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GENOMA NUCLEARE UMANO
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DNA RIPETITIVO

La grande maggioranza del DNA intergenico e rappresentata da

Origine DNA ripetuto

sequenze ripetute di vario tipo.

Il DNA ripetitivo puo essere diviso
in due categorie:

—ATTCCl
I Ripetizioni  intersperse
H Amplificazione

WMW

Divergenza tra le
unita ripetute

I DNA ripetuto in tandem

i Amplificazione secondaria

(ATTECATTCOATATCIATTCCATTCCATATCIATTGCATTCCATATCN\(ATTGCATTCOATATSH



DNA RIPETITIVO

Formato da sequenze presenti in piu di una copia per genoma aploide

I DNA moderatamente ripetitivo

A sequenze relativamente corte presenti tra le 10 e le 1000
volte; sono intersperse nel genoma

I DNA altamente ripetitivo

A corte sequenze (tipicamente <100 paia di basi), presenti
molte migliaia di volte.

A La percentuale di DNA ripetitivo vat
I 1 procarioti  contengono solo DNA non ripetitivo

I negli eucarioti  inferiori il DNA ripetitivo & circail 20 %

I nelle cellule animali , fino a meta del DNA é ripetitivo

I nelle piante einalcuni anfibi il DNA ripetitivo puo rappresentare fino
all 680% del totale.



DNA RIPETITIVO

La porzione non  -codificante e costituita da sequenze

uniche e sequenze ripetute.
Queste si suddividono in:
1) ripetizioni intersperse LINEs, SINEs, LTR, trasposoni ;

2) ripetizioni in tandem (blocchi ripetuti in tandem dei
centromeri e dei  telomeri , micro - e mini - microsatelliti

duplicazioni segmentali).

La distribuzione degli elementi ripetuti varia tra i
cromosomi, con alcuni cromosomi che contengono anche |l

90% di DNA non codificante



RIPETIZIONI INTERSPERSE
ed
ELEMENTI TRASPONIBILI



Trasposone Gene
N C D g ;
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. RNA

Se un trasposone
viene copiato e
inserito all'interno
di un gene, quel
gene e trascritto in

un mRNA alterato.
N\ /
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/ Trasposone composito

[Un trasposone composito consiste di due elementi trasponibili che fiancheggiano }

un altro gene o altri geni. Lintero trasposone viene copiato ed & inserito in blocco.
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DNA ripetuto in tandem



DNA RIPETUTO IN TANDEM

DNA ripetitivo nel genoma umano

Satellite
Unita da 5 a 200 bp

Segmenti lunghi fino a qualche
centinaio di chilobasi

(es. DNA satellite centromerico)
Dal 10 al 25% del genoma

1,60

1,65

—=-'Bande satelliti
—
1,70

Banda principale

1,75

1,80 L
gem™

Minisatelliti
Unita da 10 fino a 100 bp

Segmenti lunghi fino a 25 kb
(es. DNA telomerico - TTAGGG
DNA minisatellite ipervariabile

->DNA fingerprint)

Microsatelliti
Unita 2 - 6 bp
Segmenti lunghi fino 150

5 €CACACACACACA-3 0



DNA satellite: Regioni Centromeriche

, Telomero
Centromero
-~ »
5
' Cromatide
I centromero , in metafase, appare costituito da una specie di

strozzatura laddove | due cromatidi fratelli sono uniti .

Nei primati, il centromero e costituito da  monomeri ripetuti in
tandem, ognuno dei quali e' approssimativamente lungo 171 bp. La
ripetizione dei monomeri costituisce il DNA alfa satellite (o alfoide ).

Le differenze  di sequenza fra DNA alfa satellite di cromosomi diversi
sono sufficienti a dare ad una sequenza alfoide una alta specificita  per
il cromosoma da cui deriva .



DNA minisatellite : Regioni Telomeriche

I DNA telomerico consiste di centinaia di copie di un motivo
ripetuto in tandem, ricco in Te G, che ne |l | 0 wonnattri vertebrati
e 56 TTAGGG -34a

I DNA telomerico identifica le estremita dei cromosomi e
impedisce | accor ci adeie cramosomi ad ogni evento di
replicazione .

Il numero di ripetizioni e specifica di ciascun individuo (" VNTR).

——— (P
Variable
Number
5’ 3’ of
L AGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAG tandem
LL.TCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATCC
3’ g Repeats

Figura 2.10 | telomeri.



MICROSATELLITI

| microsatelliti

In un microsatellite

sono ripetizioni in tandem di DNA.

I'unita ripetuta e generalmente breve,

solitamente da 1 a 6 paia di basi).

Derivano da un errore del processo di

replicazione del genoma durante @

la divisione cellulare.

Il numero di ripetizioni di sequenza
ad un determinato locus

varia da individuo a individuo

Utilizzati nel DNA
(STR i1 short tandem

microsatellite

fingerprint

repeats )




MICROSATELLITI

|  microsatelliti sono costituiti

da

unita di ripetizione lunghe da 1 a 6
pb, ripetute in tandem 10-20 volte,

che formano raggruppamenti

molto

corti, <150pb, di tipo (A),, (CA),,

(CGG),, ecc.

Sono anche detti SSR (s
sequence repeats ). Le ripeti
pPOSSONOo essere perfette
presentare piccole variazioni

Imple
zioni
0

Gli SSR costituiscono circa il 3% del
genoma umano . Sono molto
importanti nello studio delle malattie

genetiche in quanto mostrano
elevato grado di polimorfismo
popolazione umana .

un
nella

Table 14 SSR content of the human genome

Length of repeat unit Average bases per Mb Average number of SSR
elements per Mb
1 1,660 36.7
2 5,046 431
3 1,013 118
4 3,383 325
5 2,686 176
6 1,376 16.2
7 9086 84
8 1,139 1.1
9 900 86
10 1,576 86

11 770 8.7

SSRs were identified by using the computer program Tandem Repeat Finder with the following
parameters: match score 2, mismatch score 3, indel 5, minimum alignment 50, maximum repeat
length 500, minimum repeat length 1.

Table 15 SSRs by repeat unit

Repeat unit Number of SSRs per Mb
AC 27.7
AT 19.4
AG 8.2
0.1
AAT 4.1
AAC 2.6
AGG 1.5
AAG 1.4
ATG 0.7
CGG 0.6
ACC 0.4
AGC 0.3
ACT 0.2

ACG 0.0
SSRs were identified as in Table 14.



MICROSATELLITI E MALATTIE GENETICHE

| microsatelliti, ed in particolare le ripetizioni di triplette sono associati a

varie malattie genetiche.

TABLE 1 Summary of trinucectide repeat disorders

Repeat Size
Disease Gene Locus Protein Repeat|Normal|Disease Repeat location
60-200 (pre) >230
Fragile X syndrome FMR1(FRAXA) |Xq27.3 |FMR-1 protein (FMRP) CGG |6-53 |[(full) 5-UTR
FMR2 61-200 (pre) >200
Fragile XE syndrome (FRAXE) Xq28 FMR-2 protein GCC [6-35 |(full) 5-UTR
34-80 (pre) >100
Friedreich ataxia X25 9q13-21.1|Frataxin GAA  [7-34 |(full) Intron 1
Myotonic dystrophy protein kinase
Myotonic dystrophy DMPK 19q13 (DMPK) CTG |5-37 |S0-thousands 3-UTR
Spinobulbar muscular atrophy (Kennedy
disease) AR Xq13-21 |Androgen receptor (AR) CAG |9-36 [38-62 Coding (amino terminal)
Huntington disease HD 4p16.3  |Huntington CAG [6-35 |36-121 Coding (amino terminal)
Dentatorubral-pallideluysian atrophy (Haw River
syndrome) DRPLA 12p13.31 |Atrophin-1 CAG |6-35 [45-88 Coding (amino terminal)
Spinocerebellar ataxia type 1 SCA1 6p23 Ataxin-1 CAG [6-44 |38-82 Coding (amino terminal)
Spinocerebellar ataxia type 2 SCA2 12q24.1 |Ataxin-2 CAG [15-31 |36-63 Coding (amino terminal)
Spinocerebellar ataxia type 3 (Machade-Joseph Coding (carboxy
disease) SCA3 (MJD1) [14g32.1 |Ataxin-3 CAG |12-40 |55-84 terminal)
a, ,-Voltage-dependent calcium Coding (carboxy
Spinocerebellar ataxia type 6 SCA6 19p13 channel subunit CAG [4-18 |21-33 terminal)
Spinocerebellar ataxia type 7 SCA7 3p12-13 |Ataxin-7 CAG [4-35 |[37-306 Coding (amino terminal)
3-Terminal exon
Spinocerebellar ataxia type 8 SCA8 13q21 None CTG |[16-37 [110 to <2507 (antisense?)
Spinocerebellar ataxia type 12 SCA12 5q31-33 |PP2A-PR55[3(PPP2R2B) CAG [7-28 |66-78 5-UTR




normale Ripetizioni di CGG

SINDROME ~ mmmcccoccoce. e

D E LL'X [Un allele normale ha 6-54 CGG ripetuti.j

Allele - 55_1.99 —
FRAG I LE premutato ‘ Ripetizioni di CGG ‘ DNA della progenie
I CGGCGGCGGCGGCGGCGG... B
I GCCGCCGCCGLeGeeaec... |

Allele ‘*— 6-54 —>

DNA parentale

Allele premutato: non ci sono abbastanza triplette
per causare la sindrome dell’X fragile, ma queste
si possono espandere nella generazione successiva.

Allele - 200-2,000

difettoso Ripetizioni di CGG
N CGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGGCGG.... B
I GCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGCCGLC.... I

Allele dell’X fragile: ci sono molte
piu triplette del normale; questa
condizione causa ritardo mentale.




SINDROME DELL'X FRAGILE

La costrizione nella parte terminale di questo cromosoma
e la localizzazione della anomalia dell’X fragile.




ANALISI del GENOMA



LE FUNZIONI DEI GENI EUCARIOTICI

Segnalazione
cellulare,
10%
Ciclo cellulare,
10%

Struttura cellulare

e organuli,
15%

Struttura della
membrana e trasporto

attraverso di essa,
20%

Enzimi per
Il metabolismo

generale,
25%

Replicazione,
mantenimento
ed espressione

del DNA,
20%



MOLTI GENI SONO PRESENTI IN SPECIE DIVERSE

Arabidopsis
thaliana

Geni specifici
di Arabidopsis.

Geni condivisi
da Arabidopsis
e dal pioppo.

Geni condivisi
da tutti e tre
i genomi vegetali.

Populus : g . e Oryza
trichocarpa Geni .SDECIfICI Gem. specifici ativa
del pioppo. del riso.




RICERCA DELLE ORF

NEI PROCARIOTI
Un cromosoma ha una singola molecola di DNA con
sequenze specializzate per I'inizio della replicazione E N EG LI E U CAR I OTI

del DNA, per I'interazione col fuso durante la mitosi
(sequenze centromeriche) e per mantenere l'integrita
delle sue estremita (sequenze telomeriche).

L'espressione genica avviene a livello degli open
Cromosoma Sequenze Promotore reading frames (ORF): I'/RNA polimerasi trascrive
regolative della trascrizione mRNA che vengono tradotti in proteine.
| geni contengono sequenze di DNA per il controllo
della loro espressione.

Sequenze
centromeriche

N (OO 0)

— ——ORF, quadro di lettura aperto

§ \ Lk (sequenza codificante per proteina; esoni)
N

,‘\\\ mRNA Terminatore

§\ : della trascrizione
Sequenze \‘: RNA ; %, N ™
telomeriche = polimerasi \ ’I \ ,.‘r b,

Le sequenze altamente ripetute
sono brevi sequenze non

codificanti che sono ripetute
centinaia di volte in tandem.

geni geni per rRNA

per tRNA\ A

,_.=

P

| geni per RNA specificanc RNA che non Ribosomi

vengono tradotti in proteine. Questi
comprendono gli rRNA e i tRNA, che
fanno parte dell’apparato per la sintesi
delle proteine, e i miIRNA coinvolti nel
controllo dell’espressione genica.

Le sequenze moderatamente
ripetute comprendono i geni
per RNA e i trasposoni.




Ss Frammenti di DNA a

(e
S‘S

ik

i

solida.

filamento singolo sono
attaccati a una superficie

AT

Ampl|f|ca2|one

b
MHH
SSS Hgﬁ/

Grazie alla PCR, ogni
frammento viene
amplificato sul posto.

# WMWM/

Adattatore universale

Primer universale G

3.’
7~ ) 5!

T

l

“8 || ciclo viene
ripetuto
circa 100

volte.

s I B

Y

N
e

L'ultimo nucleotide addizionato alla catena
viene rilevato da un dispositivo ottico.

%T

C

A

N CcATAAAAGCCGTGTC 5

C

y B Cc . T AAAAGCCGTGTC 5’

SEQUENZIAMENTO
dei GENOMI

| quattro nucleotidi, ognuno

marcato con una sostanza

3’ fluorescente di diverso colore,
vengono aggiunti alla miscela
insieme alla DNA polimerasi e
a un primer universale.

3’ | nucleotidi non
incorporati

—| vengono rimossi.

_CATAAAAGCCGTGTC 5

3!



Read 1 CACATACACATGG

Read 2 TCAATGGGGCTAA SEQUENZIAMENTO
Read 3 AGCACGGACTTGTCACATACACATG d el G E N O M I

Read 4 ACACATGGAAATA )
La sequenza complessiva

del DNA viene tagliata in
modo da produrre un
insieme di frammenti,
detti reads, con
sequenze parziali.

Read 5 GGGCTAATGATTGTCAC

Read 6 TGATTGTCACATA

Read 7 ATTCATGAAGCACGGA )
Read 8 GTCACATACACATGATCAATGGGG Tramite un computer, i reads vengono
¢ ordinati in una serie di frammenti
parzialmente sovrapposti.
Read 7 ATTCATGAAGCACGGA y

|
: Read 3 AGCACGGACTTGTCACATACACATG

i Read 8 GTCACATACACATGATCAATGGGG

! Read 2 TCAATGGGGCTAA

: Read 5 GGGCTAATGATTGTCAC
: Il computer elimina le Read 6 TGATTGTCACATA
|
I
|
|
|
|
|
|
I

sovrapposizioni e ricostruisce Read 1 CACATACACATGG
12 SEEUEZ . l Read 4 ACACATGGAAATA

N\

ATTCATGAAGCACGGACTTGTCACATACACATGATCAATGGGGCTAATGATTGTCACATACACATGGAAATA



Siisola un campione
di DNA dall'ambiente.

DNA AMBIENTALE

Il DNA viene
sequenziato.

AGCACGGACTTGTCACATACACATG

:

Le sequenze di DNA sono
confrontate con sequenze
di organismi noti, per
individuare correlazioni e
dedurre funzioni.




EVOLUZIONE del GENOMA

Complessita Funzioni
e essenziali
} per la vita \
slelse : I tUtJ.“ " Compartimentazione
NEIVOSO  Splo nei vertebrati L procariotl . ulare
Y 299, ed eucarioti
Sistema 21% \
Immunitario , .
Pluricellularita
Solo negli animali Solo negli eucarioti
24% 32%

Sviluppo



LE MUTAZIONI GENETICHE



VOCABOLARIO ESSENZIALE

AFenotipo : 1 6i nsi eme della caratteris
iIndividuo
AGenotipo: | 6i nsi eme delle informazio

trasmesse dai genitori ai figli
A Carattere:  una caratteristica fenotipica
AGene: | unit”™ funzionale della tra:

A Allele: una delle forme alternative che un gene o locus
puO assumere



OGN |l ndi vi duo

Ogni individuo della specie umana (esclusi i gemelli monozigoti)
nasce e rimane geneticamente diverso dagl altri. Cio vale per
gran parte degli individui appartenenti alle specie eucarioti .

Questo si traduce in risposte diverse agli stimoli ambientali e

permette | 6 ev ol udeglio nnglividui  con le caratteristiche

L

migliori .

eterogeneita genetica

La diploidicita e anche una forma di difesa contro mutazioni
che alterano la funzione della proteina espressa

di ver so



Variabilita morfologica su base geografica

Le quattro varieta di rosella, Platycercus eximius
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VARIABILITA FENOTIPICA VAR . GENETICA

Aa
'\.* Wildtype aa

AA

Fenotipo Genotipo



VAR. GENETICA = VAR. SEQUENZA PROTEICA
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MUTAZIONE GENETICA

CAMBIAMENTO (EREDITARIO) DEL
PATRIMONIO INFORMATIVO

MODIFICAZIONE DEL MESSAGGIO GENETICO

cambiamento raro, casuale, permanente ed ereditabile
del DNA

DANNI

RUOLO NELLOEVOLUZI ONE



VARI ABI LI TAG DEL GENO

MUTAZIONI
Cambiamenti stabili (ereditabili) nella sequenza del DNA

Se una mutazione insorge in una porzione del DNA codificante o
funzionalmente importante puo avere un effetto sul fenotipo.

POLIMORFISMI

Una mutazione presente nella popolazione con 2 0 piu varianti
alleliche, e con una frequenza significativamente alta (> 1 -2 %)



MUTAZIONI E RIPARAZIONE DEL DNA

AVariazioni permanenti della sequenza del DNA si definiscono

mutazioni.

ALe mutazioni hanno permesso la diversificazione degli

organismi viventi, ma a breve termine sono spesso deleterie.

ALe cellule hanno sistemi di riparazione del DNA che evitano

che si accumulino numerose mutazioni.



EVOLUZIONE
del GENOMA

Discendente 1

> 4 >» 40 6 O O O o 44 >» 4 O O O >

Sequenza
ancestrale

>

i
|

A

A

> 4 >» 40 O O g O >» 4 4 >» 460 O O >

Y

A
-
G

> O ©

> 4 > 40 0 O O o 1 4 4

Sostituzione
singola

Sostituzioni
multiple

Sostituzioni
coincidenti

Sostituzioni
parallele

*Sostituzioni
retrograde



VARIANTI ALLELIC

- \
Ogni ovale colorato
rappresenta un

singolo individuo.

HE in una popolazione

[ Esistono tre alleli (X,
X, e Xj;) per il locus X
in questa popolazione.
Ogni individuo
diploide reca 1 o 2

di questi alleli. Nel caso
degli individui diploidi,
nessuno puo avere piu
di due alleli.

\




RICERCA di DIFFERENZE NUCLEOTIDICHE PER
INDIVIDUARE QUELLE CORRELATE A MALATTIE

[Ogni barra rappresenta un SNP. Il genoma umano contiene molte migliaia di SNP.]

Profilo SNP in soggetti Profilo SNP in soggetti non

affetti da una data malattia affetti da una data malattia
i 1 o i 111 Il i
i i o o i L Il i

DNA /

i 1
i i
\

[II confronto tra i profili rivela SNP correlati con la presenza della malattia.j




'analisi degli SNP & utilizzata per identificare i pazienti che risponderanno
a un trattamento farmacologico e quelli che invece non lo faranno.

Pazienti con la stessa diagnosi /

JUITE
¢ " i
ﬁ”ﬁﬂm ﬁ:ﬁﬂ by

N
Questi pazienti non rispondono alla sostanza Questi pazienti sono
somministrata oppure presentano effetti dotati dei geni per una
collaterali significativi. Quindi necessitano di risposta efficace alla
una sostanza o di una dose differenti. sostanza somministrata.




INCIDENZA DELLE MUTAZIONI

Geni varl

Ripiegamento
delle proteine Trascrizione
e traduzione

Replicazione

Trasporto
Metabolismo



VARI ABI

LI TAO

DEL

GENOMA:

90%
nessun effetto
evidenziabile

7,0%
non vitale

1,6%
fenotipi
postembrionali

1,6%
difetti di crescita



MUTAZIONI GENICHE

Le mutazioni geniche puntiformi sono dovute in gran parte alla

sostituzione di una singola base nucl e

Altri tipi di mutazione si originano in seguito alla sostituzione, alla
perdita (delezione) o alla aggiunta (inserzione) di una base nel
filamento del DNA.

A Sostituzione
A Del ezione
A I nserzione

* Se |l a mutazione avviene nell 6RNA, I

molecole di proteina alterate, sulle migliaia presenti in ogni cellula.



FONTI DI VARIABILITA GENETICA:
LE MUTAZIONI

Le MUTAZIONI  possono essere classificate in diversi modi:

1) Origine delle mutazioni ; MUTAZIONE SPONTANEA
{ MUTAZIONE INDOTTA
2) Tipo di cellule colpite ; MUTAZIONE SOMATICHE
{ MUTAZIONE GERMINALI
3) Effetto delle mutazioni MUTAZIONE LETALE
sull 6i ndividuo { MUTAZIONE SUBLETALE
MUTAZIONE NEUTRA
4) Estensione della mutazione ; MUTAZIONE GENICA
{ MUTAZIONE CROMOSOMICA
MUTAZIONE GENOMICA




1) ORIGINE DELLE MUTAZIONI

x SPONTANEE:

V errori di duplicazione o modificazioni chimiche del
DNA spontanee

V Tasso di mutazione spontanea (m. puntiformi)
nell 6uomo si stPmHIOSY i a di 1/ 10

x INDOTTE

V AGENTI MUTAGENI: CHIMICI e FISICI, come agenti
iIntercalanti, alchilanti o analoghi delle basi oppure
radiazioni U.V. e ionizzanti (raggi X e gamma).



MUTAZIONI SPONTANEE O INDOTTE

Una mutazione spontanea Una mutazione indotta

H

H H

N C I’\I Deamminazione pe; N S;:Sptisase
\’-r e \H/ e \”/ opera di HNO, .~ appaiarsi
Questa C non puod con G, esi
formare legami O
C|t05|na C|tosma

appaia invece
con A.

idrogeno con G, e si
appaia invece con A.

Forma deamminata
(tautomero comune) (tautomero raro)

della citosina (= uracile)

Sebbene la C mutata di solito
Le conseguenze di entrambi i tipi di mutazione

possa tornare a C normale, o
? La C mutata si appaiaj

spontaneamente oppure grazie ai
con A anziché con G. meccanismi di riparazione del DNA....

Filamento /
stampo M- -AATGCTG »++
IE Si verifica una mutazione spontanea} \ / -""I_I'ACGAC see
oppure indotta di una C. W+ < AATGCTG oo F

B
\ o -'"TTA;:AAC ~ W AATGTTG -
--HAATGCTG .... .

W TTACAAC -
> ."‘AATGCTG "'. Filamenti neosintetizzati
W TTACGAC =<+ W TTACGAC =<+

\ Sequenza mutata
Sequenza originale W AATGCTG oo B La replicazione E§ ...la A mal appaiata
W TTACGAC = e normale resta nel DNA,
. V4 perpetuando una
Filamento

mutazione di sequenza.
stampo




1.

COSA CAUSA LE MUTAZIONI?

Un certo numero di errori durante la replicazione del DNA avviene
spontaneamente. Un certo numero di errori durante la replicazione

del DNA avviene spontaneamente

Il tasso di mutazione puo essere enormemente aumentato
dal | 6esposi zi one Agenti fisici

: : ad es raggi X o UV
ad agenti mutageni ( 9 )

Agenti mutageni chimici

| mutageni chimici sono molecole che si combinano con il DNA
oppure causano cambiamenti chimici nelle basi nucleotidiche oppure
sono simili alle basi nucleotidiche e vengono incorporate al loro

posto causando pero errori di appaiamento



TIPO DI CELLULE COLPITE

a) MUTAZIONI in cellule SOMATICHE

INDIVIDUO: MOSAICO GENETICO
es: tumore oppure colore occhio azzurro e scuro

Individui che presentano 2 o piu tipi cellulari
geneticamente distinti derivati da un unico
zigote.

b) MUTAZIONI in cellule GERMINALI

Trasmesse alla progenie



EFFETTO DELLA MUTAZIONE

MUTAZIONE LETALE
MUTAZIONE SUBLETALE
MUTAZIONE NEUTRA

MUTAZIONE MISSENSO
MUTAZIONE NONSENSO
MUTAZIONE SILENTE

MUTAZIONE IN AVANTI
MUTAZIONE INVERSA (RETROMUTAZIONE)

MUTAZIONE CON ACQUISTO DI FUNZIONE
MUTAZIONE CON PERDITA DI FUNZIONE



Posizione dell’'amminoacido (di 146)

2 6 7 16 24 26 56 63 95
A (Tipo selvatico) His Glu Glu Gly Gly Glu Gly His Lys

fokuch; ---------
__i ~ Solo tre varianti emoglobiniche

(S, Ced E) causano problemi
clinici.
J Baltimora -----

Savannah ----- -
NN ..
sangkok [N NN N A I A 51 I
wigo L A9
M Saskatoon ---------
N Baltimora ---------

Varianti di B-globina



ESTENSIONE DELLA MUTAZIONE

MUTAZIONI GENICHE

MUTAZIONI CROMOSOMICHE

di forma

di numero

l

MUTAZIONI GENOMICHE



MUTAZIONI GENICHE: MECCANISMI

spesso Amutazi oni punti form

GCC AGT GTA GAT CGT

GCC AGT GCA GAT CGT

GCC AGT GTT AGATCG T

GCC AGT Gi AG ATC GT

| |
| |
| |
| |

Sequenza corretta

Sostituzione di base

Inserzione di base

Delezione di base



MUTAZIONI GENICHE:
DELEZIONE o INSERZIONE

Tal volta | 6errore consiste nell 0i nse
sequenza del DNA. Altre volte durante la replicazione o

durante la riparazione del DNA si ha la perdita di una base.

In entrambi i casi la lettura di tutta la sequenza che segue

viene completamente alterata

Mutazioni per spostamento della griglia di lettura

frame shift



T
\

INSERZIONE \
[GCC AGT GTT AGA TCG TJ
NUCLEOTIDICA

A) Inserzione di 1, 2 o piu nucleotidi (non multipli di 3)

effetto
Sfasamento della cornice di lettura dal punto di inserzione in poi.
Scivolamento del modulo di lettura o frame -shift

La sequenza aa normale € gravemente alterata e spesso
tronca

B) Inserzione di nucleotidi in un numero multiplo di 3
effetto

Aggiunta di uno o piu di aa codificati dalle nuove triplette inserite.

La proteina risultera piu lunga e variamente alterata.



T

DELEZIONE v
[ GCCAGT GIAGATCGT J
NUCLEOTIDICA

A) Perdita di 1, 2 o piu nucleotidi (non multipli di 3)

effetto

Scivolamento del modulo di lettura o frame -shift

La sequenza aa normale € gravemente alterata e spesso
tronca

B) Perdita di nucleotidi in un numero multiplo di 3

effetto

Perdita di uno o piu aminoacidi
La proteina risulta piu corta e variamente alterata.



INSERZIONE

rA (inserzione)

AU G |A G G|B C g|c C ClG G A||U U A
Met Arg Thr Pro Gly Leu

A U G||AGG||AAa|UCd|CGGIIKUU|A
Asp Ser Arg Iso

Cambia la cornice di lettura



SOSTITUZIONE di BASE

Possibili cambiament]
di base

A—>G
— > G—>A

Purina Purina

. T —>C
C—>1T1

Pirimidina Pirimidina



SOSTITUZIONE di BASE

Possibili cambiamenti
di base

A—>C
. A—>T
G—> C

Purina Pirimidina

C—A
> C—>G
T —>A

Pirimidina Purina



SOSTITUZIONE di BASE

V TRANSIZIONE :una base purinica sostituisce

purinica o una pirimidini 6al tr a Poiabl"ciggia”mii di
PURINA > PURINA @ @ A—>G
PIRIMIDINA > PIRIMIDINA e e
T—>C
Q-0 &=
Pirimidina Pirimidina
Possibili cambiamenti
V TRANSVERSIONE : quando una base purinica sostituisce di base
una base pirimidinica o viceversa. CO_’_ O N
G—>C
PURINA > PIRIMIDINA i i G—>T

PIRIMIDINA > PURINA O —PCO g
T—>A

T—>0G
Pirimidina Purina



Proteina n

Allele normale
Codifica per una proteina funzionale

DNA * u Ione \

MWV
»

Mutazione silente
Codifica per una proteina funzionale

[D]

INONISININININTN

f

SN VN\NNN

¢
-

Mutazione con perdita di funzione
Codifica per una proteina non
funzionale

INISINININ TNV

N N\NNNNVNV

!
43

Mutazione con acquisto di funzione
Codifica per una proteina con una

nuova funzione




SOSTITUZIONE

GCC AGT GCA GAT CGT
NUCLEOTIDICA
effetto
Mutazione silente 0 sinonima = d.a0 specificato dal nuovo

codone e lo stesso (ridondanza del codice), la proteina non cambia
e non vi sono effetti funzionali

Mutazione missense , senso errato = d.a0 specificato dal nuovo
codone e diverso, cio causa un malfunzionamento piu 0 meno
significativo

Mutazione  nonsense, nonsenso = nessun a.a.specificato dal

nuovo codone perché e un codone di STOP, proteina tronca rispetto
alla normale

Mutazione neutra = d.a0 specificato dal nuovo codone e simile
chimicamente o ha una scarsa rilevanza per la funzionalita proteica



TASSI di SOSTITUZIONE
1 I tassi di sostituzione sono A

alti1 laddove essa non influisce
sul funzionamento...

J

Pseudogeni

Sostituzioni
sinonime

(
... € sono bassi dove

cambia 'amminoacido

che viene espresso.
\. Y,

0 1 2 3 4

Sostituzioni per sito nucleotidico
ogni 10 milioni di anni

Sostituzioni
Nnon sinonime




Il numero 1 indica una posizione invariante nella molecola
del citocromo ¢ {cioe, tutti gli organismi hanno lo stesso
amminoacido in tale posizione). La posizione probabilmente

Gli ammineacidi nelle posizioni
indicate da frecce rosse hanno
catene laterali che interagiscono

¢ sottoposta a una forte selezione stabilizzante. col gruppo eme.

Posizione nella sequenza

Numero di amminoacidi Y Yy
intale posizione 13585 13341432133112434234214112 151

Uomo, scimpanze GDVEKGKK | F I MKCSQCHTVEKGGKHKTGPN LHG
Scimmia Rhestss GDVEKGKK | FIMKCSQCHTVEKGGKHKTGPNLHG
Cavallo GDVEKGKK I FVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLHG
Asino GDVEKGKK I FVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLHG
Riso Mucca, maiale, pecora GDVEKGKK | FYVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLHG
GDVEKGKKI FVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLHG
GDVEKGKKIFVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLIHG
GDVYEKGKKIFVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLIHG
GDVEKGKKIFVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLNG
GD IEKGKKIFVQKCSQCHTVEKGGKHKTGPNLIHG
GD IEKGKKIFVQKCSQCHTVEKGGKHKTGPNLIHG
GDVEKGKKIFVQKCSQCHTVEKGGKHKTGPNLHG
lartarugacomune GD VEKGKK | FVQKCAQCHTVEKGGKHKTGPNLNG
Serpenteasonadli GDYEKGKK | FTMKCSQCHTVEKGGKHKTGPNLHG
Ranatoro GDVEKGKK | FVQKCAQCHTCEKGGKHKYGPNLYG
Tonno GDVAKGKKTFVQKCAQCHTVENGGKHKYGPNLWG
Pescecane GDVEKGKKYFVQKCAQCHTVENGGKHKTGPNLSG

Catene laterali acide v Valina
D Acido aspartico Y Tirosina Samia cynthia (falena) GNAENGKK | FVQRCAQCHTVEAGGKHEKYGPNLHG
E Acido glutammico W Triptofano Falena del tabacco GNADNGKK | FVQRCAQCHTVEAGGKHEKYGPNLHAG
Catene laterali basiche A Alanina Mosca GDVEKGKK| FVQRCAQCHTVEAGGKHKYGPNLHG
, Altre dellafrutta) GDVYEKGKKLFVQRCAQCHTVEAGGKHKYGPNLHG
A Istidina L Lievito dibirra GSAKKGATLFKTRCELCHTVEKGGPHKVYGPNLHG
- Lisina | Cistana Candida krusei (ievito)) GS AKKGATLFKTRCAECHT IEAGGPHKVGPNLHG
Rl Arginina g,@Tamﬁ Neurospora crassa (muffa) GD SKKGANLFKITRCAECH E NLTQKIGPALHG
Catene laterali idrofobe N“*“m ha Grano GNPDAGAJKI FKTKCAQCHTVDAGA HKQGPNLHG
E Fenilalanina - Girasole GDPTTGAIK | FIKTIKCAQCHTVEKGA HKQGPNLNG
| lIsoleucina T S KI FIKTKCAQCHTVYDKGA HKQGPNLNG
L Leucina B KI FKTKCAQCHTVDKGA HKQGPNLNG
M Metionina KIFKTKCAQCHTVDKGA HKQGPNLNG

. . [ gap indicano eventi
PrOteIna del Cltocromo C [di inserzione e/o dulux[onu.]




MUTAZIONI

Missenso/nonsenso
Splicing
Regolatrici

Piccole delezioni
Piccole inserzioni

Grandi delezioni
Grandi riarrangiamenti

58%
10%
<1%

16%
6%

5%
2%




A

Tipo selvatico (normale)

Filamento 3/ 5
stampo TRARCRARCRCRGRARGEGRGRGHECRTRARARTRT

DNA
iTrascrizio ne

5/ 3
mRNA ABUVEGEVEGEGECBUNCEcEcECEGBARVEVEAIA

RS VO P ;S — _—
iTraduzinne

Polipeptide Met Trp [Leu; Pro Af.p




B

Mutazione silente

Mutazione nella posizione 12 del DNA: A invece che C

Filamento 3/ 5/
stampo TRARCRARCRCRGRARGRGEGER - WCETRARARTRT

DNA
&Trascrizinne
MRNA 2 3
ARBUBGRURBGREGRCRUBCRCRCR'BRGRBARURURBARA
N J J U J U J J
' h'd h'd A hd h'd
lTraduziDne

Risultato: Nessun cambiamento nella sequenza amminoacidica



MUTAZIONI SILENTI

Se in seguito alla sostituzione di una base si ottiene una tripletta che

specifica per lo stesso aminoacido la proteina prodotta sara la stessa

Fino a quattro diverse triplette specificano lo stesso aminoacido (il

codice genetico e degenerato )

GAU Ak
G =M lacparica )
G SUA alina GCA Alanha mk, A Gicina
GUG GG CAG [ghtamicn

Le sostituzioni silenti spesso riguardano la terza base del codone,

guella che varia tra codoni diversi che specificano lo stesso aminoacido

D Oc|l@dyr QOc|h »Oc|h » Oc

Torza lottora



C

Mutazione missenso

Mutazione nella posizione 14 del DNA: A invece che T

Filamento 37 5’
stampo TRARCRARCRECRGRARGRGRGRCRCH . WARART T

DNA
¢Trascrizia ne

% 3’
MRNA ABUVBGRUBGEGECEVECECECBGEGETRURUBALA

B
*Traduziane

Polipeptide Met Trp  Leu, Pro Stnp

Risultato: Amminoacido diverso in posizione 5; Val invece che Asp



MUTAZIONI di SENSO

Mutazione in posizione 1 della tripletta . nella maggior parte

dei casi la nuova tripletta codifica per un diverso aminoacido

CCU : GCU
Prolina > Alanina

La proteina avra quindi lo stesso numero di aminoacidi ma una

sequenza che differisce per un aminoacido



D

Mutazione nonsenso

Mutazione nella posizione 5 del DNA: T invece che C

Filamento 3 5/
stampo TRARCRARIBCRGRARGRGRGRCRCRTRARARTRT

DNA

‘Trascrizicme
mRNA 2 =
ABURGRUR - BGERCRUBCEBCECRGRGRARURUBRARA
LY FAY FAY Fa FAY g J
' ' ' h'd 'l '
JTraduzione

Polipeptide @ﬁ

Risultato: Un solo amminoacido tradotto; nessuna proteina



MUTAZIONI NONSENSO

Se il nuovo codone che si forma dalla sostituzione codifica
per il segnale di stop avremo una proteina piu corta
della precedente (dipende dal punto in cui € avvenuta la

sostituzione)

AAG - TAG
Lisina > Codone di
stop




E

Mutazione frame-shift

Mutazione per inserzione di una T tra le basi 6 e 7 nel DNA

omro  UDEDSETCRCC o DR
stampo TRARCRARCRCRIBGRARGRGRGRCRCRTRARARTJT

DNA N
Mutante lTrascrlzlone
S 3
mRNA EIHEIHEEACUCCCGGAUUAA
\ J\ J\ U\ J\ J 3
L Y Y V Y Y
*Traduzione

Polipeptide Met Trp [ Thr; Pro Gly [Leu .

Risultato: Tutti gli amminoacidi a valle del punto di inserzione sono cambiati



EFFETTI DELLA SOSTITUZIONE

La gravita degli effetti di una sostituzione dipendera dalla somiglianza

tra | aminoaci do sostituito e 11| NUOVO

Se si compara | a sequenza dell 6emogl ob
cane o del cavallo si trova che differiscono tra loro per parecchi

aminoacidi e pur tuttavia tutte queste emoglobine svolgono la funzione

in modo efficiente. Alcune regioni della proteina sono molto simili anche

tra specie filogeneticamente lontane, si dice che questa e una regione

ben conservata . Mutazioni in regioni ben conservate sono spesso

deleterie: la singola sostituzione (Val invece di Glu in posizione 6) che

S i h a anenaal fdlciforme porta alla completa non funzionalita e

alla morte del soggetto

Le mutazioni di senso rappresentano la principale variazione
genetica su cui lavora la SELEZIONE NATURALE



Globuli rossi normali

ANEMIA FALCIFORME

Cellule falciformi

E | m @ 146
7 I 4 o
(a) Globulo rosso normale Emoglobina normale
§
. ' ! | 7...146
A . 12 3 e

5

(b) Globulo rosso falciforme Emoglobina falciforme



Il calcagno del neonato
viene punto per ottenere
un campione di sangue.

\
\

Le gocce di sangue sono messe su
un cartoncino speciale e poi analizzate
per il contenuto di fenilalanina.




Gocce contenenti
il campione

dovde "9 @ @ @ 000

[l DNA di individui da testare
viene posto su filtro
e denaturato.

Sond Sond viene sintetizzato a partl re da

|

| 20N al | fo|n a un allele normale (A) e da uno
normale alcemica falcemico (S).

Le sonde vengono marcate
ibridate al campione di DNA.

Le sonde ibrideranno con il
DNA che possiede |la sequenza
complementare.

SCICEN CCTGAGGAG CCTG Y GGAG

Campione  JlGGAcTccTC P I GGACACCTC i
di DNA

.- CTGAGGAG i .- CTG IGGAG T Un DNA a singolo filamento J

Il colore rosso

Sonda per . . . /kindica ibridazione.
I"allele normale

Il colore blu indica
Sonda per . . ——kmancanza di ibridazione.

|"allele falcemico

Madre Padre Figlio Feto ]

AS AS AA AS

| genotipi dei membri della famiglia
(dedotti dall'ibridazione allele-specifica)






incidenza del cancro (numero di casi su 100 000 donne)

ACCUMULO DI MUTAZIONI
NEL TEMPO

180

160

140

120

100

Qo
o

)
o

B
o

M
=

0

10 20 30 40 50 60 70 80
eta (anni)

PERDITA DI

REGOLAZIONE

GENICA

Cellule normali

}

Perdita del gene soppressore
tumorale normale APC

Sezione del colon
(Intestino crasso) ‘

n Un polipo (a crescita lenta) si
_—— forma sulla parete del colon. |

y

B3 Cresce un tumore
_~~ benigno precanceroso.

¥

Attivazione
dell'oncogene ras

¥

é Cresce un adenoma |
_,,,/._7;1“11 (benigno) di classe II.

}

Perdita del gene
soppressore tumorale DCC

'

ﬂ Cresce un adenoma
——— (benigno) di classe Ill.

i

Perdita del gene
soppressore tumorale p53

'

g Si sviluppa un carcinoma
——— (Tumore maligno).

}

Altri cambiamenti;
perdita di geni antimetastatici

S 7@ Il cancro metastatizza (si |
””’j diffonde agli altri tessuti). |




SOSTITUZIONE di BASE

Sostituzione di un aminoacido
Piemontese




BBB (cromosoma 2)

- delezione di 11 basi

Locus mh

++ normale
mh+ intermedio
mh mh ipertrofia muscolare




Mutazioni geniche non nella CDS

MUTAZIONI NEL PROMOTORE

Effetto sulla quantita del prodotto proteico

MUTAZIONI NEGLI INTRONI

Effetto possibile sullo  splicing e regolazione genica

MUTAZI ONI | NUTR6 o 30

Effetto sulla velocita della traduzione,possibile alterazione
delle sequenze di poliadenilazione con conseguenze sulla
stabilita del mMRNA



ALTERAZIONE DELLO SPLICING

IL 15% DELLE MUTAZIONI PUNTIFORMI CHE CAUSANO MALATTIE
GENETI CHE NELLOUOMO EO A CARI CO DELLO

Malattie causate da difetti nel meccanismo di splicing:

A Sindrome di Frasier (difetti nell o s
A Distrofia miotonica

Retinite pigmentosa

Fi br osi cistica atipica

Atrofi a muscolare spinale

Do o Do Do

Al cuni tipi di tumor e



ALTERAZIONI nel NUMERO
dei CROMOSOMI

e

RIARRANGIAMENTI
CROMOSOMICI



POLIPLOIDIA

Pl U6 DI DUE SERIE COMPLETE DI CI
es. triploidia  (3n), tetraploidia (4n)

Quasi sempre letale negli animali (possibili mosaici)

Tollerato nelle piante

Cause :

A Anomalie alla fecondazione come dispermia (fecondazione di
oocita da parte di 2 spermatozoi - 66% di triploidia )

AE® coinvolto un gamete diploide an
(nel 10% dei casi si tratta dell'ovocita, nel 24% dello
spermatozoo)

A Nella tetraploidia (4n), sempre letale, duplicazione DNA dello
zigote senza divisione cellulare



POLIPLOIDIA

Carattere Acul ardo dovuditwzionidin al cune

mosaico 2n/4n o 2n/6n.

Charolaise




2) Cambiamenti di parte del | 6assetto
o ANEUPLOIDIA : cisidiscosta dal numero corretto dei cromosomi

x dei cromosomi sessuali . varie sindromi ( XXY, X0, ecc.)

Klinefelter Syndrome - XXY Turner Syndrome - XO

[1/5000
livve female
hirthe

el All other monosormic s
0] -

the fi Libero

XXY (bovini)= sviluppo testicolare anormale , oligospermia ed
azoospermia per degenerazione dei tubuli seminiferi con la puberta.

Animali sterili

X0 (giumenta; suini)=ovari piccoli senza follicoli, utero atrofico, sterile.

Cr om



ANEUPLOIDIA

x degli autosomi  (trisomia del cromosoma 21 - sindrome di Down).

Trisomy 21
{Down Syndrome)

0.15 live births




ANEUPLOIDIA

NUMERO ANOMALO DI CROMOSOMI
NON - DISGIUNZIONE (MEIOSI O PRIME MITOSI)
es. trisomia, monosomia

Meiosi |

K R
s Non-disgiunzione K »
/ \ - Meiosi |l / \
PR P AN «» £
< >> Non-disgiunzong K ( >
/' \ /N cmes A\ VAN
1 DAS | DS ﬂ 1| RS DS

n+1 n+1 n-1 n-1 n+1 n- n r
Numero di cromosomi

(a) Non-disgiunzione dei cromosomi (b) Non-disgiunzione dei cromatidi
omologhi durante la meiosi | fratelli durante la meiosi Il



EFFETTI ANEUPLOIDIE

U Dose genica alterata
U Anomalie nella segregazione e formazione gameti
U Disregolazione generale del genoma:

Vin ogni caso monosomie incompatibili con la vita
(aborti spontanel)

V trisomie (21, 13 e 18)



Altre:

Esempi di ANEUPLOIDIA

es TRISOMIA 21: SINDROME DI DOWN

XXY = Sindrome di Klinefelter
XYY = dimensioni maggiori alla media
XXX = sane

X0 = Sindrome di Turner

(unica monosomia nota che non causa aborto spontaneo)



Meiosi |

Metafase |

Anafase |

Meiosi |l

Un gamete con un cromosoma
In piu Si puo
formare in seguito a
non -disgiunzione alla
meiosi | o alla meiosi Il



Non disgiunzione
Alla MEIOSI |



Non disgiunzione
Alla MEIOSI I

46 cromo

/ AN

N\




RIARRANGIAMENTI CROMOSOMICI

Riposizionamento _ Perdita
: . . Delezione . . .
di materiale genetico di materiale genetico
WMUWW@
Traslocazione
@wmom) Cromosoma/cromosomi mancanti

Da un altro \ Ay . /
cromosoma Sequenza di tipo selvatico

( ) Cromosoma/cromosomi aggiuntivi

Inversione / \ @“MMWMM

@QQWWWWM

(¢

@mmmmgmmw

. ) Acquisizione
Duplicazione di materiale genetico




RIARRANGIAMENTI CROMOSOMICI

Sono dovute alla  rottura di un cromosoma IN uno o piu punti.

X In alcuni casi i frammenti si riattaccano e, se nessuno dei geni €

stato danneggiato, il cromosoma si comporta hormalmente.

X In altri casi le parti del
cromosoma si separano l'una

dall'altra ( frammentazione ).




MUTAZIONI CROMOSOMICHE

Comportano anomalie o aberrazioni della struttura dei cromosomi
1.CAUSE CHIMICHE Rotture (spontanee o indotte)
2.CAUSE FISICHE seguite da riparazione errata

| livelli di rottura sono:

DNA e cromosoma

3.ERRORI NELLA MEIOSI es. crossing over ineguale, scambi
di materiale non uguale



ALTERAZIONI NELLA STRUTTURA DEI CROMOSOMI

A 8 C D E F G H S A B8 C E F G H
¢ | e ) " ( >
A 8 C D E F G H A B C B C D FE F G H
CHEl T < Y PR, T | 7
N Y -
A B C D E F G H e A D CBSB E F G M
CHE D 5 )
A B C D E F G H M N O C D E F G H
by, W o 3 W
S > D e R =
f recproca
M N O P Q ~ A BB P Q =
e ) &




EFFETTI

- Sulla dose genica : sbilanciamento del dosaggio genico

- sulla struttura genica . Arottur ao dpiuraron ogechee
effetto di posizione , vedi inversioni e/o traslocazioni
- sulla stabilita e segregazione dei cromosomi

Si perdono geni e anche i telomeri

Questo frammento non puod essere

segregato: non ha il centromero \ '

Il cromosoma puo essere
maggiormente attaccato da DNAasi




MUTAZIONI CROMOSOMICHE

Possono allora verificarsi i seguenti casi:

U PUNTIFORMI : si perdono frammenti molto piccoli di cromosoma

durante la divisione cellulare.

U DELEZIONE : perdita di un frammento piu 0 meno consistente del

cromosoma.
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U DUPLICAZIONE : opposto della delezione.

Duplicazione di una parte di un cromosoma

(parziale trisomia).

U INVERSIONE : un cromatidio si separa, ruota di 180 A e si riattacca.
In questo caso non c'é nessuna perdita di geni, ma la posizione dei geni

e modificata e cio puo alterare il loro effetto (effetto di posizione dei

geni).



