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Poskodenie DNA

~ milion lézii DNA v bunke denne
e Zdroje poskodenia:
1, endogénne — chyby pri replikacii DNA
- bukovy metabolizmus (kyslikové radikaly)

2, exogénne — UV, rontgenové a gamma ziarenie
(ionizujuce ziarenie)
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- mutagénne chemikalie
- virusy



Typy DNA poskodeni

oxidacia baz (8-oxog, ...)

alkylacia baz (metylacia — 7-metylG, 1-metylA,...)

pyrimidinové diméry (T-T, C-C) - sp6sobené UV

hydrolyza baz (deaminacia, depurinacia, depyrimidinacia)
nespravne priradenie baz — mismatch (chyba pri replikacii DNA)

zlomy v DNA — jednovlaknové / dvojvldknové (sposobuje
ionizujuce Ziarenie, chemikalie)

crosslinky v DNA (kovalentna vazba medzi dvoma vlaknami
DNA)



Preco Studovat DNA-opravné mechanizmy?

e Rakovina - bunky maju mutacie v DNA opravnych génoch —
vznik mnozstva dalsich mutacii (v onkogénoch, tumor
supresorovych génoch,...)

* Kvoli narusenym DNA opravnym mechanizmom v rakovinovych
bunkach su tieto viac citlivé k DNA-poskodzujucim faktorom ako
zdravé bunky

— Liecba: radioterapia (ionizujuce ziarenie), chemoterapia (alkylacné
¢inidla, dvojvlaknové zlomy, DNA crosslinky,...), Specifické inhibitory
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Ako Studovat DNA-opravné mechanizmy?

e Ako bunka opravi DNA poskodenie P, sp6sobené faktorom Fn?

1. Ktoré proteiny / gény sa podielaju na oprave daného
poskodenia?
Aké je poradie proteinov / génov v opravhom procese?
Akd maju funkciu jednotlivé proteiny / gény pri oprave?




Ako Studovat DNA-opravné mechanizmy?

e Ako bunka opravi DNA poskodenie P, sp6sobené faktorom Fn?

1. Ktoré proteiny / gény sa podielaju na oprave daného
poskodenia?

* Mutdcie / delécie génov potrebnych pre opravu P vedu k
citlivosti buniek k Fn

1. Ziskat mutacie (ndhodnd mutagenéza / dele¢né kniznice)
2. Vystavit mutantné bunky posobeniu Fni
3. Zistit ktoré mutanty maju zvySenu umrtnost
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Metody studia DNA opravnych mechanizmov

A

Geneticka analyza mutantov

a ich vztahov

— Analyza citlivosti mutantov na latky

sposobujuce Specifické poskodenie DNA

Survival, %
Survival, %

— Eseje vyuzivajuce upravu DNA
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Metody studia DNA opravnych mechanizmov
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Metody studia DNA opravnych mechanizmov
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Reakcia bunky na poskodenie DNA
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ENZYMY OPRAVUJUCE DNA

* Glykozylazy

— Stiepia N-glykozidicku vazbu - odstrafiuju poskodené bazy
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ENZYMY OPRAVUJUCE DNA

Glykozylazy

— Stiepia N-glykozidicku vazbu - odstrafiuju poskodené bazy

Nukledzy — exo / endo

— Stiepia fosfodiesterové vazby medzi nukleotidmi DNA.

Helikazy

— Oddeluju dve komplementarne vlakna DNA.

Polymerazy

— DNA-dependentné nucleotidyltransferazy - Syntetizuju
retazec DNA z nukleotidov.



ENZYMY OPRAVUJUCE DNA

* Glykozylazy
— Stiepia N-glykozidicku vazbu - odstrafiuju poskodené bazy
* Nukledzy — exo / endo
— Stiepia fosfodiesterové vazby medzi nukleotidmi DNA.
* Helikazy
— Oddeluju dve komplementarne vlakna DNA.
* Polymerazy

— DNA-dependentné nucleotidyltransferazy - Syntetizuju
retazec DNA z nukleotidov.

e Ligazy
— Katalyzuju tvorbu fosfodiesterovych vazieb — spajaju
dokopy dve vlakna DNA.



DNA-opravné proteinové komplexy

Na opravu sucasne potrebné rozne enzymatické aktivity
Vzajomnou vazbou enzymaticky aktivnych a adaptorovych
proteinov vznikaju DNA-opravné komplexy specifické k
danému poskodenia DNA

Katalytické domény zhromazdené v opravhom komplexe vedu
k zvrateniu DNA poskodenia

Po oprave sa komplex opat rozpada na podjednotky

Pri regulacii reverzibilnej formacie komplexov su dbélezité post-
translacné modifikacie proteinov (fosforylacia, sumoylacia,
ubikvitinacia,... ).



FA (Fanconi Anaemia) pathway
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Sposob opravy DNA

 Templat na opravu:
— Komplementarne vlakno DNA (ak poskodené len 1 vlakno)
— Sesterska chromatida (v S, G2 faze)
— Homologicky chromozém (v diploidnom stave)

e Ak je templat nedostupny = TLS, NHEJ (chybovost)

* Postup opravy:
1, rozpoznanie poskodenia

2, privolanie DNA-opravnych proteinov — tvorba komplexu
3, oprava DNA



DNA OPRAVNE DRAHY

Priame zvratenie

Oprava jednoretazcovych poskodeni — BER, NER,
MMR

Oprava dvojretazcovych zlomov — HR, NHEJ
Translézna DNA syntéza



Priame zvratenie (direct reversal)

* Fotoreaktivacia:
pyrimidinové diméry zvrati fotolyaza (energia zo svetla)
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Repair by DNA photolyase



Priame zvratenie (direct reversal)

* Fotoreaktivacia:
pyrimidinové diméry zvrati fotolyaza (energia zo svetla)
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Repair by DNA photolyase

* Metylaciu guaninu zvrati metyl-guanin metyl transferaza
(MGMT) | |




Oprava jednoretazcovych poskodeni

Templat — komplementdarny retazec

Postup — vystiepenie poskodenych nukleotidov - vymena za
nukleotidy komplementarne k neposkodenému DNA vlaknu

Bazova excizna oprava (BER)
Nukleotidova excizna oprava (NER)
Oprava nespravne zaradenych baz (MMR)



Bazova excizna oprava

Base excision repair (BER)

Opravuje mensSie poskodenia jednej bazy (oxidacia, alkylacia, deamindcia).

Oarmaged base

1. PosSkodena baza je rozpoznana a
odstranena DNA glykozylazami.

l Ehrosylase

AP site = 1 =
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Base excision repair (BER)

Opravuje mensSie poskodenia jednej bazy (oxidacia, alkylacia, deamindcia).

Oarmaged base
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Bazova excizna oprava

Base excision repair (BER)

Opravuje mensSie poskodenia jednej bazy (oxidacia, alkylacia, deamindcia).

Oarmaged base
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Poskodena baza je rozpoznana a
odstranena DNA glykozylazami.
Abazické miesto je rozoznané AP
endonukledzou (Apn1, Apn2),
ktora rozstiepi fosfodiestericku
vazbu — vznikne jednovlaknovy
zlom.

Chybajuca cast je znovu
nasyntetizovana DNA
polymerdzou (pol & a pol €).
Pripadny 5 previs DNA je
odstraneny flap endonukleazou
Rad27.



Bazova excizna oprava

Base excision repair (BER)

Opravuje mensSie poskodenia jednej bazy (oxidacia, alkylacia, deamindcia).
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Upravené z wikipedie

Poskodena baza je rozpoznana a
odstranena DNA glykozylazami.
Abazické miesto je rozoznané AP
endonukledzou (Apn1, Apn2),
ktora rozstiepi fosfodiestericku
vazbu — vznikne jednovlaknovy
zlom.

Chybajuca cast je znovu
nasyntetizovana DNA
polymerdzou (pol & a pol €).
Pripadny 5 previs DNA je
odstraneny flap endonukleazou
Rad27.

Nasyntetizovana DNA je

s povodnou spojena DNA ligazou.



Nukleotidova excizna oprava

Nucleotide excision repair (NER)

Opravuje vacsie jednoretazcové poskodenia (pyrimidinové diméry, 6,4 fotoprodukty, crosslinky)

GGR TCR

Transcription

RNA Pol II

A

A, globdlna genomickd (GG-NER)
: B, Transkripéne-spriahnuta (TC-NER).
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Nucleotide excision repair (NER)

Opravuje vacsie jednoretazcové poskodenia (pyrimidinové diméry, 6,4 fotoprodukty, crosslinky)
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2. TFIIH rozpletie DNA (helikaza).
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poskodenia, 5 koniec rozstiepi Rad1-
Helix opening, lesion verification, ‘ Rad10 (XPF-ERCCI) komplex
TR | (endonukledzy). - Dvojité Stiepenie
_°g§ AL ﬁia uvolni kratky jednovldknovy dsek (25-30

nt) DNA na ktorom sa poskodenie
nachadza.

Rpa 3
Oligonucleotide excision
Gap-filling DNA synthesis



Nukleotidova excizna oprava

Nucleotide excision repair (NER)

Opravuje vacsie jednoretazcové poskodenia (pyrimidinové diméry, 6,4 fotoprodukty, crosslinky)
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Nukleotidova excizna oprava

Nucleotide excision repair (NER)

Opravuje vacsie jednoretazcové poskodenia (pyrimidinové diméry, 6,4 fotoprodukty, crosslinky)
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Transcription
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RNA Pol II
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A, globdlna genomickd (GG-NER)
B, Transkripéne-spriahnuta (TC-NER).

Damage recognition ‘
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Damage recognition Y

Rad4 Rad23

1. Rozpoznanie poskodenia GG # TC

2. TFIIH rozpletie DNA (helikaza).

3. Rad2 (XPG) stiepi DNA na 3 konci
poskodenia, 5 koniec rozstiepi Rad1-
Rad10 (XPF-ERCC1) komplex

Sl mesion | ‘ (endonukleazy). - Dvojité Stiepenie
_°g§ ' S ﬁia uvolni kratky jednovldknovy tsek (25-30
D w02 nt) DNA na ktorom sa poskodenie
Gap-filling DNA synthesis ‘ \W(:M - nachadza.
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A dosyntetizuje chybajucu sekvenciu.

Ligation l, & 5. DNA ligaza Cdc9 (Ligase-l) spoji DNA.
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Upravené z Tatum & Li, 2011



Oprava chybného zaradenia baz
Mismatch repair (MMR)

Opravuje nespravne zaradené bazy pri chybach DNA replikacie a rekombinacie.

/N Mismatch * Rozoznava pévodné a novo

N nasyntetyzované vlakno DNA a Specificky
opravuje chyby v dcérskom vlakne.
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Oprava chybného zaradenia baz
Mismatch repair (MMR)

Opravuje nespravne zaradené bazy pri chybach DNA replikacie a rekombinacie.
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Upravené z Martin & Scharff, Nat. Rev. Imm., 2002 @
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Rozoznava pévodné a novo
nasyntetyzované vlakno DNA a Specificky
opravuje chyby v dcérskom vlakne.

MutS homoldégy (Msh2/Msh3,
Msh2/Msh6) rozoznavaju nespravne
zaradené bazy a ohybaju DNA v mieste
poskodenia.

MutL homolégy (MIh1/Pms2) sa viazu na
MutS h.

(endonukledza).

Exonukledza (Exol, ) rozstiepi dcérske
vliakno.

Vystiepena DNA je znovu
nasyntetizovana DNA polymerazou

a pripojena DNA ligazou.



MMR — rozoznanie DNA - MutS
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- 337 [il A

D38

N443 Q468 L470 (A)

K f & Ri10
R475 (A) - - G <TERET
LAT70 (A) —= G - Kod (B
R473 (&) =\t "
Vads (B =5 -"j_"_ 5
Elavs

Kunkel & Erie,
2005



Oprava dvojretazcovych zlomov

* Dvojretazcové zlomy DNA su velmi zavaznym druhom
poskodenia - jediny DSB moze viest k smrti bunky alebo
preusporiadaniu genomu.

e Zakladné DSB-opravné drahy

1. Homologicka rekombinacia (HR)

— Vacsinou nevedie k chybam a na opravu pouziva homologicku
sekvenciu ako templat.

— U kvasiniek je dominantna v S a G2 faze (sesterska chromatida),
u diploidov (homologicky chromozém).

2. Nehomologické spajanie koncov (NHEJ)

— Priamo spaja zlomené konce dokopy, Casto vedie k strate genetickej
informacie.

— Dolezita hlavne v G1 faze u haploidnych kvasiniek.



Nehomologické spajanie koncov

Non-homologous end joining (NHEJ)

1. Vazba MRX (Mrel1-Rad50-Xrs2)
komplexu, Ku heterodiméru (Yku70-
Yku80) na zlomené konce DNA

2. Privolanie DNA ligazy IV (Dnl4) a jej
pomocnych proteinov Lifl a Nej1.

3. Hladanie komplementarity medzi
prevismi dvoch koncov DNA.

D—FD e
l =D 5. Religacia koncov &

NHEJ * pri oprave nekompatibilnych koncov

vacsinou dochadza k deléciam alebo
inzerciam.

Upravené z Altmannova et al., Biomolecules, 2012



Mrel1-Rad50-Xrs2(Nbs1) komplex

rozdielna vazba na DNA v zavislosti od vazby ATP

\us ATP / Plus ATP
¥ X cww” o
)

r_2 Movements
— |nteractions \

_ﬂ:

Wyman et al., DNA Repair, 2011
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H0m0|0g|Cké e kOm b| néC|a (Homologous recombination - HR)

oS8 1. MRX saviaze na zlomené konce DNA.




H0m0|0g|Cké e kOm b| néC|a (Homologous recombination - HR)

DSB
1. MRX sa viaze na zlomené konce DN

2. Nukleolyticka degradacii 5’ retazco AX 3
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H0m0|0g|Cké e kOm b| néC|a (Homologous recombination - HR)

DSB
1. MRX sa viaze na zlomené konce DN

2. Nukleolyticka degradacii 5’ retazco AX 3
‘ . . &) 3. Vdzba RPA na 3’ jednovlaknove konce

f"’”
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H0m0|0g|Cké e kom b| néC|a (Homologous recombination - HR)

DSB . v ,
1. MRX sa viaze na zlomené konce DN

Nukleolyticka degradacii 5’ ret'azcov%g a

2.
1 3. Vazba RPA na 3’ jednovlaknové konce
o 4. Rad52 nakladd Rad51 rekombindzu na ssDNA

l°af o (Srs2 helikaza odstranuje Rad51).




H0m0|0g|Cké e kom b| néC|a (Homologous recombination - HR)

DSB

‘. Teeo

I
| &S

1.

> wnN

o U

MRX sa viaze na zlomené konce DNA3€
Nukleolyticka degradacii 5’ retazco 3
Vazba RPA na 3’ jednovlaknové konce

Rad52 naklada Rad51 rekombinazu na ssDNA
(Srs2 helikaza odstranuje Rad51).

Rad51-filament hlada homologicku DNA (Rad54).
Tvorba D-loopu ‘IIIII
Predizenie 3 konca filamentu (DNA polymeraza )



H0m0|0g|Cké e kom b| néC|a (Homologous recombination - HR)

DSB 1
2.
‘ ‘ Te o >
%ﬁ |
I'eés .
7R CEL 6
7
|
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(D-loop formation) l a
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SDSA

(non-crossovers)

MRX sa viaze na zlomené konce DNA3€
Nukleolyticka degradacii 5’ retazco 3
Vazba RPA na 3’ jednovlaknové konce

Rad52 naklada Rad51 rekombinazu na ssDNA
(Srs2 helikaza odstranuje Rad51).

Rad51-filament hlada homologicku DNA (Rad54).
Tvorba D-loopu ‘IIIII
Predizenie 3 konca filamentu (DNA polymeraza )

SDSA (synthesis dependent strand annealing)-
novo nasyntetizované 3 vlakno je vytlacené z D-
loopu (Mph1 a Srs2 helikazy) a nasadne naspét na
druhy koniec dvojvlaknového zlomu (Rad52).
Nasleduje syntéza DNA (Pol 6) a ligacia. M



H0m0|0g|Cké e kom b| néC|a (Homologous recombination - HR)

DSB

1. MRX sa viaze na zlomené konce DNA3€
2. Nukleolyticka degradacii 5’ retazco 3
‘ . . &) 3. Vdzba RPA na 3’ jednovlaknove konce
4. Rad52 naklada Rad51 rekombinazu na ssDNA
l°b” (Srs2 helikaza odstrariuje Rad51).
&) 5. Rad51-filament hfada homologicki DNA (Rad54).
D T 6. Tvorba D-loopu ‘IIIII
7. Predizenie 3 konca filamentu (DNA polymeraza 6
l (DNA poly )
@ — T @ e SDSA (synthesis dependent strand annealing)-
novo nasyntetizované 3 vlakno je vytlacené z D-
(D-loop formation) l a loopu (Mph1 a Srs2 helikazy) a nasadne naspét na
= — druhy koniec dvojvlaknového zlomu (Rad52).
@ — Nasleduje syntéza DNA (Pol 6) a ligacia. M
N Ly * DSBR (double strand break
%@ e e e repair) — tvorba double
‘\ Holliday Junction - rozruseny

Sgs1-Top3-Rmi alebo

rozstiepeny endonukleazami

SDSA NON-Crossovers
(non-crossovers) DSBR

Upravené z Altmannova et al., Biomolecules, 2012

(Mus81-Mms4, SIx1-Six4,
Rad1-Rad10, Yenl).

crossovers



RecBCD komplex - baktérie

a' channe]
o nuclease

Multifunkény enzymovy komplex ktory u baktérii spracovava konce dvojvldknového zlomu v DNA
Helikdzovou aktivitou rozplieta dvojvlaknovi DNA

Nukledzovou aktivitou vlakna Stiepi

Stimuluje vazbu RecA rekombinazy na 3" jednovlaknovd DNA

Singleton et al., Nature, 2004



Poskodenie DNA indukuje sumoylaciu DNA-
opravnych proteinov

Sumoylation Targets among Proteins Involved in DNA Replication, Repair, and the DNA Damage Response
That Were Identified in This Study

Process Sumoylated Proteins

Replication Dpbl11, Mcm2, Mem4, Mem5, Mem6é, Mesl, Ore2, Orcd, Ore6, Pifl, Poll, Pol2, Poll2, Pol32, Pl Pril,
Rad27, Rfc2, Rfc3, Rif107, Slx4 (Abfl, Orc3, Pob3, Rfcl, Tof2, Topl, Top2)

Recombinational repair Mrell, Pso? Rad50 Sae? Sawl, Smc6, Xrs? Yenl (Rad32, Rad59 Rfal, RfaZ, Sqsl, Smc5, Srs2)

NHEJ Lifl (Yku70, Yku8d)

Postreplicative repair Rad5 (Pol30)

Base excision repair Apnl, Magl. Ogel (Ntel)

Nucleotide excision repair  Radl, Rad2, Rad3, Rad4, Rad7, Rad25, SsiI, Tfb? (Radl6)
Mismatch repair MihI, Msh3 Msh6, Pmsl
Checkpoint signaling Ddcl, Dunl

Protemns that were previously found to be sumoylated are in parentheses. Italic: sumoylation 1s mduced by MMS. Bold: human homologs are
sumoylated (Golebiowski et al | 2009). Underline: phosphorylated by checkpomnt kinases (See Table S1). Note that several proteins function in
multiple processes but are assigned to one category for simplicity.

Cremona et al., Mol. Cell., 2012



SUMO stabilizuje DNA-opravné komplexy (HR)

Chromatin-associated DNAdamage @
SUMOylation machinery T\ @

Sizz | Siz2 |
@ DNA " J
’ Recruitment

@ of HR factors

@ Protein-group SUMOylation fosters
complex formation and DNA repair

Jentsch & Psakhye, Annu. Rev. Genet., 2013



Nasledny rozpad komplexov stabilizovanych
pomocou SUMO-SIM interakcii

SUMO-5IM-stabilized protein complex

DNA

DeSUMOylation

Jentsch & Psakhye, Annu. Rev. Genet., 2013



Prelinanie opravnych drah - SSA

Single-strand annealing (SSA) prebieha ak déjde k zlomu v mieste dlhsich
repeticii DNA

Na zaklade komplementarity dochadza k vazbe medzi dvoma retazcami
obsahujucimi susedné repeticie

SSA vidy vedie k delécii DNA sekvencie ohrani¢enei reneticiami

Ako prebieha

db

e aaaa——
— —
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Prelinanie opravnych drah - SSA




Prelinanie opravnych drah - SSA

* Single-strand annealing (SSA) prebieha ak dojde
k zZlomu v mieste dlhsSich repeticii DNA (rDNA)

DSB

l 1. Resekcia 5’ vlakna na koncoch zlomenej DNA
%" ako u HR.
) 2. Priame nasadnutie jednovldknovych 3’ retazcoy,
1 C2s (Rad52 a Rad59)
e B 3. Nehomologické sekvencie na koncoch su
@ l ﬁ?o (v)dstrénené Rad1-Rad10 endonukleazou - NER.
5}, Stiepenie je stimulované MMR proteinmi

°g¢ Msh2-Msh3.
4. Syntéza DNA a ligdcia. SiL? i

e SSA vzdy vedie k delécii DNA sekvencie
ohraniCenej repeticiou - je mutagénna.

SSA

Upravené z Altmannova et al., Biomolecules, 2012



Translézna DNA syntéza

Translesion synthesis (TLS)

* Proces umoznujuci toleranciu poskodenej DNA.
e Postupujuca replikacna vydlica narazi na neopravitelné poskodenie DNA - v

syntéze treba pokracovat lebo:

1.

hfgm'al Replication F‘rcrtein\s\ 2
{ il Y -
Ill- _{ 1 -
Staﬂ‘aq_.at position of dama_ggd/ DNA
Alternative options for translesion synthesis: d

Polt
Reva/hR Poln

@
A @usn (POLH; XPV)
Revirth F[e@ {

f

A

Y

~

AN N

NN

Restored r;éb_li_caﬂ'un_f_ﬁr_-k movement

David Kowalski

Dlhodobé zablokovanie replikacnej
vidlice vedie k smrti bunky.
Replikacia poskodenej DNA vytvori
sestersku chromatidu ktord moze byt
vyuzita ako templat pre opravu HR.

Standardné DNA polymerazy (8, €) su
nahradené transléznymi polymerazami,
ktoré vedia vlozit bazy aj oproti
poskodenym nukleotidom
(pyrimidinové diméry, abazické miesto,
oxidovana, deaminovanad baza).
Niektoré TLS polymerazy zarad'uju
spravne bazy oproti Specifickym
poskodeniam (Pol n), iné Casto M
zaraduju nespravne bazy (&, Revl).



Translézna DNA syntéza

regulacia tvorby DNA opravnych komplexov pomocou PTMs

Ee-:'l.l'rh'n:nt Transk=sicn
synthesis

Lys 164 Unknewn factors)
Llnl:nni.'m mecharismi En'l:f‘-ﬁ'l!l!

Stalled repli ation

u
H
= |
Wi
L'g.-s 164
R=cruirment Inhibition of
- recomkbination

Bergink & Jentsch, Nature, 2009



