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MECANISMELE DE REPARARE A LEZIUNILOR ADN

Genomul uman suferd numeroase si variate leziuni, spontane sau
Induse de agenti externi sau interni.

Totusi, rata mutatiilor este mentinutd la un nivel scézut prin
interventia unor sisteme de recunoastere a leziunilor ADN si de
reparare enzimatica, ce realizeaza fie o restitutie fidela a structurii
initiale, fie o reparare partiald, cu defect.

Exemple de leziuni ADN:

» Baze modificate chimic

» Baze imperecheate gresit
» Dimeri pirimidinici

» Situsuri apurinice

» Rupturi mono/bicatenare
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SISTEME DE REPARARE

(J Sistemul de reparare prin excizia bazelor modificate — BER
[ Sistemul de reparare prin excizia nucleotidelor — NER

1 Sistemul de reparare prin excizia bazelor imperecheate gresit —
MMR

 Sistemul de reparare directa monoenzimatica- MGMT

 Sistemul de reparare a rupturilor ADN



Mecanismul general

Recunoasterea situsului lezat

Desfacerea dublului helix

Excizia fragmentului alterat
Indepdrtarea si degradarea fragmentului
Resinteza lacunei

Realizarea legaturii fosfodiester



Sistemul BER = sistemul de reparare prin excizia
bazelor modificate
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Sistemul BER

Dama%ed base

—
— B
— B
—
—
—< B
— B
—
—
— B
— B

lDNﬂ glycosylase
AP site

—
—
—
—
—

—
—
—
—
—

i AP endonuclease

—
—
—
—il [
— [

—
—
—

DA polymerase |

DA ligase

iy e
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—

Tel Ry




Sistemul BER

1. Recunoasterea leziunii si crearea unui situs abazic

Damaged base
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Baza modificata chmic este
recunoscuta de enzima ADN
glicozilaza ce creeaza un
situs abaazic.



Sistemul BER

2. Indepartarea fragmenului lezat
3. Sinteza fragmentului

l’ﬂp endonuclease Endonucleaza APE1l
produce 0 ruptura

R R 3" monocatenara.
7 A

(calea scurta) sau ADN

A B E R B R EEEEE D gl aangs nucleotde
ALLLELELERE.

l gm*ﬂ* polymerase | Enzima ADN polimeraza B
o restabilind structura initiala.

ADN ligaza 3/1 realizeaza
sudarea capetelor.
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Sistemul NER - sistemul de reparare prin excizia nucleotidelor

Leziuni reparate:
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Sistemul NER - Sistemul de reparare prin excizia nucleotidelor

1. Recunoasterea leziunii

2. Desfacerea dublului helix

1. Sistemul implica gene si proteine
ce recunosc leziunea:

- XPC si hHR23B - pentru sistemul
global genomic de reparare

- CSB/ ERCCG6 - pentru sistemul
cuplat transcriptiei

2. XPD si XPB, componente ale TFIIH,

separa catenele de ADN in portiunea
n care este localizata leziunea,
realizand o bucla de 30 de nucleotide

1. Damage recognition
[GG-NER] (TC-NER)

HHR238
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Sistemul NER

3. Sectionarea catenei ce contine leziunea

Enzimele XPG si XPF/ERCC1 cu
activitate endonucleazica, sectioneaza

catena pe care se afla leziunea,

indepartand 0 secventa

aproximativ. de 30 nucleotide ce

contine leziunea.
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3. Strand dual incision



Sistemul NER

4 .Sinteza fragmentului indepartat

5. Sudarea fragmentului si repararea leziunii

ADN polimeraza & sau € sintetizeaza strand ligation WM
secventa fragmentului excizat, 1n

prezenta PCNA, RPA, RFC.

ADN ligaza 1/3 reface legaturile 5. Repaired DNA
fosfodiesterice, realizand integrarea

fragmentului nou sintetizat. mjm_[




Boli cauzate de deficiente ale sistemul de reparare prin excizia
nucleotidelor -NER

J Xeroderma pigmentosum
- afectiune cauzata de mutatii ale genelor XPC

Hipersensibilitate la
expunerea solara
(UV)

J Sindromul Cockayne
J Tricothiodistrofia



Sistemul MMR - Sistemul de reparare prin excizia bazelor
imperecheate gresit

Leziuni reparate: Imperecherea gresita creaza o
R ] distorsiune in catena nou
- Baze imperecheate gresit sintetizata, nemetilata, care va fi
. e e . recunoscuta de o0 serie de
- Mici deletii si insertii (bucle) oroteine.
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Sistemul MMR - Sistemul de reparare prin excizia bazelor imperecheate gresit

1. Recunoasterea leziunii

Baze imperecheate gresit Mici deletii si insertii (bucle)
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- MSH2 si MSH6 recunosc bazele imperecheate gresit

- MSH2 si MSH3 recunosc micile deletii si insertii

- initierea procesului de reparare se realizeaza dupa interactiunea
complexelor MLH1/PMS2 si MLH1/PMS1 cu complexele proteice de
recunoastere anterioare



Sistemul MMR

2. indepartarea fragmentului lezat

Indepartarea fragmentului cu
erori, se realizeaza de catre

exonucleaza l.




Sistemul MMR

3.Sinteza fragmentului indepartat

4. Sudarea fragmentului si repararea leziunii ;

Strand excision

Sinteza fragmentului indepartat este
Pol &%

realizata de catre polimeraza ADN PCNA
polimeraza & sau € ce replaseaza bazele i
normale. L

Strand resynthess

ADN ligaza

Refacerea legaturii fosfo-diesterice
este realizata de catre o ADN-ligaza.
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REPARAREA DIRECTA MONOENZIMATICA

- Leziuni reparate: metil guanina

- enzima : 06- metil guanin metil transferaza - MGMT
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Prin interventia unor catabolipi celulari reactivi
se formeaza O6-metilguanina.

In acest caz, se produce o reparare directa,
prin interventia enzimei metilguanin-metil-
transferaza (MGMT).

Aceasta transfera gruparea metil de la nivelul
O6-metilguaninei pe un reziduu propriu de
cisteina formand 5-metilcisteina, o molecula
foarte stabila ce inactiveaza enzima.



Repararea rupturilor monocatenare

Rupturile monocatenare sunt
detectate de proteine din familia
PARP (poly ADP ribose polymerase)
care se ataseaza la la nivelul
intreruperilor.

In etapele urméatoare intervin
enzimele responsabile de ultimele
etape ale mecanismului BER.

Single-Strand Break Repair (SSBR)

£ j Damaged backbone

Poly (ADP-ribose) polymense (PARP)

\ PARP detects the break and
5|gnals to other proteins

PO



Repararea rupturilor bicatenare

Rupturile bicatenare pot aparea spontan sau ca urmare a expunerii la radiatii
ionizante

Etape:

1) Recunoasterea si semnalizarea rupturii (BRCA1, ATM, ATR, RAD50)

DNA Damage Z
Double- ‘
Strand Break
HR)/ \{VHEJ
End 3
Resection End
3 Joining

Ligation

N

Strand Invasion
Synthesis

Synthesis-Dependent
Strand Annealing

2) Recombinarea omoloaga (HR) sau
Unirea neomoloaga a capetelor (NHEJ)



2A. Recombinarea omoloaga — HR (homologous recombination)

DSB Formation

* Rad50, Mre11

End Processing XRS2,
3!
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. Rad51, Rad52,
Joint molecule * Rad55/Rad57
formation (D-loop) Rad54, (Srs2)
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Repair DNA synthesis (Srs2)
Resolution of Intermediates (Srs2)
Ligation *

Mature Recombinants

Mecanismul HR este cel
mai frecvent mecanism,
este precis si utilizeaza
pentru reparare o catena
de ADN intacta de pe
cromatida sora sau de pe
cromozomul omolog.



2B. Unirea neomoloaga a capetelor (NHEJ — non-homologous

end-joining)

DNA Damage

Double-

.

Strand Break

End 3
Resection —

3!

Strand Invasion ¢

Synthesis

Synthesis-Dependent
Strand Annealing

LN

End
Joining 4=
Ligation *

NHEJ este un mecanism predispus la
erori (mici insertii sau deletii) in care
capetele rupte ale ADN sunt unite fara
nici o omologie ori cu ajutorul unor
secvente omoloage scurte.



Cancerul de san ereditar

- mutatii ale unor gene BRCA1 , BRCA2 implicate in repararea rupturilor ADN

Different Locus, Different Allele,
Same Phenotype

Chromosome 17 Chromosome 13
Allele _
(gene) —=
Locus —=¢
(spot on
gene)

BRCA1

Hereditary breast and ovarian cancer

(2

<& T

BRCA2

DNA lesions

RADS51 4 B Inactive
\/\ \/\ oy complex
P phorylation?

10|

Sensing/signalling

DNA damage BRCA1

' BRCA2

DNA repair

Active RAD51
recombinase at site
of lesion




Sindroame produse de deficiente in mecanismele
de reparare a leziunilor ADN

Boli cauzate de deficiente NER

Xeroderma pigmentosum (hipersensibilitate la
radiatiile UV solare, eritem , fotofobie, anomalii
de pigmentare - macule hiper sau
hipopigmentate , oftalmologice si neurologice,
risc crescut cancer cutanat)

Sindromul Cockayne (hipersensibilitate la
radiatiile uv, hipostatura, microcefalie,
surditate, afectare neurologica)

Tricothiodistrofia (sensibilitate la UV, statura
redusa, par subtire si fragil —deficienta de sulf)




Sindroame produse de deficiente in mecanismele
de reparare a leziunilor ADN

Boli cauzate mutatii ale unor gene implicate
in repararea rupturi bicatenare de ADN

- Ataxia telangiectazica (imunodeficienta, risc leucemii,
telangiectazii, ataxie cerebelara)

- Anemia Fanconi (tulburari de dezvoltare, insuficienta
medulara specifica, risc hemopatii maligne)
- Sindromul Bloom (nanism, infertilitate, risc tumori

solide)

- Sindromul Werner (imbatranire precoce, calvitie,
osteoporoza, risc crescut de cancer, hipogonadism)
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- cauzat de mutatii ale genelor MMR
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Cancerul de san ereditar

- deficiente in repararea rupturilor bicatenare ADN
(mutatii BRCA1, BRCA2)

Different Locus, Different Allele,
Same Phenotype

Chromosome 17 Chromosome 13
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