Systémy reparace genomu

DNA je na rozdil od proteinu, lipidu a sacharidi unikatni molekula v
bunce. Molekuly, kterych je mnoho se mohou pri poskozeni prosteé
zameénit. Udrzet DNA v originalnim stavu je pro burnku jedna z
hlavnich uloh. Proto existuje fada reparacnich systému DNA.

DNA je relativné stabilni sloucenina; je vSak vystavena mnoha
poskozujicim vlivum:

1) Teplota — denaturace, deaminace basi, ztrata basi glykosylickou
hydrolyzou

2) UV zareni — vznikaji pyrimidinové dimery, 6-4 fotoprodukty
3) lonizujici zareni — poskozeni bazi, jejich fragmentace, zlomy

4) Chemické modifikace — velky pocet

Reparace byla prvni prozkoumana u E.coli s ruznymi mutanty pri
pusobeni UV zareni. Proto probereme prvni UV-poskozeni a
souvisejici reparacni procesy.




Fotoreaktivace — prokaryotni | eukaryotni bunky

Prvni systém reparace se
nazyva fotoreaktivace.
Uskutec¢nuje se pusobenim
jednoho enzymu - DNA-
fotoliazy. Tento enzym stépi
dimery. Energie pro stépeni
kovalentni vazby
cyklobutanového kruhu se
cerpa pohlcenim svétla (370
nm) chromofory.

E. coli fotoliaza:
- phr gen, 54 kd, monomer

- izolovan - modra barva,
absorbuje pri 380 nm

- chromofory FADH2 a pterin

- reparuje
dimery
25/min/molekulu

pyrimidinové
rychlosti

- stimuluje ABC nukleasu
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Fotoreaktivace — prokaryotni | eukaryotni bunky

Vazba PL (fotoliazy) na DNA:

Velmi selektivni — vaze se na dimery
Nezavisla na formé DNA (relaxovana supercoiled, ssDNA apod)

Rozpoznava cyklobutanovy kruh (2 kovalentni vazby), jiné dimery
nepozna

PL asociuje s 6-7 pary bazi v okoli dimeru, zapada do mensiho zlabku
DNA

Mechanismus reparace:

Aktivuje se enzym pres pohlceni svétla obéma chromofory

FADH2 (flavin) je excitovan a predava elektron dimeru, €¢imz zrusi
pricnou vazbu

Role druhého chromoforu je pravdépodobné zaplnéni mista po
odevzdaném elektronu v molekule flavinu

Fotoreaktivace byla nalezena u mnoha organismu véetné ryb, plazu ale
nebyla nalezena u savcu. U ¢lovéka existuje gen CRY, jenz je sekvencné
podobny fotoliaze, neni vsak schopen fotoreaktivace (uplatnéni pfri
nastaveni dennich rytmu).




Surviving Fraction

Citlivost baktérii k mutagenum

Citlivost bakterii k raznym c¢inidlum je silné zavisla na pritomnosti a
spravné funkci genu uvr.
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Nukleotidova excisni reparace

Excisni reparace dimeru se uskute¢nuje pusobenim uvrABC systému.
Komplex uvrAuvrB skenuje DNA a vyhledava dimery.

Pri jejich nalezeni dochazi k odpojeni uvrA proteinu (ATP zavisla reakce)
a k pripojeni uvrC.

Tento kompex (urvBuvrC) stipne pater DNA v blizkosti dimeru.

Cast fetézce je odstranéna uvrD proteinem - helikazou Il za dodani
energie z ATP

Dalsi reparace se uskutecni jako prosta syntéza polymerazou a ligazou.




Nukleotidova excisni reparace
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Nukleotidova excisni reparace

UvrA protein — 2810 bp, ATPaza, vazebna aktivita k DNA. Funguje v
dimeru. Poznani substratu souvisi s deformaci helikalni struktury DNA.
Dimer odtaci helix o 19-20 stupnii a vytvari prehyb o velikosti 27 st.,
ktery zasahuje do velkého zlabku do vzdalenosti 0.26 nm.

UvrB protein — 2019 bp, nevaze se k DNA samostatné, pouze spolu s
uvrA, nema ATP-azovou aktivitu.

UvrC protein 1764 bp — vaze se k uvrB na DNA 1 i vice molekul a
zpusobuje excisi. Nastipnuti je souCasné na obou mistech, nikoliv
postupné. Stépi 8-mou fosfodiesterickou vazbu ve sméru 5° od
poskozeni a 4-tou nebo 5-tou ve smru 3¢, coz dava 12-13 mer

Genu uvrC odpovida u ¢lovéka ERCC1 gen, u kvasinek RAD10 gen, uvrD
genu (helikaze) odpovida ERCC2 u c¢loveka a RAD3 u kvasinek. U
RPA se mohou vazat k DNA. Genu uvrB odpovidaji dva geny XPB a XPD,
které jsou oba potrebné pro vznik pre-incizniho stavu. Pro incisi jsou
potrebné dva geny XPG a XPF - pro kazdou zvlast’ — mist uvrC u E.coli.
Cely kompex disociuje s 24-32 oligonukleotidem, mezeru zaplni pol 5
nebo ¢ a ligaza LIG1




Nukleotidova excisni reparace u Cloveka
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EXxcisni reparace poskozenych bazi

Dochazi k odstranéni poskozenych bazi (nikoliv nukleotidl), kdy se
hydrolyzuje N-glykosylicka vazba mezi bazi a cukrem a odstrani se baze
(DNA glykosylazou).

Vznika AP misto (apurinové nebo apyrimidinové), které se opravi
endonukleazou (Stipe patef DNA v blizkosti AP mista) a dRpazou
(deoxyribofosfodiesterazou).

Vlozi se nukleotid polymerazou a pater se spoji ligazou.
DNA glykosylazy:

-Malé 20-30 kD, velmi specifické (napf. wuracil, hypoxantin, 3-
metyladenin,hydroxymetyluracil apod), zafeni vyvolava napf. 4,6-diamino-5-
FAPY (formamidopyrimidin), ktery odstranuje enzym genu fpg (30 KD).
Hydroxymethyluracil vznikd rovnéz pusobenim zafeni nebo jinych
oxidac€nich €inidel
AP endonukleazy:

- Stipou fosfodiesterickou vazbu 3‘ nebo 5° od AP mista (podle toho existuji 4
druhy endonukleaz (Stipou bud’ na 3‘ strané nebo 5‘ strané od AP a vznika
3‘OH + 5‘PO4, 3‘PO4 + 5‘0H).

- Dale jsou ruzné druhy endonukleaz, napi. endo IV — mutanti citlivi k
alkylujicim ¢inidlum (mitomycin C, bleomycin), endo V — degraduje DNA s
uracilem, u ¢lovéka existuji také AP endonukleazy
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Excisni reparace poskozenych bazi u ¢lovéeka

U Clovéka exituji 3 odliSné glykosylazy
pro oxidativhi poskozeni a ¢&tvrta pro
alkylované puriny. Dalsi 4 mohou
odstranit uracil z DNA (napf. UNG
glykosylaza je homologicka Ung
enzymu E.coli, asociuje se s replika¢ni
vidlici a odstranuje chybné vlozeny
uracil naproti adeninu. SMUG1 je
unikatni pro vyssSi eukaryoty a
odstranuje uracil vznikly po deaminaci
cytosinu v DNA).

Byla nalezena pouze 1 endonukleaza
pro AP mista(APE1). Delece tohoto
genu zpusobuje embryonalni letalitu u
mysi.

Na obr. je znazornéna reparace residua
po deaminaci 5-methylcytosinu -
thyminu. TDG gylkosylaza odstrani
thymin a pfivola APE1 nukleazu, ta
oCisti okraj a pfivola POL b, ta vsadi
cytosin a pfivola LIG3-XRCC1 komplex.
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Citlivost mutantu E. coli k UV zareni

V 60-tych létech byli izolovani mutanti E. coli citlivi k UV-svetlu.
Nejzajimavejsi byli mutanti uvrA a recA, u nich u obou byla citlivost k UV
podstatné vétsi nez u bunék standardniho (divokého) kmene. Ukazalo se,
ze existuje dvojity mutant uvrA recA, jehoz citlivost je jesté daleko vyssi,
u kterého existuje pouze fotoreaktivace, tj. reparace zavisla na svetle.
Existence dvou mutantu se zvySenou citlivosti k UV zareni nezavislych
na sobé svédcila o existenci dvou reparacnich systému
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W-reaktivace fagovych castic

PFi ozareni bakteriofaga dochazi k jeho poskozeni a ztraté funkce. Cim je
vétsi davky, tim méné fagovych castic preziva (je schopno infikovat
bakterii). Jestlize vSak bakterie predtim ozarime, prezije vice fagovych
castic — tomu se rika W- reaktivace (Weigle).
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SOS systém u E. coli

SOS systém u E. coli je inducibilni enzymaticky systém, ktery je
odpovédny za reparaci, mutagenezi a dalsi funkce. Zaklad regulace
spociva na lexA a recA proteinech.

Za normalnich okolnosti je v bunkach urcita bazalni uroven techto
proteinu, kdy lexA represor ve formé dimeru naseda na operatory rady
genu vcéetné recA a sebe sama a blokuje syntézu téchto genu.
Koncensualni sekvence pro vazbu lexA proteinu je sekvence 5‘-CTG-
N10-CAG-3‘, tzv. ,,SOS box*“.

Vznikem poskozeni DNA dochazi k vazbé recA proteinu na ssDNA a dale
k asociaci s lexA proteinem, ktery se timto stépi (casto se mluvi o recA-
proteaze), hydrolyza lexA odblokuje syntézu rady genu, v€etné recA,
ktery pak ma jesté dalSi funkce — naseda na DNA a chrani ji v prabéhu
reparace, zpusobuje rekombinaci.

Jakmile je poskozeni reparovano, klesne uroven proteazy, lexA protein
nasedne na operatorova mista a zablokuje syntézu.
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SOS (postreplikativni) reparace

SOS systém umoznuje reparaci DNA v
prubéhu replikace — na poskozeni se
polymeraza zastavi, disociuje od DNA a
syntéza je inicializovana ve vzdalenosti
1000 bp dal podél Fetézce,
zanechavajice mezeru s poskozenou
bazi (nebo dimerem). RecA protein se
vaze k ssDNA a ma schopnost prenést
do této mezery retézec ze sesterského
duplexu (chromatidy), ktery ma
neposkozeny templat. Tento ,,crossing
over“ zanechava malé gapy, které se
uzavrou polymerazou a ligazou.

Poskozeni se neodstrani - pouze
dochazi ke zredéni a poskozeni ¢eka na
dalsi reparaci (pokud je mozna).
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Mismatch reparace

Po replikaci se pri chybné viozeném nukleotidu oprava déje tzv.
,mismatch repair‘ s vyuzitim genu mutHLS. mutH se vaze na GATC
sekvenci s metylovanym A — tim se pozna stary retézec DNA, mutS se
vaze na nesparované misto. MutL spoji mutH a mutS a dojde k vystépeni

retézce za pomoci helikazy (uvrD).
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Reparace zlomu DNA

SSB se reparuji velmi rychle s vyuzitim stejnych reparacnich systémii
jak BER nebo NER. Existuji vSak ruzné typy SSB — cast se reparuje
ligazou, ¢ast s pouzitim excizni reparace a zbyvajici poskozeni tézsiho
kalibru indukuji SOS-reparaci.

DSB se reparuji pomoci rekombinace, coz u E.coli pfi 1 genomu na
bunku neni mozné. Replikace u bakterii vSak probiha synchronné a doba
zdvojeni muze byt kratSi nez je doba replikace — pak je na bunku vice
genomu (napfr. 6-8 kopii). Pak je mozna rekombinace.

U savCich bunék se reparuji DSB prostym spojenim koncu. To vyzaduje
enzymy, které konce rozpoznaji a dotahnou je k sobé. Reparace
nevyzaduje homologii a nazyva se nehomologni spojovani koncu (NHEJ-
nonhomologous end-joining). Pro tuto reparaci je dulezity protein Ku. Je
to heterodimer podjednotek Ku70 a Ku80. Defekt této reparace vede ke
vzniku translokaci.

Dalsim typem reparace DSB u savc€ich bunék je homologni rekombinacni
reparace. Tato reparace probiha na sesterskych chromatidach (G2 faze
cyklu) nebo s pomoci homologniho chromosomu - v G1 fazi to
predpoklada hledani tohoto homologa v jadre, coz je malo
pravdépodobné, proto se predpoklada, ze v G1 probiha pouze NHEJ.
DalSi moznost je u chromosomu s duplikovanou sekvenci.




NHEJ reparace

Proteiny, které se ucastni:

DNA ligaza IV — kooperuje s XRCC4 na spojeni koncu po jejich patficném
opracovani

XRCC4 - analog LIF1 genu u kvasinek — spojeni koncu

XRCC5 - analog HDF2 u kvasinek — ozna€uje se nyni jako Ku80 -
spolupracuje s Ku70 naseda na konce a spojuje je

XRCC6 - analog HDF1, oznacuje se Ku 70, je velmi hojny tvofi heterodimer s
Ku80, naseda na konce a rozpléta ¢astec¢né konce.

XRCC7 - DNA protein kinaza - aktivuje Artemis

ARTEMIS - nukleaza regulovana PKcs, pfipravuje konce pro ligazu.
Mechanismus reparace:

Oba zlomy jsou podrzeny pohromadé v tzv. synapsi nasledujicim zpusobem:

1) Ku proteiny nasednou na konce zlomu a interaguji mezi sebou (tj. drzi
konce u sebe)

2) Ku pfivolaji protein kinazu PKcs, ktera se asociuje s ARTEMIS
endonukleazou a aktivuje ji, aby oCistila konce (ofezala jednoretézcoveé
zbytky)

3) Po ocisténi se konce spoji — u€astni se DNA ligaze IV a XRCC4 protein.




NHEJ reparace

Oba zlomy jsou podrzeny pohromadé v tzv. synapsi nasledujicim zplsobem:
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Homologni rekombinace u lidskych bunek

Existuji dva dobie dokumentované procesy — SDSA a SSA
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Homologni rekombinace

Rekombinacéni reparace muze nastat tam, kde je k dispozici
homologni DNA
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Hierarchie reparace zlomu u E. coli

D Fig.l. The scheme of the induction and repair of basic
{ types of DNA injuries in E.coli after ionizing irradiation.
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Prvotni zlomy DNA (sites) se zCasti méni na zlomy opravitelné systémem
excizni reparace (enzym polA, a DNA ligaza) z¢asti se mohou reparovat
velmi rychle DNA ligazou. Z téchto poskozeni vznikaji jednoduche zlomy
(SSB1) na urovni fyzikalné chemickych procest, ale také z poSkozenych
bazi pri excizni reparaci (BER). Tyto zlomy jsou prevazné reparovany NER.
Cast t&chto zlomu se transformuje na SSB2, coZ jsou dlouhé mezery v DNA
(gapy). K této transformaci dochazi kvli poSkozeni koncl, nebo z jinych
pricCin, jestlize na zlom narazi replikacni mechanismus. Tyto gapy pokud
nejsou chranény recA proteinem, se transformuji na DSB (DSB enzymatického
puvodu) a jsou letalni u kmene E. coli recA. Pfimé DSB jsou letalni u bunék
standardniho kmene (wild type).




