DNA Mitocondrial (mt)

Mitochondria

Mitochondrial DNA



Caracteristicas de las Mitocondrias

»>Su tamano varia entre 0.5y 1 pm
»Formadas por una membrana lisa externa y una interna (crestas

mitocondriales)

»>Promedio general de mitocondrias/célula: 500 a 1000

> Los eritrocitos no tienen mitocondrias (ni nucleo)

> Las plaquetas tienen solo mitocondrias y no DNA nuclear

» Los linfocitos maduros tienen 10 a 50 organelas

» Los ovocitos llegan a tener entre 100.000 a 200.000 mitocondrias

> Existen entre 2 a 10 moléculas de DNAmt; Mitochondria Inner Structure
ribosomas mt; tRNA mt y subunidades
enzimaticas (elementos estrucuturales de la
MI) que forman los complejos respiratorios |-
IV encargados de OXPHOS (fosforilacion
oxidativa). S
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Caracteristicas del DNA mitocondrial

>Molécula circular (16569 bp en humanos).
Secuencia completa: Anderson, et al., 1980./ Secuencia de Cambridge

»Cadenas complementarias asimeétricas |:I

»Carece de intrones,

los genes se ubican uno
a continuacion del otro.

>Solo dos regiones de
secuencias no
codificantes:

1) Entre los extremos
de los genes tRNAlisina
y ATPasa8 (5'8294-
3°8301) (9bp).

2) D-Loop (Asa D o
RHVI) 16024-576
(1121bp).

- rica en bases
- rica en bases

45 ‘ Oy Py
P \ |
] ]

A etc.

RS gt
ATPase 6

Key:

» Oy, O origin and direction
of synthesis of heavy and
light strands

> Py, P origin and direction
- of transcription of heavy
and light strands

[ ] rANA genes | tRNA genes

D Genes encoding
proteins




Replicacion y transcripcion del DNAmt

Replicacion:

DNA Polimerasa gamma (y). Codificada en el DNA nuclear 15g26.
Tiene actividad exonucleasa 3°-5".

Sintesis de DNA

1. Separacion de las cadenas complementarias a nivel del OH

Simultaneamente inicio de la sintesis de la cadena H 3°-5" (molde la cadena L)

2. Estructura triple cadena se mantiene hasta que la sintesis progresa a los 2/3
del DNAmt y alcanza el OL (origen de replicacion de la L); comienza la sintesis de
la cadena L en direccion opuesta usando la H como molde.

Duracion total 2 horas a una velocidad de 270nt/minuto por cadena; es 100 a
200 veces mas lenta que la nuclear.

Transcripcion:

Las dos cadenas se transcriben; el D-Loop contiene un promotor para cada
cadena

En mamiferos, existen pequenas variaciones en el codigo genético del DNAmt con
respecto al codigo genético universal (ej: posee 4 codones de stop).

Transcripcion y traduccion ocurren en la mitocondria
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http://www.mitomap.org/MITOMAP/mitomapgenome.pdf ATPase8
Copyright 2002 @ Mitomap.org 5 kb deletion
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»Estructura en triple cadena de DNA: una L y una H complementarias

+ una H sola.
>El D-Loop contiene los promotores de inicio de la transcripcion de la cadena H (PH) y
de la cadena L (PL), asi como el origen de replicacion de la cadena H (OH)



Replicacion del DNAmt:

modelo asimetrico

La replicacion del DNAmt ocurre
mediante un mecanismo de
desplazamiento asincronico que
involucra dos origenes unidireccionales
ubicados en distintas cadenas.

D-loop
expandido



Herencia del DNAmt

»Lo hereda la madre a todos sus hijos y las hijas a los propios.

»Las mitocondrias del espermatozoide maduro (60-70) se ubican en la pars
intermedia generando energia para la motilidad.

> Al momento de la fecundacion solo entra la cabeza del espermatozoide y tal vez

algunas pocas mitocondrias.
»>Ante la gran cantidad de dotacion materna versus pocos genomas mt masculinos

(se pierden) la herencia se convierte en exclusivamente materna.
»>No existe recombinacion, los ge t estan| lestado de haploide. La unica
variacion posible sera debida a mutaciones.

B O O ®

i i Hombre
. O Mujer




Frecuencia mutacional del DNAmt

« 10-20 veces T que el genoma nuclear.
« Asa D de 100 a 200 veces T.

Causado por 3 factores:

1) Maquina productora de energia — genera ROS (reactive oxygen species)
2) Ausencia de Histonas — accion deletérea ROS T

3) Reparacion de danos deficiente a causa de la baja eficiencia de
reparacion de la polimerasa y.

El D-Loop es la region del DNAmt mas labil a mutaciones

;Por qué?




Concepto de homoplasmia y heteroplasmia

El genoma mt tiene t frecuencia mutacional

t # de genomas mt/mitocondria/célula/individuo
Mezcla entre genomas mutados/ genomas heredados>>> Heteroplasmia

. ‘ . Homoplasmia

. ‘ . Heteroplasmia




Enfermedades mitocondriales

Origen: Algun defecto en las rutas metabolicas de produccion de ATP

Causas: Mutaciones en el DNAmt o en el DNA nuclear (;Por qué?)

Expresion clinica :

v’ Variable

v' Comienzo a cualquier edad

v' Afecta organos no ligados embrioldgicamente pero con 1 consumo de energia
v" Periodos libres de sintomas

" Diabetes Tipos de cancer:
Sordera Colon
Enfermedades mas Miopa.tia mitocondrial lezlma_
COMUNES 4 Alzheimer Gastrico
Leber's hereditary optic Renal
neuropathy (LHON).
Sindrome de Kearns-Sayre




Mutaciones del DNAmMt asociadas a enfermedades en
humanos

1555 On

(DEAFNESS)
2 14484
N\ _ (LHON)
3243 -__ 14459
(MELAS) © COMPLEX | GENES G(CYSTONIA)
3460 5  © COMPLEX Il GENES

@ COMPLEX IV GENES

(LHON) |
4336 © ATP SYNTHASE GENES
6 — &= @ TRANSFER RNA GENES
‘Aﬁ?ﬂ";‘g‘ > © RIBOSOMAL RNA GENES

V11778

@ CONTROL REGION OF DNA ¢
(LHON)

ROB WOOD Wood Ransaville Harlin, Inc. (feft); JENNIFER C. CHRISTIANSEN (right)

/ ™\ 8993
8344 (NARP OR LEIGH'S
(MERRF) SYNDROME)

Wallace et al., 1997. Sci. Amer. 277:40



Polimorfismos del DNAmMt

El Asa D (o D-Loop) es una region hipervariable

Existe una secuencia poliC en el D-Loop entre las bases 16184-16193 :

Sucesion de 9C interrumpidas en la posicion 16189 por una T.
CCCCC% CCC

Mnl'1 CCTC [N, — transicion T>C o C>T la enzima la reconocera

PCR de una region de 312bp del D-Loop del DNAmt (16108-16420)

¥

Digestion con la enzima Mnl |

¥

estriction "ragment _ength “olimorfism



Metodologia para el analisis de RFLP

1. PCR. Primers: MiL 16108 5" CAG CCA CCATGAATATTG TAC3’
MiH 16401 5 ' TGATTT CAC GGA GGATGG TG3”

2. Gel de Agarosa 2% (fragmento de 312pb). Verificar la amplificacion.
3. Digestion con Mnl | del fragmento amplificado.

4. Gel de poliacrilamida 10% . Visualizacion de los patrones de digestion



Secuencia de Anderson (Cambridge)

1al081 accgoctatgt atttcgtaca
10141 acttgaccac ctgtagtaca
1la201 caagcaagta fagcaatcaa
loZal acccac taggatacca

16321 catttaccit acatagcaca

1381 gataggg gtcccttgac

iSi’rio de corte

Ltactgocadg
tagaaaaccca
fFerchacts
acaaacctac

Ltacagtcaa

caccafcctc

ccaccatgaa
atccacatca
b
tcacacatca
ccacccttaa

atcocttcete

cgtgaaatca

Lattgtacgqg

taccataaat

b

aaﬂccccctc

cccptgctta

actgcaactc
cagtacataqg
Jtccoccatgg

atatcccgca

cagagocacc

Lacataaaqgc

atgaccc

caagagtgot

| Sitios de reconocimiento de MnlI |

Posibles nuevos sitios para MnIT

16106 164i0

25 L
Z 3

16 254

faph % Spk

i
iNFEF:

3
a ki

1eill

11l4pk
v Lop

16137

16417



Ejemplo de patrones de RFLP del DNAmt

M a b ¢ de f g h i j Kk

118bp

89bp

Dimeros de primers
39bp

35bp

28bp

3bp X



Ejemplo de patrones de RFLP del DNAmt
L

L = Ladder 25 pb
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Muestras de.a_lumnos
y sus familiares




Tarea para la proxima clase:

> Localizar los primers en la secuencia de Anderson

> Localizar los sitios de reconocimiento y corte de la enzima Mnl |

en la secuencia de Anderson

16081

16141

16201

16261

16321

16381

» Buscar todos los sitios labiles a nuevas mutaciones
(transiciones T>C o0 C->T)

» Traerlo impreso (1 trabajo/grupo)

acogotatgt atttegtaca ttactgocag ccaccatgaa

acttgaccac
caagcaagta
cctcacccac
catttaccgt

tocagataggy

ctgtagtaca
cagcaatcaa
Laggatacca
acatagcaca

gtoccttgac

taaaaaccca
ccctcaacta
acgaacctac
Ltacagtcaa

caccatcctc

atccacatca
Lcacacatca
ccaccctiaa
atcocttcto

cgtgaaatea

tattgtacgy
aaacccocctc
actgcaactc
cagtacatadg
gtocccatgyg

atatcccgca

taccataaat
cccatgotta
Ccaaagccaco
Lacataaagqc
atgaccccoo

caadgagtget



Tarea para el informe (fecha limite de entrega: 14/06/17)

» Una vez definidos en el gel de poliacrilamida sus propios
patrones, realizar los mapas de restriccion para cada muestra

1 Ejemplos:

a Patron de Anderson:

16103 16480
s9ph 35pb apb 115ph 25pk  3pb
I k7 ¥ ki L
16137 16k 16371 16 259 16 417
b Pérdida del sitio de corte 16232:
1610 ledin
| Saph o Taph - 115ph - 25ph
! 16137 leET1l lez2s4 lb417?
k Pérdida del sitio de corte 16232 + ganancia del sitio 16205:
161 0& 164i0
| saph o T4ph - Sdph 7 s4ph

| 16137 1ei?l le20h

25ph 3
7 i
16254 16417



Exposicion de papers: miercoles 31/05/17

» Un paper por grupo

> Alrededor de 20 minutos de exposicion por grupo

Papers:
. Replication of mitochondrial DNA occurs by strand displacement with

alternative light-strand origins, not via a strand-coupled mechanism
(paper).
. Mitochondrial dynamics-fusion, fission, movement, and mitophagy-in

neurodegenerative diseases (review)
. Mitochondria as Decision-Makers in Cell Death (review)



Metodologia para el analisis de RFLP

Primer paso: amplificacion por PCR

1. PCR. Primers: MiL 16108 5" CAG CCA CCATGAATATTG TAC3’
MiH 16401 5 ' TGATTT CAC GGA GGATGG TG3”

2. Gel de Agarosa 2% (fragmento de 312pb). Verificar la amplificacion.
3. Digestion con Mnl | del fragmento amplificado.

4. Gel de poliacrilamida 10% . Visualizacion de los patrones de digestion



Mix de PCR

Mix para 10 tubos, con volumen final de 15 pl / tubo:

Reactivos

Conc. final

Volumen
(HD)

L 45,4 pl

Buffer 10X (posee Mg+*2) 1 X 15
dNTPs 10 mM 0.2 mM 3
Primers Mit 25 pM 0,25 uM 1.5
TAQ DNA Pol. 0.6 ul/100 pl mix 0.9
DNA (20 ng/ul) 50 ng 2.5x10 =25
H,0 104.6
Total mix (ul) VI =150 pl







