Mechanismy navozujici zmény geneticke informace

1. Mutace
2. Rekombinace

3. Transpozice

Vyznam zmén genetické informace:
- adaptace na prostredi, evoluce druhu

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



Mutace

= dédiCna zména genotypu, jejiz molekularni podstatou
je zména primarni struktury nukleové kyseliny
(nukleotidova substituce, delece, inzerce nebo inverze)

Zmeény ve fenotypu organismu mohou mit 1 dalsi
priciny

Epigenetika studuje zmény v genové expresi (a tedy obvykle i ve fenotypu),
které nejsou zpusobeny zménou nukleotidové sekvence DNA.

Polymorfismus je oznaceni pro stav, kdy v populaci existuji pro urcity znak
minimalné 2 genetické varianty (alely). Zaroven musi frekvence jeho vyskytu
presahovat v populaci 1 %. JestliZe je procentualni vyskyt mens$i, mluvime o
nahodném vyskytu — mutaci.




Standardni typ x mutanta

Standardni alela (alela divokého typu, wild-type allele) -
standardni fenotyp

Mutantni alela - mutantni fenotyp (vétSinou recesivni)

Smér mutaci

- puvodni (prima) mutace

- Zpétna mutace - uplna nebo ¢astecna obnova funkce
(reverze fenotypu)



Klasifikace mutaci

1. Podle irovné, na niz pusobi

a) Genové (bodové) mutace — zména bazi nebo sekvence bazi na Grovni genu

b) Chromozomové mutace — zména sekvence na arovni chromozomu

C) Genomové mutace — zména poctu chromozomi (plazmidu)

2. Podle typu zasaZené bunky

a) Genetické (gametické) mutace — vznikaji v gametach, prenaseji se na potomstvo
b)  Somatické mutace — vznikaji v somatickych burkach

3. Podle vlivu na Zivotaschopnost organismu

a)  Vitalni mutace — slucitelné s pireZitim organismu

b)  Letalni mutace — neslu€itelné s pireZitim organismu

C) Podminéné (kondicionalné) letalni mutace — slucitelné s prezitim za urcitych podminek (ts, sus -
supresorsenzitivni x supresorové mutace)

4. Podle stupné fenotypového projevu (u diploidnich organismii)
a)  Dominantni mutace — projevuji se plné i v heterozygotnim stavu

b)  Recesivni mutace — projevuje se plné v homozygotnim stavu, u heterozygotu je projev maskovan
dominantni alelou (recesivni mutaci obvykle vznika nefunkéni produkt)

- neuplné (leaky) mutace: funkce genu se ¢astecné zachovava
- nulova (null) mutace: aplna ztrata funkce genu (¢asto delece genu nebo jeho casti)
- posunova mutace: méni se ¢teci ramec (obvykle delece nebo inzerce)

- polarni mutace: mutace ovliviiujici expresi sousednich genti (nap¥. v operonech)
5. Podle vzniku
a)  Spontanni mutace — vznika bez zjevné vnéjsi pri¢iny
b)  Indukovana mutace — vznika po vystaveni organismu/bunék mutageniim



Molekularni zaklad mutaci

Substituce - zaména ptivodni 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 synonymni substituce

(neméni se smysl kodonu) —» ticha mutace

r r

nukleotidova n i

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

Delece - ztrata jednoho nebo vice nukleotidu

Inzerce - vloZeni jednoho nebo vice nukleotidii

Prestavby genomu

- duplikace (amplifikace)
- inverze

- rozsahledjsi delece

Transpozice

Posunové mutace




Vznik mutace ve strukturnim genu

mutace
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Geneticka informace
je uloZena v sekvenci pard bazi.

l transkripce

Geneticka informace se vyjadiuje
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tripletovych kodon(

v mRNA jako meziproduktu.
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- tiché mutace
- nesmyslné mutace
(stop kodon)




Tautomerni formy bazi v DNA
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Vznik spontannich mutaci - substituce

parovani bazi v nestabilnich tautomernich formach

Rare imino form

of cytosine (C*) Rare enol form

of thymine (T) |

Adenine Guanine

Cytosine
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of adenine (A*)
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Vznik spontanni mutace po zaClenéni tautomerni formy
baze do DNA pri replikaci

mechanizmus vzniku mutaci v DNA v disledku tautomernich presmyk

vzacna tautomerni
forma guaninu (G*)

i . replikace
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3 5
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(a)

Dusledky spontanni deaminace bazi

Deamination U je odstranovan
uracil-DNA glykozylazou
GC — AT
HsC
Deamination |

5-metylcytozin C- T Thymine unika reparaci

Horka mista mutaci



Posunova mutace vede k posunu ¢teciho ramce

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

inzerce paru bazi G:C
standardni \ mutantni
I B BAEREERA LN E.EE N S
o ATGAAAGGGCCCTTT etc. ATGAAACGGGCCCTTT  etc.
TACTTTCCCGGGAAA etc. TACTTTGCCCGGGAAA etc.
400000000000 000— }-I-I-I-I-I-H-LI.I-I-I-I-I-I—
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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— etc.

(b)



Vznik inzerci a deleci - horka mista (Hot-spots) - oblasti repetici
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Figure 19-4 A simplified version of the Streisinger model for frameshift formation. (a) to (c) 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 ,,sklouzavanim® fetézcu pi1 replikaci

| Normal replication |

. A A ,replication slippage*
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Expanze trinukleotidii: dédi¢né neurologické choroby, napr.
Huntingtonova choroba, expanze trinukleotidu CAG




Cliemomutageny

A. analogy bazi -—-— po inkorporaci do DNA bghem replikgce se
vlivem tautomerie mohou parovat s ruznymi
bazemi

S5- BROMURACIL (BU) - analog tyminu
A-BU (ketoforma)<====>BU (enolforma)-G
AT<========> GC
(8-azaguanin, 5-azacytidin, 5-joddeoxyuridin)

B. latky chemicky modifikujici baze ---—---> zmény v parovani

(pisobi i na DNA, i se pereplifio

* Kyselina dusita - deaminace CnaU... GC-->AT
-"- AnaH... AT-->GC
=" GnaX... GC-->AT

* hydrogensiri¢itan - deaminace C na U .... GC--> AT

* hydroxylamin - NH,->/NHOH .......ccceeerueeneee GC-->AT (AT-->GOC)
* alkylacni latky - (alkylsulfaty, N-nitrézoslouceniny)
- dimetylsulfat
- etylmetansulfonat
- nitrozoguanidin

alkylované baze se neparuji nebo vytvareji chybné pary bazi, pfipadné
meziretézcové k¥iZové vazby

C. Interkalaéni latky — navozuji posunové mutace

- akridiny
- etidium'bromid



Specificita mutagenu - distribuce mutaci ruzného
typu vyvolanych riznymi mutageny v genu lacl.
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Mutageneze pomoci S-BU

ucinek enolformy 5-bromuracilu béhem:
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Mutageneze pomoci 5-BU
(analog tyminu)

transice v obou smérech:
5-BU(keto) - A

5-BU(enol, ioniz) - G




Pusobeni alkyla¢nich ¢inidel

O-6-Ethylguanine Thymine

Thymine O-4-Ethylthymine Guanine



Pusobeni hydroxylaminu: specifické transice GC = AT

(preferen¢ni hydroxylace N na C-4 cytozinu)

Cytosine N-4-Hydroxycytosine Adenine
(keto form)

T
e ]
a2y




Oxidativni deaminace bazi vyvolana Kyselinou dusitou

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

Adenine Uracil Hypoxanthine Cytosine

(a) (b)



Interkalacéni Cinidla
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http://en.wikipedia.org/wiki/File:Ethidium_bromide.svg

Typy reverzi (zimény bazi ve stejné pozici kodonu)

DNA: AGG
protein: (Arg)

puvodni mutace

|

DNA:
protein: /;l:ﬁf;)\
prava reverze operacni reverze
DNA: AGG CGG
protein: (Arg) (Arg)
DNA: AGG
protein: (Arg)

puvodni mutace

v
DNA: ACG
protein: (Thr)
pseudoreverze
DNA: AAG

protein: (Lys)



Supresorova mutace

N’

Definice: mutace, ktera ¢astecné nebo uplné rusi ucinek
jiné mutace (tzv. supresorsenzitivni mutace)

a) intragenova: vznika uvnitr téhoz genu

D) intergenova: vznika v jiném genu

Na rozdil od reverzi probihaji mutace v jiném misté DNA




Intragenova supresorova mutace (I)

Supresorsenzitivni mutace Supresorova mutace
ATC CTC CCT TTC ATCTCTCLCTTT
Inzerce T\ l l Delece C
ATC TCTCCCTTT ATC TCTCCT TTC

Posunova mutace Obnova puvodniho

(posun Cteciho ramce) Cteciho ramce



Intragenova supresorova mutace (II)

TCA plvodni kodon

J Supresorsenzitivni mutace (prvni mutace)
TAA  stop kodon, ztrata funkce produktu
J Supresorova mutace (druha mutace)

TAT kodon pro jinou aminokyselinu, obnova
funkce produktu (n¢kdy jen ¢aste¢na)



Intergenova supresorova mutace

neméni se mutovany gen, aleje ovlivnén zpusoh, jimz je prekladana jeho mRNA

vlastni mutace = supresorsenzitivni (sus-)
- zmeéna urcitého kodonu na kodon nesmyslny nebo kodon s pozménénym smyslem
supresorova mutace = mutace v genu pro tRNA, kterou vznika tRNA s pozménenym

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

= supresorpoztivi SUP+

Kmen obsahujici supresor
"_ = supresornegativni Sup-

neobsahujia -'"- =



Intergenova supresorova mutace v genu pro tRNA

Standardni gen gen pro tRNALe
TTC CCAACAGCT TTA XYZXYZXYZ-AAT-XYZ
L, Supresorova mutace \
Supresorsenzitivni
mutace Gen - supresor

| XYZXYZXYZ-ATT-XYZ

TTC CCAACAGCT TAA l Sekvence
gntipkodonu
Prepis do mRNA
Prepis do tRNA s

v antikodonem AUU, ktery
UUC CCA ACA GCU UAA se bude pérovat S

STOP termina¢nim kodonem
UAA

Predc¢asné zakonceni translace l

syntéza proteinu pokracuje



Mechanismus intergenové supresorove 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 alkylacni latka) enzymovou pieménou v organismu

- dusi¢nany (méni se nejdfive na metylnitrozomo&ovinu, ktera se méni na ionty
CH", , které alkyluji DNA )
lycyklické uhl ik
- benzpyren - cigar, vyfuky - méni ae arylhydroxyl4dzami, napt. na epoxidy
- N-alkyl-N-nitrozaminy - vytvaii se aktivni CH*,
- aromatické aminy
- prirodni produkty (aflatoxin)- aspergilus

y

Proteiny cytochromoveho systemu P-450 vyznacujici se
oxygendzovou aktivitou (detoxikace nepolarnich latek),
+ fada dalSich enzymu



Amesiv test na mutagenitu
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REPARACE MUTACNE POSKOZENE
DNA

 A. Primé reparace
— 1. fotoreaktivace

— 2. dealkylace Genetickv apa rat

 B. Neprimé reaparace pro reparaci DNA

- 1. Exciznl reparace - velmi konzervativni

* bazova _

« nukleotidova - asi 100 genui

* Fizena metylaci - distinktni dra hy,
— 2. rekombinacni /postreplikacni/ které se mohou
— 3. reaparace kroslinkt prolin at

e C. Inducibilni reparace
— 1. SOS-odpovéd’
— 2. adaptivni odpovédi
* na alkyla¢ni poSkozeni
* na environmentalni stres



TYPY REPAROVATELNYCH POSKOZENI NA DNA
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(a)
Pyrimidine residues linked

Adjaceq:ithymine between carbon atoms

residues 5 and 6 of each ring
Reactive ‘
double [‘
bonds —=——

X

Sugar-phosphate
backbone
(b) Pyrimidine residues linked

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

Reactive
groups

Adjacent thymine (5) Distorted sugar-phosphate
and cytosine (3') residues backbone



(@)

(b)

(0

FOTOREAKTIVACE

[TTTTTTIITT]
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Y
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\

11
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DNA obsahujici dimer fotolyza

Vazba fotolyazy v misté I

dimeru (6-7 bp)
FADH2

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

Zachyceni svétla



Alkyltransferaza: 60-Metylguanin-DNA-metyltransferaza
(°O-MGT= Ada-protein)

nemetylovana forma metylovana forma

_x

G - Transkripéni
V\ \ H&:.C - y 4
G ./ / ~H aktivator
y \

v S S-methylcysteine

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

__Backbone of DNA

«Bvansen
B

Aktivace genii zodpovédnych za reparaci
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Bazova excizni oprava

1. Abnormalni baze v DNA

2. Rozpoznani specifickou glykozylazou

3. Vystépeni abnormalni baze

4. QOdstranéni cukrfosfatového zbytku

5. Zaceleni mezery



BAZOVA EXCIZNI REPARACE
ST -
Modified base
Vvitépeni oLl IM Rozpoznani chybné baze
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DNA-GLYKOZYLAZY PUSOBICI NA POSKOZENE DNA

Enzyme Substrate Products

Ura-DNA glycosylase DNA containing uracil Uracil + AP sites
Hmu-DNA glycosylase DNA containing hydroxymethyluracil Hydroxymethyluracil + AP sites
5-mC-DNA glycosylase DNA containing 5-methylcytosine 5-methylcytosine + AP sites
Hx-DNA glycosylase DNA containing hypoxanthine Hypoxanthine + AP sites
Thymine mismatch-DNA DNA containing G=T mispairs Thymine + AP sites

glycosylase
MutY-DNA glycosylase DNA containing G-A mispairs Adenine + AP sites

3-mA-DNA glycosylase |

3-mA-DNA glycosylase II

FaPy-DNA glycosylase

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

PD-DNA glycosylase

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

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, DN4 Repair and Mutagenesis. ASM Press, Washington. D.C.



NUKLEOTIDOVA EXCIZNI REPARACE (SHORT PATCH REPAIR)
s D]\ obsahUJ|C| poskozeni (T-T,

3 llllllllllllllllllIIlIIlIIIIHAIIIIIIIlIIIIIIIIIIlIIllIIIlJll 5

chybny par bazi aj)

(®)

G ”R’*&\ B

e . 2 o R
5 3"
TTTT]III[HIIII”IHI]IIII||||ll|IIIIHIIlIIIIIIIHIIHIITm b U t!
3.IlllllIIIllllllllllll]lllllJIlA Illlllllllllllllllllls VaZ a Vr 281 } SOS
S

l disociace UvrA

(©)

IEARERRREERRRRRARR RS

wonn, vytvoreni preincizniho komplexu
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UvrABC

g g vazba UvrC
excinukleaza
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spojeni mezery DNA-ligazou



Nukleotidova excizni oprava

excinukleazova
aktivita

tyminovy dimer

T e |&
@ # Polypeptidovy trimer obsahujici 2 kopie

proteinu UvrA a 1 kopii proteinu UvrB
rozpoznava poskozenou DNA
avaze se nani.
5 3
3! 5
o
S pouzitim energie ziskané z ATP dochazi
k ohybu DNA a ke zméné konformace
proteinu UvrB; dimer UvrA se uvoliiuje.
ATP

®® ADP +Pi

5
Protein UvrB se vaze na komplex
UvrB-DNA; protein UvrB vytvari ziom
na 3'-strané a protein UvrC na 5'-strané.

3'-zlom
/

'7’7777‘3'
RO,

@ 5
UvrD-helikaza uvolriuje
vystépeny oligomer.

ATP
ADP + Pi
12-mer
2 w T T3
3' s
[
@ DNA-polymeraza | nahrazuje
protein UvrB a zapliiuje mezeru
s vyuzitim komplementarniho
fetézce jako matrice.
5 3
a s
+Ro_
12 nahrazenych DNAligaza spojuie zlomy
nukleotidd ponechané polymerézou.

S=TTTTTTTTTTTTITTTTITTITTTTTITTIT 3
s—llLLLLLLIIIIIIIIRRRRRRRIINY .



Metylace DNA mistné-specifickymi metylazami

Rodicovska molekula

Dcefine molekuly DNA
kratce po replikaci — dcerine
retezce jeste nejsou
metylovany

New strand TWO MOLECULES OF
HEMI-METHYLATED DNA

‘GGQ?C‘

PIn¢ metylované dcefiné
molekuly DNA




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

V—V CTAG
T Newly synthesized
C stramdy (not yet
methylated)
(b)

CHj
I

o-shaped
DNA loop

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-helikaza odmota
jednoretézec a ten je nahrazen
reparacni syntézou

(d)

Mismatch
(a) A CI_|{3
Parental strand
, GATC< (methylated)
e S

Mut H

i l Mut L
CH;
5 _A |
Mut H incision
(f) l
CH,
5 A |
¥ R A v 7
helicase II
Site of original
() mismatch l Uer
&

I
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S ——————————
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! : Repair

synthesis

A-C A-T DNA

polymeraza
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(b)

(c)

(d)

(e)

(8]
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DNA
polymerase

Daughter-strand ~ DNA

3’
& -
5 s
3

l . Rec A protein
5 ' sl
5
3

l Strand fxchange
3 ’ Y o
5
5
3

DNA polymerase I
Holliday Synthesis of
junction missing DNA

3’ r
5 rrr
5
3

l DNA ligase
e o
5
5°
3 N %

Key: Parental DNA

; newly synthesized DNA  se——

gap polymerase 11

Vznik mezery pri syntéze DNA

vazba proteinu RecA

navozeni homologniho parovani
neporuseného a poruseného retézce

reparacni syntéza DNA podle sesterského
retézce

rekombinace homolognich Fetézcu

v V4 o] 7 s . s .
poskozeni zustava v jedne z molekul a je
opraveno pozdéji



SOS-ODPOVED

geny din = damage induced, SOS-genes (31 genu U E. coli)

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

« 2. Excizni reparace dlouhych usekii

« 3. Zvysena schopnost reparace ds zlomu
* 4. Indukce profagu (lambda, P22, {f80)

* 5. Indukce tvorby kolicinu

e 6. Zmirnéni restrikce

e 7. Inhibice bunéného déleni



PRUBEH SOS-REPARACE

| LexA |
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I RecA I Slaba exprese vsech genll
4Rk 4h 4Ah
Ak 4Ah 4bh
(b) RecA* A
__— — ST e " Silna exprese vsech geni
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- .. 0000 i i AAA
Key: Proteins # Lex A; ms Rec A; ® X; .Y A 7
ms inactive & inactive

} Rec A protease; } Lex A repressor.

= activated 4w activated |
LexA = dimer, podrobujici se autokatalytickému stépeni za Gucasti RecA* (koproteaza)
helikalni filament RecA-DNA



SOS-MUTAGENEZE (ERROR-PRONE = CHYBY
NAVOZUJICI) - POSLEDNI ZACHRANA

(a)

[ESR6; |

l Lesion

(b)

DNA
polymerase III
()

5

3,—
5’ Rec A
3

Umu D’

l Umu C

Incorrect
(d) nucleotide
N

T ——r—r—

&/ .

QWO W

Key: Parental DNA ; newly synthesized DNA mssm—

umu = UV-indukovana
mutageneze

DNA-polIII vytvari
komplex s proteiny
UmuC, UmuD a RecA,
¢cimz dochazi k inhibici
opravy cteni

UmubD se plisobenim
RecA méni na UmuD’,
reakce je vSak pomalejsi
nez stépeni LexA a proto
je prednostné
indukovana standardni
SOS-odpovéd’ - ke
stépeni UmuD dochazi az
pri vysoké hladiné RecA



Zmeény rustovych vlastnosti bunék navozené mutacemi

regulaCnich gent

neaktivni receptor

aktivovany receptor
rustového faktoru

pro ristovy faktor

ristovy
faktor

neaktivni L

vnitrobunécéné
signalni
proteiny

/II\\

¥

aktivované
vnitrobunécéné

4
_Q signalni

proteiny

neaktivni aktivovany
el

regulacni protein

transkripce

gen potiebny
pro mnozZeni buriky

(A) NORMALNI KLIDOVA BUNKA

(B) NORMALNI MNOZICI SE BUNKA

neaktivni receptor
rastového faktoru

neaktivni
' mutace intraceluldrni
ignalni protein
abnormalné aktivni
intracelularni
signalni protein

aktivovany
regulacni protein

mnozeni bunék
v nepfitomnosti ristového faktoru

(C) MNOZICI SE RAKOVINNA BUNKA
e
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Dva typy mutaci :

* dominantni mutace vedouci ke vzniku onkogenit
- 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
v konverze v

protoonkoprotein onkoprotein

v v

normalni regulace neoplasticka
diferenciace bunék transformace

Klasifikace protoonkogenii podle funkce jejich produkti Obecné rysy onkoproteinﬁ

protoonkogeny kodujici:

Riistové faktory - vytvari se v burnce, kde se
Receptory rustovych faktoru

Proteinkinizy normalné netvori
Produkty podobné G-proteinum Lo o i
Transkripéni faktory - vytvari se v nadmérném

mnozstvi

ot pa e

Umisténi protoonkoproteinii v buiikiach tvari f N lfera ,
e cytoplazmatickd membrina - vytvarl s€ ve Iorme, kiera nemi

cytoplazma regulovatelna

®
e jadro
e sekrece mimo buiku

Zpisoby aktivace protoonkogenii:
e mutacemi

e amplifikaci Porucha regulace
= e bunééného cyklu

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




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
ros 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 supresorové geny

Nadorové supresorové geny (antionkogeny)

- koduji proteiny, které proliferaci bunék potlacuji

- mutace v nich vznikaji v zarode¢nych buikiach a dédi se
- mutace vedou k familialnim formam nadora

Protein p53 - strazce genomu

- koordinované zastavuje déleni bunék

- aktivuje se vazbou na poSkozenou DNA

- stimuluje reparace DNA

- pusobi jako aktivni TF genu. ieiichz produktv brzdi déleni bunék
- stimuluje apoptézu (programovana bunécna smrt)



Funkce proteinu p53 pri zastavé bunécného cyklu

poskozeni DNA

p53 podporuje
expresi genu p21,
ktery je inhibitorem
kinaz regulujicich
bunécny cyklus
(cyklin dependentni

kinazy)

aktivni p53 se vaze
na regulaéni oblast
g

TRANSKRIPCE §
I P21 MRNA
TRANSLACE §

p21
(protein inhibujici Cdk)

AKTIVNI NEAKTIVNI

S-fazovy komplex komplex p21s S-fazovym
cyklinu s Cdk cyklinem as Cdk

ARt L -
. ) reakewnipss gen TP 53, tumor protein 53

Zastava bunééného
cyklu (vstupu do S-
faze) proteinem p21

l

Reparace
poskozeni na DNA



Model stimulace proliferace bunék ristovymi faktory a ucast Rb-proteinu

rastovy faktor

neaktivni receptor
rustového faktoru

aktivni
protein Rb

inaktivovany
regulacni protein genu

Z.a nepritomnosti
rustovych faktori se
bunka nedéli

(A) KLIDOVA BUNKA

o '}vnitro‘bhhéénaﬁ' s
“imigndinil 1 ®

aktivovany receptor
rastového faktoru

Mutace genu

pro Rb

aktivovany
S-fazovy
komplex
cyklinu s Cdk

aktivni
protein Rb

7% W _ inaktivovany

regulaéni protein genu

FOSFORYLACERb

= \

inaktivovany
protein Rb

(®) (P)

aktivni regulaéni
protein genu

TRANSKRIPCE

V pritomnosti

 TRaNSLAcE
MNOZEN
BUNKY

(B MNOZICI SE BUNKA



Vznik retroviru prenasejicich onkogeny

- retrovirus -
~ -~
Reverse transcription and integration of viral DNA into host genome =5 HOST CELL GENOME
== - N 2y, - 7
g ? \j -k EEXON (7) /INTRON (6)
—————CELLULAR src GENE——]

L. — — 3 Transcription N e

Transcription from LTR (promoter) produces fusion viral/cellular RNA % 2
RNA splicing removes introns from src RNA

TR - o TR LTR
Capture of the Cellular src Oncogene by a Progenitor Rous Sarcoma Virus



Akutné a pomalu transformujici retroviry

ACUTE TRANSFORMATION: ROUS SARCOMA VIRUS (RSV)

LTR LTR

RNA Splicing

Transdukce onkogenu
akutné transformujicimi
retroviry

.  hador

CHRONIC TRANSFORMATION: AVIAN LEUKOSIS VIRUS (ALV)
LTR LTR

Inzercni aktivace
protoonkogenu pomalu
transformujicimi retroviry

E EXON (3)y ™~ — ~ INTRON (@) =
|

T

A

-Transcription-

S 2

RNA Splicing :

-~ s ———— nhador

Acute vs. Chronic Transformation by Retroviruses




Rekombinace - proces vzniku nové
kombinace genii

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

- mistné-specificka, nehomologicka,
(ilegitimni) — probiha mezi molekulami
DNA, které obsahuji jen kratké
specifické sekvence rozpoznavané
mistné-specifickymi rekombinazami,
nikoliv RecA-proteinem



jednoduchy crossing-over

Meiotic chromosomes Meiotic products = ;,f HETY
A B8
@R Parental
Meioses A B
with no () R R e SRR Parental
crossover P %
between (RN T e Parental
the genes a b
o —————— Parental
: A B
O TSR R Parental
Meioses :
with a
crossover
between
the genes .
/ RS e R Parental

#

nesesterské chromatidy

dvojnasobny crossing-over

Possible gene orders

Double recombinant chromatids

v ot cv™®
vt ct eV




Prubéh homologni
rekombinace

Vznik nahodnych
zlomu

(a)

Homologicke
molekuly dsDNA
(dsDNA x ssDNA)

Bod prekiizeni

Spojeni retézcu

Posun bodu
prekrizeni

[ e p e e DI e e e ]

2

| | Hollidayovo spojeni
-(Hollidayova struktura)

i Branch migration

f A

Resolution

B A B

Dva mozné vysledky




Pocatecni faze procesu homologni rekombinace

RecBCD protein - helikazova a
q nukleazova aktivita

+

e e e

Vazba RecBCD kompelxu na
konce DNA
M - Pohyb RecBCD komplexu po DNA a
o Che , vyhledani specifickych sekvenci

- Vytvoreni jednoretézcového vlakna
vyCnivajiciho z DNA

Parovani jednoretézce s
homologickou sekvenci DNA

chi = cross-over hot-spot instigator

E. coli 5GCTGGTGG 3’



Funkce komplexu RecBCD pri iniciaci
homologni rekombinace

(B) DNA

‘ : Chi Direction
3 — 5 of enzyme
helicase movement

RecB — helikaza, nukleaza
RecD — helikaza

RecC — rozpoznani mista Chi
Chi scanning
site on RecC

Nuclease
domain of
RecB

helicase



“ISOME TION”

izomerizace

“CHI FORM”
\/ Resolvazy
(endonukleazy)
/\ RuvC a RuvG
“ISOMERIZATION” |Zom rlzace

a B

*
A b

AB“

Rozlozeni Hollidayova spojeni

I. regenerace puvodnich
molekul DNA obsahujicich
pouze kratkou
heteroduplexni oblast

Konformace | a Il se
sekvencemi nelisi

I1. vytvoreni hybridnich molekul
DNA obsahujicich kratkou
heteroduplexni oblast a zaménéné
krajni useky



Model pusobeni RuvABC proteinu pri rekombinaci

RuUuvABC je komplex tri proteini, které zprostiedkuji posun
bodu prekrizeni a rozkladaji Hollidayovo spojeni

s lo . .
Na Hollidayovo spojeni se vaZze jeden nebo dva tetramery

RuvA a udrzuji ho v planarni roviné

Ruv = repair of UV-induced damage)

Na komplex s RuvA se vdzou dva hexamery
proteinu RuvB, z nichz kazdy tvofi kruh
okolo fetézce DNA

Na komplex se vaze RuvC a $tépi dva z fetezc.

Hollidayovo spojeni se rozlozi na jednu z moznych
konfiguraci podle toho, které¢ fetézce budou Stépeny.



A homolog 1 B

(a) Pérovani Ty

homologickych
chromozomnil.

a homolog2  ®

endonukledza

A B

(b) Vznik
jednoretézcovych > Zlomy
Ziom.

a b
helikiza a profein
vézajici se na jetnofetézce

A 8

(c} Vzéjemné ;
prostupovani L
fetézca.

a b
proteiny fypu Rec A

(d) Vyména fetdzci. : ;

SN

DNA-ligaza, pfedchazena

pravdépodobné exonukledzou

a DNA-polymerdzou

a B

TITITIT (/) Rekombinované VyS |edek

T chromozamy
A b
DNA-ligéza, pfedchazena
pravdépodobné exonuldedzou
a DNA-polymerézou
a B

nIIIl (i) Dvourozmémy pohled.

A h
B
A
(k) Rugeni jednofetdzcového
mistiu.
a
b endonukledza
B
A
(g) Ekvivalenini 3-D struktura.
F)
b rotace nixsich koncl

(i)

B
A
(e) Vanik kovalentniho ﬂ:lII:""""""'EIIIII:
[ —_— .
j;gggzstézoového S— (P Trojrozm&nné struktura,
a b
a8

b



Genova konverze nasledujici po crossing-overu

A)

dsDNA

rekombinujici alely Rar

Reparace vede k
zaméné Rzar

vytvoreni kratké
heteroduplexni oblasti v misté
Hollidayova spojeni

:TE 5 Repair by mismatch
HETERODUPLEX prcpair gstem

Opravna syntéza DNA
PO crossing-overu




Zaclenéni fagového genomu do chromozomu hostitelské
bunky procesem mistné-specifické rekombinace

Phage DNA |

Bacterial DNA

Integration requires \
' Int & IHF

—_ Kratké homologicke sekvence

Integraza, integracni faktor
hostitele, excizionaza

a

BOP’
attl

N
), e

Excision requires

\_ Int, Xis, & IHF

ﬁ%

Jednoduchy crossing-over

2oLy

SIS attR




Zaclenéni DNA bakteriofaga lambda do chromozomu E. coli

f Spojeni
molekul

S

Spojeni molekul v misté rekombinace

-. DNA profaga






