MUTAZIONI



Polimorfismi vs. mutazioni geniche

VARIABILITA GENETICA
— T

Il polimorfismo é una Una mutazione e un cambio
variazione nel DNA che puo del genotipo che produce
avere un effetto fenotipico variabilita modificando il

minimo o nullo; la sua fenotipo; la sua frequenza
frequenza nella popolazione nella popolazione e

e’ MAGGIORE dell’ 1% INFERIORE all'1%.

| |

FENOTIPO NORMALE FENOTIPO MALATTIA

Si tratta di una discriminazione utilizzata da un punto di vista «didattico», ma esistono
notevoli eccezioni a questa regola con polimorfismi neutri <1% e alleli mutanti >1%



ABERRAZIONI CROMOSOMICHE

Aberrazioni cromosomiche
possono riguardare sia il numero
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Karyotype of a male with Downs Syndrome




MUTAZIONI:

Transizioni e Transversioni

Mutazioni riguardano anche cambiamenti di singoli nucleotidi

Si definisce transizione se una purina (A, G) e stata sostituita
dall’altra purina (G,A) o se una pirimidina (C, T) e sostituita
dall’altra pirimidina (T, C)

Transition mutation (A-T to G-C in this example)

5’ TCTCAAAAATTTACG 3’ 5’ TCTCRAAGANATTTACG 3
3 AGAGTTTTTAAATGC 5 3’ AGAGTTCTTAAATGC 5’

Si definisce transversione se una purina o pirimidina e stata
sostituita, rispettivamente, da una pirimidina o una purina.

Transversion mutation (C-G to G-C in this example)

5% TCT C KANAKXATTTACG 3’ 5’ TCTGAAAAATTTACG 3
3’ AGAGTTTTTAAATGC 5 3! AGACTTTTTAAATGC 5’

& 2010 Pearson Education, Inc.



MUTAZIONI:

Transizioni e Transversioni

Transversioni: una purina o pirimidina
e sostituita, rispettivamente, da una
pirimidina o una purina.

. sostituzioni puntiformi
Transizioni se una

purina (A, G)& | @4—»@

sostituita dall’altra
purina (G,A) o se una
pirimidina (C, T) e
sostituita dall'altra
primidina (T, C)

Transizioni
luolzisued|

Transversioni
Purine P|r|m|d|ne




MUTAZIONI:
Effetto sull’'amino acido codificato

Silent mutation

TCTCAAAA TTTACG 3’ q 5 TCTCAAAA TTTACG
AGAGTTTTIsAAATGC 5 3 AGAGTTTT “AAATGC

UCUCAAAAAUUUACG 3 5 UCUCAAAAGUUUACG

- Ser | Gin |gEysT|gsne) Thr |--- === [Ser | Gin |pEySTigne) Thr|---

Missense mutation

TCTCAAA[AATTTACG 3 5 TCTCAAA[JATTTACG
AGAGTTTRITAAATIGC 5’ 3’ AGAGTTT[HHTAAATGC

UCUCAAAAAUUUACG 3 5 UCUCAAAGAUUUACG
- Ser GIn "Lys |/Phe | Thr --- -+« Ser Gin |} ;|Phe Thr =--

& 2010 Pearson Education, Inc.



MUTAZIONI:
Effetto sull’'amino acido codificato

Nonsense mutation

TCTCAAINAATTTACG < 5’ TCTCAAMAATTTACG
AGAGTT TTAAATGC 5 9/ AGAGTT TTAAATGC

UCUCAAAAAUUUACG F 8 UCUCAAUAAUUUACG
- Ser GIn "Lys |[Phe | Thr «-- -«+» Ser Gin Eif |

Frameshift mutation Insertion of a nucleotide

TCTCAAAAATTTACG 3 ‘ 5 TCTCAA AAATTTACG
AGAGTTTTTAAATGC 5 S AGAGTT(4TTTAAATGC

UCUCAAAAAUUUACG 3 5 UCUCAAGAAAUUUACG
. Ser GIn 'Lys |Phe Thr «-- RN Glu | Tle [ Tyr BEE

& 2010 Pearson Education, Inc.



MUTAZIONI:
Effetto sullo splicing

A Splicing normale

E1

E 1

B Ritenzione di un introne

| SR

52 SA

C Omissione di un esone

7 G. De Leo, S. Fasano, E. Ginelli

Biologia e Genetica, IV ed.
m EdIiSES Universita




MUTAZIONI:
Effetto sullo splicing

A Splicing normale

E1

B

Attivazione del sito criptico di splicing

Ef S
BE al

B Attivazione del sito di splicing donatore nascosto nell’esone 2

L

G. De Leo, S. Fasano, E. Ginelli
Biologia e Genetica, IV ed.
EdIiSES Universita






MUTAGENESI



MUTAGENESI Spontanea

misappalamento alla replicazione

Errori di misappaiamento nella replicazione del DNA

5 3
ACGTC

TGCAG
3L L1 15
Parental DNA

DNA
replication

Guanine
pairs with T

Lo
| ca,\v/

AC
TG

‘ ,cf/\\
\ale

Mismatched G-T

base pair after
replication

ACGTC

TGTAG

DNA
replication

N =
ACGT
TGCA

L |

First-generation
progeny

\J

GC-to-AT transition
mutation produced

after next DNA
replication

Wild type

Mutant

ACGTC
TGCAG

Wild type

ACGTC

Second-generation
progeny



MUTAGENESI Spontanea

Deaminazione

a) Deamination of cytosine to uracil

La deaminazione NH,
spontanea della Citosina A H
'] '] 'l 5 1 i
o della 5-metil-citosina g s Dieamination.
|

produce una transizione
a causa della formazione
della base azotata
Uracile o Timina che si
appaiano con Adenina

Cytosine Uracil

b) Deamination of 5-methylcytosine (5mC) to thymirre

Methyl
/ group

Deamination

5-methylcytosine (5mC) Thymine (T)




MUTAGENESI Spontanea

Metilazione / Alchilazione

Le nitrosamine e le nitrosamidi sono prodotte dal
tabacco. Il loro principale effetto sul DNA e la
formazione di derivati della Guanina O6-alchilati

°
HN)%IiN AIch|In|trosourea N/
I I

DNA

N

Guanine 0° adduct of Guanine




MUTAGENESI Spontanea

Dimeri di timina

L'esposizione ai raggi UV del sole induce la formazione di
dimeri di Timina

I I [ c‘>H3 f‘JHsH Q9
“N3 * sC” Cs * 3N N3 4\50—05 4\3N/ 54 543
Bl + gl —— B na |
C G C—G@ C 6 2
1 1 B
O// \N/ T 0 \N/ ~0 o~ \ril/‘ ‘\;\'/ o TN
| | l H H

Thymine Thymine Thymine dimer



MUTAGENESI Spontanea

Depurinazione

|
|
|

O=P—0~CH | H- Guanina O=P—0—CH, OH

‘ Legame glicosidico \
0 v g NH, ?
| N | ( } | 0
(o _,/ 0 Zuccherno
| " v | | depurinato

\ Depurinazione

Guanina

Alla replicazione del DNA, l'assenza della base azotata nella catena che
funge da stampo porta all'inserimento di un nucleotide casuale nella
posizione complementare della catena neosintetizzata

=> causa sia di transizioni che di transversioni




MUTAGENESI Spontanea

Inserzione [ Delezione

Origine di mutazioni per inserzione / delezione a sequito di

posizionamento errato delle catene durante la sintesi del DNA

» 3

New strand 5 e B

AGTCGCATAGTT
TCAGCGTATCAAAAACGTCGATC

Template strand 3’ ---

L1l ...5

/ \ _ new Strand

§ =1 TTT] >3
AGTCGCATAGTT
TCAGCGTATCAA AACGTCGATC
gLl L1111 AR L i
V-

i Looping out of
template strand

One base deletion
on new strand

5 T BE |

AGTCGCATAGTT TTGCAGCTAG

TCAGCGTATCAAAACGTCGATC
g .o. LI L1144

DELEZIONI

Looping out of

| BER AT\T’3’

AGTCGCATAGTTTT
TCAGCGTATCAAAAACGTCGATC

| | 11 | LLll,.5

One base insertion
on new strand

' o/

| T -
AGTCGCATAGTT TTTGCAGCTAG
TCAGCGTATCAAAAACGTCGATC

[ 1| | e

INSERZIONI

£ 2010 Pearson Education, Inc.



MUTAGENESI Spontanea

Mutazioni dinamiche

(CAG)n

Sono state riscontrate
mutazioni geniche che portano
alla espansione di segmenti di
DNA costituiti da ripetizioni di
triplette nucleotidiche

(GTO)n

A causa di errori della DNA
polimerasi alla replicazione,
queste mutazioni sono instabili
e possono espandersi ad ogni
generazione successiva: per
questa ragione si dicono
mutazioni dinamiche

‘ Espansione




RIPARO DEI DANNIAL DNA



RIPARO DANNI AL DNA

Numerosi sistemi di
riparazione dei danni al

DNA si sono evoluti e

. . . Long patch
specializzati nel ==
riparare le diverse —

tipologie di alterazioni
Che possono COlpIre Il —>(  Post Replication Repair |
D N A ‘ Ricombinazione | > Homologous ricombination ]

\ “\

Mismatch Repair ]

—){ Non Homologous End Joining ]




RIPARO DELLE MUTAZIONI

O6-methylguanine methyltransferase

Un meccanismo diretto di riparo di Guanine
metilate e fornito da una metiltransferasi in grado
dilegare a se’ il gruppo metilico (-CH3),
sottraendolo alla O6-metilguanina e ripristinando
il nucleotide normale

metiltransferasi
SH _/
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RIPARO DELLE MUTAZIONI

DNA Fotoliasi

La formazione di dimeri di Timina puo essere corretta da una
enzima, la DNA fotoliasi, un enzima attivato dalla luce, altamente
conservato dai batteri alle piante ed agli animali (Selby CP, et al.
PNAS 103:17696—700. 2006)

DNA fotoliasi

mero d
mid
a [T [T \TT
i luce i i
radiazioni UV L v o N\ v U sble he
_—

Tuttavia il meccanismo della fotoliasi sembra non essere piu
funzionante negli esseri umani e in altri mammiferi, dove invece
viene utilizzato meccanismo di riparazione dell'escissione
nucleotidica (Lucas-Lledo JI, Lynch M. Mol Biol Evol. 26:1143-53.
2009)



RIPARO DELLE MUTAZIONI

Base Excision Repair (BER)

Il Base Excision Repair (BER) &
responsabile prmupalmente
della rimozione e riparazione di

piccole lesioni di basi che non
distorcono I'elica di DNA, quali
ad esempio:

Basi ossidate

Basi alchilate

Basi deaminate

Lesioni piu ampie che
distorcono l'elica del DNA sono
invece riparate dal sistema
nucleotide excision repair
(discusso successivamente)
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RIPARO DELLE MUTAZIONI

Base Excision Repair (BER)

La base danneggiata e
riconosciuta e rimossa da
una DNA glicosilasi

|l sito apurinico /
apirimidinico (AP site) &
tagliato da una
endonuclease AP

La regione aperta e
successivamente riparata
tramite:

via breve (short patch): una
regione anucleotidica e
chiusa con il corretto
nucleotide

via lunga (long patch): un
piccolo segmento di DNA e
ripristinato

Damaged base schema semplificato

da Wikipedia:

1 Glycosylase

AP site : .
1 AP endonuclease
SloRe
Long Patch | | 1 Short Patch
/ \5' dRP lyase
dRP
Polymerase OH P
(displacing synthesis) : 2 :
Polymerase
T R (nondisplacing synthesi:

Ligase
Flap endonucleasi

B L L
AL L L L L L L1

Ligasel
TTITTLI
L1111




RIPARO DELLE MUTAZIONI

Mismatch Repair (Procarioti)

Nel caso di
misappaiamento tra
nucleotidi, un meccanismo
specializzato nella
correzione € il DNA
mismatch repair (MMR)

E un sistema per
riconoscere e riparare
piccole inserzioni,
delezioni o incorporazione
errata di nucleotidi
durante la replicazione e la
ricombinazione del DNA.

Template strand with N6—methyl Template
correct base adenine \, DNA strand
" A Gt gy
\ T T \ T TTGATC T T
- ot | LIl L] | ICTAG Glpete .
S Tk T
\ \ Unmethylated Newly made
o . Newly made DNA  adenine DNA strand
Replication ' . with incorrect base
fork g 3
@ Muts binds to the mismatch.
5 A P
I [ [ [ [ I TGATE [ [
3. | | | | | | ICTAG | Ll g
Vo —Muts

|

MutH CHg MutL

GATC ’

MutS — A

e MutS bound to mismatch 1
forms a complex with MutL )
and MutH to bring the 5 (

unmethylated GATC close to
the mismatch.

|
| CTAG
|
|

© MutH nicks the unmethylated ‘

DNA strand, and an exonuclease

excises a section of the new DNA [~
strand, including the mismatch. 3

o DNA polymerase 11l and ‘
ligase repair the gap,
producing the correct base pair. {




RIPARO DELLE MUTAZIONI

Mismatch Repair

Misappaiamento

- CH ‘( CH
i L AN =
\ 4
(a) lMutH, MutL, MutS, ATP
_ A ik
—l
NiICk \v/
(b) | Exonuclease |, MutL, MutS,
Helicase, ATP
CHy CHy
S Negli eucarioti:
(c) 1 DNA polymerase lll holoenzyme,
i, D e Omologo di MutS € MSH2
' ' Omologo di MutL e MLHa
(d) ‘Methyltransferase MutH non ha un OmO|OgO
cH CH, eucariotico. La sua funzione di

3
l

endo- ed esonucleasi e assunta
| o dagli omologhi MLHza.

CH, CH,




RIPARO DELLE MUTAZIONI

Escissione di nucleotidi

Thymine dimer
© UVrAB scans an d 5 Al—F+ B Y
. : UwaBscansand & T M e T T T TIT]
Nel caso di eventi che 3 L :

complex

causano la deformazione R v
della doppia catena di R
DNA, ad esempio in
seguito a formazione di o o+
dimeri di Timina,
interviene un processo di

5Cut 3’Cut

riparo che ripristina la ostwjzd%d S T LTI T T
doppia catena T T
originaria, chiamato O oNesamersset S T 1# [T §
Nucleotide Excision F
Repair (NER) o |
’ O o ket . I

repair is complete.



RIPARO DELLE MUTAZIONI

Escissione di nucleotidi

Danni causati dalla PUGGNER | TCR-NER
f rm . n d . L(e(sjioni ((:jausale da raggi UV Lelsiogi che bloccano I'allungamento
es. dimeri di pirimidina) delle RNA polimerasi (lesioni causat
O aZIO e I e .- gaeraggi L?\c/):': d(earitLé::BQQidaa?ivo)e

X

dimeri di pirimidine . ) ;3§
P I AT T I 10

S O n O C O r rett | L’intero genoma Il DNA trascritto
essenzialmente l 7,'““”38 l @ alungamento

tramite il sistema g A) ,
nucleotide excision ' —“Llllle, S S 21
repair (NER)

CSA
TFIIH
XPG e altri




RIPARO DELLE MUTAZIONI

Escissione di nucleotidi

La riparazione

dell'escissione nucleotidica s ‘E;_fw » ,h t
negli eucarioti puo essere (ad es. dimeri i pirmidina) delle RNA polimeras (iesoni causate
. . . . da raggi UV o da stress ossidativo)

suddivisa in due sottovie: \
[T JITT [1 LIITTTTH Jml [T

NER genomico globale

L’intero genoma Il DNA trascritto

(GG-NER) "
NER accoppiato alla l XPC"““R”B l G alungamento
trascrizione (TC-NER). /

S A)

Le due vie differiscono nel v I, Cp ST
modo in cui riconoscono il
danno al DNA ma
condividono lo stesso
processo per la riparazione
della lesione.

CSA
TFIIH
XPG e altri




RIPARO DELLE MUTAZIONI

Escissione di nucleotidi

Global genomic NER (GG-NER) repairs s
damage in both transcribed and ndioel owsenke tracil 117
untranscribed DNA strands in active and ‘ades'di”“"’”ip"""“‘““a’
inactive genes throughout the genome. L
This process is not dependent on [T T [
transcription. B e
XPC-hHR23B
This pathway employs several "damage l ﬂ
sensing" proteins including the DNA- - %) :
damage binding (DDB) and XPC-Rad23B + LT, ST

complexes that constantly scan the

genome and recognize helix distortions:

the XPC-Rad23B complex is responsible

for distortion recognition |




RIPARO DELLE MUTAZIONI

Escissione di nucleotidi

Transcription coupled NER (TC-NER)

initiates when RNA polymerase stalls at |
a lesion in DNA: the blocked RNA 5:§°§N?§5E‘;°él:§sjgz%°
polymerase serves as a damage ” -
recognition signal, which replaces the TTTTTT0 ,
LOTATTTI HHL [TI11
need for the distortion recognition I DNA trascritto
properties of the XPC-RAD23B and DDB APl fse
complexes.

CS proteins (CSA and CSB) bind to DNA
damage sites instead of XPC-Rad23B.

NER repairs the transcribed strands of
transcriptionally active genes faster than
it repairs nontranscribed strands and
transcriptionally silent DNA.




RIPARO DELLE MUTAZIONI

Escissione di nucleotidi

Upon identification of a
damaged site, repair
proteins are recruited on
site to:

verify presence of DNA
damage;

excise the DNA ‘
surrounding the lesion;

fill in the repair patch.




/ Wiki diagram
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KU70/KU80
DNA-PKcs
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Nel caso di rotture del
doppio filamento, due
SONO | meccanismi I Easmcon s e

Recognition

filament promoting factors
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RIPARO DELLE MUTAZIONI

Non-Homologous End Joining

| NHEJ
Questo meccanismo e portato a
produrre errori: ad esempio iz | ) e
traslocazioni o inversioni A6
cromosomiche. |
Inoltre al punto di giunzione dei 9 ¢
due segmenti di DNA, la —

sequenza nucleotidica risulta
spesso alterata per la presenza di
piccole delezioni o inserzioni

Rappresenta un meccanismo
estremo di salvataggio




RIPARO DELLE MUTAZIONI

Homologous Recombination

[ HR
Il meccanismo che e in
grado di correggere in v i TR
maniera appropriata le
rotture della doppia elica e mmmmmrr" .
la ricombinazione omologa S
— Same
Questo complesso | 2T
meccanismo e in grado di " R
ripristinare la struttura | &
cromosomica e la sequenza v Sommese DL
. . N junzione di Holliday -
del DNA impiegando la 1
sequenza omologa come P —
d J T Y
stampo per produrre e
fedelmente la nuova catena . Conptamart




TP53

Funziona da snodo centrale per coordinare gli eventi cellulari
messi in atto in risposta a segnalazioni di danni al DNA

[ Alterazioni del DNA J

In risposta a 1

Ganntal ONA, | mse |
danni al DNA, p53 1753

attiva l'espressione

di geni implicati Se non ripararati,

t otk oyt (" Ciclo cellulare ) @ tosi ) :
nella inibizione L ) \SEAPORIOSI B promuove il
della replicazione /R_._\ p processo di apoptosi

| eplicazione Riparazione e
del DNA e del ciclo y petaz) o morte cellulare

del DNA 4 Kncombmazmne del DNl}/
cellulare b

Lascia il tempo alla cellule
per riparare i danni



MUTAZIONI: Frequenza

Errori Spontanei avvengono Scally A. Current Opin Genet Dev.
durante la replicazione o la 1ofe= e 2
riparazione del DNA 0s} iy o | —

el pemc m
Tali errori avvengono con ol e e R Sy

una frequenza di circa
0.5X10-°
per nucleotide/ anno

0.6

0.5}

.0.<++ b

mutation rate (per bp per year)

[ ] ]
Mediamente, ogni gene 03} i
puo pertanto subire piu di o2}
105 mUtaZiOni nel corso REF: [3] [4] (5] [5] [6] (7] [15)([13] (8] [9] (18] [18] [10] [16] [14] [11] [12]

2010 2010 2010 2010 2011 2012 2012 2012 2012 2014 2014 2014 2015 2015 2015 2015 2016

della vita di un uvomo

In caso di difetti in geni del riparo del DNA, la frequenza di
mutazioni e piu alta rispetto alla norma




MALATTIE ASSOCIATE A DIFETTI

NEL RIPARO DI MUTAZIONI

Alterazioni in geni del riparo del DNA sono associati ad un'alta frequenza
di aberrazioni cromosomiche e mutazioni geniche; la maggior parte e
anche associata a una maggiore predisposizione al cancro.

Malattie associate a GG-NER Malattie associate a TC-NER

Mutazioni in proteine Mutazioni in proteine
coinvolte in GG-NER sono coinvolte in TC-NER sono
responsabili di molteplici responsabili di molteplici
patologie genetiche, tra cui: patologie genetiche, tra cui:

Xeroderma pigmentoso (XP): Cockayne syndrome (CS):
fotosensibilita grave, alti tassi fotosensibilita, ritardo

mentale, caratteristiche simili

di cancro in aree del corpo : : _
alla progeria, microcefalia

esposte al sole




MALATTIE ASSOCIATE A DIFETTI

NEL RIPARO DI MUTAZIONI

Alterazioni in geni del riparo del DNA sono associati ad un'alta frequenza
di aberrazioni cromosomiche e mutazioni geniche; la maggior parte e
anche associata a una maggiore predisposizione al cancro.

Malattie associate a
difetti nel MMR

Mutazioni in proteine coinvolte in
Mismatch Repair sono responsabili
di:

Sindrome di Linch o Hereditary non-
polyposis colorectal cancer (HNPCCQ):
causata da mutazioni in geni MSH2,
MLH1, MSH6, PMS2




MALATTIE ASSOCIATE A DIFETTI

NEL RIPARO DI MUTAZIONI

Alterazioni in geni del riparo del DNA sono associati ad un'alta frequenza
di aberrazioni cromosomiche e mutazioni geniche; la maggior parte e
anche associata a una maggiore predisposizione al cancro.

Malattie associate a difetti di HR

Mutazioni in proteine coinvolte in ricombinazione omologa
sono responsabili di :

Breast Ovarian Cancer Fanconi anemia: causata

syndrome: causata da da geni (almeno 22 noti)
mutazioniin BRCA1/ coinvolti nel riparo del DNA

BRCA2 ed altri geni tramite ricombinazione
omologa; leucemie acute
sono la principali neoplasie
In questi pazienti




MALATTIE ASSOCIATE A DIFETTI

NEL RIPARO DI MUTAZIONI

Alterazioni in geni del riparo del DNA sono associati ad un'alta frequenza
di aberrazioni cromosomiche e mutazioni geniche; la maggior parte e
anche associata a una maggiore predisposizione al cancro.

Malattie associate a difetti Malattie associate a difetti nel
nella percezione del danno al | coordinamento della risposta cellulare
' DNA al danno del DNA

Ataxia telangiectasia: Sindrome di Li Fraumeni: causata da
causata da mutazioni nel mutazioni nel gene TP53, implicata nel
gene ATM, in grado di sovraintendere e coordinare
percepwe e Segnalare dann| (CheCkDOInt) gll eventi dl rlparo e

al DNA. E causa di leucemie replicazione del DNA. Mutazioni in
TP53 aumentano il rischio di ogni tipo
di tumore, in particolare tumori
mammari, leucemie e sarcomi;







