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Replikacja i stabilnos¢ genomu
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Funkcje Informacji genetycznej

* Replikacja

e powielanie genomu, utrzymywanie stabilnosci genomu
 Ekspresja

* Odczytywanie informacji, niezbedne do funkcjonowania komorki

* Regulowana



Materiat genetyczny

- Eksperyment Griffitha (1928)

- Bakterie zawierajg ,,czynnik transformujacy,
zdolny do przekazania informaciji z
martwych bakterii do zywych
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Natura materiatu
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Materiat genetyczny

-+ Materiatem genetycznym sg kwasy
nukleinowe

- Materiatem genetycznym organizmow
komodrkowych jest kwas
deoksyrybonukleinowy (DNA)




Budowa DNA

- DNA zbudowany jest z nukleotydow

- kancuchy majg kierunek 5’-3’

- W czgsteczkach dwuniciowych fancuchy sa

przeciwbiezne
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Zasada komplementarnosci

Na podstawie sekwencji jednej nici
mozna jednoznacznie odtworzyC
sekwencje nici komplementarne;

A zawsze z T
G zawsze z C

5’ GATGTACTGATGACATAZ’
3’ CTACATGACTACTGTATS'

5’ GATGTACTGATGACATAZ’
3’ CTACATGACTACTGTATS'



|stota replikaci

* Potomna kopia jest petnoprawng matryca umozliwiajgcg odtworzenie catosc
iInformaci!



Replikacja a ewolucja

Replikacja jest warunkiem koniecznym zachodzenia ewolucji biologiczne;
Replikacja nieuchronnie wprowadza zmiennosé

- Osiggniecie zerowe| czestosci btedu jest nierealistyczne (wymaga
nieskonczonej energii)

+ Zmiennosc + zroznicowane dostosowanie = ewolucja

Powstanie replikacjl to powstanie zycia | poczatek ewoluci



Parent double helix
3 5

Replikacja

Model semikonserwatywny:

w kazdej czasteczce potomnej jedna nic
rodzicielska | jedna nowa

Sl

Two daughter double helices
Figure 15-1 Genomes 3 (© Garland Science 2007)



INnne modele replikaci

Parent double helix
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r+ Parent DNA
== New DNA

Figure 15-2 Genomes 3 (© Garland Science 2007)
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Doswiadczenie Meselsona | Stahla

The experiment

E. coli culture in Transfer to
1SNH,Cl medium 1*NH;Cl medium
e ——

/ \.

10.20 HU min

l

<N e Twocell

| N . 20 divisions
1 Extract DNA, 1\

density gradient
centrifugation

CU min

One cell division o~
N
- “N-T"N-DNA

14p 15
-—=  N-""N-DNA - 14N_15N_DNA

Figure 15-3a Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Doswiadczenie Meselsona | Stahla

Conservative

Parent double helices

Daughter molecules -

Expected bands

Granddaughter molecules

Expected bands

Figure 15-3b Genomes 3 (© Garland Science 2007)

Dispersive
I

Semiconservative

— Parent DNA ('°N)
== New DNA (*N)



Synteza DNA - polimeraza

5’ 3 - By | @ 3 . | @ 5Y /'/.3.
dATP PP, dGTP PP,

¢ ¢ \ /., ¢ ¢ A \ /. o

- Synteza DNA (i RNA tez) zawsze zachodzi M M ¢

przez dotaczanie nowych nukleotydow do PRI VRS AIEEERE offcfyosic :
grupy -OH na koncu 3’ syntetyzowane; By
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e e B
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czgsteczki -
. zawsze w jednym kierunku! L
+ Substratem sg trojfosforany nukleotydow, e
enzymem polimeraza (zalezna od DNA +
polimeraza DNA)
>

- Polimeraza DNA potrafi dobudowywac
nukleotydy do istniejgcego tancucha, nie
potrafi rozpoczac syntezy




Etapy replikac

- Inicjacja
- Elongacja

- Terminacja



INicjacja u bakteril

- Replikacja rozpoczyna sie w
miejscu ori

- Rozplecenie (topnienie)
podwojnej helisy DNA

The structure of oriC
20 bp
= - = ¢ =

::W '

13-nucleotide motifs 9-nucI;otide motifs—
DnaA binding sites
Figure 15-9a Genomes 3 (© Garland Science 2007)
Melting of the helix
e
(B | \
Melted region Barrel of

DnaA proteins

Figure 15-9b Genomes 3 (© Garland Science 2007)



INicjacja u Eukaryota

(A) Structure of a yeast origin of replication

B3 B2 B1 A
) e S e S ——— S i
—)
T Origin recognition
20bp sequence

(B) Melting of the helix

ABF1 Melted ORC
region

Figure 15-10 Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Elongacja

Replication of a circular bacterial chromosome Replication of a linear eukaryotic chromosome
[ g

- - —
—C——

_— 1

36 kb (yeast)
150 kb (humans)

Figure 15-8b Genomes 3 (© Garland Science 2007)

4= Direction of replication ==

Figure 15-8a Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Replikacja matego genomu kolistego — petla D

Replication of the
displaced strand

Displaced strand

Completion of first
strand synthesis

Figure 15-6 Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Replikacja matego genomu kolistego — rolling circle

Strand synthesis “rolls off” a linear
copy of the circular genome

the linear genome to double-
stranded DNA

,// &, 51 | 3:
ARRERRRERRERRRRRRRRRRRRRRRRRRR RN

Figure 15-7 Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Terminacja transkrypcj
genomu kolistego bakteri

Pojedyncze widetki replikacyjne nie
przekraczajg potowy genomu (unikanie
kolizji)

Mechanizm zalezny od biatek Tus

(A) Terminator sequences in the E.coli genome (B) The role of Tus

Tus proteins

Origin of
replication

by a Tus protein bound in

l The replication fork can pass
one orientation...

ﬁ

/ ...but is blocked by a
Terminator Tus protein bound in the other
sequences orientation

L |

Replication forks become % &
trapped in this region
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replication

+ Podczas replikacji chromosomy
utrzymywane sg razem przez biatka:

Anaphase

kohezyny az do roztgczenia w anafazie



Problem topologiczny
replikac]

- Replikacja DNA postepujac bedzie
generowac naprezenia (superskrety)

- W DNA linlowym praktycznie
nierozwigzywalne ze wzgledu na
upakowanie w komorce

- W DNA kolistym absolutnie
nierozwigzywalne ze wzgledu na brak
wolnych koncow

Unwound Overwound

\V/AUR.V/A\V/A\V/A\V/A\




Problem topologiczny -
topoizomerazy

- Topoizomeraza typu | wprowadza naciecie
w jednej z nici, przesuwa druga ni¢ przez
przerwe i taczy konce

+ Topoizomerazy typu |l nacinajg obie nici

(A) Type IA topoisomerase
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l Break both strands, move helix through gap

l Helix is now partially unwound




Startery

- Startery do replikacji zbudowane sg z RNA

- Za ich synteze odpowiada aktywnosc
prymazy

- Prymaza (polimeraza RNA zalezna od DNA)
syntetyzuje starter (RNA) dla polimerazy
DNA, ktora go wydtuza

DNA template
3 e e R e Ve A FEU A RN RUUNFUNRUARRRNRUAE] '

lPtimase

b R R PR R A R A P PO PR R
S FEEROIIIRREE 3
RNA
primer
lDNA polymerase Il

3 R N S T TN
5 s
New DNA



Prymaza

U bakterii prymaza to odrebny enzym,
synteze DNA po nig] przejmuje polimeraza
DNA I

U Eukaryota kompleks polimerazy a ma
aktywnosc¢ prymazy i polimerazy DNA -
tworzy starter RNA | zapoczatkowuje
synteze DNA, po nim synteze przejmujg
inne polimerazy (np. pol 0)

(A) Priming of DNA synthesis in bacteria

DNA template

3'llllllllllllllllllllllllllllllll

RNA l

primer  Primase

DNA polymerase I

Sl

(B) Priming of DNA synthesis in eukaryotes

DNA template
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Aktywnosci polimeraz DNA

(A) 5"—=3" DNA synthesis

e Synteza DNA — wszystkie polimerazy (z definicji).

(B) 35" exonuclease activity

Egzonukleaza 3'-5" —
~ korekcja btedow (wiekszoSC polimeraz
' replikacyjnych, ale nie wszystkie).

3 | >

DNA polymerase

reverses its direction

(C) 5'—=3' u~lmi;jc'|uw:t - EgZOﬂUk‘eaza 5’_8’ _
naprawa uszkodzen, usuwanie starterow,
SN e Niektore polimerazy bakteryjne, u Eukaryota jest

to osobny enzym.



Problem nici nieciagte

Na nici nieciggtej trzeba co
pewien odcinek ponawiac
synteze startera —
fragmenty Okazaki

" 5 Leading strand

Parental
DNA
h
) v
) Okazaki fragments

V)
o \3 L3

agging strand

LEADING LAGGING
STRAND STRAND



tgczenie fragmentow
Okazak

- U bakterii: aktywnos¢ egzonukleazowa
5’—3’ poll I ligaza

U Eukaryota: polimeraza 6 nie ma
aktywnosci 5’3’ egzo, razem z helikaza
odsuwa starter, odciecie przez
endonukleaze FEN1 (flap endonuclease

(A) Escherichia coli

DNA polymerase |l|
l Adjacent Okazaki
New DNA/ fragment
5 ll— J—

DNA polymerase Il stops when
it reaches the RNA primer

—m_

DNA polymerase |
continues synthesis

—.HQ—

<

DNA ligase links the
two DNA fragments

.

Piiii i NRRA R

A 4

(B) Eukaryotes

Adjacent Okazaki
New DNA fra ment

5

DNA polymerase 6

+ helicase push FENT cutsat
aside the primer the bfTCh point
NG
'P'
I A . A

l Missing
phosphodiester
bond

|

DNA ligase links the
two DNA fragments

=

<I




Maszyneria replikacyjna

Helicase

Single-stranded binding
protein —a

. ‘\ Primase

DNA polymerase /
Il holoenzyme \

DNA / RN
polymerase | \ \
0‘:.. 5.
DNA ligase />' 3

strand Lagging
strand



Maszyneria replikacyjna

- Topoizomeraza - usuwa naprezenia

Helikaza (DnaB) - rozdziela nici

DNA
topoisomerase

- SSB - stabilizuje jednoniciowy DNA

Prymaza — syntetyzuje startery :

Polimeraza (-y) DnaB helcase

Ligaza - skleja fragmenty

by DNA
polymerase Il



Widetki replikacyjne - topologia

DNA polymerase

1l dimer Lagging strand

Lagging-strand copy

Sliding Clamp

DNA polymerase

Leading strand

v,
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Dodatkowe czynniki

Kompleksy biatkowe o strukturze
przesuwajacego sie pierscienia (sliding
clamp)

- Zapewniajg procesywnosc

Regulacja | koordynacja replikaciji

Bakterie podjednostka 3 pollll

Archaea PCNA typu arcahea

Eukarionty PCNA




PCNA

- Proliferating Cell Nuclear
Antigen

- Kompleks biatkowy w
formie pierscienia
przesuwajacego sie po nicl
DNA w czasie replikacii

- Koordynuje rozne etapy
replikacji | syntezy DNA

i) Leading-strand synthesis

Parental strands

i) Lagging-strand synthesis

i) Okazaki fragment flap removal

iv) Okazaki fragment nick ligation

PCNA




DNA polymerase 111

New DNA
Next Okazaki fragment

5 i

Polimerazy bakteryjne ; s
- Pollll (PolC)- gtdwny enzym replikacyjny, l
ma aktywnosc¢ Exo 3’-5’ (korekta btedow), DNA polymerase IIl stops when
Synteza dO 1000 nt/S it reaches the RNA primer
0
- Pollll nie ma aktywnosci Exo 5°-3’
- Poll (PolA) — ma dodatkowo aktywnosc l

DNA polymerase I continues synthesis

Exo 5’-3’, usuwa startery i dokancza

synteze, do 20 nt/s Jnmm:nxr@/rmn
l DNA ligase links the
/two DNA fragments
o

TN

Ligaza taczy zsyntetyzowane fragmenty
(nie jest polimeraza)



Polimerazy bakteryjne c.d.

- Polll (PolB)- naprawa uszkodzonego DNA w fazie stacjonarne

- PollV i polV — synteza DNA w fazie stacjonarnej (pollV) | przy znacznych
uszkodzeniach genomu (polV)



Polimerazy Eukaryota

- Pol a — prymaza, wydtuza
startery

- Pol B — naprawa DNA

- Pol & — gtowny enzym
replikacyjny

- Pol € — replikacja, kontrola cyklu
kom., naprawa DNA

- Pol y — replikacja DNA w
mitochondriach

(B) Priming in eukaryotes

RNA primer l

Polimerazy eukariotyczne nie ir

New DNA

S/Mhﬂ-d-ﬁa_h‘-ﬂw
3 ¥

aktywnosci

usuwa,
bilatka

v

g nukleazy F

-X0 5'-3’, startery

—N1,

DNA polymerase a

DNA polymerase &

aja

RNA

Rnaza

| INNne



Dwie klasy polimeraz

- O duzej wiernosci — mato btedow, ale wrazliwe na uszkodzenia w matrycy
+zatrzymuja sie w miejscu uszkodzenia

- standardowe enzymy replikacyjne

- O niskie] wiernosci — wiecej btedow, ale mniej wrazliwe na uszkodzenia matrycy

+ 8g W stanie kontynuowac synteze mimo uszkodzen matrycy — TLS (trans-
lesion synthesis)

- mechanizm umozliwiajgcy dokonczenie replikacji uszkodzonego DNA
(zapobiega rearanzacjom genomuy)



Uszkodzenia DNA | replikacija

+ Obecnosc¢ uszkodzen w DNA hamuje inicjacje replikaci

- Jezell w trakcie replikacji napotykane sg uszkodzenia w DNA to uruchamiane
sg polimerazy TLS

- replikacja z btedami jest mnig] ryzykowna, niz replikacja niedokonczona
+ Przy duzych uszkodzeniach DNA, przekraczajgcych mozliwosci naprawy
* U bakteril - uruchomienie systemu SOS (replikacja za wszelka cene)

+ U wielokomorkowych Eukaryota - zatrzymanie cyklu (GO), apoptoza



System SOS u bakterl

Przy rozegtych uszkodzeniach
matrycy (miejsca AP, fotoprodukty,
uszkodzone zasady)

Biatko RecA pokrywa matryce

Polimeraza V z RecA tworzy
mutasom

Replikacja zachodzi, ale generuje
wiele btedow

DNA polymeraselll

é : § Highly damaged

template DNA

llnitiation of the SOS response

DNA polymerase V

% [ i RecA proteins

1Error-prone DNA synthesis

/?

Replication errors

Figure 16-29 Genomes 3 (© Garland Science 2007)



@ PCNA

replicative
polymerase

Rola PCNA

- Ubikwitynacja |
deubikwitynacja PCNA
przetgcza miedzy
replikacja TLS | wierna

ubiquitin

damage-tolerant
polymerase




Troche zamieszania

- Synteza DNA rozpoczyna sie zawsze od startera RNA"

- Replikacja DNA rozpoczyna sie od miejsca ori”?



Synteza DNA rozpoczyna sig
zawsze od startera RNA?

- Odkryty w 2013 enzym PrimPol,
aktywny w mitochondriach
ssakow

- Jest polimeraza DNA typu TLS

Molecular Cell

- Jest w stanie zainicjowac

)
synteze DNA od startera z DNAZ PrimPol, an Archaic Primase/Polymerase

Operating in Human Cells

Sara Garcia-Gomez,' Aurelio Reyes,? Maria |. Martinez-Jiménez,’ E. Sandra Chocrén,' Silvana Mourén,?
Gloria Terrados,':” Christopher Powell,? Eduardo Salido,> Juan Méndez,>¢ lan J. Holt,*¢ and Luis Blanco'.5"
'Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa, CSIC-UAM, 28049 Madrid, Spain
2MRC Mitochondrial Biology Unit, Wellcome Trust/MRC Building, Cambridge CB2 0XY, UK
3Centro Nacional de Investigaciones Oncolégicas (CNIO), 28029 Madrid, Spain
“MRC National Institute for Medical Research, Mill Hill, London NW71AA, UK
“Hospital Universitario de Canarias, Universidad de la Laguna, 38320 Tenerife, Spain
SThese authors are co-senior authors
"Present address: Institute of Molecular Biology and Tumor Research (IMT), Philipps-Universitat Marburg, 35032 Marburg, Germany
*Correspondence: Iblanco@cbm.uam.es
http://dx.doi.org/10.1016/j.molcel.2013.09.025



PrimPol

+ Przedstawiciel rodziny obecnej
tez u Archaea

Ponawia przerwanag replikacje w A

mitochondriach | w jadrze

M. in. w obszarach
repetytywnych, gdzie replikacja
blokowana przez zatrzymanag
transkrypcje (petle R)

W

© EMBO

@

+ PrimPol repriming

Repriming by PrimPol
prevents loss of information

- PrimPol

Uncoupling of helicase and

DNA polymerase

- _ P
$-of =

iid o

R-loop

Q=

S

—

Revealing the Superpowers of PrimPol:
rescuing replicating microsatellites

Jane EA Reid & Tamds Fischer®

The EMBO Journal (2019) e101298

%
%.
Q
%o
5l
S O/ @ DNA with
R-loop —_— secondary
structure
Replication fork @ tl?elplicative
collapse elicase
DNA damage ‘ Replicative
polymerase
6 PrimPol
&) RNAPalll




Replikacja DNA rozpoczyna
sie od miejsca ori”? I ETTER

doi:10.1038/naturel2650

. Szczep Haloferax volcanii Accelerated growth in the absence of

. DNA replication origins
(A rC h ae a) p O Z b aW I O n y Michelle Hawkinse}',) Sunir Malla?, Martin J. Blythge:,-::nrad A. Nieduszynski'* & Thorsten Allers'*
wszystkich miejsc ori

- Rosnie nawet szybciej od

dzikiego [Tryptophan] M — O0mM

+ Inicjacja replikacji przez AtrpA
rekombinacje daad




Problem nici nieciagte

Na nici nieciagte] trzeba co pewien
odcinek ponawiac synteze startera —
fragmenty Okazaki

5' Leading strand

Parental
DNA
3\
’ v
. Okazaki fragments

3 \‘/
<)

3 S
o 3’

LEADING LAGGING
STRAND STRAND



Problem zakonczenia
replikacji DNA linlowego

- Na koncu czasteczki nie ma
Skad Zaczac nowego fragmentu The final Okazaki fragment cannot be primed
Okazaki Nna niCi Op(l)zlni()nej Leading strand Chromosome end

\ L
- Czasteczka potomna bedzie %ig‘_'_/}m—m? E—

skrocona Ll sound

U1 W1 W
=i =
i—i

W

Two daughter molecules

3

5

3 T O

5/== —— 3/~ Missing Okazaki fragment

Replication of
the lagging-
strand copy

One granddaughter molecule

Molecule has become shorter

Figure 15-24a Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Telomere

lelomery

, , Cell
Konce chromosomow

Sekwencje powtdrzone (u cztowieka

TTAGGG) The telomeres form caps at
the ends of chromosomes.
u cztowieka ok. 2500 powtorzen by e They contain a unique DNA

sequence which is repeated
several times.

Skracaja sie przy kazdym podziale komorki

u cztowieka od ~11 kb do ~4 kb

.
FTAGOGOGOG T T AGGOGOGQ T TAGOGGT T AGOGQGOG T T AG

AATCCCAATCCCAATCCCAATCCCAATC.

W niektérych komorkach moga jednak byc
odtwarzane Telomere

© The Nobel Committee for Physiology or Medicine 2009
lllustration: Annika Rohl



lelomery | telomeraza

Chromosomal DNA

Telomeraza moze wydtuzac
telomery wykorzystujac
fragment RNA

Skracanie telomerow ogranicza
liczbe podziatow niektorych
komorek

Aktywacija telomerazy zwigzana
jest z uniesmiertelnianiem
komorek nowotworowych

Telomerase RNA

iJ=TTAGGGTTAGGGBI
_ChRUCCCARUCR]
3 - )
l DNA synthesis
New DNA
5 3
==TTAGGGTTAGGGTTAG
PRI
3 5

l Translocation

5[

§==TTAGGGTTAGG?TT??3

4¢¢CAAUCCCAAUC§§\

3’ 5/

1 New DNA synthesis

5’ 3"
TR TTAGGT TGS

4¢4CAAUCCCAAUC§§§

3l 5[

Figure 15-25 Genomes 3 (© Garland Science 2007)
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||3,

Telomerase extends
the 3’'-overhang

New DNA

___s.lJ-I-I-I-h/
I | 3,

When enough DNA has been
synthesized, a new Okazaki
fragment can be primed

Primer

Y | ! i 5 / |
3 i
igure 15-26 Genomes 3 (© Garland Science 2007)
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Kompleks chronigcy konce
chromosomow

- Shelterin (ang. shelter =
schronienie)

- Pozbawienie telomerow
biatek indukuje odpowiedz
naprawy uszkodzen DNA

- chromosom bez telomeru
nieodrdznialny od
chromosomu peknietego

(A)

TAGGGETTAGGGTTAGGETTA

ATCCCARTAATCCCAATAATCS . L W AATCCCAATCCCARIMATCC C.‘\f\TCCCﬂ-’xT C-9'

(B)

—— .

Denchi, DNA Repair 8 (2009) 1118-1126



lelomery a starzenie

Komorki somatyczne majg ograniczonag liczlbe mozliwych podziatow — granica
Hayflicka

Komorki linii ptciowej (I macierzyste) dzielg sie bez orgraniczen
- Granica Hayflicka zwigzana jest ze skracaniem sie telomerow

- Aktywacja telomerazy wystarcza do uniesmiertelnienia i umozliwienia
nieograniczonych podziatow



L. os komorki, ktora utracita telomery

- Aktywacja szlakow odpowiedzi na uszkodzenia DNA

- Sygnat uszkodzen genomowych — zastopowanie cyklu komorkowego (tzw.
Kryzys replikacyjny)

- Ograniczenie zdolnosci podziatowe] jest waznym mechanizmem ochronnym
- Zapobieganie nowotworom

- Utrzymywanie zroznicowania klonalnego populacji komorek macierzystych



Telomery a odpowiedz na
uszkodzenia DNA ” -

LI AN EA

- Kompleks shelterin hamuje odpowiedz na TRF2 TRF2. POT1, WRN
pekniecia DNA \’

NHEJ-pathway HR-pathway
- Chromosomy bez telomerow staja sie = Ku70/80
. s . s fan\\ .
substratami dla szlakow naprawy pekniec = —-@}_ —— L
] ] +
dwuniciowych (DSBR) l SR /& \

- Prowadzi to do rearanzacji genomu __@ ,
DNA-PKcs

=

Denchi, DNA Repair 8 (2009) 1118-1126



lelomery a nowotwory

- W komorkach z defektywnym
szlakiem odpowiedzi na
uszkodzenia DNA (np. defekty p53)
komorki ze skroconymi (lub
uszkodzonymi) telomerami wcigz
sie dzielg

SRR
oS ——> Sion

ApOptce's
Soneacencg

Apopltp
S0

Inactivating
mutations

- Efektem sg rearanzacje

) _ _ —
chromosomow (fuzje, translokacje) 1 /»::.;m\
) by ¥
- W komodrkach nowotworowych HM{ - ﬁ
ponowna aktywacja telomerazy Telomerase m«j
Lengthening cf Telomeres) d o

Denchi, DNA Repair 8 (2009) 1118-1126



Dwa oblicza telomerow

- Telomery chronig przed uszkodzeniami DNA | zaburzeniami chromosomow,
ktore moga prowadziC do nowotworzenia, ale...

- Aktywnosc telomerazy uniesmiertelnia komorki (aktywna w 90% nowotworow)



Telomery a starzenie

- U drozdzy defekt telomerazy —

. o, _ Telomerase complex
ustanie podziatow po kilku

. hTERT mutations: hTERC mutations:
pokoleniach e o e
KS02N C412T D52-55
- U roslin, bezkregowcow i myszy — FanL oo Gk
. . T726M DS6-97
podobnie (defekt po kilku o Ame . =3
pokoleniach) ooz Ase it
T1110M G72C
. Y intron1+1 Gto A
- U cztowieka — nawet czesciowa utrata rrong-2 Ato C g‘ﬁg‘im
telomerazy (heterozygota) powoduje GC107-108A3
powazne defekty: o 33054
dyskerin mutations: /. D389-390
: : s s X-linked DC: A2V P40R L72Y g G430A
- niledokrwistosc v EK Loty .3 IPF:
K39E  TB6A  A353V DKC1

G402E

- defekty uktadu odpornosciowego

, C Aubert & Lansdorp, Physiol Rev e vol 88
- ZWtoknienie pfuc



Co nam moze dac
telomeraza

- Wieczna mtodosc??

- Leki przeciwnowotworowe?




Wieczna mtodosc?

+ Starzenie sie komorek somatycznych, nie dzielgcych sie (np. uktad nerwowy) —
nie zalezy od telomerow

- Telomery odgrywajg role w starzeniu sie komorek macierzystych i komorek
uktadu odpornosciowego

- Skracanie telomerow jest waznym mechanizimem przeciwnowotworowym

- Systemy podtrzymujgce stabilnos¢é DNA komorek somatycznych nie sg lepsze,
niz jest to absolutnie niezbedne (teoria “disposable soma’)



‘Magiczna” telomeraza

So now you know why RENEUVE ™ is such a paradigm-shifting
product. It delivers the exact enzymes that degrade past your 25tr
birthday. It's just like bringing a dying plant back to life with just
some water and fertilizer. RENEUVE™ is the "water and fertilizer
that your cells need to flourish.

"But is it easy to use?”

Yes! RENEUVE™ is available as a 30-milliliter (30cc), single-
dose liquid. This single vial of RENEUVE ™ represents a "full-
body cellular reset" for a full-grown adult. RENEUVE ™ is taken
orally every 6 months. You can drink the product right from the
bottle, or mix it into your favorite beverage. It doesn't get easier
than that!

(RENEUVE™ is sold as a dietary supplement only, and is not sold to treat,
prevent, diagnose, or cure any diseases or ilinesses. Please consult a physician
before taking this or any dietary supplement. If you are pregnant or nursing you
should be aware that RENEUVE ™ contains grain alcohol to extend shelf life--
equivalent to drinking 1 shot of 80-proof alcohol. )
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PEAU MAGNIFIQUE

Peau Magnifique Resets Your Skin's
Aging Clock...

Peau Magnifique. Big words for even
bigger results in bio-engineered
skincare. RéVive continues to push the
envelope further from the scalpel to the
test tube. Peau Magnifique resets your
skin's "aging clock”™ by a minimum of
five years. Telomerase converts resting
adult stem cells to newly minted skin
cells, i.e. recruits youth. The results are
incredible and life changing

What you will immediately notice is;
Increased glow with 2 more robust
appearance. A smoother, more even
skin tone. Will reduce redness and
inflammation.

Long-term you will have: Stimulated
generation of new skin cells. Firmer
skin with a 45% reduction in wrinkles
Increased long-term skin clarity

The Peau Magnifique will be presented in our
limited edition luxury gift box.

Complimentary Revive Deluxe Travel Set with
your order
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Reference: RV-401-PM

£875.00 Exportable Info
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"Magiczna moc telomerazy” c.d.

STRONA GLOWNA > KOSMETYKI > PRZECIWZMARSZCZKOWA KURACJA Z TELOMERAMI W TLE

Przeciwzmarszczkowa kuracja z telomerami w tle )\“een'orpl

zmien rozmiar tekstu AT A

Dr Irena Eris wprowadza na rynek nowa linie kosmetykow dla dojrzatych kobiet. Seria
Telomeric wykorzystuje mechanizmy dziatania telomerow w procesie redukcji zmarszczek i
widocznego odmtadzania skory.

Telomery - z greckiego telos , koniec" + meros ,czes¢" - to specyficzne czapeczki znajdujace sie na
koncach chromosomow, ktore chronig DNA przed uszkodzeniami. Bez nich chromosomy ulegatyby
skracaniu przy kazdym kolejnym podziale komorki. Wraz z kazdym podziatem telomery ulegaja
skroceniu - sg wiec swoistym zegarem molekularnym odmierzajacym, ile razy komorka moze sie
podzielic. Gdy telomery ulegajg skroceniu, komorki sie starzeja.

Odkrycie mechanizmu dziatania telomeréw zostato uhonorowane Nagroda Nobla 2009 w dziedzinie
fizjologii i medycyny. Badania nad telomerami przyczynity sie do blizszego poznania mechanizmow
starzenia sie organizmu, nowotworzenia, niektorych chorob dziedzicznych.

Teraz odkrycie to znalazto takze swoje zastosowanie w kosmetyce. Aktywny skfadnik kosmetykow z
nowej linii - Telomeric, ma utrzymywac telomery w dobrym stanie, a przez to opoznic wejscie w faze

starzenia fibroblastow.
Seria TELOMERIC polecana jest kobietom po 60
roku zycia. Wedtug producenta kosmetyki
zapewnig sprezyste, wyraziste kontury twarzy
_ oraz jednolity koloryt skory, bez bruzd, rumienia,
£ - e, rozszerzonych porow i przebarwien.
v 4 . _“!
5 Drlrena Eris R——
l | TELOMERIC™
¢ skoncentrowany : : g z ’ .
: T lifinguiqey Zastrzezenia odpowiedzialnosci
TECHNOLOGIA OCHRONY 1 RON ‘
- i i)

g POWIADOM ZNAJOMEGO @ WERSJA DO DRUKU (%
DODAJ LINK !j KANAL RSS5



leraple przeciwnowotworowe

+ Telomeraza jest aktywna w >90% nowotwordw
INhibitory telomerazy
* chemiczne
+ SIRNA

* [przeciwciata (szczepienia)
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{727} The Nobel Prize in Physiology or
dly Medicine 2009

"for the discovery of how chromosomes are protected by
telomeres and the enzyme telomerase”

Photo: Gerbll, Licensed by
Attribution Share Allke 3.0

Elizabeth H.
Blackburn

® 1/3 of the prize
USA

University of California
San Francisco, CA, USA

Photo: Gerbll, Licensed by
Attribution Share Allke 3.0

Carol W. Greider

® 1/3 of the prize
USA

Johns Hopkins University
School of Medicine
Baltimore, MD, USA

Photo: Jussl| Pulkkonen

Jack W. Szostak

® 1/3 of the prize
USA

Harvard Medical School;
Massachusetts General
Hospital

Boston, MA, USA;
Howard Hughes Medical
Institute



Stabilnos¢ genomu

Mutageneza | naprawa DNA.



Literatura

- Brown, rozdziat 16

- Allison, rozdziat 7



DoktadnoscC replikacii

- Systemy replikacyjne wspotczesnych organizmow sg bardzo doktadne
. Zadna replikacja nie moze by¢ pozbawiona bteddw

+ nieskonczona doktadnosC wymaga nieskonczonej energi
- Zmiennos¢ informacii genetycznej jest nieuchronna

+  podstawa procesu ewolucii



Zmiany genomu

- Wielkoskalowe

- Zmiany liczby I struktury chromosomow, w tym duplikacje catych
genomow

+ Dotycza duzej liczby gendw, fenotyp plejotropowy

- Mutacje
+ Dotycza jednego, badz niewielkigj liczby genow



Powstawanie mutacj - teorie

- Spontaniczne

- powstajg przypadkowo, srodowisko moze wptywac na czestosc (np.
mutageny) mutaciji, ale nie na to, w ktorym genie zachodzag

- Indukowane

+ powstajg w konkretnym genie w odpowiedzi na czynnik selekcyjny



lest fluktuacyjny

- Pojawianie sie mutantow E. coli opornych
na faga T1

- Jezeli pojawiajg sie w odpowiedzi na
kontakt z fagiem, to fluktuacije liczby
opornych kolonii z kazdej hodowli beda
niewielkie

- Jezeli pojawiajg sie spontanicznie, to liczba
opornych kolonii bedzie zmienna, zaleznie
od tego, kiedy w hodowli pojawit sie mutant

},,
},J
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i s W G
cocococooe®

| ~X-¥

iIndukowane spontaniczne



lest fluktuacyjny
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lest fluktuacyjny
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iIndukowane spontaniczne

Number of T1-Resistant Bacteria

Same Culture
Sample No. (Control)

1 14
2 15
3 13
4 21
5 15
6 14
7 26
8 16
9 20
10 13
Mean 16.7
Variance 15.0

Source: After Luria and Delbrick (1943).

Different
Cultures

165

26.2
2178.0

Luria & Delbruck, 1943



Poziom molekularny DNA

+  Podstawienia (substytucje)
- Delecje I Insercje

+  Rearanzacje na duzg skale



Substytucie

- Tranzycje: zmiana nukleotydu purynowego
w inny purynowy lub pirymidynowego w
iINny pirymidynowy

+ Transwersje: zmiana nukleotydu
purynowego w pirymidynowy lub
pirymidynowego w purynowy

- Tranzycje zachodzg w naturze czesciej od
transwersji (Srednio 2 do 15 x)

- mimo tego, ze mozliwych transwersiji jest
teoretycznie wiecej

Pyrimidines

Purines
A < )C
6 < > 1

Figure 5-4 Evolutionary Analysis, 4/e
© 2007 Pearson Prentice Hall, Inc.

<€——>>» Transitions

<

» Transversions



Mutacja

- Trwata, przekazywana przy replikacji zmiana sekwencji nukleotydowe| w
Materiale genetycznym

+ Nie kazde uszkodzenie DNA jest mutacjg — staje sie nig dopiero po
utrwaleniu | przekazaniu do czasteczki (lub czasteczek) potomnych



Mutacja | naprawa

A mutation

Small-scale change
in the nucleotide sequence

...GACAGTACGA...

...CTGTAATGCT...

T . 41 Mutated DNA
molecule

Figure 16-1a Genomes 3 (© Garland Science 2007)

DNA repair

1 Erroris corrected

...GACAGTACGA...

... CTGTCATGCT...

Figure 16-1b Genomes 3 (© Garland Science 2007)

i Unmutated
DNA molecule



Replikacja utrwala zmiane

An error in replication

...GACTTAGAAA...

...CTGAATCTTT...

/

...GACTTAGAAA...
...CTGAATCTTT...
PARENT Rel:'::gtrlon
MOLECULE l
...GACCTAGAAA...
CTGAATCTTT
DAUGHTER
MOLECULES

Figure 16-2a Genomes 3 (© Garland Science 2007)

...GACTTAGAAA...
/ ...CTGAATCTTT...
\ ...GACTTAGAAA...
...CTGAATCTTT...

Mutated molecule
...GACCTAGAAA...

...CTGGATCTTT...

y,

\ ...GACTTAGAAA...

...CTGAATCTTT...

GRANDDAUGHTER
MOLECULES



Przyczyny mutac]

+  Mutacje spontaniczne
+ Nieuniknione btedy podczas replikaci
+  Mutacje indukowane

- Btedy w wyniku dziatania czynnikdw uszkadzajacych DNA lub zaburzajgcych
replikacje — mutagenow

- Podziat nie jest Scisty — mechanizmy nieraz sg podobne, wiele mutagenow
zwieksza czestosc btedow o mechanizmie takim, jak przy mutacjach
spontanicznych



Nucleotide selection

C
-
Ap CC T

Doktadno$¢ replikacii AN X #*

L: 5/

5,
- Specyficznosc parowania nukleotydow nie jest zbyt wysoka (~5%) P RRRRRRRRRRRRRE

Mechanizm selekcji nukleotydow polimerazy: na 3 etapach:

DNA polymerase
+ wigzanie nukleotydu z polimeraza
. “Proofreading”
przenoszenie do centrum aktywnego
- dofgczanie do 3’ konca syntetyzowanego fancucha 45 L

Mechanizm korekcji btedow:

4 ) Last nucleotide is
Aktywnosc egzonukleazy 3°-5 TR ORE

Usuwanie niewfasciwie wstawionego nukleotydu POLYMERASE WINS

- Zasada konkurencji miedzy aktywnoscia polimerazy a
egzonukleazy

Last nucleotide is not

base-paired
EXONUCLEASE WINS

Figure 16-3b Genomes 3 (© Garland Science 2007)



DoktadnoscC replikacii

Mechanizm korekcji btedow:

Zasada konkurencji miedzy aktywnoscia polimerazy a

egzonukleazy
C
Exo
Thumb
Primer

Mismatch or lesion Primer . _, <
d D o

'.-
WC pair

Template Template

'Finger

Finger
ke (open)

(closed)

Palm

Polymerization mode (PDB: 3NCI) Proofreading mode (PDB: 2P50)

Annu. Rev. Biochem. 2018. 87:239-61



Doktadnosc replikaci

Ostatecznie polimeraza jest bardzo doktadnym enzymem
Czestosc btedow 10-7 - 10-8 wstawianych nukleotydow

Dalsze zwiekszenie doktadnosci: systemy naprawcze

a Error rate of DNA synthesis

Biased dNTP Reduced dNTP Mg?*-mediated Conformational Proofreading Mismatch
selection dissociation chemical selection selection and replisome repair

10-2-10"

Annu. Rev. Biochem. 2018. 87:239-61



Mutacje spontaniczne —

tautomeria zasad

Zasady azotowe wystepujg w fomach

tautomerycznych keto i enol (T, G, U) oraz

amino i imino (A, C)

Dominuje forma ketonowa (lub aminowa) |

ona daje wiasciwe parowanie

Rzadszy tautomer enolowy/iminowy moze

dac niewtasciwe parowanie

Powoduje podstawienia typu tranzycji

Tautomeric
(") shift OH
—
C CH; C CH3
HNT 7 NZ ¢
é | é : |
1 _CH o CH
0/ NN 0% N7

keto-thymine enol-thymine

l

BASE-PAIRS
WITH GNOT A

Tautomeric
H, shift NH

imino-adenine

l

amino-adenine

BASE-PAIRS
WITHCNOTT
Tautomeric
o shift OH
D
2~c" ONH P~ DN
HEg I L WG I ]
P S
'i'/ SN SNH, 'i'/ SN NNH,

keto-guanine enol-guanine

l

BASE-PAIRS
WITHT NOTC



Poslizg replikaci

- Przesuniecie nici matrycowej |
potomnej o jedna (lub wiece))
jednostke (zachowane parowanie)

- Czesty w sekwencjach powtdrzonych,
powoduje insercje | delecje

- Zmienne sekwencje mikrosatelitarne

- Wykorzystywane jako markery w
badaniach populacyjnych,
Kryminalistycznych itp.

- Niestabilnos¢ mikrosatelitow jest
jednym z fenotypow komaorek
nowotworowych

...CACACACACA...
//’."GTGTGTGTGT".
...CACACACACA...
...GTGTGTGTGT...
\\\."CACACACACA".
...GTGTGTGTGT...
__.CACACACACA... Additional repeat unit
 ETGTGTGTCT... Result Ff replication l
slippage ...CACACACACACA...
PARENT [ ...GTGTGTGTGTGT...
MOLECULE ik
...CACACACACA...
...GTGTGTGTGT...
DAUGHTER \...CACACACACA...
MOLECULES ...GTGTGTGTGT...
GRANDDAUGHTER

Figure 16-5 Genomes 3 (© Garland Science 2007)

MOLECULES



Ekspansie trojkowe

- Wydtuzanie serii powtorzen trojnukleotydowych

- Mechanizm ztozony: mozliwe zaburzenia syntezy nici opdznionej, efekt
struktury DNA

+ Przyczyna szeregu chorob genetycznych
+  Niekiedy efekt antycypaci:

- liczba powtorzen rosnie z pokolenia na pokolenie, az osiggnie wartosc
Krytyczna

+ fenotyp w kazdym kolejnym pokoleniu coraz ciezszy



Przyktady chorob zwigzanych z ekspansja powtorzen

+ /Zespot kruchego chromosomu X
- norma (CAG)s-35, chorzy (CAG)se0
- W sekwenc]ji liderowe] genu FMRT
+ Choroba Huntingtona
- norma (CAGys-35, chorzy (CAG)3z6-121
W sekwencji kodujgce] genu HT T, trakt poliglutaminowy
+ cecha dominujgca, agregacja biatka
+ Ataksja Friedreicha
-+ norma (CTGys-37, chorzy (CTG)40-200

- W Intronie genu FXN, zaburza splicing, obnizony poziom biatka



Choroba Huntingtona

- Postepujaca degeneracja tkanki moézgu
-+ Plerwsze objawy zwykle w wieku 35-45 lat

- Zaburzenia behawioralne, zaburzenia ruchu
(plasawica), postepujaca ciezka demencja

-+ Oczekiwany czas zycia - ~20 lat od
pojawienia sie objawow

The human brain, showing the impact of HD on
brain structure in the basal ganglia region of a
person with HD (top) and a normal brain
(bottom).

http:/ /kobiljak.msu.edu




Mutageny

- Chemiczne
- analogi zasad — btednie wykorzystywane jako substraty

- reagujgce bezposrednio z DNA — np. czynniki alkilujgce, deaminujace, interkalujgce, tworzgce
addukty

- dziatajgce posrednio — np. zwiekszajgce produkcje reaktywnych form tlenu (nadtlenki, rodniki) w
komorce

- dziatajgce na polimeraze — np. jony Mn2+ (zamiast Mg2+) jako kofaktory polimerazy y powodujg
wzrost czestosci bteddw

+ Flzyczne

-+ Np. UV, promieniowanie jonizujgce, temperatura

Siologiczne

- Wirusy | ruchome elementy genetyczne integrujgce sie do genomu



Mutagen chemiczny -
orzyktad

Base pairing with 5-bromouracil

B x
Br 0~—H—N N 2_< w
5-bromouracyl %_(N . \ \I N—H—N ~SUGAR

—H-—N N~ sucar —N
/N—< \=N SUGAR """H—N\
analog tyminy, ale rownowaga SUGAR O H
przesunieta w strone formy enolowej, 5-Bromouracil Adenine 5-Bromouracil  Guanine
- keto form enol form
tworzacej pary Z G Figure 16-6b Genomes 3 (© Garland Science 2007)
The mutagenic effect of 5-bromouracil
Shift back to the
keto tautomer
e 8 Tautomeric shift ...GABACTAG...
S ETRIRRTC 1 /) érateate..
+GATACTAG... +GABACTAG...
...CTATGATC... hssrtion of ...CTGTGATC...
\ 5-bromouracil / \
+GACACTAG...
‘Z’T‘ii‘:x‘é ..CTGTGATC...
\ Mutated molecule
+GATACTAG...
...CTATGATC...

Figure 16-6c Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Mutageny chemiczne

. NH,
uszkadzajgce DNA |
C
N 7 TN
- EMS (metanosulfonian etylu) . y/4 cC Y
Adenine HC\ | |
- alkiluj t 9
alkiluje zasady azotowe N C\ N/ CH
+ Czynniki deaminujgce (kwas azotawy, I
dwusiarczyn sodowy) . .
1Deammatlon
- Deaminacja adeniny daje hipoksantyne:
paruje z C zamiast T ﬁ
- Weglowodory policykliczne N _ C\
4y ~C NH
Hypoxanthine HC | |
C

— O
\
/
\
N
-

Figure 16-7 Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Czynniki interkalujgce

- Ptaskie czasteczki, wciskaja sie miedzy
pary zasad, zmieniajg skok helisy -
najczesciej insercje

+ np. bromek etydyny, akryflawiny

» silniejsze dziatanie na niewielkie
czasteczki koliste (plazmidy, mtDNA)

Ethidium bromide

N
z

+

N~

CH3Br'

The mutagenic effect

Ethidium

bromide

—

Figure 16-8b Genomes 3 (© Garland Science 2007)



(A) Thymine dimer
0

Dziatanie UV Fo%

\le 5/
C—C—CH;

Powstajg fotoprodukty — np. dimery _ i
cyklobutylowe sgsiadujacych zasad = O H e
(najczesciej T-T), uszkodzenia 6-4 C—h Thymine N\cs sc/C —°

N/ \c=o s

\c=c/ H CH;

|-|/ \CH3 —

O H

e N\ /c =0
c=c  Thymine
/ \
H CH,

\N

(B) (6-4) Photoproduct

i
[ R i o deeeee] 1 |
M
-
-
=0
z// O™
n il |7
é/ I/z\n/“\_§
I 2
@)

Figure 16-9 Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Promieniowanie jonizujace

- Gtowny efekt: pekniecia dwuniciowe (DSB)

Efekt bezposredni

Efekt posredni: wolne rodniki tworzone pod
wptywem interakcji promieniowania (np. z
woda)

o &

Interaction of ionizing radiation with matter

charged particles interact
strongly and ionize directly

bremsstrahlung

neutral particlesinteract less,
n capturé photon ionize indirectly and
penetrate farther

recoil

proton



Naprawa DNA

- U E. coli czestos¢ btedow polimerazy 1:107 wstawianych nukleotydow

+ Ogolna czestosc¢ btedow przy replikacii: 1:1010 — 1:1011 wstawianych
nukleotydow

- genom ~4,6:-106 bp, czyli btad raz na ~2000 — 20 000 podziatow

- /Za zmniejszenie czestosci btedow replikacji o 3-4 rzedy wielkosci odpowiadajg
systemy naprawy DNA



Systemy naprawy DNA

+ Naprawa bezposrednia (DR)
-+ Naprawa przez wycinanie | resynteze (ER)

+  Naprawa przez wycinanie zasad (BER)

-+ Naprawa przez wycinanie nukleotydow (NER)

- Naprawa btednie sparowanych nukleotydow (MMR)
- Naprawa peknieC dwuniciowych (DSBR)

+ system tgczenia koncow niehomologicznych (NHEJ)

- rekombinacja homologiczna (HR)



Systemy naprawy DNA

(A) Direct repair

Damaged
nucleotide
(B) Excision repair
Damaged
nucleotide
(C) Mismatch repair

Mismatch

- ul_l
Excised

segment

Excised
segment

(D) Nonhomologous end-joining

RERRRRRRRRRRRRENE
S

Double-strand break

Figure 16-20 Genomes 3 (© Garland Science 2007)
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Naprawa bezposrednia

- Naprawa pekniec¢ jednoniciowych przez ligaze

+ Odwrocenie reakgcji alkilagji

- np. MGM
guaniny

(metylotransferaza Of-metyloguanino DNA) — usuwa grupy alkilowe z atomu 6

- Fotoreaktywacja dimerow cyklobutylowych

- fotollaza DNA

- Wystepuje u mikroorganizmow | wielu zwierzat, ale brak u ssakow tozyskowych, w tym u
cztowieka (jej role przejmuje system NER — tzw. naprawa ciemna)

- Wspdlna cecha — bez resyntezy DNA (udziatu polimeraz)



Naprawa przez wycinanie
zasad (BER)

Usuniecie uszkodzonej zasady azotowej
przez specyficzng glikozydaze DNA

Powstaje miejsce AP (apurynowe/
apirymidynowe) - bez zasady azotowej

Endonukleaza AP oraz fosfodiesteraza
usuwajg resztke nukleotydu

Luka wypetniana jest przez polimeraze

Removal of a damaged base by DNA glycosylase

CH, - CH;
0 o
damaged
(I) base
T Damaged base
DNA glycosylase © '|) = C| "z 0 \ is clgeaved
ﬁ 0-
O
I
O=P—0-CH,
I (0
o

Figure 16-22a Genomes 3 (© Garland Science 2007)

Outline of the pathway

DNA glycosylase (see part A)
AP site

\AP endonuclease, possibly with

a phosphodiesterase
_ Single nucleotide gap

DNA polymerase +
DNA ligase

RRRRRRARRNRNRARRNRRRRRRRREN]

Figure 16-22b Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Glikozydazy — przyktady (ssaki)

NTHI Glikol cytozynowy, dihydrouracyl, formamidopirymidyna,

Tabela jest tylko przyktadem — nie uczyc¢ sie na pamiec!



Naprawa przez wycinanie
nukleotydow (NER)

- Uszkodzenia zaburzajgce strukture
podwajnej helisy

- U bakterii dwa systemy
krotkich fat (wycinane ~12 nt)
dtugich tat (wycinane ~ 2 kb)
- U Eukaryota

- wycinane ~25-30 nt

Damaged nucleotide,
causing helix distortion

LA A
|

Excision point 1 1 Excision point

Melted region Excision of the
l damaged region
5 3

N — - ..
s\\_________________m B tiinss cxsiil LI TILLL

1 DNA polymerase +
DNA ligase

ARRRRRRRRRRRRRRRRANRRRRRRRRRRRRRARED

Figure 16-24 Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Rodzaje NER u Eukaryota

+ Globalna genomowa NER (GG-NER)

‘0zpoznawane | haprawiane uszkodzenia w olbszarach nietranskrybowanych |
transkrybowanych

+ uszkodzenia rozpoznawane przez biatka DDB (DNA-damage binding) | XPC-RAD23B

- NER sprzezona z transkrypcja (TC-NER)
* naprawa w obszarach transkrybowanych jest szybsza | wydajniejsza, niz w nieaktywnych

+ Wykrywane zatrzymanie transkrypcji w miejscu uszkodzenia

- TFIIH uczestniczy w rozpoznaniu uszkodzenia | nacieciu DNA



Xeroderma pigmentosum

Skora pergaminowata i barwnikowa

Choroba autosomalna recesywna zwigzana z
mutacjami gendw kodujgcych biatka systemu
NER (8 grup komplementacji)

Okoto 1:1 000 000 (USA, Europa) do 1:250
000

Defekt GG-NER

U cztowieka to NER odpowiada za naprawe
fotoproduktow

Dziatanie swiatta stonecznego wywotuje liczne
przebarwienia i nowotwory skory (ryzyko
wzrasta do 10 000 razy)

Nie ma lekarstwa — pacjenci muszg catkowicie
unikac swiatta stonecznego

" '© European Space Agency



/espot Cockayne’a

- Defekt naprawy TC-NER

- Mutacje genow ERCC6 i ERCCS8

- Choroba autosomalna recesywna, czestos¢ ~1:200 000
+ zahamowanie wzrostu

- niepetnosprawnosc intelektualna, matogtowie

* progeria

- Inna choroba zwigzana z defektem TC-NER: trichotiodystrofia
(~1:1 000 000)



Naprawa btednie sparowanych nukleotydow (MMR)

- W odroznieniu od DR, BER | NER nie dotyczy uszkodzen w DNA, tylko btedow
replikacji — wstawionych niewtasciwych nukleotydow (np. btedy wynikajace z
tautomerii zasad)

- Rozpoznawane zaburzenie podwadjnej helisy, btedny nukleotyd wraz z
otoczeniem (nawet do 1 kb) usuwany, po czym polimeraza uzupetia luke

- Problem: jak rozpoznac, ktora niC jest rodzicielska (I ma wtasciwy nukleotyd), a
ktora potomna (z btedem)



Naprawa btednie sparowanych
nukleotyddow (MMR)

U bakterii nic rodzicielska jest metylowana z PARENT MOLECULE E DAUGHTER MOLECULES
- Fully methylated = New DNA not yet methylated
U Eukaryota metylacja tez moze miec E[~= Methyl groups (= >
znaczenie (u ssakow, u drozdzy juz nie), ale z =
sg inne rnechamzmy (sprzgzeme z . E .
replikacja, biatka naznaczajace nic 2 =

rodzicielska)

~
—

DAUGHTER MOLECULES = DAUGHTER MOLECULES
New DNA not yet methylatec Fully methylated

B 4 > E <4 > <

4 < > ':' <4 >

B <4 > E 4 >

Figure 16-25 part 1 of 2 Genomes 3 (© Garland Science 2007) Figure 16-25 part 2 of 2 Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Naprawa btednie sparowanych nukleotydow (MMR)

Strand detachment

and removal

l

Mismatch in dTughter strand

Sl

Attachment of MutH

l and MutS

%
4p

p ==
u = =
o o
S
O i
w& ==
h A
t =R
QL
=

1 MutH cuts the DNA

DNA polymerase ll|
+ DNA ligase

—

Strand detachment
and removal



MMR | wigzania krzyzowe
wewnatrz DNA

- Biatka szlaku MMR biorg tez udziat w
naprawie wigzan krzyzowych w DNA
(wigzan kowalencyjnych w obrebie te;
samej nici)

- Defekt - niedokrwistos¢ Fanconiego

Displace &
Unwind

e




HNPCC

- Dziedziczny rak jelita grubego niezwigzany z
polipowatoscig (HNPCC), zespot Lyncha

- 5% wszystkich rakow jelita grubego

- Mutacje utraty funkcji roznych genow (6)
zwigzanych z naprawg DNA, najczesciej
systemem MMR

o b

W. S Klug, M.R Cummings “Concepts of Genetics” 8th edition, Prentice Hall, 2005



Nobel 2015 (chemia)

Tomas Lindahl, za opisanie mechanizmu
BEFR

| 4

Aziz Sancar, za opisanie mechanizmu NER

Paul Modrich, za opisanie mechanizmu
MMR

|




Naprawa peknieC DNA

-+ Pekniecia w jednej nici sg fatwe do 1
naprawienia: polimeraza + ligaza. Biatka
PARP chronig jednoniciowe fragmenty
przed dalszg degradacja

PARP1 proteins

+  Pekniecia dwuniciowe sg trudniejsze do
naprawienia

- Powstajg np. w wyniku dziatania
promieniowania jonizujgcego

- Blokuja replikacje, nienaprawione moga
doprowadzic do utraty duzych Figure 16.19 Single-strand break
fragmentow chromosomu podczas repair
podziatu )



Naprawa peknieC dwuniciowych

- DSBR (double-strand break repair)
- Dwa mechanizmy:

- Rekombinacja homologiczna. Gidwny mechanizm naprawy DSB u bakterii |
nizszych eukariontow

+ gczenie koncow niehomologicznych. Czeste u wielokomorkowych
eukariontow, ale spotykane tez w innych organizmach



L@CZGﬂie koncow The nonhomologous end-joining repair process

ﬂiehOmO\OgiCZHyCh Double-stiand break

N RRRERE] T -
- Non-homologous end joining (NHEJ) 1 Ku proteins attach
- Wystepuje u Eukaryota, uproszczony Ku proteins

wariant moze tez u bakterii

g

1 Repair process

DNA-PK
XRCC4 —‘ :’ Q
*‘ DNA ligase IV
ffH]IEEEEIIEEDID]]ff
Repaired DNA

Figure 16-28a Genomes 3 (© Garland Science 2007)
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(B) Ku proteins bound to DNA
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Rekombinacja



Literatura

- Brown, rozdziat 17

- Allison, rozdziat 7



Rekombinacja

+ Procesy pekania | ponownego taczenia tancuchow nukleotydowych

- Opisana w zwigzku z crossing-over

- Plerwotna funkcja — naprawa pekniec nici po replikacji, odblokowywanie
widetek replikacyjnych

- Crossing-over utrzymuje chromosomy homologiczne razem — ufatwia
segregacje

- Bardzo wazna funkcja dla zapewnienia ewolucyjnej dynamiki genomu
(wtorna)



Rekombinacja a ptec

- Rekombinacja (crossing-over) jest wazna dla procesow piciowych
+ Ale nie jest to Je] pierwotna funkcja
+ Mechanizm starszy | bardzie| rozpowszechniony, niz ptec

- Pierwotna i gtowna funkcja - DSBR



Rekombinacja homologiczna

- Rekombinacja homologiczna
(ogolna)

+ zachodzi miedzy fragmentami
DNA o znacznej homologii

- pomiedzy dwiema Homologous recombination
czagsteczkami lub w obrebie Between different molecules Within a single molecule
jedne] ;
+ >Homologous chromosomes +
» crossing-over, naprawa DNA \

l l

I D

Figure 17-1a Genomes 3 (© Garland Science 2007)




Rekombinacja umiejscowiona

- Zachodzl miedzy czasteczkami

majgcymi jedynie krotki obszar Site-specific recombination
homologil

-+ Regulowana przez specyficzne Short region of homology
enzymy |

- Np. integracja genomow fagowych 4

O

l

Figure 17-1b Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Rekombinacja umiejscowiona

+ Przyktady
- Integracja faga (np. A\) do genomu

- Wykorzystywana przez ruchome elementy genetyczne (transpozony, wirusy,
niektore introny)

+ Specyficzne enzymy — rekombinazy (np. integraza A)
- Wykorzystywana w inzynierii genetycznegj (system rekombinazy Cre)
- Delecje warunkowe

- Usuwanie markerow selekcyjnych



Modele rekombinaci
homologiczne]

Holliday

Meselson-Radding

The Meselson-Radding modification

Nick in

just one

molecule

Two homologous
DNA molecules

LT exchange of polynucleotides

'ﬁ sets up the heteroduplex

a b
l DNA ligase
: B

chi form

Formation of the
heteroduplex

Figure 17-3b Genomes 3 (© Garland Science 2007)

Horizontal Vertical
resolution resolution
Reciprocal
strand exchange
A B A b
T ERRRRRRRRRERRRRERRH
ERRRRRRRNRRRRRARNR RRRRRRRRRRRRRRRRREN]
a b a B

Figure 17-2 Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Konwersja genu

- Zmiana allelu w trakcie mejozy.

- Zmienia rozktad w krzyzowce z 2:2 na 3:1.

- Nie da sie wyjasni¢c w modelu Hollidaya.

f

enomes 3 (© Garland
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Model peknieC dwuniciowych

DO“bIE'Strand C“t m
A

A 3,—IEII , JJJJJM s TLTTT
|ERRRRRRRRRRRRRRRREN] -
ey | Strand invasion 1 Strand extension

1 Exonuclease trims the 1

5 | 3 | 5 , 3 | %
——————— —————————————————————————————————
Figure 17-5 part 2 of 6 Genomes 3 (© Garland Science 2007) Figure 17-5 part 3 of 6 Genomes 3 (© Garland Science 2007)
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Model peknieC dwuniciowych

Heteroduplex iiiRRRRRRRRRRRRERER

ERRyRRRERRERRRYRREE -

Yy withtwo A
% f Holliday junctions  TTTTTTTTTITTTITTTIIT
— A

] o Cleavage of the . .
1 Ligase joins up the gaps 1 Holliday junctions 1 Mismatch repair
Heteroduplex mm A
with two a IRRRRR RN RN RRRRRRR]
Holliday junctions RRRRRRRRRRRRNRARRNN] A
A ERRNRRRRRRRRRRRRRRE]
A

- Konwersja genu przez MMR

- Mozliwe jest wiele sposobdw rozciecia podwojnej struktury Hollidaya, dajgcych wymiane nici, brak wymiany,
konwersje Iitp



Maszyneria rekombinacyjna

- Wiele roznych wariantow, niektore enzymy
zachowane od bakterii do ssakow, inne
specyficzne

- Kompleks RecBCD - tworzy dwuniciowg
czasteczke z wolnym jednoniciowym
koncem. Helikaza + nukleaza

|

- Inny warianty: RecFOF
- RecA wigze jednoniciowe obszary DNA

- U Eukaryota: biatka Rad (np. Rad51 -
odpowiednik RecA)

chi site RecBCD

Switch to endonuclease
activity at a chi site

G — 3

. a C Subunit structure

RecA binds of RecBCD
o 0]




Maszyneria rekombinacyjna

- Migracja rozgatezienia i rozciecie struktury
Hollidaya - biatka Ruv (resolwazy)

+ Resolwazy eukariotyczne: Gen1/YenT
(rodzina nukleaz Rad1/XPG)

JUNCTION BINDING BRANCH MIGRATION RESOLUTION

4,

RuvA RuvC



Naprawa peknieC przez rekombinacje

- Postreplikacyjna - w fazie stacjonarne
+ Replikacyjna - zapobieganie kolapsowi replikacii przy peknieciach matrycy

+ Gdy maszyneria widetek replikacyjnych napotka miejsca z uszkodzeniami

DNA, w nici potomnej powstaje luka. Replikacja czesto sie zatrzymuje
(kolaps widetek replikacyjnych)

-+ Naprawa polega na wykorzystaniu nieuszkodzonej czasteczki potomnej do
uratowania replikacjl

- Gtowna i pierwotna funkcja rekombinaciji



Naprawa peknieC dwuniciowych
przez rekombinacje

+ Pekniecia dwuniciowe czesto powodowane
Sg przez promieniowanie jonizujace

-+ Mutanty defektywne w rekombinaciji -
wieksza wrazliwos¢ na promieniowanie
(mutanty rad drozdzy)

v
— e

—*—

l

o
“

Homologous Recombination
(HR)




Rekombinacja a uszkodzenia

DNA

Damage

+ Uszkodzenia powodujgce powstanie

pekniec jednoniciowych w nici potomne;

- U bakterii - system RecFOR

Single-strand

gap

l Transfer of DNA

donated DNA

l Resynthesis of




Naprawa przez rekombinacje

- replikacyjna

- Proba replikacji peknietej nici — kolaps

widetek

5[

%\ 3
3/ LI/ >

Gap

1 Replication fork
collapses

1 Strand invasion

Figure 17-11 part 1 of 2 Genomes 3 (© Garland Science 2007)
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1 Branch migration

e

l Resolution of
Holliday structure

Replication fork is restored

Figure 17-11 part 2 of 2 Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Funkcje rekombinacii

+ Naprawa peknieC | utrzymywanie widetek replikacyjnych — najstarsza |
podstawowa funkcja

- Pomaga w parowaniu chromosomow homologicznych — u Eukaryota

+ Generuje roznorodnosc genotypdow w rozmnazaniu ptciowym (Eukaryota) —
funkcja wtorna



lranspozycja ( \

(A) Replicative

!
Réznorodne mechanizmy o N s 1 1 s Y

Ruchome elementy genetyczne, np.

transpozony Transposon
C—:
niektore wirusy/fagi @

l Single-strand cuts

elementy insercyjne

Rekombinacja wykorzystywana do
wstawienia w nhowe miejsce genomu

HYBRID MOLECULE

(B) Conservative

!

DNA synthesis at the
replication forks

Cointegrate

—

Homologous
recombination

( Transposon )
/7
7

( Transposon )

REPLICATIVE TRANSPOSITION




RekOmbinaCja i inzynieria Sklonowany gen X
genetyczna —

Usuniecie fragmentu
genu X

Wprowadzenie do komorki liniowe; [ ]
czasteczki DNA - wolne konce, sygnat do ' /

Sklonowany gen markerowy
rekombinacji |—| I:]

Wstawienie genu &-

markerowego

PCR na matrycy genu markerowego
ze starterami z dodanymi
na koncach $ sekwencjami genu X

[  <aseta delecyjna

Wprowadzenie kasety delecyjne|
do komorek

T e
odwoiny crossing-over
S>C S>C | (p jny g )

1 Gen X (lub jego fragment) rozbity |

zastapiony przez gen markerowy

[ TN |




Rekombinacja | iInzynieria
genetyczna

- CRISPR/Cas9 - przeciecie DNA przez Cas9
indukuje naprawe DSBF

|

CRISPR/Cas9

- NHEJ jezeli nie ma donora - powstaje
delecja

- czestosc ~5%, ale jezeli nie powstanie, “’ ‘

to Cas9 znowu tnie NHEJ \ /
- HR jezeli jest donor r Repair dsDNA

l DonorDNA”“““I““”“
IRRRRRRRRRRRARRRRRAL '
indel f
4 l)q:...............‘..’.UW ‘l ' ‘m \
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