DNA Mitocondrial (mt)

Mito = hebra khondrion = grdnulo

Caracteristicas generales



Caracteristicas Mitocondrias

*Su tamariio varia entre 0.5y 1 ym

‘Formadas por una membrana lisa externa y una interna (crestas mitocondriales)
‘Promedio general de mitocondrias/célula 500 a 1000

Eritrocitos no tienen mitocondrias
Plaquetas tienen sélo mitocondrias y no DNA nuclear

Linfocitos maduros tienen 10 a 50 organelas
Ovocitos llegan a tener entre 100.000 a 200.000 mitocondrias

‘Existen entre 2 a 10 moléculas de DNAmt; ribosomas mt; tRNA mt y subunidades
enzimadticas (elementos estrucuturales de la MI) que forman los complejos
respiratorios I-IV encargados de OXPHOS.
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Caracteristicas DNAmt:

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

*Cadenas complementarias asimétricas H - rica en bases G
L - rica en bases C

*Carece de intrones, los genes se ubican uno a continuacion del otro.

*Solo dos regiones de secuencias no codificantes:

-Entre los extremos de los genes tRNAlisinay ATPasa8 (5" 8294-3"8301) (9bp)
-D-Loop (Asa D o RHVT) 16024-576 (1121bp)

|

v'Estructura en tres cadenas de DNA una L y una H complementarias
+ una H sola.

v'Inicio del D-Loop contiene Promotores de inicio de transcripcion de la cadena
H (PH), de la cadena L (PL) y del origen de replicacion de la H (OH)
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Replicacion y Transcripcion del DNAm*
POLG Polimerasa y. Codificada en el DNA nuclear 15q26.

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 laL), comienza la
sintesis de la cadena L en direccion opuesta usando la H como molde.

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

Grupo 1, Transcripcion, Busqueda bibliografica (Clayton, 2000 por
ej.)



Herencia
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 fecundacidn sélo entra la cabeza del espermatozoide y tal vez
algunas pocas mitocondrias.

Ante la gran cantidad de dotacidon materna versus pocos genomasmt masculinos
(se pierden) la herencia se convierte en exclusivamente materna.

No existe recombinacion > los genes mt estdn en estado de haploide, la Unica
variacion posible serd debida a mutaciones
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Grupo 2 Herencia familiar ... primera Eva y DNA mt.




Genoma mt tiene ' frecuencia mutacional >>>>>»>>
' # de genomas mt/mitocondria/célula/individuo

Mezcla entre genomas mutados/ genomas heredados>>> He’rer'oplasmia
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Frecuencia Mutacional del ADNmt

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

Causado por 3 factores:
1) Mdquina productora de energia — genera ROS

2) Ausencia de Histonas — accién deletérea ROS T

3) Reparacién de daiios deficiente a causa de la baja eficiencia de
reparacion de la polimerasa v.

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

Por qué?

Grupo 3 replicacion y pol Gamma, errores, actividad de la enzima y frecuencia mutacional



Enfermedades mitocondriales

Origen: Algln defecto en las rutas metabdlicas de produccion de ATP

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

Expresidn clinica :

v Variable

Enfermedades mds comunes  Diabetes Tipos de cancer

v’ Comienzo a cualquier edad  g4rdera Colon

v Afecta érganos no ligados emBrapldgictmiacandeia con 1 éggrgltnjrgg de energia
: |

v’ Periodos libres de sintomas AR Renal

Grupo 4 Herencia familiar y enfermedades mitocondriales, deteccion, tratamientos, cancer y
mutaciones mitocondriales



¢Qué vamos a hacer durante el practico?



Amplificacidn y digestion de un fragmento de DNAmt

Secuencia poliC en el D-Loop entre las bases 16184-16193
l

sucesion de 9C interrumpidas en la posicion 16189 por una T.
CCCcceceecc
T

Mn/T CCTC [N, — transicion T>C o C>T la enzima la reconocera

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

v
digerir con Mn/1

l
RFLP Restriction Fragment Length Polimorfism



Metodologia para el andlisis de RFLP

1. PCRMIL 16108 5" CAG CCA CCA TGA ATA TTG TAC3’
MiH 16401 5" TGA TTT CAC GGA GGA TGG TG3’

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

4. Gel de poliacrilamida 10% . Visualizacidn de los patrones de digestidn



Secuencia de Anderson (Cambridge)

accgotatgt atttcgtaca
actLtgaccac ctgtagtaca
Caagcaagta fagcaatcaa

cctcacccac taggatacca
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Tareas
Localizar los primers en la secuencia de Anderson

Buscar todos los sitios ldbiles a nuevas mutaciones

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




¢Preguntas?



