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1. Mutacje jako zrodio zmiennosci: definicja

Mutacje to zmiany dziedziczne w materiale genetycznym, ktore
dostarczaja nowej zmiennosci genetycznej niezbednej do ewoluciji.

m1901: Hugo de Vries -
mutacja to nagta zmiana
dziedziczna, ktora nie wynika
z rekombinacji.

m Mutacje sa zrodiem
zmiennosci genetycznej. Bez )
mutacji geny istnialyby tylko a,
w jednej postaci (jeden allel Oenothera
w locus). Organizmy nie lamarckiana — obiekt
- badan H. de Vries.
moglyby ewoluowac.

m Mutacje sa losowe tzn. U 7
nie wiadomo kiedy [ / -~
i gdzie mutacja zajdzie. g Pokolenie M, owsa .
| N szorstkiego (Avena
m Mutacje zachodza u Fil ' strigosa). Albinizm
wszystkich grup 4l jest czesta mutacja u
- WAL \ roslin.

organizmow zywych.

Kosodrzewina (P. mugo)
prawdopodobnie powstata jako mutant

w7 kartowy sosny btotnej (P. uliginosa).

P SN, =
Mutant grochu (Pisum

Mutageneza to proces, ktory prowadzi do powstawania sativum) o wydtuzonych
mutacji. Mutant to organizm, u ktérego wystepuje mutacja. 'iéciach-

1. Mutacje jako zrodio zmiennosci: podzial

Mutacje moga wystapi¢ w dowolnej komoérce i na dowolnym etapie
rozwoju organizmu wielokomoérkowego.

Miejsce powstania mutacji:
m Mutacje w komoérkach szlaku
piciowego:

="nie wystepuja u rodzicow;

=przekazywane sa nastepnym
pokoleniom;

*moga wystapi¢ na dowolnym
etapie wytwarzania komoérek
rozrodczych.

® Mutacje somatyczne:

*wystepuja w komoérkach
somatycznych;

"nie sa przekazywane
potomstwu;

A\t &
y Mutacje somatyczne u grochu i owsa szorstkiego. Tylko
=prowadza do powstania czesé rosliny, np. fragment liscia, jest zmutowana.

chimer.

4 z

Tylko mutacje w komorkach szlaku piciowego sa
przekazywane kolejnym pokoleniom.

Prof. dr hab. Roman Zielinski



Biologia molekularna. Materiaty dla
studentow kierunku lekarskiego

1. Mutacje jako zrodio zmiennosci: podzial

Mutacje somatyczne sq wykorzystywane w hodowli zwierzat,
zwiaszcza koni, u ktorych decydujq o unikalnosci.

i

Mutacje
somatyczne
u sSwini

Umaszczenie koni bedace wynikiem mutaciji domowe;j.

somatycznych.

1. Mutacje jako zrodio zmiennosci: podzial

U cziowieka wraz z wiekiem wzrasta liczba mutacji somatycznych
w komoérkach zdrowych tkanek.

Spektrum mutacji somatycznych
w zdrowych tkankach czlowieka

u W wiekszosci sa to mutacje
punktowe typu SNP (96%),
rzadziej typu insercji/delecji -
indel (4%).

u Wynikaja z bledéw w replikacji
i naprawie DNA.

m Czestos¢ w zdrowych
tkankach jest znacznie nizsza
niz w nowotworowych, co
utrudnia ich identyfikacje.

m Kazda komérka ma wiasne
spektrum unikalnych mutacji,
co wymaga stosowania metod
analizy pojedynczych komorek.

30,0
%SNP

%InDel

Procent mutacji punktowych

Szpik kostny |
Jelito grube
Jelito cienkie
Moczowéd

Pecherz moczowy |f
Migsnie szkieletowe

Fibroblasty =

Endometrium

Srednio 14 438 mutacji somatycznych wystepuje w réznych
tkankach danej osoby. Najczesciej mutacje punktowe obserwuje
sie w jelicie grubym - 16% wszystkich SNP oraz 17% wszystkich
InDel. Nerki charakteryzuja si¢ stosunkowo wysokim udziatem
insercji i delecji - 28% wszystkich mutacji typu indel.

Czestos¢ mutacji somatycznych, punktowych jest znacznie wyzsza u oséb
palacych oraz wystawionych na diugotrwate dziatanie UV.

Sun et al, 2021
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1. Mutacje jako zrodio zmiennosci: podzial

Wiekszos¢é mutacji somatycznych nie ma wplywu na organizm,
niektdore jednak moga prowadzi¢ do powstania choréb.

Ewolucja somatyczna i réwnolegia

m Ewolucja somatyczna: akumulacja
mutacji wplywajacych na ) ) .
przystosowanie zmutowanych ! Klonéw NOTCH Dominacja zmutowanych
komeérek somatycznych. Watroba Klonéw, funkcja normalna.

N ¢
m Ewolucja rownolegta: klony [l ", P -
- i - - - v p
komorek z ré6znymi mutacjami S schorzenia watroby promuja
, mutageneze i ekspansje klonow.
moga wystepowaé¢ w danym ET2, szpik kostny

- - L= ® .
organie jednoczesnie. 2, 8% o2 -

- - - o ® L5 iy Zawat migsni

[ ] Muta’cje sterujace wystepuja w Komirihemopousy Ekspansi CXC Arteiosieoza 2201 e
komoérkach zdrowych tkanek, np.

w 5% komorek jelita grubego,

watroby i prostaty. & - -

COL17A1, epiderma

Pecherzowe oddzelenie £y o1yja rownolegta klonowz Zanik

m Procesy te moga prowadzi¢ do naskorka (EB) i CoL17A1

remodelowania tkanki i rozwoju Przyktady ewolucji somatycznejdla genu NOTCH1 (rodzina biatek

choréb przewleklych. sygnatowych), TET2 (dioksygenaza metylocytozyny), COL17A1 (faricuch
kolagenu).

Mutacje sterujace (driver mutations): prowadza do uzyskania przewagi
selekcyjnej przez komorke, czesto sa przyczyna nowotworow.
Olafsson i Anderson, 2021

1. Mutacje jako zrodio zmiennosci: podzial

U cziowieka mutacje somatyczne mogq by¢ przyczyna zaburzen
rozwojowych i choréb neurodegeneracyjnych.

u Zespot Proteusza:

*mutacja w genie AKT7 w trakcie
rozwoju embrionalnego;

"nastepuje przyspieszony wzrost
niektorych czesci ciala.

u Zespot McCune-Albright’a:

*mutacja w genie GNAS7Tw Obraz MRI (rezonans

Double cortex”
- B ) B magnetyczny) B X =
trakcie rozwoju embrionalnego; BraiiGwo objawy epileps;ji,

spowodowane mutacja
post-zygotyczngw
genie DCX.

swystepuja zmiany kostne, skorne uksztattowanego
i hormonalne. mozgu.

m Megalencefalia:

*mutacja w genach AKT3, PIK3CA

w linii komoérek nerwowych. Megalencefalia,
spowodowana mutacja
postzygotyczng w
genie AKT3.

"powiekszony znacznie mozg,
liczne problemy neurologiczne
i psychiczne.

Poduri et al. 2013
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1. Mutacje jako zrodio zmiennosci: podzial

Mutacje moga powstawacé spontanicznie lub by¢ indukowane za
pomoca czynnikow fizycznych lub chemicznych.

Podziat mutacji ze wzgledu na
czynnik wywolujacy:

m Mutacje spontaniczne sa
wynikiem bledow naturalnych
procesow biologicznych, np.
replikacji DNA.

u Mutacle '“dUkowa“e_ p9wstajq Dreissena polymorpha: Pellia borealis: mutacja
pod wplywem czynnikow mutacja spontaniczna, spontaniczna,
fizycznych lub chemicznych, punktowa: albinizm. autopoliploidyzacja.
ktore okresla sie mianem
mutagenow.

m Mutacje insercyjne to mutacje
wynikajace z mobilizacji
transpozonéw. Moga one by¢
Spo“tanlcz“e L3\ warunkach Insercyjne mutanty Danio rerio, brak pigmentu (po

stresowych lub indukowane. lewej) oraz niedorozwéj 3-dniowych embrionéw
(po prawej). (Golling et al., 2002)

Mutacje indukowane otrzymuje sie najczesciej w warunkach sztucznych,
ale moga tez powstawaé¢ w srodowisku pod wplywem np. zanieczyszczenia. @

1. Mutacje jako zrodio zmiennosci: podzial

Mutacje spontaniczne sq odpowiedzialne za tolerancje laktozy
u cziowieka umozliwiajacq dorostym trawienie mleka ssakow.

Tolerancja laktozy
m Cecha dominujaca, autosomalna.

m 35% populacji toleruje laktoze,
najwyzsza czestos$¢ jest w Europie: M Tolerancia

=62-86%: srodkowa, zachodnia; g okl % ';:":::L na
=89-96%: péinocna. " . (%)
2 Wywotana mutacjami punktowymi
w genie MCM6 kodujacym
wzmachniacz genu

LCT (laktaza). S;;:;t;_ég :rl‘lsla ‘

m Mutacje prawdopodobnie mcme
powstaly w neolicie wraz z ::;3:1:;?”

rozpowszechnieniem sie laktozy u

hodowli zwierzat w Europie dorostych

(rewolucja neolityczna). osobnikéw.

Mutacje warunkujace tolerancje laktozy zaszly wielokrotnie w réznych
regionach swiata. W Europie tolerancja laktozy jest uwarunkowana allelem
13910T.

Gerbault et al., 2011
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1. Mutacje jako zrodio zmiennosci: podzial

Mutacje moga dotyczy¢ pojedynczych nukleotydow, kilku
nukleotydow, fragmentow chromosomow i calych genomoéw.

Podziat mutacji ze wzgledu
na wielkos$¢ zmiany

Mutacja punktowa 1] Arabldops:s
thaliana w genie der-3: brak
wiosnikéw (Vaskebova 2018).

Punktowe:
» zmiany pojedynczych

nukleotydéw w sekwencji DNA;

> okreslamy je na poziomie DNA
lub

» na podstawie efektow w
tancuchu polipeptydowym.

(translokacje).

)

'S

. i
Oenothera lamarckiana
zawiera liczne mutacje
chromosomowe

Chromosomowe:
» strukturalne: zmiany struktury
pojedynczych chromosomoéw;
> liczbowe: zmiany liczby
chromosomow.

Mutageneza

. Mutacje jako zrédio zmiennosci

® Definicja mutacji
B Podzial mutacji

. Mutacje punktowe
3. Uszkodzenia DNA

. Naprawa DNA
E Bezposrednia
® Zalezna od matrycy

. Mutageny
® Mutageny fizyczne
B Mutageny chemiczne

. Efekty dziatania mutagenow
® Chimery
m Efekty genetyczne
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2. Mutacje punktowe: efekt fenotypowy

Mutacje punktowe prowadza do powstania nowych alleli genéw,
ktore moga byé recesywne, dominujace lub kodominujace.

Mutacje neutralne to takie - | NV Mutacje letalne u
mutacje, ktére nie wplywaja na grochu i jgczmienia.

warto$é przystosowawcza, np.: Albinotyczne siewki
ging po kilku

> mutacje zmieniajace ruchliwosé¢ | 5% 7 & ¥ dniach. Mutanta
biatka w polu elektrycznym - 3 3 Lty takiego mozna
izoenzymy; utrzymywac tylko w

. A = A ¥ . i . stanie

> niektére mutacje punktowe w - O | 57" || heterozygotycznym.

intronach i sekwencjach :

powtarzalnych. Mutacja null Zmiana

. (recesywna) w genie hliwosci esterazy 1
. S~ dehydrogen.azy A m?zygot.yc?nych
o i alkoholowej ryzu: brak liniach jeczmienia

e . aktywnosci w (mutacja
' " korzeniach (R), kodominujaca). Brak
scutellum (S) i pedach . |efektow
Mutacja dominujaca u y (P). Brak efektow r morfologicznych i
D. melanogaster: dwie morfologicznych i >! fizjologicznych.
glowy. fizjologicznych.

Efekty mutacji punktowych moga by¢ niezauwazalne, ale takze moga
prowadzi¢ do znacznych zmian o charakterze letalnym.

2. Mutacje punktowe: czestosc¢

Srednia czestos$é mutacji punktowych waha sie od 1011 do 10¢ na
locus (lub nukleotyd) i na pokolenie i zalezy od wielu czynnikow.

Czestosé Czestos¢ mutacji w loci
mutacji enzymatycznych - zmiana
ruchliwosci w polu elektrycznym
Escherichia coli m (izoenzymy):
-tfi!@% 1,28 x 106
Drosophila melanogaster 3,5 x 10
Caenorhabditis elegans m
omsapms | zaxi |

Arabidopsis thaliana m

Czestos¢ mutacji jest rozna u réznych gatunkow. Czestosc
Drake et al., 1998; mutacji neutralnych w loci enzymatycznych jest od 100 do

E}f’:g;e‘;g‘fa’et al, 2010, 1000 razy wyzsza od czestosci sredniej dla danego gatunku. @

Prof. dr hab. Roman Zielinski 7
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2. Mutacje punktowe: czestosc¢

Srednia czesto$é mutacji punktowych, spontanicznych jest
skorelowana z rozmiarami genomow oraz wielkoscia populacji.

Wielkos¢é genomu (Mbp).

U Prokariota czestosc

mutacji spada wraz ze
wzrostem rozmiarow

genomu.

Mammails
.

Czestosé mutacji/bp x 10° /pokolenie
Czestosé mutacji/bp x 10° /pokolenie

Efektywna wielkos¢ populacji
(miliony osobnikéw).

U Prokariota i
Eukariota czestosc¢
mutacji spada wraz ze
wzrostem wielkosci
populaciji.

Wielkos¢é genomu (Mbp).

>

N\

Wzrost czestosci mutacji wraz ze zwiekszaniem sie rozmiarow
genomow Eukariota moze byc¢ zwiazany z aktywnoscia transpozonow.
Lynch, 2010

2. Mutacje punktowe: czestosc¢

Czestos¢ mutacji rozni sie pomiedzy tkankami. Mutacje somatyczne
s3g czestsze niz mutacje w komorkach szlaku piciowego.

> U czlowieka i myszy

najwyzsza czestosc
mutacji
zaobserwowano w
nablonku.

Czestos¢ mutacji w
komorkach
nerwowych myszy
byta tylko
nieznacznie nizsza
od czestosci
mutacji w nablonku.

na podstawie Lynch, 2010

Prof. dr hab. Roman Zielinski
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2. Mutacje punktowe: czestosc¢

Czestos¢é mutacji u danego gatunku réozni sie pomiedzy genami,
chromosomami, regionami chromosomoéw.

m Aat: gen transaminazy
asparaginianowej, uwalnia azot z
aminokwasow.

u Gdiz gen dehydrogenazy
glutaminowej, metabolizm azotu.

u Mdh: gen dehydrogenazy
jabiczanowej, lancuch oddechowy.

u Adf: gen dehydrogenazy
alkoholowej.

Czestosé mutacji x 10©

2,31 I
u Dia: gen diaforazy, ! <
oksydoreduktaza. ) E 3
u Hex: gen heksokinazy, fosforylacja .
weglowodanow. Chr. 2 Chr.3 Chr. X
Czestos¢ mutacji punktowych w loci

enzymatycznych Drosophila melanogaster.
(na podstawie Voelker et. al., 1979)

u Amy: gen amylazy, hydroliza skrobi.

U Drosophila melanogaster czestos¢ mutacji punktowych w loci
enzymatycznych zlokalizowanych na chromosomie 2 jest na ogoét
nizsza niz dla loci na chromosomach 3 i X.

2. Mutacje punktowe: czestosc¢

Czestos¢é mutacji punktowych moze nawet réznic¢ sie pomiedzy
populacjami danego gatunku.

Geny D. melanogaster

i Oregon
zlokalizowane
na chromosomie 3: Texas

u p: oczy brzoskwiniowe,

©

m rir oczy szorstkie,

)

u sr: oczy brazowe typu
scarlett,

u cur: skrecone skrzydia
(curled),

u /= nitkowate czulki (thread),
u e: cialo przydymione (sooty).

Czesto$é mutacji x 10-°
N B

o

© st Srednia
typ mutacji

m /i cialo owlosione, b j

Czestos¢ mutacji w loci warunkujacych cechy

u st: ciato paskowane. morfologiczne w dwéch populacjach D. melanogaster.

Czestos¢ mutacji rozni sie pomiedzy loci zlokalizowanymi na jednym
chromosomie. Geny wplywajace na dana ceche (np. kolor oczu) tez
charakteryzuja sie rozna czestoscia mutacji.

Prof. dr hab. Roman Zieliniski 9
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2. Mutacje punktowe: tempo

Populacje ludzkie na réznych kontynentach réoznia sie spektrum
mutacji. Réznice wystepuja takze w obrebie kontynentow.

Tempo mutacji w populacjach
ludzkich

m U czlowieka tempo mutacji jest e
nizsze niz u szympansow i goryli. - Aftica
u W populacjach europejskich
mutacje najczesciej wystepuja w
sekwencjach: TCC, TCT, CCC, ACC. o
m W populacjach nieafrykanskich Czgstos¢ mutowania sekwencji TCC w
czesciej wystepuje mutacja typu k'e';’"k“. TTEC' M“Z‘:’; d"."“.‘:zesc'ej
CIG_)A[T nii AIT _)C/G_ nll)(’jsia?:}})]l.lje W Europie chodniej oraz w
m Kazda grupa etniczna ma unikalny
zestaw alleli w genach e ) o 3o i
- = = orownanie spektrum mutacjl w Europie
Odpow“?dZIa_ln_y‘:h za repllk?f:j?, i w Afryce. Kolor czerwony wskazuje na
rekombinacje i naprawe. Réznice  wyzsza czestosé mutacji w Europie niz
te wplywaja na czestosc i w Afryce.
spektrum mutacji.

W populacjach europejskich tempo mutacji gwailtownie wzrosto w okresie
miedzy 15 000 do 2000 lat temu.
Harris i Pritchard 2017

2. Mutacje punktowe: substytucje

Tranzycja: substytucja (zamiana) nukleotydu w DNA w obrebie jednej
grupy zasad: w obrebie pirymidyn lub w obrebie puryn.

GIGI TIG| T/ TIGIAl Al T/A| C) GIG|TIGIT CIG|A A TIAIC]
DNA (ni¢ sensowna) DNA
Tranzycja: zamiana T (pirymidyny) zmutowany

‘ na C (pirymidyne).

GIGIUIGIU UGIAAUIAIC

zmutowany
mRNA

prawidiowy ‘

Biatko prawidiowe Biatko prawidtowe: GUC koduje waline

podobnie jak GUU, mutacja jest synonimiczna,
nie ujawnia si¢ na poziomie biatka.

Mutacje synonimiczne: substytucja nukleotydow prowadzi do
powstania kodonu, ktory koduje ten sam aminokwas -
nie zmienia sie tancuch polipeptydowy.

Prof. dr hab. Roman Zieliniski 10
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2. Mutacje punktowe: substytucje

Transwersja: substytucja (zamiana) nukleotydu w DNA pomiedzy
grupami - puryn w pirymidyny lub odwrotnie.

GIG| TIG| T TIGIAA[T/Al C) GIG|T/G(A T/GIA A T/AC]
DNA (ni¢ sensownal

DNA
Transwersja: zamiana T (pirymidyny)

zmutowany
‘ na A (puryne).

Gle{u'G U ulGla Alula cICICIUG A Uicia AU A C JLILE

| | | | | zmutowany
mRNA

prawidiowy

Biatko zmienione: GAU koduje kwas
asparaginowy, natomiast GUU kodowato
waline. Mutacja jest niesynonimiczna, na
poziomie biatka ujawnia sie jako mutacja
zZmiany sensu.

Biatko prawidiowe

Mutacje niesynonimiczne: substytucja nukleotydéw prowadzi do
powstania kodonu, ktory koduje inny aminokwas - zmienia sie tancuch
polipeptydowy. Na poziomie biatka jest to mutacja zmiany sensu.

2. Mutacje punktowe: substytucje

Tranzycje i transwersje mogq prowadzié do skrocenia tancucha
polinukleotydowego jezeli w ich wyniku powstanie kodon STOP.

GIGITIG| T/ T|G/AlAITIA|C] GIGITIG|TIT T/AIATIA C]
DNA (ni¢ sensowna)

DNA
Transwersja: zamiana G (puryny) na zmutowany
‘ T (pirymidyne).

IGIG|UIG|U UIG Al A{U/ Al C) GIG|UIG[U/UI UIAIAJUIA|C] le\:A
| = zmutowany
mRNA

prawidtowy

Biatko prawidiowe Biatko zmienione: UAA to kodon STOP,

powstaje krétszy tancuch polipeptydowy.
Mutacja jest niesynonimiczna, na poziomie
biatka ujawnia sie jako mutacja nonsensowna.

Mutacje nonsensowne: mutacje niesynonimiczne, substytucje, w ktérych
kodon odpowiadajacy za aminokwas zmienia sie w kodon STOP, co
powoduje skrocenie tancucha polipeptydowego.

Prof. dr hab. Roman Zielinski 11
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2. Mutacje punktowe: substytucje

Substytucje sa wynikiem zmiany pozycji atomu wodoru w zasadzie
azotowej. Jest to przesuniecie tautomeryczne.

Cytozyna (C), W°d6':_ z azotu .(N) w Cytozyna (C),
forma aminowa NH; pozycji 4’ zostaje forma iminowa
przeniesiony do pozyciji 3’

TN TN

Cukier Przesuniecie tautomeryczne powoduje Cukier
powstanie mniej stabilnej postaci zasady
azotowej: np. formy iminowej. Formy takie
sa krotkotrwale i szybko przeksztalcaja sie
w stabilna postac, np. aminowa.

Zasady azotowe w DNA nie sa strukturami statycznymi. U wszystkich moze
zaistnie¢ przesuniecie tautomeryczne.

2. Mutacje punktowe: substytucje

Jezeli przesuniecie tautomeryczne zaistnieje podczas replikacji to
moze ono doprowadzi¢ do blednego parowania zasad i mutacji.

Podczas replikacji | w cytozynie m yMs’
C) dochodzi do przesuniecia 5 3
(©) P e el Y TACACA [y

tautomerycznego, w efekcie C

wiaze sie z A zamiast z G. 3’@5’ \
|
 TAcGCA K

Replikacja | Replikacja Il —p
Typ wyjsciowy

Y
] ATGCGT [ 3 5
SR —— & ¥
Wyjsciowe DNA ym 5
B TAcGCA IR Taccca B

W wyniku replikacji powstaje Typ wyjsciowy
czasteczka DNA z nieprawidiowo 3 m5

sparowang zasada (C-A) oraz Prawidiowe 3’@ 5
czasteczka prawidiowa (C-G). parowanie zasad o e haa
g TACGCA K

Po dwoch cyklach replikacji stosunek czasteczek DNA Typ wyjsciowy
z mutacja do czasteczek niezmienionych wynosi 1:3. @

Prof. dr hab. Roman Zielinski 12
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2. Mutacje punktowe: insercje i delecje

Insercja polega na wstawieniu nukleotydu do tancucha DNA,
natomiast delecja to usuniecie nukleotydu z DNA.

y y
GIGITIGIT|T.GIA/A|T AlC) GIGI TIGITITIA{A T/ Al C]

DNA (ni¢ sensowna) DNA zmutowany

Delecja jednego nukleotydu:

‘ usuniecie G

V Pl S y
GlGIUIGIUIUIGIA ATUIALC Sloluiclu uiaauac

mRNA mRNA

prawidiowy ‘ zmutowany
\

| Gly [ Val | Glu | Tyr | __Gly | Val |
Biatko prawidtowe Tylko aminokwasy przed miejscem delecji sg
niezmienione; poczawszy od asparaginy (Asn) zmienia si¢
odczyt kodonéw, trojki sa przesuniete o jeden aminokwas.
Zamiast GAA i UAC odczyt jest AAU i AC...

Insercje i delecje prowadza do zmiany ramki odczytu, co oznacza, ze na
prawo od miejsca mutacji wszystkie aminokwasy sa zmienione.

2. Mutacje punktowe: insercje i delecje

Insercje i delecje wystepuja rzadziej niz substytucje, ale
odpowiadaja za wiekszos$¢é réznic miedzy gatunkami.

Delecje i insercje (indel) w genomie . ¥
i T Czestosé
ludzkim & polimorficznych indeli w
m Polimorfizm indeli - warianty . globalnej populacji
1 . i o ludzkiej. Srednia
alleliczne powstaja w wyniku kilku czestosé indeli
insercji w tej samej pozycji monomorficznych
wynosi 0,73,
polimorficznych z
dwoma allelami - 0,20.

Frequency

genomu.
m Polimorficzne indele maja 3-6 ! P ol
alleli. Polimorficzne indele g == S
najczesciej wystepuja w obrebie
retrotranspozonow (LTR, SINE, Populacje ludzkie sa
LlNE) oraz intronow. zréznicowane pod wzgledem
3 wystepowania polimorficznych
u Substytucje (SNP) czesciej indeli. Flff: PEtxnsulaq'e s
A - europejskie. : populacje
wy?tepu!q i POb_IIzu N wschodnioazjatyckie. SAS:
polimorficznych indeli. populacje potudniowoazjatyckie.
Indel dziei t g AFR: populacje afrykanskie. AMR:
Eindele rzadziej wystepuja na populacje amerykanskie (natywne)

chromosomie X.

Allsls 1 Allele 2 Alislo 3 Allsla 4 Allela § Allels &

Delecje sa bardziej szkodliwe niz insercje. W genomie ludzkim delecje
wystepuja rzadziej niz insercje.
Yao i inni 2022.
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2. Mutacje punktowe: podsumowanie

Mutacje punktowe typu substytucji (tranzycje i transwersje)
prowadza do powstawania SNP (single nucleotide polymorphism).
Mutacja na poziomie biatka

Mutacja na Niesynonimiczne

poziomie DNA
-
Zmiany sensu | Nonsensowna
odczytu
R I R R
e S RS N R
Insercja* (n # 3k) +
keN
Delecja* (n # 3k) +
keN

*Dla k = 3 lub wielokrotnos¢ 3 (3k): insercja lub delecja trzech lub wielokrotnosci trzech
nukleotydéw, nie wystepuje zmiana fazy odczytu.

Mutacje punktowe typu insercji i delecji sa czesto identyfikowane lacznie
jako ,indel”.

Mutageneza

. Mutacje jako zrédlo zmiennosci
® Definicja mutacji
B Podzial mutacji

. Mutacje punktowe
3. Uszkodzenia DNA

. Naprawa DNA
E Bezposrednia
® Zalezna od matrycy

. Mutageny
® Mutageny fizyczne
B Mutageny chemiczne

. Efekty dziatania mutagenow
® Chimery
m Efekty genetyczne

Prof. dr hab. Roman Zielinski
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3. Uszkodzenia DNA

Uszkodzenia DNA to btedy w strukturze chemicznej DNA, ktére
powstaja pod wplywem srodowiska i proceso6w metabolicznych.

m Uszkodzenia struktury DNA: NHz
=przerwanie pojedynczej nici 4 I
pod wpltywem aktywnych form ¢

tlenu; 5
HC
6’

TN
|

f ==

HC
g
vd
0 Hg

*przerwanie podwojnej helisy.

u Zmiany chemiczne w DNA: 2
*metylacja zasad (alkilacja)

przez tworzenie metyloguaniny; Cukier

Cytozyna

Cukier

=hydroliza, ktora prowadzi do Uracyl

deaminacji (usuniecia NH,),

depurynacji i depirymidynacii. Deaminacja cytozyny: prowadzi do

u Zmiany sekwencji DNA:

"wstawienie blednego
nukleotydu podczas replikacji.

powstania uracylu, ktory nie jest
akceptowany w DNA. Jezeli DNA nie
jest naprawione to tancuch peka.

Uszkodzenia DNA najczesciej obejmuja przerwanie tancucha DNA, brak
zasady azotowej lub jej chemicznga zmiane.

3. Uszkodzenia DNA

U ssakow uszkodzenia w DNA powstaja z czestoscia 104-10©
uszkodzen w komorce w ciagu doby.

Typ uszkodzenia
Pekniecie jednej nici DNA 50 000
Depurynacja 10 000
Alkilacja zasad BE

Uszkod

0

0y

N "NHy
OH

e )
Q
)

o~
o
N

)D B .
HN j" :
I[.>

HINAQN N

)

wigzanie
O] kowa-
lencyjne

HO

9
0=-0.
o)

Przyktad sieciowania (cross-linking)

Deaminaca | o
Sieciowanie (cross-linking) “
Pekniecie podwajnej nici “

miedzy dwoma guaninami: G-G.
Sieciowanie (cross-
| € linking) migdzy dwoma
tancuchami DNA.

Ambekaret al., 2017

U czlowieka obserwuje sie srednio 5 x 104
wszystkich uszkodzen w komérce w ciagu
dnia, czyli 2000 ~uszkodzen w ciagu godziny.

Sieciowanie (cross-
linking) w obrebie
jednego tancucha DNA.

Sieciowanie (DNA cross-linking): tworzenie wiazan kowalencyjnych
pomiedzy nukleotydami jednego tancucha DNA lub pomiedzy dwoma
komplementarnymi tancuchami DNA (interstrand cross-linking, ICL).

Prof. dr hab. Roman Zielinski 15



Biologia molekularna. Materiaty dla
studentow kierunku lekarskiego

3. Uszkodzenia DNA

Organizmy maja zdolnos¢é naprawy uszkodzen w DNA. Jezeli
uszkodzenia nie sa naprawione to prowadza one do mutacji.

Sperma palacza: DNA
barwione oranzem
akrydynowym: barwa
zielona - DNA prawidiowy;
czerwona - uszkodzony.

Niektore czynniki egzogenne
wywolujace uszkodzenia
w DNA:

um Akroleina: przylacza sie do
guanozyny w DNA tworzac 3-
pierscieniowy produkt i
powodujac pekniecie

tancucha.
um 1,3-butadien: redukuje
metylacje DNA i histonow.
u Formaldehyd: powoduje
sieciowanie (cross-linking) w ‘
0

DNA.

u Akrylonitryl: powoduje stres

oksydacyjny i deaminacje. Zawartos¢ czynnikéw uszkadzajagcych DNA w
papierosach.

Akroleina 1,3-butadien  Formaldehyd  Akrylonitryl

W papierosach zidentyfikowano 5 300 réznych zwiazkow,
z ktérych 150 uszkadza DNA.

na podstawie Bernstein i Prasad, 2013

Mutageneza

Mutacje jako zrodlo zmiennosci
® Definicja mutacji
B Podzial mutacji

Mutacje punktowe
Uszkodzenia DNA

Naprawa DNA
E Bezposrednia
® Zalezna od matrycy

Mutageny
® Mutageny fizyczne
B Mutageny chemiczne

Efekty dzialania mutagenow
® Chimery
m Efekty genetyczne
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4. Naprawa DNA: rodzaje

Naprawa DNA obejmuje réoznorodne mechanizmy, ktére identyfikuja
i naprawiaja uszkodzenia w DNA.

Mechanizmy naprawy DNA

\-\\'l

Naprawa uzalezniona
od matrycy DNA

7Ny

W trakcie replikacji: Po replikaciji:
> przez wycinanie > naprawa dwuniciowych
zasad (BER), peknie¢ (DSBR).
» przez wycinanie
nukleotydéw (NER)

> naprawa niesparowanych
zasad (mismatch repair,
MMR).

4. Naprawa bezposrednia: fotoreaktywacja

Fotoreaktywacja: mechanizm usuwania dimerow pirymidynowych,
ktore powstaja pod wplywem swiatia UV, wymaga swiatia.
Dimer tyminowy Fotoliaza
EENREENEE u NEENAARD :

DNA Powstaja dimery pomigdzy Przytacza si¢ enzym fotoliaza,
pirymidynami. ktéry rozpoznaje dimery.

Odtworzenie Swiatlo
struktury DNA i . N 310-450 nm
oddysocjowanie

fotoliazy.

i Fotolia=a g
LA

e —
ALLLoML = jhpoony
[Tawienighwiszanlpomiedzy Absorpcja swiatta fioletowo-

Rirymidynami: niebieskiego i aktywacja enzymu.
Fotoreaktywacja nie zalezy od matrycy DNA poniewaz dimery
pirymidynowe nie zmieniaja sekwencji DNA. Zmieniona jest jedynie
struktura przestrzenna.

Prof. dr hab. Roman Zielinski 17
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4. Naprawa bezposrednia: fotoreaktywacja

Fotoreaktywacja wystepuje u wiekszosci organizméw zywych i jest
ewolucyjnie starym mechanizmem chroniacym przed UV.

Acropora millepora:
zagrozony gatunek
koralowca
wystepujacy w
plytkich wodach
tropikalnych
Pacyfiku.

» Larwy byly narazone na promieniowanie UV-B o
mocy 4 W przez 1 h.
Po 19 h poziom dimeréw pirymidynowych spadt
<20% u larw przebywajacy na swietle.
Najwieksza aktywnos¢ fotoliazy i spadek dimerow
pirymidynowych wystapit okoto 5 h po stresie UV.

g

Poréwnanie przezywalnosci larw na
Swietle (A) i w ciemnosci (B).

Niebieskie - jadra zywych komérek;
zielone -wskazujg martwe komorki.

Procent dimeréw
pirymidynowych w czasie
od 0 do 19 h po ekspozycji
na promieniowanie UV-B.

Fotoreaktywacja jest szczegodlnie istotna u organizmow
narazonych na zwiekszone promieniowanie UV, np. na duzych
wysokosciach lub w plytkich i cieptych wodach tropikalnych.

Reef et al., 2009

4. Naprawa zalezna od matrycy: BER

Naprawa przez wycinanie zasad nie wymaga swiatta, zachodzi
podczas replikacji i polega na wycieciu blednej zasady (BER).

BER (base excision
repair): tzw. ,krotki
szlak”, wycinana jest
pojedyncza zasada.
Rozpoznawane sa zmiany
chemiczne: deaminacja,
metylacja i oksydacja.

Polimeraza
oddysocjowuje a ligaza
taczy wstawiony
nukleotyd z niciag DNA.

Jap

—_— Glikozylaza

EEEEEREY =mmp RRER ]
Lils B Lils il

DNA z wstawionym Glikozylaza wycina bledna
uracylem zamiast zasade i powstaje miejsce AP:
cytozyny. apirymidynowe lub apurynowe.

AP-
endonukleaza

I === Polimeraza==== _—

AN ‘ § bonanLg RN N nEE
Polimeraza DNA AP-endonukleaza trawi
syntetyzuje brakujacy wigzania fosfodiestrowe.
nukleotyd na podstawie

komplementarnej nici.
DNA I: Prokariota, B: Eukariota

W 80% przypadkow bltedne zasady sa usuwane w szlaku BER. W 20%
naprawa polega na wycieciu diuzszego fragmentu nukleotydow (NER).

Prof. dr hab. Roman Zielinski
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4. Naprawa zalezna od matrycy: NER

Wycinanie nukleotydow (NER) nie wymaga swiatta, zachodzi podczas
replikacji i polega na wycieciu 13-32 nukleotydowego oligomeru.

NER (nucleotide excision
repair): tzw. ,dlugi
szlak”. Rozpoznawane sa
zmiany w strukturze
przestrzennej wywotane
dimerami, substancjami
interkalujacymi (np.
bromkiem etydyny).

Polimeraza dosyntetyzowuje

brakujacy fragment, ligaza taczy z

nicig DNA.

UvrA, i [ ~ ~~ UvrC, UvrB,
UvrB =& ciecie 5’ igci

Biatka UvrB i UvrC
przecinaja ni¢ DNA.

Zmiana struktury
rozpoznawana jest przez
biatko UvrAi UvrB.

‘oligomer,
13 bp: E. coli,
32 bp: cztowiek.

Polimeraza
DNA L B

<4

Pol I' Helikaza UvrD rozplatuje

ni¢ i uwalnia oligomer.

Mechanizm NER jest podobny u Prokariota i Eukariota.
U Eukariota zaangazowane jest 4-krotnie wiecej enzymow.

4. Naprawa zalezna od matrycy: dimery ...

Dimery pirymidynowe, ktore powstaja pod wpilywem UV moga by¢é
usuwane poprzez fotoreaktywacje lub wycinanie nukleotydow (NER).

123456
CPD photolyase —{—-—_—

0suv-DDB! — il W -
oscss N
osPCNA N R
oskPA32 RS
OsFEN-1a ]
0sORC!
U ryzu geny zwigzane z
fotoreaktywacja sa aktywne we
wszystkich organach. Geny dla
BER i NER odpowiedzialne za
wykrywanie dimeréw nie sa
aktywne w dojrzatych lisciach.
(1: stozek wzrostu pedu; 2: lis¢
dojrzaty; 3: lis¢ mtody; 4: lis¢ flagowy;
5: wiechy; 6: korzenie).

NER, BER

120 -l Korzeri F

100 o # Korzeri NER

#=Lis¢ F
80
e=em] iS¢ NER

60

40

% dimerow

Czas po stresie UV [h]

Poréwnanie efektywnosci fotoreaktywacji (F) i NER w
dojrzatych lisciach i korzeniach ryzu. NER w lisciach nie
jest efektywne.

Mechanizmy naprawy dimerow pirymidynowych zaleza od dostepu do
Swiatla (fotoreaktywacja), organu i fazy rozwojowej.

Kimura et al., 2004
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4. Naprawa zalezna od matrycy: dimery ...

U ssakow fotoreaktywacja nie wystepuje. Dimery usuwane sa
gléwnie przez wycinanie nukleotydow (NER).

Xeroderma pigmentosum: Przykiad mutanta (po prawej)
wrazliwo$é na swiatlo stoneczne Arabidopsis thaliana odpornego na
zwiazana jest z mutacjami w promieniowanie UV dzieki

genach szlaku NER zwiekszonej aktywnosci enzymow
odpowiadajacych za rozpoznanie NER rozpoznajacych dimery.
dimerow (XPA), wycinanie (XPF,

XPG) oraz usuwanie oligomeru

(XPB, XPD).

Mutacje w genach szlaku naprawy DNA u cziowieka prowadza do
zwiekszonej wrazliwosci na promieniowanie stoneczne.

4. 4. Naprawa zalezna od matrycy: MMR

MMR (mismatch repair): system rozpoznawania i naprawy btednie
sparowanych zasad podczas replikacji lub rekombinaciji.

Funkcja MMR 5 — —
. 4 = ¥
m Polega na insercji lub delecji Blednie sparowana zasada

btednie wstawionych zasad. ‘

m Stanowi uzupelnienie wlasciwosci ayiar i —
= = = = Ut rozpoznaje nic 1. Homodimer MutS rozpoznaje
korektorskich polimeraz i dotyczy rodzicielska tworzy petle. . biednie sparowana zasade.
par zasad ,niezauwazonych” przez : Y OViD '@ 3
polimeraze. k 4
. e o - pr 3. MutH trawi DNA w poblizu blednie wstawionej zasady zaczynajac
m Uczestniczy w eliminacji komorek, od miejsc dGATC. 4. UvrD (helikaza) rozplatuje ni¢ DNA.
ktore zawieraja wiele uszkodzen
DNA, tym samym zapobiega ‘
mUtageneZIe I ka“cerogeneZIe' 5. Polimeraza DNA syntetyzuje brakujacy
) fi t. Li k tate konce.
m Jest elementem szlaku & . e L ey Lo >
sygnalowego zwiazanego z { “(SSB (SSB (SSB £ 5

uszkodzeniami DNA. 4. Powstaje ssDNA, ktory jest
stabilizowany przez biatka SSB.

m Uczestniczy w tworzeniu
przeciwcial. Model MMR u Eukariota

Mechanizm MMR jest konserwatywny u wszystkich organizméw zywych i
odgrywa kluczowa role w utrzymaniu stabilnosci genomu.
Ambekaret al., 2017
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4. Naprawa zalezna od matrycy: MMR

Uszkodzenia MMR podnosza czestos¢ mutacji w genach
zawierajacych krotkie powtorzenia (SSR) w regionie kodujacym.

Fenotyp mutatorowy

u Jest to fenotyp uwarunkowany
mutacjami w genach
zwiazanych z MMR.

Mean number of MCTS
per culture dish

u Fenotyp mutatorowy wplywa na
caly genom, destabilizujac go
poprzez znaczny wzrost
czestosci mutaciji.

MLH1 (157141
MLH1 (81233

Wyciszenie genéw szlaku MMR, MLH1 oraz PMS2 powoduje
wzrost liczby (A) i rozmiaréw (B) wielokomérkowych

m Fenotyp mutatorowy moze tumoréw sferoidalnych w ludzkich liniach komérkowych.
prowadzi¢ do mutacji
promujacych rozwaoj
nowotworow, np. rak jelita
grubego czesto jest zwiazany z
mutacjami w czynniku TGF-8 RIl
w komoérkach z uszkodzonym
mechanizmem MMR.

Uszkodzenia mechanizmu MMR prowadza do niestabilnosci genomu,
zaburzen mejozy, sterylnosci oraz nowotworéw, np. jelita grubego.
Collins et al., 2011

4. Naprawa zalezna od matrycy: DSBR

DSBR to naprawa uszkodzen obejmujacych obie nici DNA (DSB).
Przerwanie ciagtosci DNA moze prowadzi¢ do smierci komorki.

Mechanizmy DSBR | " .
=Naprawa przez rekombinacie |GG = (Wt Y
homologiczna (HR): wymaga }
homologi, wystepuje u diploidow, 3
polega na inwazji uszkodzonego
DNA do homologicznego

dupleksu DNA. Odbywa sie _ =

O

v

poprzez replikacje.

m Naprawa przez niehomologiczne
taczenie koncow nie wymaga ; : =
homologii, u ssakéw zalezy od

kompleksu biatka Ku z DNA- HR: inwazja uszkodzonego DNA do prawidtowej, homologicznej
o A . . czasteczki DNA, replikowanie brakujacych fragmentow i
zalezna kinaza biatkowa . MoZze  |oiaczenie, zalezy od biatka Rad51 i Rad52. SSA: zachodzi

to by¢ proste polaczenie dwoéch migdzy homologicznymi fragmentami DNA, wymaga Rad52,

G = zwigzana z degradacja niepofaczonych fragmentow i utratg
tep,yCh kom:fow Iu',) p,Ochzenle materiatu genetycznego. NHEJ: tgczy dwa przerwane fragmenty,
dwéch lepkich koncéw (NHEJ) w pierwszym etapie biatko Ku taczy si¢ z koncami, potem

powstaje kompleks Ku z kinazg biatkowa (DNA-PKcs).

Nieprawidiowa naprawa uszkodzen obu nici DNA prowadzi do aberracji
chromosomowych i niestabilnosci genomu.
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4. Naprawa DNA: podsumowanie

Organizmy zywe wytworzyly szereg mechanizméw umozliwiajacych
naprawe uszkodzen w DNA.

Mechanizm Przykiad Ty T
naprawczy uszkodzen P prawy
Foto- mery Usuwanie wigzan miedzy
. Lo uv . . .
reaktywacja pirymidynowe dimerami, brak u ssakéw
Dimery UV, zwiazki

pirymidynowe, policykliczne
uszkodzenia DNA

Usuwanie kilkunastu
uszkodzonych nukleotydow,

wegla zastapienie prawidtowymi
Oksydacja za.sad, ROS, X, czynniki Usuwanie uszkodzonej
uszkodzenie

! nie alkilujace zasady, z.astqplenle

pojedynczej nici prawidiowa

Brak parowania Usuniecie fragmentu

A-G. T-C, indel Btad replikacji uszkodzonej n.|c| i zastapienie
prawidiowa

Uszkodzenie obu X, promienio- Rozplecenie DNA,
DSBR L . . S T~ .
nici, siecowanie wanie jonizujace | rekombinacja lub polaczenie

4. Naprawa DNA: podsumowanie

Zaburzenia w mechanizmach naprawy DNA prowadza do choréb
nowotworowych, neurologicznych, immunologicznych i innych.

Mecha-
Typ nizm
zaburzenia
naprawy
Rak piersi i
jajnika

CSA, CSB,
Neuro-

Mikrocefalia,
" s XPB, XPD,
logiczne Cockayne’a

demielinizacja,
neurodegeneracja
j Ataksja
tele’:tnakizjkat;z'a mézdzkowa,
? : ostabienie migsni
Zaéma, siwienie,
zaburzenia
skorne
Hypogammaglo-
bulinemia,
limfopenia

Wernera

Immuno- Syndrom
logiczne ligazy IV

Lam 2021
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Mutageneza

. Mutacje jako zrédio zmiennosci
® Definicja mutacji
B Podzial mutacji

. Mutacje punktowe
. Uszkodzenia DNA

. Naprawa DNA
E Bezposrednia
® Zalezna od matrycy

. Mutageny
® Mutageny fizyczne
B Mutageny chemiczne

. Efekty dziatania mutagenow
® Chimery
m Efekty genetyczne

5. Mutageny: podziat

Mutagen: czynnik, ktory indukuje uszkodzenia w DNA i w ten sposéb
podnosi czestos¢é mutacji ponad poziom typowy dla organizmu.

Czynniki mutagenne

/ C\'ﬁh

Czynniki fizyczne

j \\4 . / $rodki -

Promieniowanie jonizujace: promieniowanie Alkilujace, np. gaz interkalujace, np.
> Korpuskularne — strumien niejonizujace, musztardowy, barwniki
czastek , np. np. UV-A (315-  EMS, MMS, EMU, akrydynowe,
promieniowanie a, B, 400 nm), UV-B NMU proflawina,

: n(.autronowe, protonowe; (280-315 nm). . bromek etydyny
» Nie-korpuskularne — fale

energetyczne, np. Analogi zasad, np.
promieniowanie X, gamma. 5-bromouracyl

Spektrum mutacji powstalych pod wplywem mutagenéw nie rézni sie
od mutacji spontanicznych. Gilownym efektem dziatania mutagenu jest
podniesienie czestosci mutacji co najmniej o rzad wielkosci.
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5. Mutageny: fizyczne

Promieniowanie: emisja energii w formie fal lub czastek, ktore
przemieszczajq sie w przestrzeni lub ciele fizycznym.

DLUGOSC FALI SPADA
CZESTOTLIWOSC | ENERGIA ROSNA

Electromagnetic Radiation Spectrum Quanturn (Photon) Eneray (sv) ENergia
104 100 100 1 10 [eV]

. Wavelsngth (Metres)

100 104 1o 10 1ge 1079

LONG  Medium i “‘7..‘" o

v Vi g : " s | : ~=X
20| _Hurmmn Body besy Gares s <<|Gamma

Radic Waves Cosmic Rays

t 1
100 104 100
requency (Hz)

- ne Jonizujace
Promieniowanie jonizujace:
wywoluje jonizacje przez
oderwanie elektronu od

atomu lub czasteczki.

Promieniowanie niejonizujace:
nie wywoluje powstawania
jonow, energia zbyt mata aby
oderwac elektron od atomu.
IAEA uznaje swiatlo UV za granice pomiedzy typami promieniowania.
UV-A (315-400 nm) i UV-B (280-315 nm) zalicza sie do promieniowania
niejonizujacego, a UV-C (100-280 nm) o energii >10 eV - do jonizujacego.

5. Mutageny: fizyczne, cechy

Promieniowanie jonizujace charakteryzuje sie duzga energia, wysoka
czestotliwoscia i krotkim falami.

Wap Lagend ~
301-325 microSy
326350

351-400

1101-1300
1301-1700

=1700

Slonce jest zréodiem

promieniowania jonizujacego,

ktére na obszarach gérskich T

moze byc¢ kilkakrotnie wyzsze - ¥ e TV

niz nad poziomem morza. Rocznje dawki promler_nowama
kosmicznego w Europie.

Promieniowanie jonizujace wystepuje na Ziemi naturalnie i organizmy zywe
dostosowaly sie do niewielkich dawek promieniowania w trakcie ewolucji.

European Commission, 2016
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5. Mutageny: fizyczne, cechy

Wptlyw promieniowania na organizm ocenia sie na podstawie dawki,
czyli ilosci energii pochionietej przez jednostke masy.

Jednostki promieniowania Promieniowanie N

u Grej (ang. Gray, Gy): jednostka
ukiadu Sl okreslajaca ilos¢
energii promieniowania | Akumulacja energii
pochlonietej przez kilogram w tkankach
materii:
*1 Gy =1Jkg =1 m2s2 Plastik

=1 Gy = 100 radow (rad nie
jest jednostka Sl)

u Siwert: jednostka pochodna w
ukladzie Sl, odnosi sie do
organizmow zywych,
zwlaszcza czlowieka:

1Sv=1J/kg =1 m2s2=1 Gy [BSEULIIEETTZA Beton

Przenikanie promieniowania

Grej to jednostka opisujaca efekty fizyczne promieniowania, natomiast
Siwert to jednostka opisujaca efekty biologiczne promieniowania.

5. Mutageny: fizyczne, cechy

Siwert (Sv) to jednostka Sl okreslajaca wplyw promieniowania na
organizmy zywe. Najczesciej uzywa sie mili- i mikrosiwertow.

m Ekspozycja czlowieka na : L iE=_ 0,000 098 mSv (98
promieniowanie naturalne to 2-3 o =~ nSv) dostarcza jeden
mSv na rok (=30 000 BED). - banan, ktory jest

m 0,02 mSv: zdjecie rentgenowskie naturalnym zrédtem

(X) Klatki piersiowej (= 200 BED). |\ @ (A"} :’:‘;’t':::‘m::f"oéé

te okresla sie jako
| BED: ekwiwalent

m 0,01 mSv: zdjecie rentgenowskie '
zebow (= 100 BED).

m 15-30 mSv absorbuje badany
organ podczas tomografii
komputerowej
(= 150 000 - 300 000 BED).

m 68 mSv: dawka, ktora otrzymali
jednorazowo mieszkancy w 250 mSv dostarcza 6-
poblizu elektrowni w Fukushimie miesieczna podréz na
(= 680 000 BED). Marsa (2,5 min BED).

Siwert okresla ilos¢ promieniowania pochionietego przez komorki
i tkanki organizmoéw zywych. Dawka smiertelna to 4-5 Sv.

Prof. dr hab. Roman Zielinski 25



Biologia molekularna. Materiaty dla
studentow kierunku lekarskiego

5. Mutageny: fizyczne, Czarnobyl

Wybuch reaktora atomowego w elektrowni w Czarnobylu (Ukraina) w
1986 r. byl najpowazniejsza katastrofa jadrowa w historii.

Efekty bezpoérednie katastrofy: INCREASED RADIATION DOSE ACROSS EUROPE - 3 MAY 1986 w calej Europie dawki

m 30 oséb zginelo natychmiast; - promieniowania byty
- = i L z wyzsze 5-50 razy, aw
m 237 os6b napromieniowanych 5 10 / Europie Wschodniej

dawka 1 Sv, u ktérych rozwinat | =, do 100 razy.
sie zespol popromienny; g
m 4500 os6b napromieniowanych
w promieniu 30 km oraz 7 min
zagrozonych;
= akumulacja izotopow 131J (jod)
i 137Cs (cez) w srodowisku,
skazenie gleby i zywnosci;
= 1986-2005: ludnos¢
zamieszkujaca tereny skazone |
otrzymywata 50 mSv rocznie
(por. 68 mSv w Fukushimie, ale tylko
jednorazowo). Reaktor trzy dni po eksplozji oraz budowa sarkofagu.

Katastrofa w Czarnobylu doprowadzita do sl’(aienia znacznych obszarow
calej Europy, zwlaszcza Wschodniej, Srodkowej i Péinocnej.

5. Mutageny: fizyczne, Czarnobyl

Najwiekszym zagrozeniem bylo skazenie izotopem jodu, 131J, ktory
przyczynit sie do wzrostu zachorowan na raka tarczycy.

Incidence, per 100 000

= . Kontrola il . —

966 1988 1990 1992 1984 1996 1998 2000 2002 1967 1968 1909 1900 1991 1992 1960 1004 1995 1996 1907 1998 1999 2000
Years Yoar

Wzrost zachorowan na raka Zawartos¢ izotopow promieniotworczych
tarczycy u dzieci 0-14 lat w (131J, 137Cs) w mleku po katastrofie byta 3-

A L krotnie wyzsza niz dopuszczalna. Do roku
:II::I‘::II(Epso;rsaLai;p:u‘iA;yjbdua‘i::ina 2000 ilos¢ izotopow promieniotworczych

™ L ! sukcesywnie spadata.
promieniotwérczego jodu (131J). ; .
Nie obserwowano wzrostu zachorowan

— CZQStOéé raka na biataczke, jak réwniez istotnego
wzrostu czestosci wad rozwojowych.
tarczycy 0,5-3/1

Tarczyszﬁ}ﬁzi i -'oetb najdujacy sie w krwi. Jedzac skazona zywnos¢,
zwilasz m e, mieszkancy wchioneli radioaktywny jod.

AEA2016  taranarh nn
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5. Mutageny: fizyczne, Czarnobyl

Po katastrofie w Czarnobylu fauna i flora europejska zakumulowaty
najwyzsza zanotowana dawke radioaktywnego cezu, 137Cs.

Mutacja ubarwienia
jaskotek (A) wzgledem
kontroli (B). Po

= - Ty . katastrofie czgstos¢
Wzrost zawartosci radioaktywnego cezu u mutacji (czerwone stupki)
ryb stodkowodnych w okolicach Kijowa po wzrosta nawet 5-krotnie.
katastrofie w Czarnobylu (goéra:

roslinozercy, doét: drapiezcy).

Fequancy of partal abinism {

Efekty genetyczne: wzrost czestosci mutacji chromosomowych (2-7 razy) u
zwierzat i roslin, wzrost czestosci mutacji letalnych u roslin, 20-krotny

wzrost czestosci mutacji w loci enzymatycznych u sosen.
Moller i Mousseau, 2006

5. Mutageny: fizyczne, kancerogeneza

Promieniowanie jonizujace moze prowadzi¢ do rozwoju nowotworow,
ale zaleznos$¢ nie jest prosta i wplyw ma wiele czynnikéw.

Kancerogenne dziatanie YD), e \N ”M//
promieniowania jonizujacego e ; \\\ ,',_\ ‘,

b i 1 . |
m W latach 1910 stwierdzono Y aTeleldli : ‘E’
wyzsza czestosé nowotworow Ve

skory u radiologéw i dentystow. R

Studio

m U gornikow w kopalniach uranu .';f__ | requices the =

several girl

stW|erdzor’|o yzszq czeStosc Na poczatku XX w. rad byt wykorzystywany w lakierach do
nowotworéw pluc. paznokci oraz do malowania cyfr w zegarkach. U oséb, ktére
aU oséb, ktére przeiyly wybuch malowaty zegarki stwierdzono wyzszg czestos$¢ migsakow.

bomby atomowej w Hiroszimie i
Nagasaki stwierdzono wyzsza
czestosc bialaczki, ktora bytla ; NN o X b

A g o la . wykorzystywano
Sko_relow_a“a z daqu’"wYStqp“a  © : promieniowanie X do depilacji.
takze wyzsza czestosc¢ raka U os6b poddanych zabiegowi
tarczycy i piersi - okres latencji T SUTICRANG - TEE] CGREEet

A » nowotworéw tarczycy, moézgu,
wynosit 20 lat. — i STy loraclkrwi.

Efekty dlugoterminowego dzialania promieniowania jonizujacego widoczne
sa statystycznie jako wzrost liczby przypadkéw nowotworoéow.
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5. Mutageny: fizyczne, wykorzystanie

Rodzaje promieniowania jonizujacego roznia sie energia i moga
wywolywacé réozne efekty.

niowanie

X Aparat 1-500 keV Fale elektro- Pekniecia PN:A, )
Rentgena magnetyczne translokacje, inwersje

) R f
g;)topy Co, Kilka MeV Fale elektro M.utaqe pupktowe,
Cs magnetyczne mikrodelecje
Reaktory . natadowane | Translokacje, duze
ke eV delecje (kilka kbp)

Izotopy (%5S), Kilka MoV Elektrony (8), Mata efektywnos¢, nie

akceleratory pozytony (B*) z;zl::::]kjlj(q przez

Beta (B)

Zjonizowane Natadowane
jadra, Kilka GeV | czastki, np.
akceleratory kwarki

Spektrum mutaciji
punktowych

W mutagenezie indukowanej organizmow wyzszych wykorzystuje sie
promieniowanie jonizujace, a u bakterii —niejonizujace promieniowanie UV. @
IAEA, 2018

5. Mutageny: fizyczne, wykorzystanie

W praktyce preferowane jest promieniowanie gamma poniewaz
traktowanie mozna przeprowadzi¢ w kontrolowanych warunkach.

Zrédto ,,gamma” na
polu doswiadczalnym
w Kuala Lumpur,
Malezja.

Zrédlo ,,gamma”, FAO/IAEA, msqﬂl\
b J

Seibersdorf, Austria. . 5
A ] L . ok ; ?‘* Sposéb rozmieszczenia

roslin w szklarni ze zrédtem
-
- gamma.

Okoto 200 zrédel gamma jest rozmieszczonych na polach doswiadczalnych
lub w szklarniach w celu indukowania mutacji u roslin uprawnych.
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5. Mutageny: chemiczne

Mutagen: czynnik, ktory indukuje uszkodzenia w DNA i w ten sposéb
podnosi czestos¢é mutacji ponad poziom typowy dla organizmu.

Czynniki mutagenne

Czynniki chemiczne

Czynniki fizyczne

j \\4 % $rodki

Promieniowanie jonizujace: promieniowanie Alkilujace, np. interkalujace, np.
> Korpuskularne — strumien niejonizujace, gaz barwniki
czastek, np. np., UV-A (315- musztardowy, akrydynowe,
promieniowanie a, B, 400 nm), UV-B EMS, MMS, proflawina,

neutronowe, protonowe; <4
» Nie-korpuskularne — fale (280-31570uE L 1 Y

energetyczne, np. Analogi zasad, np.
promieniowanie X, gamma. 5-bromouracyl

Spektrum mutacji powstalych pod wplywem mutagenow nie rozni sie
od mutacji spontanicznych. Gilownym efektem dziatania mutagenu jest
podniesie czestosci mutacji co najmniej o rzad wielkosci.

5. Mutageny: chemiczne

Mutageny chemiczne wykorzystuje sie do tworzenia mutantéw z
wylaczong funkcja genéw u organizméw modelowych.
Wylaczanie funkcji genow Biatko
m Mutacje knockout lub loss of ~ bi - 'zﬂga"a senst
function: mutacje, ktore ‘ . Nonsensowna:
powoduja powstanie = 10%

A 4 * Miejsce
nieaktywnego produktu genow. splicingu: 26%
u Wykorzystuje sie zwiazki

alkilujace (MNU, ENU) ze wzgledu
na ich zdolnos¢ do indukowania
mutacji punktowych w réznych
regionach genu, co pozwala na
otrzymanie serii zmutowanych
alleli.

m Najwyzsza efektyvynoéé_ Choroby Miesnie i
mutagenezy chemicznej - serca, zeby
komorki macierzyste ze metabolizm

Choroby
spermatogoniow. J] neurologiczne|

Zmutowany
fenotyp

Mutageneza chemiczna w ludzkich liniach komérkowych jest
wykorzystywana do badania funkcji genow.
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5. Mutageny: chemiczne, czynniki alkilujace

Czynniki alkilujace: zwiazki, ktore przenoszg grupe alkilowa na
grupe fosforanowa lub zasady azotowe w DNA (alkilacja).

Grupa alkilowa:
jednowartosciowa grupa,

ktora powstaje przez
oderwanie atomu wodoru
od weglowodorow
nasyconych
zbudowanych wytacznie 7N
z wegla i wodoru (tzw. A C—NH,
alkany). Przykiady: !
1

» Grupa metylowa (-CH,), 6-etyloguanina

» Grupa etylowa (-C,Hs).
Grupy alkilowe sa
gléwnym budulcem Py

4 - : 6-etyloguanina paruje z tyminag,
zwiazkow organicznych. Guanina (G)

zamiast z cytozyna, zamiana
C-T, tranzycja.

Czynniki alkilujace sa silnymi mutagenami i kancerogenami. Ze wzgledu na
efekty cytostatyczne wykorzystywane sa w terapii nowotworowej.

5. Mutageny: chemiczne, czynniki alkilujace

Wiekszosé czynnikow alkilujacych jest syntetyczna, w przyrodzie
wystepuja u sagowcow (Cycas), bakterii i grzybow.

Cykazyna: kancerogen i
neurotoksyna, naturalny
czynnik alkilujacy w rodzaju
Cycas i Zamia, najwieksza
zawartos¢ w nasionach.

Penicillium notatum w kulturze (A) oraz konidia (B).

Penicylina G: naturalny czynnik alkilujacy,
pierwszy antybiotyk wyizolowany w 1928 r.
przez Aleksandra Fleminga. Wystepuje u
grzybow z rodzaju Penicillium (pedzlaki).
Grzyby sa powszechne w klimacie
umiarkowanym, gdzie stanowia giéwny
czynnik powodujacy psucie zywnosci.

Cycas revoluta (Sagowiec odwiniety).

Streptozotocyna: czynnik alkilujacy wystepujacy u Streptomyces griseus.
Dziata cytostatyczne, wykorzystywany w leczeniu nowotworow trzustki.
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5. Mutageny: chemiczne, czynniki alkilujace

W zaleznosci od liczby grup alkilowych wyréznia sie czynniki mono-,
bi- i polifunkcyjne.

W mutagenezie indukowanej

wykorzystuje sie najczesciej: |

HN <. ~N<\=0
I
O MNU

m pochodne mocznika:
*N-metylo-N-nitrozomocznik
(MNU),
= N-etylo-N-nitrozomocznik [e)
(ENU); Il
m pochodne kwasu sulfonowego: H;C /ﬁ\o/
*metanosulfonian metylu O MMS
(MmS),
*metanosulfonian etylu (EMS); o
m estry kwasu siarkowego: H.C \0/|S:\0/

. - H:C <0 -~S~0o—
=siarczan dimetylu (DMS), Il

=siarczan dietylu (DES). O pms O DEs
W mutagenezie indukowanej wykorzystuje sie tylko czynniki
monofunkcyjne. Czynniki bi- i polifunkcyjne indukuja tworzenie wiazan w
obrebie nici i pomiedzy nicmi DNA (sieciowanie), co hamuje replikacje.

5. Mutageny: chemiczne, analogi zasad

Analogi zasad: zasady azotowe, ktore sa strukturalnie podobne do
zasad wystepujacych w DNA i RNA.

Przykiady analogow zasad:

u 5-bromo-uracyl (5BU): zastepuje
T, prowadzi do tranzycji A—-G;

H 2-aminopuryna (2AP): analog
adeniny i guaniny, moze laczycé
sie z tymina lub cytozyna:

= wstawienie w miejsce A w TN 3 1N
parze A-T i parowanie A-C,
tranzycja T—C, para A-T
zostaje zastapiona para G-C,

= wstawienie w miejsce G w
parze G-C i parowanie G-T,
tranzycja C—T, para G-C
zostaje zastapiona para A-T.

Tymina (T) 5-bromo-uracyl (BU)

5-bromo-uracyl jest analogiem
tyminy. Moze parowac z adening (A),
ale takze z guaning (G). Wéwczas
zachodzi tranzycja A—>G. Para T-A
zostaje zastapiona para C-G.

Analogi zasad nie zaburzaja replikacji ale powoduja substytucje na
skutek blednego parowania. Czestos¢ mutacji jest niska i nie sa
one powszechnie wykorzystywane w mutagenezie indukowanej.
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5. Mutageny: chemiczne, interkalujace

Interkalacja: wigzanie malych czasteczek wewnatrz zwigzkéow
wieloczasteczkowych potaczonych np. wigzaniami wodorowymi.

Przyktady czynnikow Czynnik interkalujacy
interkalujacych: : ‘ ,wsuwa” sie pomiedzy
m barwniki akrydynowe (np. zasady w DNA, ale nie
oranz akrydynowy) powoduja ' ; tworzy wigzan. Zwigksza
pekniecia chromosoméw oraz Pas i i on odlegtosci pomiedzy

zmiane fazy odczytu; PRSI  nukleotydami i niciami.

DNA
m proflawina powoduje delecje i )

insercje;
m bromek etydyny rozkreca DNA
co przejawia sie wydluzeniem
form liniowych.
m DAPI, barwnik Interkalujace wtasciwosci & =11 1 |
fluorescencyjny, ktory bromku etydyny v L

interkaluje w miejscach wykorzystywane sa w
bogatych w AT. ujawnianiu DNA na Zelu.

Czynniki interkalujace zaburzaja strukture DNA, powoduja pekniecia
chromosomoéw i prowadza gléwnie do delecji i insercji.

5. Mutageny: chemiczne: azydek sodu

Azydek sodu (NaN,) jest silnie toksycznym zwiazkiem
nieorganicznym. Jest to inhibitor oddychania komérkowego.

il NaN; jest wykorzystywany do generowania
TR gazu w poduszkach powietrznych ze wzgledu

na szybka reakcje - 30 milisekund od kolizji
wyprodukowany gaz wypeilnia cala poduszke.

" R

Azydek sodu: bialy proszek,

toksyczny po rozpuszczeniu

W roztworze poniewaz

hydrolizuje do azotowodoru

HN;. Efektywnos¢

mutagenna zalezy od pH,

najwyzsza w buforze 2NaN;— 2Na + 3N,
fosforanowym o pH=3.

Azydek sodu jest silnym mutagenem czesto wykorzystywanym
w mutagenezie roslin uprawnych, samodzielnie lub w kombinacji
z czynnikami alkilujacymi.
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5. Mutageny: chemiczne: metale ciezkie

Akumulacja metali ciezkich we krwi moze prowadzi¢ do aberracji
chromosomowych.

Przypadek Jeziora Aralskiego

m W latach 1960. czwarte co do
wielkosci jezioro na swiecie,
obecnie kurczy sie na skutek
osuszania i zanieczyszczenia.

u Wybrzeza Jeziora zanieczyszczone
sa metalami ciezkimi.

m Zawartos¢ otowiu, niklu i miedzi w
krwi populacji ludzkiej z obszaru J.
Aralskiego jest wyzsza
odpowiednio o 98%, 97% i 41% niz
w populacji kontrolnej.

m Wykazano korelacje miedzy
podwyzszonym poziomem metali
ciezkich a mutacjami
chromosomowymi.

B

Total Chromosomowe 'Chromatydowe

A. Aberracje

chromosomowe w
populacji ludzkiej J.
Aralskiego. Strzatki
wskazuja acentryczne
fragmenty.

. Czestos¢ aberracji

chromosomowych w
populacji ludzkiej J.
Aralskiego (niebieskie
stupki) jest istotnie
wyzsza niz w kontroli

(czerwone stupki).
Metale ciezkie uszkadzaja strukture przestrzenna DNA i prowadza do
denaturacji oraz tacza sie z grupami fosforanowymi i zasadami azotowymi.
Sabirov i inni, 2020.

5. Mutageny: chemiczne

Spektrum mutacji punktowych zalezy od uszkodzen w DNA
wywolywanych przez mutagen chemiczny.
[%] Tranzycja GC---AT
Tranzycja AT---GC
Transwersja
HInne

u Tranzycje typu GC-AT o0

sa najczesciej

indukowane przez 80

wiekszos¢é mutagenow

chemicznych. 60
u MMS (metanosulfonian

metylu) najczesciej 40

indukuje transwersje.

najczesciej indukuje
tranzycje typu AT->GC.
NaN3 | MNU | ENU | MMS | EMS | DMS
Czynniki alkilujace Analogi zasad

Typy mutacji punktowych (%) indukowane przez rézne
mutageny chemiczne.

W celu uzyskania zréznicowanego spektrum mutacji punktowych powinno
sie stosowac¢ kombinacje réznych mutagenow.
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2. Mutageny: chemiczne
Supermutageny: mutageny, ktore znacznie podnosza czestosc
mutacji punktowych (do 20 razy).
Supermutageny WY A

(A) [6GACTGGACTGCGAC GGACTGGGCTGCGAC

m Najczesciej sa to czynniki A ) \ i

alkilujace, MNU, ENU, EMS. Famity-1| | {1\ f‘\('\‘”' {\if\. ‘ ‘Iﬂ"“ |

Podczas | wojny swiatowej byly MR AT

Wykorzystywane jako bron (C) CTGGTG)’U'\CMGGCC CTGGTGAGCAAGGCC

biologiczna. S ’w” ﬁ M ) g M /‘\ " ) M |

u Wykorzystywane do tworzenia § \M N VALY fvll'
duiych kolekcji mutantow. (E) [caccceeGaeeeTTd) GACCGCGI‘KGCCC‘P'I“(.;
m EMS wykorzystano do indukcji ramity-s /1111 )1 A \ ‘f\l\lﬂ\\,\:‘ \[ !“|
mutantéw D. melanogaster, ktére ’\_“'_;/h""’\ gl j.\ [y M '\“i' ('
umOi"w"y WVjaé“ie“ie procesu (G)[ccTcTAcTTCAACCA GCTCTACCTCAACCA
segmentacji. v T
Family-6 n A Nt
m Obecnie wykorzystuje sie je w H AU VYU
strategii ,tilling” u roslin, zwierzat —

i w ludzkich liniach komérkowych. Mutacje zidentyfikowane z zmutowanej populacji. WT:
forma wyjsciowa, F1: forma zmutowana. Mutacje mozna
wykry¢ w stanie heterozygotycznym.

TILLING: identyfikacja mutacji w danym genie przy pomocy
sekwencjonowania w populacji otrzymanej przez mutageneze chemiczna. @
Mutageneza
Mutacje jako zrodio zmiennosci
® Definicja mutacji
B Podzial mutacji
Mutacje punktowe
Uszkodzenia DNA
Naprawa DNA
E Bezposrednia
® Zalezna od matrycy
Mutageny
® Mutageny fizyczne
B Mutageny chemiczne
Efekty dzialania mutagenow
® Chimery
m Efekty genetyczne
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6. Efekty dziatlania mutagenu: chimery

Chimera: organizm zbudowany z komorek o réoznych genotypach,
powstaje w wyniku zaburzen podziatéw i/lub procesu zaptodnienia.

Naturalne chimery u cziowieka Matka 46, XX Ojciec 46, XY
moga powstac¢ w wyniku: p i
ANB

= wymiany materialu komérek
pomiedzy matka i plodem:
*u matki znajdowano komorki
plodu nawet po 30 latach,

"komorki matki znajdowano u
dorostych dzieci;
u chimery blizniacze - np. u
blizniat dwujajowych wystepuja
dwa typy genetyczne komorek;
u fuzji dwoch zygot, ktore
powstaly z dwoch komorek
jajowych i dwoch plemnikow
(tetragametyczny chimeryzm). Fuzja zygot: chimera

W wyniku fuzji zygot powstaje organizm - tetragametyczna chimera,
ktory ma organy o réznych genotypach. Chimery tetragametyczne
pojawiaja sie u czlowieka spontanicznie z czestoscia okoto 0,04%.

6. Efekty dzialania mutagenu: chimery

U roslin po traktowaniu mutagenem (M,) czesto wystepuja chimery
w odniesieniu do mutacji chlorofilowych.

" . ’ gw) SEI{EIER
Ow.les szorstki: f - - : T jasniejszy sektor
alblnot)fc':z.ny & % albinotyczny i viridis. na platkach
sektor liscia. 1 korony, utrwalona

chimera.

Kamelia: » Pomarancza:
albinotyczny sektor réznobarwne

ptatkow korony. ™ sektory owocow.

Chimeryzm dotyczy na ogot czesci wegetatywnych i nie jest
przekazywany nastepnym pokoleniom. U roslin ozdobnych chimery
utrzymuje sie przez rozmnazanie wegetatywne.
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6. Efekty dzialania mutagenu: genetyczne
Efekty genetyczne: ocena czestosci latwo rozréznialnych mutaciji
punktowych (auksotroficznych, chlorofilowych) w M, lub M,.

Histydyna + Histydyna — oy py (TH-) PYpy (TH-)

%

5

Mutacja w operonie
laktozowym E. coli
uniemozliwia rozktad
laktozy do glukozy,
bakterie nie rosna na
pozywce z laktozg (Lac*).
Dodanie glukozy (Lac’)
umozliwia rozwoj bakterii.

Arabidopsis thaliana, mutanty
nie wytwarzajace tiaminy (pypy)
Physcomitrella patens, oraz heterozygoty (PYpy) na
mutanty nie wytwarzajace ROz bez tiaminy (TH'). oraz
histydyny, na pozywce bez z tlamln_al (TH+). Brak tiaminy
histydyny (prawa) nie rosna. uniemozliwia wzrost mutantow.

Szczep ,,dziki” Mutant hisJ7 Mutant hisB8

Mutacje auksotroficzne: mutacje szlaku syntezy zwiazku niezbednego do
zycia. Brak danego zwiazku w podiozu uniemozliwia rozwéj organizmu. G

6. Efekty dzialania mutagenu: genetyczne

Mutageny indukuja mutacje w komoérkach somatycznych cziowieka i
moga prowadzié do rozwoju nowotworow.

Mutageneza u czilowieka EY
Obszary rozwiniete

u Wiekszos¢ mutacji jest H Obszary mniej rozwinigte
indukowana przez czynniki
wewnetrzne. Akumulacja mutacji
w komoérkach somatycznych
wraz z wiekiem prowadzi do
zwiekszonego ryzyka
nowotworow.

Jelito

e Zoladek Pecherz Nerka

Obszary rozwiniete
= Mutageny obecne w $rodowisku monzsany/mnlelrozwtits
odpowiadaja za 80-90%
nowotworow ptuc.

m Mutagennosc¢ zwiazkow
Chemlcz_nyCh bada ST testach Pluca Jelito Zotadek Pecherz Nerka
bakteryjnych (Ames) oraz u grube moczowy
transgenicznych myszy z genem Nowotwory na 100 tys. u kobiet (géra) i mezczyzn (d6t).
LacZ pochodzqcym z E. coli. Czestos¢ nowotworéw jest wyzsza na terenach rozwinietych, co
- 5 moze wynika¢ z wyzszej ekspozycji na czynniki kancerogenne.

Genotoksycznosé: wplyw zwiazku chemicznego na DNA, zdolnos¢é do

wywolywania uszkodzen w DNA. Wszystkie mutageny sa genotoksyczne. @

Prasad i Bernstein 2013
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6. Efekty dzialania mutagenu: transkrypcja

Mutageny, obok zmian w DNA, mogq indukowa¢ btedy na poziomie
transkrypcji. Wystepuja one we wszystkich klasach RNA.

Mutageneza transkrypcyjna

m Polimeraza RNA popeinia
biedy, gdy w DNA wystepuja
uszkodzenia, np. obecnos¢é
uracylu lub metyloguaniny.

m Czestosc bledow zalezy od
typu polimerazy RNA.

u Wiekszosc¢ btedow to zamiana
Cna U.

u Bledy zaleza od typu
mutagenu, najczesciej
wywolywane sa przez czynniki
alkilujace, MNNG, MNU, ENU,
EMS. Promieniowanie UV nie
zwieksza czestosci bledow na
poziomie transkrypcji.

Mutagen powoduje wzrost czestosci
btedéw na poziomie transkrypcji

=1 (niebieskie) u C. elegans (worms), D.
melanogaster (flies) i w kulturze
fibroblastow myszy (mice).

Ervor rate/bp (x10)

“worms  flies  mice

Error rate/bp (x104)

o
SR S BT B

Jednorazowa ekspozycja na mutagen
prowadzi do wydtuzenia czasu, w
ktérym popetniane s3 btedy przez
polimerazy RNA |, II, lll i mtRNA.

Error rate/bp (x10)

Wraz ze wzrostem dawki  Pierwszy stupek po lewej (-MNNG)
rosnie ilos¢ btedow. oznacza kontrole.

Bledy na poziomie transkrypcji moga przyczyniac¢ sie do choréb
neurodegeneracyjnych, nowotworéw, choréb prionowych.

Fritsch et al., 2021

6. Efekty dzialania mutagenu: jakos¢é

Mutageneza indukowana umozliwia zmiane zawartosci metabolitow
wtornych poprawiajac jakos¢ produktow roslinnych.

| Fasola, Phaseolus
sp.: obnizenie
zawartosci kwasu
fitowegow

Groszek siewny,
Lathyrus sativus:
obnizenie

‘ zawartosci

odmianach jadalnych. y i 4 neurotoksyny,

Zbyt duza ilos¢ tego

zwiazku zmniejsza
wchianianie zelaza.

Czarna
porzeczka,
Ribes nigrum:
zwiekszenie
zawartosci
witaminy C. [

Prof. dr hab. Roman Zielinski

kwasu 2-N-
oksalodwuamino
propionowego.

Migta polna, Menthah e
arvensis: zmiana
skfadu olejku ||
mietowego. *
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Zagadnienia 1-2

1. Mutacje: definicja

>

>

Wyjasnij pojecia: mutacja, mutageneza.
Co oznacza zdanie, ze mutacje sa zrodiem zmiennosci genetycznej?

2. Mutacje: podziat

»

Czy wszystkie mutacje sa przekazywane nastepnym pokoleniom?
uzasadnij odpowiedz.

Jak dzielimy mutacje ze wzgledu na ich miejsce powstania?
Ktory typ mutacji prowadzi do powstania chimer?

Prosze scharakteryzowaé¢ mutacje somatyczne i mutacje w komoérkach
szlaku ptciowego.

Podaj przyktady wykorzystania mutacji somatycznych w hodowli.
Czy mutacje somatyczne wystepuja w zdrowych tkankach cztowieka?
Prosze uzasadni¢.

Jakie typy mutacji wystepuja w komérkach somatycznych cztowieka?
W jakich organach najczesciej wystepuja mutacje somatyczne?

Jak moga by¢ uwarunkowane niektére choroby neurodegeneracyjne,
np. zespot Prometeusza, zespét McCune’a-Albright’a, megaencefalia?
Podaj przyktady mutacji somatycznych cztowieka wywotujacych
choroby neurodegeneracyjne.

Prosze wyjasni¢ znaczenie terminéw ewolucja somatyczna i ewolucja
réwnolegta.

Prosze poda¢ przyktad ewolucji rownolegtej, ktéra moze doprowadzi¢
do zaniku symptoméw chorobowych.

Zagadnienia 2-3

2. Mutacje: podzial, cd

Jak dzielimy mutacje ze wzgledu na wywotujacy je czynnik?
Prosze wyjasni¢ pojecia: mutacja indukowana, spontaniczna,
insercyjna.

Podaj przyktad mutacji cztowieka, ktéra wptyneta na diete,
zwtaszcza w Europie Péinocnej?

Jak wyjasni¢ tolerancje cztowieka na laktoze umozliwiajaca
dorostym osobnikom picie mleka?

Z jaka cecha zwigzana jest mutacja w genie MCM67?

Prosze podaé¢ podziat mutacji ze wzgledu na wielko$¢ zmiany.
Na jakich poziomach okreslamy mutacje punktowe.

Wymien gtéwne typy mutacji chromosomowych.

3. Mutacja punktowe: efekt fenotypowy

Jaki efekt wywotujg mutacje punktowe na poziomie osobniczym?
Jak powstaja nowe allele genéw?

Jaki efekt wywotujg mutacje neutralne?

Co to jest mutacja letalna?

Czy wszystkie mutacje sa letalne lub co najmniej szkodliwe?

Prof. dr hab. Roman Zielinski
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Zagadnienia 4

4. Mutacje punktowe: czestos¢
» Podaj przyblizony zakres czestosci mutacji punktowych (rzad
wielkosci).
Czy czestos¢ mutacji jest taka sama u réznych gatunkéow?
Uzasadnij odpowiedz.
Z jakimi czynnikami skorelowana jest czestos¢ mutacji?

Jaka jest zaleznos¢ pomiedzy czestosciag mutacji a rozmiarami
genomu?

Jakie zjawisko moze wytlumaczy¢ wzrost czestosci mutacji u
Eukariota wraz ze wzrostem rozmiaréw genomu?

Czy rodzaj komorki/tkanki wplywa na czestos¢ mutacji? Uzasadnij
odpowiedz.

W ktérych komoérkach mutacje zachodza czesciej: nabtonka czy
szlaku pitciowego?

Czy mutacje s jednakowo czeste na wszystkich chromosomach?
Uzasadnij odpowiedz.

Czy sg mozliwe istotne réznice w czestosci mutacji pomiedzy
populacjami? Uzasadnij odpowiedz.

Zagadnienia 5

5. Mutacje punktowe: substytucje
» Wymien rodzaje substytuc;ji?
Wyjasnij pojecia: tranzycja, transwersja, mutacja synonimiczna,
mutacja niesynonimiczna.

Jak okreslimy mutacje, w ktérej zamiana nukleotydu doprowadzita do
powstania kodonu odpowiadajacego temu samemu aminokwasowi?

Jezeli w wyniku substytucji powstaje kodon STOP to jaki bedzie efekt
tej mutacji na poziomie biatka? Czy bedzie to mutacja synonimiczna
czy niesynonimiczna.

Jezeli w wyniku substytucji kodon odpowiedzialny za kwas
glutaminowy zmieni si¢ w kodon kodujacy glutamine, to jakiego typu
bedzie to mutacja?

Jakie efekty na poziomie biatka wywotuja tranzycje i transwersje?
Jaki proces chemiczny prowadzi do powstania substytucji?
Co to jest przesunigcie tautomeryczne?

Po ilu cyklach replikacji przesunigcie tautomeryczne ujawni sie jako
mutacja? Uzasadnij odpowiedz korzystajac ze schematu.
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Zagadnienia 6-7

6. Mutacje punktowe; insercje i delecje
» Wyjasnij pojecie insercji, delecji, zmiany ramki odczytu?

Jakie efekty wywotuja insercje i delecje na poziomie biatka?
Jakie elementy genetyczne moga powodowaé¢ powstawanie insercji
i delecji? Uzasadnij odpowiedz.
W jaki sposob wyciecie transpozonu moze wptynaé na otaczajace
regiony genomu?
Ktore mutacje punktowe mozemy zaklasyfikowaé jako SNP, a ktore
jako indele?

7. Uszkodzenia DNA

» Czy uszkodzenie DNA oznacza to samo co mutacja?

Jakie czynniki wywotuja uszkodzenia DNA?
Jakiego typu uszkodzenia DNA wyrézniamy?
Co sie¢ stanie jezeli cytozyna zostanie pozbawiona grupy metylowej?
Jak czesto DNA ulega uszkodzeniu w komérkach cztowieka?
Jezeli w ciagu dnia w komérce cztowieka dochodzi do 5 000
przypadkoéw alkilacji to jaka jest czestosé¢ alkilacji w ciagu godziny?
Na czym polega sieciowanie (cross-linking)?
Czy uszkodzenia DNA s3 nieodwracalne? Uzasadnij odpowiedz.
Podaj przyktad czynnikéw egzogennych, ktore uszkadzajg DNA?
Uzasadnij twierdzenie, ze palenie papieroséw (tytoniu) jest
szkodliwe?

Zagadnienia 8-10

8. Naprawa DNA: rodzaje
Co to jest naprawa DNA?
Jak dzielimy mechanizmy naprawy DNA?
Jakie wyré6zniamy mechanizmy naprawy DNA w trakcie replikacji?
Wymien mechanizmy naprawy DNA, ktére nie zaleza od matrycy
DNA?
9. Naprawa DNA: fotoreaktywacja
» Na czym polega fotoreaktywacja?
Dlaczego fotoreaktywacja nie zalezy od matrycy DNA?
W jakim procesie uczestniczy enzym fotoliaza?
Jakie swiatto jest niezbedne do fotoreaktywac;ji?
U jakich organizmoéw fotoreaktywacja ma duze znaczenie? Dlaczego?
Jaki mechanizm jest odpowiedzialny za spadek dimeréw
pirymidynowych pod wplywem swiatta?
10. Naprawa DNA: wycinanie zasad
» Wyjasnij pojecia: BER i NER?
W jakim procesie powstaje miejsce AP?
Jaki proces zwiazany jest z naprawa uszkodzen chemicznych takich
jak deaminacja, metylacja, oksydacja?
Omoéw naprawe przez wycinanie zasad.

lle nukleotydéw jest wycinanych w naprawie BER - przez wycinanie
zasad?
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Zagadnienia 11-12

11.Naprawa DNA: wycinanie nukleotydow

»

>

lle nukleotydéw jest wycinane w NER?

Jaki typ uszkodzen jest naprawiany za pomoca NER — wycinania
nukleotydow?

W jakim procesie uczestniczg biatka Uvra, UvrB, UvrC, UvrD?

Ktore biatka odpowiedzialne sg za rozpoznawanie zmian w DNA w NER?
Jakie sg réznice miedzy BER i NER?

Jakie zmiany w DNA s3 naprawiane przez NER?

12.Naprawa DNA: usuwanie dimerow

Jakie procesy wykorzystywane sg do usuwania dimeréw
pirymidynowych?

Czy mechanizm usuwania dimeréw pirymidynowych zawsze jest taki
sam? Od czego on zalezy?

W lisciach zaobserwowano spadek liczby dimeréw pirymidynowych pod
wplywem swiatta. To samo zjawisko (spadek liczby dimerow)
zaobserwowano w korzeniach, ktore rosty tylko w ciemnosci? Jakie
procesy biologiczne byty odpowiedzialne za zaobserwowany spadek
dimeroéw pirymidynowych?

Czy fotoreaktywacja wystepuje u ssakow?

Czy mozna uzyskac¢ organizmy, ktore ,,rosng” w swietle UV?

Jakie efekty wywotuje u cztowieka promieniowanie UV? Czy zawsze
naswietlenie UV prowadzi do choroby?

Jak powstaje Xeroderma pigmentosum?

Zagadnienia 13-14

13.Naprawa DNA: MMR

Co oznacza skrét MMR?
Jaka funkcje petni mechanizm MMR?
Prosze scharakteryzowaé podstawowe etapy mechanizmu MMR.

Jaki wptyw maja uszkodzenia w genach warunkujacych mechanizm
MMR na genom?

Prosze zdefiniowac fenotyp mutatorowy.

Jaki bedzie efekt wyciszenia genu MLH1 w linii komérkowej cztowieka w
warunkach in vitro?

14.Naprawa DNA: DSBR

>
>
>

>

Co oznacza skrét DSBR?

Prosze opisa¢ mechanizmy obejmujace DSBR.

Jakie mechanizmy DSBR wymagaja homologii?

Dlaczego naprawe DSB uwaza sie za krytyczng dla komoérki?
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