MUTAZIONE

Una mutazione puo essere definita come il processo
che determina una variazione strutturale del
materiale ereditario (DNA)

 E’ un elemento fondamentale dell’evoluzione
e E’spesso la causa di una malattia ereditaria

o E’ alla base della variazione individuale degli
organismi viventi
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Mutazioni geniche

» Sostituzioni di basi (missenso, non
senso, frameshift, splicing,
dinamiche, neutre)

» Delezioni
* Inserzioni
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e Le mutazioni di stop sono quelle che
creano un codone non senso: UAG,
UGA,UAA provocano la terminazione della
sintesi di quella proteina. In realta non

crea una proteina tronca, perché la cellula
degrada gli RNA messaggeri che
contengono siti di stop prematuri




Gene AR: recettore degli androgeni

AR: Xqgll-g12
Il recettore viene attivato dal DHT e stimola a sua

volta la trascrizione di geni che favoriscono il
differenziamento sessuale maschile

All'interno di guesto gene sono state caratterizzate
mutazioni di diversa natura:

Mutazioni con perdita di funzione: sindrome
da insensibilita agli androgeni e sviluppo
anatomico in senso femminile

Mutazioni con perdita parziale della funzione :
varieta di stati sessuali ambigui




3.

4.

6.

Espansione della tripletta CAG nell’esone 1 del

gene : atrofia muscolare spinobulbare X-linked
ad insorgenza tardiva.

Guadagno di funzione: la proteina e tossica

per i neuroni e in piu lievi segni di deficienza di
androgeni perché I'espansione modifica

dominio attivazione della proteina

Normale variazione delle ripetizioni della
tripletta CAG media la variazione della risposta
agli androgeni: le ripetizioni brevi mediano una
risposta forte e viceversa

ruolo nella suscettibilita alla calvizie maschile




Perdita/acquisizione di
unzione

> Il prodotto puo avere una riduzione o
perdita di funzione

Il prodotto puo funzionare in modo
anomalo, e quindi acquisire una diversa
funzione







Perdita di funzione

» Fenotipi recessivi per cui la meta del
prodotto normale e sufficiente, ma a
volte tale aploinsufficienza determina
un fenotipo anomalo e si eredita come

carattere dominante. Inoltre il prodotto
dell' allele mutato puo avere effetto
dominante negativo perché impedisce il
funzionamento del prodotto dell’ allele
normale




Effetto del tipo e della localizzazione delle mutazioni sulla

Mutazione extragenica

Delezioni di uno o piu geni

Delezioni di un esone

Delezioni di un gene

Mutazione intraesonica

Mutazioni del sito di splicing

Mutazioni nel promotore

Mutazione nel codone di
terminazione

Mutazione nel segnale di
poliA

funzionalita genica

Nessun effetto

Abolizione o modificazione

Alterata dose genica

abolizione

Abolizione o modulazione
dell’espressione
Abolizione o modulazione
dell’espressione

modificazione

Abolizione o modulazione
dell’espressione

raramente possono inattivare
elementi di regolazione
necessari per I’espressione di
quel gene

Slittamento modulo di lettura,
proteina instabile

Perdita/cambiamento di aa
importanti

Slittamento codice di lettura
Introduzione di codoni di stop

GT/AG

La delezione completa ne
abolisce la funzione

Vengono aggiunti aa dinche
non viene raggiunto un altro
sito di stop

La delezione completa ne
abolisce la funzione
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Structure
Double-stranded, circular molecule: Except for D-loop which is triple stranded
16,569 nucleotide pairs
Copies
2 1o 10 in each mitochondrion
> 1,000 in each cell
Strands: Heavy (H) strand: Rich in guanines; 28 genes

Light (L) strand: Rich in cytosines; 9 genes
mtDNA encodes for 37 gene and for 13 of mitochondrial peptide subunits,
involved in mitochondrial respiratory-chain complex
Remaining > 67 OXPHOS subunits are nuclear encoded
rRNAs: 2
TRNAs: 22
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Figure 1 Family tree displaying maternal inheritance of the mitochondrial chro-
mosome through three generations.




DELLENDOSIMBIOSI

» Le cellule precursori delle c. eucariotiche
erano anaerobe e con il progressivo accumulo
di ossigeno nell'atmosfera e cresciuta la loro
necessita di acquisire la capacita di funzioni
ossidative. Quindi il processo di selezione ha
fatto in modo che sopravvivessero solo quelle
che per endocitosi avessero incluso al loro
interno questi elementi procariotici aerobi




OMOPLASMIA ED ETEROPLASMIA

- Si ereditano 23 molecole di DNA nucleare
(cromosomi) da ciascun genitore e circa 100.000
molecole di mtDNA dall'ovocita materno.

* Negli individui normali il 99.9% delle molecole di
mtDNA sono identiche (OMOPLASMIA). Se insorge
una nuova mutazione questa si diffonde nella
popolazione di mtDNA si avranno 2 genotipi ciascuno
coh una sua frequenza (ETEROPLASMIA) La velocita
di fissazione di una nuova mutazione nel genoma mit
risulta un processo circa 10 volte piu rapido di quella
riscontrata per le mutazioni nucleari Questo perché
dopo la fecondazione I'ovocita da 100.000 molecole di
mtDNA arriva ad averne 100-500 copie (COLLO DI



















Classificazione genetica delle
malattie mitocondriali




* Encefalomiopatie

* Encefalocardiomiopatie










156 M. Zeviani and S. Di Donato

ig. 2 (A-C) Serial transverse sections of a biopsy from the vastus lateralis muscle of a 18-year-old patient with MERRF: modified Gomori
ichrome stain (A); COX stain (B); SDH stain (C). Note absent COX activity, and increased SDH activity in the RRF at the centre

f the figure. (D) Transverse section though the periphery of the RRF in (A) shows numerous enlarged mitochondria, many of which
ontain paracrystalline inclusions. (Courtesy of Dr Marina Mora, Laboratory of Muscle Biology).




ceElaiomiopatie
| gdella malattia

 Malattie che si presentano alla nascita

 Malattie che si presentano durante
I'infanzia o nell’adolescenza




- malattie dovute a riarrangiamenti del DNA mitocondriale
su larga scala (delezioni e duplicazioni), eredita sporadica

- malattie dovute a mutazioni puntiformi
eteroplasmiche/omoplasmiche, eredita materna

- malattie dovute a difetti di geni nucleari (eredita mendeliana)




Malattie dovute a riarrangiamenti del
DNA mitocondriale su larga scala

fenotipo: atassia, neuropatia, PEO, degenerazione del
pigmento della retina, cardiomiopatia, bassa statura, RRFs

fenotipo: anemia sideroblastica

fenotipo: oftalmoplegia esterna e progressiva, miopatia e
Intolleranza all’esercizio fisico




Malattie dovute a mutazioni puntiformi
eteroplasmiche del mtDNA




Malattie dovute a mutazioni puntiformi
eteroplasmiche del mtDNA




Malattie dovute a mutazioni puntiformi
omoplasmiche del mtDNA




Malattie dovute a mutazioni
del geni nucleart




L'’ATASSIA DI FRIEDREICH:
UN ESEMPIO DI MALATTIA
MITOCONDRIALE




L’atassia di Friedreich (omim 229300)

Autosomica recessiva

Incidenza: 1/30000-1/50000 nati vivi (Italia:
1/22000-1/25000). Frequenza minore nelle
popolazioni asiatiche e africane

Insorgenza solitamente prima del 20 anni —
atassia e scoliosi (varianti rare: insorgenza fino
a 50 anni o entro la prima decade di vita)

Durata della vita ridotta




Manifestazioni cliniche




Alterazioni biochimiche e
cellulari




 Mutazioni del gene FRDA (locus 9913; 7 esoni,
di cui il 6 non codificante; due splicing
alternativi), che codifica la proteina
FRATASSINA

 [Eterogeneita genetica:

- In una piccola percentuale di casi e coinvolto
un locus in posizione 9p23-pll: FRDA2

- <1% dei pazienti non ha alterazioni né di
FRDA, ne di FRDA2




Mutazioni del gene FRDA:
espansione della tripletta GAA







|_'espansione della tripletta GAA interferisce con
a trascrizione del gene FRDA = alterazione del

orocesso di elongazione del trascritto

_a riduzione della trascrizione del gene FRDA e
oroporzionale alla lunghezza dell’espansione
della tripletta

e Nel malati = notevole riduzione del livelli di
fratassina
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e Finora note 17 mutazioni puntiformi che
colpiscono residul conservati

 Mutazioni troncanti di solito nell’esone 1,

mutazioni missenso di solito negli ultimi 3
esoni

o Effettl: alterazione del processi di splicing,
della maturazione e/o della stabilita della
proteina fratassina




* Riduzione del livelli di fratassina e fenotipo
proporzionali alla lunghezza dell’espansione
GAA:

- con ripetizioni <500 pb insorgenza piu tardiva e

fenotipo piu lieve

- con lunghezze > 500 pb insorgenza piu
precoce, decorso piu rapido, maggiore
Incidenza di diabete, cardiomiopatia e scoliosi,
maggiore alterazione del riflessi




L ocalizzata sulla membrana mitocondriale
Interna; 210 aminoacidi

Prodotta come precursore; processamento in
due passaggi da parte dell’enzima MPP

(mitochondrial-processing peptidase)
Elevato livello di conservazione nell’'evoluzione

Sedi di espressione: cuore, muscolo scheletrico,
fegato, grasso bruno, pancreas e rene. Sistema
nervoso centrale: midollo spinale, cervelletto,
corteccia cerebrale




_e manifestazioni patologiche derivano dalla
nerdita della fratassina e/o della sua funzione

| meccanismo patogenetico non e ancora noto
= numerose Ipotesi sul ruolo della fratassina:

Trasportatore mitocondriale del ferro

Proteina coinvolta nella formazione del gruppi
-e-S

Proteina legante gli ioni ferro

Proteina coinvolta nella risposta agli stress
ossidativi




 Nel malati: accumulo di ferro nel mitocondri
(cuore e sistema nervoso) e maggiore quantita
sierica del recettore della transferrina

Ipotesi: la fratassina e coinvolta nel trasporto

mitocondriale del ferro

= nel malati I'eccesso di ferro reagisce con
H,O, (prodotto della respirazione ossidativa) e
catalizza la formazione di radicali idrossilici =
perdita del mtDNA e degli enzimi con il gruppo
Fe-S a causa dello stress ossidativo




* Nei malati c’e un deficit degli enzimi che
contengono gruppi Fe-S nei siti catalitici

Due Ipotesi:

- Poiché i1 gruppi Fe-S sono molto sensibili ai
radicali liberi, | deficit enzimatici sono causati
dallo stress ossidativo conseguente
all'accumulo di Fe

- La fratassina svolge un ruolo nella sintesi del
gruppi Fe-S




e Sembra verosimile che I mitocondri possiedano
un meccanismo per legare il ferro libero e per
rilasciarlo quando e necessario

e Nel malati I'accumulo di ferro nel mitocondri

potrebbe essere dovuto al deficit di questo
meccanismo

* |potesi: |la fratassina ha la funzione di legare |l
ferro mantenendolo solubile e biodisponibile




vc La fratassina sembra svolgere un ruolo sia nella
formazione deil gruppi Fe-S, sia nell’attivazione
dei meccanismi di difesa dagli stress ossidativi

Y< || deficit di fratassina determina gravi alterazioni
negli enzimi mitocondriali e nelle loro funzioni,
sia a causa dei problemi nella loro sintesi, sia a
causa del danni ossidativi. Le alterazioni
enzimatiche causano anche 'accumulo di ferro
mitocondriale, che contribuisce ad ulteriori danni
ossidativi.




