GENOMUL MITOCONDRIAL



Genomul mitocondrial

Celulele umane contin intre 500 si 2.000 de
mitocondrii (cele mai multe ccontin aproximativ
1000), fiecare dintre aceste organite avand in

alcatuirea ei 2 - 10 molecule circulare de ADN  _.consion:

DNA comes
from mother

nucleus:
DMNA comes
from both
parents

dublu catenar, formate din cate 16.569 pb.

offspring cell

ADN mitocondrial reprezinta aproximativ

0,5-1% din ADN celular total.
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Caracteristicile genomului mitocondrial

are o0 marime de aprox. 16,6 kb (16569
pb)

contine ADN dublu catenar de forma
circulara

fiecare molecula ADN are 2 catene - 0
catena H si una L, ce se deosebesc prin
continutul lor in baze azotate, catena H
(lantul greu) este bogatd in guanina si
catena complementard — catena L (lantul
usor) are un continut mare de citozina

ADNmMt este lipsit de introni

exceptand un segment de aproximativ
1.000 pb, (bucla D in care ADN este
alcatuit din 3 catene) in care se afla atat
originea replicarii lantului greu, cat si
promotorii transcrierii ambelor catene
intreaga secventd a ADNmt este copiata
in molecule functionale de ARN.

genele din ADNmt sunt contigue sau
separate prin doar 1-2 pb.
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ADNmt uman contine 37 de gene care
nu prezinta introni. Dintre acestea, 2
gene codifica pentru ARN ribozomal,
22 gene pentru ARN de transport
mitocondrial si 13 gene pentru proteine
ale lantului respirator mitocondrial (28
pe lantul H si 9 pe lantul L)

toate cele 37 de gene sunt implicate in
procesul fosforilarii oxidative

in procesul replicéarii, cat si in cel al

transcrierii, ADNmt se comportd ca o
unitate: o data inipiate, cele doua
procese se desfasoara fara intrerupere,
parcurgand intreaga lungime a
moleculei.

patru dintre cei 64 de codoni ai codului
genetic al ADNmt au o altd semnificatie
decat cea a codonilor din genomul
nuclear

Caracteristicile genomului mitocondrial

L strand

H strand




_— Second letter mre | Patru dintre cei 64 de codoni ai
lottee U c A G leter | codului genetic al ADNmt au o alta
Phe Ser Tyr Cys U semnificatie decat cea a codonilor
Phe Ser Tyr Cys C . . ~
u = Ll sop IRl A d.ln genomul nucleqr . UGA, care in
'-L:u“ : Sr:’ I: 3 citosol este transcris in codon stop,
& Leu Pro His Arg c n matricea mitocondriala codifica
tou | o o A triptofan; AGG si AGA codificd un
e ™ Age ee s codon stop in locul argininei, iar AUA
A ey Mot | The Lys |(Arg)Stop| A codifica metioninain loc
Met Thr Lys (Arg) Stop G . -~
TG e T G = de izoleucina.
G Val Ala Asp Gly C
val Ala Glu Gly A
val Ala Glu Gly G
. Codul genetic
Codon Codul genetic nuclear . 8 .
mitocondrial
UGA Stop Trp
AUA lle Met
AGA Arg Stop
AGG Arg Stop



Caracteristicile genomului mitocondrial

« ADN polimeraza gamma, enzima replicarii ADNmt, opereazd cu o
fidelitate inferioara celei a ADN-polimerazelor delta si epsilon,
acceptand imperecheri gresite sau alunecand peste unul sau mai multe
nucleotide.

* Mitocondriile nu poseda sisteme eficiente de reparare a ADN-ului

« ADNmt nu formeaza complexe cu histonele (care au rol protector) si de
aceea este deosebit de vulnerabil la actiunea agentilor mutageni (de
exemplu, radicalii liberi de oxigen sunt produsi in cantitati mari chiar in
mitocondrii)

Aceste caracteristici explica de ce in ADNmt mutatiile
se produc cu o frecventa de 10-20 de ori mai mare decat
in ADN-ul nuclear.



Ca urmare a ratei Tinalte a Mitocondrie
mutatiilor produse in ADNmMt, Celula
celulele somatice ale unui adult
contin, de reguld, mixturi de
mitocondrii cu genom normal i
cu genom modificat. prin

mutatii. | |
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Heteroplasmie = coexistenta intr-o celula a mitocondriilor genetic normale
si a celor mutante

Homoplasmie = prezenta exclusiva a unui tip normal sau anormal.



In cursul diviziunilor, distributia mitocondriilor n celulele-fiice se
realizeaza aleatoriu. In succesiunea generatiilor de celule somatice sau
germinale, raportul dintre numarul mitocondriilor normale si cel al
mitocondriilor mutante este insa supus unor variatii importante, datorate
fenomenului derivei genetice.

Segregare replicativad = procesul prin care se realizeaza reducerea de la
heteroplasmie la homoplasmie (excluderea totala a uneia dintre
subpopulatii).
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Celulele contin mixturi de mitocondrii
heteroplasmie = ADNmt mutant si ADNmt normal
homoplasmie = un singur tip, fie ADNmt mutant, fie ADN normal

segregare replicativa = heteroplasmie — homoplasmie
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mtDNA proliferation

L TR
DCI8 ! VOOG
‘@ %C_):)
- ) )

Random
Segregation




BIOGENEZA SI FUNCTIILE MITOCONDRIILOR

Atat gene ce apartin genomului nuclear (peste 1500), cat si genele
mitocondriale (37 de gene) sunt implicate in biogeneza si functionarea

normala a mitocondriilor.
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Toate cele 37 de gene din ADNmt sunt implicate in procesul fosforilarii
oxidative — generarea de energie. Mitocondriile mai indeplinesc si alte functii,
cum ar fi controlul ciclului celular, biosinteza pirimidinelor, sinteza hemului,
metabolizarea colesterolului, metabolizarea neurotransmitatorilor.



Lantul respirator este format din peste 100 subunitati proteice dintre care
doar 13 sunt codificate de genomul mitocondrial, restul fiind gene nucleare.
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Exista 5 complexe enzimatice ale lantului respirator:
1) complexul | (NADH-dehidrogenaza)
2) complexul Il (succinat dehidrogeneza)
3) complexul lll (ubiquinol- citocrom ¢ oxidoreductaza)
4) complexul IV (citocrom c oxidaza)
5) complexul V (ATP sintetaza)



Transmiterea mitocondriala

Mutatiile genelor din ADNmt (mutatiile punctiforme) se transmit in
descendenta pe cale materna; mitocondriile fiilor si fiicelor sunt derivate din
ovul.

Deletiile, recombinarile, duplicatiile mari nu sunt tolerate in celule si nu
sunt transmise.

Bolile mitocondriale afecteaza atat baietii, cat si fetele, dar numai fiicele
pot transmite boala; transmiterea de la tata la copil, nu este posibila.
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TRANSMITEREA MITOCONDRIALA

Genele mitocondriale se transmit

exclusiv pe linie maternala, prin
citoplasma ovulului. In timpul fecundatiei
este retinut numai nucleul
spermatozoidului, iar populatia de

mitocondrii a zigotului este asigurata
exlusiv de ovul.

Deci, atat fiii cat si fiicele primesc
genele mitocondriale numai de la mama,
ilar in generatia viitoare aceste gene sunt
transmise numai de fiice. Acest tip de
transmitere uniparentald este denumit Mitochondrial DNA Inheritance
ereditate maternala.
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Transmiterea maternd a mutatiilor mitocondriale homoplasmice (homoplasmia —
situatia 'n care 0 celula contine mitocondrii de un singur tip normale sau
mutante). Mama purtditoare (11-1) de mutatii mitocondriale transmite mutatia la
toti descendentii. Tatal (11-2) nu transmite mutatiile la descendenti, pe cand
femeile 11-3 si 11-5 transmit mutatiile



Transmiterea mutatiilor heteroplasmice

in cursul diviziunilor, distributia
mitocondriilor in  celulele-fiice
realizeazd aleatoriu. In succesiunea
generatiilor de celule somatice sau
germinale, raportul dintre numarul

se

mitocondriilor normale si al
mltocondrl!lo_r. mutante este insa supus st
unor variatii importante, datorate Heteroplasmy

fenomenului derivei genetice.

in cazul femeilor cu mutatii
heteroplasmice, procentul de
mitocondrii mutante transmise
descendentilor este variabil, prin
urmare riscul si severitatea bolii
poate varia considerabil, 1n
functie de fractia de mitondii
mutante.

Cand este depasit un anumit
prag (80-85%) de ADNmt apar
semnele clinice.
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D-Loop (Hypervariable) Region of mtDNA

origin

—

16,569 | 1

HVR1 HVR2
(Hypervariable Region 1, (Hypervariable Region 2,
locations 16,000 to locations 1 to 400)

16,569)

Regiunile codante ale ADNmt sunt
esentiale pentru supravietuire, asa ca, de
obicei, ori de cate ori apar mutatii n
aceste regiuni, sunt letale sau determina
afectiuni mitocondriale.

Astfel, mutatiile care apar in regiunile
codificatoare nu sunt, de obicei, transmise
generatiilor viitoare sau determina boli
mitocondriale.

Din acest motiv, de o perioada foarte
mare de timp, multe mutatii s-au acumulat
in bucla D (markeri ADNmt), dar numai
foarte putine in regiunile codante (mutatii
neutre).
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Studiile unor secvente (markeri) pentru ADNmt sunt folosite pentru
evaluarea demografiei populatiilor umane actuale si a migratiilor lor
istorice (Eva mitondriala).




BOLILE MITOCONDRIALE

Bolile mitocondriale pot fi produse de mutatii in ADNmt sau in
genele nucleare ce contribuie la realizarea functiilor mitocondriale.

Semnele clinice apar cand cand
este atins un anumit prag, variabil
in functie de tesut, criza
energetica determinad declansarea
manifestarilor patologice.

Instalarea bolii producandu-se
atunci cand proportia de ADNmt
mutant atinge 80-85%.
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BOLILE MITOCONDRIALE

encefalopatie oftalmoplegie externa
iNei AVC tranzitorii toza
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Exemple de boli mitocondriale cauzate de mutatii in ADNmt

» Oftalmoplegia externa cronica progresiva (CPEO)

» Sindromul Kearns-Sayre

» Sindromul MELAS

> Epilepsie mioclonica cu fibre musculare rosii in lambouri (MERF)
» Neuropatia optica ereditara Leber (LHON)

» Sindromul NARP (Neuropatie, ataxie, retinitd pigmentara)/boala Leigh

Exista si boli mitocondriale produse de mutatii in gene nucleare, care se
transmit, de regula, monogenic (ex. oftalmoplegia externa autozomal
dominanata)



Boli mitocondriale

Oftalmoplegia externa Sindromul Kearns-Sayre
cronica progresiva (CPEO) (forma severa a CPEO)

- ptoza palpebrala - retinopatie pigmentara bilateral
- oftalmoplegie - oftalmoplegie externa

- tulburari miopatice - ataxie cerebeloasa

- atrofii la nivelul musculaturii - bloc atrioventricular

mimicii, gatului, umarului si - debut Tnainte de 20 de ani
membrelor

- fibre musculare rosii in

lambouri

Ambele boli sunt cauzate de o deletie mare unica in ADNmt (8 kb)




Sindromul MELAS

- miopatie mitocondriala

- encefalopatie

- acidoza lactica

- AVC — stroke like episodes

- convulsii, semne extrapiramidale

- cauza: mutatie in gena ARNt Leu
3243 (UUR)

Epilepsia mioclonica cu fibre
musculare rosii in lambouri

- mioclonie intensa

- ataxie progresiva

- slabiciune musculara

- convulsii generalizate

- atrofie optica

- cauza: mutatie ARNt Lys 8344



//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/df/Ragged_red_fibers_in_MELAS.jpg

Boala Leight/NARP

- heuropatie

- ataxie

- retinita pigmentara

- slabiciune musculara

- neuropatie senzoriala cu amauroza

- encefalopatie necrozanta subacuta

- cauza: mutatie in pozitia 8993 a genei ce codifica subunitatea 6 a ATP
sintetazei mitcondriale

Neuropatia optica ereditara Leber
- nevrita retrobulbara nedureroasa

- pierderea bilaterala a vederii

- atrofie optica

- neuropatii

- tulburari cardiace

- varsta medie de debut 30 de ani

- mutatii ale genelor ND1 si ND4




