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Silenziamento dei geni mitocondriali

Il silenzio non fa domande,
ma puo darci una risposta a tutto.
Ernst Ferstl

Piena di te e la curva del silenzio.
Pablo Neruda)

I mitocondri svolgono un ruolo centrale nel metabolismo cellulare e nella produzione di energia.

Il sistema di fosforilazione ossidativa (OXPHOS) nella membrana mitocondriale interna riduce
I'ossigeno molecolare per stabilire un gradiente protonico che guida la sintesi di ATP da parte della
F1FO - ATP sintasi .

| Electron Transport and Oxidative Phosphorylation [

H* H*
H* .
; pt H =
A e Cyct)zci::arosren = mitc:gt?:r{\drial
deh:(qrgge:ase membrane

....
,,,,,

& ATP synthase

Ubiquinone : e )
NADH S NAD* Cytochrome CYtochrome C H* H
Electron donor b-c complex /\
ADP + Q i ATP
Ht
H*

: H* Mitochondrial Matrix
Dept. Biol Penn Stata ©2004

| complessi enzimatici del sistema OXPHOS sono composti da subunita di doppia origine genetica.
Sebbene la maggior parte delle subunita venga importata nei mitocondri, negli esseri umani 13
proteine fondamentali sono codificate a livello mitocondriale.

Questi polipeptidi mitocondriali vengono tradotti dai ribosomi legati alla membrana e inseriti co-
traduzionalmente nella membrana interna.



Pertanto, I'espressione del genoma mitocondriale & essenziale per stabilire un sistema OXPHOS
funzionale.

Nonostante I'importanza dell'espressione genica mitocondriale per Il'omeostasi energetica
cellulare, i meccanismi alla base di questo processo e la sua integrazione nel contesto cellulare
rimangono poco compresi e queste conoscenze sono cruciali per comprendere le disfunzioni
molecolari alla base delle patologie mitocondriali.

| ricercatori del Department of Cellular Biochemistry, University Medical Center Géttingen,
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hanno sviluppato un approccio per silenziare selettivamente specifici RNA messaggeri codificati
dai mitocondri nelle cellule viventi, che ha permesso loro di studiare le dinamiche della sintesi
proteica mitocondriale. L’ obiettivo del lavoro era ideare un metodo per regolare specifici geni
mitocondriali nelle cellule e valutare come la proteostasi mitocondriale e I'espressione genica
nucleare rispondano a questa sfida

L'applicazione di questa tecnica di silenziamento ha rivelato come [|'espressione genica
mitocondriale influenzi I'omeostasi cellulare.
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Sono state generate chimere composte da un peptide di presequenza mitocondriale, che fungeva
da modulo di targeting, legato chimicamente a un oligonucleotide morfolino diretto contro un
MRNA selezionato.

Dopo la trasfezione nelle cellule, le chimere sono state trasportate dal citosol ai mitocondri, dove
potevano interagire con il loro trascritto affine e bloccare la traduzione. La traduzione del'mRNA
bersaglio era gia compromessa tre ore dopo la trasfezione e si € mantenuta fino a tre giorni.

Sono state descritte dopo il silenziamento
di singoli trascritti mitocondriali, fornendo una visione completa della comunicazione
mitocondriale-nucleare.

La comunicazione mitocondriale- osservata ha mostrato un pattern specifico dipendente
dall'mRNA mitocondriale bersaglio.



Inoltre, sono stati analizzati i cambiamenti cinetici del proteoma mitocondriale in seguito al
silenziamento della traduzione di COX1 e identificato le proteine che rispondono alla perdita della
sintesi di COX1.
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Silenziamento efficace dei geni codificati dai mitocondri mediante chimere peptide-morfolino.

Le chimere di polimorfolino di presequenza sintetizzate mediante click chemistry hanno
dimostrato elevata stabilita ed efficienza nel silenziamento dell'espressione degli mRNA
codificati dal mtDNA (mt-mRNA). Dopo la trasfezione nelle cellule, le chimere vengono
indirizzate ai mitocondri, dove compromettono il legame dell'mRNA affine al ribosoma. Questo
approccio consente di studiare l'espressione genica mitocondriale, rivelando cambiamenti
mitocondriali e risposte cellulari al silenziamento in un contesto cellulare.

In sintesi
Lo studio non solo ha identificato proteine coinvolte nella biogenesi mitocondriale di OXPHOS,
ma ha fornito su come le cellule rispondono al silenziamento genico di

singoli mMRNA mitocondriali, attraverso una tecnologia che consente agli scienziati di affrontare
facilmente la biologia dell'espressione genica mitocondriale con risoluzione temporale in diversi
contesti cellulari.



A proposito dei MITOCONDRI

Mitocondrio

Un organello citoplasmatico che genera, attraverso la fosforilazione ossidativa, ATP, una
sostanza chimica utilizzata per immagazzinare e generare energia per le funzioni cellulari,
inclusa la proliferazione. Neuroni e cellule muscolari sono particolarmente sensibili alle
fluttuazioni del numero e della funzione dei mitocondri, e le varianti patogene che
colpiscono i componenti mitocondriali (come proteine e RNA) sono spesso associate a
encefalopatie e miopatie. Il mitocondrio contiene il proprio DNA e ribosomi con i quali
sintetizza in situ 13 subunita polipeptidiche di enzimi che mediano la fosforilazione
ossidativa.

DNA mitocondriale (mtDNA)

Un DNA circolare nel mitocondrio (ci sono da 100 a 500.000 copie di mtDNA per cellula
umana) che codifica 22 RNA di trasferimento, 2 RNA ribosomiali e 13 subunita proteiche,
tutte coinvolte nella via della fosforilazione ossidativa. |l mitocondrio & composto da
proteine codificate da questi geni, insieme a proteine codificate da geni nucleari. |
mitocondri, e quindi il mtDNA e le malattie del mtDNA, sono ereditati dalla madre. In molti
pazienti con malattie mitocondriali, il mtDNA con una variante patogena coesiste con il
mtDNA senza la variante (uno stato chiamato eteroplasmia). | sintomi clinici dipendono
dall'entita dell'eteroplasmia nei tessuti vulnerabili; i sintomi si verificano solo quando viene
superata la soglia per una variante patogena. In alcuni pazienti affetti da malattia
mitocondriale, il 100% del loro mtDNA contiene la variante patogena (uno stato chiamato
omoplasmia).

Variante dannosa

Una modifica della sequenza del DNA che si prevede possa ridurre la funzione del prodotto
genico (ad esempio, una proteina o un RNA regolatore).



https://illustrated-glossary.nejm.org/term/mitochondrion
https://illustrated-glossary.nejm.org/term/mitochondrial_dna
https://illustrated-glossary.nejm.org/term/damaging_variant

