Mutacje

Ujecie funkcjonalne



Mutacja

- Trwata, przekazywana przy replikacji zmiana sekwencji nukleotydowe| w
Mmateriale genetycznym

* Nie kazde uszkodzenie DNA jest mutacja — staje sie nig dopiero po
utrwaleniu | przekazaniu do czasteczki (lub czgsteczek) potomnych



Mutacje

- Rearanzacje genomu
+ - Zmiennosc liczby kopii fragmentow
+ ZMmiennosc na poziomie genow
+ obszary kodujace (biatka | funkcjonalne RNA)

* Obszary regulatorowe



Mutacje — poziom kodu genetycznego

+ Podstawienia
- Niesynonimiczne
- Zmiany sensu (missense)
+ Nonsens (honsense)
+ Synonimiczne (ciche)

- Moga niekiedy wptynaC na fenotyp - efekt czestosci wykorzystywania
kodonow synonimicznych



Mutacje — poziom kodu genetycznego

- Zmiany fazy odczytu - insercje lub delecje (indele)

+zmienia sekwencje I/lub diugosc kodowanego biatka ponize] miejsca
wystgpienia

+ Delecje lub insercje w kodowanym biatku
- Indele wielokrotnosci 3 nukleotydow
+ delecje lub insercje eksonow

- Deficjencja — rozlegta delecja, np. obejmujaca caty gen



Mutacje — poziom kodu genetycznego

+ /Zmiany fazy odczytu

+zmienia sekwencje I/lub diugosc kodowanego biatka ponize] miejsca
wystgpienia

+ Delecje lub insercje w biatku
+ delecje lub insercje wielokrotnosci 3 nukleotyddw
+ delecje lub insercje eksonow

- Deficjencja — rozlegta delecja, np. obejmujaca caty gen



Mutacje — efekty fenotypowe

- Klasyfikacja Mullera
+nullomorty
* hipomorty
+  hipermorty
+ - antymorty

neomorty



Nullomorty

+ Brak jakiejkolwiek funkcji genu
- Tzw. allele null, iInna nazwa: amorty
» Nullomorty:
- transkrypcyjne (brak transkryptu)
- translacyjne (brak biatka wykrywalnego przeciwciatem)
- Inaktywacyjne (obecne biatko, ale catkowicie nieaktywne)
- najpewnie|szy sposob na uzyskanie nullomorfa — deficjencja (petna delecja)
- (Czesto recesywne

- Dominacja (lub kodominacja) w przypadku efektu ilosci biatka - haploinsuficjencja



Hipomorty

+ Obnizona aktywnos¢ produktu, niewystarczajgca do uzyskania dzikiego
fenotypu homozygoty

+ Obnizenie ilosci produktu lub produkt o obnizone] aktywnosci
- Np.
+obnizona transkrypcja, obrobka RNA, stabilnosc, translacja
+obnizona aktywnosc¢ (np. katalityczna)

+ (Czesto recesywne



Hipermorty

+ /Zwiekszona aktywnos¢ produktu
+ Fenotyp wynika z:
+ nadmiaru produktu genu (nadekspresja)

+ nadmiernie wysokiej aktywnosci produktu



Antymorty

- Zmutowany produkt ma dziatanie antagonistyczne wobec dzikiego

+ Fenotyp podobny do fenotypu nullomorfa lub hipomortfa, ale z definicil
dominujacy

- Zwiekszenie dawki allelu dzikiego moze ostabiC (odwrociC) fenotyp

- Inny termin — mutacje dominujace negatywne (dominant negative)



Antymorty

E But add in a poisonous o subunit...
5 ; : ...and no further elongation can occur

Mutacje w genach podjednostek tubuliny blokujgce polimeryzacje



Antymort — zespot Marfana

Dominujgca mutacja w genie FBN1T
kodujacym fibryline — biatko tkanki fgcznej

Zmutowane biatko blokuje polimeryzacje
biatka prawidtowego

Defekty tkanki facznej, aorty i zastawek
serca, wWysoki wzrost, arachnodaktylia

Ok. 1:5 000 urodzen

Normal
hands

e

Marfan
Syndrome

Z

Elongated finger and arm bones




Stawni muzycy chorzy na
zespot Marfana

- Niccolo Paganini (1782-1840)

- Robert Johnson (1911-1938)




Neomorty

- Zmieniona (howa) aktywnosc¢ genu
- Aktywnos¢ genu w niewtasciwym miejscu lub czasie (heterochronia)

+ przyktad: chtoniak Burkitta: translokacja fragmentu chromosomu 8 na 14 przenosi
gen c-myc pod kontrole silnego promotora IGHa aktywnego w limfocytach

- Niewtasciwa aktywnosc, ale nie antagonistyczna dla produktu dzikiego
- Wiele mutantow regulatorowych

 Np. biatko pozbawione domeny odpowiadajgcej za regulacje aktywnosci,
konstytutywnie aktywne



Neomort

+ Antennapedia (Antp73b)

- Sekwencja genu Antp przeniesiona w poblize promotora genu ulegajacego
ekspresjl w gifowie

+ Rozwo] odndzy na segmencie gtowowym




Dzledziczne zapalenie trzustki '

Choroba dominujgca autosomalna
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Dzledziczne zapalenie trzustk

- Trypsyna w trzustce ulega autoinaktywacj
przez proteolize

- Mutacja R117H - “supertrypsyna” oporna
na proteolize - aktywna w komorkach
trzustki




INne terminologie

- Mutacje utraty funkcji (loss-of-function)
+ nullomorty I hipomorty w klasyfikacji Mullera

- Mutacje nabycia funkcji (gain-of-function)
- neomorty I hipermorty w klasyfikacji Mullera

- Mutacje dominujgce negatywne (dominant negative)
+ antymorty

+ niekiedy zaliczane do “nabycia funkcji” albo “utraty funkcji” — czeste niejednoznacznosci



Mutacje utraty funkgji

+ Null — catkowita utrata funkcji. Np. deficjencja.

+  (Czesciowa utrata funkgji (hipomorf). Dotyczy poziomu produktu lub jego
aktywnosci.

- \Warunkowe

- np. temperaturo-wrazliwe — utrata aktywnosci tylko w warunkach restrykcyjnych -
np. podwyzszona (ts) lub obnizona (cs) temperatura.

- Wazne narzedzie do badania genow, w ktorych mutacje null sa letalne

+ Mutanty ts czesto sg hipomortficzne w temperaturze permisywnej



| etalnosé

Mutacja powoduje niezdolnos¢ do przezycia

U organizmow wielokomorkowych czesto smierC na wczesnych etapach
rozwoju - embrioletalnosc

Problem definicji - czy mutacja prowadzgca do przedwczesnej Smierci, ale
Juz PO urodzeniu jest letalna”?

+ujecie ewolucyjne - tak, jezeli smierC przed osiggnieciem wieku
reprodukcyjnego



NiezbywalnoscC

- Geny, ktorych mutacje nullomorficzne sg letalne to geny niezbywalne
(niezbedne): ang. essential

-+ U drozdzy S. cerevisiae, w warunkach laboratoryjnych: ~20% gendw
- E. coli: ~14%
- Mycoplasma: ~55%

- Mysz: ~40%77?



Dominacja i recesywnoscC

+ Dominacja | recesywnosc to pojecia wzgledne

- dany allel moze byC dominujacy wzgledem jednego, a recesywny wzgledem
iINnnego allelu

- Dominacje | recesywnos¢ nalezy rozpatrywac pod kagtem
+  konkretnego fenotypu

+ pOziomu organizacji (komorka vs. organizm)



WzglednosC dominagii

Dziedziczenie jednolitego ubarwienia u
kotdw na przyktadzie rasy brytyjskie;

allel B - dominujacy: barwa czarna
allel b: barwa czekoladowa
recesywny w stosunku do B
ale dominujacy w stosunku do b1
allel b7: barwa cynamonowa

recesywny w stosunku do B ido b




Dominacja i recesywnoscC

+ Poziomu organizacji (komorka vs. organizm)
* NP. supresory nowotworow (p53, Rb)

-+ Na poziomie komorkowym recesywne — komorka z jednym allelem
dzikim funkcjonuje prawidtowo

+ Na poziomie organizmu (rodowody) dominujgce — u heterozygot rozwija
sie zespot chorobowy czestego wystepowania rzadkich nowotworow
(zespot Li-Fraumeni, retinoblastoma)



Dominacja i recesywnoscC

Mutacje nullomorficzne | hipomorficzne (utraty funkciji) z reguty sa recesywne

- Jeden allel pozostaje aktywny | wytwarza produkt. llos¢ produktu (enzymu)
nie jest limitujgca (limituje zwykle sulbstrat)

Poniewaz sg to najczestsze mutacje, to wiekszosc izolowanych mutacji jest
recesywna



Haploinsuficjencja

- Wyjatek: haploinsuficjencja

+Jedna kopia (allel) nie wystarcza do zapewnienia odpowiedniej Il0SCi
produktu

- U drozdzy stwierdzono dla okoto 3% (~200) genow

+ /darza sie haploinsuficjencja warunkowa — heterozygota objawia fenotyp
tylko w konkretnych warunkach srodowiska



Choroby dominujace

- Jednym z mechanizmow jest haploinsuficjencja

- Chorzy sa heterozygotami, u homozygot zwykle duzo ciezsze objawy albo
letalnosc



Rodzinna hipercholesterolemia

-+ Mutacje w genach LDLR (receptor LDL — low density lipoprotein) | ApoB
(@polipoproteina B — czes¢ kompleksu LDL odpowiedzialna za oddziatywanie z

receptorem)

- Heterozygoty: podwyzszony poziom LDL we krwi, miazdzyca, choroby serca
ok. 40 r. zycia

- leczenie: statyny, dieta
- Homozygoty: ciezkie schorzenia serca | naczyn juz w dziecinstwie

- leczenie: trudne, wysokie dawki statyn, przeszczep watroby



Haploinsuficjencja
warunkowa

- Anemia sierpowata
- Mutacje w genie B-globiny (HbS)

-+ Choroba recesywna, ale w warunkach iron | group
niskiego ci$nienia (wysoko w gérach) b M Fchain
nosiciele (heterozygoty) chorujg —
warunkowa haploinsuficjencja

- Dodatkowy fenotyp — odpornosc na red biood cell
malarie, fenotyp dominujgcy 5 chain

helical shape of the
polypeptide molecule

- W rejonach wystepowania malaril
heterozygoty majg przewage selekcyjna
nad obiema homozygotami -
naddominacja



Anemia sierpowata




/Znani nosiciele allelu HbS

Lassana Diarra Ryan Clark
(ex. Real Madryt, ex. rep. Francji) (Pittsburgh Steelers)



HDS | sport

-+ W latach 2004 - 2008 5 przypadkow smierci u zawodnikow akademickigj ligi
futbolu amerykanskiego powigzanych z nosicielstwem anemii sierpowate;

- ~2% wszystkich (reszta to inne choroby, urazy | przyczyny niezwigzane z
uprawianym sportem)

* ryzyKo u nosiciell 37 x wyzsze, niz u homozygot dominujgcych

Zrodto: Br J Sports Med. 2012 Apr;46(5):325-30.



Mutacje dominujace

- Haploinsuficjencja nullomorfow I hipomorfow
+ Hipermorty
- Antymorty — wiecej kopii allelu dzikiego moze odwrdcicC fenotyp

- Neomorty



Interakcje genetyczne

Od ujecia klasycznego do biologii systemow



Interakcje genetyczne

- Oddziatywania funkcjonalne miedzy roznymi mutacjam
W obrebie tego samego genu

* pomiedzy genami



W obrebie jednego genu - rewersja | pseudorewersja

+  Rewersja: mutacja powrotna, w te] samej pozycj przywraca dziki allel

- Pseudorewersja: mutacja w Inngj pozycji tego samego genu przywraca dzik
fenotyp



Rewersja

UAU -> UAA -> UAC
tyr  Stop tyr
UGG -> UGA -> CGA
trp Stop arg

Dotyczy tego samego kodonu, ale nie musi przywracac tego samego
aminokwasu, moze dotyczyC tego samego lub innego nukleotydu



Rewersja - aspekt praktyczny

Mutacje punktowe czesto ulegaja rewersji - problemy z utrzymaniem
szczepoOw mutantow

Rozlegte delecje nie ulegajg rewersji
+ mutacje markerowe w szczepach laboratoryjnych powinny by¢ delecjam

Na podstawie rewersji mozna tworzyC bardzo czute testy oznaczajace
czestosc mutac



Pseudorewersja

- “Supresja wewnatrzgenowa”

- Kolejna mutacja w Inngj pozycji tego samego genu odwraca efekt pierwszej
mutac]

+ Narzedzie do badania oddziatywan miedzy aminokwasami wewnatrz biatka



Pseudorewersja — badanie struktury biatka

I I I Iv VvV VI VI
o

Random oligo-directed
mutagenesis of TMIII

e e el = W

Screen for loss
of function

o e X e el W e
Random PCR mutagensis
of pairs of transmembrane
segments

e e —F

N ——

e P
Screen for suppressors
conferring gain

of function

o X X W I

Sommers & Dumont, 1997, J Mol Biol 266:559-575



Interakcje miedzy roznymi genami: od genetyki do biologii systemow



Interakcje genetyczne miedzy roznymi genami

+ Fenotyp podwdjnego mutanta AB nie jest prostym potaczeniem fenotypow mutaci
Al B

- Gdy nie ma interakcii:

- mutacja w (biate oczy) | mutacja y (zotte ciato) u Drosophila: mutant wy ma biate
oczy | zOtte ciato

-+ mutacja leu? | mutacja ura3 u drozdzy: podwdjny mutant leu?2, ura3 wymaga
leucyny | uracylu

- Ujecie jakosciowe wymaga dobrze zdefiniowanych, dyskretnych (0,1) fenotypow —
np. letalnosc



Interakcje genetyczne miedzy roznymi genami

+ Dla ujecia illosciowego wymagana jest liczbowa miara fenotypu (fitness -
dostosowanie)

* NP. czas podziatu (czas generacji) — czas wymagany do podwojenia liczby
komorek w hodowli, miara tempa wzrostu

+ np. mutant m7 rosnie w tempie 0,5 dzikiego, mutant m2 w tempie 0,9
dzikiego, przy braku interakcji wzrost podwdjnego mutanta w tempie 0,5 -
0,9 = 0,45 dzikiego - model multiplikatywny




Problem terminu “epistaza” (epistasis)

Epistaza (“epistasis’”), Bateson 1909 — jeden z rodzajow interakci
W tym znaczeniu stosowane w genetyce klasycznej
Epistaza (org. “epistacy”), Fisher 1918 - wszelkie interakcje genetyczne

- W tym znaczeniu uzywane w genetyce populacji | genetyce ewolucyjnej,
obecnie tez w tekstach angielskich jako epistasis



INnterakcije

- kagodzace, pozytywne (positive, alleviating interactions)

+ Fenotyp podwojnego mutanta Izejszy (blizszy dzikiemu), niz przewidywany
dla sumowania fenotypow mutantow pojedynczych

- Syntetyczne, pogarszajace, negatywne (negative, synthetic, aggravating
Interactions)

- Fenotyp podwdjnego mutanta ciezszy, niz przewidywany dla sumowania
fenotypow pojedynczych mutantow



Ujecie ilosciowe - multiplikatywne

Fithess

Wwild-type

Single mutant A

Single mutant B 0.5
~ Expected
< | No /0.7 x0.5=0235
= | 'nteraction
g Dixon et al. 2009, Annu Rev Genet 43:601-25

U mikroorganizmow typowa miarg dostosowania (fenotypu) jest tempo podziatow
Przy braku interakcji oczekiwane tempo podziatow podwojnego mutanta to illoczyn
wartosci mutantow pojedynczych



Ujecie ilosciowe - interakcje syntetyczne

Negative genetic interactions

Fitness

Wild-type

Single mutant A

Single mutant B 0.5
Expected
No [ 0.7 x0.5=0235
interaction
Synthetic sick
0.2

Negative

: | Synthetic lethal
Interactions

0

Double mutant AB

Dixon et al. 2009, Annu Rev Genet 43:601-25



Ujecie llosciowe — interakcje tagodzace

C Positive genetic interactions (asymmetric)
Fitness

Wild-type

Single mutant A

Single mutant B 0.5

Expected

< No /07x05=035 |

© | interaction '

n - . :

= _ Masknng

= 05 |

w | Positive ' Suppression
O | interactions

= 0.7

®)

D - -

Dixon et al. 2009, Annu Rev Genet 43:601-25



Miary dostosowania

- Najczescie] stosowang miarg jest tempo podziatow
+ Inne miary:

- efektywnosC metaboliczna: przyrost biomasy przy statym doptywie
substancji pokarmowych

+ przezywalnos¢ w warunkach stresowych (np. w fazie stacjonarnej hodowli)



Interakcje tagodzace

- Supresja

- Fenotyp mutacji (a) znoszony przez mutacje w innym genie (b)

- Epistaza

MU

Podwojny mutant ab ma fenotyp ta

Podwojny mutant ab ma fenotyp dziki lub bliski dzikiemu (nie ciezszy, niz sam b)

—enotyp mutacji (a) maskowany przez mutacje w innym genie (b)

KI sam, jak mutacja b (epistatyczna) — olbecnoscC

tacji b narzuca fenotyp niezalezr

gen

U a

ie od allelu genu a (hipostatycznego) | maskuje allele

+epistaza symetryczna — pojedyncze mutanty a i b majg taki sam fenotyp, jak podwojny ab



Supresja

Fenotyp mutaciji (a) znoszony przez mutacje w innym genie (o)
Rozne grupy mechanizmow
Informacyjne
* NP. translacyjna supresja mutacji nonsens
losciowe
Interakcyjne (“zamka i klucza”)
- Zmieniajgce ten sam szlak
- Zmieniajace inny szlak
+ obejscie
+ zmiana srodowiska komorki
+ obnizenie/podwyzszenie aktywnosci szlaku antagonistycznego



Supresja informacyjna

+ Supresory zwigzane z przekazywaniem informacj genetycznej (informational
SUPPIressors)

+ Najbardzie] znana supresja translacyjna nonsens - mutacje genow tRNA
(antykodon) umozliwiajace rozpoznanie kodonu stop

- Przydatne w badaniu ekspresji genu, ale nie w badaniu funkcji konkretnych
genow



