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Mutace:
zdroj geneticke variability

dédiéné zmény v genetickém materialu:
- zmény struktury nebo pocétu chromozomu

- zmény na urovni jednotlivych genu (zamény paru bazi, inzerce,
delece)

nezameénovat se zménami genotypu (a tim i fenotypu), které jsou
vysledkem novych kombinaci jiz existujicich genetickych variant
(rekombinace)

zaklad evoluce



i Vyskyt a rozdeleni mutaci

= U jednobun écnych organizmu se kazda mutace duplikuje pfi
replikaci a predava se do dalsi bun éc¢né generace

= U mnohobun écnych se mutace predavaji potomstvu jen pokud se
objevi v genomu bunék zarode €né linie

= mutace v DNA somatickych bun ék se objevi jen v jejich
potomstvu

Klasifikace mutaci:

= gametické : pouze u bunék zarodecné linie, mohou zpusobit
dédi¢né choroby
" somatickeé : pouze u bunék somatickych



Diploidni stav chrani pred
skodlivymi ucinky mutaci

/’
u diploidnich organizmud ma kazdy gen 2 kopie \
(D

pfi poSkozeni jedné z nich, muze druha poskytnout spravnou
informaci

zabranéni defektu (pokud mutace neni dominantni)

odhad: kazdy ¢lovék nese tolik Skodlivych mutaci, které by
v haploidni konfiguraci znamenaly osminasobnou letalitu

diky hromadéni mutaci béhem staleti jsou dnesni lidé geneticky
ponékud odlisni od svych prfedku



Co ovlivnuji mutace?

= strukturu genu (a tim jejich produkt() Mutation
nebo regulagnich oblasti v DNA |

Mutated Genotype

= strukturu chromozom 0 (chromozomové aberace: duplikace, delece,
inverze, translokace)

" strukturu genomu:
= aneuploidie — zména podctu urcitych chromozomu

= euploidie — zména poc¢tu chromozomych sad



Typy mutaci

" bodova : tyka se jedné baze

" nulova : zcela inaktivuje gen

point mutation

= tésna (,tight): jasny fenotypovy projev (napf. uplna ztrata schopnosti
rustu za urcitych podminek nebo znemoznéni tvorby produktu dané
biochemické drahy)

" netésna (,leaky"): ¢aste€¢na aktivita genoveého produktu zachovana
(napf. zbytkova aktivita enzymu umozni alespon pomaly rust za urcitych
podminek)
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" substituce : baze nahrazena jinou
" inverze : usek DNA prevracen, zustava ve stejném misté

" duplikace : usek DNA duplikovan, druha kopie obvykle zustava
v sousedstvi pavodni

" delece: z DNA odstranéna jedna nebo vice bazi

" inzerce : do DNA vélenéna jedna nebo vice bazi

" tfranslokace : usek DNA pfenesen z puvodniho mista do jiného
— bud' stejné nebo jiné molekuly DNA

Reciprocal translocation between
nonhomologous chromosomes

(alelcp[E[F]6) CAalslLIm[N]O)

....................... -
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Substituce bazi

" tranzice : pyrimidin nahrazen
jinym pyrimidinem (T za C a
naopak) nebo purin nahrazen
jinym purinem (A za G a naopak)

" transverze : pyrimidin nahrazen
purinem nebo naopak
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Jsou mutace
uzitecneée nebo skodlive?

jak ktere....
= VeétSinou Skodlivé s negativnim vlivem na funkci genovéeho produktu

= poSkozenym genovym produktem nemusi byt vzdy protein, ale také RNA
(tRNA, rRNA, atd.)

= mutace mohou poskodit také nekddujici, ale dulezité signalni sekvence
= VetSina mutaci nema vyznamny vliv na pfeziti organismu — jsou neutralni
= VvzAcné ma mutace pozitivni vliv na preziti a reprodukci organizmu

= hromadeéni téchto prospésnych mutaci umozni organizmu vyvoj v ménicim
se prostredi



Zavaznost mutaci zavisi
na jejich typu a umisteni

H H O
[
mutace ménici smysl kodonu (,missense mutation* ) ”‘““(E;C‘O”
jsou nejbéznéjsi | ’
P v v = , . . glycin L-kyselina glutamova
vedou k zameéneé jedné aminokyseliny v molekule & e
proteln_u zajmoy o - | o g
pokud je mutaci puvodni aminokyselina H-N-C—C—OH H=N—C—C-OH
nahrazena chemicky pfibuznou — obvykle bez vaznych " i
nasledku (konzervativni substituce ) CooH

nasledky jsou vazneé, pokud zméni zpusob slozeni proteinu
nebo strukturu aktivnino mista (radikalni substituce )

CONSERVATIVE SUBSTITUTION RADICAL REPLACEMENT

DNA mutation
GCA = GGA

DNA mutation
GCA = GAA

Amino acid

Amino acid
change change
ALA = GLY ALA = GLU
ORIGINAL MUTATED
PROTEIN PROTEIN ORIGINAL MUTATED
PROTEIN PROTEIN

(glutanine has extra
negative charge

and folds incorrectly) 10




1. Hydrofobni neboli nepolarni postranni skupiny.

glycin L-alanin L-valin L-leucin L-izoleucin L- prolin L- fenylalanin L- tryptofan
(Gly) (Ala) (Val) (Leu) (lle) (Pro) (Phe) (Trp)
[G] [Al V] (L] U L [F] W]

T Tg P P P Ty TR g

H—N—(ll—C—OH H—N—(|3—C—OH H—N—(ll—C—OH H—N—(ll—C—OH H—N—?—C—OH H—/N—C\—C—OH H—N—(F—C—OH H—N—(E—C—OH
H CH CH CH CH CH CH CH

3 N [ 2 " Chx . She [ - ik
CH; CH;, CH CH, CHj CH, C=CH
/ N\ / \
CH, CH, CHg NH
2. Hydrofilni neboli polarni postranni skupiny.

L- metionin L-serin L-treonin L-tyrozin L-asparagin L-glutamin L- cystein
(Met) (Ser) (Thr) (Tyr) (Asn) (Gln) (Cys)
(M] [S] [T] A (N] [Q [C]

e iHg o wHg oowMe Mg o Wwe o g

H—N—(')—C—OH H—N—(ll—C—OH H—N—(|I—C—OH H—N—(l‘,—C—OH H—N—?—C—OH H—N—(|3—C—OH H—N—(IJ—C—OH
|CH2 CHy H—(|:—CH3 (l:H2 CH, CH, |CH2
|
CH, OH OH C—NH, Oty SH
Il
S—CH, 0 |<|:—NH2
|
OH &
3. Kyselé postranni skupiny. 4, Bazické postranni skupiny.
L-kyselina asparagova L-kyselina glutamova L-lyzin L-arginin L- histidin
(Asp) (Glu) (Lys) (Arg) (His)
(O] [E] K] R (H]
T T TR g 1S
H—N—CIJ—C—OH H—N—Cl—C—OH H—N—(II—C—OH H—N—(')—C—OH H—N—(ll—C—OH
CHy CHy Chy CHy CHy
COOH CH CH C—N
e ek |2 TR
COOH CH, CH, HC—N
| H
H,N — CH, Wit
C=NH

|
NH,
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Nekterée mutace jsou letalni
jen v urcitych podminkach

napr. teplotn é senzitivni (ts)

"\

= protein se sklada spravné jen v nizsi
(permisivni ) teploté

= Uuzite€né pro experimentovani (letalni
mutace je obtizné studovat)

mmmmmm

WILD TYPE

TRANSCRIPTION
AND
TRANSLATION

WILD TYPE
PROTEIN

HIGH
TEMPERATURE

MUTANT

MUTANT
PROTEIN




Nonsense mutation

Original DNA code for an amino acid sequence.

o A EAGCAGEAGEAGEAGEAS

bases

NesmySIné =< Gin H Gin H Gin H Gil‘l H Gin H GIn H Gin -
)

Amino acid Replacement of a

single nucleotide,

mutace EFTITTTTT] FETITIITIIVE

Protein

Incorrect seqgence causes
shortening of protein.

" mutace, kterymi se kodony

kodujici aminokyseliny méni na
kodony nesmysiné
—terminacni (UAA, UAG, UGA)

New stop codon Original
due to mutation stop codon

® zpusobuji pred€asné ukonceni
syntézy polypeptidového fetézce

y Shortened
protein

= zkraceny polypeptid se nemuze
spravné poskladat

" obvykle podléha degradaci




PROSTOR

PRO VASI

INZERCI

Inzerce

= vélenéni useku DNA do kédujici sekvence obvykle zpusobi
jeji inaktivaci

" (c€inek zavisi na rozsahu a umisténi (kratSi inzerce mohou
umoznit alespon ¢aste¢nou aktivitu puvodniho proteinu)

Casté pfi¢ina inzerci:
" mobilni genetické elementy (transpozony)

DNA INSERTION OF TRANSPOSON

INSER”%%ON

OF

N

14



Inzerce muze aktivovat
genovou expresi

zména vazebného mista pro represor
zména v promotoru — napr. prevedeni genu pod kontrolu

transpozonového promotoru

Figure 21-17 Principles of Biochemistry, 4/e
© 2006 Pearson Prentice Hall, Inc.

NORMAL

Transcription

TRANSPOSON INSERTION

Transcription

Transposon promoter

15



‘_L Mutace men

= baze se ¢tou po tfech jako kodony

= zafazeni nebo odstranéni 1 nebo DA
2 bazi zasadné méni genetickou st
informaci — vede k ztraté funkce '
proteinu

= inserce nebo delece 3 bazi cteci | "™
ramec neméni — proteinmao 1
AK vice nebo méné, jeho funkce
obvykle neni zasadné zménéna

Groupeciasz

I 4 I 4 ~

ici ¢cteci ramec

GAG -

Glu

GAG -
GAG -

Glu

GAG -
GAG -

Glu

GAG - eee
GAG -

Glu

- Ala -

- Ala -

- Asp -

- Ile -

WILD-TYPE

GCC - ATC - GAA -

Ile - Glu - Cys - Leu -

DELETE ON

GeC - ATC - GAA - TGT - TTG -

GCA - TCG - AAT -
Asn -

Ser - Val - Trp -

DELETE TW

Gee - ATC - GAA -
GAT - CGA - ATG - TTT - GGC

Arg - Met -

DELETE

- ATC - GAA -
ATC - GAA - TGT -
Glu -

Cys - Leu -

GG

GTT - TGG -

TGT - TTG -

Phe - Gly -

TGT - TTG -
TTG - GCA -

Ala -

GCA -

Gln -

- AAG -

GCA -
Ala -

CAA -

GCA -

Lys -

GCA -
AGG -

AGG -
Arg -

AGG -
GGA -

AAA
Lys

AAA
AA

Gly - -

AGG -
GAA -

AAA

Glu - -

AGG -
AAA -

AAA




Inverze

INVERSION
Original
A — 217

obraceni useku DNA

preruSi-li kodujici sekvenci
— ztrata funkce genu Partof  Gene?2 Part of

gene 1 gene |

jsou-li koncoveé sekvence obraceneho useku v intergenovych
oblastech (inverze zahrnuje i promotor) — gen zustava intaktni, i kdyz
bude pfepisovan v obracené orientaci jeho funkce ztracena nebude
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Translokace

vyClenéni Useku DNA z puvodniho
mista a jeho inzerce do mista nového
téhoz nebo jiného chromozomu

je-li kodujici sekvence intaktni —
funkce proteinu nemusi byt ztracena

zaClenénim ¢asti jednoho genu do
genu jiného — ztrata nebo zména
funkce

TRANSLOCATION MUTATION

Original

Original

Chlromosome A

Chromosome B

18



Duplikace

zdvojeni Useku DNA

original a kopie umistény za sebou
(tandemova duplikace)

muze generovat dvé kopie genu
— nasledna divergence umoznuje
vznik novych genu v prabéhu
evoluce

nasobné duplikace (amplifikace)
mohou podstatné zvysit pocet
kopii genu a tak i hladinu jejich
produktu

SHOP TALK

i

@ OngmaIAmSl
Reproduction r|ghts dbtainable from
www. CaftoonStock.com

DUPLICATION

Original

Mutant S .

Tandem duplication =
two identical sequences following each other

19




Tiché mutace

nemeni fenotyp
v nekddujicich mezigenovych oblastech

v intronech (nesmi postihnout kriticka mista
pro sestrin)

mutace neménici kodujici smysl koddnu

(napf. kyselinu glutamovou koduji 2 kodony:

GAA, GAG, pro alanin existuji 4 kodony:
GCU, GCC, GCA, GCG)

ATG

GA
Glu

GA

GCA CGT
Ala  Gly

GCA CGT
Ala Gly

20



utace spontanni a indukovane

V&b &d IS

poruch v organismu, chyb pfi replikaci DNA nebo pritomnosti
neznamée latky v prostredi

iIndukované : pusobenim znamych fyzikalnich, chemickych nebo
biologickych faktorl — mutagen G

21



Bruce Ames
(*1928)

americky bakteriolog
koncem 60. let v Berkeley studuje mutace u Salmonel

pozoruje, ze mutace v urCitych genech znemoznuji rust bakterii
na Petriho misce

pokud se v tomto kmeni odehraje dalSi mutace, ktera schopnost
rustu za téchto podminek obnovi - vznikne na misce bakterialni
kolonie

¢im vice kolonii, tim vétSi mutagenni schopnost pouzité latky,
moznost kvantifikace

22



Amesuyv test
cytotoxicity latek

possible
mutagen a high number of
revertants (his- to his+)
suggests the mutagen
rat liver causes mutations
extract plate incubate
J . . fe=====
media with
minimal histidine
plate incubate
Salmonella strain . _

(requires histidine)

control plate
(natural revertants)

23



Mutagenicita =
i karcinogenicita

=  Ames testuje tisice chemikalii a vytvari katalog latek,
zvySujicich frekvenci mutaci

= Uuc€inéno dulezité pozorovani: latky oznacené jako
mutageny maji tendenci byt i karcinogeny

= dosud neméfitelné se stava méfitelnym

= funguje i pro rentgenové zareni, tabakovy kour

24



Chemickeé mutageny

ovlivAaujici strukturu DNA

= oxidaéni Cinidla (peroxidy, kyslikové radikaly)
= deaminujici latky (dusitany)

= alkylaéni Cinidla (yperit)

" interkalaéni latky (akridiny)

= aromatické aminy (benzidin, naftylamin)

posSkozujici bunécny aparat pro rovnomeérneé rozd élovani
geneticke informace pfi bunécném déleni
= kolchicin

25



Chemickeée mutageny

= latky vyvolavajici mutace bez ohledu na to, zda probiha
replikace DNA (napf. alkylacni latky, kyselina dusita)

= |atky vyvolavajici mutace pouze p ri replikaci DNA
(analogy bazi, akridinova barviva)

26



0
Il

H C Br
\T/ \ﬁ/

C C
0% >N H

i Mutagenni analogy bazi L

5-bromuracil
(5-BU)

strukturné podobné normalnim bazim
= zacllenuji se do DNA pfi replikaci

= strukturni odliSnosti od normalnich bazi zvySuji ¢etnost chybného
parovani a tim vznik mutaci

" napf. 5-bromuracil : analog tyminu — indukuje tranzice z AT na GC

(jiné rozlozeni naboje — zvySeni ¢etnosti tautomerniho pfesmyku do
enolformy, ktera se paruje s guaninem)

5-bromuracil: parovani s adeninem [5-bromuracil: parovani s guaninem
Br O—HmE=Q N~ _~H
B 0 C—C \\C C/ \CI;
r‘ cee — —_— —
N/ 7 N\ /o N\ N
C—C N—C N H—N CT\
70\ N NV cukr
N—C N—H N—C C=—N
\ / / N\ /
N—C cukr O H—N
N\ / \
cukr 0 H
5-bromuracil adenin 5-bromuracil guanin
(ketoforma) (enolforma) 27




Akridinova barviva

napf. proflavin, akridinova oranz
jsou pozitivné nabité, vClenuji se mezi baze DNA
vyvolavaji posunove mutace (zménu ¢teciho ramce)

molekuly
proflavinu

H

\C¢C\C/C§ ~Cx

akridiny

H
|

|
H

H
I

C Co
HNT S NP

H
I

|
C

Co &
S NH,

H H
2,8-diaminoakridin
(proflavin)

H

= zpevnuji a méni konformaci dvousroubovice DNA
" pri replikaci dochazi k delecim nebo inzercim

jednoho nebo vice para bazi — ¢asto posunovym mutacim

28



HNO,

Kyselina dusita

zpusobuje oxidativni deaminaci aminoskupin u adeninu,
guaninu a cytozinu: aminoskupiny se tim méni na ketoskupiny

adenin se deaminaci méni na hypoxantin, ktery se paruje
S cytozinem

cukr

adenin hypoxantin cytozin




i Kyselina dusita

cytozin deaminuje na uracil, ktery se paruje s adeninem

\N H H
N — N _~
\C C/
7\ HNO,
H—C N —_— H—C
\N L C/ Ccukr
N\
cukr O cukr

cytozin uracil adenin

30



Kyselina dusita

guanin se deaminuje na xantin, ktery se paruje s cytozinem
(deaminace guaninu neni mutagenni)

H
/
H N O H N e — H
\(|;¢ \C — C// \(|:¢ \C — C//O H N\C — C/
/ C N—H — / & N—H-N
cukr \N __ C/ cukr \N— C/ \C— N/
\ /N 7\
I|V—H H O 0 cukr
guanin H xantin cytozin
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Cl—CHy—CHy—S—CHy—CHy—Cl
di-(2-chloroetyl) sulfid
(hof€iény plyn)

CHy—CHy—0—S0,—CHj

etylmetansulfonat

Hydroxylamin a alkylacni latky

Hydroxylamin NH,OH “ﬂrgﬂ’f
hydroxylamin ch: E\N il

specificky Gginek: \a 2/ }
" hydroxylace aminoskupiny cytozinu wgf: N uun/
= vznikly hydroxylaminocytozin se paruje s g ook 9 \ -

adeninem (tranzice GC na AT) Hc,ff’s : }\H. - Ve 5\ 13’

iy —H=———— 4C—N
, . ) , >“3'_?L/ \}ﬂ':z—— a/ £ |anr
Etylmetansulfonat a yperit (ho  F&iény plyn) N TN AR
hydroxylcytosine (HC) adening (A)

= alkylaéni latky

" pFenos metylové nebo etylové skupiny na baze DNA, coz zpusobuje zménu
parovani bazi

= alkylaci guaninu yperit zptsobuje zmény, které blokuji replikaci
a bunécéné déleni (Gvahy o vyuziti v 1éCbé rakoviny)

" indukuje vSechny typy mutaci (tranzice, transverze, posunové mutace

| chromozomové aberace) 32



Fyzikalni mutageny

lonizujici za feni (rentgenove, gama, kosmicke):
vyvolava zlomy DNA

neionizujici za reni (UV): specificka absorbce pfi
vinové délce 260 — 280 nm, tvorba dimeru tyminu

stupen poskozeni DNA odpovida davce
absorbovaného zareni

33



NEBEZPECNE

Mutace indukované
ionizujicim zarenim

= kratSi vinové délky a vétSi energie nez u svétla viditelného

= pronika hluboko do tkani, narazi do atomu, uvolfiuje elektrony,
vznikaji pozitivne nabité radlkaly a ionty, které vyvolavaji vznik
dalSich iontu (proces ionizace)

viditelné svétlo
A

750 nm
cervena
Zluta
zelena
modra
380 nm -

/

S ikrov] infracervené UV zéfeni kv X gama kos'rpické
radiové viny mikroviny SArani zareni | paprsky Zafeni Zafeni
T T T T T T T T T T T T T T T T
3 9 6 3 -3 -5 Inova délk
10 m 10" nm 10" nm 10° nm 1nm 107 nmm 10" nm vinova aelka
(1m) L " |
ionizujici zafeni
< -
nejnizsi energie nejvyssi

34



UV zareni

nizSi energie nez u ionizujiciho zareni

pronika jen do svrchnich vrstev, silny mutagen u jednobunécnych
organismu

nezpusobuje ionizace

energie zareni je zachycena atomy, jejichz elektrony prechazeji
do excitovaného stavu — zvySeni reaktivity atomu a molekul

v DNA tim dochazi k vzniku mutaci

nejvetSi mutagenni UCinky pfi 254 nm (maximum absorpce bazi
pfi této vinoveé délce)

35



UV zareni a pyrimidiny

NH, NH,

) e | 1
po pohlceni UV se stavaji pyrimidiny N -
velmi reaktivnimi a meni se na L) 2 R

.. , ) : PN O/C\N/C\
pyrimidinové hydraty a dimery | |
H H
(ﬁ ﬁ (|)| CH, CH3(|)| cytozin cytozinhydrat
H\N/C\C/CHS H\N/C\C/CH3 H\N/C\(':_J:/C\N/H
., - ' — e
O/C\N/C\H O/C\N/C\H O/C\N/(\:_T\N/C\o
| | | H oA
H H H H
tymin tymin tyminovy dimer

tyminove dimery porusuji strukturu DNA
a narusuji replikaci
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i Biologické mutageny

" viry

" mobilni genetické elementy

37



Mutace indukovane
mobilnimi elementy

transpozony: oblasti DNA, které se mohou v genomu prfemistovat

inzerce transpozonu
muze gen inaktivovat
(mutagenni uc€inek)

[DNA

[MRNA

[polypeptid

transpozon
A
| |
I I
________ /' ’ v ’
l/ preskok genovy segment rozdéleny
gen v transpozonem
A A

| 1 I |
_ I > I

l transkripce i transkripce
[EESSSSSSEEeESe————| I I |
nebo
.
translace
translace
AARAARAAANN AANAN
funk&ni polypeptid nefunkeni zkraceny
(genovy produkt) polypeptid




‘-L Mechanismy oprav DNA

= enzymy vyhledavaji poSkozeni DNA a aktivuji opravu

= rozSifené od bakterii po ¢lovéka

= oprava chybného parovani (,mismatch repair®)

= excizni oprava

= oOprava zavisla na svétle (fotoreaktivace) — jen u bakterii
= postreplikacni oprava

= oprava nachylna k chybam (,error-prone*)

39



Frekvence chyb

Table 6-1 Error Rates

US Postal Service on-time delivery of 13 late deliveries per 100 parcels
local first-class mail

Airline luggage system 1 lost bag per 200

A professional typist typing at 120 words 1 mistake per 250 characters
per minute

Driving a car in the United States 1 death per 10% people per year
DNA replication (without mismatch repair) 1 mistake per 107 nucleotides copied

DNA replication (including mismatch repair) 1 mistake per 10? nucleotides copied




Oprava chybného parovani

= mismatch repair‘ — oprava chybneho péarovani
" opravné mechanismy opravi 99% chybné sparovanych bazi

" opravneé proteiny chybné pary naleznou, navazou se na neg,
zajisti odstranéni nesparované oblasti a resyntézu

41



Excizni oprava

probiha ve tfech krocich:

= DNA-endonukleaza rozezna poSkozenou bazi v DNA,
navaze se na ni a vystépi ji

= DNA-polymeraza zaplni mezeru s vyuzitim neposkozeného
komplementarniho vldkna jako matrice

= DNA-ligaza spoji zZlomy ponechané DNA-polymerazou
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Excizni oprava

existuje ve dvou variantach:

= bazova excizni oprava odstranuje abnormalni nebo chemicky
modifikované baze z DNA

= nukleotidova excizni oprava odstranuje rozsahlejSi defekty v DNA

= 0Dbé varianty funguji ve tmé a jsou k dispozici u vetSiny organismu
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Bazova excizni
oprava

DNA-glykozylaza rozeznava abnormalni
baze v DNA a Stépi glykozidickou vazbu mezi
posSkozenou bazi a deoxyribézou

tim vznikaji apurinova nebo apyrimidinova
mista (AP-mista)

AP-endonukleazy rozeznaji AP-mista, ktera
spole¢né s fosfodiesterazami Stépi — dojde k
pferuseni cukr-fosfatove kostry

DNA-polymeraza nahradi chybéjici nukleotid
podle komplementarniho rfetézce

DNA-ligaza obnovi cukr-fosfatovou kostru

5' 3
T 6 ¢ C T T C A G A T C G T
AC G G A A G T C T A G C A

3' 5

l WrRo
Deaminace cytozinu.
= T T T
T G CCTTUAGATTCG T
AC GG AAGTTCTATGTC A
o 5
WrRo

’f
l Navazani
uracil-DNA-glykozylazy.

glykozylaza

AP-misto

Vys$tépeni uracilu (U ).
5 3
g o e Il Ao 4 1T £ 6 1
AC GG AAGTT CTATGTC A

@

5

chybgjici
nukleotid

.

= 2 2 11 R EEE N
AC GG AAGTTGCTIATGTC A
5 5

[
zlom DNA-polymeréaza.

AP-endonukledzou

WRo
Cukr-fosfatovy zbytek je odstranén
a fosfodiesterazou.

5' 3

jednofetézcovy

WRo
misto opravy DNA-ligéza.

ACGGAAGTTGCTATGTC A
3~%5-




Nukleotidova excizni oprava

specifickd endonukleaza (tzv. excinukleaza ) vytvofi zarezy z
obou stran useku posSkozenych nukleotidu

vysStépeni oligonukleotidoveho fragmentu obsahujiciho poSkozené
baze

mezera je odstranéna DNA-polymerazou a DNA-ligazou
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Poskozeni DNA
ultrafialovym zarenim

L= Fl’=O -O- |:|’=O
i : @]
| @) H
\ = / |
o _CammX e 0
2
N _ \(‘ —0 . )
O f’i \( H \I/ \(.‘:()
vk | thymine UV light - (|) 7 : (‘/_
O 80 g “0-P=0 N
O - _N-\._
) Oss A ? ngl C=0
) — = H | CH
H thymine dimer
CH, o
' thymine ’

= Vv dusledku kovalentnich kfizovych vazeb mezi sousednimi
tyminy vznikaji v DNA po UV zafeni tyminové dimery
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Fotoreaktivace

oprava zavisla na svétle
odstra nuje tyminove dimery

zajistena enzymem DNA-fotolyazou
ktery je aktivovan viditelnym svétlem

DNA-fotolyaza dimery rozpoznava,
navaze se na né a rozstepi kovalentni
kfizové vazby s vyuzitim svételné energie

vazba na dimery nastava i ve tme, _
Stepeni jen po aktivaci svételnou energi

-3
Fotolyaza se vaze

na tyminovy dimer v DNA,

fotolyaza
je aktivovana Stépeni vazeb dimerd.
absorpci

modrého svétla

A
\
2

) 2 ;?‘j i A
l Uvolnéni enzymu.

5'm 3
T 6 ¢ C€C T T A G A T

A C G G A A T C T A
3'M5-




Na opravach DNA
zavisi stabilita genu

opravneé mechanismy vychazeji z existence dvou kopii geneticke
informace v dvousroubovici DNA

poskozeny fetézec je opraven podle neposkozeného
posSkozeny fetézec je identifikovan podle atypickych struktur DNA

mutace v genech kodujicich reparacni proteiny zvySuji frekvenci
mutaci, ¢asto vedou k predispozici k rakoviné
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Dédicné choroby zpusobené
poruchami opravy DNA

xeroderma pigmentosum — extrémni citlivost k
slune¢nimu zareni, vznik nadort kuze

dusledek poruchy v oprav & DNA po UV zareni
(tyminovych dimeru)

mutace v genech kodujicich proteiny zapojené
do nukleotidove excizni opravy

casto je postizena excinukleazova aktivita




Dédicné choroby zpusobené
poruchami opravy DNA

Cocayn av syndrom — opozdény rust, poruchy mentalnich
schopnosti

trichothiodystrofie  — kratké koncetiny, lomivé viasy,
Supinata pokozka, psychomotoricka retardace

dasledek poruch v nukleotidové excizni oprav =~ &
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Dédicné choroby zpusobené
poruchami opravy DNA

Ataxia-telangiectasia

Fanconiho anémie

Bloom v syndrom

Werner av syndrom

= vysoka citlivost k ionizujicimu zareni

= chyby v opravach DNA

" vysoka Cetnost chromozomovych aberaci
= vysoke riziko malignit
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i Mezidruhova pribuznost DNA

" diky opravnym mechanismum se zmény ve strukture DNA
VvV prubéhu evoluce hromadi pomalu

" mezi Clovékem a Simpanzem je asi 5 milionu let divergence,
ale jejich nukleotidové sekvence v DNA jsou z 96% identické

" diky presnosti procesu replikace a reparace doslo béhem 100
milionu let jen k minimalnim zménam geneticke informace

whale GTGTGGTCTCGTGATCAAAGGCGAAAGGTGGCTCTAGAGAATCCC

L N W A NN

human GTGTGETCTCGCGATCAGAGGCGCAAGATGGCTCTAGAGAATCCC
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‘_L Rekombinace DNA

" vymeéna useku molekul DNA mezi chromozomy

" nastava ¢asto béhem meiozy pfi pohlavnim rozmnozovani —
vymeény ¢asti homolognich chromozom

= zvétSeni genetické diversity u potomstva — evolucéni vyhoda

= existuje i v prokaryotickych buikach (po pfenosu cizorodé
DNA transformaci, transdukci nebo konjugaci)
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Rekombinace
homologni a nehomologni

homologni

" vymeéna genetického materialu mezi chromozomy,
které jsou natolik podobné, ze mezi nimi muze dojit k parovani bazi
" bézna mezi dvéma kopiemi HOMOLOGOUS NONHOMOLOGOUS
téhoz chromozomu IS SN RECONBINATION
(v meioze) a pfi opravach [~ ' e
zlomu v DNA

nehomologni

" nevyzaduje sekvenéni
homologii




Molekularni zaklad
homologni rekombinace

Two homologous

vzajemneé rozeznani homolognich molecules of DNA
asekloj dvou‘r,.etéZCOVyCh DNA SRR S e e e

preruseni jednoho retézce kazdé
dvousroubovice

vymeéna fetézcu

znovuspojeni za vzniku Hollidayovy
struktury

reakce zprostredkovany
rekombinacnimi enzymy




Dokonceni
rekombinace

" Hollidayova struktura muze
izomerizovat

= oddéleni rekombinantnich
molekul rezolvazou




iMistné specificka rekombinace

" mezi nehomolognimi sekvencemi
" mechanismus, kterym se presouvaji mobilni genetické elementy

" fizend enzymy, které rozeznavaji kratké sekvence na koncich
mobilnich elementu, nevyzaduji rozsahlejSi homologie DNA
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Transponovatelneé
genetickeé elementy

neexistuji samostatné jako plazmidy nebo viry
vymezeny koncovymi sekvencemi
vyznamny zdroj genomoveé nestability

sekvence DNA, které se mohou premistovat v genomu (nahodné)

gene

tra Psposw

gene gene

2. B

transposons
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Transponovatelneé
elementy: celkovy prehled

vyskyt v genomech mnoha druhu (bakterie, houby, rostliny,
ZlvocCichove)

casto tvori jejich vyznamnou soucast (4% u kvasinek, 70%
u nékterych obojzivelnikl a rostlin)

nesou gen kodujici enzym pro vlastni transpozici

ovliviuji strukturu chromozomu a genovou expresi

strukturni a funkéni odliSnosti: 3 tfidy
- transpozony ,cut and paste*

- replikativni transpozony

- retrotranspozony
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Transponovatelneé

Crl

Cut (CTRL-X)

elementy ,,cut and paste*

» nereplikativni

= vyStépeni a presun

= oba kroky fizeny enzymaticky
= v donorovém misté zustava
DNA pferuSena, coz muze byt
letalni pokud nedojde k opravé
= nutna transponaza

[Hecipiento;

EER RN RN

§ B R
\

.;_?v

Donor h

as break

at site of transposon

il
R

ecipient gains
copy of transposon

DNA Transposon |

w
|
End Gene for Another

sequence transposon gene
enzyme

Transposon

enzyme \( ———

i

Transposon is cut out
and inserted at
\ new location
Transposon

Disrupted gene

Enddsan Wesisy Longrnan, lne
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Copy (CTRL-)

Replikativni transpozony

transpozice provazena replikaci

jedna kopie transpozonu zustava v puvodnim misté
a jedna kopie se zaclenuje do nového mista

nutna transponaza a rezolvaza
vzacnéjsi nez ,cut and paste”

Replicative transposon
TE target site
— N —— S s S

"
Rt

"=
"

T~ ( DNA intermediate)

—

: -
donor site -

— (s 9292 AT
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Retrotranspozony

koduji zpétnou transkriptazu

Sifi se procesem retropozice, ktery je zprostfedkovan RNA intermediatem

a ma duplikativni charakter

do genomu se zaclenuje
kopie transpozonu vytvorena
zpétnou transkripci

pfi retropozici se stfida
transkripce se zpétnou
transkripci

na rozdil od retroviru se
netvori virové ¢astice
— pouze nitrobunéény cyklus

DNA of genome Retrotransposon

@ Transcription

Y

Translation ' '
24 / RNA
€ Reverse

()

Nt/
Reverse
transcriptase

_\_\ _/"

transcription
_\ Y of RNAto DNA

@ Synthesis of second
DNA strand

Copyright @ Pearsen Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.

New copy of
retrotransposon

A

@ Insertion
of retro-
transposon
DNA
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Transponovatelneé
elementy u bakterii

= prfemistuji se v ramci bakterialniho chromozomu nebo meazi
chromozomem a plazmidem

=  obklopeny pfimymi repeticemi v dusledku transpozice a obracenymi
repeticemi (vymezujicimi konec elementu)

Transposable element

:Terminal inverted repeat—J
Flanking direct repeat
Hlavni typy:

- IS-elementy - obsahuji pouze geny pro transpozici

- slozené transpozony a Tn3-elementy - obsahuji navic geny,
které koduji produkty nesouvisejici s procesem transpozice
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1S-elementy

obvykle mensi nez 2,5 kb

koncové obracené repetice
A

I |

5'- CTGACTCTT AAGAGACAG - 3'
3'- GACTGAGAA TTCTCTGTC - 5'

\\\ /'/ IS50 \\\ /l/

/// _>\\\ /I,_>\\\
ACATTAACC ACATTAACC
TGTAATTGG TGTAATTGG

| |
V

duplikace cilového mista

ohraniceny kratkymi obracenymi koncovymi repeticemi

mutace v koncovych repeticich eliminuje pfemistovaci schopnost

obsahuji pouze geny pro zajiSténi a regulaci transpozice

koduji transponazu : vaze se ke koncum elementu, kde Stépi oba

retézce DNA — uvolnéni elementu
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1S-elementy

v misté zaclenéni nastava
duplikace Casti cilove DNA

duplikované oblasti dlouhé
2-13 pb se nachazeji po
obou stranach elementu a
maji charakter pfimych
repetic - dusledek doplnéni
SSDNA na dsDNA

mohou ovlivnit expresi genu,
do kterého se zacleni

\\_?\O,f_ 5 5 ) )
Oba fetézce cilové DNA
jsou Stépeny v riznych mistech (Sipky).
1 v 1
5 3
ACCGTCGGCATCA
3 TGGCAGCCGTAGT .
A
RO, o
Q IS-element je zaClenén do mezery
vytvofené posunutymi zlomy cilové DNA.
. - IS
ACCGTCGGCAT CA
3 TG GCAGCCGTAGT
B0z ,
e Mezery na obou stranach |S-elementu
jsou zapInény syntézou DNA, ¢imz se
v cilovém misté vytvofi duplikované
primé sekvence. IS
/ T
ACCGTCGGCAT CGTCGGCAT 933
L[€ GCAGCCGTA GCAGCCGTAGT
eeiealalalalatly
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Fig. 7.20, Integration of IS element in chromosomal DNA.

i 1S ]
3 5’
IR . | _ IR
Insertion of IS element into
chromosomal DNA
Target site
——
Chromosomal 5 3
DNA 3 5
Cut ' l
& - Inserted IS element . >
5 C A '
3!
l IR
Gaps filled by DNA
polymerase, DNA ligase New DNA
5!
3!

L J

Duplicated target site sequence

3;
5:

3 r
5’



Slozeneé transpozony (Th)

obdobné koncove struktury

nesou rezistencni markery

(a)

\L obracené Y

IS1 - IS1

— -

23-np

koncové repetice

Tnd
ULt =5700 np
=~2500 np A
A
gen ble"
gen cam”
gen kan” || gen str
768 np 768 np 1533 np 1533 np
—_— —_— B — ]

- -

S~ g
obracené

koncové repetice

— <]

(b)
Tn10
=9300 np
| A |
gen tet’
1329 np A 1329 np

22-np

obracené

koncové repetice




Transpozon Tn3

4957 np
N

= V cilovem misté nastava duplikace

obsahuje geny, které nejsou pro

transpozici nezbytné

na koncich jsou jednoducha obracena

opakovani

Struktura:

bla

transponaza resolvaza/
represor

38-np obracené

;

B-laktamaza

koncove repetice

Recipient DNA | Jrem

AATTC
TTAAG

AATTC
TTAAG

|

GGGGTCTG
CCCCAGAC

Transposon

B = Direct repeat in recipient DNA
| = Inverted repeat at ends of transposon

Transposon inserts
into recipient DNA

AATTC
TTAAG

CAGACCCC
GTCTGGGG

" gen pro transponazu/rezolvazu a jejich represor
gen pro beta-laktamazu (rezistence k Amp)
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Vyznam bakterialnich
transpozonu v lékarstvi

¢asto obsahuji geny pro rezistenci k antibiotikiim

geny se mohou snadnou Sifit a zvySovat odolnost patogennich
bakterii k antibiotikim

komplikace lécby infek&nich onemocnéni
Sifeni rezistence umoznuje naduzivani antibiotik, Sifeni rezistencnich

genu transpozony a konjugaci
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i Transpozony u eukaryot

rozsifené elementy ,cut and paste” a retrotranspozony
" P-elementy u drozofily
" Ty elementy u kvasinek

" u Clovéka retrotranspozony LINE tvori asi 15% genomu (vétsinou
imobilni ,fosilie®, které kvuli mutacim nejsou schopny transpozice)

= nékteré si pohyblivost udrzuji a mohou zpUsobit choroby
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Sekvence Alu
v genomu cloveka

retrotranspozony
kratka sekvence (350 pb)
1 milion kopii, 11% lidského genomu

fazeny do ,junk” DNA, ale zfejmé hraji roli v urcitych bunécénych
pochodech (napf. pfedstavuji misto vazby kohesinovych
komplexu, které udrzuji replikované chromozomy u sebe pred
segregaci)
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Vyznam

transponovatelnych elementu

pro organizaci genomu

" jeho podstatna soucast
|

spontannich mutaci)

zvySuji cetnost mutaci (u drozofily se odhaduje, Ze vyvolavaji az polovinu

indukce chromozomovych p Festaveb vyvolana rekombinaci mezi transpozony

chromozom se dvéma stejné
orientovanymi transpozony

A B C D E F G
F0r
° Chromozom vytvafi smycku,
takze transpozony
. se mohou vzajemné parovat.
G
A B
C
deletovana oblast
chromozomu ) &l
D / o Rekombinace mezi
P sparovanymi transpozony
- vede k deleci oblasti
E C nachazejici se mezi nimi.
A B F G
() chromozom s deletovanou oblasti C D E

chromozom se dvéma opacné
orientovanymi transpozony

A B c D E F G
=
£0r
o Chromozom se ohyba nazpét,
takze transpozony
se mohou vzajemné parovat.
G F E
D
A B
07
° Rekombinace mezi sparovanymi
transpozony vede k inverzi oblasti
nachazejici se mezi nimi.
A B E D C F G
-

chromozom s invertovanou oblasti C D E

(b)
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Vyznam
transponovatelnych elementu

pro evoluci
" pfirozené nastroje genoveho inzenyrstvi

= Sifi se a tim mohou svym hostitelm poskytovat selekéni vyhodu

" jiné jsou genovymi parazity
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