“...il progresso dello spirito umano consiste, o certo ha
consistito finora, non nell’ imparare ma nel disimparare
principalmente, nel conoscere sempre piu di non
conoscere, nell’ avvedersi di saper sempre meno, nel
diminuire il numero delle cognizioni, restringere
I"ampiezza della conoscenza umana. Questo €

veramente lo spirito e la sostanza principale dei nostri
progressi dal 1700 in qua, benché non tutti, anzi non

molti, se ne avveggano’.
(G. Leopardi, Zibaldone, Bologna, 28 luglio 1826)
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Male Female Sex unknown
or unspecified

Unaffected individual <>

Individual affected
with trait

Obligate carrier
(carries the gene but
does not have the trait)

Asymptomatic carrier
(unaffected at this time
but may later exhibit trait)

Multiple individuals (5)

Deceased individual




Male Female Sex unknown
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Male Female Sex unknown
or unspecified

Identical Nonidentical Unknown

A A A

Consanguinity
(mating between
related individuals) 2
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Indicates

consanguinity
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« Mutazione

» Eterozigote

* Omozigote




MUTAZIONI SOMATICHE E MUTAZIONI GERMINALI

 Linea germinale

Somatic Cell
(Diploid)

 Linea somatica

=

Sperm
(Haploid)




Eredita Mendeliana

e [ geni sono ereditati in coppia (uno dal
padre e |'altro dalla madre)

e Ogni gene possiede diversi alleli, alcuni
dei quali ( ) agiscono su altri

( )

e Alla meiosi gli alleli segregano
singolarmente ed indipendentemente
nei gameti (I legge di Mendel)




Le modalita di trasmissione dei
caratteri mendeliani

1.Autosomica dominante

2.Autosomica recessiva

3.Recessiva legata al cromosoma X

4. Dominante legata al cromosoma X

5.Legata al cromosoma Y
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Avere il dito migliolo piccolo e incurvato e
un tratto dominante!!




TRASMISSIONE

Un carattere (malattia) autosomica
dominante viene trasmesso verticalmente
da una generazione a quella successiva

Uguale probabilita per entrambi | sessi

50% dei figli di un genitore affetto sono
affett

Nessun figlio di genitore sano sara affetto




Meccanismi della Dominanza

Perdita di funzione
Guadagno di Funzione

Mutazioni dominanti negativi
Tossicita di proteina
Nuove funzioni proteiche




Null allele or amorph: an allele that produces
no product.

Hypomorph: an allele that produces a reduced
amount or activity of product.

Hypermorph: an allele that produces increased
amount or activity of product.

Neomorph: an allele with a novel activity or
product.

Antimorph: an allele whose activity or product
antagonizes the activity of the normal product.




* Prodotto amorfo o ipomorfo. Di solito porta a
malattie dominanti.

aploinsufficienza. PAX3 (2q935)
La sindrome di Waardemburg (WS) € un raro

disordine dello sviluppo clinicamente e
geneticamente eterogeneo, caratterizzato da
albinismo parziale, sordita congenita bilaterale,
anomalie dello sviluppo dei tessuti derivati dalla
cresta neurale.




Waardenburg syndrome
(WS)

 eredita autosomica dominante
« sordita con anomalie della pigmentazione.

* Laloro incidenza e di 1/270.000 nati (2-3% degli
audiolesi). La sindrome di Waardenburg di tipo
2 (tipo 2A se legata al locus 3p13, tipo 2B se
non legata al locus 3p13) e un gruppo
eterogeneo che si differenzia dalla sindrome di
Waardenburg di tipo 1 per I'assenza di distopia
del canti.




Waardenburg syndrome
(WS)

* 4 forme cliniche e 5 geni:

Forma clinica | Localizzazion | Gene
e

Tipo 2935 PAX3
Tipo | 3p14 MITF
Tipo I 2935 PAX3
Tipo IV 13922 EDNRB
Tipo IV 20g13.2 EDN3
Tipo IV 22913 SOX10




* [l gene PMP22 (17p11.2) codifica per una
proteina chiamata proteina mielinica
periferica 22. E’ un componente della

mielina, sostanza che ricopre | nervi e

promuove |'efficiente trasmissione
dell'impulso nervoso E’ prodotta dalle
cellule di Schwann dove partecipa al
mantenimento della mielina.




Malattia di Charcot-Marie-Tooth di tipo | e |l
Esistono numerose forme di questa malattia,
tanto che si parla piu genericamente di
Neuropatie Ereditarie Sensitivo-motorie (HMSN)
per includerle tutte. Nel loro insieme queste
malattie ereditarie colpiscono circa 1 persona su
2.500, e risultano le malattie ereditarie piu

frequenti del sistema nervoso periferico.
Caratterizzata da debolezza e atrofia muscolare,
principalmente a livello dei muscoli degli arti
Inferiori.







La neuropatia ereditaria sensibile alla
pressione indicata come HNPP

| nervi interessati presentano, in certi punti, una forma a
salsiccia, dovuta ad una irregolarita nello spessimento della

guaina della mielina.

Il numero di persone affette da HNPP non e ancora definito con
precisione. Attualmente si stima che 2/5 persone su 100.000 ne
siano affette ma e possibile che questi valori siano piu elevati.

| sintomi della HNPP consistono essenzialmente in sensazioni
di debolezza muscolare, di intorpidimento o di formicolio nelle
zone colpite. Questi episodi possono perdurare per alcune ore,
settimane, a volte mesi. Queste sensazioni sono talvolta
transitorie e quindi normalmente tendono a sparire.
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CASI SPORADICI DI MALATTIA
AUTOSOMICA DOMINANTE

. piu probabile nel caso di
malattia che incide sulla Fithess Riproduttiva

. figlio

affetto da genitore apparentemente normale
[Corea di Huntington]




CASI SPORADICI DI MALATTIA
AUTOSOMICA DOMINANTE

. piu probabile nel caso di
malattia che incide sulla Fithess Riproduttiva

. figlio

affetto da genitore apparentemente normale
[Corea di Huntington]




Mutazione de novo




 1/25.000 nati vivi

- E la forma piti comune di
nanismo con arti corti

L’80% e dovuto a mutazioni
de novo che avvengono
nella spermatogenesi,
guando i genitori non sono

affetti, il rischio di ricorrenza
nelle successive gravidanze
e leggermente superiore a
qguello della popolazione
generale ma comunque
inferiore all'1% dovuto a
possibili condizioni di
mosaicismo gonadico
presente in uno dei due
genitori




Genetica

Osteocondrodisplasie (OCD): gruppo eterogeneo di malattie ereditarie
In cui si assiste ad uno sviluppo anormale delle ossa e delle cartilagini,
che determinano disturbi della crescita e dello sviluppo. Le OCD
comprendono circa 200 malattie diverse, distinte in base alle
caratteristiche cliniche, radiologiche e genetiche.

La piu comune fra le OCD ¢ la acondroplasia, che colpisce circa
1/25.000 nati vivi.

Il termine acondroplasia (ACP), che deriva dall'unione di tre parole di
origine greca (a = senza, condros = cartilagine, plais = formazione), €
una malattia genetica caratterizzata da un mancato sviluppo armonico
della cartilagine di accrescimento delle ossa lunghe degli arti.

Il gene coinvolto nell’ACP si trova nel cromosoma 4 e contiene
l'informazione per produrre una proteina chiamata "recettore del fattore
di crescita dei fibroblasti di tipo 3", o piu brevemente FGFR3. Questo
recettore permette alle cellule di ricevere una particolare "molecola
segnale" che stimola le cellule stesse a moltiplicarsi.

La ACP é causata da alterazioni (mutazioni) nel gene dellFGFR3, che
lo rendono incapace di ricevere il segnale e trasmetterlo all'interno della
cellula. L'alterazione di questo gene colpisce soprattutto le cellule della
cartilagine di accrescimento, che necessitano particolarmente di questo
segnale per moltiplicarsi.



Genetica

I 99% dei pazienti affetti da ACP ha la stessa mutazione (G380R),
consistente in una sola base nucleotidica alterata. In circa 9 casi su
10 i pazienti affetti da ACP nascono da genitori assolutamente
normali, a causa di alterazioni nel gene che avvengono negli
spermatozoi e negli ovuli dei genitori. In questo caso, la possibilita di
avere un altro figlio affetto da ACP e trascurabile, identica a quella
di qualsiasi altra coppia normale.

L'acondroplasia si trasmette con modalita autosomica dominante
questo significa che una persona affetta da ACP, insieme ad una
normale, hanno il 50% di probabilita di avere un figlio affetto da
ACP. Una coppia in cui entrambi i genitori sono affetti da ACP ha 1
probabilita su 4 di concepire un figlio\a affetto da una grave forma di
acondroplasia letale alla nascita (chiamata acondroplasia
omozigote); 1 probabilita su 4 di avere figli normali e 1 su 2 di avere
un figlio affetto come loro.

L’'ipocondroplasia (ICP), é un’osteocondroplasia caratterizzata da
alterazioni scheletriche che si manifestano con un mancato
accrescimento generale del paziente. A differenza delllACP,
I'accrescimento non é disarmonico ma equilibrato. Oltre il 70% dei
I@%zli:?{gi affetti da ICP presentano due mutazioni (N540K) nel gene



Clinica

Si manifesta alla nascita con: peso normale,
lunghezza ridotta (circa 47 cm), ipotonia

Nel neonato e nella prima infanzia € molto
caratteristico I'aspetto ovoide e traslucido della
porzione prossimale del femore

Le tappe dello sviluppo motorio possono essere
rallentate, con acquisizione del controllo della
testa a 3-4 mesi e capacita di camminare
autonomamente a 24-36 mesi

La statura adulta € mediamente 123 cm nelle
femmine e 130 nei maschi

L'intelligenza e normale



PENETRANZA RIDOTTA

Individui che esprimono il carattere

Penetranza =
Individui portatori dell’allele che codifica per quel carattere

PENETRANZA
RIDOTTA

Genotipo malato
Fenotipo sano




PENETRANZA
RIDOTTA

ESPRESSIVITA
VARIABILE







« A) differenze nello stesso fenotipo:
> “Pseudo-differenze” (Omozigosita dei dominanti)

» Polimorfismi in cis (FC per R347-D979/DF508)
> Infleunza dell’ allele in trans (ellissocitosi)

» Influenza di altri geni (glaucoma per MYOC/CYP1B1)
» Anticipazione (DM1)

» Sesso CABVD e FC)

» Mosaicismo somatico (Ol tipo Il)

» Ambiente (intolleranza er. Fruttosio)




» B) differenze nel fenotipo clinico:
— Eterogeneita molecolare (Tay-Sachs)
— Polimorfismi in cis (Creutzfeld-Jakob e FFl)

— Impriting (Sindrome Prader-Willi/Angelman)
— Mosaicismo somatico




 Piu complessa e invece la consulenza se a
richiederla sono genitori di un figlio affetto da
una forma letale o severa in vista di una nuova
gravidanza; infatti, va considerata la possibilita
di un mosaicismo somatico e/o germinale dei

genitori. Nel primo caso, un accurato esame
clinico della coppia potrebbe rivelare |la presenza
di sfumati segni clinici, ad es. pelle
particolarmente liscia e sottile, sclere grigie o
bassa statura, che possono essere Il risultato
dello stato di mosaicismo somatico.
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Caratteristiche

» Due copie dell’ allele mutato
sono necessarie per causare la
malattia

o | portatori hanno il 25% di
rischio di avere figli affetti

» Maschi e femmine sono
ugualmente affetti

» Spesso coinvolgono geni che
codificano per enzimi

o Individui affetti spesso figli di
non affetti
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There are c:urrentlutations listed in this CFTR mutation database.
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Altered
50 - 2000 repeats

1,1 11,2 11,3 III,1 III,2 III,3

140 - 250 CTG[ A
500CTG > 250CTG —»
430CTG »

alleli normali  ~

alleli normali »

alleli normali - »|

EETE Fig.1,2,3,4: Autoradiografia delle espansioni (CTG) al locus DMPK rilevate con

PCR nelle 4 famiglie studiate.A) DNA estratto d: periferico materno B) DNA —
ocre i estratto da sangue periferico paterno C) DNA estratto da trofoblasto D) DNA estratto Fam RM1 1 4FH DM= Distrofia Miotonica
e — daplasmamaterno. .

cDM= Distrofia Miotonica
congenita




Anticipation

* |ncreasing severity
from one generation
to next

« commonly seen In
triplet repeat
disorders




 Anomalie muscolari
progressive con miotonia,
debolezza muscolare
distale, atrofia ed invalidita

 E’ causata da
un’espansione del numero
di triplette CTG

 1:3000




» L'espansione della tripletta CTG nel 3’'UTR
del gene per la miotonina protein chinasi
(DMPK) mappato sul cromosoma 19

* Nelle persone non affette il numero di
ripetizioni e 37;

» Le persone affette hanno un numero di
ripetizioni di almeno 50.




Triplet Repeat Expansion

CTG repeat
coding region 5-27 copies

3" untranslated region

>50 copies

Myotonic Dystrophy




Numero di ripetizioni

III |I9 I3 M1 IIIQI||3

(‘00) I
(300)
DM (400)
(700)
DM
(1000)
DM

(1400)




* L'espansione di piccoli alleli appare piu
comune nei maschi;
» Le forme congenite con severita grave ed

il piu alto numero di copie sono trasmesse
guasi esclusivamente dalla madre

MITOCHONDRION NUCLEAR DNA



















» COMBINAZIONE DI ALLELI DOMINANTI

La combinazione di 2 alleli dominanti pud non essere vitale e alla nascita
osservo soltanto una classe di omozigoti e gli eterozigoti




| geni non
agiscono da soli!

ES: very-long-chain acyl-CoA dehydrogenase deficiency

Enzima prodotto dai mitocondri che fornisce energia al cuore ai muscoli volontari

> 2 alleli determinano morte nell’infazia

»altri alleli consentono la produzione parziale di enzima e i sintomi sono attenuati




» PKU (phenylchetonuria)

(assenza enzima necessario alla rimozione
dell’aa fenilalanina nel cervello)

Ci sono piu di 300 alleli mutanti che si combinano per dare il fenotipo

» Fibrosi cistica:

centinaia di mutazioni la cui combinazione causa sintomi diversi




* |l fenotipo degli eterozigoti € intermedio
rispetto al due omozigoti: sono espressi

entrambi gli alleli!

* Familial Hypercholesterolemia (FH)

alleli che causano la perdita di recettori delle cellule epatiche che
rimuovono Il colesterolo dal sangue
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 Diversi alleli entrambi
espressi

The ABO Blood Group

» Presenza sulla superficie dei globuli rossi
di agglutinogeni A, B

Genotypes Phenotypes
Antigens ABO
on Surface Blood Type > AB: riceventi universali

» O: donatori universali







* Interazione tra piu geni che determinano
un fenotipo

« ES: fenotipo Bombay

(Interazione tra geni H e geni )

L'allele H codifica per un enzima che inserisce una molecola di zucchero
(antigene H) cui si legano gli antigeni Ae B

L’allele h non inserisce lo zucchero e gli antigeni A e B non si legano







DIVERSI GENI STESSA MALATTIA

DIVERSI ALLELI MALATTIE DIVERSE
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| | sporadically-affected male

50% risk







Duchenne/Becker Dystrophy

* Duchenne » Becker

— onset early childhood — variable age of onset

— proximal muscle — variable rate of
weakness progression

— wheelchair-bound in — muscle
teens weakness/cramps

— progressive — slowly progressive







DISTROFIA MUSCOLARE DI DUCHENNE:
X-LINKED RECESSIVA










Normal muscle

Duchenne muscular
dystrophy muscle




IMMUNOISTOCHIMICA: ANTICORPO ANTI-DISTROFINA
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Western blot of dystrophin from
dystrophinopathies.
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Il primo segno della malattia e il ritardo nello sviluppo psicomotorio, in
particolare nell'apprendimento del linguaggio. Il ritardo mentale € di grado
variabile e spesso si associa ad anomalie comportamentali come
irrequietezza, instabilita psicomotoria e incapacita a fissare |'attenzione.
Queste caratteristiche persistono con 'avanzare dell'eta

Il comportamento delle persone affette da FraX pud andare da un carattere
estroverso e sociale a comportamenti simili all'autismo (iperattivita,
incapacita di fissare negli occhi gli altri, avversione all'essere toccati,
comportamento stereotipato).

A volte possono manifestarsi anche episodi convulsivi.

Molte persone affette da FraX hanno tratti somatici tipici: viso stretto e
allungato con fronte e mandibola prominenti, orecchie piu grandi e piu
basse della media e, nei maschi, ingrossamento dei testicoli
(macrorchidismo). Le persone affette da FraX possono presentare anche
altri sintomi, come l'iperestensibilita delle articolazioni, il piede piatto e |l
prolasso della valvola mitrale (un'anomalia di una valvola cardiaca).




Molte persone affette da FraX hanno tratti somatici tipici: viso stretto e
allungato con fronte e mandibola prominenti, orecchie piu grandi e piu
basse della media e, nei maschi, ingrossamento dei testicoli
(macrorchidismo). Le persone affette da FraX possono presentare anche
altri sintomi, come l'iperestensibilita delle articolazioni, il piede piatto e il
prolasso della valvola mitrale (un'anomalia di una valvola cardiaca).




La modalita di trasmissione della FraX presenta alcune caratteristiche
peculiari. Infatti essendo il gene FMR1 localizzato sul cromosoma X,
la malattia si manifesta in modo diverso nei due sessi:

| maschi con la mutazione completa sono affetti, mentre circa la
meta delle femmine con la mutazione completa presenta i sintomi
della malattia.

Maschi e femmine portatori della premutazione sono
clinicamente normali.

Nel passaggio alle generazioni successive la premutazione tende ad
espandersi: le ripetizioni CGG aumentano di numero e quando
superano le 200 copie diventano mutazione completa .

E’ da sottolineare che la tendenza all’espansione della sequenza
ripetuta CGG si verifica solo quando la premutazione é trasmessa
dalla madre: pertanto, poiché durante la maturazione dell'ovulo
materno o nelle prime fasi della crescita embrionale, la premutazione
puo espandersi a mutazione completa, una madre portatrice sana avra
il rischio del 50% di avere dei figli maschi affetti e del 50% di avere
delle femmine con la mutazione completa meta delle quali presentera i
sintomi della malattia.
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Se un tratto legato alla X e dominante, il carattere
sara trasmesso direttamente dai padri a tutte le

figlie femmine, ma mai da padre a figlio.

Se un tratto legato alla X e recessivo, madri
omozigoti (affette) trasmetteranno il carattere a
tutti 1 figli maschi, mentre le madri portatrici
get_eil:'_ozl_igoti) trasmetteranno il carattere alla meta
ei figli.

Padri affetti non trasmettono mai il carattere ai
figli maschi.
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MITOCHONDRION NUCLEAR DNA
MITOCHONDRION NUCLEAR DNA




| mitocondri Pt sono selettivamente distrutti nello zigote
Diluiti con i mitocondri dell’'ovocita

Raramente osservazioni di mitocondri paterni sono stati
osservati

Le femmine con una mutazione trasmetteranno la stessa
a tutti i figli
Non tutti i figli manifesteranno il fenotipo-malattia

| maschi affetti e i portatori non trasmetteranno la
mutazione a nessuno dei loro figli




In condizioni normali tutto il DNA mitocondriale
di un individuo € omogeneo, lI'insorgenza di una
mutazione puo’ portare alla presenza
contemporanea di due DNA mitocondriali diversi.

Quando il genotipo mutato prende il sopravvento
su quello “selvatico” si puo avere la comparsa
della malattia, per questo la maggior parte delle
malattie mitocondriali si manifestano in eta
adulta e presentano un’ampia variabilita clinica
anche all'interno di una stessa famiglia




Sindrome di Leigh

malattia infantile spesso letale contraddistinta dalla degenerazione
progressiva delle facolta visive,uditive e motorie

Encefalomiopatia mitocondriale, epilessia, acidosi lattica e apoplessia
(EMALA o MELAS, all'anglosassone)

disfunzione di alcune aree cerebrali che causa epilessia, ipoacusia, ritardo
nello sviluppo, paralisi regionale transitoria e demenza insieme a un

accumulo di acido lattico

Epilessia a fibre stracciate

epilessia, atassia, sordita e demenza, ipostenia muscolare

Neuropatia, atassia e retinite pigmentosa (NARP)

oltre ai disturbi da cui prende il nome, sono presenti spesso anche demenza
e ipostenia

Neuropatia ottica di Leber (NOEL)

tipica dell'eta adulta, comporta la perdita progressiva della vista a causa dei
danni al nervo ottico, insieme a difetti nella conduzione cardiaca




Sindrome di Kearns-Sayre

simile alla NOEL ma tipica dell'eta giovanile, & anche contraddistinta da un accumulo
di proteine nel liquido cerebrospinale. Sono inoltre comuni il ritardo mentale, i disturbi
endocrini quali il diabete e l'insufficienza renale

Sindrome di Pearson

disfunzione del midollo osseo dell'eta infantile, di solito fatale che prevede anemia,
insufficienza pancreatica, epatica e renale e, tra i sopravvissuti, l'instaurarsi della
sindrome di Kearns-Sayre

Miopatia oculare pura

e una delle forme meno gravi in quanto circoscritta ai muscoli oculari e caratterizzata
da ptosi palpebrale bioculare a partire dall'infanzia o dall'adolescenza

Diabete mellito

a una mitocondriopatia viene attribuita una percentuale di diabete mellito attorno
all'1,5 per cento dei casi

Malattia di Alzheimer

il cinque per cento circa dei malati anziani presenta la stessa mutazione del DNA
mitocondriale

Cancro
e recente la scoperta di una anomalia del DNA mitocondriale in una forma di tumore
cerebrale ereditario molto aggressivo, il paraganglioma




Effetto soglia: basi genetiche

Cellula progenitrice

Cellule figlie

10% 30% 50%

Fenotipo normale Fenotipo patologico







Mitochondrial DNA variation

« Normal: Homoplasmy; All copies of mtDNA are identical within coding
region

» Heteroplasmy: Single cells contain different mtDNA populations

Occurs with some mtDNA mutations

Due to presence of multiple mitochondria in one cell, each containing several
mMtDNA copies

Produces tissue variation

Post-mitotic tissues
» Usually contain highest levels of mutated mtDNA
* Neurons; Skeletal & Cardiac muscle; Endocrine tissue
e Mutations in mtDNA

— % vs normal in mtDNA can vary widely among tissues in an individual
— Mutational loads may change over time

— Tissues are differentially sensitive to levels of mtDNA mutations: ? Related to oxidative energy
requirements




No introns

Small intergenic spacing: Coding sequences of most
genes are contiguous or separated by 1 or 2 bases

Codon sequences

— Different start, stop & arginine, tryptophan, isoleucine

— Some mitochondrial genes lack termination codon: Insertion of
UAA at the transcriptional level instead

Replication of mtDNA

— Rapid rate

— Lacks proofreading

— Mutation rate 10 to 100x > than nuclear DNA

Mitochondria lack an adequate DNA-repair mechanism
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