDIY groups. These results,
however, are difficult to compare with the scientific literature.
Although the hypothesis of mitochondrial involvement in mental
disorders is widely accepted, the majority of studies have focused on
mitochondrial genes encoded in the nuclear genome. Most of these
studies have reported generalized mitochondrial dysfunetion in
psychiatric disorders and decreased mitochondrial gene expression
in the prefrontal cortex of SCH, BD and MDD patients compared
with C subjects [ Konradi et al., 2004; Iwamoto et al., 2005; Vawter
et al., 2006]. There is only one study that tested mtDNA expression
in brain samples from patients with major psychiatric disorders
[Shao etal., 2008], in which Shao ¢t al. checked mitochondrial gene
expression in the dorsolateral prefrontal cortex. Three reference
genes were used for normalization, two of which were different
from those used in the present study; the brain region examined was
also different fram that in the present study. In addition, the datain
this study were not adjusted for RO but rather for pH, age, and
gender covariates. As a result, these authors found a significant
decrease in general mitochondrial gene expression in MDD and
SCH but not in BD patients. When the mtDNA expression was
normalized using the D-loop asa reference gene, however, they also
identified an increased expression of MT-NDT and MT-NDSin BD
patients, Thus, the fact that the present study differs from that of
Shao et al, in several methodological respects should be highlighted.

MtDNA Content

To examine mtDNA content, two mitochondrial genes (MT-NDT
and MT-NI{M) and the 75 region were assessed, There were no
significant differences between diagnostic groups. Although there
was high variability in mtDNA content within subjects from the
same group in all cases, there was more variability in the MDD and
SCH groups. Only one study in the hterature focused on major
psychiatric disorders and mtDNA content in human brain samples
[Sabunciyan et al., 2007]. Sabunciyan and colleagues quantified
mtDNA levels and the 5-kb common mitochondrial deletion
(which involves the MT-ND4 gene) in frontal cortex samples
from SCH, BIY, and MDD patients and normal subjects, In contrast
to our methods, they assessed mtDNA content with primers
targeting a different region of the D-loop (HVR2 instead of 75)
and the commaon deletion with primers that amplify the MT-ATPS
gene (also involved in the major arc). Similar to the results of the
present study, they did not find a significant difference in the
mtDNA content or mtDNA common deletion between controls
and patients. The mtDNA content, however, may depend on the
brain region, as the miDNA deletion ratio has been shown to
depend on it [Soong et al., 1992; Meissner et al., 2008].
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Finally, no correlation between MT-NDJ, MT-NIM, and 75
region DNA content and their respective RNA expression levels
was found, suggesting that mtDNA expression was not directly
related to miDNA content. It is well-known that mtDINA content
varies among different tissues and at different ages in the same
individual [Venegas etal,, 2011]. Additionally, it has been estimated
that approximately 200300 nuclear genes are required to replicate
and express the 13 proteins encoded in the miDNA. Therefore,
nuclear-mitochondrial communication isa highly complex process
that is governed by the nucleus; the mtDNA encodes none of the
factors required for the replication, transcription and translation of
mtDNA genes. Moreover, it is well-known that pathogenic muta-
tions in mtDNA do not exert a major influence on phenotype until
the proportion of the mutant mtIXNA genomes exceeds a critical
threshold, estimated to be approximately 75% of the total mole-
cules [Bogenhagen, 2002]. However, it has been reported that
specilic mIDNA mutations are mostly associated with an up-
regulation of mtDNA transcripts | Reinecke et al,, 2009], Then, it
can be hypothesized that mtDNA expression depends more on the
mtDNA sequence than on the mtDNA content. Interestingly, the
mtDNA sequence was described to interact with the nuclear
genome o modify cognition at the phenatypic level in a study
on mice by Roubertoux et al. [2003].

MtOMNA Deletion

The hypothesis of the involvement of mtDNA deletions in major
psvchiatric disorders is widely accepted and it has been investigated
more deeply than the involvement of mitochondrial gene expres-
sion or content. Although the difference was not statistically sig-
nificant, there were more patients with the common deletion in the
MDD (P =0.093) and SCH (P = 0.067) groups than in the BDY and
C groups, In 1997, Kato ¢t al. [1997] reported an assodation
between BD and the commeon deletion in cercbral cortex tissue
using a small sample size of seven BLY patients and nine controls,
Kakiuchi et al. [20053] analyred the mtDNA deletion by comparing
the copy numbers of the MT-ND9 and MT-NDI genes in SCH and
B and did not observe an association between mtIXNA deletions
and these two major mental disorders [Kakiuchi et al., 2005].
Sequeira et al. [2012] have recently reported that the common
deletion was increased in BD but notin SCH or MDD patients. They
tested the frontal cortex instead of the occipital cortex and it is well-
known that the mtDNA deletion ratio differs between brain regions
[Meissner et al,, 2008). Similarly, Fuke er al. [2008] assessed the
accumulation of the common deletion in post-mortem frontal
cortex tissue fram SCH and BD patients and C sulbjects using the
same method used in the present study but with different specific
primers. They found an age-dependent accumulation of the com-
mon mtDNA deletion but no significant association between the
commuon deletion and the two studied major mental disorders. In
our study, an association between age and the common deletion was
not found in any diagnostic group, likely due to the small age range.
Finally, Shao et al, [2008] assessed the ratio of the deletion in the
prefrontal cortex of SCH, BD, and MDY patients compared with
that of controls. They calculated the deletion ratio by comparing the
amount of MT-NIM to the amount of D-loop, whereas we com-
pared the amount of MT-ND4and MT-NDI. However, in contrast
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to our methods, they adjusted the data for age and gender and did
not compare the miDNA content to a nuclear gene. As a result, they
found higher levels of the deletion in BD than in SCH or MDD
patients compared with the controls. These results differed from
ours, probably due to methodological differences in terms of
caleulating gene content, Our results suggest that it is likely that
the common deletion also covers the 75 region of the D-loop and,
therefore, that the deletion ratio should not be calculated by
comparing the MT-ND4 content and the 75 region. Consequently,
several mtDNA regions have been assessed to quantify the mtDNA
content and the mtDNA deletion and several nuclear genes have
also been used as reference genes o obtain the miDMNA content. We
recommend that future studies should use the MT-NIM content to
assess the number of non-deleted copies and the MT-NIM or the 75
region to assess the number of deleted copies.,

Limitations of This Study

The results must be interpreted in the context of several limitations.
First, as our primary variables of interest were not normally
distributed, our statistical analyses relied on nonparametric tests.
This type of test was also necessary because the number of subjects
per group was small (13). The results, however, are an approx-
imation of what is happening in the mitochondria of major
psychiatric patients and suggest a possible role of this organelle
in the etiology of psychiatric disorders. We should stress that the
study design and technical analyses meet the eriteria of the MIQE
guidelings for RT-qPCR and qPCR studies |Bustin et al,, 2000].
Furthermore, this study design is particularly useful for mitechon-
dria genetics because it explores the role of mtDNA itself in major
pevehiatric disorders. While other studies analyzed nuclear mito-
chondrial genes and did not pay attention to the mitochondrial
DMA content or expression profile, we performed a complete
analysis of the transcription of all genes encoded in the mitochon-
drial genome, We also assessed the copy number of these genomes
in patients with different major psychiatric disorders.

Second, although the strength of this study lies in the fact that we
worked with brain samples, different neuroimaging studies have
shown that functional differences in brain activity in major psvchi-
atric disorders seem to most commonly occur in the frontal lobes,
hippocampus and temporal lobes, However, Katsel et al. [2005]
showed that the dorsolateral prefrontal cortex presented fewer
altered transcripts compared with other brain areas, including
the temporal and cingulated cortices and hippocampus, Thus,
the importance of the dorsolateral prefrontal cortex above all the
other brain regions has not been confirmed. The accipital cortex is
invalved in visual memory and the interpretation of visual images
and can be related to visual hallucinations. In addition, it isa heavily
myvelinated region that may be implicated in the development of
major psychiatric disorders. For all of these reasons, the occipital
cortex should not be omitted from studies on major psychiatric
disorders,

CONCLUSIONS

In summary, our study provides data on mtDNA expression and
content in occipital cortex samples from SCH, BD and MDD
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patients compared with C subjects. Our data suggest that miDNA
may be implicated in the pathophysiology of SCH, BD and MDD A
significant increase in MT-NDT expression in the BD group com-
pared with the C group was observed. This result agrees with the
incidence of mitochondrial dysfunction in complex I reported in
BD patients. In addition, more SCH and MDD patients tended to
have the common deletion when compared with C subjects,
although no statistical differences were observed. Therefore, this
study provides some evidence supporting a possible implication of
mtDNA in SCH, BD, and MDD, The role of mtDNA in major
psychiatric disorders requires further investigation with larger
patient and control groups as well as by analyzing distinet brain
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Mitochondrial DNA (mtDNA) Variants do not play a
major Role in Schizophrenia

Helena Torrell, Antonio Salas, Nerea Abasolo, Constanza Morén, Gloria Garrabou, Joaquin Valero,
Yolanda Alonso, Elisabet Vilella, Javier Costas, Lourdes Martorell

It has been reported that certain genetic factors
involved in schizophrenia could be located in the
mitochondrial DNA  (mtDMNA). Therefore, we
hypothesized that miDNA mutations and/or variants
would be present in schizophrenia patients and may
be related to schizophrenia characteristics and
mitochondrial function. This study was performed in
three steps: 1) identification of pathogenic mutations
and variants in 14 schizophrenia patients with an
apparent maternal inheritance of the disease by
sequencing the entire mtDNA; 2} case-contral
association study of 23 mtDNA variants identified in
step 1 in 495 patients and 615 controls; and 3) analyses
of the associated variants according to the clinical,
psychopathological and neuropsychological
characteristics and according to the oxidative and
enzymalic activities of the mitochondrial respiratory
chain. We did not identify pathogenic miDNA
mulations in the 14 sequenced patients. Two known
variants ~ were  nominally  associated  with
schizophrenia and were further studied. The MT-
RNR2 1811A>G variant likely does not play a major
role in schizophrenia, as it was not associated with
clinical, psychopathological or neuropsychological
variables, and the MT-ATP6 9110T>C variant did not
result in differences in the oxidative and enzymalic
functions of the mitochondrial respiratory chain. The
patients with apparent maternal inheritance of
schizophrenia did not exhibit any mutations in their
mtDNA. The variants associated with schizophrenia
in the present study were not related either to
phenotypic  characteristics or to mitochondrial
function. We did not find evidence pointing to a role
for mIDNA sequence variation in schizophrenia.

Keywords: Schizophrenia, Mitochondrial DNA, miDNA,
Genetic variant, Mitochondrial respiratory chain
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INTRODUCTION

Schizophrenia

Schizophrenia is a severe mental disorder characterized
by the breakdown of thought processes and a deficit of
typical emotional responses. Common symptoms are
delusions  including  parancia and  auditory
hallucinations, disorganized thinking reflected in
speech and a lack of emotional intelligence.
Schizophrenia is accompanied by significant social or
vocational dysfunction. Symptom onset typically occurs
during adolescence and early adulthood and occurs
approximately 4 years earlier in males than females.
The median incidence (25 and 75% quantiles) is 152
cases (10.2 - 22.0) per 100,000 persons, while the median
lifetime prevalence (25 and 75% quantiles) is 4.0 cases
(3.0 - 6.6) per 1,000 persons (McGrath et al. 2008). The
etiology and pathophysiology remain  unknown;
however, it is widely accepted that a combination of
genetic, environmental and psychosocial factors lead to
illness manifestation (van Os and Kapur 2009). Because
the heritability of schizophrenia has been estimated at
approximately 80, genetic factors account for most of
the etiology, and current knowledge indicates that
schizophrenia is a polygenic disorder involving both
rare structural and common variants (Sullivan et al.
2012). Most genetic studies have focused on the nuclear
genome, and recently, it has been estimated that
approximately 8300 SNPs (accounting for 32% of the

variance in  liability) contribute to the risk of
schizophrenia  (Ripke et al.  2013). However,
understanding  the genetic  factors  involved  in

schizophrenia is far from complete.

Mitochondrial DNA [mtDNA)

In almost all human cells, the genetic information is
located in two compartments: the nucleus, which
containg  the muclear DNA  (nDNA); and the
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mitechondria, which contain the mtDNA. The nDNA is
a 33 billion bp linear molecule that encodes
approximately 20,000 protein-coding genes and is
inherited from two parents, one male and one female.
The mtDNA, which is inherited only from the mother,
is a 16569 bp circular molecule encoding 37 genes,
thirteen of which are protein coding, The nDNA has the
genetic information necessary for all cellular functions,
while the mtDNA only encodes some of the genetic
information necessary for the proper functioning of the
mitochondrial respiratory chain, which generates
energy in the form of ATP. Tissues with high energy
demands such as the nervous system have a large
number of mitochondria in their cells (up to 2,000), and
as each mitochondrion has 5 mtDNA molecules on
average (from one to 15) (Satoh and Kuroiwa 1991), the
proportion of mIDNA/MDNA could be as high as
30,000:1.

Mutations in mtDNA cause mitochondrial disorders
that can present either in infancy or in adulthood. More
than 150 genetic mitochondrial syndromes have been
described and affect 1 in 5,000 live births (Skladal et al.
2003). Signature traits include lactic acidosis, skeletal
myopathy, deafness, blindness, subacute
neurodegeneration,  intestinal  dysmotility  and
peripheral neuropathy. Although most organ systems
can be affected, a highly tissue-specific dysfunction is
also possible (Vafai and Mootha 2012). Moreover, it has
been hypothesized that mtDNA may also be involved
in other complex traits including neurodegenerative
disorders, aging and cancer (Schon et al. 2012},

mtONA and schizophrenia

Evidence for the involvement of mitochondria and
mtDNA in schizophrenia has been widely discussed.
Briefly,  mitochondrial  dysfunction,  maternal
inheritance and the comorbidity of schizophrenia and
mitochondrial disorders related to mtDNA mutations
have been reported (Verge et al. 2011; Anglin et al.
2012). It is worth noting that alterations in mitochondria
and in mtDNA have been found in schizophrenia.
Recently, we have shown that relatives who shared
mtDNA with a schizophrenic patient had a higher risk
of presenting with schizophrenia than relatives who
did not share mtDNA, thus supporting the hypothesis
that mtDNA may be involved in schizophrenia (Verge
et al. 2012). However, we did not observe any positive
association between the common variants of the most
commaon European branches of miDNA and the risk of
developing schizophrenia (Mosquera-Miguel et al
2012). Therefore, we hypothesized that variants or
mutations present in the mtDNA could be associated
with the disease. The aims of the present study were as
follows: 1) to examine the entire mtDNA sequence of
schizophrenia patients with an apparent maternal
inheritance of the disease to identify variants and/or
pathogenic mutations; 2) to conduct a case-control

study to identify whether the variants found in step 1
were more frequent in schizophrenia patients than in
the control subjects; and 3) to analyze the associated
variants with either the illness characteristics or
mitochondrial function,

MATERIALS AND METHODS

Subjects

This study was approved by the Clinical Research
Ethics Committee of the Hospital Universitari Sant Joan
in Reus, Catalonia, Spain. All patients provided written
informed consent for the study after a thorough
explanation of the procedures, in accordance with the
Declaration of Helsinki as revised 1989,

In the first stage of the study, we selected 14 unrelated
schizophrenia patients with apparent maternal
inheritance of the disease (ie., the mother was also
diagnosed with schizophrenia) and sequenced their
entire miDNA. In the second stage, we studied 495
unrelated schizophrenia patients and 615 unrelated
healthy controls. The patient group comprised white
males and females between 19 and B85 years of age
whose parents and grandparents were born in Spain
and who attended the Hospital Universitari Institut
Pere Mata in Reus, Catalonia, Spain. All patients were
diagnosed with schizophrenia according to the DSM-IV
criteria. The patients who had been admitted to a
psychiatrie hospital for more than six months were
diagnosed by two  independent, experienced
psychiatrists, whereas patients who were admitted for
less than six months were diagnosed using the
Schedules for Clinical Assessment in Neuropsychiatry
interview (Vazquez-Barquero et al. 1994). The control
group was selected from a population-based sample
that was recruited from a geographic region matching
that of the patients. The control group consisted of
white males and females between 18 and 77 years of
age whose parents and grandparents were also born in
Spain. We selected mentally healthy subjects through
medical interviews who scored less than 7 in the
Goldberg General Health Questionnaire (GHQY), on a
scale of 28 (Goldberg and Hillier 1979; Lobo et al. 1986).

Obtaining total DNA and mtDNA

Total DNA was obtained from the peripheral blood,
isolated using the Gentra® PureGene reagents (Qiagen,
Barcelona,  Spain}, and  quantified  through
spectrophotometry  (ManoDrop;  Thermo  Fisher
Scientific. Madrid, Spain). The entire mIDNA was
amplified using the REPLI-g Mitochondrial DNA Kit
{Qiagen) according to the manufacturer’s instructions.
The PCR products were purified using the QiAquick
PCR Purification kit ((Qiagen).
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mtONA sequencing

Purificd REPLI-g PCR products were amplified using
42 overlapping fragments, 38 of which used previously
described primers (Bamne et al. 2008); the remaining
four primer pairs were designed using the Primer?
software (httpy//bininfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). The PCR
conditions and primer information are provided in
Supplementary Table 51. mtDNA sequences are present
in the nDNA; therefore, to confirm primer specificity
for the mitochondrial genome, DMA from rho zero cells
(cells lacking mtDNA) was used as a negative control.
Eho zero cells were obtained by treating the human
osteosarcoma 1438 T cell line (European Collection of
Cell Cultures, Sigma-Aldrich, Madrid, Spain) with low
doses of ethidium bromide (King and Attardi 1996).
The 42 mtDMNA fragments were successfully amplified
from the DMA of the schizophrenia patients but not
from the DMA of the rho zero cells.

The PCR products from the schizophrenia patients
were purified using Multiscreen™-PCRs Filter Plates
(Montage, Millipore Ibérica 5.A., Barcelona, Spain). We
used  the dye-labeled Dideoxy Terminator Cyele
Sequencing kit (CEQ™ DTCS Beckman  Coulter,
Madrid, Spain) to sequence the fragments, and the PCR
products were purified through ethanol precipitation
and were analyzed using a CEQS000 DNA Analysis
System (Beckman Coulter). The sequences were aligned
with the revised Cambridge Reference Sequence (rCRS)
(Andrews et al. 1999) using the Sequencher 5.0 Software
(Gene Codes Corporation, Ann Arbor, M1, USA). The
mtDNA genomes of each participant were allocated
into haplogroups according to Phylotree Build 15
(http/fwww. phylot
2009,

(van Oven and Kayser

Case-control study of mtDNA variants

From the 14 mtDNA genomes that were sequenced, we
selected 23 variants to study in a larger sample
consisting of 495 schizophrenia and 615 control subjects
(Table 2), including: 16 missense variants present in
compleses [ 1L IV and V; three variants present in the
two ribosomal genes, MT-ENREID and MT-ENEZ; and
four variants present in three transfer RNAs, MT-TT
coding for threonine, MT-TE coding for glutamic acid
and MT-TC coding for cysteine, The varianls were
genotyped using Matrix-Assisted Laser
Dresorption/lonization Time-of-Flight Mass
Spectrometry (MALDI-TOF MS) using a previously
described  protocol  (Cerezo et al, 2009 and  the
MassARRAY SNI genolyping system (Sequenom, San
Diego, CA, USA).

Psychopathological and neuropsychological
evaluation

The Spanish version of the Positive and Negative
Syndrome Scale (PANSS) (Peralta and Cuesta 1994) was
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used  to evaluate symptoms.  Neuropsychological
evaluation was  conducted  soon  after  the
psychopathological interview after clinical stabilization,
The following neuropsychological tests were conducted
in a pre-fixed order: the Stroop Color-Word Test; the
Wisconsin Card Sorting Test; the Trail-Making Test A
and B; the Visual Reproduction subtest of the Wechsler
Memory Scale, HRevised; and the Conlinuous
Performance Test. General intellectual function was
estimated using the Vocabulary subtest of the Wechsler
Adult Intelligence Scale-Third Edition [WAIS-III)
{Wechsler, 1997}, The patients with a scalar score of less
than 7 in the WAIS-III subtest were excluded (Lezak,
1997), Sex, age, level of education, age of onset,
duration of illness, marital status, handedness, drug
abuse and daily medication dose (converted into
chlorpromazine equivalents) were other variables
collected during this study. Further details are reported
elsewhere (Martorell et al. 2007).

Oxidative and enzymatic activities of the
mitochondrial respiratory chain
Fresh peripheral blood mononuclear cells (PMBCs)
from 8 schizophrenia patients and 13 healthy controls
were used lo assess the ability of their electron
transport chains o consume oxygen. Four of the
schizophrenia  patients  presented  with  the  9110C
variant, whereas the rest did not. The carriers and non-
carriers were age, gender and medication-matched.
Briefly, three of the four enzymatic complexes of the
mitochondrial respiratory chain  were  selectively
stimulated, and oxygen consumption was detected
using a Clark’s polarograph, as described elsewhere
(Chretien et al. 1994), The oxvgen consumption rate was
determined by measuring pyruvate malate oxidation
{PMox) and glutamate malate oxidation (GMox) for
complex I, succinate oxidation (Sox) for complex 11 and
glyceraldehyde  3-phosphate  oxidation (G3Pox)  for
complex TIL However, the first analysis of oxidation
was performed using intact cells as an indicator of the
global endogenous substrate  consumption (Cellox).
These oxidative activities were expressed as nmols of
consumed oxygen per minute and milligram of protein,
In addition, the enzymatic activity of ATP synthase,
which is responsible for ATP generation, was also
assessed in the PBMCs of the same subjects using the
ATP synthase Enzyme Activity Microplate Assay kit
{abl09714, Abcam, Cambridge, United Kingdom)
according to the manufacturer’s protocol. Briefly, ATP
synthase  from each subject was  selectively
immunocaptured, and its ability to synthetize ATP was
determined by detecting the change in absorbance
using a microplate reader (Synergy HT, BioTek, VT,
USA). These aclivities were expressed as a change in
absorbance per minute and mg of protein,
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Total protein concentrations were measured using the
Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific)
according to the manufacturer’s protocol.

Statistical analyses

Regarding the case-control study for the 23 variants
tested, the statistical power would be above 809 when
considering a significance level of 005, a minimum
allele frequency of 0.2 and an OR > 2 and when
applying multiple test corrections (5,000 simulations),
according to mitPower (Pardo-Seco et al. 2013). The
Kolmogorov-Smimov  test was used to assess the
normality of the data. Pearson’s 2 test was used to
compare the allele frequencies between  the
schizophrenia patients and the control individuals.
Pearson’s y* test and the Mann-Whitney U test were
also used to compare categorical and quantitative data,
respectively, between the patients presenting with the
15811A wvariant and the patients presenting with the
1811G variant. With regard to the neuropsychological
features, we analyzed four cognitive abilities: cognitive
flexibility; working memory; interference control; and
sustained attention. The details of the statistical
analyses used to obtain these cognitive processes are
given in Supplementary Text 52. The sustained
attention index was obtained as previously described
(Mulet et al. 2007).

The univariate general linear model, which was
adjusted for age, gender and medication (antipsychotic
potency as chlorpromazine-equivalent doses), was used
to compare the subjects according to the 1811A=G
variant on the general indices of psychopathological
symptoms (positive, negative, general and total score),
and the same test adjusted for age, gender, medication
and years of education was used to compare the
subjects on cognitive performance (cognitive flexibility,
working memory, interference control and sustained
attention),

Statistical analyses were performed using IBM 5P55
Statistics for Windows, Version 19.0 (Armonk, NY: IBM
Corp.). Boxplots were created using GraphPad Prism
version 5.00 for Windows (GraphPad Software, San
Diego California USA, www.graphpad.com).

RESULTS

Analyses of the

schizophrenia patients
The analyses of the 14 miDMNA sequences did not
identify any new or reported pathogenic mutations that
could be implicated in schizophrenia. Table 1 shows the
main characteristics of the patients, the haplogroup to
which their miDNA genomes belonged and the
missense variants that were present compared with the

mtDONA of the 14

rCR5. Aligned mtDMNA  sequences are shown in
Supplementary Figure 53,

Case-control analyses

The 23 selected variants present in the 14 schizophrenia
patients were compared to case-control samples with a
common  European  genetic  background/ancestry
obtained from the same geographical region. The
Pearson's 3* exact test revealed that the frequencies of
two of these variants were significantly different
between the 495 patients and the 615 controls based on
a nominal P-value < 005 (Table 2). The associated
variants, MT-RNR2 1811A>G and MT-ATPé 9110T>C,
were further studied to identify their possible roles in
schizophrenia.

Results according to the 1811A>G variant

The 1811A>G variant is located at nucleotide position
141 of the MT-ENE2 gene, which encodes the 165
ribosomal EMA subunit. In a typical European
population, this wvariant is generally present in
individuals carrying the haplogroups HIb1, J1c3d,
U234'789, UBblb and Kladalb2. In the studied
sample, the 1811G variant was overrepresented in the
schizophrenia patients compared with the control
subjects, The odds ratio for this variant was 1.7, with a
confidence interval ranging from 1.2 to 25 We
hypothesized that this variant may be related to the
clinical, symptomatological or neuropsychological
characteristics present in  schizophrenia patients,
Therefore, we studied the possible implications of this
variant in the phenoty pical expression of schizophrenia,
Table 3 indicates that the presence of the 1811G variant,
however, was not related to the clinical characteristics
of the patients or to the psychopathological or
neuropsychological measures, The general lineal
maodel, including confounding varables such as age,
gender, medication, years of evolution and educational
level, did not identify a significant model in which the
variant contributed to the variance of the dependent
variables. We also observed that the 18116 variant was
overrepresented in left-handed individuals.

Results according to the 9110T>C variant

The 9110T=>C variant is located in the second nucleotide
position in an ATT codon in the MT-ATPs gene. The
variant leads to a missense mutation of amino acid 195,
resulting in a change from an isoleucine to a threonine
in the FO subunit of ATP synthase (complex V). This
variant was identified in a male patient with apparent
matermal schizophrenia and was later found in 5
schizophrenia patients but in none of the control
subjects. Because of the low frequency of this variant,
we could not study the relationship between this
variant and the phenotypic characteristics of
schizophrenia. Moreover, we analyzed the oxidative
and enzymatic capacities of the mitochondria in 4
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available patients presenting with the 9110C variant
and compared these activities to 4 patients presenting
with the ancestral 9110T wvariant (matched for age,
gender and medication) as well as a group of healthy
subjects (matched for age and gender). Figure 1 shows
that there were no differences in the oxidative and
enzymatic activities between the patients presenting
with 9110T and those carrying the 9110C variant
However, we observed that some of the patients

exhibited lower ATPase enzymatic activity than the
control subjects. According to the oxidative capacity,
some patients exhibited low oxidative activity values
corresponding to global endogenous, complex [ and
complex I, compared with the control subjects.
Interestingly, all of the patients exhibited lower
complex Il oxidative capacities compared with healthy

subjects,
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Panel a shows the different endogenous or stimulated oxygen consumption activitics. Panel b indicates the ATPase enzymatic activity.
The boxplots represent the values of the control subjects in both of the pancls; the dots represent the schizophrenia patients carrying the
9L10C variant, and the triangles represent the patients carrying the 9110T variant

DISCUSSION

Sequencing analyses of mtDNA in maternal schizophrenin

The present study aimed to identify mtDNA sequence
variations in patients who presented with apparent
maternal inheritance of the disease; however, we did
not find any new or reported mutation that, by itself,
represented a good candidate for further study.
Although mtDNA mutations may be an underlying
mechanism for developing schizophrenia, few studies
have succeeded in attributing mtDNA variants to the
risk of schizophrenia; in the cases where such
associations were found, the results could not be
replicated (Lindholm et al. 1997; Odawara et al. 1998;
Gentry and Nimgaonkar 2000; Kazuno et al. 2005
Martorell et al. 2006; Bamne et al. 2008; Rollins et al.
200%; Ueno et al. 2009; Ichikawa et al. 2012; Sequeira et
al. 20012). As often observed in medical literature, most
of these studies claimed to identify new variants;
however, most of these variants had been previously
identified in control subjects and incorporated into
different databases (eg. Mitomapy;
httpeffwww.mitomap.org/MITOMAP) (Bandelt et al
2006; Bandelt et al. 2009; Bandelt et al. 2008). One
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explanation for the failure to identify changes in the
miDMNA  of schizophrenia patients might be the
presence of tissue-specific mutations. The brain is the
organ invelved in schizophrenia, and analyzing blood
cells may lead to false negative results. It is likely that
some compromising variants are inherited from the
mother  but  differentially  segregate  during
embryogenesis. These variants could be present in
higher percentages in the brain tissue but may be
difficult to detect in blood cells. However, the two
studies that sequenced the entire mtDNA from the
dorsolateral prefrontal cortex of schizophrenia patients
did not find any mutation or variant that was
significantly more common in the patients than in the
controls (Rollins et al. 2009; Sequeira et al. 2012).
Interestingly, Rollins and colleagues reported that
synonymous base pair substitutions were 22% higher in
schizophrenia patients than in the controls, a result that
was also previously reported using the blood mtDNA
of schizophrenia patients (Bamne et al. 2008). The
authors hypothesized that this excessive substitution
could be the result of a defect in the nuclear POLG gene,
which encodes the catalytic subunit of the mtDNA
polymerase.
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TABLE 1. Missense vasisnts identifled in the 14 sshizophranis patients with app 1 di
Number of  Frequency in
Patient Present Gend Ageof  Haplo-  MNucleotide  Base Gene Amino acld  Amimoacid Grantham  patbents that  GenBank
age onsel  group  posilion  chamge pasition change valus* have the 118,363
wariant sequences)
oz C>T  MT-NDI s The > Met 81 1 15
4024 AxG MT-NII 40 Thr>Ala 58 1 (k]
1 w Female 21 Hialala 13889 GxA MT-NDS 518 Cya>Tyr 194 1 3
14582 AxD MT-MD& 3 Val>Ala e 1 1=
_lm A>G MT-CYTE 194 Thr = Ala L] 14 15,123
4638 T»C  MT-ND2 57 Tle >Thr ] 1 T4
2 7 Male 16 Via BR& AxG MT-ATM 115 Mt > Val 2 1 57
15326
12H6 C>T MT-NDS 4 His = Tyr B3 1 135
3 30 Male 13 UZele 1766 C>T  MT-CYTBE 7 Thr = lle ] 3 1353
156
4 w Female 2 Hi 15326
G035 GrA  MT-ATPS 177 Ala=Thr L] 1 o
10358 AxG MT-ND3 14 Thr > Ala 58 3 TAT2
s # Male 20 Kisal e TsC MTCYTB I8 Phesles R 2 1472
15326
& 56 Male 3 Hilz 15326
7 2l Female FL Hlapl 1536
4216 T>C MT-NIDM k) Tyr = His B3 F 1856
4917 AxG MT-MD2 150 Asn > Asp X 1 o
10098
L] k2 Female 17 Tlal 14766
15326
15452 CxaA MT-CYTH 236 Liewn = [l 5 ] 1742
4218
A " Male " e 43 T>C  MT-ATP 06 Tle = Thr L] 1 L]
10356
13708 GrA MT-MND5 458 Ala=Thr 58 1 1315
14766
14798
15326
15452
10 L] Fermale 21 HVb 15526
- M Male 16 Wy 119689 G=A MT-MDd Ll Ala>Thr 58 1 191
15526
G50 GxA MTCOX1 1493 Val = ke ol 1 a4
[ GrA MT-COXI n7 Gly = Ser - 1 ]
1o s Mk M HlE o m ©5T  MINDS 49 TheoMa - 1 21
15326
MT-CYTH 193
13 62 Male 2 HWRC 15326 MT-CYTB 154
Sl G=A MT-MND2 an Ala>Thr 58 1 1,004
14 N Male 15 Hle5 EIN ] T=C MT-ATP& 195 Ik = Thr B9 1 n
15526 MT-CYTH 194

The variants prosent in bwo or moee patients are shaded, and the complete information ks only presentod the frst e it §s lsied in the Table.

* The Grantham value was retrieved from the mSNF database, and It reflects the physicochemical differences between the original and altesed amine add residues
(Grantham et al, 1974). Grantham vabues larger than 50 are described as radical amino acid replacements and these lower than 50 are considered conservative
replacements,

Thee Geenlbank quwﬂl;y was derived From 18,363 CenBank B LETER with slzes greater than 14 kb that were present mmmm,u-mmmw o Movembser 12,
23
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TABLE 2. The miDMA variants snalyzed in 435 schizephrenia patients and E15 control subjects

GenBank
Position Nucleotide Functi Nudeotide position, frequency Patient frequency  Control frequency
change amino acld change lof 15,363)
N % N % N %
15928 G, BIE 48 Mncatd u the a3 51 6453 93 BEID 105
anticodon sbem
MIFET  HINA S MNP 17 bocated in the
15904 T DHUS 286 16 1495 A6 2EIS 16
15452 =) mum:a:ﬂ: 1742 45 9485 186 120611 198
Foufmo: of ublerint Thrl®Ala
15326 A MT-CYB  cytochrome ¢ reductase ACA S COA 15123 987 491M95 993 G051 990
14758 TsC { v FhaffLen 1472 a0 THASS 152 TOE® 115
TIC > CTC
14693 G MT-TE  tRNA glutamic acid g:" aatedinthe T 6 06w 02 oen 0
Subunit of NADH Val3lAla
14582 A MT-NDS (complex)  GTA>GCA 127 0s 7HO5 14 18811 26
Cys518Tyr
13659 G TEC> TAC k"] 02 495 [ 1611 0z
Subunit of NADH Theasihet
13802 T MENDS fcomplex ) ACAS&TA 2 0l 1495 02 el ]
HisdTyr
12346 oT CACTATAC 135 07 T T TR T3 1 s
Subunit of NADH AlaHMThr
11969 G, MINDS o drogenase (complex ) GOC> ACC L] 10 I 06 1613 0z
1195 The
aiin T=C AT ACT ] 02 5495 10 (3t a
Subunit of ATP synthase Met115Val
A864 AsG MTATRS e V) ATASCTA 57 03 0495 0 Y614 s
Nel06The
843 T=C ATC> ACC a0 05 M 04 THBT 1.1
Subunit of eytochronme ¢ Gly3175er
852 G MICOl e (complex IV) GSAGE 8 o 1494 02 O6lS ]
Vali93le
450 G GICH ATC H 02 4492 0B 20611 03
5773 oA MT-TC  tRNA cysteine :f':' located fnthe T-— 50g 13 2495 04 TeIs 03
407 AsG ::‘éf‘g:’,’: 922 S0 MM B9 645E1 16
MT-ND2
Subunit of NADH 157 The
4639 T=C dehyd (omplexl)  ATC> ACC ™ 04 1494 02 613 03
4024 AsG MT-ND1 e 131 07 45 14 i76is 24
ACA > GCA '
1688 G NP 218 1,046 57 W45 93 BREG 107
MT-RMEZ 165 rRNA
1811 G NP 141 1,450 7.9 G6MO4 134 5Ll B3
e G MT-REMRI 125 rEMNA MNP 62 24 13.1 Thi4US 154 GAG14 151

NI nucleotide; 9110 G=A variant * ¢7= 4191 (P-value = 0.04) 16811 A=G variant ¥ g7= 7804 {P-value = 00007), OR = 1.7 (1.2 - 25).

The GenBank frequency was derived from 18,363 CenBank sequences with slzes greater than 14 kb that were present in MITOMAP (wwswmBomap.oeg) on Movember 12,

HN3.

publicacions

136



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
ANALISI DE L'ADN MITOCONDRIAL EN EL TRASTORN MENTAL GREU
Helena Torrell Galceran

DL: T 1110-2014

TABLE 3. The demographic, clinical, psychopathological and neuropsychological characteristics f patients according

to the mtDNA 1811A>6 varlant
1811A 1811G o
N=147 N =20 Statistical test  P-value

Female, N (%) 48 (33%) 4(20%) yi=1412 0.243
Age, mean (S0 364 (10.4) 36.2 (104) U=1451.0 0.925
Age of onset, median, (IR) 22 (%) 21.5(18) U=793.5 0.598
Years of evolution, median (IR) 8(15) 6.3 (9 U =814.0 0,703
Admissions to a psychiatric -
hospital, median (IR) 3(6) 4515 =100 ESGS
Antipsychotic treatment equivalent -
i CPZh, medtian (IR) 300 (250) 375(312) U =565 0.063
Psychopathology. mean (300
PAMNSS Positive Score 22.2(63) 23.6(7.2) U =943.0 0.248
PANSS Negative Score 17.5 (6.9) 189(67) U=10345 0.547
PAMNSS General Score 76(69) 40.3(7.2) U=9015 0.160
TOTAL PANSS 776(12.2) B2.8(13.0) U =893.0 0.145
MNeuropsychology, mean (SD)
Cognitive flexibility 373 (10.3) 38.0(12.1) U=1114.0 0.904
Working memory 21.9(55) 08(59) U=12165 0.717
Interference control 38.6(7.2) 384 (96) U=10425 0547
Sustained attention 60.1 (14.6) 61.0{138) U=10840 0.763
Laterality
Edinburgh test, median (IR) 18.0 (8) 22(10)  U=6380 0.001
Laterality coefficient B0.0(40.5) 667 (885)  U=8160 0.016

Right-handed, N (%) 77 (59.2) B (42.0)

Mix-handed, N (%) 52 (40.0) B (42.0) ¥ =14.801 0.00m

Left-handed, N {%) 1 (0.8} 3(15.8)

IR: interquartile range; * chlorpromazine dose in mg/day; PANSS: Positive and MNegative Syndrome Scale.
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mother  but  differentially  segregate  during
embryogenesis. These variants could be present in
higher percentages in the brain tissue but may be
difficult to detect in blood cells. However, the two
studies that sequenced the entire mtDNA from the
dorsolateral prefrontal cortex of schizophrenia patients
did not find any mutation or variant that was
significantly more common in the patients than in the
controls (Rollins et al. 2009; Sequeira et al. 2012).
Interestingly, Rollins and colleagues reported that
synonymous base pair substitutions were 22% higher in
schizophrenia patients than in the controls, a result that
was also previously reported using the blood mtDNA
of schizophrenia patients (Bamne et al. 2008). The
authors hypothesized that this excessive substitution
could be the result of a defect in the nuclear POLG gene,
which encodes the catalytic subunit of the mtDNA
polymerase.

Analyses of mtDNA variants
As we did not identify any mtDNA alterations that
could be directly involved in schizophrenia, we selected
a group of variants present in the 14 schizophrenia
patients to be assessed using a case-control study and to
be explored according to schizophrenia characteristics
or mitochondrial function. We selected 16 missense
variants located in polypeptides of the mitochondrial
respiratory chain, two variants located in the ribosomal
subunits and three variants located in transfer RNAs.
We found two variants that were significantly more
common in the schizophrenia patients than in the
controls; therefore, these variants were studied further.
Even though no pathognomonic symptoms or signs
exist for schizophrenia, psychopathological symptoms
and cognitive deficit are key features of the disease.
Psychopathology is typically measured on the Positive
and Negative Syndrome Scale, and several
neuropsychological tests measure distinct cognitive
abilities. Interestingly, in a study that crossed different
mouse strains with distinct mtDNA origins, it was
observed that the mtDNA, in combination with the
nDNA, modifies learning, exploration, sensory
development and the anatomy of the brain involved in
cognitive functioning (Roubertoux et al. 2003).
Therefore, the mtDNA 1811A>G variant could be
involved in the cognitive function of schizophrenia
patients. However, we did not find evidence that the
1811A>G  variant was involved in  either
psychopathology or cognitive function. Therefore, our
results are in agreement with those of (Byrne et al.
2009), who did not identify mtDNA variants related to
cognitive performance. In addition, we found that the
laterality coefficient, as assessed by the Edinburgh
Handedness Inventory and calculated as previously
described (Dragovic 2004), was significantly different
between the patients with the 1811G variant and those
with the 1811A, as there were an excess of left-handed

publicacions

138

individuals presenting with the 1811G variant. To the
best of our knowledge, there has been only one study
conducted on mouse strains with distinct mtDNA
origins that assessed the role of mtDNA in laterality.
The authors found evidence that mtDNA may be
implicated in the direction and degree of laterality
under certain conditions involving fore and hind paw
preference or performance and body orientation
(Maarouf et al. 1999).

Regarding oxidative activity and ATP synthesis
capacity, this is the first study to determine whether a
given mtDNA variant impaired the oxygen
consumption or ATP synthase activity of schizophrenic
patients or healthy subjects. We did not identify any
influence of the MT-ATP6 9110 T>C variant, in either
the oxidative activity of the mitochondrial respiratory
chain or ATP synthesis, as the patients with the variant
and the reference allele did not differ in oxygen
consumption or ATP production. It has been suggested
that mtDNA variability is responsible for individual
changes in the energy production system that might be
directly related to health (Ruiz-Pesini et al. 2007).
Therefore, mtDNA variants should also be related to
oxygen consumption; however, the results have been
contradictory. Two studies have reported the
association of mitochondrial genetic background with
oxygen consumption (Bouchard et al. 1998; Marcuello
et al. 2009), whereas others have not (Rivera et al. 1998;
Murakami et al. 2002). Nevertheless, it has recently
been reported that certain mtDNA polymorphisms
could affect oxygen consumption and, therefore,
account for the different efficiencies of mitochondrial
ATP production (Szczepanowska et al. 2012). Studies
on cybrids, enucleated cells harboring wild type or
altered mtDNA of interest that have been fused with
rho cells in which the endogenous mtDNA has been
depleted,  demonstrated  dramatic = drops in
mitochondrial ATP synthesis when different case
mutations associated with the MERFF and MELAS
syndromes were introduced (Pallotti et al. 2004).
However, we did not find any differences in oxygen
consumption or ATP production due to the 9110 T>C
substitution. Therefore, other variants, rather than the
9110 T>C variant, might be involved in oxygen
consumption and ATP synthesis. Interestingly, we
observed that the endogenous oxidative activity of
some of the schizophrenia patients appeared to be
below that of the control individuals. Moreover, when
complex III was stimulated, all of the schizophrenia
patients exhibited a reduced oxidative capacity
compared with the control subjects. A decrease in
mitochondrial complex I enzymatic activity has been
recently reported in the PBMCs of schizophrenic
patients (Gubert et al. 2013); such dysfunction could
lead to deficient ATP synthesis as well as oxidative
stress. In addition, neuroleptics are among the several
mitochondrion-toxic agents that interfere with the
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mitochondrial respiratory chain function (Finsterer and
Segall 2010); specifically, it has been reported that
complex I is the complex that is most impaired by
neuroleptics, particularly by the classic antipsychotics
(Casademont et al. 2007).

CONCLUSIONS

We did not identify any variation in the mtDNA that
could be involved in schizophrenia in a group of
patients with apparent maternal inheritance of the
disease. Furthermore, even though two variants were
found to be associated with schizophrenia (nominal P-
value below 0.05) we did not identify any relationship
between these variants and the phenotypic expression
of schizophrenia or the enzymatic and oxidative
activities of their mitochondria.

The present study provides evidence that mtDNA
variants or mutations are not involved in
schizophrenia.

Limitations and implications for future work

A limitation of the present study may be the number of
patients analyzed when attempting to identify the
possible role of the mtDNA variants 1811A>G and
9110T>C with regard to the phenotypic characteristics
of schizophrenia and the enzymatic and oxidative
activities. With regard to the 1811A>G variant, distinct
phenotypic measures were analyzed, and no significant
P-values were observed for these associations.

We hypothesize that the mitochondrial dysfunction
observed in schizophrenia patients may be related to
mtDNA content rather than the mtDNA sequence.
Therefore, future work should focus on the mtDNA
content.

As neuroleptics are mitochondrion-toxic agents,
future studies should assess the mitochondrial
oxidative and enzymatic activities of schizophrenia
patients and determine their relationships with the
mtDNA sequence and/or mtDNA content in, ideally,
non-treated patients or by taking into account the
patient’s medication.
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conclusions

1) En els estudis dexpressié genica en teixit cerebral, la identificacié dels gens de
referéncia idonis i el control de l'efecte de 'RQI sén tan importants com el control de
les variables pre i post mortem. En les mostres de cortex occipital de pacients d’esqui-
zofrénia, trastorn bipolar i depressié major i d’individus control, els gens de referéncia

idonis sén GAPDH, RPLPO, RPL30, RPS17 i TFRC.

2) Els pacients amb trastorn bipolar analitzats en aquest estudi presenten una major

expressié del gen MT-ND1 que els controls.

3) No s’han pogut detectar canvis en els nivells d’expressi6 dels altres transcrits mito-
condrials, en el contingut ’ ADNmt, ni en la preséncia de delecions en pacients d’es-

quizofrénia, trastorn bipolar i depressié major en comparacié amb individus control.

4) Les variants 1.811A>G i 9.110T>C de TADNmt han resultat significativament
associades a lesquizofrénia, perd no estan relacionades amb les caracteristiques
psicopatologiques i neuropsicologiques ni amb la funcionalitat de la cadena respira-

toria mitocondrial, respectivament.

Analisi de TADN mitocondrial en el trastorn mental greu
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perspectives de fm‘ur

1) Cal treballar per establir criteris metodologics validats i consensuats que aconse-

gueixin resultats fiables i comparables entre estudis que emprin la gqPCR i 'RT-qPCR.

2) Cal explorar si altres pacients amb trastorn bipolar també presenten nivells més

elevats del transcrit MT-ND1.

3) Per contixer si TADNmt esta implicat en el trastorn mental greu calen més estudis
que analitzin un major nombre de mostres bioldogiques i també altres regions cerebrals

en referéncia al contingut ’ ADNmt, deleci6 i expressié dels transcrits mitocondrials.

4)Tal com s’ha fet en l'estudi de variants localitzades en el genoma nuclear, cal avangar
cap a estudis d’associacié de variants mitocondrials que analitzin nombres de mostres
procedents de casos i de controls adequades que permetin identificar i/o descartar
variants de risc de TADNmt que puguin contribuir al desenvolupament del trastorn

mental greu.

conclusions
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Glossari

a

Activitat enzimatica:
Nombre de molécules de substrat que sén transforma-
des per minut per una molécula d’enzim sota control de
les condicions especifiques de pH i temperatura. La me-
sura de les activitats enzimatiques dels complexos mito-

condrials sempra per a detectar disfuncié mitocondrial.

Activitat oxidativa:
Nombre de molecules doxigen que sén consumides
per minut per la cadena transportadora d’electrons. La
determinacié de l'activitat enzimatica sefectua addi-
cionant en un medi de respiracié diversos substrats i
inhibidors de la cadena respiratoria mitocondrial per tal
dobservar el descens en el contingut doxigen del medi

mitjancant un eléctrode de Clark.

Afectivitat:
Capacitat natural de I'individu per a experimentar afec-
tes. Les principals formes de l'afectivitat sén el senti-
ment, l'emoci6, la passi6 i 'humor. Les persones amb un

trastorn de l'estat d’anim tenen una afectivitat alterada.

Al-lel:
Cadascuna de les formes alternatives que pot presentar
un gen que ocupa el mateix locus en un cromosoma de-
terminat o en dos cromosomes homolegs, i que sovint

expressa diferentment un mateix caracter.

Al-lucinacio:
Percepcié d’'un objecte o d’'un estimul extern inexistents,
considerats pel subjecte com a reals. En els trastorns psi-

cotics, les al-lucinacions auditives sén les més freqtients.

Angoixa:
Malestar profund alhora fisic i psiquic, determinat per
la impressié d’un perill imminent, indeterminat, davant

el qual es resta impotent.

Apoptosi:
Mecanisme de mort cel-lular programada genéticament
que permet leliminacié de cél*lules envellides, malme-
ses o sobreres. N'existeixen dos mecanismes per a in-
duir-la: lextrinsec (promogut per senyals extracel*lu-
lars) i l'intrinsec (promogut per senyals intercel*lulars

ien el que participa el mitocondri).

Aritmia:

Pertorbaci6 del ritme de les contraccions cardiaques.

Asincronia:
Absencia de simultaneitat en la duplicacié de les dues
cadenes de 'ADN, ja que un cromosoma es duplica
abans o després que el seu homoleg. En el cas de 'AD-

Nmt, és una cadena la que es duplica abans que laltra.

Ataxia:
Trastorn caracteritzat per la manca o l'alteracié de la

coordinacié dels moviments.
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Bioespécimen:
Mostra biologica o part d’un teixit destinada a donar

una idea del restant.

Biomarcador:
Substancia quimica emprada com a indicador d’un
estat biologic (relacionat amb la salut, amb processos
fisiologics, amb una malaltia, etc) que pot ser objectiva-

ment mesurat en un teixit o fluid corporal.

Cadena respiratoria mitocondrial:
Acoblament de la cadena transportadora delectrons
(complexos I, II, IIT 1 IV') amb el sistema de fosforilacié

oxidativa (complex V).

Catatonia:
1) Sindrome psicomotora caracteritzada per la inércia i
la pérdua d’iniciativa motora, a vegades interrompudes
per impulsions brusques de caracter incoercible. 2) Hi-
pertonia i rigidesa d’una part del cos (generalment una
extremitat), que es manté molta estona en una postura

fixa sense fatiga aparent.

Y

Bioxip d’ADN:
Un bioxip és un suport solid de petites dimensions,
generalment de vidre, plastic o silici, preparat per a
la disposicié ordenada, formant files i columnes, d'un
gran nombre de mostres bioldgiques, sovint molécules,
destinades a analisi. El xip d’ADN és una superficie
solida separada en diversos forats microscopics en els
que hi ha adherits diferents fragments ’ADN d’una
sola cadena. Els bioxips sén molt emprats en els estudis
dlexpressid, en els quals es detecta el nivell dexpressié
de diversos gens per complementarietat dels ADNc als
ADN adherits al xip, i mitjan¢ant la deteccié de fluo-

rescéncia.

Cetosi:
Situacid, caracteritzada per una cetonémia elevada i per
cetondria, originada per lexcés de produccié de cos-
sos cetonics en lorganisme com a conseqiiencia d’'una
manca d’hidrats de carboni per produir energia i de la

utilitzaci6 dels lipids per tal d'obtenir ATP.

Ciencies omiques:
Conjunt de ciéncies i tecniques dedicades a lestudi in-
tegral del genoma d’un organisme i el transcriptoma,
proteoma i metaboloma d’un teixit. Els avencos tec-
nologics del segle XXI estan promovent I'aparicié de
les ciéncies omiques en general, que permeten generar
grans volums de dades amb molt poc temps i a baix
cost. El gran repte actual és el de desenvolupar eines per

integrar i analitzar aquest volum de dades.
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Citocrom c:
Hemoproteina monomeérica hidrosoluble, associada a la
membrana mitocondrial interna mitjangant forces elec-
trostatiques, que participa en el transport d'electrons de

la cadena respiratoria mitocondrial.

Coenzim Q:
Concretament el coenzimQ10 és una benzoquinona
liposoluble present, sobre tot, a la membrana interna
mitocondrial. Té capacitat de reduccié i oxidacié i per
aix0 participa en el transport delectrons de la cadena

respiratoria mitocondrial.

Cognicid:
Aptitud dels éssers de processar informacié a partir de
la percepci6, el coneixement adquirit i caracteristiques
subjectives que permeten valorar i considerar certs as-
pectes en detriment d’altres. El llenguatge, la memoria,
l'aprenentatge i la resolucié de problemes sén processos

cognitius.

Coll d’ampolla:
Fenomen que es duu a terme en lembriogenesi, en el
que el nombre de copies de TADNmt es redueix con-

siderablement.

Comorbiditat:

Concurreéncia en un sol pacient de dues o més patologies.

Cosegregacio:
Transmissié conjunta de dos o mes loci lligats en un
mateix cromosoma. En la investigacié genética ha
permes identificar gens relacionats amb malalties en
observar en una familia o conjunt de families la cose-

gregaci6 de la malaltia i un marcador genétic conegut.

Cromosoma:
Estructura cellular formada per ADN i proteines as-
sociades que transporta la informacié genética. En l'és-
ser huma, cada cél-lula (excepte les cel'lules germinals)
conté 46 cromosomes, 23 provinents del progenitor

matern i 23 del patern.

d

de novo:

Locucié llatina que significa “des del comengament”
o0 “des de zero”. En genetica es parla de mutacions de
novo per fer referéncia a aquelles que apareixen en una

cel'lula sense haver estat heretades.

Delecié comuna:
Delecié més freqiient en TADNmt que engloba 4.977
pb iva des del gen MT-ATPS fins al gen MT-ND5.

Delecio:
Variant o mutacié que causa la pérdua de material

genetic en una cellula.

Deliri:
Pensaments il-logics sense base real, no fonamentats en
cap creenga cultural compartida i que no es poden reba-
tre amb argumentacié logica. En els trastorns psicotics,

els deliris més comuns sén les idees de persecucié.

Disartria:
Grau moderat d’anartria que consisteix en I'alteracié de
q
la funcié motora que no permet articular les paraules,
perd no de les funcions superiors de comprensié i de

creacié d’idees.
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Disfagia:
Deglucié dificil deguda a un trastorn del pas dels ali-

ments en un punt situat entre la boca i l'estémac.

ELISA:
De T'anglés, enzyme-linked immunosorbent assay, és
una técnica bioquimica per a detectar i quantificar pro-
teines que es basa en I'ds d’antigens o anticossos com-
plementaris a la proteina d’interés. Un dels components
(antigen o anticos) estd marcat amb un enzim i inso-
lubilitzat sobre un suport, de tal manera que la reaccié
antigen-anticos queda immobilitzada. Un cop immobi-
litzada, pot ser mesurada mitjangant 'addicié d’un subs-
trat especific que en interactuar amb lenzim produira un
color visible a simple vista i quantificable mitjangant 'ds

d’un espectrofotometre o un colorimetre.

Embriogénesi:
Formacié i desenvolupament de lembrié, des del moment

de la fecundacié6 fins a la fi del tercer mes de gestacié.

Encebador:
Segment d’ADN o d’ARN que és reconegut per 'TADN
polimerasa per a engegar la replicacié de TADN.

Encefalomiopatia:

Malaltia que cursa amb afectacié de lencefal i dels musculs.

QN

Disfuncié mitocondrial:
Perdua de la capacitat de dur a terme les funcions es-
pecifiques del mitocondri. Generalment, el terme dis-
funcié mitocondrial fa referéncia a un descens en lefi-
ciéncia de la produccié denergia i es sol establir amb
les mesures d’activitat enzimatica dels complexos mito-
condrials i d’activitat oxidativa de la cadena transporta-

dora delectrons.

Encefalopatia:
Malaltia de lencefal de qualsevol etiologia: vascular,

metabolica, tumoral, traumatica, etc.

Endosimbiosi:
Associacié fisica prolongada entre dos organismes de
diferents espeécies un dels quals viu totalment dins el

citosol de I'altre.

Epigenética:
Branca de la genética que estudia els canvis hereditaris
que condicionen lexpressié genica perd que no estan
codificats en la seqiiencia del genoma. Els principals
mecanismes epigenétics sén la metilacié de citosines de
les illes CpG i la modificacié d’alguns residus aminoa-

cidics de les histones que empaqueten TADN.

Epilépsia:
Trastorn repetitiu i paroxismal de la funci6 cerebral ca-
racteritzat per atacs o crisis, sobtats i breus, d’alteracié
de la consciéncia, de I'activitat motriu o de fenomens

sensitius anormals.
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Error de tipus I:
També anomenat error de tipus alfa o fals positiu és
lerror que es comet quan en un contrast d’hipotesis,
es rebutja la hipodtesi nul'la quan aquesta és vertadera.
Linvestigador arriba a la conclusié que hi ha una di-

feréncia quan en realitat no existeix.

Error de tipus II:
També anomenat error de tipus beta o fals negatiu es
comet quan en un contrast d’hipotesis, s’accepta la hi-
potesi nu-la quan aquesta és falsa. L'investigador arriba
a la conclusié que ha estat incapag de trobar una di-

feréncia que existeix en la realitat.

Espais intergénics:
Regions de la seqiiéncia I’ ADN no codificants, ubicades
entre les regions codificants. La seva funcié és descone-
guda, pero la tendéncia actual de la literatura cientifica

els assigna una funci6 reguladora de la transcripcio.

Factor genétic:
Entitat genética, per exemple, gen, ARN, niimero de
copies, mutacié o variant que es pot detectar o quantifi-

car mitjan¢ant una técnica d’analisi genética.

Fisiopatologia:

Conjunt de funcions alterades en un organisme emmalaltit.

Estrés oxidatiu:
Fenomen causat per un desequilibri entre la produccié
despécies reactives d'oxigen i de nitrogen i la capacitat
d’un sistema bioldgic de detoxificar rapidament els re-

actius intermedis o reparar els danys produits.

Etiologia:
Branca de la medicina que té per objecte estudiar les

causes de les malalties.

Exoma:
Part del genoma formada pels exons, és a dir, de totes

les regions codificants.

Extrem CAP 5’:
Nucleotid de guanina metilat situat a lextrem 5 dels
ARNmM que és necessari per al reconeixement d’aquests
per part dels ribosomes. Els transcrits de TADNmt no

presenten aquest extrem CAP.

Foliculogenési:
Procés de maduracié del follicle ovaric, que és una
estructura composta per cél-lules de la granulosa que
envolta lodcit i dins la qual es desenvolupa l'ovogenesi

o divisié meiodtica de l'oocit.

Forca protd-motriu:
Suma d’un gradient transmembrana de concentracié de
protons (pH) amb el potencial electric (o gradient de

voltatge).
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Gen de referéncia:
En els analisis d’expressi6 génica, gen emprat per a la
quantificaci6 relativa dels nivells d’expressié d’'un gen
diana; i escollit per la seva poca variabilitat d’expressié

en el bioespécimen d'estudi.

Genomica:
Conjunt de ciéncies i tecniques dedicades a lestudi in-
tegral del funcionament, contingut i evolucié dels ge-
nomes. Es una de les arees més avanguardistes de la
biologia molecular i engloba coneixements derivats de
la biologia, lestadistica, la informatica i les matemati-
ques. Lobjectiu principal és el de predir la funcié dels
gens en base a la seva seqiiéncia aixi com poder-los re-

lacionar amb patologies i malalties.

Genotip:
Constitucié genética (conjunt d’al-lels) propia d’un

individu.

Genotipat:
Tecnica d’analisi genética que permet determinar els al-lels

especifics d’un locus concret per a un o més individus.

b

Haplogrup mitocondrial:
Conjunt de seqiiencies de TADNmt relacionades entre
si per la seva descendéncia i definides per variants d’un

sol nucleotid, estables i antigues.

Haplotip:
Combinacié d’al'lels presents en diversos locus lligats
d’un cromosoma que s’hereta com un tot d’un dels pro-
genitors. En la aquest treball, el cromosoma al que fem

referéncia és TADN mitocondrial.

Heréncia materna:
Transmissié d’'un conjunt de caracters genétics a través,
unicament, de la mare. En la natura, aquest fet ocorre

Unicament en la transmissié de TADNmt.

Heretabilitat:
Proporci6 de la variabilitat fenotipica d’'una poblacié que és
deguda a diferéncies genétiques. Es calcula fent el quocient
entre la variacié causada genéticament i la variacié total (la

causada genéticament sumada a 'ambiental).

Heteroplasmia:
En ’ADNmt, preséncia de diferents molécules d’AD-

Nmt en la mateixa cél-lula, teixit o organisme.

Hiperactivitat:

Activitat anormalment augmentada, hipercingsia.
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Hipotonia muscular:
Disminuci6 de la tonicitat del muscul per interrupcié
de l'arc reflex espinal, a causa de xoc neural, de lesions
diverses (cerebrals, de la corea, etc) o de la degeneracié

primaria dels musculs.

Hipoxia:
Disminuci6 de l'oxigen respirable en les cel*lules o els

teixits d’un organisme.

Histona:
Nom genéric d’un grup de proteines simples, hidroso-
lubles que posseeixen una gran proporcié d’aminoacids
basics (arginina i lisina). Les histones H1, H2, H3, H4
i H5 formen la cromatina juntament amb ’ADN i for-
men les unitats conegudes com a nucleosomes. Les his-
tones també participen en la regulacié del genoma atés

que experimenten fenomens epigenétics.

llles CpG:
Regié genomica d’aproximadament 200 parelles de ba-
ses en les que més del 50% sén citosines i guanines, que
es troba en el 40% dels promotors de tot el genoma. La
metilacié d’aquestes illes forma part dels mecanismes

epigenétics que regulen la transcripcié genica.

in vitro:
experiment realitzat fora de lorganisme viu.
in vivo:

experiment realitzat en un organisme viu.

Incidéncia:
Nombre de persones que emmalalteixen (o de casos
d’una malaltia) en una poblacié especifica durant un

periode de temps.

Homeostasi:
Tendencia al manteniment de lequilibri i de lestabili-
tat interns en els diferents sistemes biologics, des d’una

cél'lula o un organisme fins a un ecosistema.

Homoplasmia:
En 'ADNmt, preséncia de molécules ’ADNmt identi-

ques entre elles en una mateixa cel'lula, teixit o organisme.

Interval post mortem:
Periode de temps comprés entre la mort d’un individu
i el moment d’analisi del cos, en la present tesi, el mo-

ment de conservacié del teixit cerebral.

Intolerancia a I'exercici:
Incapacitat de realitzar exercici fisic d’'una intensitat i
durada que no hauria de ser problematica. Sovint, cur-
sa amb dolor, malestar i fatiga en cas d’haver realitzat

exercici.
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Locus / loci:

Posicié ocupada per un gen en el cromosoma.

m

Malaltia:
Pertorbaci6 de la funcié fisioldgica normal d’'un orga-
nisme, eventualment amb la mort d’aquest com a resul-
tat final, causada per modificacions d’origen exogen (in-
feccions, mutilacions, etc) o endogen (malformacions,

tumors, etc).

Manierisme:
Moviments i gesticulacions superflues o desproporcio-
nades que es traslladen a les accions i comportaments

diaris (com caminar o escriure).

Meganalisi:

Metanalisi de metanalisis.

Metabolomica:
Conjunt de ciéncies i tecniques destinades a lestudi
complet del conjunt de metabolits, metabolits interme-
diaris, metabolits secundaris, hormones i altres molécu-
les de senyalitzaci6. Es un sistema d’analisi dinamic, ja

que el metaboloma d’un teixit canvia al llarg del temps.

Metanalisi:
Metodes centrats en contrastar i combinar els resultats
de diferents estudis per tal d’identificar resultats co-
muns entre ells, interaccions o discrepancies. Lobjectiu
general d’'una metanalisi és estimar amb més forca la
veritable magnitud de lefecte en comparacié amb una

mida de lefecte menys precis derivat en un sol estudi.

MicroARN:
Petites cadenes ’ARN no codificants. Una de les se-
ves funcions conegudes és la regulacié postranscripcio-
nal de lexpressié de gens mitjan¢ada per la hibridacié
d’aquests microARN les regions UTR dels ARNm

diana.

Microcefalia:

Petitesa del crani, que coincideix amb una atrdfia del cervell.

Mioclonia:
Fenomen consistent en contraccions musculars cloniques,

no sistematitzades, que es repeteixen a intervals variables.

Miopatia:

Afecci6 del sistema muscular esquelétic.

Mitjana geomeétrica:
També anomenada mitjana proporcional, la mitja-
na geomeétrica d’'una quantitat finita de n nombres és
larrel n-éssima del producte de tots els nombres. Se sol

utilitzar per variables amb una distribucié no normal.

Mitochondrial Medicine Society:
Societat internacional fundada per Richard Haas i
Robert Naviaux i formada per metges, investigadors i
clinics amb lobjectiu de treballar per un diagnostic i

tractament millors de les malalties mitocondrials.
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Mitosi:
Procés de divisié de les cellules somatiques dels euca-
riotes, que consisteix, fonamentalment, en una divisié
longitudinal dels cromosomes i en una divisié del cito-
plasma, i que origina dues cel'lules filles genéticament

iguals.

Mutacié:
Les mutacions sén canvis permanents en TADN que es
transmeten a la descendéncia, que poden ser causades
per agents exdgens o enddgens. També es pot produir
per errades en la replicacié i en la reparacié de TADN.
Les principals causes de variabilitat genética, i con-
seqientment de l'evolucié de les espécies sén les muta-
cions i les recombinacions meiotiques; encara que tam-
bé poden produir o induir patologies. Malgrat aquesta
nés la definicié estricta, en la literatura cientifica hi ha
certa controversia quant al seu us. Actualment sesta
tendint a restringir-lo a aquells canvis poc freqiients en
el material genétic que tenen un efecte nociu en lorga-

nisme que els conté.

Mutaci6 causant:
Mutacié estrictament lligada a 'aparicié d’una malaltia

o trastorn.

Mutacié germinal:
Mutacié que apareix en les cél-lules productores de ga-

metes i que per tant, es transmeten a la descendéncia.

Mutaci6 patogénica:
Mutacié que comporta un efecte nociu per a la cél-lula

que la conté.

Mutaci6 somatica:
Coneguda també com mutacié no heretada o mutacié
adquirida, que apareix al llarg de la vida de lorganisme

que la conté i que no es troba en les cél-lules germinals.

n

National Institutes of Health:
Centre de recerca biomedica dels més grans del mon,
localitzat a Bethesda (Maryland) que comprén fins a
27 centres i instituts. Es una institucié del govern dels

Estats Units.

Neuroimatge:
Conjunt de técniques que permeten veure imatges in
vivo del sistema nerviés central i del cervell. Existeixen
tecniques de neuroimatge estructural (ressonincia
magnetica nuclear i tomografia axial computeritzada) i
tecniques de neuroimatge funcional (ressonancia mag-
nética funcional, tomografia demissié de positrons i

tomografia computeritzada de emissié monofotonica.

Neuropathology Consortium of the Stanley

Brain Foundation:
L’Stanley foundation brain collection és una col'leccié
de teixits cerebrals (recollits amb el consentiment co-
rresponent de les families i posteriorment conservats)
per tal de complementar les col*leccions ja existents i
promoure estudis en esquizofrénia, trastorn bipolar i
depressié major. E1 Neuropathology Consortium és un
subconjunt de 60 exemplars de la col'leccié, compres
per quatre grups dignostics (esquizofrénia, trastorn bi-
polar, depressié major i subjectes control) de 15 mos-
tres cadascun. A data d’avui, s’han enviat més de 75.000
seccions d’aquests teixits cerebrals a 50 grups de recerca

de tot el mén, que han dut a terme una amplia varietat
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d’avaluacions, entre elles, les explicades en la present
tesi. Lobjectiu final és el d’'integrar aquestes dades per
proporcionar una imatge més completa de la neuropa-

tologia d’aquests trastorns.

Neuropatia:

Afeccié del sistema nerviés.

Neuropsicologia:
Disciplina de la psicologia que estudia la relacié entre
la funcié cerebral i els processos cognitius, psicologics,

emocionals i del comportament.

Neurotransmissor:
Agents quimics produits per les celelules presinapti-
ques, per efecte d’una excitacié neuronal que travessa

la sinapsi i estimula o inhibeix la cél-lula postsinaptica.

Oftalmoplegia:

Paralisi dels musculs de 1'ull.

Oportunitat relativa (OR):
Mesura estadistica utilitzada fonamentalment en epi-
demiologia analitica per quantificar la for¢a de I'asso-
ciacié estadistica entre una exposicié i una malaltia.
Loportunitat relativa és la raé entre dos quocients
(loportunitat que un esdeveniment tingui lloc en un
grup i loportunitat que tingui lloc en un altre grup),
essent cadascun dells la rad entre la probabilitat que
alld succeeixi i la probabilitat que no succeeixi. Si'OR
és igual a 1, la probabilitat de I'esdeveniment és igual en
els dos grups. SiI'OR és més gran que 1, la probabilitat
que ocorri l'esdeveniment és major en el primer grup (p.

ex.: la preséncia d'un SNP és més probable en casos que

AN

Nistagme:
Espasme clonic dels musculs motors del globus ocular
que produeix moviments involuntaris d’aquest en dife-

rents sentits.

Nucleoides:
Complexos nucleoproteics associats a TADNmt for-
mats per diverses proteines i factors de transcripcié
relacionats amb la maquinaria de transcripcié i repli-
cacié6 de TADNmt. Es troben a la membrana interna

del mitocondri.

Nutracéutic:
Dit del producte elaborat a partir de substancies na-
turals propies dels aliments, que es presenta sota una
forma farmactutica determinada (comprimit, xarop,
polvores, etc.) i al qual s'atribueix un efecte beneficids
per alorganisme ila capacitat de contribuir a la preven-

ci6 o al tractament d’algunes malalties.

en controls). Si 'OR és inferior a 1, la probabilitat que
ocorri lesdeveniment és més petita en el primer grup (p.
ex.: la preséncia d'un SNP és menys probable en casos

que en controls).

Organitzacié Mundial de la Salut:
L'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) és una
agéncia de 1'Organitzacié de les Nacions Unides
(ONU) amb seu a Ginebra que actua com a autoritat
coordinadora en temes de salut publica internacional i
esta especialitzada a gestionar les politiques de preven-
cid, promocié i intervencié en salut a nivell mundial.
Els 193 Estats Membres de 'OMS governen 'Orga-
nitzacié per mitja de I'’Assemblea Mundial de la Salut.

Analisi de TADN mitocondrial en el trastorn mental greu

156



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILT
ANALISI DE L'ADN MITOCONDRIAL EN EL TRASTORN MENTAL GREU
Helena Torrell Galceran

DL:

T 1110-2014

Origen de replicacio:
Lloc del cromosoma en el que s’inicia la replicacié6 de la
cadena d’ADN format per una determinada seqiéncia
de nucleotids a partir de la qual es forma la forque-
ta de replicacié. En els cromosomes de TADNn hi ha
diversos origens de replicacié repartits al llarg de la se-
quencia. JADNmt té dos origens de replicacié, un a la

cadena lleugera i un a la pesada.

P

Oxidacio :
Descomposicié dels acids grassos en forma de molécu-
les d’acetil-CoA que sén incorporades al cicle de Krebs
per tal dobtenir-ne energia en forma d’ATP mitjan¢ant

la cadena respiratoria mitocondrial.

Pancitopénia:
Disminucié del nombre deritrocits, de leucocits i de

plaquetes a la sang periférica.

PCR:
La reaccié en cadena de la polimerasa (de 'anglés Poly-
merase Chain Reaction) és una técnica de biologia mo-
lecular que permet obtenir un gran nombre de copies
d’un fragment ’ADN concret a partir d’'una quantitat
minima mitjan¢ant uns encebadors especifics i uns in-
tervals de temperatura establerts. El procés fou desco-
bert 'any 1983 per Kary Banks Mullis i és ampliament

emprat actualment tant en recerca com en diagnostic.

Pirimidina:
Compost heretociclic d’'un sol cicle consistent en un
anell semblant al benzé amb dos atoms de nitrogen en
I'anell aromatic. Es lestructura basica dels nucledtids

timidina, citosina i uracil.

Polimorfisme genétic:
Preséncia en una mateixa poblacié de dos o més va-
riants al-leliques per a un locus determinat, cadascuna
amb una freqiencia superior a 0,01, que no pot ésser
mantinguda dnicament per mutacié. Els SNP (de I'an-
glés single nucleotide polymorphism), sén un tipus de po-
limorfisme molt freqlient en el genoma huma, 1 cada
1000 bases. Sanomenen mtSNP els especifics del mi-

tocondri.

Poliplasmia:
En ’ADNmt, preséncia moltes copies de genoma mi-

tocondrial en la mateixa cél-lula.

Prevalenca:
Proporcié d’individus afectats per una mateixa malaltia en

una poblaci6 determinada i durant un temps determinat.

Projecte del Genoma Huma:
Projecte de recerca cientifica, desenvolupat entre 'any
1990 i 2002, creat amb l'objectiu de determinar la se-
qiiéncia consens de nucleotids de l'esser huma aixi com
d’identificar i localitzar els prop de 25.000 gens pre-

sents en aquest genoma.
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Projecte HapMap:
Projecte iniciat el 2002 amb l'objectiu de desenvolupar
un mapa amb els haplotips del genoma huma. La seva
tasca és la d’identificar els polimorfismes genétics del
genoma huma, la seva distribucié i els diferents blocs
de desequilibri de lligament. Tota la informacié es troba
recollida al seu portal web public, i shi poden trobar
gens relacionats amb malalties, amb la resposta a medi-

caments o amb factors mediambientals.

Promotor:
Seqtiencia de DNA situada a 5 de la regié codificant
d’un gen ala qual s'uneix TARN polimerasa i que deter-

mina el lloc d’inici de la transcripcié.

Proteomica:
Conjunt de ciéncies i técniques destinades a l'estudi in-
tegral del nombre de proteines, la seva distribucié i la

seva interaccid en un teixit.

Psicopatologia:
Descripci6 i analisi dels simptomes i signes de malaltia

mental presents en un subjecte.

Regions UTR:
Regions no traduides dels ARNm situades a ambdés
extrems d’aquest i que participen en la regulacié de la

transcripcié génica.

Psychiatric Genomics Consortium:
Consorci creat amb lobjectiu de realitzar metanalisis
de les dades de GWAS relacionades amb malalties
psiquiatriques, tot i que se centra, sobretot en esqui-
zofrénia, trastorn bipolar, depressié major, trastorn per
deficit d’atenci6 i hiperactivitat i autisme. En aquestes
metanalisis s’aconsegueix aplegar milers de mostres de
cada categoria diagnostica de tal manera que s’adqui-
reix la poténcia estadistica necessaria per a detectar va-

riants de baix risc associades a aquestes malalties.

Ptosi:
Caiguda d’un organ o d’'una part d’'un organ, especial-
ment desplacament d’una viscera com a conseqiiéncia

del relaxament dels seus mitjans de fixacié.

Purina:
Compost heterociclic d'estructura biciclica consistent
en un anell de pirimidina unit per un costat a un d’imi-
dazole, lesquelet del qual intervé en lestructura d'un
gran nombre de compostos naturals d’interes biologic,
entre ells TADN. Es lestructura basica dels nucledtids

adenina i guanina.

Replicacio:
Procés de sintesi de TADN que fa possible la trans-
missié de la informacié genética entre generacions
cel*lulars. En aquest procés, la doble helix d’ADN es va
desenrotllant de tal manera que se separen les dues ca-
denes senzilles, cadascuna de les quals serveix de motlle
per a lelongacié d’'una nova cadena ’ADN que es va
sintetitzant. Al final es formen dues noves dobles hélixs
identiques a la I’ADN original i que contenen exacta-

ment la mateixa informacié genética.
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Repositori del GenBank:
Base de dades en constant actualitzacié de seqliencies
geneétiques publiques i disponibles que pertany a 'NIH
(National Institutes of Health, dels Estats Units). Esta
formada per la base de dades d’ADN del Japé (DNA
DataBank of Japan (DDBJ)), el Laboratori Europeu de
Biologia Molecular (European Molecular Biology La-
boratory (EMBL)), i el GenBank de 'NCBI (National

Center for Biotechnology Information).

Segregacio mitotica:

Separaci6 aleatoria dels mitocondris en les dues cel*lu-
les filles fruit de la divisi6 cellular.

Seqienciacié de TADN: Conjunt de metodes i técni-
ques especifiques que permeten determinar lordre dels
nucledtids d’un fragment concret del genoma o del ge-
noma complet. El desenvolupament de les tecniques de
sequienciacié ha aportat molta informacié a la biologia
i a la medicina, sobretot mitjangant el Projecte del Ge-

noma Huma.

Seqiienciaci6 de nova generacio:
De langlés, next-generation sequencing, també ano-
menada seqlienciacié d’alt rendiment o seqiienciacié
massiva en paral-lel és la metodologia de seqiienciacié
que permet la produccié simultania de seqiiéncies de
diversos fragments d’ADN, reduint significativament
el temps i el cost d’aquest procés. Actualment al mercat
existeixen diversos métodes, entre ells el semiconductor
Ion Torrent de Life Tecnhologies, el seqiienciador optic
d'Tllumina, la piroseqlienciacié de Roche i la seqiiencia-

ci6 per lligacié de Life Technologies.

Ritme circadiari:
Dit del ritme biologic que té un cicle aproximat de

vint-i-quatre hores.

Seqiienciacié per Sanger:
Metode de seqiienciacié que es basa en la PCR i en I'as
de didesoxinucleotids trifosfat. Aquests, sén nucleotids
que els manca un grup OH de tal manera que trunquen
lelongacié de la nova cadena en la replicacié d’un frag-
ment d’ADN. Aquests didesoxinucledtids incorporen
una molécula fluorescent que emet longituds d'ona di-
ferent en funcié de si es tracta d’'una adenina, una timi-
na, una citosina o una guanina. La truncacié sequencial
de les cadenes que selonguen a la PCR seguida d’una
electroforesi i la deteccié posterior de la fluorescéncia
fruit d’aquest truncament, sén els elements que per-
meten determinar la seqiiéncia. Malgrat és una técnica

acurada, és costosa i requereix molt de temps.

Significacio estadistica:
Referida en el text com “diferéncies estadisticament
significatives”, és un concepte estadistic emprat en el
contrast d’hipotesis que implica el rebuig de la hipotesi
nul'la perqué els valors observats no s6n fruit de l'atzar.
El valor p és la mesura que es fa servir per decidir si
es rebutja la hipotesi nulla o no, en aquest treball es
rebutja la hipotesi nul'la si p és < 0,05, per tant, que hi
ha més d’'un 95% de probabilitats que les diferéncies

observades no siguin fruit de I'atzar.
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Sonda Tagman:
Oligonucleotids curts emprats en la qPCR per a de-
tectar I'amplificacié seqiiencial d’'un fragment con-
cret ’ADN mitjanc¢ant la deteccié de l'increment de
fluorescéncia. Aquests oligonucledtids estan marcats
amb un fluorocrom en un extrem i amb un extintor
de fluorescéncia en l'altre extrem que quan estd prop
del fluorocrom capta la fluorescéncia que aquest emet.

Aquestes sondes s'uneixen als gens diana que es volen

Termociclador:
Aparell emprat en biologia molecular que permet rea-
litzar de forma automatica i programada els cicles de
temperatures necessaris per a una reaccié en cadena de

la polimerasa d’amplificacié ¢’ ADN.

Traduccio:
Procés mitjangant el qual es tradueix una determinada
seqiiéncia de nucleotids de TARNm en una determi-
nada sequéncia d’aminoacids (codi genetic) gracies al

concurs dels ribosomes.

analitzar i durant l'elongacié de la nova cadena ’ADN
durant la PCR, es trenquen i els extintors s’alliberen.
En aquest trencament de l'oligonucledtid Tagman, sal-
libera fluorescéncia que és simultaniament detectada
per un aparell especific. Aquesta fluorescéncia s’incre-
menta a cada cicle de la PCR i permet quantificar de

manera absoluta i de manera relativa ’ADN inicial.

Transcripcio:
Procés pel qual la informacié genética codificada en
una fibra ’ADN (en un gen estructural o un operd)
és copiada en una fibra ’ARN missatger mitjangant la

seqliencia de nucledtids que el componen.

Transcriptomica:
Conjunt de ciéncies i técniques destinades a l'estudi in-
tegral del transcriptoma, és a dir, del conjunt ’ARN

presents en un teixit.

Trastorn:
Malaltia que compromet el normal funcionament d’un
ésser huma, pero de la qual no es coneix letiologia ni la

fisiopatologia.

v

Variant comuna:
Canvi permanent en ’ADN en una freqliéncia superior
a1'1% en la poblacié. Cada individu de l'espécie huma-
na comparteix el 99% de la seqiiéncia amb la resta de
persones de tot el mén. 1% restant correspon a les

variants comunes.

Variant de risc:
Variant que, malgrat no ser causant, estd associada a un
determinat fenotip o confereix risc a desenvolupar una

malaltia.
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Variant definidora d’haplogrup:
Variant en TADNmt que forma part d’un conjunt de

variants relacionades entre si per la seva descendéncia.

Variant en el numero de copies:
Coneguda en la literatura cientifica com CNV (de 'an-
glés copy number variation), és un canvi en el nombre
de repeticions d’una seqiéncia concreta del genoma.
Pot ser per un augment d’aquest nombre de repeticions
(duplicacions) o per una pérdua (delecions). E10,4% de
les variacions entre les persones corresponen a variants

de canvi en el numero de copies.

Variant genética:
Una variant genética es pot referir a 1) un SNP, un can-
vi d’un tnic nucleotid freqiient en la poblacié; 2) a una
mutacié o variant rara; o 3) a una CNV, un canvi del

numero de copies d'una determinada regié de TADN.

Variant rara:
Variant, d’un sol nucleotid o estructural, present en una

freqliéncia inferior a I'1% en la poblacié.

Variant/mutacié amb canvi de sentit:
Variant/mutacié d’'un sol nucleotid que ocasiona un
canvi en el codé de TARNm de tal manera que aquest

codifica per un aminoacid diferent.

Variant/mutacié d’un sol nucleotid:
Canvi d’un tnic nucleotid de la seqiiéncia ’ADN i que
implica la preséncia en una mateixa poblacié de dos o
més variants, i per tant, d’al'lels, per a un locus deter-

minat.

Variant/mutacié estructural:
Reorganitzaci6é del material genétic que produeix una
alteracié en lestructura cromosomica. Si bé les més fre-
quents son les CNVs, també s’inclouen en aquest grup
les delecions, insercions i translocacions. Les variants
estructurals sén la principal font de variabilitat genética

en lespécie humana.

Variant/mutacid nova:
Variant no descrita anteriorment en la literatura cien-

tifica.

Variant/mutaci sindnima:
Variant/mutacié d’un sol nucleotid que si bé origina un
canvi en el codé de TARNm, aquest no ocasiona un

canvi en 'aminoacid pel qual codifica.

w

Western Blot:

Tecnica que permet la identificacié immunologica de

proteines concretes havent-les separat préviament mit-

jangant un gel d’electroforesi.
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Tesi doctoral:
Helena Torrell Galceran

No es coneix encara quée causa I’esquizofrenia, el trastorn bipolar, la depressio
major i altres trastorns mentals greus, pero els factors genétics hi tenen un
paper rellevant. La majoria d’estudis genétics han buscat mutacions o variants
de risc associades a la malaltia en el genoma nuclear, perd pocs estudis han
tingut en compte el paper de ’ADN mitocondrial (ADNmt).

El present treball de tesi analitza la implicacio de I'ADNmt en tres trastorns
mentals greus: esquizofrenia, trastorn bipolar i depressié major a partir de dues
hipotesis. La primera, és que ’ADNmt pot acumular mutacions somatiques al
llarg de la vida que augmentin el risc de patir algun trastorn mental greu. El
treball Torrell H, et al. American Journal of Medical Genetics (2013) presenta els
resultats de I’analisi de ’ADNmt en teixit cerebral post mortem d’individus amb
diagnostic d’esquizofrénia, trastorn bipolar o depressié major en comparacio
amb individus control, convertint-se en el segon estudi que analitza I'expressio
dels transcrits mitocondrials, el nimero de copies de ’ADNmt i la preséncia de
delecions en teixit cerebral. Aquesta analisi es basa en la técnica de la PCR
quantitativa i per aquest motiu, en la publicacio prévia Abasolo N, Torrell H, et al.
Journal of Psychiatric Research (2011) es van identificar els gens de referéncia
més idonis per a normalitzar els nivells d’expressio dels transcrits mitocondrials.
La segona hipotesi d’aquesta tesi, és que I'’ADNmt pot ser portador de mutacions
o de variants que confereixin risc per a la malaltia a través de I’'heréncia materna.
El treball Torrell H, et al. American Journal of Medical Genetics (en revisio)
presenta els resultats de I’analisi de la seqiiencia de ’ADNmt en relacié a
I'esquizofrénia a partir de cel-lules sanguinies i aporta dues variants de I’ADNmt
associades a la malaltia en un estudi de 495 casos i 615 controls.





