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La malattia deve essere classificata a partire dallevento che la causa, € non deve essere dato
per scontato che la stessa malattia abbia la stessa cura per tutte le persone; questo sia perche
la stessa malattia puo avere una causa diversa e sia perche la farmacocinetica del farmaco puo
essere diverso da persona a persona a causa del diverso patrimonio genetico. Ad oggi. grazie alla
farmacogenetica, € possiblle persondlizzare le terapie sulla base delle caratteristiche personali del
paziente. Questo ¢ possibile sia attraverso biopsie, ma anche a partire dal DNA estratto dai
linfoctti del sangue.

ogni - cromosoma) un owlo € uno spermatozoo. Quando lo
spermatozoo riesce a fecondare la celllla vovo, essa diventa uno zigate, che conterra 2 copie di ogri
cromosoma. Successivamente questa cellla inziera a moltiplicarsi diventando morula, embrione,
feto ete. fino ad un organismo adutto, in cui le cellule comunque saranno in continua riproduzione per
rimpiazzare quelle morte, danneggiate o che vengono perdute.

Le cellle possono essere danneggiate anche a causa di agenti esterni (sostanze che modificano i
DNA, radiazioni ionizzarti), ma esistono meccanismi atti ad allonfanare le sostanze tossiche, come
pompe attive, e meccanismi di controllo € correzione delle mutazioni genetiche, che di solito sono in
grado di viparare i| DNA mutato. In caso il danno al DNA non sia riparabile si attivano forme di
morte cellllare programmata, come apoptosi, atte a proteggere lorganismo.
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Il codice genetico ¢ organizzato in cromosomi, cioe lunghe sequenze di DNA. T cromosomi
contengono i geni, sequenze nucleotidiche di DNA che codificano la sequenza primaria di un prodotto
genico finale, come un polipeptide. T geni sono quindi dei manuali di isteuzioni per produrre le
profeine necessarie ala vita della celula, e confiene anche delle parti che non codificano
diretfamente la proteina (introni), ma deferminano quanto quel gene deve venire espresso, in quale
momentto, da quali cellle, grazie a quali stimoli quali parti sono necessarie per produrre una
profeina o un'attra ete. Negli esseri umani solo 11-2% del genoma codifica proteine, quindi il 48-94%
del genoma non codifica diretfamente proteine, ma contiene tra le attre cose geni non codificanti e
sequenze regolatorie.

II codice genetico € uguale in tutte le celule (ed ¢ uguale per 1 995% tra tuth gl esseri umani),
ma esistono allinferno del nostro organismo numerosi fipi di celllle con differenze strutturali e
funzionali. Questo ¢ possible grazie alla regolazione epigenetica, cio¢ alla possibilita che allinterno
della celula non tutti i geni vengano letti, ma la cellula usera solo quelli necessari. Aleuni geni vengono
espressi sempre da futte le celule (ad esempio quelli per Il metabolismo del glucosio), mentre aftri
geni sono Tessuto—specifici



Le celllle somatiche si dividono per mitosi (ogni cellula Figlia ha lo stesso numero di cromosomi della
celula madre), mentre le celue della linea germinale si viproducono per meiosi (ogni cellla figlia
contiene la meta dei cromosomi della cellula madre). Le informatzioni per la mitosi sono confenvte su
geni diversi dal quelle per la meiosi, e quindi le celllle che fanno parte della linea germinale hanno
attivi solo i geni per la meiosi, mentre le cellule somatiche solo quelli per la mitosi
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TI DNA (acido desossiribonucleico) € un polimero formato da due catene polinucleatidiche che si
avvolgono tuna attorno allaltra formando una doppia elica. Contiene le istruzioni genetiche per lo

sviuppo, il funzionamento, la crescita € la viproduzione di tutti gli organismi. T nucleotidi del DNA *

sono molecole formate da una base azotata (citosina [C], guanina (6] adenina [A] o fimina [T1), uno
zucchero (desossiribosio) € un gruppo fosfato. T nucleotidi dellRNA (acido ribonucleico) sono simili, ma
lo zuechero ¢ il vibosio € Pueacile [U] sosttuisce sempre la fimina (Tl

T legami formati tra zuechero e gruppo
fosfato sono legami fosfodiesterici tra il 3°
carbonio di uno zuechero € il 5° carbonio dello
zuechero  adiacente.  Pertanto,  qualsiosi
flamento di DNA ha unestremita alla quale ¢
presente un gruppo fosfato (-P0,) attaccato
al carbonio 5' di uno zuechero € laltra estremita
con un gruppo ossidrile (~0H) legato al carbonio 3
di uno zuechero. In una doppia €lica di un acido
nucleico, la direzione dei nucleotidi in un filamento ¢
opposta alla loro direzione nellaltro Flamento i
flarmenti sono antiparalleli
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T nueleotidi sono wniti Puno allaltro in una catena da
legami covalenti ra lo zuechero di un nucleatide e il
fosfato del successivo. Le basi azotate dei due filamenti
sono legate insieme con legami idrogeno per formare
doppio Flamento, secondo la regola di appaiamento delle

basi (A con T € C con G).
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Tl codice genetico sono le regole vtilizzate universalmente da tuti gli esseri viventi (tranne aleuni
batteri che hanno delle variazioni) per tradurre le informazioni contenute nel materiale genetico in
profeine. Nel DNA € nellRNA le informazioni sono seritte sotto forma di nucleotid, che grazie alle
diverse basi azotate permettono di creare una sequenza universalmente riconoscivta € Tradotta
allo sfesso modo da quasi tutti gli esseri viventi (esistono eccezioni per aleuni microorgarnismi).

Un solo nucleotide non sarebbe in grado di codificare un amminoacido, dato che le profeine sono
formate da 20 diversi amminoacidi. Neanche 2 nucleotidi sarebbero sufficienti, perche le possibil
configurazioni sarebbero 42 = 0. Sono quindi necessari 3 nucleotidi per codificare in modo univoco un
amminoacido, potendo creare 4 = 04 configurazioni diverse.

Una sequenza di 3 nucleotidi ¢ tunita codificante, ¢ viene chiamata
codone, o tripletta. Dato che esistono piv combinazioni possibil
rispetto agli  amminoacidi, aleuni amminoacidi - vengono
codificati da piv codoni, quindi 1 codice genetico ¢
ridondante, o degenerato.

OHre alle triplette che codificano un amminoacido,

UGA), che non codificano nessun amminoacido €
“cavsano Il fermine della sintesi profeica. Esiste
anche una fripletta di start, che indica qual ¢ la
posizione da cui iniziera la lettura (ma da solo non ¢
in grado di far partice il processo di traduzione). 11
codone di start ¢ AUG, € corrisponde allamminoacido
metionina.
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Durante la maggior parte del ciclo celulare i DNA ¢
organizzato in cromatina, un complesso DNA-profeine, e solo

durante la divisione celllare la cromatina condensa nei cromosomi
L'organizzazione in cromatina serve per evitare che | DNA si aggrovig e per regolare
lespressione genica € la replicazione del DNA. Esistono due 1ipi di ecromatina. Leucromating ¢ la
forma di DNA meno compatta e contiene geni che sono frequentemente espressi dalla cellula.
Leterocromatina ¢ la forma piv compatta e contiene DNA raramente trascritto. Questo significa
che la compattezza della cromatina indica la disponibiita dei geni ad essere fraserith, quindi
leveromatina ¢ la parte di DNA disponibile epigeneticamente e viceversa. Al microscaopio
eleftronico 'eucromatina appare di colore piv chiaro delleterocromatina.

Nelle persone con piv di un cromosoma X, come le femmine HOXX, uno dei 2 cromosomi, o tut
Tranne uno nel caso ce ne siano di piv, viene quasi completamente inattivato nel corpo di Barr, per
far si che il corredo genetico sia uguale a quello delle persone con un solo eromosoma X, come i

maschi H0XY.
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Per arrivare dal DNA ad una profeina si passa attreaverso 2 fasi

) La trascrizione da DNA a mRNA (RNA messaggero), che avviene nel nucleo grazie al
complesso enzimatico RNA polimerasi T (IRNA polimerasi T sintetizza 'eRNA, IRNA che
forma i ribosomi, mentre IRNA polimerasi T11 sinfetizza il tRNA, IRNA fransfer, una
molecola che ad una estremita ha lanticadone corvispondente alla tripletta e dallattro
lato Pamminoacido corrispondente alla tripletta, permettendo quindi il trasporto del
corretto amminoacido al vibosoma).

) La traduzione da mRNA a sequenza polipeptidica, svolta dai vibosomi con Maustio del RNA,
che trasporta gl amminoacidi corrispondent al codone.



Come abbiamo visto la presenza di un gene non implica che esso verra trascritto, né
q)uando e in che misura. La regolazione dellespressione genica avviene attraverso
& numerosi meccanismi. Ad esempio i segnali infracellulari possono indicare alla cellula di cosa
ha bisogno, o i recettori specifici per un ormone possono indicare alla cellla la necessita d
compiere delle attivita (es. la duplicazione) che necessitano della sinfesi di aleune proteine.

Ogni gene ha una sezione di DNA che permette il legame con IRNA polimerasi T ¢ quindi
linizio della Trascrizione; questa sezione si chiama promotore ed ¢ posizionata a monte del
sito di inizio della regione di Trascrizione. Aleuni promotori sono specifici per un singolo fattore d
trascrizione, mentre afrvei non sono specifici.
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Gli ormoni, una votta che raggiungono la membrana cellare, interagiscono con dei recettori
(profeine transmembrana), causandone una modifica conformazionale € la trasmissione del
segnale allinferno della celula, fino al nucleo, attraverso delle reazioni a cascata. Una volta che i
segnale sara arvivato al nucleo modifica un fattore di traserizione (ad esempio attraverso la
fosforilazione) cavsandone wna modifica conformazionale € attivandolo. L attivazione del fattore d
Traserizione comporta una maggiore affinta per uno specifico promatore.

In pratica i fattori di traserizione rendono possibile attacco (il reclrtamento) dellKNA polimerasi
IT e di conseguenza la traserizione del DNA in KNA. Questo viene fatto in vari modi come
stabiizzando il legame del DNA con IRNA polimerasi 11 o acetlando le proteine istoniche, € quindi
indebolendone l'associazione con il DNA e rendendolo piv accessiblle alla trascrizione. Questo puo
essere anche fatto con lausilio di enzimi.

Esistono anche specifiche sequenze di DNA, chiamate enhancer, che venendo spazialmente in
contatto con il promatore, interagiscono con esso permettendo linizio della Trascrizione. Gli enancer
si possono trovare anche motto lontani lungo la sequenza di nucleotidi dal promotore con cui
interagiscono, in aleuni casi anche su altri cromosomi, ma tridimensionalmente si Troveranno vicin,
dato | complesso ripiegamento del DNA causato dai nucleosomi (le unita di eromatina composte da

8 proteine istoniche + | DNA che le circonda).

Una votta che la macchina di +rascrizione entra in contatto con il promotore ne riconosce una
specifica zona, la TATA box, formata da wna sequenza di Timina, Adenina, Timina, Adenina... e,
ereando una bolla di veplicazione puo inziare la trascrizione. L'apertura della bolla ¢ faciltata dal
fatto che nelle coppie di basi AT ci sono solo 2 legami idrogeno. 11 riconoscimento della TATA box
awviene grazie al TBY (TATA Binding Profein).
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LRNA polimerasi T sinfetizza i pre-mRNA, cioe la copia del DNA inclusi gli infroni, che non
saranno tradotti nella proteina finale. Questo comporta che I pre-mRNA deve maturare prima di
poter venir Tradotto. Durante la traduzione € IRNA polimerasi TT che scorre sul DNA, seguendone

landamento e ruotandoci attorno, in modo da non cavsare attorcigiamenti

La maturazione del DNA consta di 3 fasi
v Splicing: eliminazione delle sequenze introniche
N Capping: aggunta di un nucleotide alterato allestremita 5

N Poliadenilazione: aggiunta di una serie di adenine allestremita 2

Sequenza regolatoria Sequenza regolatoria

Enhancer Enhancer
/silencer Promotore  5’UTR Open reading frame 3’'UTR /silencer
Prossimale Core Start Stop Terminatore
oNA - B -
T L. Esone
LGSCHZICNE Esone Introne Introne Esone

4 —;—;—-

mMRNA \odifiche

post-trascrizionali Regione codificante di un gene

capin5' | Coda di poli-A

Trascrizione

Proteina

Queste 3 operazioni non avvengono per forza dopo la fine della sinfesi dellRNA, ma gia mentre
IRNA viene sintetizzato. Per esempio appena parte la sintesi gia viene eseguito | capping, che ha lo
scopo di profeggere 'RNA dalle endonucleasi, enzimi che scompongono IRNA.

La poliadenilazione serve anche per impedire allRNA di essere degradato, ma in questo caso ne
rallenta solo la degradazione, quindi la quantita di adenine aggiunte indica il tempo di permanenza di
quel RNA, questo perche le adenine al Termine fungono da bersagli che vengono man mano rimossi
prima di arrivare allmRNA. La poliadenilazione avviene dopo che la sinfesi dellRNA ¢ terminata. A
questo punto la KNA polimerasi T puo tornare indietro e ripetere la sintesi fino a quando 1l
fattore ditrascrizione vimarra attivo € attaccato al promotore.

Leliminazione degli introni ¢ indispensabile per avere ImRNA maturo che verra tradotto in una
profeina. Linizio dellintrone ¢ segnalato dalla presenza di sequenze specifiche GU. Grazie a queste
sequenze Pnizio dellintrone viene tTagliato. Una volta tagliato, Fintrone forma unansa e si lega con la
sua estremita lbera ad una specifica sequenza alla fine dellintrone, causandone il faglio da parte

delle proteine dello splicing subito dopo, in AG.

Uno dei meccanismi che permette ad un gene di codificare piv isoforme di una proteina ¢ lo
splicing alternativo, cio Maggancio dellinizio di un introne (GU) alla fine di un attro introne piv avanti,
causando anche I'eliminazione di uno o piv esoni. Atternativamente il gene puo contenere diversi esoni
tra cui scegliere.

Un altro meccanismo che porta alla formazione di isoforme diverse diuna proteina a partice dallo
stesso gene ¢ la presenza di siti di start afernativi allinterno di infroni.



Una mutazione ad un gene puo causare direttamente la formazione di una profeina
alferata se avviene su un esone. Se awviene in un infrone puo comunque avere effetti
negativi sulla vita, come un'alterazione del codice dello splicing, soprattutto se awviene in
corrispondenza delle gunzioni introne—esone. Questo impedisce la corretta maturazione
dellmRNA portando alla creazione di una proteina errata.

Una mutazione del codone di stop fa si che la trascrizione non si arvesti dove dovrebbe, ma
/| pv avant, quando incontrera un aftro codone di stop. Questo mRNA alterato conterra
sequenze che non dovrebbero esserci

Dato che alle estremita dellmRNA ci sono dei codici specifici che controllano il capping ¢ la
poliadenilazione, vna mutazione in queste zone puo compromettere la stabilta delmRNA
causandone Mmmediata degradazione.

Una mutazione al promotore o allenancer, anche se non ha direttamente effetto sulla profeina
finale, puo alterare lespressione del gene impedendo che venga traseritto in mRNA.

Dato che aleuni amminoacidi corvispondono a piu di un codone, come la leucina che viene tradotta
da b diverse Triplette, saranno motto frequenti nella proteina finale, mentre attri codificati da un
solo codone, saranno piv rari. Gli amminoacidi tradoti da piv di una tripletta sono piv resistenti agl
ervori, perche ¢ piv probabile che la mutazione di una singola base contini a tradurre per lo stesso
amminoacido.

Non tutte le differenze allinferno di un gene saranno patologiche, € quando una differenza nonlo ¢
si parla di polimorfismo.
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Le mutazioni del DNA che viguardano il codice amminoacidico possono essere di vari tipi

Codone Silente Non senso Neutra Missenso
| —
o MG o A TAG AGG ACG
mRNA AAG AAA UAG AGG ACG
Lys Lys STOP Arg Thr
Proteina
NH, NH, HN
' HN
[ |
o -
Missenso = Sostttuzione di un amminoacido con un altro. Ha un impatto variable

sulla profeina in base alla natura della proteina e alla posizione della
mutazione (ad esempio se avviene in corrispondenza del sito attivo di
un enzima puo impedirne completamente il funzionamento).

Non senso = Un codone di un amminoacido diventa un codone di stop. Piu ¢
anticipato vispetto alla lunghezza della profeina piv € probabile che i
danno impedisca alla proteina di svolgere il suo compito.

Neutra = Sostituzione di un amminoacido con un altro chimicamente simile.
Questo puo comunque comportare aleune differenze nella struttura
ferziaria € nel modo in cui gli enzimi modificano quella profeina.

Silente = Sostttuzione di un codone con un altro che codifica per lo stesso
amminoacido. Non ha effetti sulla proteina prodotta, perché non
modifica 1 codice amminoacidico, ma puo rompere il codice dello
splicing se la modifica € vicino la gunzione esone~introne.

Frameshitt = Aggiurta o vimozione di un numero di basi non muttiplo di 3. Questa
mutazione comporta lo sfasamento degli amminoacidi dei codoni a
partice dalla mutazione fino al termine della sequenza, che
codificheranno amminoacidi totalmente diversi da quell originali E
anche possibile che poco dopo I frameshift si crei una tripletta di
stop portando alla formazione di una proteina Tronca. Il danno ¢ fale
che di solito la profeina viene immediatamente degradata.

AMSAAS MMM o dAMAaHEEER

Met — Lys — Phe — Gly — IIe — VaI — Pro

R T EE TN P ETEY:
Met — Lys — Leu — AIa Eﬂn
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Queste mutazioni possono avvenire sia ad una cellla somatica, influenzando 1 funzionamento di
quella celvla e tutte le celule figlie, sia ad una cella germinale, modificando 1 genoma di tutte le
cellvle del nuovo organismo.

T danni al DNA possono essere cavsati da mutazioni ereditate durante la replicazione di una
celula, agenti chimici (in particolare i ROS), costanze cancerogene (come i nitriti) € mezzi fisici (come
le vadiazioni ionizzant). T ROS (specie reattive dellossigeno) sono sostanze chimiche aftamente
reattive come perossidi superossidi, acido ipocloroso e ozono. L'H,0, viene sintetizzato dai
mitocondri durante la fosforilazione ossidativa, € in condizioni di stress la quanttta prodotta ¢
maggiore € la cellla puo non essere in grado di gestirlo, cavsando danni al DNA

Chimicamente le mutazioni che comportano un cambio di una base azotata possono essere per
Transizione, se una purina viene cambiata con un'attra purina, o per Transversione, se una purina
viene cambiata con una pirimidina o viceversa. Le purine sono ladenina € la guanina, mentre le
pirimidine sono la citosing, la timina e luracile.



Durante il normale ciclo della cellula, aleuni complessi proteici scansionano | DNA alla
N ricerca di errori. Quando trovano un errore lo segnalano atfivando altri
jcomplessi profeici che decidono se ¢ possibile viparare lerrore o no. Se ¢
. [~ possble ripararlo, la cela entra in una fase in cui 1 suo ciclo vifole ¢
) femporaneamente sospeso in attesa che lerrore venga risotto. Dopo la visoluzione

dellerrore la cellla forna al suo normale funzionamento. Quando wna cellla viene
arvestata, attiva i meccanismi dello stress che cavsano i cambiamenti necessari al suo
metabolismo affinché Pervore possa venire corretto.

Se il danno ¢ Troppo esteso e non ¢ risolvibile, si attivano | meccanismi della morte programmata
per impedire che la cellla possa cavsare danni allintero organismo. Aleune volte puo succedere che
le mutazioni stesse impediscano Pattivazione dei meccanismi della morte programmata; in fal caso

p prog
la celltla continvera il suo metabolismo in modo non fisiologico.
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La capacita della celllla di viparare un danno al DNA dipende, oftre che dallestensione del danno,

anche dal ipo di danno:

Rottura del singolo filamento = Si verifica una rottura ad un singolo flamento
della doppia elica del DNA (single strand break) —4
con conseguente perdita di basi Questi ervori sono
tra i pio facli da viparare, perché esiste lattro
flamento che fa da stampo per la ricostruzione
di quello  danneggiato. La viparazione viene
effettuata  da un  complesso  muttiproteico

chiamato BER (Base Excision Repair).

Si verifica la rottura di entrambi i filamenti della
doppia elica nello stesso punto (dovble strand
break) con conseguente perdita di basi. Questi
errori sono particolarmente difficli da viparare
dato che non ¢'¢ uno stampo da cui recuperare le
informazioni  perdute e si crea anche una
discontinuita nella doppia elica. Le basi perse
vengono copiate dallattro cromosoma  omologo
(ricombinazione omologa) che siTrovera nei pressi
di quello danneggiato. Aleuni chemioterapici creano
volortariamente questo tipo di danno, a cui
saranno piv sensibli le celllle in vapida replicazione,
ciog proprio le cellle fumorali. Aleune persone
nascono con mutazioni ai geni delle proteine che
riparano questo danno, portando ad un accumulo
nel fempo delle mutazioni e ad una predisposizione
per aleuni tipi di tumore, come mammella e ovaio.

Rottura del doppio flamento

v

Appaiamenti errati = Si verifica un appaiamento errato tra 2 Timine
adiacenti dello stesso filamento. Vengono riparati
dal complesso NER (Nucleatide Excision Repair).

Evrori di mismatch = Si verifica lappaiamento errato tra le basi della

doppia elica, ad esempio A con G o T con C.
Questo accade durante la duplicazione del DNA, se
la DNA polimerasi inserisce una base sbagliata. Fuo
essere corretto da un complesso chiamato MMR,
che rimuove la base sbaglata e inserisce quella
corretta basandosi sul flamento stampo.

L
et

Questi meccanismi
di  controlo e
riparazione non sono
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da assicurare che le
celule figlie siano 1l piv possibile prive di errori ¢ identiche alla celvla madre. Durante la fase S
awviene un utteriore controllo degli evertuali ervori di missmatch a seguito della sinfesi del nuovo

DNA.

congenite
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Nel DNA esistono delle cosiddette sequenze microsateliti, sequenze lunghe circa 20 basi fatte da
ripetizioni di -5 nucletidi. Sono presenti varie volfe allinferno del DNA, spesso nella parte non
codificante, € la lunghezza delle vipetizioni ¢ sempre la stessa nellindividuo, ma cambia tra diversi
individui, rendendo possiblle usarli come “impronta digitale” nella genetica forense. La specifica
conformatzione delle sequenze microsatellti rende possiblle che, durante la replicazione del DNA, la
DNA polimerasi possa scivolare € sintetizzare qualche base in piv o in meno creando delle “oolle” a
causa della diversa lunghezza dei 2 flamenti Quando queste sequenze si Trovano negli esoni €
necessario viparare il danno con delle proteine specifiche. Una persona nata con errori nei geni che
codificano queste proteine (ma la mutazione in questi geni puo verificarsi anche somaticamente) ha
una maggiore probabilita di sviyppare tumori con instabilita dei microsateliti (MSL). Ad esempio
molti fumori del colon—retto presentano questa caratteristica. Limmunoterapia puo essere valida
per questo tipo di tumori poiché espongono antigeni caratteristici sula membrana celllare.



Una mutazione al DNA, oltre ad inferessare direttamente il codice amminoacidico, ciog gli eson,
puo anche colpire gli attri 3 codici: il codice dello splicing, il codice regolatorio (promatore/enancer) o

la stabilita del'mRNA (capping/poliadeniazione).

Per quanto riguarda 1 codice dello splicing, le mutazioni viguardano spesso la gunzione
esone—introne, € possono causare diversi errort

Ritenzione intronica = Lintrone non viene riconoscivto come fale, quindi
rimane  nelmRNA  un grande  esone  che
comprende  lesone  precedente  allintrone,
lintrone e Pesone successivo. Questo puo causare
problemi come Frameshift o riconoscimento di un
codone di stop che non dovrebbe esserci

Exon—skipping = Non viene riconosciuta lestremita di un introne.
Come  conseguenza  lansa  dellintrone
comprendera oftre allintrone sfesso anche
Pesone successivo ¢ lintrone successivo. NellmRNA
¢i sara un esone in meno. Questo comporta la
formazione di una proteina non funzionante.

Ritenzione intronica parziale = Lintrone non viene riconoscito dove dovirebbe
iniziare, ma piv_avanti, quindi una parfe di esso
rimarra nellmRNA.

Exon—skipping parziale = Una parte dellesone verra eliminato insieme
allintrone, cavsandone la  parziale mancanza
nellmENA.

Splicing regolare
__ JJl — I ]

Ritenzione intronica

Exon skipping
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La replicazione del DNA avviene durantte la fase S del ciclo cellulare.

Tl processo inizia con lapertura di unansa, detta forcella di replicazione,
nella doppia €lica di DNA da parte della DNA elicasi ¢ la creazione di un
) primer di KNA da parte di una primasi, perche la DNA polimerasi non puo

iniziare la creazione di un flamento, ma solo allungarne uno esistente.

A questo punto, la DNA polimerasi TIT scorre sul flamento stampo di DNA in direzione 3-5' €
sinfetizza il nuovo flamento in direzione 53 T 2 flamenti della doppia elica devono essere
entrambi replicati, ma dato che hanno orientamento opposto e la DNA polimerasi puo procedere
alla sinfesi solo in direzione 53, solo per vno dei 2 flamenti la sintesi potra avvenire senza
inferruzioni e velocemente.

Sullattro filamento la sintesi

sara discontinua € verranno

creati numerosi primer. T
frammenti di DNA formaro i
frammenti di Okazaki della Primasi

linghezza di circa 1000~2000  creai primer
nucleatidi.  Questi  primer drRNA
vengono  poi rimossi  dalle

RNasi  (ribonucleasi),  delle

nucleasi  che  catalizzano SSB
Pidrolisi dellRNA. Tn segu‘ﬁo Proteina legante il
interviene una DNA  singolo filamento
polimerasi L che coma le

Topoisomerasi
Consente al DNA di distendersi

Elicasi

Pol € (epsilon)
Polimerasi del filamento principale

Sliding Clam
(PCNA) & P

La DNA polimerasi catalizza
I'aggiunta di nucleotidi
all’ossidrile (-OH) in 3"

lacune € una DNA ligasi che 5o
unisce i frammenti ereando N ﬂ
un Flamento di DNA confinuo. 5 5
9~ Pol a (alpha) .
e~ Sintetizza il primo tratto Ligasi

di DNA dopo il primer Ricongiunge i frammenti

Questo processo fa si che si ¥
formino 2 copie esatte della
doppia  elica di  DNA
atfraverso  una  sinfesi
semiconservativa, ciog in ogni
doppia  €lica, vno dei 2
flamenti sara 1| filamento
stampo preesistente ¢ latro
flamento  sara  quello

neosintetizzato.

5

Pol 5 (delta)
Polimerasi del
filamento lento

Pol a (alpha)

Riempie i vuoti lasciati dal primer

il

M

\ Rimuove i primer di RNA
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La celda attraversa diverse fasi nella propria vita, che susseguendosi in modo
ciclco permettono dlla celllla di svolgere le sue atfivita metaboliche e replicarsi
Esistono 2 processi diversi di duplicazione cellllare: la mitosi per le celllle somatiche
e la meiosi per le celule della linea germinale. La mitosi produce 2 cellde Figlie
perfettamente identiche come corredo genetico alla cellvla madre.

Le fasi del ciclo cellulare per le cellle somatiche sono:

Fase G0 = Fase di riposo in cui la cella ha smesso di dividersi. Aleune cellule,

come | heuroni, vimangono in questa fase per futta la loro vita.

Fase Gl = Fase di crescita. E una delle piv lunghe perche in questa fase la cellla
svolge 1| suo metabolismo preparandosi alle fasi successive. Durante

questa fase la cellla possiede 40 cromosomi monocromatidici

Fase S = Fase della replicazione del DNA. In questa fase avviene la sinfesi del
DNA in modo da poter dare ad entrambe le celllle figlie il patvimonio
genefico completo. Ala fine di questa fase la celula avra Hb

cromosomi dicromatidici

Tnterfase

Fase 62 = Fase di preparazione alla mitosi. Durante questa fase la cellla va
incontro a numerosa sintesi proteica e crescita per prepararsi alla

mitosi, oftre a riorganizzare la propria struttura.

Fase M = Fase della divisione cellllare. La celllla si divide in modo da avere 2

celllle Figlie entrambe con 40 cromosomi monocromatidici

La mitosi a sua volta puo essere scomposta in 5 fasi

Profase = La cromatina condensa nei cromosomi (M0 dicromatidici, i cromatidi
sono uniti al cenfromero) ¢ inzia la formazione del fuso mitotico. T
nucleolo scompare.

Metafase = II nucleo scompare, i cromosomi si allineano allequatore (piastra
metafasica) € i due centrosomi ai poli agganciano i cromosomi

Anafase = T cromatidi si separano portando alla formazione di 92 cromosomi
monocromatidici. La celllla si allunga ai pol

Telofase = La cella si allunga uiteriormente, si riformano i nuclei e i cromosomii si
decondensano.

Citodieresi = Si erea una strozzatura € la cellla si divide. In aleuni casi questo non
accade € si forma una cellla con piv nuclei

Interfase Profase Prometafase Metafase Anafase
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Le celule della linea germinale (ovociti € spermatozoi) vanno incontro a meiosi che prevede una
doppia divisione celulare ma una sola duplicazione del DNA.

Durante linterfase T avviene la sintesi di DNA, e durante la profase T si accoppiano i cromosomi
omologhi € avviene 1 crossing—over, un processo di Dovble Strand Breaks controllato che permette
lo scambio di porzioni omologhe di materiale genetico fra due cromatidi di cromosomi omologhi
ricombinando 1| materiale genetico. Tra gli eventuali cromosomi XY il crossing—over dovrebbe
avvenire solo tra la porzione omologa dei 2 cromosomi

Durante lanafase T, invece di separarsi i cromatidi frafel, si separano i cromosomi omologhi
andando a formare 2 celle aploidi con 23 cromosomi dicromatidic.

Linterfase  IL  ron

Profase | Metafase | Anafase | Telofase | L
comporta aleuna sinfesi di
@ = ADNA e la meiosi II
L Y nnl® WE=_ | procede in modo simile alla
“\‘\‘.: D 2R Vouy, e mifosi con la separazione
oY) 74 r— dei cromatidi Prafell si
: avranno 1 celllle aploidi con
23 Cromosomi
monocromatidici.
Profase Il Metafase Il Anafase Il Telofase Il
C~v~9
X L O )
N X < > @ fﬁ La meiosi ha obbiettivi
== ‘ S 7 N dversi nel 2 sessi La
spermatogenesi inizia con
— X L A SO la puberta e porta alla
K —— X < > & f& formazione di 4
I S 7 .‘;’n?’\_"{ spermatozol aploidi grazie

alle 2 meiosi

L'oogenesi inizia con la meiosi T gia a 3 mesi di gestazione, rimanendo pero bloccata in profase T
fino alla puberta. La maggior parte del citoplasma Finisce ad uno dei 2 ovociti primari. La meiosi TT
rimane bloccata in metafase T1 e viene completata solo in seguito alla fertiizzazione dellovulo, e
anche in questo caso una celbla conterra la maggior parte del citoplasma. La divisione ¢
asimmetrica, € oftre allovlo, si formano i globuli polari, che hanno 1 solo scopo di permettere la
formazione dellovulo e vengono viassorbiti dal corpo.

Dato che gli ovuli rimangono dormienti per decenni, un ovulo accumulera col passare degli anni delle
mutazioni genetiche, che aumentano la probabilita di aborti sportanei o malformazioni.

Lincontro tra Powulo e lo spermatozoo permette, a partire da 2 gameti con 23 cromosomi
monocromatidici, di generare uno zigofe con 40 cromosomi monocromatidici, che in seguito
andra incontro a normali mitosi. Mentre lo spermatozoo dona solo meta del patvimonio
genetico, la celula uovo dona anche i mitocondri (con il loro DNA) € il citoplasma con tuthi gl
organelli € le strutture intracelular



Le anomalie durartte la meiosi delle cellule germinali porteranno in aleuni casi ad
)/ una moalattia o malformazione genetica, mentre in aftei casi saranno
2 Yotalmente incompatibli con la vita. Dato che Toogenesi € la spermatogenesi

N sono due processi motto diversi ra loro, saranno diverse anche le anomalie a cui
vanno incontro.
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Nella spermatogenesi errore piv frequente sono anomalie cromosomiche steutturali (1%). Queste
anomalie avvengono principalmente perché la spermatogenesi € un processo molto vapido. In
queste anomalie il numero dei cromosomi ¢ sempre 46, ma la loro composizione ¢ afterata, cioe ci e
stato uno scambio di materiale genetico tra cromosomi.

Se Fanomalia cromosomica strutturale ¢ bilanciata non vengono persi geni € il danno potrebbe
essere compatibile con la vita (ma potrebbe avere effetti negativi sula capacita riproduttiva del
nascituro perché la meiosi puo portare ad una parziale monosomia o trisomia), infatti circa lo 05%
dei nati vivi ne ha almeno | Se invece ¢ shilanciata, del materiale genetico puo andare perduto o
essercene in eccesso, € solfamente non € compatiole con la vita.

Questi riarrangiamenti possono essere infercromosomici o intracromosomiche. Queste utime
possono comportare delezioni (perdita di materiale), duplicazioni o inversioni (una porzione discreta
siinverte), e possono non avere significato clinico se la rottura non coinvolge geni. Una rottura delle
estremita puo far diventare il cromosoma circolare inferferendo con la replicazione celllare. Quel
intercromosomici possono essere traslazioni veciproche se 2 parti votte di 2 cromosomi si
atfaccano al eromosoma sbagliato o Traslocazioni robertsoniane se 2 cromosomi si uniscono in |
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Nelloogenesi, al contrario della spermatogenesi, la probabilita di incorrere in un errore aumenta
con laumentare delleta. In questo caso gli errori piv frequenti saranno anomalie cromosomiche
numeriche (24%), cio¢ il prodotto del concepimento avira un numero di cromosomi diverso da H0.

Possono riguardare sia gli autosomi che i cromosomi sessuali. La causa di questi errori spesso ¢
riconduciblle alle meiosi: durarte Fanafase puo capitare che tutta la tetrade (meiosi I) o entrambii
cromatidi (meiosi TT) vengono porfati ad un polo, ereando alla fine un ovulo con un cromosoma in
MENo € Uno con un cromosoma in piv.

Solo il 0-10% dei feti con alterazioni cromosomiche giunge al fermine della gravidanza. La
soprawvivenza dipende principalmente dal numero dei geni portati dal eromosoma in difetto o in
eccesso, ad esempio € piv probabile che nasca un neonato con trisomia 2| e non con trisomia 13,
perché il cromosoma 2! ha motti meno geni del eromosoma 12, In ogni caso i nascituri con trisomia
13 018 non sopravvivono oftre il I” anno di eta, mentre la trisomia 2l causa la sindrome di Down.

Per quanto riguarda le anomalie nei cromosomi sessuali, le piv comuni sono la sindrome di
Klinefetter (47XXY, fenotipo maschile), la sindrome della tripla X (H7XXX, fenotipo femminie) che ¢
caratferizzata da unelevata soprawivenza a causa dellinattivazione delle X, ¢ la sindrome di
Turner (H5X0, fenatipo femminlle ma con aleune anomalie fisiche).

Ci sono aleuni casi che possono far pensare alla possibiita che ci sia unanomalia
genefica. In questi casi sono indicate delle indagini citogenetiche.

Le indagini citogenetiche postnatali sono indicate in caso di
% Genitori di soggetti con anomalie note o sospettate ala morte
% Segni che suggeriscono un'anomalia
% Deficit mentali
$  Difetti della crescita
% Farto di feti morti o aborti spontanei

% Infertita o amenorrea

Lindagine piv immediata ¢ lo studio del cariotipo, ciog Fanalisi del corredo cromosomico del
soggetto. II DNA viene recuperato da un prelievo di sangue, da cui si estraggono i globuli bianchi, le
uniche celule del sangue normalmente nucleate. Questi uttimi vengono fatti veplicare per
aumentare 1 campione stafistico, poi 1 ciclo celulare viene bloccato in mefafase, quando la
cromatina si frova al suo massimo stato di condensazione € sono chiaramente distinguiblli i
cromosomi. Questo ¢ possible mediante un veleno del fuso mitatico, sostanze che inbiscono i
cinefocori € impediscono loro di formare attacchi adeguati ai microtubuli del fuso mitotico, facendo
fallive 1| checkpoint dellassemblaggio del fuso (vengono usati anche contro i fumori). A questo punto
si rompe la membrana citoplasmatica con una soluzione ipotonica ¢ si analizzano i cromosomi al
microscopio ottico.
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Le indagini citogenetiche prenatali cioe che vengono effettuati al prodotto del concepimento
prima della nascita, sono indicate in questi casi

% Eta materna > 35 anni (a questa eta i vischio di alterazioni cromosomiche supera quello di
aborti causati da amneocentesi o villocentesi)

% Riarrangiamento cromosomico strutturale noto nel genttore

% Riarrangiamento cromosomico numerico (cariotipo aneuploide)

% Chemioterapia o ferapie a base di radiazioni ionizzanti

% Malformazioni fetali osservate in ecografia

% Aborti sponfanei ripetuti nel primo trimestre o feto nato morto
% Precedenti gravidanze con neonati nati con malformazioni

% Test biochimici positivi

T test biochimici sono indagini non invasive predittive di anomalie genetiche. Esistono vari fest a
questo scopo, come 1 bi—test e il tri—test, ma quello con la detection rate maggiore ¢ il test BhCG
combinato con ecografia delle ossa lunghe € nasali. Questo test combina andlisi biochimiche sul



sangue della persona in gravidanza e vilevamento di aleune proteine plasmatiche, oftre alla
misurazione ecografica di aleune ossa del feto. Oftre a questa andlisi esiste anche landlisi delle
Tracce di DNA fefale nel sangue materno. Fer tutt questi test, in caso di risuttato positivo ¢

necessario procedere ad una amniocentesi o villocentesi per confermare la positivita.
CA~Y~9®

La vilocentesi € un metodo per prelevare DNA placentale. Si effettua tra la & € la 12 settimana
di gestazione € prevede il prelievo Transaddominale, attraverso un ago, dei vilii coralli (la parete
fetale della placenta), che contengono il DNA del feto. T vill vengono cottivati € trattati in modo
simile ai linfociti per Panalisi del cariotipo ma Fanalisi non ¢ accuratissima perche i villi sono piv
Tollerarti agli errori ed € normale Trovarne aleuni con delle mutazioni

Nellamniocentesi invece si prelevano gli amniociti, cellle che si separano dal feto e circolano nel
liquido amniotico. Lamniocentesi ¢ piv accurata della villocentesi perché | materiale genetico
proviene diretfamente dal feto. Questa procedura puo essere effettuata tra la 50 ¢ la [7°
seftimana di gestazione, quando la possibiita di ricorrere allaborto € maggiormente controllata e
possible solo in aleuni casi in cui la vita della madre € a rischio.

Entrambe le procedure prevedono il passaggio dellago attraverso la muscolatura utering, e
questo stress provoca delle contrazioni vterine che soitamente si arrestano. Nelll% delle
vilocentesi e nelo 05% delle amniocentesi le contrazion non si arrestano e questo porta
allespulsione del feto, quindi ad un aborto. Fer questo queste procedure vengono indicate solo in aleuni
casiin cui il vischio di aborto ¢ accettabile.
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Un cariotipo ¢ lo schema dellinsieme di cromosomi nelle £
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celle di un organismo. Nel cariotipo i cromosomi SOHOB X223
ordinati per dimensione € posizione del cenfromero. = Xb22.11
Grazie ad esso ¢ possbile indviduare i corredoo oots

cromosomico ed evertuali anomalie. Xp21.1
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Morfologicamente i cromosomi hanno un centromero e 2 g
bracci; il braccio p ¢ quello piv corto € il braccio g e quello pog
lungo. In base alla posizione del centromero un cromosoma —
puo essere metacentrico se i 2 bracei hanno allincirea la stessa lunghezza,
submetacentrico se uno dei 2 bracci ¢ sensbilmente piv corto dellattro e
acrocentico se il centromreo si trova ad un'estremita, quindi il braccio p ¢

molto corto.

Ogni cromosoma ha aleune zone in cui la cromatina € maggiormente
condensata ed altre in cui € minormente condensata. Vengono usati aleuni
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Xq21.32

coloranti per poter analizzare la struttura del singolo cromosoma, coloranti 2 Xq21.33
Xq22.1

che hanno un'affinita maggiore per aleune zone del cromosoma e minore per g Xa222

altre, a cavsa ad esempio della presenza di sequenze ripefute, densita della 2 xazz3

>
cromatina, presenza di geni a atfivita della Trascrizione diversa. < Xq23
0 Xq24
Le tecniche di colorazione sono state standardizzate in modo da essere £
Xq25
ripetibli e fornire sempre lo stesso risutato. La colorazione visuttante ha un g xa26.1
aspetto a bande, e trattamenti diversi producono schemi diversi di bande. Le = ig;gi
bande vengono numerate a partice dal centromero verso i telomeri, dividendo 5 Xag71
i bracei in regioni (2), subregioni € subsubregioni (variabil). Xq27.3
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Le bande G sono tra le piv utlizzate. le bande posttive sono ricche di adenine = = Haze
e Timine, qundi con pochi geni. La colorazione ¢ permanente e molto X (bande G)
contrastata, quindi si possono osservare con un microscopio ottico classico. Di contrro il trattamento
¢ ditficilmente standardizzabile € i preparati devono essere invecchiati

Le bande Q sono utli per lo studio della zona eterocromatica dei cromosomil, 9,10 € Y, oftre che
delle zone organizzatrici nucleclari dei cromosomi arocentrici. Sono semplici da ottenere, molto
informative, non vichiedono invecchiamento evidenziano bene i sateliti. Di contro non sono
permanenti € la strumentazione necessaria ¢ piv costosa.

Le bande R vengono usate per lo studio dei felomeri e dei riarrangiamenti del cromosoma X, € le
bande C permettono diidertificare polimorfismi cromosomici, centromeri e markers eromosomici
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Per la vicerca di difetti quantttativi tra HY0Kb € HMb si ricorre alla citogenetica molecolare (sonde
Fishl. Si vsano sonde Fluorescenti (fatte da pezzi di DNA specifici marcate con sostanze
fluorescenti) per osservare piccole region. I DNA viene denaturato con alta femperatura,
facendo aprire la doppia elica, poi lo si mette in confatto con la sonda, che, abbassando la
femperatura, si attacca alla regione target (se ¢'¢), rendendola colorata in fluorescenza.



T caratteri ereditari sono definti dai nostvi gen, € possono essere monofattoriali
(cio¢ uno specifico carattere ¢ deferminato da un solo gene), poliattoriali (un
carattere ¢ deferminato da piv geni) o mitocondriali (deferminati dal corredo
genetico dei mitocondri). Quelli monofattoriali si dividono in autosomici € legati ai
cromosomi sessuali, con caratteristiche di trasmissione diverse.

Per la manifestazione di aleuni caratteri ¢ sufficiente un dllele (caratteri
dominanti), mentre per attri caratteri entrambi gl alleli (carattere recessivo).
Motti caratteri, pero, non sono puramente mendeliani, ma mostrano dominanza
incompleta, codominanza o, come visto prima, sono determinati da motteplici geni.

Nelle mutazioni ai mitocondri la Trasmissione ¢ esclusivamente materna e la severita della
patologia dipende esclusivamente dalla percentuale di mitocondri mutati. Si parlera quindi di
eteroplasmia. La patologia si manifesta solo quando la percentuale di mitocondri malati raggiunge
un valore soglia. Se tutti i mitocondri sono mutati si parla di omaplasmia.

La posizione allinterno del genoma di un gene & chiamata locus genico, € una variazione della
sequenza amminoacidica in un locus genico € chiamata allele.
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La presenza di un allele, anche dominante, nel genoma non implica pero Pespressione di un
carattere, ne implica che quel carattere sara visibile fenotipicamente da subito, perché non tuthii
geni vengono espressi, € hon Tutti i geni che vengono espressi lo fanno da subito. Questo significa che
aleune moalattie genetiche possono manifestarsi fardivamente. Inottre ogni gene produce una
profeina, ma spesso quella proteina non funziona da sola, quindi la penetranza (cioe la percentuale
di portatori di un allele che ne manifestano il fenatipo) puo essere incompleta. Anche lespressivita
(il grado di manifestazione di un carattere) puo non essere uniforme.
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Nella rappresentozione grafica degli aloeri genealogici si indica per convenzione con “A" |l
carattere dominante € con “a” il carattere recessivo. T quadrati rappresentano i soggett di sesso
maschile € i cerchi queli di sesso fermminile. Le forme vuote rappresentano i soggetti che non hanno
una manifestazione fenotipica della malattia e le forme piene i soggetti che la esprimono
fenotipicamente. Se possiblle si cerca di ricostruire almeno 3 generazioni nellalbero genealogico.
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In questo esempio di malattia autosomica dominante il genitore di sesso femminile sara affetto

(eterozigote). Tl vischio di avere figh affetti ¢ del 50% e il sesso non influenza la probabilita. La

consanguineita non ¢ necessaria € le mutazioni de novo sono frequenti, perche basta un solo allele

mutato per la manifestazione.
Aa DTO AA Aa DTO AA
jjIEE H] Aa Aa

AA Aa Aa aa

In questo esempio di malattia avtosomica recessiva né nella prima né nella seconda generazione
si manifesta la mutazione, ma uno dei figl nati da 2 gentori entrambi portatori sani ¢ malato,
presentando un genotipo aa. Tl vischio di avere un figlio malato & del 25% se entrambi i genitori
sono eterozigoti € dello 0% se uno ¢ eferozigote ¢ lattro presenta entrambi gl alleli sani e non varia
in base al sesso. La consanguinerta aumenta notevolmente il vischio di avere figh malati perche
rende piv probabile che i genttori siano eterozigati. La possibiita che una mutazione de novo causi la
malattia ¢ bassissima, perche dovrebbe avvenire la stessa mutazione su entrambi gl allel
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A proposito dei caratteri legati al cromosoma X, Nelle persone H0XX (o piv in generale in quelle
con piv di un cromosoma X), uno dei due viene quasi completamente inattivato (Nonizzazione).
Linattivazione non avviene subito dopo la fecondazione, ma quando I numero di cellle ¢ gia
importante, € la scefta di quale cromosoma lasciare attivo ¢ casuale. Questo comporta nel nascituro
un mosaicismo in cui aleuni gruppi di cellule esprimono un eromosoma X mentre altri gruppi Fafteo
eromosoma X. La viattivazione del cromosoma X inattivato avviene fisiclogicamente solo nelle cellle
della linea germinale, per poter effettuare le mitosi ma ¢ noto che possa avvenire per errore in
aleune forme ditumore. Nello studio dellalbero genealogico si indica con X, lallele recessivo € con X,
Pallele dominante.

Come risuttato, nelle femmine Pespressione di un carattere 1 cui dllele € sul cromosoma X ¢
variabile in base al Hipo di mutazione € a quali gruppi di celule esprimono Fallele mutato. Fer esempio
le porfatrici sane dellemofiia hanno comunque 1 Fattore VIIT funzionante nel sangue: questo
perché la casualita dellinattivazione fa si che esistano comunque celllle che esprimono il gene. Gli
effethi dela Nonizzazione diverntano pero evidenti a livello locale, in singole celllle o in piccole
popolazioni di cellule derivate da una progenitrice comune, che, anche se di fatto eterozigati, possono
esprimere alleli recessivi di geni presenti sul cromosoma X, quindi femmine eterozigati per un allele
che produce uno smatto dentale leggermente satinato possono trovarsi ad avere denti con una
striscia di smalto normale e una di smalto satinato, se parte della gengiva sottostante esprime un
gene € parte Patro.

La pezzatura del pelo di dlewne gatte € dovuta proprio a questo fenomeno, infatti ¢ sul
cromosoma X che si Trova il gene che determina i colore del pelo, inattivando casualmente un
eromosoma X di ogni cellula si ha un vero e proprio mosaico di cellle e dunque di colori del pelo.



