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Typy mutaci

Chromozomové (strukturni
aberace chromozom)

IS

Euploidie Aneuploidie




Chromozomové mutace

DELECE,
DUPLIKACE,
INVERZE,
INZERCE,
RING,
TRANSLOKACE
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Point mutation
(JAlslc|[o]e[Fle

Deletion =
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Translocation

Inversion

AlB

Mutations of Chromosomes
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Genové mutace

Tab. 9. Diusledky mutaci strukturnich gent.

s e vlakno standardni DNA Lalbie ] d e |.f |
Mutace ménici smysl kodonu: substituce [a -i [d]e [ f—|
DNA: CAT — CTT
RNA:  GUA — GAA transpozice laJe]d
Protein: Val — Glu
Mutace nesmysina: inzerce ldef |
DNA: ATG — ATC :
RNA: UAC — UAG duplikace c [ d| e ] f |
Protein: Tyr — stop
Tichs mutace: delece [a]b|dee|f|
DNA: TGA -3 TGG . -. n“
RNA:  ACU — ACC inverze ﬂl!lnn i
Protein: Thr — Thr i
vélenéni analogu baze lalBleldle]f |
inz Ar i
4
g A CTG — TAC GTT CAA ACT G
RNA: AUG. AAG UUU GAC — AUG CAA GUU UGA C Necas a kol., 2000

Protein: Met—Lys—Phe—Asp — Met—Gln—Val—stop

<ff"ﬁunuvé mutace (delece’: J
WCTG — TAC TCA AAC TG

RNA: AUG AAG UUU GAC — AUG AGU UUG AC
Protein: Met—Lys—Phe—Asp — Meat—Ser—Leay—

Prakticka cvi¢eni 11-05




Mutace v somatickych a

zdrodecnych bunkach

Somatické mutace projevi se v jediné burice - pokud se
déli klon bunék - Zddny fyziologicky vliv nebo zanik
buriky nebo vede k nadorové transformaci - vliv
na daného jedince

Mutace zarodecnych bunék- pfendsené na potomky -
intrauterinni zdnik plodu, nebo vrozené vyvojove
vady -vliv ha vyvoj druhu

Pravdépodobnost vzniku ,Uspésné" germinativni mutace
je nizka: 1:1000000.



.

Evoluce Geneticka
stabilita

Tisice zmén denné

Jen 1 z asi 1000 zmén DNA vede k permanentni
mutaci



Mutagenni faktory

Fyzikalni - zareni - ionizujici (X, y, neutrony, protony,

elektrony). Kovalentni vazby nukleotidt

, Zlomy DNA.

- neionizujici (UV)- specifictéjsi - konjugované dvojné
vazby bdzi pohlcuji specificky UV o vinové délce 260-

280 nm - dimery thyminu

Chemické - genotoxiny - alkylacni Cinid
preddvaji DNA alkylové skupiny (methy

> Silna oxidacéni Cinidla (peroxidy, kyse
»Desaminujici latky (dusitany)
»Interkalacni latky (akridiny)

a (yperit) -
, ethyl)

ina osmicela)

»Aromatické aminy (benzidin, naftylamin)



Mutagenni faktory

» Aromatické nitroslouceniny (nitrofurany, nitropyren)

»Azobarviva a triazenova barviva
»Hydrazin a jeho derivdty
»Urethan a jeho derivaty

»Mn, Ni - naruseni replikace

Neprimo pusobici mutageny - latky mutagenni po zméné
bunéénymy enzymy - polycyklické aromatické uhlovodiky,
mykotoxiny, nenasycené MK



Typy poskozeni DNA

» Depurinace a deaminace

< Chemické modifikace nukleotidi

<+ PoSkozeni DNA ultrafialovym zarenim
< Dalsi




Depurinace a deaminace

GUANIN
H,O
.t
DEPURINACE H—< depurinovany
% )\ / \ (L cukr
O=P—0—CH, 0=P—0—CH2
| o O. OH
0 H<f
)\ _H
GUANIN
CYTOSIN URACIL
H H
DEAMINACE N7 H,0 y
H N L H N
| |
O=P—0—CH, NH; O=P—0O—CH,
o 2 o -
fetézec fetézec
DNA DNA

Asi 5 -10000 purinovych (A,G) bdzi denné mizi ztrdta baze delece

Asi 100-600 deaminaci cytosinu za vzniku uracylu - chemickad
modifikace baze, zaména



Deaminace

NATURAL DNA BASES UNNATURAL DNA BASES

H

N A

§-methyl cytosine

NH,

thymine

guanine xanthine

=11

uracil

NO DEAMINATION

(4) thymine




Chemicka modifikace

Chemicka modifikace (ROS, zdreni), napriklad
oxidaci thyminu - thymin glycol

http:saturn.roswellpark.org/huberman/DNA_Repair/damage_types.htm




Dusledky chemické modifikace nukleotidu

mutovany

stary fetézec
Q_QO 0 O X
U T

A ]
i
deaminovany C

T novy fetézec

replikace

DNA G byl
pfeménén na A

novy fetézec

stary retézec

kA) beze zmény

[l

mutovany
stary fetézec
) -

depurinovany A

T novy fetézec

, replikace
. . Q0 o S DNA A-T-nukleotidovy par
] byl odstranén
A G [Tl A

2 Q 0O O O

novy fetézec

stary fetézec

(B) beze zmény

Deaminace C - U -
pri replikaci misto G-
A - zaména bazi

Depurinace - ztrata
nukleotidového pdru v jedné ze
vznikajicich dcerinnych DNA -
delece

® Espero Publishing, s.r.o.



Poskozeni DNA ultrafialovym
zarenim

\ S 7
;C_‘C thyminovy dimer

| thymin |

Vznik kovalentnich vazeb mezi sousednimi thyminy -
thyminové dimery (pirimidinové dimery). Ty jsou
prekdzkou v replikaci a transkripci - mutace nebo

smrt bUﬁky' © Espero Publishing, s.r.o.




Mischamsches - nesprdvné pdrovani - chyby v replikaci
Zlomy -SSB single strain break - 1 retézec
DSB - double strand break - 2 retézce

Kovalentni vazby mezi bazemi - crosslinks




Frekvence mutaci v 1 lidské bunce za 1 den

50000 single strand break
10000 depurinaci

600 deaminaci
2000 oxidacnich lézi
5000 alkylaci
10 double strand breaks




Opravy mutaci - DNA repair

Enzymatické odstranéni chyb v DNA, které vznikly v
pribéhu replikace, rekombinace nebo plsobenim

vnéjsich vlivt

K mutacim dochazi nejcastéji béhem proliferace.
Vétsina je jich opravena uz v prubéhu replikace DNA
.kontrolnim ctenim” DNA polymerdzou - korektura.




Oprav DNA
se Ucastni
asi 130 gend

DNA repair or DNA damage checkpoint pathways
(collectively known as the DDR) phenotypes overlap with
the protein interaction map. Shown is part of the DDR
protein interaction map derived from two-hybrid
interactions detected in the matrix and in proteome-
wide screens.

© Scrence

AP



Obecny princip oprav

DNA

1) Rozeznani a odstranéni
chybného mista

2) Vypinéni mezery

NEW TOP STRAND USING
BOTTOM STRAND AS

3) Spojeni retezce DNA o rma POLYMERASE MAKES

A TEMPLATE

Body 2-3 témér stejné u
ruznych typu oprav, v
bodu 1 jsou u ruznych
oprav zU¢astnény ruzné
proteiny

NET RESULT: REFAIRED DNA




Zakladni typy oprav

Prima chemicka oprava -

oprava alkylaci a metylaci

Glykosyldzy opravuji spatné zarazeny T na C - neni potreba
zlomu

Fotoreaktivace

Excizni reparace 4 poskozend baze je odstranéna a

vyménéna za sprdvnou - 3 typy
1. Base excision repair (BER)
2. Nucleotide excision repair (NER)
3. Mismatch repair (MMR)



Fotoreaktivace

~ MTHF or 8-HDF
| hv( ™~
— — A —
— D — <. E
Native  DNA CPD Absorption Reversal
DNA with photolyase | of light and release
dimer bound to | (>300 nm) of enzyme
dimer '
S~ FADH-

Opravy ($tépeni) pyrimidinovych dimert - absorpci
kvant viditelného zareni - poruseni kovalentnich
vazeb -enzym CPD photolydza - neni u savculll Je
aktivovdn svétlem vinové délky 340-400 nm



Excizni reparace

Odstranéni poskozeného Useku 2 retézcové DNA
excizni endonukledzou a zaplnéni vzniklé mezery
opravnou syntézou (DNA polymerdzou). Novy segment
je napojen DNA-ligazou.




BER -Base excision repair

V kazdé b naseho téla probéhne
asi 20000 x denné. Opravy
dusledkt oxida¢niho stresu

1. Odstranéni porusené baze
DNA glykosylazou

2. Odstranéni deoxyribdza
fosfatu (endonukledza a
fosfodiesteraza)

3. Vyména za spravny nukleotid -
DNA- polymerdza 3 (1z 11
polymerdz)

4. Spojeni ligaza (ATP)

{A) BASE EXCISION REPAIR

deaminated C

GCTUATCEC

B’ j L
e . - | hydrogen-banded
y z ] | base pairs

3

CGAGTAGG

URACIL DNA
§] GLYCOSYLASE

GCT ATCEC

DNA helix
with missing

S AP ENDONUCLEASE AND
~ PHOSPHODIESTERASE
REMOVE SUGAR PHOSPHATE

DNA POLYMERASE ADDS NEW
NUCLEQTIDES, DNA LIGASE
SEALS NICK

GCTCECATCC




NER - Nucleotide Excision Repair

Rozdily od BER

PouzZiva jiné enzymy. Prestoze je

Spatnd jen 1 baze, je jich
vystriZzeno a opraveno vice
(12). Opravuje napr.
thyminové dimery nebo
dusledky oxidacniho stresu,
modifikované baze.

Rozpoznani proteinovymi
faktory (podjednotky

endonukleazy - UvrA,B,C) - na

zdkladé deformace DNA

Vystrizeni postizeného mistali:

s okolim v obou smérech
(nukleaza).

7
G

T C GG AT C G A T AACTT AC
| Wi IS ] S | e E | i s S o o bl |

u DNA polvmerase

R e e R e e

Genetics and Molecular Research




NER - Nucleotide Excision Repair

iB) NUCLEOTIDE EXCISION REPAIR

3. Rozmotani DNA -
bublina (trans kr'ipE ni B R R "
faktory IIH, TFIIH)
DNA—helikéza GATGCCAGATGATACC

NUCLEASE l

4. Syntéza na zdkladé LA EREATTSTRL S
komplementarniho

vldkna (DNA
polymerdza da ¢) Peease

| hydrogen-bonded
21 | base pairs

R ATGCCAGATGATACE

C G__G T_lC T”A L _1._”A.T ._

5. Spojeni DNA ligazou

G
' DNA helix

with 12-
nucleotide gap

Chyby - Xeroderma
Pigmentosum P |

CTF\CGGTCTAC[ATGG

T "' el R A o A RS N N
GATGCCAGAT( ATACC




MMR - Mismatch Repair

Opravuje chyby v pdrovani,
Spatné zarazené nukleotidy

Existuje cely komplex proteint
pro tyto opravy -MutS protein
nasedd s MutL na Spatné
zarazenou bdzi a aktivuji MutH,
ktery vytvori stérbinu v nove
vznikajicim retézci. Takto
poruseny retézec je vystépen
exonukledzou, resyntetizovan
DNA polymerazou a spojen
DNA ligazou. U eukaryont
homology MutS=MSH,
MutL=MLH

Chyby - predispozice k
nadorum strev

53 Mis-rnﬂtch—w* ;.
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DMNA polymerase |1l
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Mechanismus opravy
chybného parovani
bazi u eukaryot

© Espero Publishing, s.r.o.

nove
syntetizovany
zdvada ve shodé DNA Fetézec

mezer\a :

\
stary DNA-retézec

vazba proteint
pro opravu zavady
v DNA

\J

protein pro
opravu zavady
v DNA

syntetizovaného

odstranéni noveé
retézce DNA

DNA-polymerazou

oprava mezery
a ligazou

|—




Chybné pdrovani bazi v DNA a jeho oprava

© Espero Publishing, s.r.o.

mutovany
noveé
syntetizovany
U o om
—
QD-QD-QDQIQDS dal3i kolo
replikace

vy TEEE o TEEE ensow T
fetézec M |_| M @ |_| fetézec M |_| 1 m |_| fetézec M |_| M EI I_l
L QO 0 QO 2 Q0 QO QO © L O QO QO QO O
beze zmény mutovany beze zmény
VYSTEPENI A OPRAVA POUZE VYSTEPENI A OPRAVA POUZE
ZADNA OPRAVA V TEMPLATOVEM (STAREM) RETEZCI V NOVE SYNTETIZOVANEM RETEZCI
(A) (B) (C)

mutovany

okl

dalsi kolo
replikace
}9 DNA

noveé
syntetizovany
retézec

beze zmeény
nové
syntetizovany
N st

} dalsi kolo
replikace
DNA

a) Pokud nedojde k
opravé vznika
permanentni mutace v
jedné z DNA molekul
vznikajici pri dalsi
replikaci

b) Pokud je k opravé
pouzit nove

syntetizovany retézec
jako templdt, oba

retézce vznikajici dalsi
replikaci jsou mutované

c) Pokud je jako
templat pouzit
stary retézec,
mutace je
eliminovana



Homologni rekombinace -
zlomené konce jsou opraveny

Zlomy DNA - DSB Double strain breaks

ha zdkladé informace

neporusenych sesterskych & .

chromatid (62) nebo
homolognich chromozomd

v

" aeee > | deave

5 | RecA prateins (greenc

(61) ,,DNA damage bmdmg Holyday junction

protein”. RecAp,Rad50
skupina proteint, BRCA1 a
2p. Poskozeny ch. se dostdva
do synapse s neposkozenou
homologni DNA, probiha
predevsim v S a G2 fazi.

www.riken.jp/.../info/ release/news/2004/ma

/

The synthesized portion
forms a do bl strand with
the other cleaved end.

> E Double-strand break of DNA

A part of DNA strand is removed from the
d end, producing a single-stranded
| DNA.

ircles) bind to the
single-stranded DNA.

| Homologous DNA pairing (single-stranded
E DNA is inserted into the intact homologous
| double-stranded DNA, forming a double

| strand with the complimentary strand.)

lLn:>tc| estored by copying
gth intact © mplm tryt and.

\

T |

The missing portion
synthesized a dp red.

4_

|
Forms a double strand with
the strand whose cleaved end
is replaced

. z
R J
Gene conversion occurs as a
Rep of irregular pairings <ult of irreqular
(re dbl e pairs c h anged resu irregular pairing.
to d nd red pairs) Crossing over occurs if the tw
mo t xternal DNA strands
ved tth 0SSOVer poi t
(green arrow].
1 a
| |
] = 1
! i
G i G sing o




Spojeni nehomolognich koncu

Primé spojeni zlomenych
koncll - vyZaduje rozpozndn
a vazbu koncl a jejich
priblizeni pro ligaci. Neni
nutnd homologie ani synapse
Probihd predevsim GO a 61
fazi.

Protein Ku u eukaryont
katalyticka podjednotka
DNA-dependentni protein
kinazy,

DNA ligdza IV, Rad50p-
NBS1 komplex (exo a
endonukleazy), ¢asto i DNA
polymeraza

Vysledkem delece

DNA-PKcs DNA-PKcs

Recognition of
DNA break and
initiation of repair

Ku70/80 Ku70/80

Processing of
broken ends

ILigation

DNA ligase IVIXRCC4

Chyby - translokace - Burkitiv
Lymfom, Philadelphsky
chromozom (CML),

Leukémie B bunék



S0OS- reparace

Koordinovanad syntéza enzymi a Cinnost
odpovidajicich opravnych mechanismt indukovand
poskozenim DNA u bakterii

U&astni se ji produkty genll uvrA, uvrB, uvrC
(protomery endonukledzy)

Gen recA -kéduje RecA protein - protedza stépici
represor LexA a umoznuje transkripci genl uvrA,
uvrB, uvrC - odstrafiovani tyminovych dimerd

Dalsi geny - umuC - rusi mutaéni 4inky a nepresné
opravy



Pyrimidine dimers UV Photolyase

Single and double X-rays Ligase

strand breaks

Alkylation Alkyltransferase

Base damage Insertase

DNA-protein crosslinks .

Mismatch

repair defects

DNA-DNA crosslinks: o . (e.g., HNPCC)

Excision repalr A

intrastrand enzyme complex:

interstrand Glycosylases (base excision repair)

Exonucleases

Endonucleases

Topoisomerases

Polymerases

Helicases (nucleotide excision repair)

Th

Xeroderma pigmentosum
Bloom syndrome
Cockayne syndrome

Depurination e e g?gz ——————— AP endonuclease

DNA intercalation

Epstein. Human Molecular Biology. Cambridge
University Press. 2003




Mutace a rakovina

Mutageneze DI >  Kancerogeneze

Korelace je zrejma pro chemické kancerogeny -
jednoduché lokdlni zmény sekvenci, ionizaéni a rentgenové
zareni (chromozomové zlomy a translokace) a viry
(cizoroda DNA v bunice)




Mutace a rakovina

180

V lidském téle za Zivot - ,
vV o v P 160 VySkyt
1016 bunécnych déleni rakoviny
140 jako funkce

V prostredi bez mutagent véku

10-° pravdépodobnost

120

’
100

vzhiku mutace na bunécné
déleni a gen , takze za
zivot 1019 mutaci na
kazdy gen

80

60

Vyskyt rakoviny na 100 000 zen

40

I210tazka neni proc
rakovina vznika, ale proc 20
vznika tak malo casto?!? .

10 20 30 40 50 60 70 8
Vék v rocich

© Esiero Publishini, s.r.o.




Poruchy reparacnich systému

» zvySeny vyskyt malignit

» precitlivélost vuéi latkam poskozujicim DNA
»> precitlivélost vaéi UV-zareni

» onemochéni nervového systému

» nékteré poruchy imunitniho systému




Xeroderma pigmentosum

zvysend citlivost vuci UV
defektni excize thyminovych dimerd,
defektni reparacni syntéza DNA

zvysend frekvence vymeény sesterskych
chromatid po UV

vy38i mutacni rychlost po plsobeni
mutagend,

zvysend citlivost vUci ionizujicimu zdrenti,
snizenad aktivita apurinové endonukleazy

Rakovina kiuZe, zvySena frekvence
ostatnich rakovin

Epstein. Human Molecular
Biology. Cambridge
University Press. 2003




Dédicné nadory strev - Hereditary non-polyposis

colon cancer (HNPCC)

MutS MSHI1 ? DNA repair in mitochondria
35% " MSH2 MSH2 Single mismatch and small loop repair (with MSHO to form MutSol);
o loop repair (with MSH3 to form MutSEl)
' MSH3 MSH3 Loop repair (with MSH2 to form MutS])
" MSH4 MSH4 Meiotic recombination (with MSHS)
" MSHS5 MSHS5 Meiotic recombination (with MSH4)
' MSHG6 MSH6 Single mismateh and small loop repair (with MSH?2 to form MutSa)
150 9 IMutl MLHI1 MLHI1 Forms heterodimeric complexes with the other 3 Mutl hﬂmalcgs
- PMS1 PMS2 Mismatch repair, especially in S phase
MLH2 PMS1 Minor role 1n small loop and mismatch repair
MLH3 MLH3 Promotes recombination during meiosis;

Small loop repair during nuitosis

Vyskyt v nizkém véku
AD dédicnost, vysoka penetrance

Asociace s mutacemi gent zdéastnénych v mischmatch
repair (MSH2 a MLHIq)



Ataxia teleangiectatica - progresivni mozeckovd ataxie,

teleangiektazie kuZe, defekty imunity, Castd
lymfoproliferativni onemocnéni - leukémie, lymfomy

Cockaynilv syndrom - postizeni kostry, kize, nervového
systému, degenerace sliznic a demyelinizace neuront,
shad vliv zpomalené reparace

Bloomiv syndrom - mutace v genu pro helikdzu -
geneticka instabilita, maly vzrust, defekty imunity,
diabetes, rakovina

Fanconiho anemie - aplasticka anemie, retardace, akutni
myeloidni leukémie




NAME

Dalsi choroby

PHENOTYPE

ENZYME OR PROCESS AFFECTED

MSH?2, 3, 6, MLH1, PMS2

Xeroderma pigmentosum (XP)
groups A-G
XP variant

Ataxia—telangiectasia (AT)

BRCA-2
Werner syndrome

Bloom syndrome
Fanconi anemia groups A-G

46 BR patient

colon cancer

skin cancer, cellular UV sensitivity,
neurological abnormalities

cellular UV sensitivity

leukemia, lymphoma, cellular y-ray
sensitivity, genome instability

breast and ovarian cancer

premature aging, cancer at several sites,
genome instability

cancer at several sites, stunted growth,
genome instability

congenital abnormalities, leukemia,
genome instability

hypersensitivity to DNA-damaging
agents, genome instability

mismatch repair
nucleotide excision-repair

translesion synthesis by DNA polymerase &

ATM protein, a protein kinase activated by
double-strand breaks

repair by homologous recombination
accessory 3’-exonuclease and DNA helicase

accessory DNA helicase for replication
DNA interstrand cross-link repair

DNA ligase I

Alberts et al., 2002




