Rekombinacija in
popravijanje DNA

Voet 3: poglavja 30.5 — 30.7
Stryer 5: poglavji 27.51n 27.6

Krebs 3: poglavji 15in 16



Rekombinacija

* homologna (=splosna): zamenjava homolognih segmentov med
dvema molekulama DNA — poteka med mejozo pri evkariontih in
pri nekaterih tipih popravljanja napak na DNA

* mestnospecificna: pri prokariontih (haploidni), kjer druga veriga
DNA vstopi v celico (transformacija, transdukcija, konjugacija)

* somatska: v celicah imunskega sistema, kjer je potrebna velika
pestrost zapisov (npr. za razliCna protitelesa)



Prenosi DNA med prokarionti

Transformacija: sprejem
tuje DNA iz okolice

Transdukcija: bakteriofagi
prinasajo DNA iz druge
bakt. celice

Konjugacija: DNA prihaja iz
druge celice iste ali druge
vrste medtem, ko sta celici
fiziCho povezani
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Rekombinacija /2
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potrebna je aktivhost nukleaze in ligaze

alternativha modela: Messelson-Raddingov in model
popravljanja dvojnih prekinitev
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Cre recombinase

Cre iz faga P1 deluje na tarCha mesta loxP (34 bp)



Bond

Holliday junction

/‘ \/Isomerization

J~ Holliday junction @



Rekombinaze:
encimi, ki katalizirajo izmenjavo verig DNA

- RecA (E. coli)
- RAD51 (S. cerevisiae)

- Cre (fag P1)
- FLP / FRT

Pri E. coli mutante recA- izmenjujejo DNA 104-krat redkeje kot recA+.

RecA se veze na DNA (ds ali ss) neodvisno od zaporedja — predpogoj je zareza

z vsaj 1 nt ssDNA — in naredi filamente, dolge tudi >1000 monomernih enot. Vezejo se
na homologna mesta in ob hidrolizi ATP katalizirajo izmenjavo verig.

~6 monomerov se veze na 1 zavoj dsDNA, ki se razvleCe in vsebuje ~19 bp.



Struktura rekombinaze RecA in sestavljanje fillamentov

Mature Reviews | Molecular Cell Biology



Nukleoproteinski filament z RecA
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dsDNA

|lzmenjava verig s posredovanjem RecA

RecA

protein
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ssDNA

Heteroduplex DNA

ssDNA

Nature 453, 463-466(22 May 2008)
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Iniciacija rekombinacije: RecBCD
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330 kDa, helikaza + nukleaza

http://labs.fhcre.org/gsmith/index.html http:/iwww.esrf.eu/news/spotlight/spotlight13dnarepair/index_html/



Mehanizem delovanja RecBCD

\GCTGGTGG; RecBCD

Helicase activity of RecBCD
unwinds DNA&, and its
exonuclease activity degrades
both single strands
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At CHI site, 3' —2 &' exonuclease
activity decreases; continued
unwinding and enhanced &' —3'
exanuclease activity yields
single-stranded 3" end
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mesta hi: pri fagu lambda pogosta mesta zaCetka rekombinacije, pri E. coli na ~5 kb
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A Fuente: Mathews
% Digital Librany

RuvA: veze RuvB na DNA
RuvB: helikaza, premika mesto prekrizanja po DNA
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DNA Transposon
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Insertion sequences

neomycin phosphotransierase

Iacking terminal I1Se, 8.g. TnA
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Vrste mutacij

. . tranzicije/transverzije
* delecije 1 ali veC baz
* insercije 1 ali veC baz

tranzicije: pirimidin z drugim pirimidinom, purin z drugim purinom
transverzije: pirimidin s purinom ali obratno



Tavtomerizacija stranskih skupin na bazah
keto (-C=0) - enol (=C-OH)
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(keto or lactam form) (enol or lactim form)

Copyright 1888 John Wiley and Sons, Inc. All ights reserved.

http:/iwww.mun.ca/biochem/courses/3107/Topics/DNA_properties.html



Tranzicije zaradi tavtomerizacije str. skupin na bazah:
amino (-NH2) - imino(=NH) O A..T2>A...C

Cytosine Adenine
(rare imino tautomer)
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Tautormnerization of anadening residug can result in the
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Poskodbe in mesta, obcutljiva za kemicne spremembe DNA in vivo.
rdeCe: oksidacija, modro: hidroliza, zeleno: metilacija



Kemicni mutageni
oksidativha deaminacija C - U, A - hipoksantin, G - ksantin
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Insercije zaradi interkalacije: Mas A
ploske organske molekule se vrivajo med bazne pare
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Ethidium bramide

Mucleatids
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Aflatoxin B,
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H 0 OCH:

Active DNA-modifying agent






Mehanizmi popravljanja okvar na DNA:

NAPAKE NA 1 VERIGI

- direktno popravljanje (npr. T-dimerov, metiliranih G)

- popravljanje z izcepom baze (BER) — Ce je baza kemi¢no modificirana

- popravljanje z izcepom nukleotida (NER) — Ce napaka pomeni distorzijo dvojne vijacnice
- popravljanje neujemanja (MMR) — nesparjeni bazni pari po replikaciji

NN — JNINVA

repair
/\ ' Nucleotide-excision

repair

NAPAKE NA 2 VERIGAH
- nehomologno povezovanje koncev (NHEJ)
- homologna rekombinacija



DNA Photolyase from E. coli
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Popravljanje kemi€no modificiranih baz - direktho popravljanje
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Odstranjevanje metilne skupine z metilgvanina s samomorilskim encimom O(6)-metilgvanin metiltransferazo (MGMT).
Encim se v reakciji metilira in ob tem inaktivira.

http://www.atdbio.com/content/15/Mutagenesis-and-DNA-repair



Nature 315 (6020), 604-606, 1985

|lzvihane baze na mestu mutacije: ,base flipping’



Prepoznavanje h€erinske in starSevske verige

Starsevska veriga je metilirana, hCerinska pa sprva se ne (E. coli).
Pregledovalni proteini morda delujejo predvsem na mestih zarez med delnimi produkti
podvojevanja genoma (predvsem pri zastajajocCi verigi in pri evkariontih).

Popolno metilacijo kasneje, po morebitnem popravljanju napak, katalizirajo vzdrzevalne
metiltransferaze.
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NH, NH,
) “CI
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sugar sugar
cytosine (C) 5-methylcytosine (mC)

5-methylcytosine-
b binding pocket

Protein UHRF1 prepozna hemimetilirana mesta na DNA in nanja usmerja DNA-metiltransferazo I.
Interakcija z DNA poteka preko domene SRA, ki so ji doloCili strukturo v prosti obliki in v kompleksu z DNA.

Nature 455, 818-821(9 October 2008)



Popravljanje z izcepom baze (BER)

1. Okvarjeno bazo odstrani DNA-glikozilaza (za razlicne baze razlicne). S tem
nastane abazicno (AP) mesto na verigi.
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0
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http://www.atdbio.com/content/15/Mutagenesis-and-DNA-repair
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Popravljanje z izcepom baze

2. ManjkajocCi del se zapolni po delovanju AP-endonukleaze, DNA-polimeraze in

DNA-ligaze.
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alternativni mehanizem z zamenjavo vec nt



Popravljanje z izcepom nukleotida (NER)

Napake v obliki dvojne vijaCnice prepoznajo proteini, nato nastane ,denaturacijski
mehurcek’, dolg ~30 bp. Pride do uvedbe dveh zarez, izcepa vmesnega segmenta
in do popravljanja z DNA-polimerazo in ligazo.
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Popravljanje neujemanja (MMR)

Proteini prepoznajo nepravilni bp. Na nemetilirani verigi (hCerinski) endonukleaza
zareze na obeh straneh mutacije, eksonukleaza odstrani vmesni del. DNA-
polimeraza in ligaza zapolnita vrzel.
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Mismatch
Parental DNA

Daughtar DNA

mutH binds hemimethylated GATC
mutS binds mismatch
mutl binds to mutS and mutH




FATE methylation

byl am methylase
* *
GATC CAT GATC
CTAG ST CTAG
* *

Prepoznavanje mesta mutacije
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GATC C GATC ™
CTAG CTAG
* *
SO RO BONGT I ST BT
) . ) GATC GATC ™
Dimer MutS (MutS2) prepozna napacno sparjeno bazo na CTAG CTAG
hCerinski verigi in se veze nanjo.
S gk Ao o Sesinetd mh e SRS T
MutH se veze na hemimetilirana mesta, aktivira pa se po stiku S{iﬁg AT
z dimerom MutL (MutL2), ki se veze na MutS2-DNA. * i HU:H E
Sl oy Aoty i STl ey Sues
Na DNA naredi zanko in skenira, kje je najblizje metilacijsko
mesto d(GATC), kar je lahko tudi ~1 kb stran. GRIt
e

Kompleksu sledi eksonukleaza in razgradi DNA.

IzreZe se regija, ki je daljSa kot samo do mesta mutacije.

DNA-polimeraza sintetizira novo komplementarno verigo.
Koncno vrzel zapolni DNA-ligaza. Metilaza Dam metilira
h&erinsko verigo.

LR R U ro e B T e T

AT CTT AT
CTAG GTA CTAG
* *
Expiion and resymthesic by DHA polymerase I
GATC CAT GATC
CTAG GTA CTAG
¥

http:/www.sci.sdsu.edu/%7Esmaloy/MicrobialGenetics/topics/mutations/mismatch-repair.html
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Uravnavanje SOS-odgovora pri E. coli
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Princip SOS - popravljanja
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DNA-pollll se ustavi na mestu mutacije (dimer TC). Na mestih za mutacijo so vezani SSB in RecA v
obliki filamenta. Ker popusti blokada LexA, se sintetizira UmuD. Ta se procesira do aktivne oblike
UmubD’, ki pritegne UmuC. Ta kompleks (UmuD‘2C) je DNA-pol V brez eksonukleazne aktivnosti in
nadaljuje sintezo preko mutiranega mesta.

Za organizem je mutacija bolj sprejemlijiva kot prekinitev sinteze.
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Experimental ' Experimental plate
Sample .

Eutpﬂ:lﬂd - . P
ik n - Incubation

Media lacking histidine

Cultures of Colonies of
histidine-dependent revertant
Salmonella bacteria

Incubation

Control plate

© Two cultures € The €) Each sample is poured € The numbers of colonies on the experi-
suspected onto a plate of medium mental and control plates are compared.
mutagen is lacking histidine. The The control plate may show a few
added to the plates are then incubated spontaneous histidine-synthesizing
experimental  at 37°C for two days. revertants. The test plates will show an
ability to sample only; Only bacteria whose increase in the number of histidine-
synthesize rat liver histidine-dependent synthesizing revertants if the test
histidine extract (an phenotype has mutated chemical is indeed a mutagen and
(histidine- activator) is back (reverted) to potential carcinogen. The higher the
dependent). added to both  histidine-synthesizing concentration of mutagen used, the
samples. will grow into colonies. more revertant colonies will result.

Caopyright € 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Banjamin Gummings.
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