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Mitocondri: la centrale energetica della cellula

MITOCHONDRIA
THE CELL'S POWER HOUSE
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DNA mitocondriale (mtDNA)

MIDNA genome
<17 Kbp




Il sistema di connessione nucleo-mitocondrio
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Le subunita della catena respiratoria codificate dal mtDNA
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Classificazione genetica delle malattie mitocondriali

Difetti del DNA mitocondriale
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e Geni correlati alla sintesi proteica mitocondriale (rRNAs, tRNAs) - ! g

e Geni codificanti proteine strutturali MRC
e Grosse delezioni

Mutazioni DNA nucleare

eGeni codificanti proteine strutturali MRC

eGeni codificanti fattori d’assemblaggio MRC

eGeni codificanti enzimi per biosintesi di lipidi o cofattori

eGeni codificanti per fattori importanti per mantenimento mtDNA
eGeni codificanti per fattori per la sintesi proteica mitocondriale
*Geni coinvolti nella biogenesi/dinamica mitocondriale

eGeni coinvolti in altre attivita: detossificazione, import, apoptosi
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DNA nucleare versus DNA mitocondriale

Il DNA mitocondriale viene replicato in modo asincrono durante tutto il ciclo
cellulare in modo non coordinato con la sintesi del DNA nucleare

Il DNA mitocondriale e privo delle proteine istoniche ma e compattato in complessi
nucleoproteici definiti NUCLEOIDI

Il DNA mitocondriale umano non ha introni

Il contenuto in GC del mtDNA e spesso diverso da quello del DNA nucleare
(separabili per densita)

L'mtDNA viene duplicato dalla DNA polimerasi gamma

Trascrizione: due grandi molecole di RNA sono tagliate successivamente per dare i
singoli mMRNA, tRNA e rRNA

La presenza di ribosomi permette al mitocondrio di svolgere una propria sintesi
proteica

| meccanismi di riparazione del DNA sono meno efficienti nei mitocondri

I mtDNA puo essere sottoposto a livelli elevati di
radicali dell’ossigeno che agiscono come mutageni
Il tasso di mutazione del mtDNA e circa 10 volte
maggiore di quello nucleare



MtDNA umano
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16569 bp
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Asynchronous replication
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“Le Regole Mitocondriali”

Eredita materna

Eteroplasmia

Segregazione mitotica casuale
Effetto soglia



Omoplasmia ed eteroplasmia

Ogni cellula contiene migliaia di mitocondri e ogni mitocondrio
contiene copie multiple di mtDNA (2 -10). Di solito queste copie sono
identiche, una condizione che viene definita di omoplasmia.

omoplasmia

eteroplasmia

Tuttavia molecole di DNA mutate possono coesistere con molecole
wild-type, una condizione che viene definita eteroplasmia.



“Le Regole Mitocondriali”

Eredita materna

Eteroplasmia

Segregazione mitotica casuale
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Dividing
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Difetti del DNA mitocondriale

® Geni correlati alla sintesi proteica mitocondriale (rRNAs, tRNAs)
e Geni codificanti proteine strutturali MRC

e Grosse delezioni

/ \

Mutazioni eteroplasmiche Mutazioni omoplasmiche



Carta mutazionale

4269A->G
4274T->C
4285T->C
4309G->A
4295A->G
4298G->A
4300A->G
4320C->T

3241T->C
3243A->G
3250T->C
3251A->G
3252A->G
3254C->G
3260A->G
3264T->C
3271T->C
3271AT

3288A->G
3291T->C
3302A->G
3303C->T

16S

4409T->C

ND2

5521G->A W

1555A->G
583G->A
606A->G 15915G->A
1606G->A 618T->C 15293A->G
1642G->A .
1644G->T P oyth

12S

14709T

3460G->A
7bp inversion

5692A->G
5703G->A /

5537Tins
5540G->A
5549G->A COl
D/Coll K
. 7543G->A
5bp deletion
6930G->A 7671T->A

Mutazioni del mtDNA
colpiscono almeno 1:5000

nati

->C

14484T->C

14787A4bp
14846G->A
15243G->A
15244G->A
15059G->A
15084G->A
15168G->A
15257G->A
15498G->A
15498A24bp
15615G->A
15723G->A
15762G->A
15812658

MND5

SAGY

D

12311T->C
12315G->A
12320A->G
12301G->A

13513G->A
13514A->G

14459G->A H
7445A->G
7511T->C B4 11778G->A
7472Cins 11832G->A
15bp deletion
NDAL 9537C; 6
R 9957T->C

ATPaset

8313G->A
8328G->A
8342G->A
8344A->G
8356T->C
8363G->A
8296A->G

9997T->C
caillil
10044A->G

8851T->C
8993T->G
8993T->C
9176T->C
9176T->G
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Mappa Nosologica

1555A->G
DEAFNESS (aminoglycosides)

cyt. b mutations
MYOGLOBINURIC
MYOPATHY

3243A->G
MELAS
CPEO
DDM

16S
3460G-A
11778G->A
14484T->C

tRNA-Ile mutation

CARDIOPATHY

tRNA-Ser mutations ATPasebr8

DEAFNESS

D Coll K 8993T->G

8344A->G  NARP/MILS
MERRF

L

E

PEO, KSS, Pearson
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Mutazioni punto eteroplasmiche

Eredita materna

Correlazione quantitativa tra % di mutazione e gravita del fenotipo

> Geni tRNA:

MELAS Mitochondrial Encephalomyopathy Lactic Acidosis and Stroke-like episodes
m.3243A>G tRNAt

MERRF Myoclonus Epilepsy with Ragged Red Fibers
m.8344A>G tRNAK

> Geni mRNA:

NARP Neurogenic muscle weakness, Ataxia, Retinitis Pigmentosa
m.8993T>G ATP6



Delezioni singole
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PEO sporadica:
A solo nel muscolo
PEO, miopatia prossimale

Kearns Sayre :

A prevalentemente nel muscolo
esordio giovanile, PEO, miopatia
atassia, retinite pigmentosa,
danno neurologico progressivo
arresti cardiaci

o8 45 657 )co

L 2
e, =%  Pearson's:

By
* %, $ A in tutti i tessuti
3 ¢ pancitopenia neonatale

ey * danno pancreatico.
s;t:b é: Puo evolvere in KSS

Sporadiche, Eteroplasmiche

Correlazione qualitativa tra mutazione e fenotipo: KSS, PEO, Pearson
Correlazione con la distribuzione tissutale del mtDNA deleto

Nella PEO (e spesso nel KSS) sono riscontrate solo nel muscolo

Nessuna correlazione quantitativa tra % o dimensioni della delezione e gravita del
fenotipo




Mutazioni punto omoplasmiche

~ & V1 aminoglycoside-induced
deafness

1555A->G, 12S rRNA
Sordita indotta da aminoglicosidi

LHON Leber’ s Hereditary Optic Neuropathy |
Atrofia ottica ereditaria, degenerazione specifica di ¢

cellule ganglionari della retina
Mutazioni primarie:
nt.3460 (ND1), 11778 (ND4), 14484 (ND6)




Mutazioni del mtDNA

NCR

=S TR Oy 1988: prima mutazione del mtDNA.
.\L?'" .’.3 ‘\; é\ %‘5‘ . e\ . . 0 .
% e /\f&» Oggi piu di 200 mutazioni descritte,
3, s e Q sei le pit frequenti:
LHON =3 e m.3460G>A NDI
g \ * m.11778G>A ND4
22 e m.14484T>C ND6

e m.3243A>G tRNA!
* m.8344A>G tRNAK
* m.8993T>G ATP6

' 7090

LHON: atrofia ottica bilaterale, esordio acuto.

MELAS: emicrania, stroke-like, acidosi lattica, demenza, atassia, epilessia, miopatia,
diabete, sordita, bassa statura.

MERRF: epilessia mioclonica, miopatia, atassia, atrofia ottica, sordita, demenza,
cardiopatia, lipomatosi.

NARP: neuropatia, retinite pigmentosa, atassia, debolezza muscolare, ritardo
sviluppo, epilessia, demenza.
MILS: sindrome di Leigh matrilineare, ritardo sviluppo, epilessia, dismorfismi,

miopatia.



Classificazione genetica delle malattie mitocondriali

Difetti del DNA mitocondriale

e Geni correlati alla sintesi proteica mitocondriale (rRNAs, tRNAs)
e Geni codificanti proteine strutturali MRC
e Grosse delezioni

Mutazioni DNA nucleare

* Geni codificanti proteine strutturali MRC

* Geni codificanti fattori d'assemblaggio MRC

e Geni codificanti enzimi per biosintesi di lipidi o cofattori

e Geni codificanti per fattori importanti per mantenimento mtDNA
e Geni codificanti per fattori per la sintesi proteica mitocondriale

* Geni coinvolti nella biogenesi/dinamica mitocondriale

® Geni coinvolti in altre attivita: detossificazione, import, apoptosi

Miscellaneous/Unknown

Stress response
Amino acid & nitrogen metabolis
Intermediate metabolism &

Apoptosis

Protein translation & stability

111

166 ‘ Nucleic acid metabolism
Morphology & inheritance

Respiratory chain & OXPHOS

Signal transduction

Lipid metabolism

Protein import & sorting

Specialized functions (645) General functions (633)
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1- Difetti in geni nucleari codificanti componenti strutturali della catena respiratoria

CYTOSOL

OUTER MEMBRANE
MITOCHONDRION

INNER MEMBRANE

MATRIX

INTERMEMBRANE SPACE

Matrix

4H'NATP
A

45 subunits

4 subunits 11 subunits 13 subunits 16 subunits
- MtDNA:7 su - mtONA: 0 su -mIDNA: 1su - MIDNA: 3 su - mIDNA: 2 su
- nDNA: 38 su -nDNA: 4 su -nDNA: 10 su -nDNA: 10 su -nDNA: 14 su
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2- Difetti in geni codificanti fattori coinvolti nell’assemblaggio dei complessi della
catena respiratoria

0

Stability and Assembly

P-module  Q-module
ACAD9 NDUFAF2
ATP5SL NDUFAF3
DMAC1 NDUFAF4
ECSIT NDUFAF5
FOXRED1 NDUFAF7

MITRAC15 TIMMDC1
NDUFAF1
TIMMDC1
TMEM126B NDUFAF2
TMEM186

NDUFAF6
NUBPL

N-module

IMS >

Matrix

YEAST

&Y

ms | @
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Matrix

Letts et al., 2016

Nature

Stability
and
Assembly

SDHAF1
SDHAF2
SDHAF3
SDHAF4

Stability
and
Assembly

BCSL1
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Stability and Assembly

CMCA1 MITRAC12
COX16 MITRAC15
COX18 MR-1S
COX20 PET100
C120RF62 PET117
MITRAC7 TMEM177
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Insertion
ADR COX15
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3- Difetti in geni codificanti enzimi per la sintesi di lipidi e cofattori

Fattori relati alla biosintesi dei lipidi

CL CL
P_,; LPC-T ﬂ

LPC-T-CL LPC-T-CL

|

PC-T-MLCL PC-T-MLCL

L T-MLCLq/i
PC PC

T =Tafazin, PC = phosphatidylchaline
CL = cardiolipin, M = mono, L = lyso

TAZ (or G4.5) encodes an acyl-coenzyme A
synthetase/transacylase (tafazzin)

Nature Genetics 12, 385 - 389 (1996)

A novel X-linked gene, G4.5. is responsible for Barth syndrome

Silvia Bione, Patrizia D'Adamo, Elena Maestrini, Agi K. Gedeon, Pieter A. Bolhuis & Daniela Toniolo

(a) OXPHOS

ADP ATP H*

ADP/ATP  Respiratory
carrier  supercomplexes

(e)

Fas receptor
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\/\‘ Caspase 8
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Pro-caspase 8
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Platform for integrating
mitochondrial activities
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o 4 GTP GDP +Pi
Key: @ DRP1 wed® Long Mgm10OPA1

@» Short Mgmi1OPA1

Mitochondrial dynamics

Cristae morphology

The enigmatic role of tafazzin in cardiolipin metabolism

Biochimica et Biophysica Acta 1788 (2009) 2003-2014




Fattori relati alla biosintesi di cofattori

Matrix Complex ||
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SLC19A3
SLC25A19
TPK1

Intermembrane space

LIAS
LIPT1
DLD

Uput

Coenzyme Q

Biotin

Cu

ADCK3
ADCK4
coQ2
coQ4
COQ6
CoQ9
PDSS1
PDSS2

BTD
HLCS

5CO1
SCO2
COAG6

FAD

NADP

Haem

CoA

Fe

Complex

COX10
COX15
PPOX
SLC25A38
CYCS5
HCCS

COASY
PANK2

FLAD1
NADKZ2
SFXN4



Fattori relati alla biosintesi dei centri FeS

Frataxin
ABC7

ISCU
NFU1

BOLA3

IBA57
ISCA2

| 1SCU
| scaffold

I Swedish myopsathy with
exernise ntolevance

Iron storage protein
Iron exporter

FeS scaffold protein
FeS cluster scaffold

reductases interacting
with glutaredoxins

maturation of 4Fe-4S
proteins

A s ;
F'\:IF° /"’ 7

.

Friedreich ataxia
X-linked ataxia/sideroblastic anemig' P

Myopathy with lactic acidosis
Weakness, lethargy, and severe lactic acidosis

Cardiomyopathy and epileptic encephalopathy

Leukodystrophy

biosynthetic
pathway

Lipoylated protein
< DLAT in PDHc

©™  DLSTin OGDHe
DBT in BCKADHC

or

MMDS




4- Difetti in geni codificanti fattori coinvolti nel mantenimento del
mtDNA

SPG7/AFG3L2 ADP

ATP

Mantenimento del
pool nucleotidico

deoxyadenine
deoxyguanine

deoxycytidine

dTTP thymidine \
dTMP
TV

“~~» Thymidine

=]

Thymine

Apparato di replicazione
del mtDNA

Viscomi & Zeviani, JIMD (2017); 587-599



Southern blot analysis

Full-length
mtDNA

Deleted
mtDNA

23~ Sacl Aatll
2.0~

Alterazioni qualitative: delezioni Alterazioni quantitative: deplezione

Ct MD MD SD Ct Dep Dep
AD or AR SPORADIC AR



Gene
SLC25A4

TWNK

POLG

POLG2
TFAM
MGME1
DNA2
RNASEH1
RRM2B

TK2

DGUOCK

mtDNA alteration

Multiple deletions
Multiple deletions
Depletion
Multiple deletions
Multiple deletions
Depletion
Multiple deletions
Multiple deletions
Depletion
Multiple deletions
Multiple deletions
Depletion
Multiple deletions
Multiple deletions
Multiple deletions
Multiple deletions
Depletion
Depletion
Multiple deletions
Depletion
Multiple deletions
Multiple deletions

&

ANT1

'Y

adPEO

Multiple AmtDNA

adPEO

Twinkle

adPEO
arPEO

Pol y

Deoxyguanosine kinase
MPV17

Thymidine kinase (TK2)
RRMB2 (p53-R2)

Succinyl-CoA synthase
(SUCLAZ2, SUCLG1)

mtDNA depletion

Patient Control

Alpers' like Alpers’s.

‘, 3 IOSCA SCAE
.ﬁ

dNTP pool

Twinkle

POI ."'A

Replication
M
=
o
3

Mucleotides
[
[
[}
b
]

TP
Thymidine phosphorylase

Inheritance
AD ad/arCPEQ

Main clinical phenotype

Gene
MPV17

AR myopathy and cardiomyopathy
AD myopathy and cardiomyopathy

AD adCPEO

AR I0SCA

AR Alpers-like

AD adCPEO

AR arCPEO

AR Alpers-Huntenlocher
AR SANDO/SCAE

AD adCPEO

AR Hepatocerebral syndrome
AR arCPEO

AD adCPEO

AR arCPEQ

AD adCPEO

AR myopathy and tubulopathy

AR myopathy
AR arCPEQ
AR Hepatocerebral syndrome

AR Myopathy with or w/o CPEO

OPA1

MFN2
SPG7
AFG3L2
TYMP

SUCLA2
SUCLG1
ABAT
FBXL4
GFER

AR lower motor neuron syndrome

mtDNA alteration

Depletion
Multiple deletions

Multiple deletions
Multiple deletions
Multiple deletions
Multiple deletions
Multiple deletions
Multiple deletions
and depletion
Depletion
Depletion
Multiple deletions
Depletion
Multiple deletions

Inheritance

AR
AR
AR
AR
AR
AR

Pyrimidine salvage

Main clinical phenotype
Hepatocerebral syndrome
arCPEOQ, leukoencephalopathy and
parkinsonism

DOA

DOA plus

DOA plus

arCPEO and ataxia

arCPEO and ataxia

MNGIE

Hepatocerebral syndrome
Hepatocerebral syndrome
Encephalomyopathy
Encephalomyopathy
Myopathy



5- Difetti in geni codificanti fattori coinvolti nella sintesi proteica mitocondriale

mtDNA translation takes place in mitochondria

rBNA base-modification (BN
enzymes (e.g. TFB1M) . . L5 /
0 Mitoribosomal proteins
(e.g. MRPS16) =D
o ) @ v
@ @ o
[ ° I\

. K Mitochondrial
protein-import
machinery

Mitoribosomes
16S rRNA P i~ The protein apparatus is provided

by specific nuclear genes

AAAAAAAAAAA-3

General translation
factors (e.g. EFG1)

2 il ifi Aminoacyl-tRNA
. mANA-specific lypeptide CCA m
translation factors ooy 5 ' synthetases
(e.g. LRPPRC)
=
Amino acid

tRNA processing and
base-modification

enzymes (e.g. PUS1)
mIDNA  The RNA apparatus is provided

by mtDNA genes (tRNAs, rRNAS)

TRENDS in Genelics



Mayr et al. / J Inherit Metab Dis (2015) 38:629-640 MTFMT
AARS2
A Ritig / Biochimica et Biophysica CARS2 ) 1198-1205
DARS2
ELAC?2 " EARS2
HSD17B10 @|FARS2 —— Perrault syndrome
EmTPAP ©|GARS I hvsert i
= Y|HARS2 ——— pulm hypertension, renal failure
hepatocellular insufficienc g |LRPPRC £ -
P l Y S|GTPBP3 E LARS2
myopathy, sidercblastic anemia @ |MTO1 @#|IARS2 —— myopathy, sideroblastic anemia
ElPNPTL < |MARS2
; Z|TRNT1 z|NARS2 —— leukoencephalopathy
Yo e |PUS1 RARS2
( TRIT1 SARS2 ———— pontocerebellar hypoplasia
Ty TREMU TARS2
MELAS ——— = RNAL® VARS2
VARS? minoacyl =tRMA
tRMA S fthetases
tﬁhf._r“_q mt:udﬁ-::-atlun rJﬂ' \_r,l'p'r]
—* LS, optic atrophy
11 QE ophthalmoplegia
}
/ rRNA, - ribosamal larminalion /
/ MRPS7 4- -
% " MRPS16 6 E GFM1
¢ |MRPS22 ;2 8[rsem
§ |MRPL3 3 2|TUFM
8 |MRPL12 E & RMND1
= [MRPL44 ¢+ =|c120orf65
. . . MT-RMNR1
fatal neonatal lactic acidosis / MT-RNR2?  encephalopathy
elengation
mulbltivisceral involvement hepatoencephalopathy factors
encephalomyopathy

hypertrophic cardiomyopathy



6- difetti in geni codificanti fattori coinvolti nella dinamica mitocondriale

a) v intermembrane
matrix Cristae jpper space outer

Mitochondnia can change their shape, size and inner membrane membrane
membrane structure in a dynamic fashion. In addition, the P
mitochondnia of a single cell do not function in isolation,

but form a complex reticulum whose morphology under- A
goes continuous changes in response to metabolic stimuli \

and signaling pathways. Bueler et al. 2010

10 paf i k 0 Ml




Fusion Fission

a Outer membrane fusion a Mitochondrial fission

Wn2 “ll jopathy, ataxia  Encephalopathy
PN

A 7| A

Inner

OPA1 Encephalopathy

Optic atrophy 1

OA Dynamin-related protein 1, DRP1




7- Miscellanea

Apoptosi

AlF1 Programmed cell

death inducer, NADH-

dependent
oxidoreductase

oxidase

Sulfur dioxy: H,S0,
0, + H,0

H,S -sS

H,S0,
H,S,0;

r transferase

Intermembrane space

Import delle proteine all’interno dei mitocondri

TIMMBS8A Transporter of
carrier proteins

DNAJC19 Mitochondrial
import

GFER Sulfhydryl oxidase,

mitochondrial
import

Apoptotic insult

Progressive mitochondrial encephalomyopathy with muscle
mtDNA depletion

Prenatal ventriculomegaly and infantile encephalomyopathy

Detossificazione

ETHE1 Exploitation and

detoxification of sulfide

Cytosolic
Mitochondrial

precursor protein

Chromatin condensation
Caspase-independent cell death

Encephalopathy, microangiopathy, chronic
diarrhea, ethylmalonic aciduria

¢ Sortin%&
. . |
X-linked deafness—dystonia (Mohr— machinery
Tranebjaerg syndrome) membrane | TOM ﬁ' - —> |\
1 Outer membrane

Cardiomyopathy with ataxia o protem M
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La genetica delle malattie mitocondriali

Miscellaneous/Unknown

Stress response Protein translation & stability

Difetti del DNA mitocondriale

Crrers & ansporters eGeni coinvolti nella sintesi proteica
Apoptosis (rRNAS, tRNAS)
Signal ransduction eGeni che codificano subunita dei
Lipid metabalism S complessi respiratori

eDelezioni

Morphology & inheritance
Respiratory chain & OXPHOS Protein import & sorting

Specialized functions (645) General functions (633)



FONDAZIONE LRCCS.

ISTITUTO . ] .
CARLO UO Genetica Medica e Neurogenetica

BESTA direttore Franco Taroni

(

$ Regione
Sistema Sanitatio Lombardia

SS Genetica dei Disturbi del

Movimento e dei Disordini del
Metabolismo Energetico
Barbara Garavaglia

Federica Invernizzi

Eleonora Lamantea

Chiara Reale

Celeste Panteghini

Manuela Spagnolo

SS Patologia Molecolare delle
Malattie Mitocondriali
Valeria Tiranti

Ivano Di Meo

Camille Peron

Chiara Cavestro

Tommaso Cabassi

Antonello Manocchio
Costanza Lamperti

Silvia Marchet . . GLOBAL

Alessia Catania _ P MITOCHONDRIAL DISEASE
, e AWARENESS WEEK "

Laboratorio di Genetica Istituto
Besta/Universita degli Studi di
Milano

Daniele Ghezzi
lessia Nosca GRAZIE

Andrea Legati




