STRUTTURA GENOMICA
DEL GENE

MUTAZIONI GENICHE
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DNA | Ehancer |- - 4 Promotore | Esone 1 Esone 2
Regione regolatrice gt a9 gt
ATG Stop
Esone 1 | Esone 2 | Esone 3
mRNA - ;
S’UTR Regione codificante 3’UTR
Codoni/triplette > codice genetico
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r—> Inizio trascrizione

Stop
|
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Prima base

(@)

>

Seconda base

U C A G
uwu o, |UCU UAU o UGU Cys
UuC ucc . |UAC UGC
UUA Leu UCA UAA Stop|UGA Stop
uuG UCG UAG Stop|UGG Trp
Cuu CCU CAU . |CGU
cuc ccC CAC CGC

Leu Pro Arg
CUA CCA CAA _ |CGA
CUG CCG CAG CGG
AUU ACU AU |AGU
AUC lle |ACC . |AAC SN ace '
AUA ACA AAA  |AGA
AUG Met| ACG AAG 7 |aGG '8
GUU GCU GAU , _|GGU
GUC GCC cAC P |cac

Val Ala Gly
GUA GCA GAA _ |GGA
GUG GCG GAG Y |GGG

O>0C O>FP0OC OFPOC O>P 0OC

Terza base



A)

B)

Struttura del gene

IL-28A gene
esone
1 62 161 342 636 713 a72 1121 1222 1305 1346 1576
e = P
1 2 introne 3 P 5 &
Trascrizione e
maturazione RNA
IL-284 cDNa 1 734
) ) ) ey ) | mRNA
Exons 1 2 3 4 $ 6
1 tgggtgacag cctcagagty tttettetge tgacassgac cagagatcsg gfatdeasct

61
121
121
241
301
361
421
481
541
601
661
T21
781
211
01
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561

aggtgagtcc cacatctctg tccgtgoctoa gotcctgoag cccctgecct cagtgggoag
cctotoocate coctoageote cotttotote tgtgacacag acatgactog ggactgoacg
ageagttes tgtogee

cecagtget
ctoccacggag

tgetgat
ctctococgga

Cc cgca ct

tgcaaggagqge

acc act
tgoccacatag

cccagttcan

gtoccotgtct

coacaggagc

tgcaggoctt

taangagggcce

asagatgoot

tagtgagtct

tectgecaty
cttececttcac
aggactgac
ctecectate
toctgotgag
goaggtgeca

gactagccte
tgggckbagece
tecatgtttte
crgttgteag
gctaacctgt
ctceogecte

CRACCCCCACT
tecaccckee
ctgtagaaga
cecatecteca
gootttgekg
ttccocagga

coangegten
ctgcagtagy
gggtcetota
atcccaceay

tctaggaaga

ccatgettte
ctatcteaty
ccateotece
gatggtctas

gtcgokttctg

ccecoctgoos
ccactccocay
ctecktactgt
agecagttaac
cctecaceee
ctgaaggact

cotgggacct

gaggeagety

caggtgagag

ggggagtcag
tcaccgtete
cgeteccace
ceteterate
cctetectoa

agattetgaa

geccecaccect
tttotoccoceott
tgaccacact
ctgcteceeca
ggtgagggag

getctecccag
gtoctcotctot
ggetgtgece
acctgttece
cgececcatgg

ccccacteac
cttoctoctea
tetecectgt
cteaccteee
ctEtggagge

ctggectctagt
cacctgetet
gectgtcace
cccteaccty
tgage tggec

agtggeccoct

ccecttoccote
ttcacttgtt
ctetbtectea

ggccaccget

gacactgace

ctgacgetga

cagecetggt ggacgtetty gaccagecce

ttcacaccet

geaccatate

ctcteceagt

tececgggecty tgtgagtogt tggggcctag

goaccoaggt
accgeectee
cgcctcoccace

ctgtgagetc
tctgoccaca

attggotgta

tgagcagogt

ccttococcoctt gococaaggococo cggoctcoacac

gatccagccc cagecccacdgy cagggceccay gacccgqgae
ccggetocag gaggooccaa aaaaggtgag tgaccoggga

agagagggac
atcecctect
t tCCgE ctcce

tgaggtetgg

ggagccactg ggagoccaga acccagacag cococtgaceos

ccoctacagga gtcceoctgge tgocte cctetgteat cttcaaccte
coctgtg tgt coc

tcacgogaga cotgaattgt gttgocagt

tcccaccagt

catgcaacct gpg-ttttat ttataaatta goccacttgte ttaatttatt

gecaccceagt

cgctat

DNA
genomico



Mutazioni geniche

(riferite ad alterazioni di pochi nucleotidi)

Alterazioni che possono colpire un gene ovunque (regioni
regolatrici, esoni, introni, ecc.)

Classificazione:
a) Sostituzioni nucleotidiche
b) Piccole delezioni, duplicazioni, inserzioni (indel)

Terminologia:
a) Variante: alterazione con effetto sconosciuto
(neutro o patogenetico?)
b) Mutazione: variante con effetto patogenetico

Valutazione dell’effetto (meccanismi di patogenicita)



Screening di mutazioni

ATG Stop
|

Esone 1 Esone 2 Esone 3 —
— «—

PCR

Amplificazione di DNA
(sintesi in vitro di molecole del frammento prescelto)

In the final step, the data analysis software interprets the raw data peaks
and automatically generates the final sequence of the DNA template, as
well as an electropherogram with each colored peak representing each

letter of the sequence.

)
Sequenziamento
Sanger AMAL

TACGCT




Sanger sequencing vs Next Generation Sequencing (NGS)
500-1000 bp > entire genome

Sanger sequencing: consente di sequenziare un frammento alla volta

NGS (anche high-throughput sequencing, sequenziamento ad alta resa):
consente di sequenziare moltissimi frammenti in parallelo con riduzione
tempi e i costi della ricerca di mutazioni.



NGS applications

* Whole Genome Sequencing (WGS): entire genome
(3000 Mb)

* Whole Exome Sequencing (WES): all exons
(180,000-200,000 exons; 1% of genome; 30 Mb)

* Transcriptome analysis (RNA-seq): the quantification of
transcript levels and the sequence information

¢ Epigenomics: study of changes in the regulation of gene activity
and expression that are not dependent on the DNA sequence

* Metagenomics: access of the genetic content of entire
communities of organisms



Sostituzioni Effetto sulla Effetto
nucleotidiche proteina Patogenetico?

Beta-globin DNA and amino acid sequence  Beta-globin protein

Normal Sequence

3 4 5 6 7 8
. | DNA
Sorioiios CTG ACT CCT GAG GAG AAG
+normal amino acid A Leu _‘ Thr H Pro '— Glu ._[ Glu H Lys ‘ (
sequence \)

«normal protein -/

Missense Mutation

+single b h 5

Shglebasechange  CTG ACT CCT GTG GAG AAG \j\*7

-altered amino acid | Leu H Thr ‘“ Pro H Val HG"J i— Lys (5 Effetto?
—

sequence

«abnormal protein )
causing sickle cell anemia

Silent Mutation  SInNonima
«single base change

in DNA sequence CTG ACT CCT GAA GAG AAG m
+no change in Leu | Thr |- Pro |- Glu |-{ Glu | Lys | §\5 Effetto?

amino acid sequence

«normal protein



Effetto patogenetico delle varianti missense?

(problematica frequente in NGS)

Variante rara nella popolazione
Segregazione nella famiglia

Conservazione del’ammino
acido durante I’evoluzione

Programmi predittivi

Studi funzionali in vitro o in
modelli animali

BO

Aa

aa Eccezioni

O

Aa aa aa

ONOL

Aa Aa aa aa

G423

Hs GLEGRKT
Mm GLEGRKT
Gg GLEGRKT
Dr GLEGRKT
Dm GLIGRKT
At GLEGROS
Sc GIFGRHS
Em GLEGRHS

O O

aa Aa
Penetranza

incompleta

aa  Fenocopia

>GYS
DAAGF
DAEGFS
DAEGFS
DAAGFA
F'TAGYS
DAEGY S
EVEGYK

DAE

Y48H

TAANKNKGI
IDANKNEKGI
IDANKNKGI
IDANKSKGI
IDANKAKGI
SAANKNKAY
IDANIKENV
SDANKNSGI

KKK KK




Nonsense mutation

Original DNA code for an amino acid sequence.

o o e P R R (S RS ST A [ DA PO Y ) Y e [ T P P
DNA—-C AGCAGCAGCAGCAGCAGCAG
B : A . i . = , o , - : o , :
Gin Gin H Gin Gin Gin H GIn H Gin
Amino acid Replacement of a Glutammina
single nucleotide.
SIS TR [ T [ e P R l T P I P T Y A e L
CAGCA G,CAG__FIAGICAGC AGCAG
Gln Gin H Gin HEET M
Protein | .\ Incorrect seqence causes
shortening of protein.
Effetto
Sostltu_2|_on| NONSENSo Patogenetico
nucleotidiche Generalmente

deleterio



Frameshift mutations

Insertion mutation

Original DNA code for an amino acid sequence.

oNMA—CATCATCATCATCATCATCAT
bases

-- His H His H His H His H His H His H His }-

a
v

Amino acid Insertion of a

single nucleotide.

- His H His H His Thr Ser Ser Ser

Incorrect amino acid sequence, which
may produce a malfunctioning protein.

U.S. National Library of Medicine

Deletion mutation

Original DNA code for an amino acid sequence.

oa—CATCATCATJA[TCATCATCAT
bases

-- His H His H His H His H His H His H His |-

A
L4

Amino acid

Deletion of a
A single nucleotide.

] ) [ [ e P ey | R s I e v I e I P [ e e
CATCATCATCTCATCATCATC

Y
L4

< _His H His H His Leu lle lle lle

Incorrect amino acid sequence, which
may produce a malfunctioning protein.

U.S. National Librany of Medicine

Indel

Indel (3n) —— In-frame

—

Effetto
patogenetico

——> Frameshift > Nonsense —

Effetto patogenetico
Generalmente deleterio



c.221T>C/p.lle74Thr in omozigosi

A G AGC AT C 6 66 6 G
199
wt Ser73 e74 Gly75
& .
\ |'v.' | {
| | ‘
| 1 ] | | / H
| | | n
1 A
li | /'\II lll ‘1' \ / I\ J U
.‘I\‘- .:/\: ," ]‘ Alx IIL ..” xxlj
G . 6 C AC C 6 G G G G
1960
m Ser73 'n\r74 Gly75

Sequenza normale
AGAGCATCGGGGG wt allele 1

AGAGCATCGGGGG wt allele 2

Sequenza mutata in omozigosi
AGAGCACCGGGGG m allele 1

AGAGCACCGGGGG m allele 2



AG T TAG AC - A AG
50 | 60

Leu108 Asp109 GIn110

lStop

f [ I' ™\ /) \ A
1\ | ‘ \ / '

AN /' \/ /
Introne 3 Esone 4

6 |

A A G AC CAAG

- R 60

c.328C>T/p.GIn110*
in eterozigosi

AGTTAGACCAAG wt allele 1

AGTTAGACTAAG m allele 2

c.322-1G>C/p.?
in eterozigosi

cag TTAGACCAAG wt allele 1

cac TTAGACCAAG m allele 2

Mutazione di splicing



DELEZIONE ETEROZIGOTE di tre nucleotidi - AAG

Widtypealieles C AA CAA GAAGGACCTCTTTG AGGAAAAAAT

I | |
9070 9080 8090

Widtype aliele C AA ClA A GJA AGG ACC TC TTTGAGGAAAA AAT
Mutatedallele CAACAAGGACC TCTTT GAGGAAAAAATCA ¢/

8070 8080 9090



at

ga

t

esone

ag

intron | exon

2- exon | intron
244
Ay

<-20 || Branch -20_3||-2 -1

+1+2 | +3_20 | > +20




Conseguenze mutazione nei siti di splicing

BN SN B Retained intron
V v

Cryptic 5’ splice site

—EEEE NN Crvptic 3 splice site
\ / \ /

—-—-—\-—/-—F— Exon skipping
V \

X - mutation in 5' or 3' splice site

Splicing Effetto Frameshit
mutation MRNA In-frame



Classificazione mutazioni

Livello DNA Livello Proteina
sinonima
Sostituzioni .
nucleotidiche MISSENSE
Regione nonsense
codificante o o Delezioni/Inserzioni in frame
Delezioni, inserzioni, (N. nucleotidi: 3n)
duplicazioni ' '
Hpiicazion Frameshift (N. nucleotidi: # 3n)
e e Effetti diversi sulla maturazione
Siti di splicing dell'mRNA
Regioni non - . 1
codificant Regioni regolatrici/5’ o Effetti dI.VeI'SI sm’llvelll di
: espressione del’mRNA e della
3 UTR .
proteina




Classificazione delle mutazioni in base all’effetto sulla funzione

. 1) Perdita di funzione (loss of function): riduzione o
Malattie . : N : C .

. - perdita di funzione; negli eterozigoti si mantiene un

recessive ) e e .
margine di attivita che permette una normale funzione

Allele 1 Allele 2

Affetto ‘NHZ X COOH  NH2 "X COOH ‘
Sano ‘ NH2 X COOH NH2 COOH ‘

Sano ‘ NH2 COOH NH2 COOH ‘




i 2) Aploinsufficienza: contributo di un allele normale non
Malattie X e : . _ o
e sufficiente per prevenire un difetto; necessario piu del

dominanti 50% di proteina per la normale funzione
Allele 1 Allele 2
Affetto | NH2 XU COOH  NH2 G00H |
Affetto ‘ NH2 X COOH  NH2 [ X COOH ‘
grave

Sano ‘ NH2 COOH NH2 COOH ‘




A

Malattie dominanti

Classificazione delle mutazioni in base all’effetto sulla funzione

g—

3) Effetto dominante negativo: proteina anomala interferisce con
la funzione dell’allele normale
Allele 1 Allele 2

NH2 X COOH NH2 COOH

Molecola matura formata da dimeri nelle seguenti combinazioni

X X
X

Prodotto non attivo

Prodotto attivo
Insufficiente per garantire funzione




Malattie flominanti

Classificazione delle mutazioni in base all’effetto sulla funzione

4) Gain of function
« Aumenta 'attivita funzionale
* Nuova funzione della proteina

Allele 1 Allele 2
NH2 =+ COOH NH2 COOH




Non solo mutazioni ...

Allele molto raro nella popolazione
Effetto patogenetico sulla funzione del prodotto
genico

... ma anche polimorfismi ...

Allele piu raro con frequenza =2 1%

Generalmente considerato una variante “neutra”
senza effetti sul fenotipo



Stima delle frequenze genotipiche e alleliche

N s
~__ ~__

Genotipo: Aa



Calcolo delle frequenze alleliche

Genotipo
AA Aa aa Totale
N° individui 40 47 13 100
e 0,40 0,47 0,13 1
genotipo
N° alleli “A” 80 47 0 127
N° alleli “a” 0 47 26 73
Totale N° alleli 200
Frequenza F(A) = p=127/200 = 0.635
] F(a) =q=73/200 = 0.365
allelica

p+q =1




Calcolo delle frequenze alleliche

Genotipi/fenotipi
A1A1 A1A2 | A1A3 | A2A2 | A2A3 | A3A3 | Totale
N° individui 2450 1400 700 200 200 50 5000
Frequenza | 9 | 028 | 014 | 0,04 | 004 | 0,01
genotipi

N° alleli “A1” 4900 1400 700 7000
N° alleli “A2” 1400 400 200 2000
N° alleli “A3” 700 200 100 1000
Totale N° alleli 10000

- F(A1) = p=7000/10000 = 0,70

requenza - r(a2) = q = 2000/10000 = 0,20

allelica  F(A3) =r=1000/10000 = 0,10

p+q+r=1




Diversi tipi di polimorfismi

 Polimorfismi del DNA

— SNP (single nucleotide polymorphism): sostituzioni
singoli nucleotidi;

— RFLP (restriction full lenghth polymorphism): SNP che
crea o distrugge un sito riconosciuto da un enzima di
restrizione;

— Loci ipervariabili: microsatelliti, minisatelliti, VNTR
— CNV (copy number variations)

* Polimorfismi sierologici e immunologici (HLA,
sistema ABO, etc.)

 Polimorfismi dei cromosomi



SNP

960 980
l I

CCAAAACAAAGCAGAATGCAGTTCTCTTCA
CCAAAACAAAGCAGAATGCAGTTCTCTTCA
|
A\ Aﬂq “ﬁ

CCAAAACAAAGCAGAATGCAGTTCTCTTCA

;
A\ WYAYNAY /A

HTGACTGT

C

T

TGACTGT

N

TGACTGT

/A'



SNP/RFLP

*...A G*C T...

5 3,
Alul 37 LT C‘G A... 5

s* ...66%cc... 3
Haelll 3* ...p C‘G 6 . &*
BamHI 3’ G*GHTCC 3
am 37 .. CCTRGE. .. 5
i 37 “’“GCTT 3
Hindlll 5. +"77¢’6 H‘H. s

s> ..ofapaTTC... 3
EcoRI LT e

w
Ly
-
-
==
==
=
W

Alul and Haelll produce blunt ends

BamHI Hindlll and EcoRl produce “sticky” ends

BamHlI

ACTGGGTACGGATCCATTTCA

450 bp 400bp

ACTGGGTACGCATCCATTTCA

850 bp

Corsa elettroforetica

Homo G  Hetero C/G Homo C

850

450
400



Microsatelliti (ripetizioni di dinucleotidi)

AGTGC CAGACCTGOAGACTC GAGTGAAC TGOTGTGTOTOT GTEGTOTGTOTOTOGTOTOGTOAAGGAGAAGAGAGAGAAAGAAAATCTTTTC

'- !"l p (GT)n

— > +

Elettroforesi
(DNA carico — migra al polo + in base alla grandezza)




Genotipizzazione di loci polimorfici

Un locus Piu loci
*
1) SNP array
PCR 2) NGS
« Genoma
Amplificazione di DNA - Esoma

(sintesi in vitro di molecole del frammento prescelto)

Analisi di Digestione con :
I . Elettroforesi
Sequenza Enzimi di restrizione capillare
(altre metodiche) E elettroforesi P

SNP RFLP Microsatelliti



Applicazione deil polimorfismi

» Costruzione aplotipo (set di alleli che caratterizzano
| cromosomi 0 porzioni cromosomiche)

* Analisi di linkage per localizzare geni-malattia
(identificazione di geni in malattie mendeliane)

« Studi di associazione (malattie multifattoriali)

 Numerose applicazioni in diverse problematiche
(esempi nelle diapositive segueneti)



Analisi di microsatelliti e costruzione dell’aplotipo

Locus A
A

Padre

Figlio

A
A
A

Figlia

Madre

Locus B

A

A
A

Padre

A

Figlio

A

Figlia

/\ /\ Madre

—A
A
A

3

4

2 3 1 4

2 1 4 3
Aplotipo:

assetto allelico su cromosomi

Locus A

Locus B




Locus A

Dati i seguenti 4 loci, costruire I’aplotipo

A

=

Locus C

Fo

/\ Fa

P

(vedi soluzione diapo successiva)

P M Fo Fa
— — 1000
m — — [ 600
7))
-} - - 400
(&)
(o) GAATCC
| Allele -
1000 bp
EcoRI
GAATTC Allole +
ele
600 bp 400 bp
P M Fo Fa
] ] ] 400
] ] ] 300
(]
(g — — — 100
8 ATGCTT Allele -
-l 400 bp ,
Hindlll
AAGCTT Allele +
300 bp 100 bp



A 1 4 2 3 2 4 1 2
B + - + + + - + +
C 1 2 13 1 1 1
D + + = = + - + -
Locus A 1 4 2 3
Locus B - + + +
LocusC 1 2 1 3
Locus D + + - -
Locus A 4 2 1 2
Locus B - + + +
Locus C 1 1 2 1
Locus D + - + )

Aplotipo trasmesso dal padre

Aplotipo trasmesso dalla madre



Utilizzo loci polimorfici: identificazioni eventuali delezioni

A 133 135 131 133 131 135 131 133
B 150 160 154 156 150 154 160 160 A ¢
C 244 250 246 252 250 252 244 244 ppa_nren .e‘
omozigosita
D 179 183 185 195 179 185 183 183
E 228 234 224 234 224 234 224 228
F 120 127 114 120 120 120 120 127
G 157 169 153 167 157 167 167 169
Sospetto
Sindrome di Williams (7q)
Marker A 135 131 133 131
Marker B 150 154 160 - Delezione
Marker C 250 | 252 244 - Emizigosita
Marker D 179 185 183 - . .
Marker E 234 | 224 228 | 224 ailociB,CeD
Marker F 120 120 127 120
Marker G 157 167 169 167




Utilizzo loci polimorfici: Diagnosi indiretta (CF)/mutazioni non note

O

1,3 2,4 Gravidanza a rischio:

1,3 2,4

’ ?
A,a? A.a? Feto sano o affetto”
1,3 2,4
1,3 2,4

Locus 1

1

Locus 2 :13 g :13 2 C13 2 ;13 g 1 j ? 2
CFTR (N ICO O 212 2|2 2|2
Locus 3 34 112 32 3| 4 3| 2 1] 2
Locus 4 112 3|14 1]4 1] 2 1] 4 3| 4
PM P M P M P M P M P M

affetto sano/portatore sano/omoz



Utilizzo loci polimorfici: Diagnosi indiretta (CF) / una mutazione nota

Locus 1
Locus 2

CFTR

Locus 3
Locus 4

O

1,3 2.4
1,3 2.4
al,A1 A1,A1
A2,A2 A2, a2?
1,3 2,4
1,3 2.4
BOOA
1 4

312

al | A1 nota

A2| a2? non nota
31| 4

11 2

P M

Gravidanza a rischio:
Feto sano o affetto?

1) Analisi mutazione nota a,
a) Se assente > genotipo Aa, oppure AA
b) Se presente > genotipo Aa, oppure a,a,

2) Se presente, procedere con 'analisi
dell'aplotipo paterno
a) 4242 > affetto a,a,
b) 2424 > portatore Aa,

114 1| 2
312 3|4
all] A1 a1l A1
A2| a2? A2 A2
3| 4 3| 2
112 11| 4
P M P M
affetto sano/portatore



Data la seguente famiglia con malattia X-linked recessiva e i relativi
genotipi di due loci molto vicini al gene che causa la malattia, stabilire:

A) Il locus informativo ai fini di una diagnosi prenatale
B) Genere e condizione (sano/affetto/portatore) di 1I-3 e 1I-4

Il -2 -3 -1 -2 -3 -4
LOCUS A 1 2,3 2 1,2 2 1,3 3
LOCUS B 5 7 7 5,7 7 5,7 7

O
O M

) —



Locus A e
informativo



Utilizzo loci polimorfici: paternita (analisi di almeno 20 loci)

A(lp) 13 47 17 57

B(3g) 12 34 23 309

C(15p) 12 45 15 46

Fa non figliadi P



Utilizzo loci polimorfici: Come determinare I'origine parentale della
non-disgiunzione (ND) in | o Il divisione meiotica (sindrome di Down)

Esempio con un marcatore 1011 14 O 18 8

(microsatellite)

10 14 8 10 8§ 18 141 1447 18 14 8 8

ND | ND | ND Il ND I
paterna materna paterna materna




In una famiglia con un figlio affetto dalla sindrome di
Down, € possibile, dall'analisi dei genotipi di due loci, Ae
B, localizzati sul cromosoma 21, stabilire la causa della
malattia?

Padre 1,2 2,3
Madre 3,4 5,7
Figlio Down 1, 3,4 2,5, 7



N =
W
W

N =
&) QSN
~N A

Non disgiunzione
| divisione meiotica materna



