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Mutazione e instabilita genomica

Le cellule normali possiedono meccanismi che ne assicurano la stabilita genomica

Le cellule tumorali presentano frequenti alterazioni in questi meccanismi e il loro
genoma e instabile.
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Mutazioni driver nei geni per il mantenimento del genoma

Selective
growth
advantage

Vogelstein et al Science, 2013
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Il cancro é un processo evolutivo guidato dalla selezione
clonale di cellule portatrici di alterazioni geniche che
conferiscono caratteristiche fenotipiche vantaggiose
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L’instabilita genomica favorisce I’acquisizione di
mutazioni: accelera la progressione tumorale e promuove
I’eterogeneita tumorale




TIPI DI INSTABILITA GENOMICA riscontrati nei tumori ]J

SKY / chromosome painting of BC cells

Aneuploidie
Alterazioni nel numero di cromosomi
Causate da difetti nella segregazione

Poliploidie

CIN = chromosomal instability
Alterazioni strutturali

Causate da riparazione difettosa dei
DSBs /SSBs

MIN = microsatellite instability
Causata da difetti nel mismatch repair



Possibili cause di aneuploidia JJ

Difetti del checkpoint del fuso mitotico e amplificazione dei centrosomi

Mitotic checkpoint defects
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Il checkpoint del fuso mitotico
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CIN: causata da difetti nella riparazione di DNA DSBs JJ
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La riparazione dei DSBs mediante ricombinazione omologa
(HR) e fedele (error free) ma non puo avvenire in tutte le fasi
del ciclo cellulare e in molti tumori non é funzionale
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CIN: causata da difetti nella riparazione di DNA DSBs
mediante NHEJ (error prone)
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CIN: causata da difetti nella riparazione di DNA DSBs
mediante NHEJ
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Generazione di DNA DSBs durante la tumorigenesi

‘ * accorciamento dei telomeri
 danni al DNA da agenti estrinseci e intrinseci

» iperproliferazione

J
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I’accorciamento dei telomeri @ una fonte di DNA DSBs che
causa instabilita cromosomica.
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I’accorciamento dei telomeri @ una fonte di DNA DSBs che

causa instabilita cromosomica.

Nature Reviews | Cancer 19



Generazione di DNA DSBs durante la tumorigenesi

 accorciamento dei telomeri
‘  danni al DNA da agenti estrinseci e intrinseci

» iperproliferazione

J
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Implicazioni terapeutiche (l):

la chemioterapia convenzionale e la radioterapia
causano danni al DNA e mutazioni secondarie

J

Table 3 | Examples of DNA-damaging drugs used to treat cancer

Cancer treatment

Types of DNA lesions induced

Radiotherapy and radiomimetics
lonizing radiation
Bleomycin

Monofunctional alkylators
Alkylsulphonates
Nitrosourea compounds
Temozolomide

Bifunctional alkylators
Nitrogen mustard
Mitomycin C
Cisplatin

Antimetabolites
5-Fluorouracil
Thiopurines
Folate analogues

Topoisomerase inhibitors
Camptothecins (Topo |)
Etoposide (Topo II)
Anthracyclines (doxorubicin, epirubicin, daunorubicin) (Topo II)

Replication inhibitors
Aphidicolin
Hydroxyurea

SSBs, DSB, base damage

Base damage, replication lesions, bulky DNA adducts

DSBs, DNA crosslinks, replication lesions, bulky DNA adducts

Cytotoxic metabolite, inhibits base pairing leading to base damage and replication lesions

DSBs, SSBs, replication lesions; anthracyclines also generate free radicals

DSBs, replication lesions
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Implicazioni terapeutiche (l):

le terapie convenzionali inducono Gl e selezione di mutazioni che
causano fenotipi di resistenza alle terapie

J
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Generazione di DNA DSBs durante la tumorigenesi

 accorciamento dei telomeri
 danni al DNA da agenti estrinseci e intrinseci

‘ * iperproliferazione = iper-replicazione del DNA

J
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Generazione di DNA DSBs

durante lo stallo delle forcelle replicative
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L'attivazione di oncogeni induce iper-replicazione del DNA J
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Di Micco, Nature 2006
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Oncogeni che inducono iper-replicazione causano danni al DNA J

control

3%

85¢

control

RAS-mut

3%

74%

Di Micco et al., Nature 2006

22



Comet Assay Overview

DNA damage
(Chemical, UV
or yrirradiation)

Living cells from
culture media,
blood, or tissue
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Cells with damaged Single cells are

single-strand / double- coated slide and lysed
strand breaks

After electrophoresis
(relaxed) DNA having  embedded on agarose- and fluorescent
staining, the damaged
DNA s separated
from the intact DNA
(the *head") and
generates a comet
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Treat cells @
with Lysis
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membranes and -
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Samples stained with intercalating
dye and visualzed by epifluorescence
microscopy following alkaline electro-
phoresis, which reveals DNA breaks




