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Replikacja i stabilnos¢ genomu



Problem nici nieciagte

Na nicl nieciggte] trzeba co pewien
odcinek ponawiacC synteze startera —
fragmenty Okazaki
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Problem zakonczenia
replikacji DNA liniowego

Na koncu czasteczki nie ma skad zaczac
nowego fragmentu Okazaki na nici

. . The final Okazaki fragment cannot be primed
opoznione;

Leading strand Chromosome end

Czgsteczka potomna bedzie skrécona gjﬁ %5‘ Parentmolecul
31HWT arent molecule
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Figure 15-24a Genomes 3 (© Garland Science 2007)



Telomere

Telomery

, , Cell
Konce chromosomow (gr. telos)

Sekwencje powtorzone (u cztowieka

TTAGGG) The telomeres form caps at
the ends of chromosomes.
u cztowieka ok. 2500 powtodrzen b sk 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 niektorych komadrkach moga jednak byc¢
odtwarzane dzieki aktywnosci telomerazy Telomere

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



Telomeraza

Telomeraza moze wydtuzac telomery
wykorzystujgc fragment RNA

Skracanie telomerdw ogranicza liczbe
podziatow niektorych komorek

Aktywacja telomerazy zwigzana jest z
uniesmiertelnianiem komorek
nowotworowych

Istniejg tez alternatywne sposoby
wydtuzania telomerow

oparte na rekombinacj

u D. melanogaster - retrotranspozony

Chromosomal DNA Telomerase RNA
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New DNA
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Figure 15-25 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

- Druga podstawowa funkcja telomerow -
ochrona koncow chromosomow przed
dziataniem systemow naprawy pekniec
dwuniciowych

(A)

TAGGGTTAGGGTTAGGET '.—I AGGGTTAGGGTTAGGG

ATOOCAATANTOC CN‘\V VTGS AARTCCCAATCCCARTATCCCAATCCCAATC-S!

(B)

— . ..................

Denchi, DNA Repair 8 (2009) 1118-1126



Telomery a starzenie

Komorki somatyczne majg ograniczong liczlbe mozliwych podziatdw — granica
Hayflicka

Komorki linii ptciowe) (I niektore macierzyste, aktywowane limfocyty, itp.) dzielg
sie bez orgraniczen

- (Granica Hayflicka zwigzana jest ze skracaniem sie telomerow

- Aktywacja telomerazy wystarcza do uniesmiertelnienia | umozliwienia
nieograniczonych podziatdw



L. os komorki, ktora utracita telomery

+ Aktywacja szlakow odpowiedzi na uszkodzenia DNA

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

+ Ograniczenie zdolnosci podziatowej jest waznym mechanizmmem ochronnym
- Zapobieganie nowotworom

- Utrzymywanie zroznicowania klonalnego populacji komorek macierzystych



Telomery a odpowiedz na
uszkodzenia DNA ” -

LI AN EA

- Kompleks shelterin hamuje odpowiedz na TRE2 TRF2. POT1, WRN
pekniecia DNA \’

NHEJ-pathway HR-pathway
: Chromosomy bez telolmerow stajg sie - . Ku70/80 S
substratami dla szlakow naprawy pekniec = —-@}_ —0 EnciavaESa
dwuniciowych (DSBR) l SR /& \

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

=

Denchi, DNA Repair 8 (2009) 1118-1126



Telomery a nowotwory

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

Efektem sg rearanzacje chromosomow
(fuzje, translokacije)

Somatic
mutations

s S

Inactivating
mutations

aktywacja telomerazy C—

W komorkach nowotworowych ponowna

Telomerase
activation

OR ~ -
ALT (Alternative — B
Lengthening of Telomeres) o

Denchi, DNA Repair 8 (2009) 1118-1126



Telomery a starzenie

U drozdzy defekt telomerazy — ustanie

L . . Telomerase complex
podziatow po kilku pokoleniach g

hTERT mutations: hTERC mutations:
;o , _ AD DC: BMF: AD DC:
U roslln,. bezkr@gowcqw | myszy - PRI Gtk il
podobnie (defekt po kilku pokoleniach) it TG
T726M DS6-97
ATTZ2G G228A
U cztowieka — nawet czesciowa utrata e hincig hTERC Ats W
telomerazy (heterozygota) powoduje o et BMF:
powazne defekty: rron92 A% C GreT
D110-113
GC107-108AG
niedokrwisto$é : G324
, , ’ G305A
dyskerin mutations: | D389-390
defekty uktadu odpornosciowego Xdinked DC: A2V~ P4OR  L72Y " s
DL37 REST M3SOT/I : GO8A
K39E  T6B6A  A353V DKCA1
zwtoknienie ptuc SA0eE

Aubert & Lansdorp, Physiol Rev e vol 88



Co nam moze dac
telomeraza

- Wieczna mtodosc??

- Leki przeciwnowotworowe?




Wieczna mtodosc?

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

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

+ Skracanie telomerdow jest waznym mechanizimem przeciwnowotworowym

+ Systemy podtrzymujace stabilnosC 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 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.
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your order
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“‘Magiczna moc telomerazy” c.d.

STRONA GLOWNA > KOSMETYKI > PRZECIWZMARSZCZKOWA KURACJA Z TELOMERAMI W TLE

Przeciwzmarszczkowa kuracja z telomerami w tle )\“qen'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 ,,czesc" - 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,
£ - N rozszerzonych porow i przebarwien.
1

&= DrIrena Eris —
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Terapie przeciwnowotworowe

Te‘O m eraza J@S’[ aktywna W >9O Immune Response (0 v A
NOWOTtWOorow |

- TERT
- Assoc. Proteins

INhibitory telomerazy

A } GG mTOR
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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. Rekombinacja.



Literatura

- Brown, rozdziat 16

- Allison, rozdziat 7



Doktadnosc replikaci

+ Systemy replikacyjne wspotczesnych organizmow sg bardzo dokfadne
. Zadna replikacja nie moze by¢ pozbawiona bteddw

+ nieskonczona doktadnos¢ wymaga nieskonczonej enerqil
+ ZmiennoscC informacji genetycznej jest nieuchronna

+  podstawa procesu ewoluci



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 mutacji - teorie

- Spontaniczne

+ powstajg przypadkowo, srodowisko moze wptywac na czestosc (np.
mutageny) mutacji, ale nie na to, w ktorym genie zachodzg

- Indukowane

- powstajg w konkretnym genie w odpowiedzi na czynnik selekcyjny



Test fluktuacyjny

- Pojawianie sie mutantdw 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

© © © o
i s W G
cocococooe®

| ~X-¥

iIndukowane spontaniczne



Test fluktuacyjny
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Test fluktuacyjny

Number of T1-Resistant Bacteria

Same Culture Different
Sample No. (Control) Cultures
1 14 b
o AN A A A A A 2 15 5
Liad ShiSE diss | Shies dass ddes  Sdass 3 13 10
4 21 8
5 15 24
6 14 13
7 26 165
9 20 6

Agar +T1 Phage 10 13 10

Mean 16.7 26.2
Agar +T1 Phage Variance 15.0 2178.0
. Source: After Luria and Delbrick (1943).
Axioms 2023, 12, 280

Luria & Delbruck, 1943



| osowosC mutaci

Losowos¢ mutacji nie oznacza, ze
zachodzg zawsze z t3 sama czestoscia i

prawdopodobienstwem

Monroe et al. (2022) - w wazniejszych
obszarach genomu Arabidopsis mutacje

powstajg rzadziej

Zwiekszenie czestosci mutacji w
odpowiedzi na uszkodzenia (np. system

SOS)

Nie zmienia fundamentalnych wnioskow z
doswiadczenia Lurii i Delbriicka - zmieniac
moze sie czestos¢c mutacji, ale nie to jakie

mutacje zachodza

Genomic or
epigenetic feature
| |
DA DG DG
| |
Important Non-important

genomic region  genomic region

Selection for reduced
mutation rate

Mutation-rate-
reducing machinery

Breeding over
generations

Mutation

\ ***

Non-selected mutation-

ratcle-reducing machinery

Q /' ‘."l PE [ |'| .*w

Breeding over
generations

VIO E@AVLPH

onature

Nature 602, 38-39 (2022)



Poziom molekularny DNA

- Podstawienia (substytucje)
+ Delecje 1 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
transwersiji (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

- ITrwata, przekazywana przy replikacji zmiana sekwencji nukleotydowe| w
Mmateriale genetycznym

* Nie kazde uszkodzenie DNA jest mutacja — staje sie nig dopiero po
utrwaleniu | przekazaniu do czasteczki (lub czgsteczek) 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 mutacii

+ Mutacje spontaniczne
+  Nieuniknione btedy podczas replikaci
+ Mutacje indukowane

- Btedy w wyniku dziatania czynnikdw uszkadzajgcych DNA lulb 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 1T

Dokfadno$¢ replikaci AN X & LS

g'I RERRRERNRRERRR

- Specyficznos¢ parowania nukleotyddw nie jest zbyt wysoka (~3%)

Mechanizm selekcji nukleotydow polimerazy: na 3 etapach:

DNA polymerase
+ wigzanie nukleotydu z polimeraza
. "Proofreading”
przenoszenie do centrum aktywnego
- dotaczanie do 3’ konca syntetyzowanego tancucha gij L

Mechanizm korekcji btedow:

2 A - Last nucleotide is
Aktywnosc egzonukleazy 3'-5 TR ORE

Usuwanie niewtasciwie wstawionego nukleotydu POLYMERASE WINS

- Zasada konkurencji miedzy aktywnoscig polimerazy a
egzonukleazy

Last nucleotide is not

base-paired
EXONUCLEASE WINS

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



Doktadnosc replikaci

Mechanizm korekcji btedow:

Zasada konkurencji miedzy aktywnosciag polimerazy a

egzonukleazy
C
Exo
Thumb
Primer Mismatch or lesion Primer ;
>

'.-

WC pair

Template Template

Finger
(closed)

Polymerization mode (PDB: 3NCI) Atint Rev. Biochent 2018, 87239561

'Finger
(open)

Palm

Proofreading mode (PDB: 2P50)



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 wtasciwe parowanie

Rzadszy tautomer enolowy/iminowy moze

dac niewtasciwe parowanie

Powoduje podstawienia typu tranzycj

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 wiecej) jednostke (zachowane
parowanie)

Czesty w sekwencjach powtdrzonych,
powoduje insercje | delecje

Wysoce zmienne sekwencje
mikrosatelitarne

Wykorzystywane jako markery w badaniach
populacyjnych, kryminalistycznych itp.

...CACACACACA...
//’."GTGTGTGTGT".
...CACACACACA...
...GTGTGTGTGT...
\\&."CACACACACA".
...GTGTGTGTGT...
__.CACACACACA... Additional repeat unit
 ETGTGTGTGT... Result Ff replication l
slippage ...CACACACACACA...
PARENT l ...GTGTGTGTGTGT...
MOLECULE C-A
...CACACACACA...
...GTGTGTGTGT...
DAUGHTER \...CACACACACA...
MOLECULES ...GTGTGTGTGT...
GRANDDAUGHTER

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

MOLECULES



Ekspansje trojkowe

- Wydtuzanie serii powtorzen trojnukleotydowych

+ Mechanizm ztozony: mozliwe zaburzenia naprawy DNA z wycinaniem
+ Przyczyna szeregu chorob genetycznych

- Niekiedy efekt antycypaci:

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

- fenotyp w kazdym kolejnym pokoleniu coraz ciezszy



Przyktady chorob zwigzanych z ekspansjg powtorzen

+ /Zespot kruchego chromosomu X
+ norma (CAG)e-35, chorzy (CAG)>e0
- W sekwenc]i liderowe] genu FMRT
+ Choroba Huntingtona
-+ norma (CAGe-35, chorzy (CAG)36-121
W sekwencji kodujace] genu HTT, trakt poliglutaminowy
+ cecha dominujaca, agregacja biatka
+ Ataksja Friedreicha
- norma (CTGys-37, chorzy (CTG)a0-200

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



Choroba Huntingtona

- Postepujgca degeneracja tkanki mozgu
+ 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

+ reagujace bezposrednio z DNA — np. czynniki alkilujgce, deaminujgce, interkalujace, 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 powoduja
wzrost czestosci btedow

+ Flzyczne

- Np. UV, promieniowanie jonizujgce, temperatura

Siologiczne

- Wirusy | ruchome elementy genetyczne integrujace sie do genomu



Mutagen chemiczny -
orzykiad

Base pairing with 5-bromouracil

B e
Br 0~—H—N N 2_< w
5-bromouracyl %—(N o \\I N—7i—N ~ suGAR

—H—N N suar —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...
J TRIRRTE o 1 /) éateatc..
+GATACTAG... +/GABACTAG...
...CTATGATC... nisrtion of ...CTGTGATC...
\ 5-bromouracil / \
+GACACTAG...
‘Z’T‘x;‘:‘é ..CTGTGATC...
\ Mutated molecule
+GATACTAG...
...CTATGATC...

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



Mutageny chemiczne

uszkadzajgce DNA THz
N i
- EMS (metanosulfonian etylu) y/4 C N
Adenine HC | |
- alkiluje zasady azotowe \Ia —C z¢H
N
-+ Czynniki deaminujace (kwas azotawy, I
dwusiarczyn sodowy) 1Deamination
. Deaminacja adeniny daje hipoksantyne: O
paruje z C zamiast T ﬂ
N _~ =\
o y/ 2« NH
- Weglowodory policykliczne Hypoxanthine HC T |
\ C_ ~CH

9
—

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



Czynniki interkalujgce

- Ptaskie czasteczki, wciskajg sie miedzy
pary zasad, zmieniaja skok helisy —
najczesciej insercje

+ np. bromek etydyny, akryflawiny

- silniejsze dziatanie na niewielkie
czgsteczki 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 _ TR
cyklobutylowe sgsiadujgcych zasad = 0 H i
(najczesciej T-T), uszkodzenia 6-4 t—h Thymine Ny A

N/ \c=o c_c\

\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

Interaction of ionizing radiation with matter

Gtowny efekt: pekniecia dwuniciowe (DSB)

Efekt bezposredni o @ bremsstrahlung
Efekt posredni: wolne rodniki tworzone pod 13 °
wptywem interakcji promieniowania (np. z
woda)
Vo
n Q n capturé photon

recoill
proton

charged particles interact
strongly and ionize directly

neutral particlesinteract less,
ionize indirectly and
penetrate farther




Naprawa DNA

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

+ Ogodlna czestosc bteddw przy replikacii: 1:109 — 1:1010 wstawianych
nukleotydow

+ Za zmnigjszenie czestosci btedow replikacyi o 2-3 rzedy wielkosci odpowiadajg
systemy naprawy DNA



Systemy naprawy DNA

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

+ Naprawa przez wycinanie zasad (BER)

+ Naprawa przez wycinanie nukleotydow (NER)

+ Naprawa btednie sparowanych nukleotydow (MMR)
- Naprawa peknie¢ dwuniciowych (DSBR)

+ system fgczenia 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)

—

Resynthesized
DNA

—p  JLLLTTTEEITTTTT

Resynthesized
DNA



Naprawa bezposrednia

+ Naprawa pekniec jednoniciowych przez ligaze
-+ Odwrocenie reakcji alkilacii

- np. MGMT (metylotransferaza Of-metyloguanino DNA) — usuwa grupy alkilowe z atomu 6
guaniny

-otoreaktywacja dimerow cyklobutylowych

- fotoliaza DNA

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

+ Wspolna 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
Nnukleotydow (NER)

-+ Uszkodzenia zaburzajgce strukture
podwajnej helisy

- U bakterii dwa systemy
krotkich tat (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

R (GG-N

- Globalna genomowa N )

* rozpoznawane | naprawiane uszkodzenia w obszarach nietranskrybowanych |
transkrylbowanych

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

+ NER sprzezona z transkrypcja (TC-NER)
*  naprawa w obszarach transkrybowanych jest szybsza i 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 genow kodujgcych biatka systemu
NER (8 grup komplementaciji)

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 Spae gency



/espot Cockayne’a

- Defekt naprawy TC-NER

- Mutacje genow ERCC6 i ERCCS8

- Choroba autosomalna recesywna, czestosc¢ ~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 bteddow
replikacji — wstawionych niewtasciwych nukleotydow (np. btedy wynikajace z
tautomerii zasad)

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

+ Problem: jak rozpoznac, ktdra ni¢ jest rodzicielska (I ma wiasciwy nukleotyd), a
ktOra potomna (z btedem)



Naprawa btednie sparowanych
nukleotydow (MMR)

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

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 biora tez udziat w
naprawie wigzan krzyzowych w DNA
(wigzan kowalencyjnych w obrebie te;
same)j nici)

- Defekt - niedokrwistos¢ Fanconiego

Displace &
Unwind

e




HNPCC

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

- 5% wszystkich rakow jelita grubego

- Mutacje utraty funkcji roznych gendw (6)
zwigzanych z naprawg DNA, najczescie;
systemem MMR

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



Nobel 2015 (chemia)

Tomas Lindahl, za opisanie mechanizmu
BER

Aziz Sancar, za opisanie mechanizmu NER

Paul Modrich, za opisanie mechanizmu
MMRE

| 4

| 4




Naprawa peknieC DNA

+ Pekniecia w jednej nici sa tatwe 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 jonizujacego

- 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. Gtdwny mechanizm naprawy DSB u bakterii |
nizszych eukariontow

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



l/_aczenie koncow The nonhomologous end-joining repair process

ﬂiehOmO\OgiCZﬂyCh Double-stiand break
- Non-homologous end joining (NHEJ) 1 Ku proteins attach
- Wystepuje u Eukaryota, uproszczony Ku proteins

wariant tez u bakterii

g

1 Repair process

*  Nie wszystkie organizmy eukariotyczne
majg kompletny (z DNA-PK) system NHEJ,

CO wigze sie z rozng stabilnoscig genomu : :

(B) Ku proteins bound to DNA
XRCC4 —o Q
DNA ligase IV

»E.

Repaired DNA

Figure 16-28a Genomes 3 (© Garland Science 2007)




Rekombinacja



Literatura

- Brown, rozdziat 17

- Allison, rozdziat 7



Rekombinacja

+ Procesy pekania | ponownego taczenia tancuchow nukleotydowych

- Opisana w zwiazku z crossing-over

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

+ Crossing-over utrzymuje eukariotyczne chromosomy homologiczne razem —
utatwia segregacie

+  Bardzo wazna funkcja dla zapewnienia ewolucyjne] dynamiki genomu w
procesach ptciowych (wtorna)



Rekombinacja a pteC

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

- Pierwotna i gtowna funkcja - DSBR



Rekombinacja homologiczna

- Rekombinacja homologiczna

(ogolna) Homologous recombination
. zachodzi m i@d Zy fragm entami Between different molecules Within a single molecule
DNA o znacznej hOmOIOgii EHomologous chromosomes L
* pomiedzy dwiema l % l
czgsteczkami lub w obrebie +

* crossing-over, naprawa DNA

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



Rekombinacja umiejscowiona

. Zachodzi miedzy czasteczkam Site-specific recombination
majacymi jedynie krotki obszar .
homologii Short region of homology
+ Regulowana przez specyficzne 41_
enzymy

4

O

l

- Np. integracja genomow fagowych

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) o aktywnosci endonukleaz

- Wykorzystywana w inzynierii genetycznej (system rekombinazy Cre, sekwencje
LOX)

+ 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¢ w modelu Hollidaya.

f

enomes 3 (© Garland
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Figure 17-4 part 2 of 2 Genomes 3 (© Garland Science 2007)



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, dajacych 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

[ 4

- Inny warianty: RecFOF
- RecA wiagze jednoniciowe obszary DNA

- U Eukaryota: biatka Rad (hp. 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 | rozciecie struktury
Hollidaya - biatka Ruv (resolwazy)

- Resolwazy eukariotyczne: Gen1/Yen"
(rodzina nukleaz Rad1/XPG)

JUNCTION BINDING BRANCH MIGRATION RESOLUTION

RuvC




Naprawa pekniec przez rekombinacje

- Postreplikacyjna - w fazie stacjonarnej
+ Replikacyjna - zapobieganie kolapsowi replikac)i 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 peknie¢ dwuniciowych
przez rekombinacje

-+ Pekniecia dwuniciowe czesto powodowane
S3g przez promieniowanie jonizujace

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

\
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——3 *_
= ol e

|
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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 rekombinacije

- 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 rekombinagi

- Naprawa pekniec | utrzymywanie widetek replikacyjnych — najstarsza |
podstawowa funkcja

- Pomaga w parowaniu chromosomow homologicznych — u Eukaryota

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



Transpozycja ( \

(A) Replicative

!
Réznorodne mechanizmy o I s 1 11 s Y

Ruchome elementy genetyczne, np.

transpozo ny ( Transposon )
= |
niektore wirusy/fagi @

l Single-strand cuts

elementy insercyjne
niektore introny (typu prokariotycznego)

Rekombinacja wykorzystywana do
wstawienia w nowe miejsce genomu

HYBRID MOLECULE

(B) Conservative

!

DNA synthesis at the
replication forks

Cointegrate

—

Homologous
recombination

( Transposon )
/7
7

( Transposon )

REPLICATIVE TRANSPOSITION




RekOmbinaCja i iﬂzynieria Sklonowany gen X
genetyczna —

Usuniecie fragmentu
genu X

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

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 | Inzynieria
genetyczna

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

| b 4

CRISPR/Cas9
- NHEJ jezeli nie ma donora - powstaje
delecja
- czestosc ~5%, ale jezeli nie powstanie, “’ ‘

to Cas9 znowu tnie NHEJ \

/’”‘" HDR
- HR jezeli jest donor r Repair dSDNA ~,

l Donor DNA y 1y it
(NRRRNRRRRRRRRARRREL |
indel .
4 l)q:...............‘..’.UW ‘l ' ‘m \
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