Patologia molecular
(R. Bartrons, ed.)

Treballs de la SCB. Vol. 49 (1999) 133-150

L’ACIDURIA 3-HIDROXI 3-METILGLUTARICA: UNA MALALTIA
MOLECULAR PER DEFICIENCIA DE 3-HIDROXI 3-METILGLUTARIL
COENZIM A LIASA

Fausto G. HEGARDT

Departament de Bioquimica i Biologia Molecular. Divisio 1V. Facultat de Farmacia.
Universitat de Barcelona.

Adreca per a la correspondéncia: Fausto Garcia Hegardt. Departament de Bioquimica i Bio-
logia Molecular. Divisi6 IV. Facultat de Farmacia. Universitat de Barcelona. Diagonal, 643.
08028 Barcelona. Telefon +34 93 402 4523. Fax +34 93 402 1896. Adreca electronica:
hegardt@farmacia.far.ub.es.

RESUM

L’acidtria 3-hidroxi-3-metilglutarica és una malaltia genetica autosomica recessiva que
es manifesta per una série de simptomes que, en conjunt, s’assemblen a la sindrome de
Reye. En aquesta revisio realitzada des de la presentaci6 del primer cas, el 1976, s’ha tractat
de recollir la informaci6 sobre els aspectes clinics, els metabolits anormals que apareixen a
I'orina, la deficiéncia enzimatica de la HMG-CoA liasa, el diagnostic, el tractament i la gene-
tica de la malaltia. Si bé sén més de cinquanta els casos reportats d’acidtria 3-hidroxi-3-me-
tilglutarica, solament quinze pacients s’han estudiat des del punt de vista molecular des que
el 1993 es va reportar el clonatge del cDNA de la HMG-CoA liasa humana. Es coneixen nou
mutacions al-leliques diferents fins ara. La major incidéncia de totes les reportades és la mu-
taci6 puntual en el nucleotid 109, que condueix a la producci6 de tres transcrits diferents, un
amb un codé d’aturada, un altre en el qual s’ha produit un splicing alternatiu amb eliminacié
del’ex6 2iuntercer amb un splicing diferentieliminaci6 dels exons 21 3. Aquesta mutaci6 és
prevalent al sud d’Europairepresenta el 37 % de tots els casos reportats.

SUMMARY

3-Hydroxy-3-methylglutaric aciduria is an autosomal recessive hereditary disease,
which presents with symptoms very similar to those of Reye syndrome. The aim of this ar-
ticle is to review the information published since 1976 in which one case of 3-hydroxy-3-
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methylglutaric aciduria was reported for the first time. The review covers clinical aspects,
abnormal metabolites appearing in urine, enzyme deficiency of HMG-CoA lyase, diagno-
sis, treatment and genetics. Although more than 50 patients have been diagnosed having
3-hydroxy-3-methylglutaric aciduria, no more than 15 have been studied at the molecular
level since 1993, when the cDNA sequence of the human HMG-CoA lyase was reported.
Nine mutations have been reported. The most prevalent is the G-T point mutation in nu-
cleotide 109, which determines the occurrence of three different transcripts, one with a stop
codon, another in which an alternative splicing produced the skipping of exon 2 and a third
in which the transcript is skipped in exons 2 and 3. This mutation is prevalent in the south of
Europe and represents 37 % of all mutations reported.

Paraules clau: Deficiencia en HMG-CoA liasa; Acidiiria 3-hidroxi-3-metilglutarica; metabolisme de
la leucina; cossos cetonics; malaltia autosomica recessiva; Exonic splicing Enhancer; splicing al-
ternatiu; acid 3-hidroxi-3-metilglutaric; acid 3-metilglutaconic; dcid 3-hidroxiisovaléric. (HMG-
CoA, 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzim A); SSCP, polimorfisme conformacional de cadena tinica;

RT-PCR, transcriptasa reversa-reaccio en cadena de la polimerasa.

INTRODUCCIO

El compost 3-hidroxi 3-metilglutaril co-
enzima A (HMG-CoA) es produeix a la
cel-lula a través de tres situacions diferents:
en el citosol, I’enzim HMG-CoA sintasa ca-
talitza la condensacié d’acetoacetil-CoA i
acetil-CoA i produeix HMG-CoA, que és el
punt de partida de la ruta dels isoprenoides,
de la qual el compost més representatiu és el
colesterol. La primera etapa després d’a-
quest punt, que és el limitador del procés, és
la conversi6 de HMG-CoA en mevalonat ca-
talitzada per 1'enzim HMG-CoA reductasa.
A la mitocondria, es produeixen dos proces-
sos que determinen la sintesi de 'HMG-
CoA. Per una banda, la HMG-CoA sintasa
mitocondrial catalitza una reacci6 que és
idéntica a la descrita en el citosol. Per ’altra,
I'enzim 3-metilglutaconil-CoA hidratasa ca-
talitza la hidrataci6 de 3-metilglutaconil-
CoA a HMG-CoA. La HMG-CoA sintasa
mitocondrial és el punt de regulacié me-
tabolica més important en la ruta de cetoge-
nesi. La reacci6 catalitzada per la 3-metil-
glutaconil-CoA hidratasa és el punt final de
la ruta catabolica de la leucina. En con-
seqiiencia, dins de la mitocondria, la HMG-

CoA es troba en un encreuament de dues ru-
tes metaboliques: la de B-oxidacié d’acids
grassos i cetogenesi, i la del catabolisme de
la leucina. El desti final de ' HMG-CoA mi-
tocondrial és la produccié d’acetoacetat, ca-
talitzat per la HMG-CoA liasa (figura 1).
L’acetoacetat és convertit per I'acci6 de la p-
hidroxibutiric deshidrogenasa en -hidroxi-
butirat, i ambdds, acetoacetat i B-hidroxibu-
tirat, constitueixen els anomenats cossos
cetonics.

Existeixen malalties hereditaries asso-
ciades a mutacions dels enzims de cadas-
cun dels passos del metabolisme de la leuci-
na. En totes aquestes situacions es produeix
la conversi6 dels compostos intermediaris
que no es poden metabolitzar en acids orga-
nics, i que normalment sén excretats per "o-
rina. A través de 'analisi d’aquests acids es
pot coneixer la deficiencia hereditaria en
cada cas. S"han descrit les deficiencies d’iso-
valeril-CoA deshidrogenasa, 3-metilcroto-
nil-CoA carboxilasa, 3-metilglutaconil-CoA
hidratasa, a més del cas que ens ocupa, el
deficit de HMG-CoA liasa (Scriver et al.,
1995).
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FiGura 1. Interrelacions metaboliques del 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). El lloc del defecte en pacients amb
deficiéncia en HMG-CoA liasa esta barrat. En el fetge, la HMG-CoA liasa, juntament amb la HMG-CoA sintasa mitocon-
drial, té un paper critic en la produccié de cossos cetonics. En altres teixits en els quals no s’expressa la HMG-CoA sintasa
mitocondrial, la HMG-CoA liasa participa molt activament en el metabolisme de la leucina.

L’ENZIM HMG-CoA LIASA

Tal com s’ha esmentat, 'enzim HMG-
CoA liasa catalitza la ruptura de 'HMG-CoA
enacetoacetatiacetil-CoA. Aquestenzim ha
estat purificat d’una varietat d’organismes
eucariotics com ara cor de porc (Bachawat et
al., 1955), fetge bovi (Stegink i Coon, 1968) i
pollastre (Kramer i Miziorko, 1980). També
s’ha purificat d'un procariota Pseudomonas
mevalonii (Scher i Rodwell, 1989). Recent-
ment s’ha publicat la seqiiencia de la protei-
na HMG-CoA liasa a partir dels cDNA del P.
mevalonii (Anderson i Rodwell, 1989), de po-
llastre (Mitchell et al., 1993), i huma (Mitchell
et al., 1991; Mitchell et al., 1993). El clonatge
dels gens de pollastre i huma ha permes
coneixer 1'organitzacié d’introns i exons, i

aixo hafacilitat]’estudi de les malalties here-
ditaries (Wanget al., 1996). El gen huma, que
té una mida de 18 kb, esta organitzat en nou
exons i vuit introns i s’ha localitzat en el cro-
mosoma 1, regi6 distal p (Wang et al., 1993).
L'mRNA per a la HMG-CoA liasa humana
és d'1,6 kb determinat per transferencia
Northern en fetge i fibroblasts. La proteina
humana té un peptid lider d’entrada a mi-
tocondries de vint-i-set aminoacids en el seu
extrem amino terminal. Una vegada proces-
sada la proteina per perdua del peptid lider,
s’associa amb si mateixa i constitueix 1'ho-
modimer de dues unitats iguals compostes
de 298 aminoacids i un Pm de 31,6 kDa ca-
dascuna, que constitueixen la forma cataliti-
cament activa. La proteina també esta loca-
litzada al peroxisoma, on és transportada
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pel tripeptid senyal CKL del’extrem carboxi
terminal. La forma peroxisomal és monome-
ricaino perd el peptid lider amino terminal
(Ashmarina et al., 1996). L'homologia entre
les HMG-CoA liasas de pollastre i les huma-
nes és del 80 %, mentre que entre les huma-
nes i les de P. mevalonii és del 52,3 % inclo-
ent-hi conjunts de total identitat de fins a
dotze aminoacids.

La determinaci6é del centre catalitic de
I"enzim fou realitzada mitjangant la utilitza-
ci6 d'un marcador d’afinitat, el butinoil-
CoA, per Hruz i Miziorko (1992), i va de-
mostrar que la cisteina 266 és el lloc d'uni6
del substrat HMG-CoA en humans; en P.
mevalonii és la Cys-237 (Hruz et al., 1992). La
confirmacié d’aquesta cisteina catalitica es
va produir per mutagenesi dirigida de di-
verses cisteines. La mutacié C266S i C266A
va produir una disminucié de la Vmax res-
pectivament de 706 i 11.360 vegades, sense
variar la Km (Roberts et al., 1995). Una sego-
na cisteina localitzada en el carboxi termi-
nus intervé en la conformacié dimerica de
I'enzim d’eucariotes (Roberts et al., 1994).
Aquesta segona cisteina no és present en la
forma fisiologica del P. mevalonii, que és mo-
nomerica (Narasimhan i Miziorko, 1992). La
mutacié C323S no produeix canvis en les
constants cinetiques de 'enzim. Roberts et
al., 11966, van provar igualment que la His-
233 és un lloc actiu de I'enzim i s’atribueix
I'atac nucleofilic a 'HMG-CoA lligat a la
Cys-266 en el procés de catalisi.

L’ACIDURIA 3-HIDROXI
3-METILGLUTARICA: UNA
DEFICIENCIA EN HMG-CoA LIASA

Aspectes clinics
El primer pacient amb acidtria 3-hidro-

xi-3-metilglutarica es va diagnosticar el
1976 (Faull et al., 1976). Des de llavors se

n’han detectat uns cinquanta casos, el major
nombre dels quals pertany a l'area medi-
terrania i paisos arabs (Barash et al., 1990;
Ozand et al., 1991). S’han portat a terme di-
verses revisions sobre aquesta aciduria
(Gibson et al., 1988a; Gibson et al., 1988b;
Wysocki i Hahnel, 1986). L’edat en qué es
manifesta té una distribucié bimodal, en un
30 % dels casos apareix entre els dos i els
cinc dies de vidaiun 60 % entre els tres i els
onze mesos. Se n"han detectat dos casos en
la pubertat (catorze i quinze anys). Les ma-
nifestacions cliniques solen ésser vomits,
letargia i hipotonia, que avanga fins al coma
enun10 % dels casos. Els pacients tenen aci-
dosi metabolica i la gran majoria hipogluce-
mia; ambdds simptomes generalment es
manifesten d’'una manera greu. Es general
la situaci6 d"hipocetosi fins i tot després del
dejuni o la ingesta d'una dieta rica en grei-
x0s. En molts casos apareix hiperamoneémia,
transaminases elevades i hepatomegalia. La
mort s’esdevé en un 20 % dels casos (Divry
et al., 1981; Zoghbi et al., 1986; Ribes et al.,
1990; Ozand et al., 1991) i la hipoglucémia
n’és el determinant més caracteristic (Schut-
gens et al., 1979). Alguns pacients han tingut
macrocefalia (Lisson et al., 1981; Stacey et al.,
1985), encara que es va reportar un cas amb
microcefalia (Walter et al., 1986). La tomo-
grafia computada de quatre pacients amb
retard mental va mostrar atrofia cerebral
(Walter et al., 1986; Mitchell et al., 1995) en
dos casos i hipodensitat de la substancia
blanca en els altres dos (Leupold et al., 1982;
Lisson et al., 1981), probablement causades
per episodis hipoglucémics. Aquestes ma-
nifestacions anatdmiques posen de manifest
el paper decisiu dels cossos cetdnics en el
desenvolupament normal del cervell en I'e-
tapa postnatal. La majoria dels pacients te-
nen un desenvolupament normal (Gibson et
al., 1988a; Casale et al., 1998). Un pacient
amb l'acidtria va morir de mort sobtada in-
fantil (Vilaseca et al., 1986). Molts dels simp-



tomes esmentats han estat diagnosticats an-
teriorment com a sindrome de Reye-like
(Leonard et al., 1979; Robinson et al., 1980;
Shilkin et al., 1981; Greene et al., 1986). Com
que altres deficiéncies hereditaries mostren
simptomes analegs englobables al Reye-like,
és necessaria la determinacié dels acids
organics a l'orina per tal d’obtenir-ne una
classificaci6 correcta. Els pacients amb la
sindrome de Reye no mostren augments
significatius en els acids organics, observats
a l'orina dels pacients amb l'aciddria 3-hi-
droxi-3-metilglutarica.

Metabolits en orina

La impossibilitat de metabolitzacié de 3-
hidroxi-3-metilglutaril-CoA duu a la seva
deacilacié amb elevacié dels nivells de 1'a-
cid 3-hidroxi-3-metilglutaric (HMG) (figura
1). Aquest és el metabolit caracteristic d’a-
questa malaltia, el qual en la majoria dels ca-
sos condueix al seu diagnostic. Alguna altra
malaltia mostra també excrecié d’aquest
acid, com ara la deficiéncia de carbamil fos-
fat sintetasa o la malaltia de Leigh-like,
encara que solen ser casos aillats. L’acid
3-hidroxi-3-metilglutaric augmenta d’'una
manera molt significativa en la deficiéncia
de HMG-CoA liasa des dels 50-90 mmol
HMG/mol de creatinina en el nen normal
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de pocs mesos de vida (Lippe et al., 1982)
fins a nivells amb mitjanes d'11.000 mmol
HMG/mol de creatinina (amb un rang de
valors extrems de 1.500 a 19.000 mmol
HMG/mol de creatinina) en els nens amb
aciduria 3-hidroxi-3-metilglutarica. A causa
de la reversibilitat de la reacci6 catalitzada
per la 3-metilglutaconil-CoA hidratasa, es
forma també acid 3-metilglutaconic en pro-
porcions semblants a les de I'acid 3-hidroxi-
3-metilglutaric. També la reversibilitat de la
reaccié catalitzada per la 3-metilcrotonil-
CoA carboxilasa condueix a la produccié
d’acid 3-hidroxiisovaléric en una proporcié
del voltant del 30 % de la quantitat de 3-hi-
droxi-3-metilglutaric. Aquest compost pot
convertir-se en 3-metilcrotonilglicina (Faull
et al., 1976, Wysocki i Hahnel, 1978; Wilson
et al., 1984), com també en petites quantitats
d’acid 3-metilcrotonic (Wysocki et al., 1976;
Duran et al., 1978; Jacobs et al., 1980). Shinka
et al. han mostrat que, tot i amb una dieta
baixa en leucina, el 3-metilglutaconic i el 3-
hidroxi-3-metilglutaric es troben a nivells
anormalment alts (Shinka et al., 1992). Els ni-
vells d’aquests acids organics en quatre pa-
cients estudiats pel nostre grup es donen a
la taula 1 (Casale et al., 1998). Quantitats me-
nors d’altres acids organics també en sén ca-
racteristics: entre ells I'acid 3-metilcrotonic,
I'acid glutaric i l'acid adipic (Duran et al.,
1978; Divry et al., 1981; Wilson et al., 1984;

Taura 1. Els acids organics i I’activitat HMG-CoA liasa en uns quants pacients amb aciduria 3-hidroxi-3-metilglutarica.

Metabolits D.G. J. L J. G. S.T. Controls
Acid 3-hidroxi isovaléric 6.407 449 4351 n.d.c. <46
Acid glutaric 336 57 64 n.d.c. <17
Acid 3-metilglutaric 1.114 289 570 n.d.c. N.D.
Acid 3-hidroxi-3-metilglutaric 4.909 1.654 1.150 nd.c. <32
Acid 3-metilglutaconic Alta Alta alta alta N.D.
Activitat HMG-CoA liasa 0,27 0,41 0,1 0,2 5,5

Nota: n.d.c., no determinat quantitativament. Els acids organics s'expressen en mg / g de creatinina. L’activitat
HMG-CoA liasa s’expressa en nmol de 'HMG-CoA transformat/min/mg proteina.
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Greene et al., 1984; Zoghbi et al., 1986). Fs
caracteristic que no aparegui cap dels dos
cossos cetdnics, 1'acid acetoacetic i 1'acid
B-hidroxibutiric, tot i que altres acids no re-
lacionats amb les rutes metaboliques apa-
reguin en major o menor grau; aixi, Iacid
lactic sol observar-se en episodis greus, ge-
neralment associat a una disfuncié cardio-
vascular (Gibson et al., 1994). S'ha aplicat
també l'espectroscopia de ressonancia
magneética nuclear de proté per ala determi-
naci6 dels acids organics en orina per al
diagnostic de l'acidemia (lles et al., 1986).
Com passa en altres acidtries, la proporcié
d’acilcarnitina a carnitina lliure augmenta
en orina (Chalmers et al., 1989), i s"ha detec-
tat en un pacient la preséncia de 3-metilglu-
taril carnitina (Scher i Rodwell, 1989).

Deficiéncia enzimatica

El fet que aquests acids organics apare-
guin també en altres malalties associades
amb el metabolisme de laleucina fa necessa-
ria la determinaci6 de I'activitat enzimatica
HMG-CoA liasa com un sistema de confir-
mar la malaltia d’'una manera inequivoca.
La determinaci6 es pot dur a terme en fibro-
blasts (Wysocki i Hahnel, 19764), leucocits
(Wysocki i Hahnel, 1976b), o fetge (Schut-
gens et al., 1979; Robinson et al., 1980), ja que
el gen de la HMG-CoA liasa s’expressa
practicament en tots els teixits. Existeixen
diversos assajos radioactius (Gibson et al.,
1990; Kikuchi et al., 1990), aixi com un assaig
espectrofotometric (Wanders et al., 1988a).
La quantitat residual d’activitat enzimatica
en els individus afectats oscillla entre el
0,7 % iel 8 % segons la localitzacié de la mu-
taci6. La mitjana d’activitat HMG-CoA liasa
en individus sans és de 5,2 nmol HMG-CoA
transformats/min/mg proteina (interval
3,5-6,4)(Casale et al., 1998; Sovik et al., 1984).
Els pacients heterozigots per a la deficiéncia

en HMG-CoA liasa, son dificils de diagnos-
ticar sobre la base de 'activitat enzimatica
HMG-CoA liasa, ja que per una part "activi-
tat enzimatica, que sol tenir valors interme-
dis entre els descrits de la normalitat i els
homozigots, coincideix amb l'interval de
normalitat (Duran et al., 1979; Gibson et al.,
1982; Wilson et al., 1984; Stacey et al., 1985;
Zoghbi et al., 1986; Barash et al., 1990); i per
una altra part, generalment els heterozigots
no mostren dades cliniques que en facin sos-
pitar la condici6 d"heterozigots per a la defi-
ciencia de HMG-CoA liasa.

El diagnostic prenatal de la deficiéncia es
realitza amb la preséncia de nivells aug-
mentats dels acids 3-hidroxi-3-metilgluta-
ric, 3-metilglutaconic i 3-hidroxivaléric en
l'orina materna entre la setmana vint-i-tres
de gestacio i el part (Duran et al., 1979). La
determinaci6 es pot fer també abans en li-
quid amniotic (Chalmers et al., 1989). Es pot
tenir confirmacié de la deficiencia de la
HMG-CoA liasa en amniocits cultivats o en
villi coridonics (Wanders et al., 1988b; Chal-
mers ef al., 1989; Mitchell et al., 1995).

Tractament

El tractament d’episodis aguts consisteix
en l'administracié intravenosa de glucosa
per controlar la hipoglucemia. Aquest siste-
ma habitualment corregeix per se 1'acidosi
metabolica (Shilkin et al., 1981). El tracta-
ment preventiu, a més llarg termini, usual-
ment s’aconsegueix amb dietes baixes en
proteina i greix, per tal d’evitar la ingesta de
leucinaila sintesi de cossos cetonics (Faull et
al., 1976; Wysocki i Hahnel, 1986). Fs sabut
que el mitocondri estimula la sintesi de
HMG-CoA a través de l'accié dels acids
grassos en el promotor de la HMG-CoA sin-
tasa mitocondrial (Ayté ef al., 1990; Gil-Go6-
mez et al., 1993) per 'accié mediada del pero-
xisome proliferator-activated receptor (PPAR)
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Sexe  Posici6  Mutaci6 Codo Ex6  Casos Origen étnic Comentaris Referencies
H 202207 -CT Ser 59 Cys 3 2 Acadia-francés-canadenc  Canvi de marc, cod6 stop 79 Mitchel et al., 1993
H 134-137 +A Asn 46 Lys 2 2% Ttalia Canvi de marc, codo stop 47 Mitchel et al., 1995
H  145-137 417 ntdel 49-187 3,4,5,6 1 Turc Deleccié Asn 49/Glu 187, en marc ~ Wang et al., 1995
H 61561 501 nt del 21-187 2,34,5,6 1 Angles Delecci6 Val 21/Glu 187, en marc ~ Wang et al., 1993
D 233 - His233Arg 7 - - Modificacié His catalitica Roberts et al., 1993
D Ivs8(+1) AGgt-Agtt - Ivs 8 1 Turc Destrueix 5 SS Buesa et al., 1993
H,D 109 GAA-TAA Glu 37 Ter 2 2 Portugues, marroqui Eliminaci6 parcial ex6 2 Pié et al., 1993
D 504505 -CT Val 168 6 1 Espanyol Canvi de marc, codé stop 176 Casals et al., 1993
H,D 109 GAA-TAA Glu 37 Ter 2 4 Tres espanyols, un turc Eliminaci6 parcial ex6 2 Casals et al., 1993
D 698 His233Arg 7 1 Frances Modificaci6 His catalitica Zapater et al., 1998
D 788 Leu263Pro 8 1 Frances Modificacio Leu catalitica Zapater et al., 1998

* Les posicions es refereixen a la numeraci6 de la seqiiéncia del cDNA de Mitchell et al. (1993)

** Un cas d'un fetus avortat
SS, lloc de splicing.

(Rodriguez et al., 1994). De fet, s’ha observat
quelarestricci6 d"acids grassos és més eficag
que la restricci6 de proteines per evitar epi-
sodis aguts d’hipoglucemia hipocetodsica en
aquests pacients (Berry et al., 1981; Walter et
al., 1986). Una dieta ha de tenir, en con-
seqtiéncia, una proporcié d'1,5a2,0 g protei-
na/kg pes (50-150 mg de leucina/kg) per dia
(Berry et al., 1981; Francois et al., 1981; Nor-
man et al., 1982) i unarestriccié de greix a tan
sols un 25 % del total de calories diaries, i un
augment del percentatge de carbohidrats
fins al total de calories diaries. S’han d’evitar
les infeccions, perqué el catabolisme proteic
és major i hi ha major produccié de metabo-
lits de leucina, en particular d’acid 3-hidro-
xiisovaleric (Thomson et al., 1990). Fa un
temps es va pensar que la ingesta de carniti-
na podia tenir algun avantatge en el tracta-
ment d’aquesta malaltia (Roe et al., 1986; Da-
souki et al., 1987), pero avui dia s’ha
descartat aquesta practica.

Genetica

Fins al 1998 només s’han descrit en I'am-
bit molecular les mutacions responsables de
quinze pacients, amb un total de nou muta-
cions al-leliques diferents. De les mutacions
descrites, només tres pacients presenten
grans delecions en el genoma, que conduei-

xen a proteines molt truncades. Altres pa-
cients tenen mutacions puntuals d'un o de
dos nucleotids que determinen el trunca-
ment prematur de les proteines per canvi
del marc de lectura. Dos pacients tenen el
dinucleotid CT delecionat tot i que en llocs
diferents. Només una mutacié puntual
alel-lica condueix a un cod6 d’aturada, men-
tre que la resta son mutacions missense sense
canvi de marc de lectura, perd que afecten
aminoacids que intervenen en el procés ca-
talitic. Una de les mutacions és en el nucleo-
tid +1 de l'intré 8, la qual cosa determina la
produccié de dos transcrits, un amb deleci6
de I'ex6 7 i un altre amb una inserci6 de se-
tanta-vuit nucleotids enl’ex6 8. Ambdds de-
terminen la codificaci6 de dues proteines
cataliticament no actives. Un quadre global
de les mutacions conegudes es presenta a la
taula 1.

DESCRIPCIO DE LES MUTACIONS
RESPONSABLES DELS CASOS
CONEGUTS

Casosnum.1i2

El 1993, Mitchell i col-l. (Mitchell et al.,
1993) reportaren dos casos d'un pedigri fa-
miliar acadia-frances-canadenc, que tenien
tota la simptomatologia de l'aciddria 3-hi-



140 F.G. HEGARDT

droxi-3-metilglutarica, amb una activitat
enzimatica només del 0,5 % del limit minim
de l'interval de referéncia i amb el patré uri-
nari d’acids organics tipic ja descrit. Els ni-
vells de mRNA eren molt baixos comparats
amb individus control. L’analisi single
strand conformational polymorphism (SSCP)
mostra que el fragment amplificat per PCR
compres entre els nucleotids 557 i 756 mi-
grava de manera diferent al control. La
seqiienciacié6 d’aquest fragment condui a
I'observacié que de la seqiiencia CTCTCT
del control (nucleotids 202 al 207), el pacient
tenia una delecié d'un dinucleotid CT que
determinava un marc de lectura alterat. La
proteina codificada resultant es modificava
a partir de la serina 69 i es truncava prema-
turament deu aminoacids després, i els vuit
darrers aminoacids eren diferents dels nor-
mals. Atés que la cisteina catalitica es troba
en la posici6 266, la proteina codificada re-
sultant de la mutaci6 en ambdés al-lels ha-
via perdut el lloc catalitic i, per tant, estava
totalment mancada d’activitat enzimatica.

Casosnum.3i4

L’equip de Mitchell reporta el 1995 dos
casos més de deficiencia en HMG-CoA liasa
(Mitchell et al., 1995). El primer cas és el del
primer fill d'uns cosins germans italians.
Als dos dies de vida es manifesta 1'acidosi
metabolica, que es normalitza amb tracta-
ment adequat. Als nou mesos, durant una
infecci6 respiratoria, el nen va tenir convul-
sions després del dejuni nocturn, suor freda
ino mostrava reaccio a estimuls externs. Te-
nia hipoglucémia no cetotica, acidosi me-
tabolica i gastritis hemorragica. L’analisi
d’orina mostra el patr6é d’acids organics ti-
pic de l'aciddria amb nivells de 3-hidroxi-3-
metilglutaric de 1.425 mmol HMG/mol cre-
atinina, 6.572 d’acid metilglutaconic, 1.702
de hidroxiisovaléric. Encara que no ha tin-

gut altres episodis d’hipoglucemia, el pa-
cient és retardat mental greu i epiléptic
greu. Una tomodensitometria cerebral rea-
litzada als quinze mesos ha mostrat atrofia
generalitzada del cortex cerebral, materia
blanca supratentorial dels nuclis caudat i
lenticular, sense afectacié del talem i cere-
bel.

L’amplificaci6 de DNA genomic pel
PCR amb oligonucleotids (primers) situats
als introns mostra, després de l'analisi de
SSCP i la seqiiéncia, una mutacio per inser-
ci6 d’una adenina en una seqiiéncia de qua-
tre adenines en posicions 134-137 del cDNA
de la HMG-CoA liasa. Aixo determina un
canvi del marc de lectura amb modificacié a
partir de l'asparagina 46 (mutaci6 N46fs
(+1)). La proteina resultant té un trunca-
ment prematur nou aminoacids després i és
inviable des d'un punt de vista catalitic. Els
pares tenien la mateixa mutacié en un dels
seus al-lels. L’analisi d"una mostra de villus
corionic del fetus en una gestacié posterior
de la mateixa mare mostra que era normal i
els nivells d’acids organics estaven dins de
I'interval de la normalitat. Lamentable-
ment, la mare va tenir una pérdua de fluid
amniotic i va patir un avortament natural en
un altre hospital, i no es van poder determi-
nar més dades d’aquest fetus. En un em-
baras posterior, 'amniocentesi practicada
al fetus en la setmana 16,4 mostra que els
nivells de 3-hidroxi-3-metilglutaric eren ele-
vats. L’amplificacié del DNA genomic ob-
tingut d’amniocits mostra la mateixa inser-
cié N46fs (+1) del fetus. Se li practica un
avortament terapeutic i 'andlisi del DNA
del fetge fetal confirma aquestes dades.

Casos num.5i6
El mateix equip el 1996 reporta el cas de

dos nous pacients (descrits com a HL27 i
HL29), que per tecnica de Southern blot



L’ACIDURIA 3-HIDROXI 3-METILGLUTARICA 141

Ex6 7 Ex6 8 Ex6 9
CG / gtaag
”/\\ 1 /’ N
- \\ A Y
a) Normal | ',:’ || z ‘I I DNA
S~ ~o | 1.7 -7
| | |  mRNA
*
CG / ctaag
’/’\~ // N
b) Delecié I.:I: - | j:l DNA
de 126 bp Tt~ II--l e .7
| ~| | mRNA
gg / gtatt
-~ o ¥ /\\
Phe S o 4
b) Inserci6 | I,:' I H: DNA
de78bp ~‘§~~‘§~ 1 - -
~<_T~o. | Y e
S=a =~ - Pid
| I [ | [ mRNA

FiGura 2. Representacio esquematica de la maduracio per tall i unié anormal dels mRNA de la HMG-CoA liasa en el pacient
E.C. (Buesaetal, 1996). La transversié G-C (marcada amb un asterisc (*)) elimina el lloc 5> donador de tall i uni6 en I’intrd
i permet la formacio d’una altra espécie de mRNA com a resultat de I’eliminacio de 1’ex6 8; a més, I’activacio d’un lloc do-
nador criptic en el mateix intré determina la formacié d’un altre mRNA anormal.

mostraven una delecié important en el gen
de la HMG-CoA liasa (Wang et al., 1996). El
pacient HL29 tenia una deleci6 gendomica

Taura m. Determinacions analitiques del pacient E. C.
(Buesa et al., 1996).

- Glucosa 1mM (N 2,8-6,0)
- ALT 291U/1 (N 7-43)

- AST 495U/1 (N 3-47)

- Acid aric 1,14 mM (N 0,05-0,4)
-pHdelasang 7,07 (N74)
-pCO2 28,5 mm Hg (N 7-40)

- COsH™ 7,9 mmol / 1 (N 21-28)

Tots els acids organics de I'acidtria son presents a I’orina.
Activitat enzimatica < 0,1 nmol/mg prot. Min (N 27,5+4)

d’unes 8 kb, que representava la pérdua
dels exons 3 al 6, mentre que el pacient HL27
tenia una deleci6é d’unes 12 kb amb peérdua
dels exons 2 al 6. Ambdos allels estaven
mutats en els dos casos i eren les dues tni-
ques delecions de diverses kb que s’han re-
portat. Amb una pérdua tan important de
material genétic les proteines HMG-CoA
liasa codificades havien perdut 145 i 166
aminoacids respectivament. L’activitat en-
zimatica en ambdés casos resulta ser menor
de 0,1 nmol/min/mg proteina, és a dir, me-
nor del 2 %.
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Casnuam.7

Elnostre grup reporta el 1996 un cas inte-
ressant (Buesa et al., 1996) perque represen-
tava la primera mutacié observada en zona
no codificant, ja que tenia lloc en el nucleotid
+1 de l'intré nam. 8 (Ivs 8 (+1)). En el mo-
ment del diagnostic el pacient (nen) tenia
quatre dies de vida i presentava els trets ti-
pics de la malaltia (taquipnea, hepatomega-
lia, letargia i hipotonia). Les dades analiti-
ques i l'activitat enzimatica HMG-CoA
liasa, es donen a la taula m1. Fou tractat en
el Wilhelmina Kinderziekenhuis, a Utrecht
(Holanda), amb soluci¢ intravenosa de glu-
cosaibicarbonat, iesrecupera al cap de pocs
dies. Els seus pares i germans eren asin-
tomatics, les seves concentracions seriques
de glucosa eren normals i la seva activitat
enzimatica era a la meitat del limit superior
de l'interval de referencia de normalitat.
Una analisi Southern no va mostrar que el
gen HMG-CoA liasa del pacient tingués
grans delecions. L’amplificacié del cDNA
(obtingut per RT-PCR dels mRNA) utilit-
zant sis parells d’encebadors parcialment
coincidents, mostra que el pacient tenia dos
tipus de mRNA diferents, un amb una dele-
ci6iunaltre amb unainserci6. La seqtiencia-
ci6 dels fragments amplificats per PCR
mostra que la deleci6 afectava completa-
ment1’ex6 8, mentre que la inserci6 era de 78
bp addicionats a la zona 3’ de I'ex6 8. Quan
es va fer una amplificacié genomica des de
I'ex6 8 al'exd 9 s’observa que l'intré 8 (d'u-
nes 2,1 kb) tenia una transversi6 (G-C) en el
nucleotid +1 que determinava una seqiién-
cia de splicing no consensus ctaag. També s’ ob-
serva que la seqiiéncia de la inserci6 corres-
ponia als primers 78 bp del'intré 8.

La figura 2 mostra les diferents opcions
demaduraci6 per talliunié ques’havien pro-
duit per la mutaci6 observada. 1) En no ésser
reconeguda la seqiiencia ctaag com a seqiién-
cia correcta de tall i unié hi ha una delecié

sencera de I'ex6 anterior com a primera op-
cié. 2) Una altra possibilitat que la maquina-
ria de talli uni6 ha permes, ha estatla recerca
d’una seqtiiencia consensus del’esmentat tall i
unio al llarg de l'intré, cosa que aconsegueix
en el nucleotid 78 de l'intré (seqtiéncia gtatt),
en estar el transcrit en fase de lectura. Les
proteines codificades per aquests dos trans-
crits son incapaces d’ésser enzims eficients:
la primera, pel fet de perdre 126 pb dels que
contenen el lloc catalitic, no pot ser un enzim
actiu. Pel que fa a la segona proteina, en el
curs dels setanta-vuit nucleotids insertats
existeix un codé d’aturada en 1’aminoacid
codificat en la posici6 18, per la qual cosa la
proteina no sols queda truncada prematura-
ment, sind que els dltims disset aminoacids
son aberrants; per aixo és probable que no si-
gui un catalitzador correcte. A més, ha per-
dut el senyal d’entrada al peroxisomai el se-
nyal de formacié de I'homodimer. D’altra
banda, mitjancant PCR quantitatiu s’observa
que la proporci6 del transcrit insertat era tan
sols de 1'1,2 %, mentre que el transcrit dele-
cionat (sense centre catalitic) era del 98,8 %.
L’analisi dels pares i germans confirma que
ambdos pares eren heterozigots per a la mu-
tacié, com també ho eren dos germans mas-
cles. Un tercer germa estava absent de mu-
tacié (figura 3). Aquests resultats van ser
transmesos a la familia com a consell geneétic.

Casosnum. 819

Dos casos amb la mateixa mutacié foren
objecte d’estudi del nostre grup (Pié et al.,
1997). Un dels pacients (R. R.) era portugues
nascut de pares consanguinis. Dos germans
anteriors havien mort prematurament. El
tercer dia de vida presenta simptomes de
vomits, hipotonia, hepatomegalia i acidosi
metabolica sense cetosi. Alimentat amb una
llet artificial sense leucina, es va recuperar
ben aviat. L’activitat enzimatica HMG-CoA



liasa fou proxima a zero. L’analisi d’orina
per cromatografia gasosa mostra concentra-
cions elevades dels acids 3-hidroxiisovale-
ric, 3-glutaric, 3-metilglutaric i un gran pic
de 3-hidroxi-3-metilglutaric. L'estudi me-
tabolic es va dur a terme a 1'hospital De-
brousse de Lyon (Franga). L'altra pacient
era marroquina nascuda de pares consan-
guinis. El segon dia de vida va tenir vomits,
convulsions, hipotonia, lleugera hepato-
megalia i hipoglucemia (< 20 mg/dl), que es
va corregir amb 1’administraci6 intravenosa
de glucosa. L’amoni seric fou de 375 pg/dl
(normal 0-100). L’orina mostra el conjunt
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d’acids organics tipics de 'alteracié. L’acti-
vitat enzimatica fou 3 % del control. Tot i
que ha tingut algunes crisis, en les quals el
patré d’acids organics torna a apareixer, la
nena a l’edat de tres anys continua viva amb
un desenvolupament normal i ha estat trac-
tada en el Provinciaal Centrum voor Opspo-
ring van Metabole Aandoeningen a Ant-
werpen (Belgica).

L’analisi genetica es va portar a terme,
com en el cas anterior, per RT-PCR a partir
de RNA obtinguts de fibroblasts en cultiu
dels pacients. L’amplificacié dels cinc frag-
ments coincidents en qué es va dividir el

&
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FiGura 3. Amplificacions per PCR del cDNA del provant E. C., dels seus pares, dels seus germans i d’un control huma (Bue-
saetal., 1996). L’aparici6 de dues bandes corresponents als dos mRNA (un, el tipus salvatge i I’altre, ’'mRNA delecionat) es
veu clarament en els pares i dos germans (U. C. 1 G. C.). El pacient (E. C.) té solament la banda delecionada. El tercer germa
(K. C.) mostra només la banda del control en els dos al-lels, i no transporta la malaltia.
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cDNA mostra que el fragment +5 del pa-
cient amplificava dues bandes, una de la
mida esperada i 'altra més petita. L"analisi
SSCP mostra que el fragment +5 del cDNA
del pacient tenia alterada la mobilitat elec-
troforetica respecte del control. La seqiien-
ciacié dels dos fragments amplificats en la
zona +5 mostra que un dels fragments (el
de la mateixa mida) tenia una mutacié pun-
tual G-T en el nucleotid 109 que canviava el
triplet 37 (GAA) (glutamic) a (UAA), és a
dir, un cod6 de terminaci6. La seqiienciacioé
del fragment menor mostrava una deleci6
de 84 bp corresponent en mida i posicié a
I'ex6 2 complet. Les proteines codificades
per aquests dos transcrits eren diferents. La
que es deduia del cod6 de terminacié pro-
duia una proteina que contenia el peptid li-
der d’entrada dins de la mitocondria i sola-
ment nou aminoacids més, cosa que impe-
dia qualsevol tipus d’acci6 catalitica. L’altra
proteina, la que es deduia de la deleci6 de
I'ex6 2, determinava que el peptid lider
d’entrada a la mitocondria estigués truncat
en els daltims set aminoacids i que a la protei-
na madura li faltessin vint-i-un aminoacids
del’extrem amino terminal. No se sap a prio-
ri quin efecte pot produir la perdua dels al-
tims set aminoacids del peptid lider quant a
I'entrada en el mitocondri de la proteina
HMG-CoA liasa. Encara que la proteina hi
entrés, és probable que no fos processada a
causa de la manca del senyal de processa-
ment. Sigui com sigui, les dades cliniques i
analitiques mostren que la proteina resul-
tant ha de tenir com a molt un 3 % de l'acti-
vitat total. La quantificacié dels mRNA per
PCR quantitatiu mostra que la proporcié
dels dos transcrits (mRNA delecionat vs.
mRNA amb cod6 de stop) és de 1:2,73, és a
dir, un percentatge de 26,8 % vs. 73,2 %.

La ra6 de la deleci6 de I'ex6 2 s’ha de
buscar en la mutacié puntual. En efecte,
I'ex6 2 té una seqiiencia exonic splicing en-
hancer (ESE) que la mutacié ha modificat.

Les seqiiéncies ESE afecten la seleccié dels
llocs de tall i unio, ja sigui regulant la inclu-
si6 de I'ex6 en el lloc de tall i unié, ja sigui
fent una retenci6 d’'intr6 (Ramchatesingh et
al., 1995). Aqui la modificaci6 de la seqtien-
cia ESE GGAAG a GTAAG ha estat la causa
determinant que s’hagi produit la falta de
reconeixement del lloc correcte de splicing i
que s’hagi produit la pérdua de I'ex6. Vist
des d'un punt de vista evolutiu, aquest ti-
pus de mutacié hauria pogut tenir algun
avantatge, perque almenys es produeix un
transcrit en el qual sols s’han perdut vint-i-
un aminoacids de la part amino terminal.
D’una altra manera la generaci6 del codé de
stop i la produccié d'una proteina madura
de tan sols nou aminoacids hauria estat ab-
solutament letal. Com a minim el 3 % d’acti-
vitat de I'enzim HMG-CoA liasa pot deter-
minar una petita sortida a la malaltia.

Casnuam. 10

Un nou cas, diferent dels anteriors, fou
reportat pel nostre grup el 1997 (Casals et al.,
1997). La pacient és una nena espanyola de
disset anys (C. G. L.) nascuda de pares no
consanguinis. Als nou mesos fou ingressa-
da en un hospital amb simptomes de la sin-
drome de Reye. Als cinc anys en va tenir un
nou episodi amb vomits, seguit de convul-
sions i coma. Se li va administrar un tracta-
ment de carnitina fins als nou anys. Als
quinze se la va ingressar a I'Hospital Xeral
de Santiago de Compostela per conéixer
I'origen dels episodis tipus Reye-like. L'ex-
ploraci6 va ser normal, solament se li van
detectar senyals elevades en I’electroence-
falograma en T2 de la matéria blanca cere-
bral (leucariosi). El patré d’acids organics
mostra el fenotipus de deficiencia en HMG-
CoA liasa que es va confirmar per una acti-
vitat HMG-CoA liasa de 0,8 nmol/min mg
proteina (6,8 % del control).



L’analisi mutacional mostra una trans-
ferencia Southern igual que el control, fet
que feia suposar mutacions puntuals. L’am-
plificaci6 dels cinc fragments d"unes 230 bp
parcialment coincidents a partir de I'ampli-
ficaci6 per RT-PCR dels mRNA, mostra 'a-
paricié de dues bandes de mida menor que
el control en la zona dels exons 51 6. La
seqiienciaci6 de les bandes amplificades
mostra que hi havia tres transcrits diferents
del control: 1) el de mida molecular analoga
al control mostrava una delecié del dinu-
cleotid CT en les posicions 504 i 505 (ex6 6);
2) dels altres dos, el de mida molecular ma-
jor presentava una delecié de seixanta-qua-
tre nucleotids identics als constitutius de
I'ex6 6; 3) el tercer transcrit mostrava una de-
leci6 de 213 nucleotids, corresponents en es-
tructura i posicié als exons 5 i 6. L’analisi
genomica mostra que l'tinica mutacié obser-
vada era la deleci6 del dinucleotid CT (504 i
505), fet que originava l'aparici6 dels altres
transcrits (figura 4).

Laraé molecular d’eliminacié del'ex6 6 o
dels exons 5 i 6 respectivament en els trans-
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crits analitzats pot suposar-se d’acord amb la
posicié del dinucleotid delecionat. El dinu-
cleotid CT ocupa les posicions 718 de l'ex6 6.
Igual que passa enaltres gens amb mutacions
analogues, en aquesta posicié es produeix
probablement una manca d’interacci6 entre
I'exéila particulasnRNP U5, la qual determi-
na el posicionament de I'ex6 5 en el llag com-
plexintr6 3’-ex6, que enaquest cas es perdria.
La perdua de I'ex6 5 arrossegaria també en
un cert percentatge la perdua del’ex6 6.

Les proteines codificades per aquests
tres transcrits no sén capaces de catalitzar la
reacci6 HMG-CoA liasa. La que s’origina
per la deleci6 del dinucleotid CT determina
un canvi del marc de lectura que representa
la inserci6 de set aminoacids aberrants
LCSWLPL que precedeixen un codé de ter-
minaci6, cosa que fa que la proteina es trun-
qui en 'aminoacid 175 (la proteina wild type
té 325 aminoacids). El segon transcrit amb
deleci6 de l'exé 5 (seixanta-quatre nucleo-
tids) duu a un canvi del marc de lectura que
determina la insercié de vint-i-sis aminoa-
cids aberrants que precedeixen un codé de

Exo 4 Ex6 5

Ex6 6

Ex6 7 HL mRNA

Splicing normal

HL Pre-mRNA =]

GTCTCC/GT..CC

HL mRNA

Eliminacio6 dels exons 516
(Skipping)

Eliminacio de I'ex6 6
(Skipping)

FiGura 4. Representacio esquematica de la maduraci6 per tall i unié (sp/icing) normal i dels dos llocs de tall i uni6 aberrants
en el gen de la HMG-CoA liasa del pacient C. G. L. (Casals ez al., 1997). Un dels splicings produeix 1’eliminaci6 de I’ex6 6 1
I’altre I’eliminacio dels exons 5 1 6. L asterisc (*) indica la localitzacio de la delecid de dos parells de bases en les posicions
718 del’ex06 6.
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terminaci6. També la proteina es trunca pre-
maturament en 'aminoacid 192. El tercer
transcrit (amb deleci6 dels exons 5 i 6) no
modifica el marc de lectura, perd representa
una deleci6 de setanta-un aminoacids.
Aquesta perdua representa un 24 % dels
aminoacids en el centre dela proteina madu-
ra. Sembla probable que la delecié de setan-
ta-un aminoacids produeixi una proteina
cataliticament inactiva, incapag de sostenir
la sintesi de HMG-CoA mitocondrial. La
quantificaci6 dels transcrits per PCR quanti-
tatiu ha mostrat que hi sén en una proporcié
de4:8:88 %,iel de major proporcié ésel dela
deleci6 dels exons 5i6.

Casos num. 11-14

Quatre casos foren estudiats conjunta-
ment pel nostre grup, tres dels quals eren
pacients espanyols i un altre turc (Casale et
al., 1998). Els pacients, tres nens i una nena,
van manifestar simptomes analegs als ja
descrits, amb hipotonia, letargia, hipogluce-
mia, pujada de transaminases, acids orga-
nics caracteristics i molt baixa activitat
HMG-CoA liasa (taula 1). Els tres pacients
espanyols continuen vius amb unes edats
actuals de catorze, deu i deu anys, pero el
pacient turc, tractat a’'Hospital Universitari
d’Utrecht (Holanda), va morir a I'edat de
tres anys. El curs clinic d’aquest pacient va
ser més complicat que el dels altres tres des-
crits, perque ja el primer dia de vida pre-
senta cianosi i hipoglucemia i varequerir as-
sisténcia respiratoria durant uns quants
dies. Una altra crisi va tenir lloc als cinc me-
sos, fet que obliga a posar-lo en una dieta
restringida en proteina i abundancia de car-
bohidrats. Als disset mesos va ser hospita-
litzat amb pneumonia. Mostra tetraplegia
espastica, hipotonia axial, visié pobra i poca
audicid, absencia de contacte social, hepato-
megalia i epilepsia multifocal.

L’analisi mutacional es realitza seguint
les pautes descrites pel nostre grup, a través
de la técnica de RT-PCR. Després de I'am-
plificaci6 i seqiiéncia s’observa que aquests
quatre pacients tenien la mutacié descrita
en els casos nium. 819, és a dir, una transver-
si6 G-T en el nucleotid 109, fet que origina
dos transcrits, un amb un cod6 de termina-
ci¢ il’altre amb la deleci6 de I'ex6 2. Se sub-
clonaren els fragments amplificats d'un pa-
cient espanyol i es va observar en un dels
clons l'aparicié d"una delecié de 192 nucleo-
tids del nucleotid 61 al 252, la qual corres-
pon en seqiiéncia i localitzaci6 als exons 2 i
3. Aixo significa que la causa apuntada en
els casos 819 d’eliminacié del’exé 2 per mu-
tacié en una seqiiéncia ESE produeix en una
petita proporci6, a més, l'eliminacié dels
exons 2 i 3. Aquesta delecié manté el marc
de lectura, si bé la proteina codificada per
aquest transcrit té una perdua de seixanta-
quatre aminoacids (set de la porcié carboxi
terminal del peptid lider i cinquanta-set de
la porci6é amino terminal de la proteina ma-
dura). No és facil establir relacions fenoti-
pus-genotipus en aquesta malaltia. Els qua-
tre pacients, més els dos descrits anterior-
ment, tenen la mateixa mutacié; no obstant
aixO, el curs clinic evolutiu ha estat molt di-
ferent. La dieta, els periodes de dejuni i les
infeccions semblen els determinants d’a-
questa afeccid, aixi com les caracteristiques
genetiques generals dels pacients. Aquesta
mutaci6 és la més abundant de totes les re-
portades (set pacients, un de no publicat en-
cara, Hegardt ef al., d'un total de setze). Els
pacients d’aquesta malaltia (quatre espan-
yols, un portugueés, un marroqui i un turc)
mostren una localitzacié geografica defini-
da, la qual cosa ha determinat que aquesta
mutacié hagi estat anomenada pel nostre
grup com la mutacié mediterrania (Casale et
al., 1998)
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Un cas més (Zapater et al., 1998) repre-
senta dues noves mutacions al-leliques, di-
ferents de les revisades. Sén mutacions pun-
tuals que afecten el centre catalitic. Aquesta
pacient francesa, que tenia manifestacions
fenotipiques de la sindrome de Reye-like
(Karcher et al., 1993), té també una activitat
HMG-CoA liasa molt baixa. Es el primer cas
descrit dins d’aquesta malaltia que és un do-
ble heterozigot.
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