9. Le Mutazioni ed i sistemi di Riparazione del DNA
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Polimorfismi

Alterazioni fenotipiche
Basi molecolari della variabilita genetica

Mutazioni sporadiche

Alterazioni funzionali
Basi molecolari delle malattie genetiche

Le mutazioni possono originarsi da appaiamenti non corretti
durante la replicazione.

Il tasso di errore é di 1 nucleotide errato su 107 incorporati

DISTRIBUZIONE GENOMICA DELLE MUTAZIONI
Le mutazioni non sono distribuite casualmente ed uniformemente nel genoma.

L’incidenza delle mutazioni nei diversi loci dipende da diversi fattori:
- dimensione del locus considerato

- capacita codificante o meno

- caratteristiche di sequenza.
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ZONE CALDE DI VARIABILITA?
(HOT SPOTS MUTAZIONALI)

Il tasso di mutazione varia in regioni geniche diverse
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Classificazione delle MUTAZIONI

TIPO CELLULARE DA CUI HANNO ORIGINE

ESTENSIONE DELLA REGIONE BERSAGLIO

SPONTANEE O INDOTTE




TIPO CELLULARE DA CUI HANNO ORIGINE

Mutazioni somatiche:

compaiono nelle cellule somatiche (non destinate alla
riproduzione gamica)

sono osservabili direttamente

in genere terminano con la morte dell’ individuo:

Non trasmissibili (es.: tumori).

Mutazioni ereditarie:

alterano il patrimonio genetico

vengono trasmesse ai discendenti nei quali si
riscontrano i loro effetti, che colpiscono tutte le
cellule.
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ESTENSIONE DELLA REGIONE BERSAGLIO
3 tipi di mutazioni:

mutazioni geniche
mutazioni cromosomiche

mutazioni genomiche

Mutazioni geniche (o puntiformi)

cambiamenti nella sequenza delle basi con
conseguente alterazione dell” informazione
genetica ivi residente.

dovute in gran parte alla sostituzione di una
singola base nucleotidica del DNA con
un’ altra

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




Sostituzione di una base nucleotidica con un’ altra

La sostituzione di una base pud avere conseguenze piu o
meno grandi sul prodotto finale (la proteina specificata da
quel gene). In base alle conseguenze se ne distinguono tre
tipi

* mutazioni silenti

* mutazioni di senso

e mutazioni non senso

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 é degenerato)
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Le sostituzioni silenti riguardano la terza base del codone, quella
che varia tra codoni diversi che specificano lo stesso aminoacido




Mutazioni di senso. Nella maggior parte dei casi la nuova tripletta
codifica per un diverso aminoacido

UAU=>UCU
Tyr Ser

La proteina avra quindi lo stesso numero di
aminoacidi ma una sequenza che differisce per un
' aminoacido

la gravita degli effetti di una sostituzione dipendera dalla somiglianza tra
I" aminoacido sostituito e il nuovo e dalla posizione della sostituzione

valina al posto di
glutammato in
posizione 6 filamento singolo di un gene
normale per la globina [ GLU

GTGCACCTGACTCCTG?GGAG---

anemia falciforme
GTGCACCTGACTCCTGTGGAG---

filamento singolo di un gene L
mutato per la globina 8

unico nucleotide
cambiato (mutazione)




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)

UAU=>UAA
Tyr Stop

Mutazioni Puntiformi
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Delezione o inserzione di una base
(mutazioni per spostamento della griglia di lettura)
Errore per inserzione di una base in pit nella sequenza del DNA.
Errore per perdita di una base (durante la replicazione o durante la
riparazione del DNA)
In entrambi i casi la lettura di tutta la sequenza che segue viene
completamente alterata

r_A (inserzione)

|A U G”A G G”A C U||C C C”G G A”U U A|
Met Arg Thr Pro Gly Leu

[A U G|[A G GJA ACJ[U C C|[C G GJA U U]A

Asp Ser Arg Iso




(D) Mutazione frameshift

Sequenza normale ATG AAA GAG UAU

delle basi: Met Lys Glu Tyr
Aggiunta ATG AAG AGA GUA U
di una base: Met Lys Arg Val
Delezione di una base ATG AAG AGU AU
(manca una A): Met Lys Ser

Esistono 4 tipi principali di mutazione della struttura dei

cromosomi

Mutazioni cromosomiche

e delezione
e duplicazione
* inversione

e traslocazione

10



fal =
(Delez»one ¢ la perdita di un segmento di un cromosomaj
V
NEENEED — G@EEEED
Nt
N
B Perso

bl

...esi
riuniscono
scambiando

v 1 ;
* ISe»gmentnv
ABICDEF G T O oot
—
A BCDIEF G A BC DGDEFG
f

g T : Y
Duplicazione e delezione si verificano quando
cromosoml omologhi §§ rompono in punti diversi..,

le) r =
Una inversione consiste nel reinserimento
Ldu un segmento rotto in modo invertito,

— . \F N\
NEEREED — @@EERRED

Id
Una traslocazione reciproca tra cromosomi non omeotoghi
sl verifica quando questl scamblane tra loro frammenti.

; \
ABCDEFG
—

H1J KGDERG
4

1)
2)

Delezione. Parte del cromosoma (e quindi delle basi del DNA) viene
perduta. Tutti i geni contenuti nella parte interessata dalla delezione
vanno perduti e quindi non possono esprimersi nel fenotipo

abcdefghilmnopqrlexIvz

abcdefghilmnopqrsvz @

Cromosomi pili corti

Formazione di un’ ansa alla meiosi di una delezione
eterozigote

La delezione di un segmento cromosomico contenente il mm s
centromero causa in meiosi la perdita dell’ intero
cromosoma
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Duplicazione. Parte del cromosoma viene duplicata. |
geni contenuti nella parte interessata sono duplicati. La
cellula contiene tre o quattro copie di ciascun gene. Danni
alla cellula: sistemi di regolazione alterati

1) abcdefghilmnopqrstuvz

2) abcdefgefghilmnopqrstuvz

Inversione. In seguito ad una rottura, una parte del cromosoma
viene riunita in posizione invertita.

Non ci sono gravi conseguenze per la cellula.

Ma non pud avvenire crossing over: non si appaia con cromosoma

omologo
1) abcdefghilmnopqrstuvz
2) abcdefghilmno stuvz
ON
Q

3) abcdefghilmnorqpstuvz
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Traslocazione. In seguito ad una rottura, una parte del cromosoma
si stacca e viene inserito in un cromosoma diverso. Le traslocazione

possono rendere complicato |” appaiamento dei cromosomi durante la
meiosi

abcdefghilmnopqrstuvz
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2) N
ABCDEFGHILMNOPQRSTUVZtuvz
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SPONTANEE O INDOTTE

spontanee:
Duplicazione

3 miliardi di coppie di basi devono essere replicate
ad ogni divisione cellulare, in un periodo di 2-3 ore.
Con una velocita di circa 100.000 bp/sec.
Avvengono casualmente degli errori

Ricombinazione

Processo fondamentale per generare “diversita
biologica”, a causa della struttura di particolari
regioni genomiche, & un’altra fonte di possibili errori.
Segregazione

Processo finale della mitosi e della meiosi.

Avvengono casualmente degli errori che portano
ad una errata ripartizione dei cro

indotte da agenti mutageni di natura fisica o chimica:

1)Radiazioni ionizzanti: secondo intensita e durata possono causare mutazioni
- cromosomiche (traslocazioni e delezioni)

- geniche (alleli mutati dannosi, attivazione di alleli letali, ... )

- somatiche (tumori, ...)

1) Raggi ultravioletti (UV, spec. tipo B e C): causano fenomeni di inserzione-delezione,
alterando il codice (es. sterilita e neoplasie maligne).

2) Agenti alchilanti: composti chimici con azione mutagena efficace, causano aploidizzazion
e mutazioni gnomiche (es. iprite, azoiprite, e i solfonati di etile = impiego bellico).

3) Agenti alteranti della mitosi (colchicing, idrato di cloralio, ... ): intervengono nella mitosi

provocando poliploidizzazione. Sostitutori di N-basi (bromuracile, acido nitroso, etasolfonat
di etile, NH20H): causano sostituzioni di N-basi.
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DANNI AL DNA

A% & A

Type of Damage: Double-strand break Chemical bond between Chemical modification Chemical Linkage of
neighboring nucieotides of a nucleotide Two Strands
.+ Nomal calular activity + Uhraviolet (UV) ight " " \ spacies (ROS) +  Reactve oxygen species (RDS)
Common Causes: | Tonzing -aa"-atm.':vt;uarq X . m&:fg&‘:@m . C?em::!\;;;ib( dugs 4
rays) + Other celular and environmertal + Cther celular and environmental
+  Chemotherpautic drugs —— chemicals
+ DA repair of other types of . 'Y'cnnr:I v:wfxil-urs that
damage regulate what genes are active
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2. ALCHILAZIONE
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Ossidazione: Il DNA viene attaccato da forme di ossigeno
reattive (O3, H.0,, OHe) Sono generati da radiazioni
ionizzanti e da agenti chimici che generano radicali liberi.

Transition
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4. RADIAZIONI
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RAGGI X

X ray
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5. ANALOGHI DELLE BASI
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5. AGENTI INTERCALANDTI
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SISTEMI DI RIPARAZIONE
DEL DANNO AL DNA

¢ Riparazione diretta:
Fotoriattivazione
Rimozione del gruppo metilico

¢ Riparazione per escissione

* Riparazione per Ricombinazione
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Riparazione diretta:

RISOLUZIONE DEI DIMERI DI

Fotoriattivazione
TIMINA CAUSATI DA UV

uv
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Riparazione per escissione delle BAS/
BER: Base Excision Repair

e Plelieies
t
L]
[

-
BASE DANNEGGIATA '

slelele

NN
RN

BIEPEEE

(b)
EEEEE,
1]
'
JlolGlelofolcs
DX NTP»
@ polymersse L deoxyribese phosphate - dNMPs

New DNA \;g\i(k

EEEIRIIRE @6,
' P

[ T
®|® @‘.(Eﬂ@!i I@L"‘T elcielo

{ 6
] H P : Tiid
elelel QX@‘.Q’T’I@I@,@',@.@'.@.@}?

NB

AP= APurinico or APirimidinico
(A =senza)

]

Riparazione per escissione
dei NUCLEOTIDI (NER)

In E. coli intervengono 4 proteine:
UvrA, UvrB, UvrC e UvrD

negli eucarioti il sistema é simile
ma intervengono altre proteine!

DNA
elicasi UvrD

DNA pokirr
DNA lig
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Riparazione per escissione MutS - lega il mismatch

MutlL - collega MutH and Mut$S

Mismatch Repair (MMR) MutH - lega GACH3TC
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Riparazione delle rotture a doppio filamento
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(B) HOMOLOGOUS END-JOINING
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Inizio della HR
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