Mechanismy navozujici znény genetické informace

1. Mutace
2. Rekombinace

3. Transpozice

Vyznam zmén genetické informace:
- adaptace na prostedi, evoluce druhi

- vyuziti ve vyzkumu (identifikace geni, regulace exprese aj)



Mutace

= dédi¢na zména genotypu, jejiz molekularni podstatou
je nukleotidova substituce, delece, inzerce nebo iaxze

Zména primarni struktury nukleove kyseliny

Zmeény ve fenotypu organisimmohou mit i dalsi
priciny




Standardni typ x mutanta

Standardni alela (alela divokeho typu, wild-type dekle) -
standardni fenotyp

Mutantni alela - mutantni fenotyp (vétSinou recesivni)

Smér mutaci

- puvodni (prima) mutace

- zpétnad mutace - Uplnd nebatastatna obnova funkce
(reverzefenotypu)



Klasifikace mutaci

1. Podle Urovrg, na niz pasobi

a) Genové (bodové) mutace — zéna bazi nebo sekvence bazi na Urovni genu

b) Chromozomové mutace — zréna sekvence na Urovni chromozomu

C) Genomové mutace — z#&na poétu chromozoma (plazmida)

2. Podle typu zasazené hiky

a) Genetické (gametické) mutace — vznikaji v gametacpyenaseji se na potomstvo
b)  Somatické mutace — vznikaji v somatickych biikach

3. Podle vlivu na zivotaschopnost organismu

a) Vitalni mutace — slw&itelné s prezitim organismu

b)  Letalni mutace — nesléitelné s prezitim organismu

C) Podmingné (kondicionalné) letalnj mutace — sl#itelné s prezitim za urcitych podminek (ts, sus -
supresorsenzitivni X supresorove mutace)

4. Podle stupré fenotypoveho projevu (u diploidnich organismi)
a)  Dominantni mutace — projevuji se pl@ i v heterozygotnim stavu

b)  Recesivni mutace — projevuje se piv homozygotnim stavu, projev je maskovan dominantralelou
(recesivni mutaci obvykle vznika nefunkni produkt)

- neuplné (leaky) mutace: funkce genu séastatné zachovava
- nulova (null) mutace: Uplna ztrata funkce genu {asto delece genu nebo jeh#sti)
- posunova mutace: néni seéteci ramec (obvykle delece nebo inzerce)

- polarni mutace: mutace ovliviiujici expresi sousednich gein(napr. v operonech)
5. Podle vzniku
a)  Spontanni mutace — vznika bez zjevné \#si priciny
b)  Indukovana mutace — vznika po vystaveni organismu/buék mutagenam



Molekularni zaklad mutaci

Substituce - zaména pivodni baze (ssNA) nebo paru baze (dsNA)

* transice: pur => pur, pyr => pyr
* transverze: pur — pyr, pyr => pur

--- kodon s pozménénym smyslem (aa 1 =» aa 2)
- nesmysiny kodon (aa = stop)

nukleotidova svnonvmni i

(neméni se smysl kodonu) —» ticha mutace
nukleotidova neutralni substituce

(méni se aa, ne v§ak funkce proteinu) - tichd mutace

Delece - ztrata jednoho nebo vice nukleotidi

Inzerce - vloZeni jednoho nebo vice nukleotidii

Prestavby genomu

- duplikace (amplifikace)
- inverze

- rozsahledjsi delece

Transpozice

Posunové mutace




Vznik mutace ve strukturnim genu
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je uloZena v sekvenci parl bazi.
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Tautomerni formy bazi v DNA

cukr

cukr

ketoforma

tautomerni
C|)H
C
N 4 Cc—Chy
0/;0\ N
™ cukr
enolforma
tymin
|rw‘IH
C
HN:i/ iy CH
-
- CI: |
d%‘\N/CH
cukr
iminoforma
cytozin
NH
l
C
HN/--G-\ C/N\\
< |0 [
HC C
\N/ N
b
cukr
) iminoforma
adenin
OH
I
G fs Ny
~— ' || ‘o
— > L e
H,N N
cukr
enolforma

guanin



Vznik spontannich mutaci - substituce

parovani bazi v nestabilnich tautomernich formach

Rare imino form 'S P
of cytosine (C*) \ Rare enol form
of thymine (T*)

(a)

Cytosine

Rare imino form
of adenine (A*)




Vznik spontanni mutace po zélenéni tautomerni formy
baze do DNA i replikaci

mechanizmus vzniku mutaci v DNA v disledku tautomernich presmyka

5'#’" 3
A C-G TC
— ) standardni
vzacna tautomerni 5 g———— 3 T G' C.A G
forma quaninu (G* ACGTC 3 5
g (%) s >
TGTAG 5':“ 3
3 5
, ACATC .
. - . replikace mutantni
5 3 5 TGTAG
A Ci G T C DNA ; ! :
replikace 3 5
T G C A G DNA
3 i 5 E== 3
rodlcovska DNA A C-G TC standardni
(1) 5 Sg——— T G'CuA o
A Ci G.T Cc 3 5
> T G C-A G > ‘ ‘
3| ] 5| 5 3
- - A c G T C |
potomstvo GG A G standardni
vV prvni generaci . "
(3) potomstvo 4)

(b) Vg/Sledek: GC— AT v druhé generaci



Dusledky spontanni deaminace bazi

Deamination _ U je odstrainovan
uracil-DNA glykozylazou
GC— AT
H4C
Deamination

5-metylcytozin  C - T Thymine ynika reparaci
Horka mista mutaci



Posunova mutace vede k posunéteciho ramce

inzerce nebo delece jednoho nebo dvou paru bazi
méni éteci ramec v genu od mista mutace

inzerce paru bazi G:.C
standardni \ mutantni
THUCCUUUORRARART
S ATGAAAGGGCCCTTT etc. ATGAAACGGGCCCTTT
TACTTTCCCGGGAAA etc. TACTTTGCCCGGGAAA
TR P [ | A | Wy Eepisovan/yl_v_ll_v_ll_v_ll_v_ll_v_ll_v_l
retézec
mRNA FIVEUT VOO R IHT
AUGAAAGGGCCCUUU etc. AUGAAACGGGCCCUU
L e J 1L 1L 1 etc L ]
kodon kodon kodon kodon kodon kodon kodon kodon kodon kodon
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
polypeptid Met— Lys — Gly — Pro— Phe —etc. Met— Lys —Arg—Ala— Leu—

(b)




Vznik inzerci a deleci - horka mista (Hot-spots) - oblesbetici
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Figure 19-4 A simplified version of the Streisinger model for frameshift formation. (a) to (¢) During
DNA synthesis, the newly synthesized strand slips, looping out one or several bases. This loop is stabi-
lized by the pairing afforded by the repetitive-sequence unit (the A bases, in this case). An addition of
one base pair, A-T, will result at the next round of replication in this example. (d) to (f) If instead of
the newly synthesized strand, the template strand slips, then a deletion results. Here the repeating unit
is a CT dinucleotide. After slippage, a deletion of two base pairs (C-G and T—A) would result at the

next round of replication.



Vznik inzerci a deleci ,sklouzavaniniet€zci pri replikaci

Normal replication

,replication slippage*
.polymerase slippage*

s | ExXpanze trinukleotidi:
dédiéné neurologicke
choroby




Cliemomutageny

A. analogy bazi ------- po inkorporaci do DNA bghem replikgce se

vlivem tautomerie mohou parovat s riznymi
bazemi

5- BROMURACIL (BU) - analog tyminu
A-BU (ketoforma)<=—==>BU (enolforma)-G
AT<=—=—==—===>GC
(8-azaguanin, 5-azacytidin, 5-joddeoxyuridin)

B. latky chemicky modifikujici baze ---—--> zmé&ny v parovani

(puisobi i na DNA, W

* Kyselina dusita - deaminaceCnaU... GC-->AT
=" AnaH.. AT-->GC
=" GnaX... GC-—>AT

* hydrogensifi¢itan - deaminace Cna U .... GC--> AT

* hydroxylamin - NH,->/NHOH ......ccccervrrveenee GC-->AT (AT-->GC)
* alkyla¢ni latky - (alkylsulfaty, N-nitrozoslou¢eniny)
- dimetylsulfat
- etylmetansulfonat
- nitrozoguanidin

alkylované baze se neparuji nebo vytvareji chybné pary bazi, pfipadné
meziretézcové kiiZové vazby
* interkalaéni latky ---------> posunové mutace
akridiny
etidiumbromid
psoraleny (furokumariny)



Specificita mutagein- distribuce mutacitizneho
typu vyvolanych fiznymi mutageny v genkacl.

EMS UV-zéni

(a GC—=AT GC-AT
30 303037 3857 80 3i">
201 I 20
10 10
0 0
A0 GC— TA ! GC=TA
20 20 L
10 10
) "l 1 | 0 I I | l 1 I I| |II |
g |@ AT =TA L AT=TA
% 20 20—
5 10| 101
g |
£
2 0 I | | ] ] | 0 1 I ' I
@ ATCG 1 AT=CG
20 201~
10~ 10
0 1 | | o | I 0 _I_I | | I | l & | |
1@ GC+CG ] GC+>CG
20[- 20
10 ok
0 | | | | | | 0 | | 1 | w | 1
100 200 300 100 200 300

Amber position

Amber position




Mutageneze pomoci 5-BU

ucinek enolformy 5-bromuracilu béhem:

zaclefiovani replikace po zaclenéni
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Vysledek: transice !
ob&éma smery d




g8 - Af‘T — Normal

Normal

GC — AT

Mutageneze pomoci 5-BU
(analog tyminu)

transice v obou s#énech:
5-BU(keto) - A

5-BU(enol, ioniz) - G



Pasobeni alkylanich¢inidel

Guanine O-6-Ethylguanine Thymine

Hac i CI\’IE
HsG O EMS

Thymine O-4-Ethylthymine Guanine



Pasobeni hydroxylaminu: specificke transi€eC = AT

(prefererni hydroxylaceN na C-4 cytozinu)

Cytosine N-4-Hydroxycytosine Adenine
(keto form)



Oxidativni deaminace bazi vyvolana kyselinou dusitou

cytozin — uracil (T), adenin— hypoxantin (G)

Adenine Uracil Hypoxanthine Cytosine

(@) (b)



Interkala éni ¢inidla

H. _CH,CH,CI
N

|
~CH;

-N = bases

Intercalated
molecule

Proflavin Acridine orange ICR-191
(@) (b)

Inst.Cancer.Res.
(akridinovy derivat)

etidium bromid



Typy reverzi (zameny bazi ve stejné pozici kodonu)

DNA: AGG
protein: (Arg)

|

puvodni mutace

|

DNA:
bl TGG
protein: /(T'Lm\
prava reverze operacni reverze

DNA: AGG CGG
protein: (Arg) (Arg)
DNA: AGG

protein: (Arg)

puvodni mutace

DNA: ACG

protein: (Thr)
pseudoreverze

DNA: AAG

protein: (Lys)



Supresorova mutace

Definice: mutace, kteraéastatné nebo Uplné rusi ucéinek
jiné mutace (tzv. supresorsenzitivni mutace)

a) intragenova: vznika uvnitr téhoz genu

b) intergenova: vznika v jiném genu

Na rozdil od reverzi mutace prol&hne v jiném misg DNA




Intragenova supresorova mutace (1)

Supresorsenzitivni mutace  Supresorova mutace

ATC CTC CCT TTC ATCTCTCCCTTT
InzerceT\ l l DeleceC
ATCTCTCCCTTT ATCTCTCCTTT
Posunova mutace Obnova fivodniho

(posuncteciho ramce) ¢teciho ramce



Intragenova supresorova mutace (ll)

TCA pavodni kodon
J Supresorsenzitivhi mutace (prvni mutace)

TAA stop kodon, ztrata funkce produktu

J Supresorova mutace (druhd mutace)

TAT kodon pro jinou aminokyselinu, obnova
funkce produktu (&kdy jencast&na)



Intergenova supresorova mutace

neméni se mutovany gen, ale je ovlivnén zpiisoh, jim% je pfekladana jeho mRNA

vlastni mutace = supresorsenzitivni (sus-)
- zménaurcitého kodonu na kodon nesmyslny nebo kodon s pozménénym smyslem

SUpresorova mutace = mutace v genu pro tENA, lteron vznika tBNA s pozménenym

kodonem
gen supresor = mutanini alela genu pro tRNA (sup-)

Kmen obsahujici supresor = supresorpozitivni Su™
"_ = supresornegativin Su-

neobsahujia -"-



Intergenova supresorova mutace v genu pro tRNA

Standardni gen
TTCCCAACAGCTTTA

Supresorsenzitivni
mutace

TTC CCA ACA GCT TAA

Prepis do mRN4

gen pro tRNALeu
XYZXYZXYZ- AAT -XYZ

Supresorova mutac%

Gen - supresor
XYZXYZXYZ- ATT-XYZ

pirepisovana do

J Sekvence
antikodonu

Prepis do tRNA s
antikodonem AUU, ktery

UUC CCA ACA GCU UAA
l STOP

Predéasné zakoreni translace

se bude parovat s
terminaénim kodonem

UAA
l

syntéza proteinu pokratuje




Mechanismus intergenové supresorové mutace

Nonsense Original
mRNA carrying codon stop codon
nonsense mutation + *

Wild type
anti-codon

Short
defective
protein

MUTATION

Mutated Glutamine-tRNA

glutamine-tRNA

anticodon
reads UAG

Mutant
glutamine-tRNA

Full length protein,
GIn inserted
at nonsense codon




Metabolicka aktivace - zména promutagenu na mutagen
(vétSinou alkyla¢ni latka) enzymovou pieménou v organismu

- dusi¢nany (méni se nejdfive na metylnitrozomod&ovinu, ktera se méni na ionty
CH', , které alkyluji DNA )
Polycyklické uhlovodiky
- benzpyren - cigar, vyfuky - méni ae arylhydroxyladzami, napf. na epoxidy
- N-alkyl-N-nitrozaminy - vytvaii se aktivni CH",
- aromatické aminy
- prirodni produkty (aflatoxin)- aspergilus

y

Proteiny cytochromoveho systemu P-450 vyzniai se
oxygenazovou aktivitou (detoxikace nepolarnich Iatek
+ fada dalSich enzyim



Amesiv test na mutagenitu

Zajisteni & & &

I A |zolace enzyml Pfiprava roztoku Ruist auxotrofnich mutantd
metabolické z jater potkana, potencidiniho mutagenu. Salmonella his™ nesoucich
. posunovou mutaci.
aktivace /

-

vV na agarove medium obsahujici
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Y
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Naockovani bakterii Umisténi disku s enzymy
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Inkubace misek
pfi 37 °C.

revertanti his*
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REPARACE MUTA CNE POSKOZENE
DNA

 A. Pfimé reparace
— 1. fotoreaktivace

— 2. dealkylace Genetickv apa rat

 B. Neprimé reaparace pro reparaci DNA

— 1. Excizni reparace

AP - velmi konzervativni
e bazova

* nukleotidova - asi 100 genfI

* ¥izena metylaci - distinktni drahy,
— 2. rekombina¢ni /postreplikacni/ které se mohou
— 3. reaparace kroslinki prolinat

e C. Inducibilni reparace
— 1. SOS-odpo¥d
— 2. adaptivni odpowdi
» na alkylaéni poSkozeni
* na environmentalni stres



TYPY REPAROVATELNYCH POSKOZENI NA DNA

o AP-misto " Chybna baze o Tyminovy dimer
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Fig. 8.1 Classification of repairable lesions. (a) Missing base; (b) incorrect base; (c)
modified base (distorting the double helix); (d) single-strand break; (e) double-strand
break; (f) interstrand cross-link.
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Fig. 8.2 Formation of an AP (apurinic/apyrimidinic) site.



(a)
Pyrimidine residues linked

Adjaceqtd thymine between carbon atoms
AERIRHES 5 and 6 of each ring
Reactive ‘ 3
double [‘ B s "
bonds —=—— uv - oLy gl
V. light N
Sugar-phosphate
backbone
(b) Pyrimidine residues linked

between carbon atom 6 of thymine
and carbon atom 4 of cytosine

Reactive
groups

Adjacent thymine (3°) Distorted sugar-phosphate
and cytosine (3') residues backbone



FOTOREAKTIVACE

(a)
ITTTTTITTIT]
I, T-T\lll
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(c)
REAR

DNA obsahujici dimer fotolyza

Vazba fotolyazy v misté I
dimeru (6-7 bp)
FADH?2

Monomerizace dimeru za <
pritomnosti svétla (365-400 nm) Folat/deazaflavin
uvolnéni fotolyazy

Zachyceni svétla



Alkyltransferaza: ¢0-Metylguanin-DNA-metyltransferaza
(°O-MGT= Ada-protein)
metylovana forma

nemetylovana forma

N Transkripc¢ni
"’*ffa-w aktivator
S-methyleysteine

Figure 19-29 Direct reversal of DNA damage by an alkyltransferase. Methylation of a guanine
residue by nitrosoguanidine (NG) is repaired by this novel process. The NG adds a methyl group (CH,)
at various sites in the DNA, including an oxygen atom at position 6 of guanine (left). This disrupts the
hydrogen bonding of guanine to a cytosine. The repair is accomplished by a methyl-acceptor protein,
one of the enzymes known as alkyltransferases. A cysteine residue on the protein acts as the methyl ac-
ceptor: it binds the CH, group, thereby restoring the guanine to its original state (right). (Erom P.
Howard-Flanders, “Inducible Repair of DNA.” Copyright © 1981 by Scientific American, Inc. All rights
reserved.)



Dvoji uloha proteinu Ada pri reparaci alkylované DNA

N-terminal C-terminal

end \ / end

CHg FROM
ALTERED BASE

Correct base
restored

Aktivace geni zodpowdnych za reparaci



Bazova excizni oprava
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Vystépeni uracilu ( U ).
5 % 3

A G AT C G

el 3, VySipeni abnormalni baze

+Ro e

chybégjici Cukr-fosfatovy zbytek je odstranén

"y e 4. Odstrafini cukrfosfatového zbytku

+R 07.‘
jednofetézcovy o

zlom DNA-polymeraza.

5. Zaceleni mezery

T TR e e
T 8 CCTTJT CAGATTCGCGT
R i g Ar g R & b s ik 2

I 5

#ROr
misto opravy DNA-ligaza.

5 3
T 6 C CTTCAGH ATTG CGT



BAZOVA EXCIZNI REPARACE
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DNA-GLYKOZYLAZY PUSOBICI NA POSKOZENE DNA

Enzyme

Substrate

Products

Ura-DNA glycosylase
Hmu-DNA glycosylase
5-mC-DNA glycosylase
Hx-DNA glycosylase

Thymine mismatch-DNA
glycosylase

MutY-DNA glycosylase
3-mA-DNA glycosylase

3-mA-DNA glycosylase 11

FaPy-DNA glycosylase

5,6-HT-DNA glycosylase
{endonuclease III)

PD-DNA glycosylase

DNA containing uracil

DNA containing hydroxymethyluracil
DNA containing 5-methylcytosine
DNA containing hypoxanthine

DNA containing G-T mispairs

DNA containing G- A mispairs
DNA containing 3-methyladenine

DNA containing 3-methyladenine,
7-methylguanine, or 3-methylguanine

DNA containing formamidopyrimidine
moieties, or 8-hydroxyguanine
DNA containing 5,6 hydrated thymine-

moieties

DNA containing pyrimidine dimers

Uracil + AP sites
I—Iydroxymethﬁuracil + AP sites
5-methylcytosine + AP sites
Hypoxanthine + AP sites

Thymine + AP sites

Adenine + AP sites

3-Methyladenine + AP sites

- 3-Methyladenine, 7-methylguanine, or

3-methylguanine + AP sites

2,6-Diamino-4-hydroxy-5-N-methylfor-
mamido-pyrimidine and 8-hydroxy-
guanine + AP sites

5,6-Dihydroxydi-hydrothymine or
5,6 dihydrothymine + AP sites

Pyrimidine dimers in DNA with
hydrolyzed 5’ glycosyl bonds +
AP sites

Source: E. C. Friedberg, G. C. Walker, and W. Siede, DNA Repair and Mutagenesis. ASM Press, Washington. D.C.



NUKLEOTIDOVA EXCIZNI REPARACE (SHORT PATCH REPAIR)
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chybny par bazi aj)

Vazba UvrA2B1
disociace UvrA

- sos

vytvoreni preincizniho komplexu

UvrABC

g g vazba UvrC
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vytvoreni incizniho komplexu Stépeni
cukr-fosfatové kostry

4-5b -x-- 8b

DNA helicase I
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délce 11-13 b

Oligonucleotide
containing lesion

Y DNA-poll
o B T Lo T ] . ) _
T resynteza chybejiciho useku DNA - jako
| thort - pateh templat slouzi fetézec bez poskozeni
zjﬁ:::::::::::::::u[”ﬁml”l RRsERESRARARRARRRERAR

ELp i R spojeni mezery DNA-ligazou




Nukleotidova excizni oprava

tyminovy dimer

S—Tnﬁwnrrr'-rrrrm—‘a‘

3‘ 5

a ﬁ Polypeptidovy trimer obsahujici 2 kopie

proteinu UvrA a 1 kopii proteinu UvrB
rozpoznava poskozenou DNA
avaze se nani,

5 3

3 5

Ro_

8 pouzitim energie ziskané z ATP dochazi
k ohybu DNA a ke zméné konformace
proteinu UvrB; dimer UvrA se uvolfiuje.

ATP

m == ADP+Pi

excinukledzova 5
aktivita e =
g © .
Protein UvrB se vaze na komplex
UvrB-DNA,; protein UvrB vytvéfi zlom
na 3-stran& a protein UvrC na 5'-strané.
zlom
3-zlom
«‘m“'} /
’ RO, rh‘r,”l 3
¥ 5
UvrD-helikaza uvolfiuje
‘ vystépeny oligomer.
ATP
+
ADP +Pi
12-mer
& —I'I'I'I'I'I'I'I"l T T3
3‘ 5

fetézee |ako matrice.

) o
@ DNA-polymeraza | nahrazuje
protein UvrB a zaplfivje mezeru
s vyuzitim komplementarniho

*.R 0.

DNA-ligaza spojuje zlomy

1é raazaoich ponechané palymerazou,

nukleotidd

S=TTTTTTTTTTTTITITITITTTTITITIT ¢
ol LLLLILIINEIIIIIRIINIINRIIE



Metylace DNA mistné-specifickymi metylazami

Rodicovska molekula

Old strand

Dcerfiné molekuly DNA
New strand TwO MOLECULES OF , . .
kratce po replikaci

dcé?cﬂ,.d

PIn¢ metylované dcené
molekuly DNA




REPARACE RIZENA METYLACI (REPARACE
NA DLOUHOU VZDALENOST, mismatch repair)

GATC€— (methylated)

I — CTAG

T Newly synthesized
C strand (not yet
methylated)

a-shaped
DNA [oop

MutS rozpozna chybnou bazi a vytvori
smycku na DNA, na kterou se vaze
MutL, coz umozni navazani a aktivaci
MutH, ktera stépi G v GATC - poté
DNA-helikdza odmota jednoretézec a
ten je nahrazen reparacni syntézou

(d)

Mismatch
(a) A CH;
i Parental strand
P S T

DNA

helicase II

mismatch

Site of original l UvrD
(g)

5’_
3
I Repair
synthesis

A-C A-T DNA
polymeraza



(a)

(b)

(c)

(d)

(e)

(6]

(g)

wo

DNA
polymerase

Y Vo

\—/ Lesion

1

Z
3
4

A
OH A
/
Daughter-strand ~ DNA
gap polymerase I

3
5
5
3’

l Rec A protein
3
5
5
3

Strand exchange

w,m a1 W
. S~ s

Holliday
junction

DNA polymerase I
Synthesis of

missing DNA

W W

ww oW

Key: Parental DNA

; newly synthesized DNA  s———

Vznik mezery pri syntéze DNA

vazba proteinu RecA

navozeni homologniho parovani
neporuseného a poruseného retézce

reparacni syntéza DNA podle sesterského
retézce

rekombinace homolognich fetézcd

v V4 [o) V4 V4 . 7 .
poskozeni zustava v jedné z molekul a je
opraveno pozdé&ji



SOS-ODPOVED

genydin = damage induced, SOS-genes (31 geni
u E. coli)

1. Indukce SOS mutageneze — vznik adaptivnhich mutaci
(mutageneze adaptivni faze)

« 2. Excizni reparace dlouhych Usek

e 3. ZvySena schopnost reparace ds zlain
* 4. Indukce profagi (lambda, P22, f80)

e 5. Indukce tvorby kolicini

e 6. Zmirnéni restrikce

e 7. Inhibice bunééného cleni



PRUBEH SOS-REPARACE

LexA
) m ’%\,\
- UIHCHIZZZZIUIFMIIIZIIUI X IIIIII ZIZIlUI Z ]
¥ ¥ \

O Reo p——
RecA . . S
Slaba exprese vsech genu

dh 4dh Ak

dAh dh 4k

(b)

)
()
0
>
*
1] B

Silna exprese vsech genil

= -
Y 4
e [Of rec A] ex Al . S (< IR I (& I
- scos 11 241
Key: Proteins # Lex A; m Rec A; ® X .y * Z;
ws inactive & inactive ' -

} Rec A protease; } Lex A.:repressor.

= activated #n activated

LexA = dimer, podrobujici se autokatalytickému stépeni za ucasti RecA* (koproteaza)
helikalni filament RecA-DNA



Zmeény ristovych vlastnosti buk navozené mutacemi
regulanich geri

neaktivni receptor

ristového faktoru rastavy

faktor

t

neaktivni
vnitrobunécéné
signalni
proteiny

jadro

/,l\'\

neaktivni
< regulaéni
protein genu

gen potiebny
pro mnozeni bunky

(A)  NORMALNI KLIDOVA BUNKA

aktivovany receptor
pro rlstovy faktor

aktivované
vnitrobunééné
signalni
proteiny

aktivovany
regulacni protein

: m i
transkripce

(B) NORMALNI MNOZICI SE BUNKA

neaktivni receptor
ristového faktoru

4 neaktivni
mutace intracelularni
sig

nalni protein

abnormalné aktivni
intracelularni
signalni protein

aktivovany
|regulr:\c":rn’ protein
17

transkripce

mnozeni bunék
v nepfitomnosti ristového faktoru

(C) MNOZICI SE RAKOVINNA BUNKA




Mutace tvkajici se rakoviny
Dva typy mutaci :

* dominantni mutace vedouci ke vzniku onkogeniu
- mutaci je v bunce aktivovan protein, kodovany onkogenem
(bunky se chovaji, jako by byly stale pod vlivem signalu pro
déleni bunky)

* recesivni mutace v nadorovych supresorovych genech
(antionkogenech)

- mutacemi se inaktivuii proteinv. které normalné brzdi
proliferaci (P53, Rb-protein)
- jsou mutovany geny reparujici poSkozeni DNA.



aktivace

protoonkogenu
protoonkogen » onkogen
konverze
v v
protoonkoprotein onkoprotein
normalni regulace neoplasticka
diferenciace bunék transformace
. o s s o ’ . o
Klasifikace protoonkogeni podle funkee jejich produkti Obecné rysyonkoproteini
- protoonkogeny kodujici: .y
1. Riistové faktory - Vytvarl se v buice, kde se
2. Receptory ristovych faktoru £ lom W ve
3. Proteinkinizy normalné netvori
4. Produkty podobné G-proteinim
5. Transkrip¢ni faktory

e cytoplazma
e jadro

Umisténi protoonkoproteinu v buiikich
e cytoplazmaticka membrana

o sekrece mimo burku

- VYtvari se v nadnérném
mnozstvi

- vytvari se ve forng, ktera neni
regulovatelna

Zpisoby aktivace protoonkogenii:

e mutacemi
o amplifikaci
e translokaci

e promotorem viru (c-onc X v-onc)

Porucha regulace
buré¢ného cyklu

2 ]




Some Oncogene Proteins Classified by Cellular Location and Function

Location Protein Function
Secreted Sis growth factor derived from PDGF
Transmembrane erbB EGF receptor, tyrosine protein kinase
erbB-2 tyrosine protein kinase
fms CSF-1 receptor, tyrosine protein kinase
oS tyrosine protein kinase
Plasma membrane src tyrosine protein kinase
abl tyrosine protein kinase
ras guanine-nucleotide-binding
Cytoplasm fes tyrosine protein kinase
mos serine/threonine protein kinase
erbA thyroid hormone receptor
Nucleus myc DNA-binding protein
fos DNA-binding protein
jun DNA-binding protein
Rb DNA-binding protein?




Nadorové supresorove geny

Nadorove supresorové geny (antionkogeny)

- kéduji proteiny, které proliferaci bunék potlacuji

- mutace v nich vzoikaji v zarode¢nych bunkich a dédi se
- mutace vedou k familialnim form:am nadorn

Protein p53 - strazee genomu

- koordinované zastavuje déleni bunék

- aktivuje se vazbou na poskozenou DNA

- stimuluje reparace DNA

- pusobi jako aktivni TF genu. ieiichz nrodukty brzdi déleni bunék
- stimuluje apoptozu (programovana bunééna smrt)



Funkce proteinu p53 @l zastaw bunécného cyklu

poskozeni DNA

'..J'.-'.l CE
— —> P53

na regulaéni oblast

l aktivni pb3 se vaie
genu p21

p53 podporuje

| S —
expr,e_SI ger_w_ p21, _J' p21 mRNA
ktery je inhibitorem TRANSLACE §

kinaz regulujicich
bunéény cyklus
(cyklin dependentni

kinazy)

v inhibujici Cdk) Zastava burééneho
protei

cyklu (vstupu do S-
faze) proteinem p21

|

AKTIVNI NEAKTIVNI Reparace
S-fazovy komplex komplex p21s S-fazovym S 1
cyzklinu s Cdk cyklinem a s Cdk pOSkozenI na DNA



Model stimulace proliferace burgk rastovymi faktory a Géast Rb-proteinu

rastovy faktor

neaktivni receptor
ristového faktoru

aktivni
protein Rb

inaktivovany
regulacni protein genu

Za nepritomnosti
rustovych faktora se
bunka nedéli

(A) KLIDOVA BUNKA

aktivovany receptor

< ristového faktoru

aktivovany
S-fazovy
komplex
cyklinu s Cdk

aktivni
protein Rb

inaktivovany
regulacni protein genu

FOSFORYLACE Rb_

V pritomnostsi
rastovych faktora

(B} MNOZICI SE BUNKA

Mutace genu
pro Rb

v

inaktivovany
protein Rb

(P)

aktivni regulaéni
protein genu

TRANSKRIPCE

'MNOZEN|
BUNKY




Vznik retrovir @ prenasejicich onkogeny

- retrovirus =
e —~
Reverse transcription and integration of viral DNA into host genome o £ HOST CELL GENOME
“'--..
2 a 4} ;EXON (7) INTHON (6)
——————CELLULAR sre GENE————]

L — — —» Transcription " #

Transcription from LTR (promoter) produces fusion viral/cellular RNA % vy
RNA splicing removes introns from src RNA \
/

\
VIRUS WITH CAPTURED src GENE

LTR " LTR

Capture of the Cellular src Oncogene by a Progenitor Rous Sarcoma Virus



Akutn € a pomalu transformuijici retroviry

ACUTE TRANSFORMATION: ROUS SARCOMA VIRUS (RSV) i T ran S d u kCe O n ko g e n u

LTR

akutre transformujicimi
retroviry

RNA Splicing | , d
e D - hador

CHRONIC TRANSFORMATION: AVIAN LEUKOSIS VIRUS (ALV) I n Z e ré n I’ aktlv ace
protoonkogenu pomalu
transformujicimi retroviry

RNA Splicing g

Acute vs. Chronic Transformation by Retroviruses

nador



Rekombinace - proces vzniku nove
kombinace geni

- obecna (homologicka, RecA-zavisla) —
vyzaduje dlouhé useky DNA s vysokym
stupném sekveréni homologie

- mistné-specificka, nehomologicka,
(ilegitimni) — probiha mezi molekulami
DNA, které obsahuji jen kratke
specifické sekvence rozpoznavanée
mistné-specifickymi rekombinazami,
niakoliv RecA-proteinem



jednoduchy crossing-over

Meiotic chromosomes

Meiqtic!: products = ij ”é— 7 }’

A 8
() S R SR Parental
Meioses A B
with no () SR R Parental
crossover i b
between B T T, Parental
the genes a b
A T ——— Parental
. A B
. L @i e Parental
Meioses .
with a
crossover
between

Ry S Parental

the genes
/
/

nesesterské chromatidy

dvojnasobny crossing-over

Possible gene orders

Double recombinant chromatids

v gl cvt
vt ct - ev




Priabéh homologni
rekombinace

Vznik nahodnych
zlomi

(b)

3 5
5 EEETEEsseeseeme s s s 1 31
5! w 5 B

o = 5
8 a b

Bod prekiizeni

Spojeniretézai

Posun bodu
prekrizeni

Homologicke
molekuly dsDNA
(dsDNA x ssDNA)

Hollidayovo spojeni

= 3 .
- _(Hollidayova struktura)
: i Branch migration o
(e) A B "
2
E : 3 ; 4
/ Flesoluticm\\
fH A B A B
, = - Dva mozné vysledky
a b a b



Pocateéni faze procesu homologni rekombinace

o RecBCD protein - helikazova a
nukleadzova aktivita

3

e T T T T T

Vazba RecBCD kompelxu na
konce DNA
lIlIlII_!%g}gG_IIll[llllllll'llllllllllllllllllIIlJIllIIlIIIIIllIIIIIlllllllllllI[IIlIIlII]I!IlIIlIIIIIllIlIIIIIIIII |
vy sodvines” Pohyb RecBCD komplexu po DNA a
e Che , vyhledani specifickych sekvenci

lllllllllllllIIIIIfIIllllllllll}'i"iiE{IT}llllllIIIlIllIIIIIIIIllll|llilllllllllllllIlIIlIIlIIII[IlIIIIIIIIII}IIIIIIII
[ g

- Vytvoreni jednaoretézcoveho vliakna
vyénivajiciho z DNA

"'1,’;{{!_!@ LT T T

LT

Parovani jednietzce s
homologickou sekvenci DNA
chi = cross-over hot-spot instigator

E. coli 5GCTGGTGG 3’



Rozlozeni Hollidayova spojeni

|. regenerace fvodnich
molekul DNA obsahujicich
kratkou heteroduplexni

oblast
Resolvazy Konformace | a Il se
(endonukleazy) nelisi
RuvC a RuvG
. , . Il. vytvo Feni hybridnich molekul
L DNA obsahujicich kratkou
e heteroduplexni oblast a zaminéné

krajni useky



Model piasobeni RuvABC proteini pii rekombinaci

One or two “
RuvA tetramers ', 1] . . , Lo .
. l ,, Na Hollidayovo spojeni se vaze jeden nebo dva tegrgm

RuvA a udrzuji ho v planarni rouwn

Na komplex s RuvA se vazou dva hexamery
proteinu RuvB, z nichz kazdy t¥idkruh
okolotettzce DNA

Na komplex se vaze RuvC &gt dva zieteza.

Hollidayovo spojeni se rozlozi na jednu z moznych
konfiguraci podle toho, kted@&®zce budou gpeny.



A homolog 1 B

a B
w r?:rilﬁsgilckych ; (j) Rekombinované
chromozomi. L LLLLICITCTTITITILL fIOIITOOIIIT, chromozomy.
a homolog2 P A b

DNA-ligéza, pfedchazena
) pravdépodobné exonukleazou
endonukleaza a DNA-polymerazou

a B

A 8 O AT,

() Vanik T IO,
jednofetézcovych > zlomy A b
zlomd. [T

(i) Dvourozmérny pohled.

a b
B
helikéza a protein A
vézajici se na jednofetézce
A B (h) Ru$eni jednofetézcového
mUstku.
(c) Vzajemné A
prostupovani
fetézcl.
a b
b endonukleaza
proteiny typu Rec A
A B
(g) Ekvivalentni 3-D struktura.
(d) Vyména fetézcd.
a b

DNA-ligéza, pfedchazené rotace nizsich koncli

pravdépodobné exonukleazou
a DNA-polymerazou @

B
A B
(e) Vznik kovalentniho
jednofetézcového _—
mustku.
a b

(f) Trojrozmérna struktura.



Genova konverze nasledujici po crossing-overu

A)
dsDNA

rekombinujici alely R ar

vytvoieni kratké s g s Reparace vede k
heteroduplexni oblasti v misé sl CONVERSIONY m"““,:@\l zaméné R zar

HO”idayOVa Spojenll e S ‘---_-____

“TF : Repair by mismatch
HETERODUPLEX prepai?‘ system

, Opravna syntéza
SION DNA po crossing-
overu




Zaclenéni fagoveho genomu do chromozomu hostitelske
bunky procesem misti-specifické rekombinace

g i

Phage DNA g

—_ Kratké homologické sekvence

Integraza, integkani faktor
hostitele, excizionaza

Jednoduchy crossing-over

AL »

B B\ Excision requires

BOR e
e




Zaclenéni DNA bakteriofaga lambda do chromozomuE. coli

f Spojeni
Vytvoreni posunutych zloth molekul

/










