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LABORATORY OF RECOMBINATION AND DNA REPAIR

Oprava DNA, homologni rekombinace




Poskodenie DNA

Zdroje poskodenia:
1. endogénne - chyby pri replikacii DNA
- bukovy metabolizmus (kyslikové radikaly)

2. exogenne - UV, rontgenové a gamma ziarenie
(lonizujluce ziarenie, radioterapia)
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- mutagénne chemikalie (chemoterapia)

- virusy
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Rozsah poskodenia DNA v bunke
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Mutacie ako zdroj rakoviny

V ludskom tele za zivot dochadza k Vyskyt

asi 10%® bunkovych deleni rakoviny
jako funkce

veku

V prostredi bez mutagéenov je
pravdepodobnost vzniku mutacie
na bunkové delenie a gén 10°, za
zivot je to 1010 mutacii na gén

rakoviny na 100 000 zen

Typy mutacii:

Génove (bodove) mutacie
Chromozémové (Struktirne aberacie) o A SRR SR

Genomoveé (numerické aberace chromozomov) © Espero Publishing, s.r.o.




DNA opravne drahy

Direct reversals

Excision repair
- Base Excision Repair (BER)
- Nucleotide Excision Repair (NER)

Mismatch repair (MMR)
- replication errors

Recombinational repair (HR and NHEJ)
- multiple pathways
- double strand breaks and interstrand cross-links

Tolerance mechanisms
- lesion bypass (TLS)
- recombination




DNA-opravné proteinové komplexy

Na opravu su potrebné sucasne rozne enzymatickeé aktivity

Vzajomnou vazbou enzymaticky aktivnych a adaptorovych
proteinov vznikaju DNA-opravné komplexy specificke k danému
poskodeniu DNA

Katalytické domény obsiahnuté v opravnych komplexoch vedu k
zvrateniu DNA poskodeni

Po oprave sa komplex opat rozpada na podjednotky

Pri regulacii reverzibilnej formacie komplexov su dbélezité post-
translacné modifikacie proteinov (fosforylacia, sumoylacia,
ubikvitinacia,... ).




Enzymy opravujuce DNA

Glykozylazy

Stiepia N-glykozidicka vazbu - odstrafiuju poskodené bazy
Nukledzy — exo / endo

Stiepia fosfodiesterové vazby medzi nukleotidmi DNA.
Helikazy

Oddeluju dve komplementarne viakna DNA.
Polymerazy

DNA-dependentné nucleotidyltransferazy - Syntetizuju
retazec DNA z nukleotidov.

Ligazy
Katalyzuju tvorbu fosfodiesterovych vazieb — spajaju
dokopy dve viakna DNA.




Pyrimidine dimer in UV-exposed DNA

Complex of DNA with
photoreactivating enzyme
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Release of enzyme to restore
native DNA
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Direct reversal
priama oprava.:
fotoreaktivacia

Oprava pyrimidinovych
dimeérov enzymom fotolyazou
S vyuzitim energie svetla

light-harvesting kofaktory:
FADH" (zlty) and 8-HDF (modra)




Base Excision Repair (BER)

DAMAGE TOD
TOP STRAND

Opravuje mensSie poskodenia jednej bazy
(oxidacia, alkylacia, deaminacia).

EXCISION OF
DAMAGED REGION

1. Rozoznanie a odstranenie chybneho

miesta
I DNA POLYMERASE MAKES
2' Vyplnenle medzery NEW TOP STRAND USING
. . BOTTOM STRAND AS
3. Spojenie retazcov DNA A TEMPLATE
Kroky 2-3 su takmer rovnaké u roznych typov DNA LIGASE

oprav, ale pri prvom kroku sa zucastnuju SRALEHICK

Specificke protinové komplexy pre danu
opravnu drahu

MET RESULT: REFPAIEED DNA




Nucleotide Excision Repalr

(B) NUCLEOTIDE EXCISION REPAIR

pyrimidine dimer
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Opravuje vacsie jednoretazcoveé poskodenia
(pyrimidinové dimery, 6,4 fotoprodukty, crosslinky v DNA helixe)

A, globalna genomicka (GG-NER)
B, TranskripCne-spriahnuta (TC-NER).

1. Rozpoznanie poskodenia GG # TC

2. TFIIH rozpletie DNA (helikaza)

Damage recognition Y 3. Rad2 (XPG) stiepi DNAna 3~ konci
poskodenia, 5~ koniec rozstiepi
Radl-Radl10 (XPF-ERCC1) komplex
Helix opening, lesion verification, l (enqonUkleézy). — DVOjlté §tiepenie
§-3'dualincision uvoini kratky jednovlaknovy Gsek (25-

30 nt) DNA na ktorom sa poskodenie
nachadza

4. DNA polymeraza (o alebo ¢)
dosyntetizuje chybajucu sekvenciu

Ligation 5. DNA ligaza Cdc9 (Ligase-l) spoji DNA.




Poruchy NER u ludi

I
Xeroderma Pigmentosum

» Vyskyt: 1-4 na milion

» Genetika: autozomalne recesivne (XPA-G)

 Nemoc: nemoci koze; malignancia koze; neurologicke a
abnormality ocCi

Cockayne’s Syndrome

1 na milién

autozomalne recesivne, geny (XPA, B, D & G)
Zastaveny rast, mentalne retardacia,
dwarfism, hluchota, atrofie oci, intracranial
calcifications; (bez zvySenia vzniku rakovin)

Trichothiodystrophy

1-2 na milion

autozomalne recesivne, (TTDA, XPB a D)

sulfur deficient brittle hair, mental and spomalenie rastu,
peculiar face with receding chin, ichthyosis;

(bez zvySenia vzniku rakovin)




Oprava chybného zaradenia baz
Mismatch repair (MMR)

Opravuje nespravne zaradené bazy pri chybach DNA replikacie a rekombinacie

Rozoznava povodné a novo

N Memaen nasyntetyzované vlidkno DNA a Specificky
opravuje chyby v dcérskom vilakne.

Mismatch recognition

MutS homology (Msh2/Msh3,
Msh2/Msh6) rozoznavaju nespravne
zaradené bazy a ohybaju DNA v mieste
posSkodenia

MutL homology (MIh1l/Pms2) sa viazu na
MutS homolbgy a Stiepia dcérske vlakno
(endonukleaza)

DNA helikaza rozpletie vliakna

Exonukleaza (Exol, ... ?) rozStiepi
dcérske vlakno

VysStiepena DNA je znovu
nasyntetizovana DNA polymerazou
a pripojena DNA ligazou.




Oprava dvojretazcovych zlomov

Vznik: Indukované radiaciou a chemikaliami
Pocas replikacie posSkodenej DNA
Sluzi k iniciacii meiotickejrekombinacie
Sucast imunitnej odpovedi

Dvojretazcoveé zlomy DNA su velmi zavaznym druhom poskodenia - jediny DSB
moze viest k smrti bunky alebo preusporiadaniu genému.

Zakladné DSB-opravné drahy:
Homologicka rekombinacia (HR)

Vacsinou nevedie k chybam a na opravu pouziva homologicku sekvenciu ako
templat.

Je dominantna v S a G2 faze (sesterska chromatida), u diploidov (homologicky
chromozom).

Nehomologicke spéajanie koncov (NHEJ)

Priamo spaja zlomené konce dokopy, Casto vedie k strate genetickej informacie.
Délezita hlavne v G1 faze u haploidov.




Nehomologické spajanie koncov
Non-homologous end joining (NHEJ)

1. Vazba MRX (Mrell-Rad50-Xrs2)
komplexu, Ku heterodiméru
(Yku70-Yku80) na zlomené
konce DNA

2. Privolanie DNA ligazy IV (Dnl4) a
jej pomocnych proteinov Lifl a
Nejl.

3. Hladanie komplementarity medzi
prevismi dvoch koncov DNA.

4. Uprava koncov - syntéza DNA
(Pol4 DNA polymeraza)

5. Religacia koncov

pri oprave nekompatibilnych koncov
vacsinou dochadza k deléciam
alebo inzerciam, vznikaju chyby —
error prone




Mrell-Rad50-Xrs2(Nbsl) komplex

rozdielna vazba na DNA v zavislosti od vazby ATP

W Plus ATP
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Homologicka rekombinacia

1. MRX saviaze na zlomené konce DNA.

2. Nukleolyticka degradacii 5’ retazcov.

3. Vazba RPA na 3’ jednovlaknové konce

4. Rad52 naklada Rad51 rekombinazu na ssDNA
(Srs2 helikaza odstranuje Rad51).

5. Rad51-filament hlada homologicki DNA (Rad54).

6. Tvorba D-loopu

7. PrediZenie 3 “ konca filamentu (DNA polymeréaza d)

 SDSA (synthesis dependent strand annealing)- novo
nasyntetizované 3 ~ vlakno je vytlacené z D-loopu
(Srs2 a Mph1 helikdzy) a nasadne naspéat na druhy
koniec dvojvlaknového zlomu (Rad52). Nasleduje
syntéza DNA (Pol d) a ligacia.

®/ e DSBR (double strand break
‘ repair) — tvorba double
Holliday Junction - rozruSeny
Sgsl-Top3-Rmi alebo
rozstiepeny endonukleadzami
—_— (Mus81-Mms4, SIx1-Six4,
SDSA crossovers Radl-Radl0, Yenl).

(non-crossovers)




RecBCD komplex - baktérie

to nuclease

MultifunkCny enzymovy komplex ktory u baktérii spracovava konce
dvojvlaknoveho zlomu v DNA

Helikdzovou aktivitou rozplieta dvojviaknovd DNA

Nukledzovou aktivitou viakna Stiepi

Stimuluje vazbu RecA rekombinazy na 3~ jednovlaknovi DNA




Poskodenie DNA indukuje sumoylaciu
DNA-opravnych proteinov

Sumovylation Targets among Proteins Involved in DNA Replication. Repair, and the DNA Damage Response
That Were Identified in This Study

Process Sumoylated Proteins

Replication Dpb11, Mcm2, Mcem4, Mem5, Memé6, Mesi, Ore2, Orcd, Ore6, Pifl, Poll, Pol2, Poll12 Pol32, Pl Pri2,
Rad27, Rfc2, Rfc3. Rtt107, Slx4 (Abfl, Orc3, Pob3, Ricl, Tof2, Topl, Tap2)

Recombinational repair Mrell, Pso2, Rad50, Sae2 Sawl, Smc6, Xrs2 Yenl (Rad52, Rad59, Rfal, RfaZ, Sqsl, Smc5, Srs2)
NHEJ LifI (Yku70, Yku80)

Postreplicative repair Rad5 (Pal30)

Base excision repair Apnl, Magl, Oggl (Ntel)

Nucleotide excision repair  Radl, Rad2, Rad3, Rad4, Rad7, Rad25, Ssi1, Tib? (Radl6)

Mismatch repair Mihi, Msh3. Mshé, Pmsi

Checkpoint signaling Ddcl, Dunl

Proteins that were previously found to be sumoylated are in parentheses. Italic: sumoylation 1s induced by MMS. Bold: human homologs are
sumoylated (Golebiowski et al., 2009). Underline: phosphorylated by checkpomt kinases (See Table S1). Note that several proteins function in
multiple processes but are assigned to one category for simplicity.




SUMO stabilizuje DNA-opravné komplexy (HR)

Chromatin-associated DMNA damage
SUMOylation machinery 'I'\

Recruitment
of HR factors
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complex formation and DNA repair




Nasledny rozpad komplexov stabilizovanych
pomocou SUMO-SIM interakcii

SUMO-5IM-stabilized protein complex




Single strand annealing

* Single-strand annealing (SSA) prebieha ak
dojde k zlomu v mieste dIhSich repeticii
DNA (rDNA)

1. Resekcia 5’ vlakna na koncoch zlomenej
DNA ako u HR.

2. Priame nasadnutie jednovlaknovych 3’
retazcov, (Rad52 a Rad59)

3. Nehomologickeé sekvencie na koncoch su
odstranené Radl1-Rad10 endonukleazou -
NER. Stiepenie je stimulované MMR
proteinmi Msh2-Msh3.

4. Syntéza DNA a ligacia.

o« SSAvzdy vedie k delécii DNA sekvencie
ohraniCenej repeticiou - je mutagenna.




Translézna DNA syntéza

Translesion synthesis (TLS)

» Proces umoznujuci toleranciu poskodenej DNA.
» Postupujuca replikacna vydlica narazi na neopravitelné poskodenie DNA

Normial Replication Proteins
IV ) Y

_ . DIhodobeé zablokovanie replikacnej
Stalled at position of damaged DNA vidlice vedie k smrti bunky.
- - . Replikacia poskodenej DNA vytvori
* sestersku chromatidu ktora moze byt
Alternative options for translesion synthesis: vyuzita ako templat pre opravu HR.
Hevg,fl::vw Poln Standardné DNA polymerazy (3, €) su
+ @mﬂ (POLH; XPV) nahradené transléznymi polymerazami,
Hev"hHE.\ { ktoré vedia vlozit bazy aj oproti
| poskodenym nukleotidom (pyrimidinovée
P—— (| IMEry, abazické miesto, oxidovana,
deaminovana baza).
Niektoré TLS polymerazy zaraduju
spravne bazy oproti Specifickym
: poskodeniam (Pol n), iné Casto
N, zaraduju nespravne bazy (&, Rev' w

e
-

Restored replication fork movement




Regulacia tvorby DNA opravnych komplexov pomocou PTMs
posttranslacnych modifikacii proteinov

Proliferating cell
nuclear antigen

Lys 164

Recruitrnent Transk=sion
» synthesis

NEUETERBIA
polymerazu na DNA a
Ty e aY  viaze dallSie proteiny
pfi DNA oprave,
Linknown mecharism Eror-fres replikacii

prarthrway

Inhibition of
rec ombinstion

Ly= 164

[
=}
g
a
- —
-8
T
=
- |
.
a
un




Metddy studia DNA opravnych mechanizmov

Geneticka analyza mutantov a ich vztahov

Analyza citlivosti mutantov na latky
sposobujuce Specifické poskodenie DNA

Survival, %

b

Survival, %

Eseje vyuzivajuce Upravu DNA

] 10 20 30 40

Gamma Ray, Kr

Fluorescenc¢na mikroskopia Mretl-YEP

Rfat-CFF

— analyza (ko)lokalizacie DNA opravnych - ol e
proteinov v bunke, ich Casovej naslednosti




Metddy Studia DNA opravnych mechanizmov

In vitro metody

: : : : - - 7515 30 60 - - - - Srs2(nM)
Analyza biochemickej aktivity - - - - - 7515 30 60 SUMO-Srs2(nM)
Vézba na DNA = e o e e il
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Rekonstrukcia opravnych mechanizmov
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Preco Studujeme ludské rekombinazy?

Table 2. List of diseases linked to or associated with either recombination mediators or their interacting pariners, synthetic kethality interactions

are also shown (216,291,292)

Genes Syndromes/disorders

Cancers

Synthetic lethality

BRCALI -

BRCAZ Fanconi anaemia (FANCDI)
RADS5S4B -

RADSIB -

RADSIC Fancom anaemia (FANCO)

BLM Bloom

WERN Werner

RECQL4 Rothmund-Thomson

p33 Li—-Fraumeni

FANCM Fanconi anaemia (FANCM)
PALB2 Fanconi anaemia (FANCN)

Potential associations with diseases

RADSI1 -

DMCI Infertility

XRC(C2 -

XRCC3 -

RADSID -

DSS1 Split hand/split foot malformation

Breast, prostate, ovarian cancer
Breast, prostate, ovarian cancer

Colon cancer, non-Hodgkin lymphoma
Lipoma, uterine leiomyoma

Breast, ovarian cancer

Breast, pancreatic, lung cancer, etc.

Breast, pancreatic cancer

Breast cancer in BRCA1 and BRCAZ2 carriers

Breast cancer

Basal cell carcinoma, malignant melanoma, bladder cancer, breast cancer

Breast cancer
Skin squamous cell carcinoma

PARPI

PARFI1, RADS2
PARPFI, FENI
PARFI




EMSA of RAD-51-ssDNA complexes = RFS-1-RIP-1

Mg-AMPPNP
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For a fixed concentration of RAD-51 in the presence of nucleotide and magnesium, more molecules of
radiolabelled DNA display retarded migration due to the formation of DNA-protein complexes in the presence
of RFS-1-RIP-1.




RFS-1-RIP-1 stimulates RAD-51 recombinase activity

4 mM CaClz, 2 mM ATP

37 °C
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HsRad51
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% strand exchange product

% displacment loop product

n =4, errors = standard deviation
n = 4, errors = standard deviation

Preliminary EM data suggest that RFS-1-RIP-1 complex remodels the Rad51
filaments to shorter ones




