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ZROZNICOWANIE PROCESU NAPRAWY DNA W NORMIE
I PATOLOGII CZLOWIEKA

WSTEP

Trzy podstawowe procesy metaboliczne, w ktérych bierze udziat czasteczka
DNA invivo obejmuja replikacje, transkrypcje oraz naprawe DNA. Celem procesu
naprawy DNA jest utrzymanie niezmiennos$ci struktury DNA, co sprowadza sie
do rozpoznawania i usuwania uszkodzenn. Uszkodzenia czasteczki DNA moga
obejmowacé przerwy jedno- i dwuniciowe, poprzeczne wigzania obu nici DNA,
trwate wigzania krzyzowe DNA-biatko oraz zmiany w strukturze pojedynczych
nukleotydéw (ryc. 1). Ostatnia grupa uszkodzen jest bardzo zr6znicowana
i zalicza sie do niej objetosciowe addukly chemicznych czynnikéw genotoksycz-
nych, pochodne podstawowych nukleotydéw, powstajace w wyniku alkilacji,
hydroksylacji, halogenowania i sulfhydroksylacji, dimery pirymidynowe genero-
wane swiattem UV i inne modyfikacje (Powet1 iMcMittan 1990). Rozpoznawanie
i usuwanie uszkodzen nastepuje w wyniku szeregu mechanizméw dostosowa-
nych do rodzaju uszkodzenia a okreslanych tgcznie jako naprawa DNA.

Celem artykutu jest wykazanie zrdéznicowania procesu naprawy DNA
w populacji ludzkiej, dotyczacego zaréwno poziomu catego genomu, fragmentow
czgsteczki DNA a nawet siegajgcego po roznice w obrebie pojedynczego genu. Na
zréznicowanie procesu DNA ma wplyw szereg czynnikéw identyfikowanych na
roznych poziomach od molekularnego, przez komorkowy po fizjologie organizmu.
Znaczny jest udziat czynnikéw genetycznych, bowiem wiele enzyméw uczestni-
czacych w procesie naprawy DNA ma charakter polimorficzny. Czynnik pato-
genny uwidacznia sie poprzez wplyw na aktywnosé¢ enzyméw naprawczych
w chorobach nowotworowych. Natomiast wiek osobniczy jest traktowany jako
czynnik gospodarza. Przeglad czynnikow wpltywajacych na zréznicowanie napra-
wy DNA w populacji ludzkiej stanowi tres¢ niniejszego artykutu. Poza ramami
tego opracowania znajduje sie natomiast omoéwienie réznic w szybkosci i wydaj-
nosci naprawy poszczegoélnych typow uszkodzen.
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Rye. 1. Rodzaje uszkodzen DNA powstajgcych pod wptywem czynnikéw genotoksycz-
nych.

MECHANIZMY PROCESU NAPRAWY DNA

Jak wspomniano wyzej, istnieje kilka mechanizmdéw naprawy DNA dostoso-
wanych do korygowania poszczegélnych typow uszkodzenia DNA (Defais 1990,
Lindah1 1990).

Bezposrednie ijednostopniowe usuwanie uszkodzer ma zasieg ograniczony
do naprawy niektérych fotouszkodzen oraz metylacji nukleotydéw. Pierwszy
proces jest znany pod nazwa fotoreaktywacji. Natomiast grupa alkilowa
(w pierwszym rzedzie metylowa) moze podlegac wycieciu przy udziale alkilotrans-
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ferazy i przeniesieniu najedng z reszt cysternowych enzymu. Postulowano takze
istnienie enzymu odpowiedzialnego za wstawianie puiyn w miejsca apurynowe.
Zdecydowana wiekszos¢ uszkodzen jest usuwana na drodze naprawy przez
wycinanie. Pierwszym etapem jest rozpoznanie i usuniecie uszkodzenia, ale
charakter uszkodzenia wptywa na wybor jednego z dwoch wariantéw znanych
jako usuwanie zasady lub usuwanie nukleotydu (iyc. 2). Warianty réznig sie
miedzy sobg na tym wiasnie etapie. Podczas naprawy przez usuwanie zasady
przy udziale DNA-glikozylaz powstaje miejsce apuiynowe, usuwane w dalszym
ciggu wraz z towarzyszacymi kilkoma nukleotydami przy udziale AP-endonukle-
azy. W odrdéznieniu od AP-endonukleaz, cechujgcych sie niskg specyficznoscia,
DNA-glikozylazy stanowig grupe enzymow o znacznej specyficznosci, bowiem na
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Ryc. 2. Schematyczny mechanizm naprawy DNA przez wycinanie. Po lewej stronie wid-
nieja kolejne etapy naprawy DNA przez wycinanie zasady a po prawej stronie przedsta-
wiono naprawe DNA opartg o wycinanie nukleotydu.
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0gol rozpoznaja tylko jeden, okreslony typ uszkodzenia. Wsrod DNA-glikozylaz
na osobng wzmianke zastuguje DNA glikozylaza formamido-pirymidynowa —
enzym odpowiedzialny za usuwanie uszkodzen DNA zwigzanych z genotoksycz-
noscia wolnych rodnikéw tlenowych. Natomiast naprawa uszkodzenia przez
usuwanie nukleotydu obejmuje najpierw naciecie jednej nici DNA po stronie 5’,
co wywotuje czesciowe rozplecenie podwojnej helisy, a nastepnie usuniecie
uszkodzonego nukleotydu we fragmencie jednej nici o dtugosci do kilkudziesie-
ciu nukleotydéw. W bakteriach takg funkcje petni, na przykitad, UVRABC
nukleaza. Na tym etapie jest konieczne wspétdziatanie helikaz. W obu warian-
tach nastepuje nadwczas wypetnianie powstatej luki przy udziale polimerazy
DNA z wykorzystaniem drugiej, nie uszkodzonej nici jako matrycy syntezy DNA.
Na tej drodze nastepuje odtworzenie pierwotnej struktury DNA, czyli catkowity
powrdét do stanu wyjsciowego.

Odrebny wyspecjalizowany mechanizn (ang. mismatch repair) stuzy do
korygowania podstawowych zasad tworzacych niewlasciwie dopasowane pary.
Sytuacje takie wystepuja na ogétw nastepstwie naprawy wywotanej silng dawka
mutagenu, co u bakterii jest znane jako naprawa typu SOS. Ten typ naprawy
DNA jest nastawiony na szybka odbudowe ciagtosci czasteczki DNA kosztem
wiernosci odtworzenia sekwencji.

Ponadto odrebnie sga naprawiane dwuniciowe przerwy w tancuchu DNA.
Podstawowy mechanizm naprawy przerw dwuniciowych opiera sie o rekombi-
nacje czasteczek DNA.

Na wymienienie zastuguje jeszcze adaptatywnos$¢ procesu naprawy DNA.
W skrocie adaptatywno$¢ odrdznia reakcje organizmu (komorki) na mate
i wysokie dawki mutagenu. Wstepna ekspozycja na niskie dawki mutagenu
nadaje organizmowi ceche pewnej odpornosci. PéZniejsza ekspozycja na wysokag
dawke moze dodatkowo indukowac ekspresje izoenzyméw naprawczych, tago-
dzacych skutki ekspozycji. Zjawisko to najlepiej jest poznane w przypadku
naprawy DNA indukowanej dziataniem zwiazkéw alkilujacych.

Wiedza na temat enzyméw naprawczych w organizmach prokariotycznych
zdecydowanie wyprzedza stopienl poznania enzymow naprawczych w organi-
zmach eukariotycznych. Dlatego obecnie gtéwne natezenie badann w tym kierun-
ku jest nastawione na poznanie i charakterystyke enzymoéw uczestniczacych
w naprawie DNA. Sciéle wiaze sie z tym identyfikacja i mapowanie genéw
kodujacych enzymy naprawcze (Hoejmakers i Bootsma 1992, Thompson 1991).

HETEROGENNOSC PROCESU NAPRAWY DNA

Naprawa DNA przebiega ze zréznicowana predkos$cia i wydajnoscigw réznych
czesciach genomu (Szyfter i Mullenders 1993). Na istnienie takiego zjawiska
wskazywata odkryta wczesSniej dwufazowos¢ usuwania wiekszosci uszkodzen
z czgsteczki DNA. Zalozono nadwczas, ze w pierwszej, szybkiej fazie naprawie
podlegaja selektywnie okreslone fragmenty genomu.

Badania tego zagadnienia przez kilka lat byly ograniczone do uszkodzen
indukowanych $Swiattem UV. Opracowano metode monitorowania powstawania
i usuwania dimerow pirymidynowych z DNA. Metoda ta obejmuje napromienio-
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wanie komoérek Swiattem UV, izolacje DNA, trawienie enzymami restrykcyjnymi.
W tym punkcie probke dzieli sie na dwie czesci i jedng z nich poddaje sie
trawieniu endonukleaza VfagaT4, specyficzng wobec dimerdéw pirymidynowych.
Nastepnie prébki trawiong i nietrawiong endonukleazg V rozdziela sie elektro-
foretycznie, poddaje transferowi technikg Southerna i hybiydyzuje ze specyficz-
nymi sondami DNA. Poréwnanie sygnatu prébki trawionej i nie trawionej pozwala
na ocene ilosciowg dimerow tymidynowych. Technika ta umozliwia nie tylko
ocene ilosciowg poziomu dimeréw w genomie lecz takze w poszczegélnych genach
a nawet w ich fragmentach (Hanawalt 1991).

Po raz pierwszy réznice szybkosci naprawy DNA wykryto poréwnujac catko-
wity DNA naczelnych i sekwencje alfa, skladajgce sie z wysokopowtarzalnych
elementow strukturalnych. Naprawa przebiegata wolniej w sekwencjach alfa.
Ro6znice powigzano z nierdwnomiernym udziatem obu wymienionych klas DNA
W procesie transkrypcji i stad dalsze badania zmierzaty w tym kierunku.
W szeregu pomystowo zaprojektowanych doswiadczern wykazano, ze rejony
aktywnie transkrybowane ulegaja naprawie w pierwszej kolejnosci.

W celu zweryfikowania powyzszej hipotezy poréwnano szybko$¢ naprawy
DNA w catym genomie komorek chinskiego chomika z szybkoscig naprawy
segmentu zawierajgcego gen reduktazy dwuhydrofolianowej (DHFR) z tego sa-
mego Zrédia. Dodac¢ nalezy, ze wybrany genjest aktywny podczas wszystkich faz
cyklu komdérkowego. Okazato sie, ze po uptjwie 26 godzin od napromieniowania
liczba dimeréw tymidynowych we fragmencie zawierajgcym gen DHFR spadta
0 2/3, podczas gdy w caltym genomie pozostawato jeszcze okoto 85% dimeréw.
Analogicznie przedstawiata sie sytuacja w badanym pdzniej genomie ludzkim.

W obrebie tego samego modelu wykazano réznice szybkosci naprawy pomie-
dzy nicig aktualnie transkrybowana a nie transkiybowang. Badania rozszerzono
na analize domeny naprawy DNA. Wykazano, ze rejon preferencyjnej naprawy
genu DHFR grupuje sie wokét korica 5' i przylegltego segmentu. Dotyczy to zatem
poczatkowej sekwencji transkrybowanego genu, sekwencji promotorowej i regu-
latorowej .

O ile przedstawione wyzej badania dotyczyty usuwania dimeréw pirymidy-
nowych, tow ostatnich latach przybyto znacznie wiecej przyktadéw. Korzystajac
z wypracowanego modelu wykazano preferencyjng naprawe genu DHFR
w komérkach uprzednio eksponowanych na cisplatyne, nitrogranulogen,
8-metoksypsoralen i aktywny metabolit benzo(a)pirenu. Udowodniono, ze zarow-
no potaczenia krzyzowe DNA-biatko indukowane dziataniem psoralenu i cyto-
statykow, jak tez objetosciowe addukty benzo(a)pirenu sg usuwane z genu DHFR
preferencyjnie wobec catego genomu. Z drugiej natomiast strony analogiczne
doswiadczenia przeprowadzono na innych genach aktywnie transkrybowanych
przez caty cykl komorkowy a mianowicie na genie HPRT (fosforybotransferaza
hipoksantynowa) i ADA (dezaminaza adeninowa). Przytoczone fakty sg solidnag
podstawa do generalizacji obserwacji i sformutowania wniosku, ze preferencyjna
naprawa genéw aktywnie transkrybowanych jest powszechna i stanowi natural-
ng reakcje obronng organizmu wobec czynnikéw genotoksycznych. Zjawisko to
taczy sie ze zmianami struktuiy chromatyny podczas transkrypcji, co utatwia
dostep enzymom naprawczym.
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Preferencyjng naprawe aktywnego genu wykazano wobec ludzkiej metalotio-
neiny. Model ten byt bardziej skomplikowany, gdyz inetylotioneinajest aktywna
tylko w pewnych fazach cyklu komoérkowego, a na aktywnos¢é wptywa obecnosé
jonéw cynku (+2). Wykazano preferencyjnos¢ naprawy DNA tylko w odniesieniu
do okresu faktycznej aktywnosci tego genu. Doswiadczenia oparte o catkowicie
inng metodyke przeprowadzono w odniesieniu do usuwania (6-4)-fotodimeréw
z genu insuliny. Réwniez i w tym przypadku aktywnos¢ transkrypcyj na taczyta
sie z preferencyjng naprawg DNA.

Teza powyzsza ulegta pewnemu ograniczeniu po odkryciu, ze dodatkowe
grupy metylowe wprowadzone do DNA w wyniku ekspozycji na bezposrednio
dziatajgce czynniki metylujace sg usuwane z tg sama szybkoscig z genu DHFR
i catkowicie z genomu. Odkiycie tojest ttumaczone przez naprawe tych uszko-
dzenn na drodze mechanizmu przez wycinanie zasady. Zatem preferencyjnos¢
naprawy w genach transkrybowanych bylaby ograniczona do naprawy przez
wycinanie nukleotydu, ale skadingd wiadomo, ze jest to najczestszy mechanizm
usuwania uszkodzen z DNA.

Dodatkowe przekonywujgce potwierdzenie preferencyjnosci naprawy DNA
w genach aktywnych uzyskano jeszcze na innym modelu. Badano usuwanie
dimerow pirymidynowych z linii fibroblastow mysich. W DNA tych komoérek
zlokalizowano dwa proto-onkogeny: aktywnie transkiybowany c-abl i nieaktyw-
ny c-mos. Liczba fotodimeréw powstatych w wyniku naswietlenia promieniowa-
niem UV byla w obu genach poréwnywalna. Jednak po 24 godzinach liczba
fotodimeréw znaczgco zmalata w onkogenie c-abl, podczas gdy w onkogenie
c-mos naprawa byta praktycznie niezauwazalna.

Wydaje sie, ze najbardziej spektakularne doswiadczenie dotyczyto poréwna-
nia przezywalnosci komoérek poddanych dziataniu swiatta UV i zdolnosci napra-
wy DNA. Przedmiotem poréwnania byty normalne ludzkie fibroblasty, fibroblasty
chorego na xeroderma pigmentosum (opis choroby ponizej) zdefektowane pod
wzgtedem naprawy DNA i komoérki chomika, ktére naturalnie cechuje niski
poziom naprawy DNA in vitro. Naprawa DNA w obrebie genu DHFR byta wydajna
w normalnych komérkach ludzkich i w komdérkach chomiczych. Wysoka byta
tez przezywalnos¢ obu typow komoérek normalnych w przeciwstawieniu do
komoérek linii XP. Wnioskuje sie zatem, ze o przezywalnosci w warunkach
ekspozycji na swiatto UV decyduje zdolnos¢ naprawy DNA w znaczacych rejo-
nach genomu, tozsamych z aktywnie transkrybowanymi genami. Natomiast
0golna zdolno$é naprawy DNA w catym genomie ma drugorzedne znaczenie.

W ramach badan poréwnawczych nad naprawg DNAw réznych klasach DNA
w pracowni V. A. Bohra (LeDoux 1992) przeanalizowano naprawe szeregu
uszkodzen wjagdrowym (nDNA) i mitochondrialnym (rntDNA) DNA. Autorzy mieli
na uwadze miedzy innymi zweryfikowanie ugruntowanego przekonania o braku
naprawy DNA w mtDNA. Stwierdzono brak naprawy dimeréw pirymidynowych
i silnych modyfikacji wywotanych dziataniem zwigzkéw alkilujagcych oraz mini-
malng naprawe adduktow cisplatyny w mtDNA. Natomiast poprzeczne wigzania
nici DNA przy udziale cisplatyny oraz pojedyncze ugrupowania N-metytowe na
zasadach puiynowych byty wydajnie naprawiane. Konkluzjg opisanych badan
jest stwierdzenie, ze usuwanie uszkodzen z mtDNA jest w wysokim stopniu
funkcja typu uszkodzenia. Wydaje sie, ze w mtDNA przebiega tylko proces
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naprawy DNA przez wycinanie zasad a mechanizm naprawy przez wycinanie
nukleotydu, odpowiedzialny za usuwanie objetosciowych adduktéw, nie fun-
kcjonuje w mitochondriach. Poniewaz mtDNA nie koduje enzymdw naprawczych
wnioskuje sie, ze za naprawe DNA sg odpowiedzialne enzymy importowane
zjadra komoérkowego.

Na podkreslenie zastuguje znaczenie badan prowadzonych w zespole Ph.
Hanawalta (Stanford, California), ktére w najwyzszym stopniu przyczynity sie
do poznania zjawiska heterogennosci procesu naprawy DNA.

MIEDZYOSOBNICZE ROZNICE W SPRAWNOSCI PROCESU NAPRAWY DNA

Efekty genotoksyczne wykazujg ogromne zréznicowanie indywidualne
w populacji ludzkiej, co ttumaczy sie jej polimorfizmem genetycznym. Udziat
czynnikéw genetycznych w modulacji efektu genetycznego wykazano w odnie-
sieniu do wszystkich trzech podstawowych etapow oddziatywania czynnikéw
genotoksycznych z materiatem genetycznym (Harris 1987). Charakter polimor-
ficzny wykazujg enzymy biorgce udziat w aktywacji metabolicznej chemicznych
genotoksykantéw (faza I), detoksykacji zaktywowanych genotoksykantéw (faza
I) oraz naprawy DNA. O ile rdéznice aktywnosci enzymow fazy | w leukocytach
ludzkich siegajg 1000 razy, to wedtug danych réznych autoréw réznice UDS nie
przekraczajg na ogdl kilku razy (vaiiakangas i wspotaut. 1984). Leukocyty krwi
obwodowej skiadaja sie z ré6znych subpopulacji komdérkowych, co moze mieé
wplyw na poziom UDS. Jednak w znacznie bardziej homogennej populacji
keratynocytow takze obserwowano indywidualne zréznicowanie UDS indukowa-
nego mutagenami chemicznymi, dziatajgcymi bezposrednio i wymagajacymi
aktywacji metabolicznej (Lawrence i Benford 1993). Indywidualne zréznicowa-
nie naprawy DNA wykrywane jako rdéznice UDS znajduje potwierdzenie
w obserwacjach usuwania adduktéw z DNA. Przykitadowo, w zespole Oescha
(Oesch iwspotaut. 1987) okreslono wydajnos$¢ usuwania adduktow metylowa-
nych oraz PAH: DNA w réznych odcinkach czasowych, stwierdzajac istnienie
réznic indywidualnych zaréwno u palaczy tytoniu, jak i os6b niepalacych, gdzie
zréznicowanie miato wiekszy zasieg.

Obserwowane réznice stanowig rodzaj wypadkowej pomiedzy zréznicowa-
niem aktywnosci szeregu enzymoéw wspétuczestniczacych w naprawie DNA.
Dlatego okreslono takze roznice aktywnosci konkretnych enzyméw w leukocy-
tach ludzkich. Dla DNA-glikozylazy uracylowej stwierdzono rozrzut aktywnosci
od 1 do 45 razy a dla O -alkilo-guanino-DNA alkilotransferazy od 1do 90 razy
(vaiiakangas i wspotaut. 1991).

Jednoczesnie wykazano, ze istnieje caty szereg czynnikéw wptywajacych na
sprawnos¢ mechanizmu naprawy DNA u cziowieka. Istotnym czynnikiem jest
charakter ekspozycji obejmujacej takze palenie tytoniu, bowiem istnieje mozli-
wos¢ wywotania odpowiedzi adaptatywnej, omoéwionej w punkcie dotyczacej
mechanizméw naprawy DNA. Rowniez sposéb i sktadniki pozywienia cztowieka
wplywaja na proces naprawy DNA. W badaniach modelowych na zwierzetach
laboratoryjnych wykazano podniesienie sprawnosci naprawy DNA u szczuréw,
ktérych dieta miata obnizony poziom tluszczu i catkowita wartos¢ kaloryczna.
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Stwierdzono zmiennos¢ sezonowg procesu haprawy DNA. Istotnym czynnikiem
jest ogélny stan zdrowia, gdyz obserwowano obnizenie sprawnosci procesu
naprawczego w takich przypadkach, jak chroroba Alzheimera czy zesp6l Downa.
W ostatnim przypadku poziom naprawy DNA mozna byto korygowa¢ doustnym
podawaniem siarczanu cynku. Rola dwdéch dalszych czynnikéw, a mianowicie
wieku i wystepowania choréb nowotworowych zostanie omoéwiona obszerniej
w dalszej czesci.

WPLYW WIEKU NA SPRAWNOSC NAPRAWY DNA

Podwyzszona czestos¢ wystepowania choréb somatycznycli indukowanych
czynnikami genotoksycznymi sugerowata kumulowanie sie uszkodzerh DNAwraz
z wiekiem. Konsekwentnie wydedukowano obnizanie sie sprawnosci naprawy
DNA w starszym wieku (Setlow 1983).

Postulowany negatywny wptyw wieku na system naprawy DNA opisali bardzo
wczesnie Lambert | WSpOtpracownicy (1979) na przykiladzie syntezy naprawczej
DNA indukowanej in vitro w leukocytach krwi obwodowej, eksponowanych na
Swiatto UV. Dalsze badania poszerzyty te korelacje na inne typy komérek (m.in.
fibroblasty, hepatocyty, neurony). Zwrécono uwage, Zze negatywny wplyw na
sprawno$¢ procesu naprawy DNA ma nie tylko wiek organizmu, ale takze wiek
komorki. Zastosowanie specyficznych inhibitoréw naprawy DNA, dzialajacych
na poszczegodlne etapy procesu, pozwolito na stwierdzenie, ze najwyzszy stopien
zaleznosci od wieku cechujg wczesne etapy naprawy fotouszkodzen, a mianowi-
cie rozpoznanie uszkodzenia oraz naciecie DNA. Udato sie takze powigza¢ wpltyw
wieku i diety na naprawe DNA. W doswiadczeniach na szczurach wykazano, ze
dieta o obnizonej wartosci kalorycznej redukuje utrate sprawnosci naprawy DNA
pojawiajacej sie wraz z wiekiem.

Wzieto takze pod uwage inne rodzaje ekspozycji (Knudsen 1992). Duzo uwagi
poswiecono usuwaniu alkilacji puiyn z uwagi na wysoki stopiert zmetylowania
DNA towarzyszacy (indukujacy ?) procesowi kancerogenezy. Naprawe zalkilowa-
nych puiyn cechowata negatywna zaleznos$¢ od wieku jeszcze silniejsza niz
w przypadku fotouszkodzen. Sygnalizowano jednak takze brak powigzania
poziomu metylacji DNA z wiekiem pacjentéw, u ktorych rozpoznano niektore
choroby nowotworowe.

Obnizanie sie sprawnosci procesu naprawy DNA wraz z wiekiem korespon-
duje z danymi epidemiologicznymi, wskazujgcymi na zwiekszona czestos¢ wy-
stepowania wiekszosci choréb nowotworowych w starszym wieku.

JEDNOSTKI CHOROBOWE ZWIAZANE Z NIEDOBOREM SYNTEZY
NAPRAWCZEJ DNA

Opisano szeregjednostek chorobowych, w ktorych stwierdzano catkowity lub
czesciowy brak syntezy naprawczej DNA (Hanawalti Sarasin 1986). Jak zostanie
to wykazane ponizej, jest to zréznicowana grupa choréb genetycznie uwarunko-
wanych, ktérych cechg wspolng — oprécz niedoboru syntezy naprawczej DNA
— jest zwiekszona czestos¢ wystepowania okreslonych choréb nowotworowych.
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Najwczesniej rozpoznana zostata xeroderma pigmentosum (XP), ktéra (podo-
bnie jak i inne nizej omawiane jednostki chorobowe) dziedziczy siejako choroba
recesywna, autosomalna. Cecha, ktdra pozwolita na wyréznienie XP, jest nad-
wrazliwosé na Swiatto stoneczne, a zwlaszczajego ultrafioletowg komponente.
W czesciach ciata eksponowanych na swiatto rozwijajg sie rozne postaci rakow
skory. Opis pozostatych licznych wad morfologicznych i fizjologicznych, obejmu-
jacych przede wszystkim ukiad neurologiczny, nie miesci sie w granicach
niniejszego opracowania. Jednak w obrebie cech klinicznych XP wyprowadzono
9 komorkowych klas komplementacyjnych XP, réznigcych sie typem defektu
naprawy DNA. Badania przy zastosowaniu inhibitoréw poszczeg6lnych etapéw
naprawy DNA oraz tak zwanej komplementacji komdorkowej (korygowanie btedu
w danym klonie komérkowym za pomocg innego klonu) wskazujg na zdefekto-
wanie etapu nacinania DNA w sasiedztwie fotouszkodzenia w wiekszosci klas
XP. Nie jest to jeszcze petna odpowiedz, bowiem nie ttumaczy istnienia az tylu
réznych klas XP (cleaver 1990).

W zespole Blooma takze wystepuje nadwrazliwos¢ na Swiatto stoneczne
a ponadto zahamowanie wzrostu siegajace po kartowatosé¢ oraz niedobory
immunologiczne. Ze wszystkich zespotow chorobowych, w ktérych ma miejsce
brak lub niedobor syntezy naprawczej DNA zapadalnos¢ na choroby nowotwo-
rowe jest najwyzsza w zespole Blooma. Najczesciej sa to ostre biataczki limfaty-
czne. Istniejg wskazania, ze niedobor syntezy naprawczej DNAjest spowodowany
zdefektowaniem DNA-ligazy | i DNA-glikozylazy uracylowej.

Chorobe ataxia telangiectasia (AT) cechuje nadwrazliwos¢ na promieniowa-
nie jonizujgce oraz szereg innych czynnikéw uszkadzajgcych DNA. Prawdopo-
dobnie ma to wplyw na wysoka mutabilnos¢ i czeste wystepowanie aberracji
chromosomowych. Wyr6znia sie co najmniej 4 grupy komplementarne AT.
Defekt molekularny prowadzi do wad uktadéw neurologicznego i immunologicz-
nego. Towarzyszace zespotowi choroby nowotworowe (np. chioniaki) dotyczg
najczesciej komdrek immunologicznie kompetentnych. Takze cze$¢ pacjentek
z rakiem piersi mozna zakwalifikowa¢ do zespotu AT. Niemniej, do dzisiaj —
mimo bardzo intensywnych badan — nie udalo sie precyzyjnie ustali¢ bledu
w mechanizmie naprawy DNA.

Anemia Fanconiego ma charakter postepujacy w kierunku pancytopenii.
Nadwrazliwos$¢ na dziatanie czynnikow genotoksycznych ogarnia szeroki zakres
i znajduje odbicie w wysokim poziomie aberracji chromosowych i spontanicz-
nych wymian chromatyd siostrzanych. Poziom ryzyka wystgpienia choréb no-
wotworowych, gtéwnie ostrej nieliinfatycznej biataczki w niewielkim tylko sto-
pniu przewyzsza statystyczne ryzyko.

Niektore cechy zespotu Cockayne (CS) przypominajg zespét Blooma. Jednak
oprécz kartowatosci i nadwrazliwosci na sSwiatlo stoneczne do cech statych
zalicza sie niedorozw6j umystowy i przedwczesne starzenie. Wyrdzniono trzy
grupy komplementacyjne. Zespotowi CS nie przypisano zadnej okreslonej cho-
roby nowotworowej, a ryzyko wystgpienia nie odbiega od statystycznego.

Do chorob, w ktorych wystepuje catkowity lub czesciowy niedobdr syntezy
naprawczej DNA zalicza sie tez dziedzicznag retinoblastome. Ryzyko wystgpienia
nowotworu gatki ocznej wielokrotnie przekracza w tym przypadku tlo statysty-
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czne. W odréznieniu od wymienionych wyzej choréb retinoblastoma dziedziczy
sie jako cecha autosomalna dominujgca.

Opisane wyzej choroby nalezg do jednostek rzadkich. Niemniej w znaczacy
sposob wptywajg na zréznicowanie populacji ludzkiej w zakresie sprawnosci
syntezy naprawczej DNA. Oprécz wymienionych jednostek chorobowych dono-
szono o0 czesciowym niedoborze syntezy naprawczej DNA w przypadku wielu
innych choréb, na przykiad w schizofrenii, zespole znamion dysplastycznych,
zespole zaburzen rogowacenia, zespole Downa czy w chorobie Alzheimera.

NAPRAWA DNA W CHOROBACH NOWOTWOROWYCH

Przyjecie zalozenia o powigzaniu chorob nowotwoiych z ekspozycjg na
egzogenne lub endogenne czynniki karcynogenne zwrécito uwage na role napra-
wy DNA, jako czynnika zabezpieczajacego przed powstawaniem zmian w stru-
kturze DNA a prowadzgcych w konsekwencji do transformacji nowotworowe;j.
Rozumowanie to dotyczy tylko genotoksycznych czynnikéw karcynogennych, ale
wiekszos$¢ z nich posiada taki charakter i dziataw nastepujacym ciggu wydarzen:

czynnik genotoksyczny ->uszkodzenie DNA
mutacja —zmianagenotypu ->zmiana fenotypu

Jak wykazano, niedoborowi syntezy naprawczej DNA w oméwionych wyzej
jednostkach chorobowych towarzyszy zwiekszona czestotliwos$¢ wystepowania
choréb nowotworowych. Catkowicie koresponduje z tym obnizenie aktywnosci
enzymoéw naprawczych w materiale klinicznym uzyskiwanym z nowotworéw oraz
w komoérkowych liniach wyprowadzonych z nowotworéw. Stwierdzono znaczne
obnizenie aktywnosci 0 6-metyloguanino-DNA metylotransferazy w limfocytach
krwi obwodowej pacjentéw z nielimfatyczng biataczka. Ten sam enzym wykazy-
wat réwniez obnizong aktywnos$¢ w komorkach nowotworéw moézgu. Obnizenie
aktywnosci naprawczej DNA wystepowato jednoczesnie w sasiednich komoér-
kach, rozpoznanych histopatologicznie jako normalne (Sitber i wspotaut. 1993).

Wydaje sie, ze zjawisko to ma charakter ogélny, bo fakt czeSciowego niedo-
boru syntezy naprawczej DNA odnotowano w odniesieniu do réznych typow
nowotwordéw, miedzy innymi raka okreznicy i rakajelita grubego. Interesujace
jest dalsze rozszerzenie tej obserwacji na zdrowych krewnych w rodzinach,
w ktéorych wystepowat rak jelita grubego i rak piersi (Pero i wspoétaut.
1989). Analogicznie stwierdzono obnizong naprawe DNA u cérek pacjentek
z rakiem piersi. Odkryto réwniez obnizenie naprawy DNA towarzyszace wtérnym
nowotworom.

Niemniej, ostatnio zwrécono uwage na fakt, ze nie majasnosci, czy obnizenie
aktywnosci enzymow naprawczych jest skutkiem procesu nowotworzenia, czy
tez pierwotny czesciowy niedobdr syntezy naprawczej DNA przyczynit sie do
rozwoju choroby nowotworowej.

Z drugiej jednak strony komaorki nowotworowe cechuje znacznie zwiekszona
(w poréwnaniu z komérkami normalnymi) aktywnos$¢ metaboliczna. Wysoka
1 roliferacja, ktorej towarzyszy intensywna synteza replikacyjna DNA utatwia
naprawe DNA poprzez zwiekszenie dostepnosci miejsc uszkodzonych dla enzy-
méw naprawczych (Stewart 1992). Mamy zatem do czynienia z dwoma przeciw-
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stawnymi procesami w komorkach nowotworowych. Poréwnanie uszkodzen
DNA w komorkach nowotworowych i normalnych najczesciej wskazywato na
wyzszy ich poziom w komérkach normalnych niz nowotworowych. Mozna to
interpretowaé jako przewage utatwionej naprawy DNA, zwigzanej z szybka
proliferacjg komérek nowotworowych nad efektem obnizenia aktywnosci enzy-
mow naprawczych w komérkach neoplastycznych. Potwierdzenie tej obserwacji
znalezlismy takze w badaniach wlasnych nad adduktami DNA generowanymi
ekspozycja na dym papierosowy u pacjentéw z rakiem krtani. Poziom zmetylo-
wania reszt guanozynowych w normalnej tkance krtani przewyzszat analogiczne
wartosci uzyskane dla tkanki guza krtani. Podobne obserwacje poczyniono
poréwnujgc poziom adduktow PAH:DNA w tkance normalnej i nowotworowej
w przypadku rakow: jezyka, warg ijamy ustnej u palaczy tytoniu.

UWAGI KONCOWE

Populacja ludzka jest gleboko zréznicowana pod wzgledem syntezy napra-
wczej DNA. Poniewaz proces ten ma okreslone zadania na rzecz komorki a dalej
tkanki i organizmu niedobory syntezy naprawczej DNA maja okreslone konse-
kwencje (Hemminki 1993). W artykule wykazano powigzania sprawcze niedobo-
row syntezy naprawczej DNA z nowotworzeniem i starzeniem.

Badania nad mechanizmami naprawy DNA oprocz efektéw poznawczych
przyniosty tez skutki praktyczne. Indukcje syntezy naprawczej DNA uznano za
biomarker generacji uszkodzeri DNA (Ashby 1988). Pozwolito to na opracowanie
ilosciowej oceny przebiegu procesu naprawy DNA (Waters 1984). Po zahamowa-
niu syntezy replikacyjnej DNA mierzy sie inkorporacje znakowanej tymidyny do
komoérek, co odpowiada tak zwanej nieprogramowanej syntezie DNA (ang.
unscheduled DNA synthesis — UDS) traktowanej jako miernik ilosciowy procesu
naprawy DNA. Alternatywnie synteze naprawczg ocenia sie technikag autoradio-
grafii, ktora lokalizuje miejsca naprawy w komorce. Ocena syntezy naprawczej
DNA jest istotnym parametrem w analizie czynnikéw genotoksycznych.

PHYSIOLOGICAL AND PATHOLOGICAL VARIABILITY OF DNA
REPAIR IN HUMAN

Summary

DNA repair plays a crucial role in protection of human genetic material against genotoxlc agents
including carcinogens, ensuring genome stability.

Variability of DNA repair was observed on many levels. There are several mechanisms of damage
removal and a number of enzymes taking part in the specific steps of DNA repair. Hence, variations
in efficiency of DNA repair among healthy individuals can be explained in terms of genetic
polymorphism. There are also some exogenous and endogenous factors affecting the DNA repair
machinery in human organism. The first group includes diet and genotoxic exposure whereas the
second comprises age (negative linear correlation) and health status. Within the group of health
status factors neoplasticity and diseases with hereditary DNA repair deficit are discussed extensively.

The well documented heterogeneity of DNA repair inside the genome concerns differences
between classes of DNA (e.g. nuclear v. mitochondrial or repetitive v. single copy) and preferential
repair of actively transcribed genes.

The main message of the article is that DNA repair should be recognized as fairly individual and,
moreover, as being modulated by many factors.
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