Molekularni biologie pro
informatiky - 3

Replikace genomu, reparace a
rekombinace DNA



Replikace DNA

Schopnost bunky prezit a mnozit se zavisi na presném zdvojeni genetického materialu.

Pfi kazdém déleni musi bunikka zkopirovat svlj genom s mimoradnou presnosti a
dostatecnou rychlosti.

Replikace DNA je umoznéna parovanim bazi. Komplementarita
fetézcl v dsDNA umoZniuje, aby po separaci retézcl slouZil
kazdy z nich jako templat pro syntézu nového vlakna.
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Replikace DNA

1. iniciace - zahdjeni replikace (ori), vazba replikacnich proteind, tvorba replikacni vidlice
2. elongace - syntéza retézce DNA
3. terminace - zakonceni replikace daného replikonu

Pocatek replikace (misto ori)

misto ori

» specificka sekvence DNA bohata na AT pary , — 1 5

LA
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* vazba iniciacnich proteinl otvirad strukturu dsDNA
* vazba dalSich proteint zodpovédnych za replikaci

* pfitomen na kazdém replikonu 5 3
e U bakterii - 1x na chromozomu | |
jednoretézcova oblast

* u Clovéka - 10.000x na jaderné DNA templtové DNA
- 220x na chromozom




Replikace DNA

Replikacni vidlice

* struktura DNA ve tvaru ,Y“ béhem replikace

* dvousmérna replikace - dvé vidlice pohybujici se v opaénych smérech od mista ori

* rychlost pohybu - bakterie ~ 1000 nukleotidd / s
- Clovék ~ 100 nukleotidd /s

replikacni vidlice
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relikacni vidlice
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DNA polymeraza n *
* tvorba nové DNA dle jednoho z plvodnich fetézcl

* pfipojeni nukleotid( k 3"konci rostouciho fetézce DNA J
* tvorba fosfodiesterové vazby mezi dNTP a DNA Ep 0 5



Replikace bakterialni chromozomové DNA
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 vyzaduji pritomnost primeru (DNA ¢i RNA) OO 20N
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1. DNA-polymeraza | (Kornbergliv enzym)
* DNA-primer; odstranéni RNA-primerQ, syntéza DNA mezi Okazakiho fragmenty, opravy DNA

2. DNA-polymeraza Il
* zalozni polymeraza, opravy DNA

3. DNA-polymeraza lll

 2x katalytické jadro (a, 6, €) - 8 nt/s

* spojena v dimer (1) - 20 nt/s

* B-svorka - stabilizace Usek( dsDNA

* y-komplex (y,66"yx) - nakladani B-svorky
na DNA v mistech RNA-primert

* 500 nukleotidl/s

* procesivita pro celu molekulu DNA

* 3°-5" exonukleazova aktivita
* RNA-primer; replikace DNA, opravy DNA



Replikace bakterialni chromozomové DNA
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* méni kladné nadSroubovicové zavity na zaporné q:q‘ mﬁ'ﬂx‘qd
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Semikontinualni syntéza dsDNA pri replikaci

Vedouci DNA retézec

* kontinualni syntéza na retézci 3’5’
* jeden RNA-primer v misté ori

Opozdujici se DNA retézec

» diskontinualni syntéza pres Okazakiho fragmenty na retézci 3’25’
* RNA-primer pro kazdy Okazakiho fragment, odbourany od 5 -konce
* prodlouzeni Okazakiho fragmentl na 3"-konci, spojeni do souvislého fetézce DNA
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Smér pohybu
replikacni vidlice
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RNA-primer

Vedouci DNA fetézec
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Iniciace replikace

Pocatek replikace oriC

- 13 bp tandemova repetice bohata na AT pary
- 9 bp repetice: vazba DnaA

13 bp rlepetice

o —— e
DnaA - rozeznani oriC, prevod do oteviené formy

DnaB - vazba na otevreny usek DNA

9 bp répetice

Vazba a akumulace DnaA
Ohyb DNA
- odvijeni dsDNA, vznik replikacnich vidlic

Separace DNA Fetézc

SSB-proteiny - vazba na jednoretézcové useky

13 bp - GATCTNTTNTTTT

T T

9 bp - TTATNCANA

J7IN
R GRNRR) RRAERCRNRRN 1311181 E 1010811081108 1GRRRN 11 GRRRY 111 GRRRY 111 (RRRY 5118

Odvijeni dsDNA
Tvorba replikacnich vidlic
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Elongace replikace

vedouci retézec - RNA-primer na pocatku replikace

opozdujici se retézce - RNA-primer na zac¢atku kazdého Okazakiho fragmentu

primozom = komplex DnaB a DnaG (DNA-primaza)

Koordinace syntézy obou DNA fetézcli ve sméru replikacni vidlice

ohyb DNA, struktura DNA-polymerazy Il

katalyticka jadra umisténa kazdé na jednom matricovém retézci
y-komplex umistén asymetricky, opakované naklada B-svorky na

opozdujici se retézec

pohyb katalytického jadra mezi jednotlivymi B-svorkami

vedouci Féézec’\'

A
Ay
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RNA-primer
novy Okazakiho fragment: /
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katalytické jadro

B-svorka

\ RNA-primer

SSB-protein

’\, katalytické jadro
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DnaB
DnaG

B-svorka

|
katalytické £
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katalytické
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Elongace replikace

Initiator

nNA H “ ,“ KI! FI Vazba DnaA do mista oriC protein
eplication Key Players vt doNA | — Paretal DA
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w ﬁ:“ Vazba DnaB, ktera pokracuje v odvijeni dsDNA T DMA gyrase
DNA-gyraza uvoliiuje napéti tvorbou zapornych nad$roubovcovych zavitd . (topoisomerase)
SSB-proteiny udrZuji fetézce DNA oddélené a pfistupné replikace REPLICATION FORK ff/_‘
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DNA-polymeraza |

- postupuje za DNA-polymerazou lll

- odbourava z 5'-konct RNA-primery

- na 3"-konec nasledujiciho Okazakiho
fragmentu napojuje dNTP

DNA-ligaza

- spojuje doplnéné fragmenty

DNA-polymeraza Il syntetizuje vedouci fetézec strand DNA
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Terminace replikace

* terminator replikace, ter
* vazba specifickych proteint, které inhibuji DnaB a zastavuji tvorbu replikacni vidlice

* topoizomeraza typu Il oddéluje vzniklé chromozomy

oriC ~ vidlice
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Replikace plazmidové DNA
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Replikace plazmidu otacivou kruznici Zom_ Q _Replikace.
* v misté ori Stépi Rep-protein (+) Fetézec : : (+)

* vznikly 3"-konec prodluzovan, vytlaceni (+) retézce ©
v v . o 7 . ( )
* zlom (+) fetézec mezi plivodni a novou DNA, ligace y

e vznika (i) kruznicova dsDNA @ y,
(i) kruznicova ssDNA (doplnéni pres Ok. fr.) ﬁ @
(+) Ligace (+)

Replikace

Replikace konjugativnich plazmidli béhem konjugace

* replikaci otacivou kruznici, vytlaCovany (+) fetézec prestupuje do recipientni bunky
e (-) fetézec zlstava v donorové bunce, kontinualni syntéza

* (+) fetézec se v recipientni burice dosyntetizuje pres Okazakiho fragmenty

F plasmid Bacterial chramosome
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Replikace chromozomové DNA u eukaryot

Podobné rysy jako u replikace bakterialniho chromozomu:

e semikonzervativni a semikontinualni
* replikacni vidlice, replikacni proteiny
* iniciace, elongace a terminace

Odlisnosti od replikace prokaryot:

* replikace omezena do S-faze bunécného cyklu

* pfitomnost nukleozom?

*  mnohonasobna mista pocatku replikace

* problém s doreplikovanim konct linearni molekuly DNA

Velikost Rychlost syntézy DNA P??et.,
genomu (bp) (kbp/min) pocatkd
replikace
E. coli 4,6 x 106 30 1
S. cerevisiae 1,4 x 107 3 330
D. melanogaster 1,8 x 108 2,6 3.500
Mus musculus 2,5x 10° 2,2 25.000
Homo sapiens 3,2x10° 3 >10.000 ?

' Sesterské
chromatidy
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Replikace chromozomové DNA u eukaryot

DNA-polymerazy

u eukaryot nalezeno nejméné 13 druhu a,d, e replikace jaderné DNA
B opravy DNA
Y replikace mitochondrialni DNA
T, K N, .. funkce neznama

DNA-polymeraza a
* tetramer (RNA-primdza), tvorba RNA-primer( a ¢asti Okazakiho fragment(
* mirna procesivita, 5-3" exonukleazova aktivita

DNA-polymeraza 3
* monomer, syntéza kratkych retézc( pfi reparaci DNA
* nizka procesivita, 5’-3" exonukleazova aktivita

DNA-polymerazay
* dimer, syntéza mitochondrialni DNA
* vysoka procesivita, 5-3" a 3’-5" exonukleazova aktivita

DNA-polymeraza 6
* interakce s proteiny RCF a PCNA, dokonceni syntézy Okazakiho fragment
» vysoka procesivita v asociaci s PCNA-proteinem, 5°-3" a 3°-5" exonukledzova aktivita

DNA-polymeraza €
* Uzce souvisi s 6, hlavni polymeraza pro syntézu vedouciho rfetézce



Iniciace replikace

Replikacni pocatky po 1 - 300 kbp
* na savCich chromozomech bez specifickych sekvenci, bohaté na AT pary, 500 - 50.000 bp

Pre-iniciacni komplex

. sestaven v G1 fazi bun&&ného cyklu w\ /ﬂ
* replikacni pocCatek rozeznan proteinem ORC el el

« vazba CDC6, CDT1, MCM2-7 61 /f 7/

Pri vstupu do S-faze jsou slozky pre-iniciacniho = iy %
komplexu fosforylovany, uvolnéni uz nepotrebnych . :
slozek, aktivace MCM?2-7

Iniciacni komplex
*  Mcm2-7 spolu s dalSimi proteiny (CDC45, GINS)

pIni funkci DNA-helikazy
* vazba DNA-polymeraz do replikacni vidlice

Vysledkem iniciace je zalozeni replikaCni vidlice
s navazanymi proteiny, které se budou ucastnit
elongacni faze replikace.



Elongace replikace

Vedouci retézec

* jediny primer vytvoreny DNA-polymerazou a

* RCF-protein naklada PCNA na konec RNA-primeru

* PCNA-protein vytésnuje DNA-polymerazu a a zvysuje procesivitu DNA-polymerazy €, ktera se na
néj vaze a syntetizuje DNA

Opozduijici se retézec 3
* RPA pokryva jednoretézcové useky DNA \

* DNA-polymeraza a tvori RNA-primer (10 nt) ~
a ¢ast Okazakiho fragmentu (10-20 nt)
* PCNA vytlacuje DNA-polymerazu a

* RNazaH odstranfiuje RNA-primery z 5'-konce

* DNA-polymerazou 6 dokoncuje Okazakiho f.
* DNA-ligaza spojuje Okazakiho f.



Slozky bakterialniho a eukaryotického replizomu

Funkce Bakterie Eukaryota
Rozpoznani ori DnaA ORC
Vazba helikazy k DNA DnaC CDT1, CDC6
Helikaza DnaB MCM komplex
Relaxace DNA DNA-gyraza Topoizomeraza ll
Ochrana ss fetézci SSB RPA
Primaza DnaG Pola
Syntéza vedouciho fetézce Pol3 Pole
Syntéza opozdujiciho se fetézce Pol3 Pola, Pold
Posuvna svorka B-svorka PCNA
Nakladani svorky y-komplex RCF
Odstranéni RNA-primeru Poll RnazaH
Dokonceni Okazakiho fragmentu Poll Pold
Spojeni Okazakiho fragmentu DNA-ligaza DNA-ligaza




Terminace replikace

Problém zakonceni replikace linearnich dsDNA

* po odstranéni RNA-primeru na 3’-konci
matricového retézce pro opozdujici se
retézec vznika prazdné misto, které DNA-
polymeraza nedokaze zaplnit

* bez strategie, jak tento Usek doreplikovat by
dochazelo ke zkracovani chromozomu a
ztraté genetické informace

Telomery

* druhove specifické repetitivni sekvence

* udrzovany telomerazou, bez ni dochazi ke
zkracovani telomer (~50-150 bp / déleni)

 senescence Ci smrt bunék po zkraceni
telomer pod kritickou hranici

* ochrana chromozom( pred degradaci

* rozeznany jako skutecné konce chromo-
zomu, odliSeny od dvouretézcovych zlomd
uprostfred chromozom{

DNA polymerase

Leadmg strand

Lagging strand
300 D0 DG DG g qmmmmmr, SALA,

Hellcase
5
3/
3\ D DG I D QI 17,3 AP
Primase”” RNA
primer
5’1 'll
3; "\L
20 DG DG D Dy QI i 3
DNA polymerase




Terminace replikace

Telomeraza

ribonukleoproteinovy komplex slozeny z

(i) RNA (templat)
(ii) RNA-dependentni-DNA-polymeraza

vazba k precnivajicimu 3"-konci DNA pres RNA
tento konec je vyuzit jako primer a podle RNA
matrice prodlouzen o telomerické sekvence

syntéza tandemovych repetic zajisténa trans-

lokaci telomerazy podél vznikajiciho retézce

na prodlouzeném 3’-konci vytvori replikacni
enzymy dalsi Okazakiho fragment

plvodni délka chromozomu je zachovdna

pfitomna v zarodecnych/kmenovych bunkach,
nepritomna v somatickych bunkach
reaktivace v nadorovych bunkach

Missing DNA on
5° lagging strand

e

bl i

Telomerase with its

¥

B

RNA primer
—————]

AAUCCC

e

DNA polymerase

alr

Sliding clamp



Terminace replikace

Ochrana precnivajicich 3"-koncti chromozomti

telomerické sekvence se ohybaji a vytvareji strukturu telomerické smycky (T-smycka)
ssDNA na konci retézce se zanoruje do dsDNA useku a tvofi trojvldknovou strukturu (D-smycka)
celou strukturu stabilizuje komplex protein( = shelterin

- ochrana pred endonukleazami, potlaceni oprav DNA, regulace telomerazy

CEN
| #—— TELOMERIC DNA REPEATS =————— |
¥

@j:/f ’ K G-RICH

T-LOOP

T

C-RICH 5TRAND

Replikativni senescence

zplUsobena zkracenim telomer a rozpadem T-smycky

buriky zastavi rlst, vstoupi do senescence nebo spusti apoptdzu

obrana pred nestabilitami v genomu a vyvojem nador( (telomery by byly rozezndny jako poskozeni
DNA, odhalené konce by mohly vést k fuzi chromozom)



Nukleozomy behem replikace

Béhem G1 a S faze bunécného cyklu syntetizovany histony nutné pro zdvojeni nukleozomi béhem
replikace DNA.

I

/i »Lehké” /I peplikace /.
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¥ Jeden pruh, oktamery oktamery se smési  1us
s ,tezkymi“ AK starych a novych histond ™
|H (,t&2ké", ,lehké” AK) ]U

Recyklace
H3-H4 H3-H4
% tetramer dimer
@ 5:/’—"\ Ef
H2A-H2B
b= 4 oy )
Rozpad \, * rozpad nukleozoml béhem replikace

* rychlé opétovné sestaveni
Smérl:eglikaém’ , . , v
e tidlice * nové oktamery jsou nahodnou smeési
plvodnich a novych histonu

De novo zaélenéni b



Presnost replikace DNA

Chybovost DNA-polymerazy: 1 chyba na 107 bazi

Presnost replikace zajisténa parovanim bazi a vlastnostmi DNA-polymerazy

(i) prednostni pripojeni nt se spravnym parovanim
(ii) odstranéni chybného nt procesem zvanym proofreading

Proofreading

* kontrola spravného parovani zac¢lenénych nukleotidli béhem replikace
* Spatné zaclenény nukleotid odstranén 3°-5" exonukleazovou aktivitou
* polymeraéni a korekcni aktivita DNA-polymerazy zajisténa rlznymi

katalytickymi doménami enzymu

DNA-polymeraza

Templatovy
0 o o ¢ ¢ o L
111 11 1} #

3 5

PFipojeni chybného
nukleotidu

3!
D 6 0 6 6 6 & ¢

Odstranéni chybného
nukleotidu

b © 6 ¢ ¢ o &l

3 5

umoiZiiuje pfipojeni

Spravné parovany 3’-konec
dalSiho nukleotidu

b ¢ 6 6 6 o o &I

3 5



Molekularni podstata mutageneze

* zachovani genomu bunék vyzaduje e “ ":'ﬁ B ‘
- presnost replikace DNA PN alela
- schopnost opravit poSkozenou DNA
i I |
* mutace jsou dédi¢né zmeény genotypu, jejichz molekularni clc " c “ 2llc ‘
podstatou jsou nukleotidové substituce, delece a inzerce S A
B "Iﬁl | ‘
C C G c C G
Substituce ala aldla
Del
* vymeéna nukleotidu —E
T
e synonymni substituce: vznik kodénu se stejnym smyslem | ‘ || ‘

AAG (Lys) ---> AAA (Lys)

nesmyslna mutace: vznik terminacniho kodonu
AAG (Lys) ---> TAG (STOP)

neutralni substituce: zménou aminokyseliny se nemeéni konformace peptidového retézce
AAG (Lys) ---> AGG (Arg)

mutace ménici smysl kodonu
AAG (Trp) ---> ACG (Thr)



Molekularni podstata mutageneze

Delece, inzerce
e ztrata / vloZeni nukleotidu(d)

* posunové mutace: zména Cteciho ramce QT A Cc T T c A A ACCGATTE
AT GAAGTT T T GCGCTAAS

LW A U G A A G U U UG G C U A AkY

protein IS H RS H TG H () \E’gp_j

jednonukleotidova inzerce . . .
X o, trinukleotidova delece
jednonukleotidova delece

Extrla A A missing missing

T ACATTCAAACGGATTH JT ACT T CAACCGATTHY T ACIAAACCGATTE

L4A T G TAAGTTTGGCTA AL @A T GAAGTTGGCTA ALY A T G T T T G GC T A Ak
Extra U [ missing [ missing

5 EGHUEURUEGEGECEUSATAI S A UG AAGUUIGGC U A AQREEY LA U GlU U UGG C U A AES
m Stop ' H ' i ' [ Met ¥ Phe 3

Standardni alela: prevlada v populaci, funkcni
Mutantni alela: Cetnost v populaci nepresahuje 1 %, nemusi byt funkéni

Spontanni mutace: vznikaji bez ucinku mutagenu
Indukované mutace: vyvolané mutagenem

Mutagen
» fyzikdlni nebo chemické agens vyvolavajici mutace, plsobi genotoxicky, poskozuji genotyp
e promutagen preménén na mutagen metabolickou aktivaci



Spontanni mutace

A

T A

Mutantni molekula

Fixovana mutace

Pokud neni chybné parovani
bazi opraveno, dochazi pfi
dalSich replikacich k fixaci
mutace.

Prvni replikace

Standardni molekula

> Druha replikace

Nestabilni par ;
Standardni molekula

AT A
T GCT

Standardni molekula

Chybné pary bazi mohou vzniknout béhem replikace diky chemickym vlastnostem bazi a témto déjim:

1. Tautomerni zmény bazi

* stabilni tautomery podléhaji Watson-Crickovu parovani
* pfechodné tautomery mohou tvofit pary AC, GT

* frekvence vyskytu 104 - 10 / na nukleotid a replika¢ni cyklus i o
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Spontanni mutace

Yo 4

2. Kolisavost parovani bazi
* vznik pard CT, GA, TG

3. Depurinace a depyrimidinace

» preruseni glykosidické vazby mezi bazi a cukrem, ztrata baze, vznik AP mista
* po replikaci maze vzniknout substituce (prednostné A) ¢i delece
* nékolik tisic udalosti / den v genomu savcl

Mutantni molekula
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Spontanni mutace
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Xantin blok replikace DNA

5. Inkorporace uracilu do DNA
* misto tyminu, odstranovan uracil-DNA-glykosylazou

6. Oxidativni poskozeni DNA

* vyvolava predevsim hydroxylovy radikdl (OHe)
* 8-oxodeoxyguanozin (8-OxodG) se prednostné paruje s A
* tyminglykol zastavuje replikaci
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Indukované mutace - chemomutageny

Analogy bazi

* purinové a pyrimidinové derivaty

* napf. 5-brémuracil: analog tyminu, AT ---> GC ‘
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Indukované mutace - chemomutageny

Alkylacni latky

* alkylace nukleofilnich center bazi DNA, atomy dusiku a kysliku
* jednofunkcni - jedna reaktivni skupina, alkylace bazi, zména parovani
- pf. ethylmetansulfonat (EMS)
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* dvojfunkcni - dvé reaktivni skupiny, kfizové vazby mezi dvéma nukleofilnimi centry
- zastava replikace DNA, pt. yperit (hor¢i¢ny plyn)
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Indukované mutace - chemomutageny

Psoraleny
* interkalace mezi sousedni nukleotidy, posunové mutace Psgralen
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e fotoreaktivace UVA svétlem vede k tvorbé monoaduktl
a krizovych vazeb na DNA, zastava replikace
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Polyaromatické uhlovodiky
* interkalace do dsDNA, metabolickou aktivaci vznikaji epoxidy, které tvori monoadukty s DNA

* pf. benzo(a)pyren
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Indukované mutace - promutageny

Promutageny jsou samy o sobé neskodné. Vyzaduji metabolickou aktivaci, aby se staly mutageny.

Benzo(a)pyren
* produkt nedokonalého spalovani

* uhelny dehet, vyfukové plyny, cigaretovy kour, grilované maso o
. . o vrs s @ J]\
* vznik epoxid(i tvoficich adukty s DNA (e
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2-acetylaminofluoren (AAF) Nﬂ\cﬂs
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* plvodné vyvinut jako insekticid Ny 2AAF
* vznik N-hydroxy-2-aminofluorenu tvoriciho adukty s DNA
* nadory jater, mocového méchyre, ledvin

Aflatoxiny

* mykotoxiny produkované plisnémi rodu Aspergillus
* kontaminované potraviny (obilniny, olejniny, kofeni, orechy)
 aflatoxinu M, jeden z nejsilnéjSich jaternich mutagent

Dusic¢nany, dusitany

* hnojiva, potravinové konzervanty; potraviny rostlinného i Zivocisného plvodu
* vznik nitrosamin(, které modifikuji baze DNA a méni jejich parovani



Indukované mutace - fyzikalni mutageny

Rostouci vinova delka a klesajici energie

lonizujici zareni
. , . . . . o 0,0001 nm 0,01 nm 10 nm 1000 nm 0,01 cm 1cm im 100 m
e zareni s dostatkem energie pro ionizaci atomu ’ Rentganovo ' ' ’ ' ’
7 v Y& 4 Paprsky gama zafeni uv Infracervené zareni Mikroviny Raédiové viny
a molekul ozarené latky
* gama zéFenl', paprsky X, ¢ast UV zareni Viditelné svétio
* vyvolava vznik modifikovanych bazi, kfizovych
vazeb a zlom(d DNA 400 nm 500 nm 600 nm 700 nm
[ I —
lonizujici zafeni Neionizujici zareni
(i) nepfimy ucinek (65 % poskozeni) M0~ ~H.0" (excitovand) - H+ OH
. . ., . s10 H,0—H,0*+e
- ionizace vody a vznik vysoce reaktivnich radikall Ho0*—H* + OH-
. ., . e+ H,0—H,0—H+ OH
- modifikace bazi: hydroxylace, deaminace, demethylace e+0, 0,

(ii) primy ucinek (35 % poskozeni)
- DNA absorbuje energii a ionizuje se, Stépeni vazeb a zlomim DNA
- pr. ozareni davkou 1 Gy vyvola v burice 15 - 60 ds zlomu, > 1000 ss zlom
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Indukované mutace - fyzikalni mutageny

Ultrafialové zareni

* nizSi energie a specifictéjsi ucinek nez ionizujici zareni, absorpéni maximum bazi pfi 254 nm
(i) zvyseni frekvence spontannich mutaci
(i) tvorba pyrimidinovych dimert

- dimerizace dvou sousednich pyrimidinovych molekul (nejcastéji tyminové dimery)
- kovalentni spojeni pres cyklobutanovy kruh ¢i (6-4) pyrimidinové fotoprodukty
- narusena struktura DNA a replikace
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Opravy poskozené DNA

lonizujici zafeni

Kyslikové radikaly Pol“;’r;‘::;‘i'cké lonizujici zéFeni o Zastava buné&éného cyklu Senescence
Alkylaéni &inidla ¥ . cis-platina Replikacni chyby
uhlovodiky

Spontanni mutace

Inhibice transkripce, replikace,
segregace chromozému

Apoptdza, smrt buriky

Uracil v DNA Tyminovy dimer Kfizové vazby Substituce Vrozené choroby,
AP misto (6-4) fotoprodukt ds zlomy Inzerce 5 2 2 ani
] hromozomov ri nadorova onemocnéni
8-Oxo0dG Adukty s bazemi Delece utace, chromozomové aberace L
ss zlom

starnuti

V bunkach existuji mechanismy, pomoci kterych bunka rozezna a uplné nebo do urcité miry odstrani
poskozeni DNA. Tyto opravné mechanismy jsou katalyzovany rGiznymi sadami enzymu.

Schopnost opravit poskozenou DNA je zasadni pro udrzeni integrity genomu bunék a pro normalni
fungovani mnohobunécného organismu.

Typy oprav DNA

* Uplnd oprava - oprava na plvodni stav bez syntézy DNA
* excizni oprava - vystépeni poskozeného mista, syntéza neposkozené DNA
* tolerantni oprava - obnova funkce DNA bez opravy poskozeni



Uplné opravy DNA

Fotoreaktivace

* odstranéni pyrimidinovych dimer( v DNA vyvolanych UV zdfenim
» katalyzovana fotolyazou (aktivace VIS o vinové délce 340 - 400 nm)
» fotolyaza stépi cyklobutanovy kruh v pyrimidinovém dimeru

» fylogeneticky konzervativni mechanismus, u savcl excizni oprava

P¥ima oprava alkylovanych bazi
O%-metylguanin-DNA-metyltransferaza

* ulidi MGMT, u bakterii Ada, ,,sebevrazedny enzym*
* demetylace O%-metylguaninu na guanin, prenos metyl skupiny na vlastni Cys
» deficity MGMT nalezeny u nddor( délozniho hrdla, kolorekta, Zaludku, jater, glioblastomu

Cys—SH Cys—S—CHjy

aktivni inaktivni
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Excizni opravy DNA

Tristupniovy proces:
1. rozpozndni a vystépeni poskozené DNA (nukledzy)

v s ’ .. . , deaminace C
2. zaplnéni mezery spravnymi nukleotidy (DNA polymerazy) CN s
3. spojeni zlomu v cukr-fosfatové pateri (DNA ligazy) 5] e -
-HTLM S
CGAGTAGG
Bazova excizni oprava (BER) | Uracil DNA
U glykosylaza
* oprava poskozenych bazi, odstranéni U
* DNA glykosylaza GCT ATCC
;. v s , , , AP misto Nu - HW
- rozezndni a odstranéni nevhodné baze, tvorba AP mist E1 Il 11
CGAGTAGG
* AP endonukleaza
- vyStépeni AP mista, tvorba 3’-OH < —»i AP endonukleaza

* DNA polymeraza

GCT ATCC

- pfipojeni spravného nukleotidu Int mezera WICIIW
- PolB u eukaryot, Poll u prokaryot CGAGTAGG
 DNA hgéza ' DNA r?ol’ymera'za
DNA ligaza
- spojeni retézce EERETEE
» zvySené riziko kolorektdlnich nadord u mutaci Pol, DNA opravens DNA “.F'W

CGAGTAGG

glykosylazy



Excizni opravy DNA

Nukleotidova excizni oprava (NER)

* oprava rozsahlejsSiho poskozeni DNA, které méni a deformuje dvousroubovici DNA

adukty bazi, UV fotoprodukty

Bakterie

rozezndani poskozeného mista
vyStépeni poskozeného mista
uvolnéni vystépeného Useku
dosyntetizovani chybéjici DNA
spojeni retézce

Clovék

rozezndani poskozeného mista
odvinuti DNA

vystépeni poskozeného mista
dosyntetizovani chybéjici DNA
spojeni retézce

Tymidinovy dimer

5 TTTT gy T T 11 k.
20 I O O O O 8 O
UvrA -
UvrB Rozpoznani
UvrAB ﬁ }“"‘%
UvrBC J,M
Uer Sx:g Vystepenl
Poll
; S\ = S
Ligh gl ey s
|.-' !._'_,}‘:'-w i 3
3 S .

XPA, XPC, XPE; CSA, CSB
XPB, XPD

XPF, XPG

Pol&/¢

DNA ligaza |

* Odstranéni

»

UvrD

i T
3 1 1 1 11 |68

T -

3

I T

Ligace ‘* LigA

Hio POy
5 epp—pe—p—pe—r g} b 3
o I
. * DNA
Syntéza DNA ; polymeraza |
0,
’k’*w i
[
HO H‘jfm
5t

3-'|II|L.','

11
4

¥

5!



Excizni opravy DNA

Obecna NER * NER spjata s transkripci
o 11 ~a 2
HHR22E  DDB2 Rozpoznani RMAPI
IR poSkozeni mnmnmn.ﬁm
csall
Fil g
P
P
RFA,
+ Odvinuti DNA
Xeroderma vex B ’
pigmentosum + Vystépeni Cockayniv

syndrom

Syntéza DNA
Ligace

* deficity v NER mechanismech geneticky podminuji nékteré syndromy

Xerodema pigmentosum - autosomalné recesivni choroba, nejcastéji deficit XPA, XPC
- extrémni citlivost k slune¢nimu zareni
- > 1000 x zvySeno riziko vzniku koZznich nadord

Cockaynuiv syndrom - autosomalné recesivni choroba, deficit CSA, CSB
- fotosenzitivita, trpaslictvi, retinitis pigmentosa



Excizni opravy DNA

Oprava chybného parovani (mismatch repair)

* frekvence chyb pfi syntéze DNA replikace 1:100.000
+ proofreading 1:10.000.000
+ opravy 1:1.000.000.000
E. coli =TT
* Dam metylaza metyluje A v sekvenci GATC " N R
* tésné po replikaci hemimetylovany stav ?hﬁ; é’é = l?' = é:j Z;SMMH?
* rozpozndani chybného nukleotidu (MutS) l Helidza i l
* navazani opravnych enzym( (MutL , MutH) . Y L . S - W
* MutH Stépi retézec s nemetylovanou GATC Hlkujj‘i:fﬁ@ CT @,
* exonukledza s helikdzou a SSB proteiny odstra- o Jl‘ WL ,

nuje nastépeny retezec az k chybnému nt
* syntéza DNA podle puvodniho retézce (Pol3)
* spojeni retézce (DNA ligaza)

-— 'y —
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DNA pol il
DNA ligaza

atn
nw
LA

e opravny systém pouzivan i u eukaryot a ¢lovéka, mutace v opravnych genech zvysuiji riziko rakoviny



Opravy dvojretézcovych zlomu

Stépeni cukr-fosfatové kostry a dvouretézcové zlomy indukovany ionizujicim zafeni, chybami v
replikacni vidlici, plisobenim nékterych chemikalii.

Nebezpedi fragmentace chromozomd, prestaveb genomu, ztraty genetické informace.

Nehomologni spojovani koncti (NHEJ)

* v G1 fazi bunécného cyklu, pred replikaci DNA
* zarovnani zlomenych fetézcl a ndsledné znovu spojeni
* nachylné k chybdm, mozna ztrata nukleotid(

Spojeni koncli pfes mikrohomologii (MME)J) ¥ |

« v brzké S fazi bundéného cyklu o @onone

* Uprava koncQ, kterd odhali kratkou oblast homologie l’”“

» parovani homologni oblasti, spojeni retézcl RO

Homologni rekombinace (HR) o

* v S/G2 fazi bunééného cyklu, po replikaci DNA Cw

* bezchybna oprava bez ztraty genetické informace



Homologni rekombinace

Dva modely oprav ds zlom( DNA

Hollidaydv model

(DSBR, double-strand break repair)

nasedani zavislé na syntéze

(SDSA, synthesis-dependent strand annealing)

Clovék

rozpozndni zlomd a uUprava vzniklych konct -
BRCA2, Rad52, Rad54, Rad51

nukleoproteinové vlakno - Rad51
helikdzy (RecQ), nukledzy, topoizomerazy

deficity v procesech HR spjaty s tvorbou
nadorl, pocetnimi chromozom. abnormalitami

PFpojeni volného konce
Syntéza DNA
Spojeni fetézcl

Hollidayova spoje

Obnova plivodniho fetézce

ynteza DNA
Spojeni fetézct




Opravy poskozené DNA

Pfi selhani replikacnich a opravnych mechanism( dochazi ke vzniku mutaci.

Zameéna pouhého jednoho nukleotidu muze vazné poskodit zdatnost a zdravi organismu.
- napr. srpkovita anémie

HbA HbS

CTG ACT CCT GAG GAG AAG TCT CTG ACT CCT GTG GAG AAG TCT

Leu Thr Pro Glu Glu Lys Ser L?U Thr Pro "-"‘-ill Glu Lys Sfir
| | |
3 6 9 3 6 9

Zmény DNA v zarodecnych burikach pfenaseny na potomstvo.

Zmény DNA v somatickych burnikdch mohou vést ke vzniku nadorovych
onemocneéni. Pravdépodobnost akumulace dostate¢ného mnozstvi
mutaci pro vznik nadoru roste s vékem.

Chyby v opravnych mechanismech zvysuji frekvenci spontannich mutaci
a citlivost bunék k mutagena.

Nalezeno pres 30 mutaci v genech pro opravy DNA, které zvysuji riziko
vzniku nadoru.

Vyskyt nadoru tlustého stieva / 100.000 jedinct

20

Vyuziti chemickych i fyzikdlnich mutagenl pfi 1é¢bé nadorovych
onemocnéni (chemoterapie, radioterapie).

0 100 20 30 40 50 &0 70 80

Vék (rok)



Shrnuti

Pred tim nez se bunka rozdéli, musi replikovat veskerou genetickou informaci ulozenou v DNA.

Vldkna v dvouretezcové DNA jsou navzajem komplementarni, kazdé z nich proto mize slouzit jako
templat pro syntézu dalSich vlaken. Béhem replikace DNA vznikaji dvé uplné stejné molekuly, coz
umoznuje kopirovat genetickou informaci a predavat ji do dcefinych bunék a z rodi¢i na potomstvo.

Béhem replikace DNA se vldakna dvousroubovice oddéluji za vzniku replikacni vidlice ve tvaru ,Y“
DNA polymeraza na kazdém z vlaken vytvori novy komplementarni retézec DNA.

DNA polymeraza syntetizuje DNA pouze v jednom sméru, takZze pouze vedouci retézec mlze byt v
replikaéni vidlici tvoren neprerusované. Na opozdujicim se fretézci probiha syntéza DNA
prerusované, ve formé kratkych fragmentd, které jsou nasledné spojeny do souvislého retézce.

Syntéza DNA zacind od kratkych RNA primer, které jsou ndsledné odstranény a nahrazeny DNA.

Replikace DNA vyZaduje spolupraci mnoha proteind, které tvori multienzymovy komplex pohybujici
se podél replikované DNA.

U eukaryot jsou konce chromozom{ replikovany pomoci telomerazy.

DNA polymeraza se vyznaCuje vysokou presnosti replikace podporovanou proofreadingovou
aktivitou. Pripadné chybné baze jsou opravovany pomoci oprav chybného parovani bazi.

Poskozeni DNA je opravovano fadou enzymd, které poskozené misto rozeznaji, odstrani a nahradi
novou DNA, ktera se tvori podle neposkozeného templatu.

Dvouretézcové zlomy DNA jsou opravovany v zavislosti na fazi bunécéného cyklu pomoci
nehomologniho spojovani koncut ¢i homologni rekombinace.



Zvidavé otazky

Vysvétlete vlastnimi slovy, proc€ se replikace DNA oznacuje jako ,,semikonzervativni“?

Pro¢ jsou telomery a telomerdza potrebné pouze pro replikaci eukaryotickych chromozom( a
prokaryotickych ne?

Ktera z nasledujicich tvrzeni jsou pravdiva? Vysvétlete svoji odpovéd.
a) Bakteridlni replikacni vidlice je asymetricka, protoze obsahuje dvé DNA polymerazy, které se
liSi ve své strukture.
b) Okazakiho fragmenty jsou odstranovany nukleazou, ktera degraduje RNA

c) Frekvence replikacnich chyb je snizovana jak proofreadingovaou aktivitou DNA polymerazy
tak opravou chybného parovani bazi.

d) Prichybéni oprav DNA jsou geny nestabilni.
e) Zadna z chybnych bazi vzniklych deaminaci se v DNA pfirozené nevyskytuje.

f) Nadory mohou vznikat v disledku akumulace mutaci v somatickych bunkach.



Zvidavé otazky

V jakém poradi by denaturovaly nasledujici molekuly DNA pfi postupném zahrivani jejich roztoku?

A) 5-CCGGGCCAGCCGGTGTGGGTTGCCGAGG -3’
3’-GGCCCGGTCGGCCACACCCAACGGCTCC-5’

B) 5°-AGTGCTTGATCGAT -3’
3"-TCACGAACTAGCTA -5’

C) 5'-ATTATAAAATATTTAGATACTATATTTACAA-3’
3"-TAATATTTTATAAATCTATGATATAAATGTT- 5’

Rychlost syntézy DNA u E.coli je 100.000 nt / min. Replikace celého chromozomu trva 45 minut. Kolik
pard bazi obsahuje chromozom E.coli? Jaka je priblizna délka tohoto chromozomu?

Haploidni genom D. melanogaster obsahuje 1,35 x 108 bp. Syntéza na jedné replikacni vidlici probiha
rychlosti 30 bp/s. Obé kopie genomu se zreplikuji behém 5 minut. Kolik replikacnich poc¢atkd je pro
takto rychlou syntézu DNA potreba?

Jaky bude konecny produkt nebo stav replikace, pokud bude mutaci inaktivovan nasledujici enzym, a
i pres tuto mutaci se bude bunka snazit zreplikovat DNA?

a) DNA-polymeraza

b) DNA-ligdza

c) DNA-helikaza

d) primaza






