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Nukleosom a chromatinoveé viakno
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Vyssi struktura chromatinu

Chromosom




Chromosomova teritoria

Prvni experimenty, které vedly k zavéeru, ze chromosomy se nacha-
zeji v jadre v podobé ohranicenych domeén, byly pokusy T. Cremera
v létech 1982-1984. Zavedeni FISH podstatné urychlilo poznani
chromosomu jak v mitéze, tak v interfazi.
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Poskozeni DNA zarenim

DNA vznikaji fadou procesl, Casto prenesenim
radikalu baze do 4-té pozice pentézy.
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Figure 6.9. Suggested pathway for strand break formation in polyuridylic acid (from VON
SONNTAG 1987, with permission)




Poskozeni DNA zarenim

DNA. Vznik zlomu z radikalu na 5-té pozici pentozy.
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Typy poSkozeni bazi

z predchoziho je vidét, ze v Ffadé pripadi muze dojit ke ztaté
bazi.
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Vypocet produkce zlomu DNA po ozareni

existuji modely struktury DNA, které umoznuji
stanovit pristupna mista. Je nékolik pristupu — |ze urcit tzv. Van der
Waalsav povrch a ,,dostupny povrch“ (nemusi byt shodné).

Connolly

surface < #
Van der Waals
surface

Testing sphere

Accessible
surface ¢ °

Figure 2.6: Different types of molecular surfaces (drawn after http://scsg9.unige.ch/fln/eng/
partiel b.html#a2 ).




Vypocet produkce zlomu DNA po ozareni

na obrazku jsou znazornény atomy H4‘, H5‘1 a H5°2
jako zelena, zluta a fialova — je vidét jejich pristupnost v uzkém zlabku
DNA




Vypocet produkce zlomu DNA po ozareni

na obrazku je van de Waalstv model (vlevo) a model s
reakénimi sférami (vpravo), v némz jsou poloméry umérné reakénim
rychlostem.




Vypocet produkce zlomu DNA po ozareni

na obrazku DNA a
pohybujici se radikal, ktery ji zasahne.
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Figure 2.10: Scheme describing the theoretical model RADACK.




Vypocet produkce zlomu DNA po ozareni

byl ozarovan fragment
DNA a analyzovana produkce zlomi v daném misté.
Pravdéepodobnosti zavisi na slozeni — v blizkosti TTG, TTC jsou
minima. Krivka predstavuje teoreticky vypocet.

Percent radioactivity Relative probability of attack

TGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACG




Vypocet produkce zlomu DNA po ozareni

vlevo je struktura DNA vytvarejici
tetraplex, vpravo je pravdépobnost vzniku zlomi podél DNA
(experiment a teoreticka predpoveD).

Relative ARB probability

N E xperimental ——Fitted
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T LT COACGAGCTOUTTARS -GG GG TTTTGGGGTTTTGGGGTTT T43-3

Figure 3. Calculated relative ARB probabilities superposed on

the experimental values (Tartier et al. 1998). The relative

Figure 3.9: Schematic drawing of the unimolecular oligonucleotide with the (G4Ts)s efficiencies of base radical-to-ARB conversion for T- and
sequence in quadruple helix structure (Tartier et al. 1998). G-radical FCSPCC[iVC]y are 1:1 (part “\) and 3.4:1 (part B)




Vypocet produkce zlomu DNA po ozareni

na obrazku je ¢ast retézce
DNA v komplexu s lac represorem, jsou zde opét znazornény atomy
vodiku v polohach H4 a H5.




Vypocet produkce zlomu DNA po ozareni

vznik zlomu pro volnou DNA
a DNA s represorem (vpravo). Je videt, ze s represorem jsou
pravdépodobnosti znacné odlisné.

FSB
Naked DNA DNA-protein complex

GAATTGTGAGCGGATAACAATT GAATTGTGAGCGGATAACAATT

A strand A strand

GAATT GTGA GCGCTCACAATT GAATTGTGAGCGCTCACAATT

CTTAACACTCGCGAGTGTTAA CTTAACACTCGC GAGTGTTAA

B strand

TCGCCTATTGTTAA CTTAACACTCGCCTATTGTTAA



Vypocet produkce zlomu DNA po ozareni

na obrazku jsou
dva pohledy na oktamer histon.




Vypocet produkce zlomu DNA po ozareni

produkce zlomi
zavisi na pritomnosti nukleosomi. Teorie a experiment jsou ale
ponékud posunuty.

g Relative attack probability = Radioactivity profile
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Number of the nucleotide




Plisobenim uv zareni
dochazi ke vzniku
Kovalentni vazba vznika

mezi sousednimi pyrimidiny,
nej¢astéji jsou to thyminy.

Oba typy poskozeni mohou
zpusobovat

Proto se vyvinuly

systémy reparace téchto
poskozeni. Protoze na Zemi
zijeme v pritomnosti UV-
zareni, vyvinula se fada
systému pro reparaci
poskozeni zpusobenych

timto zarenim.
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Systemy reparace DNA

je na rozdil od proteint, lipidi a sacharidu Y
bunce. Molekuly, kterych je mnoho se mohou pri poskozeni proste

zameénit. Udrzet DNA v originalnim stavu je pro bunku jedna z
hlavnich uloh. Proto

DNA je relativhé stabilni sloucenina; je vsSak vystavena mnoha
poskozujicim vlivim:

— denaturace, deaminace basi, ztrata basi glykosylickou
hydrolyzou

— vznikaji pyrimidinové dimery, 6-4 fotoprodukty
— poskozeni bazi, jejich fragmentace, zlomy

— velky pocet

Reparace byla prvni prozkoumana u E.coli s raznymi mutanty pfi

pusobeni Proto probereme prvni UV-poskozeni a
souvisejici repara€ni procesy.



Fotoreaktivace — prokaryotni i eukaryotni bunky

Prvni systém reparace se
nazyva fotoreaktivace.
Uskutecnuje se pusobenim
j ednoho en zymu -— chromophores DNA photolyase l

Photoreactivation of Thymine Dimers

Tento enzym sStepi
dimery. Energie pro stépeni
kovalentni vazby
cyklobutanového kruhu se
cerpa (370

light energy

nm) chromofory. harvested
by first
chromophore

chromophores

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

- jzolovan - modra barva,
absorbuje pri 380 nm

- chromofory FADH2 a pterin

- reparuje  pyrimidinové
dimery rychlosti
25/min/molekulu

- stimuluje ABC nukleasu



Fotoreaktivace — prokaryotni i eukaryotni bunky

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

Aktivuje se enzym pres pohlceni svetla obéma chromofory

FADH2 (flavin) je excitovan a predava elektron dimeru, €imz zrusi
pri€énou vazbu

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

Fotoreaktivace byla nalezena u mnoha organismu véetné ryb, plazu ale

. U €lovéka existuje gen CRY, jenz je sekvencneé
podobny fotoliaze, neni vSak schopen fotoreaktivace (uplatnéni pri
nastaveni dennich rytmu).



Citlivost baktérii k zareni a dalSim cCinidlum

Citlivost bakterii k riznym ¢inidlim je silné zavisla na pritomnosti a
spravné funkci genu uvr.
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Nukleotidova excisni reparace

Excisni reparace dimeru se uskutec¢nuje pusobenim
Komplex uvrAuvrB skenuje DNA a vyhledava dimery.

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

Tento kompex ( ) v blizkosti dimeru.

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

DalsSi reparace se uskuteéni jako polymerazou a ligazou.



Nukleotidova excisni reparace
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Nukleotidova excisni reparace

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

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

1764 bp — vaze se k uvrB na DNA 1 i vice molekul a
zpusobuje excisi. Nastipnuti je sou¢asné 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 ERCC1 gen, u RAD10 gen, uvrD
genu (helikaze) odpovida ERCC2 u ¢loveka a RAD3 u kvasinek. U
RPA se mohou vazat k DNA. Genu uvrB odpovidaji dva geny XPB a XPD,
které jsou oba potfebné 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 &
nebo ¢ a ligaza LIG1



Nukleotidova excisni reparace u Cloveka

XPC-hHR23B

LIG1
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Excisni reparace poskozenych bazi

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

Vznikda 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.

-Malé 20-30 kD, velmi specifické (napf. uracil, hypoxantin, 3-
metyladenin,hydroxymetyluracil apod), zareni vyvolava napf. 4,6-diamino-5-
FAPY (formamidopyrimidin), ktery odstranuje enzym genu fpg (30 KD).
Hydroxymethyluracil vznika rovnéz puasobenim zareni nebo jinych
oxidaénich cCinidel

- 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 rdzné druhy endonukleaz, napr. endo IV — mutanti citlivi k
alkylujicim ¢inidlim (mitomycin C, bleomycin), endo V — degraduje DNA s
uracilem, u ¢lovéka existuji také AP endonukleazy



BASE EXCISION REPAIR
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Excisni reparace poskozenych bazi u clovéka

exituji 3 odlisné

pro oxidativni 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 replikacni
vidlici a odstranuje chybné vilozeny
uracil naproti adeninu. SMUG1 je
unikatni pro vyssi eukaryoty a
odstranuje uracil vznikly po deaminaci
cytosinu v DNA).

Byla nalezena pouze 1

pro AP mista(APEl). 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 privola POL b, ta vsadi
cytosin a privola LIG3-XRCC1 komplex.




Citlivost mutantu E. coli k UV zareni

V 60-tych létech byli izolovani mutanti E. coli citlivi k UV-svétlu.
Nejzajimaveéjsi 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 svéetle.
Existence dvou mutantu se zvySenou citlivosti k UV zareni nezavislych
na sobé svédcila o existenci dvou reparac¢nich 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 ¢astic preziva (je schopno infikovat
bakterii). Jestlize vSak bakterie predtim ozarime, prezije vice fagovych
¢astic — tomu se fika W- reaktivace (Weigle).
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SOS system u E. coli

SOS systém u E. coli je , ktery je
odpovedny za a dalsi funkce. Zaklad regulace
spociva na

Za normalnich okolnosti je v bunkach uréita bazalni uroven téchto
proteint, kdy ve formé dimeri naseda na operatory rady
genll vcCetné recA a sebe sama a blokuje syntézu téchto genu.
Koncensualni sekvence pro vazbu lexA proteinu je sekvence 5-CTG-
N10-CAG-3f, tzv. ,, “.

Vznikem poskozeni DNA dochazi k vazbeé recA proteinu na ssDNA a dale
k asociaci s lexA proteinem, ktery se timto stépi (€asto se mluvi o

, hydrolyza lexA odblokuje syntézu fady genu, v€etné recA,
ktery pak ma jesté dalsi funkce —

Jakmile je posSkozeni 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

— na poskozeni se
polymeraza zastavi, disociuje od DNA a
syntéza je inicializovana ve vzdalenosti
1000 bp dal podél retézce,
zanechavajice mezeru s poskozenou
bazi (nebo dimerem).

ze sesterského
duplexu  (chromatidy), ktery ma
neposkozeny templat. Tento ,,crossing
over“ zanechava malé gapy, které se
uzavrou polymerazou a ligazou.

pouze
dochazi ke zredéni a poskozeni ¢eka na
dalsi reparaci (pokud je mozna). Then NER




Mismatch reparace

Po replikaci se pfi chybné viozeném nukleotidu oprava déje tzv.
,mismatch repair“ s vyuzitim geni 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 vystéepeni

retézce za pomoci helikazy (uvrD).

template strand identified
by methylation of A in
GATC sequence

correct base in template strand

9

mutH nuclease activity
helicase Il (uvrD)
SSB

JdNMPs ATP required

incorrect base in newly made strand
{mismatch)

GATC e
mutH: GATC recognition, nuclease CTAG

mutS: mismatch recognition
mutL links mutH and mutS (ATP
required)

9

DNA polymerase |
DNA ligase

GATC —

CTAG




Reparace zlomu DNA

se reparuji velmi rychle s vyuzitim stejnych reparac¢nich systému
jak BER nebo NER. Existuji vSak razné typy SSB — ¢ast se reparuje

v v vy

kalibru indukuji SOS-reparaci.

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

U 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 konci (
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 sav€ich bunék je homologni

. 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

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 — oznacuje 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 ¢astecné konce.

XRCC7 — DNA protein kinaza — aktivuje Artemis

ARTEMIS - nukleaza regulovana PKcs, pripravuje konce pro ligazu.

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

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

2) Ku privolaji protein kinazu PKcs, ktera se asociuje s ARTEMIS
endonukleazou a aktivuje ji, aby ocistila konce (ofezala jednoretézcové
zbytky)

3) Po ocisténi se konce spoji — ucastni se DNA ligaze IV a XRCCA4 protein.



NHEJ reparace

DNA break;
‘Synapsis”

-

Ku binds to ends

Ku recruits DNA-PKcs

Processing,
Nuclease, polymerase;
SN XRCC4, Ligase IV binding
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Ligation by DNA ligase |V
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Homologni rekombinace u lidskych bunek

Synthesis-dependent strand annealing Single-strand Annealing

Double-strand break P e o e
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Homologni rekombinace




