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MUTAGENEZA — USZKODZENIA | NAPRAWA DNA

Mam przyjemnos$¢ przedstawié¢ czytelnikom
KOSMOSU zeszyt poswiecony uszkodzeniom
DNA, sposobomjego naprawy i konsekwencjom
wynikajacym z zaburzern w naprawie, ktére mo-
ga prowadzi¢ do mutacji, schorzen lub sSmierci
organizméw. Procesy te dotyczg catego Swiata
ozywionego i chociaz istniejg pewne rdznice w
budowie i organizacji DNA, w budowie i specyfi-
cznosci systeméw naprawczych, ich schemat
dziatania w jednokomérkowych organizmach
bakteryjnych, diploidalnych komérkach droz-
dzy, u roslin, czy w tkankach ludzkich, jest
podobny. Swiat ozywiony podlega tym samym
prawom, stosuje podobne rozwigzania. Walka o
utrzymanie i zachowanie integralnosci genomu
trwa nieustannie. Mutacje nie tylko powodujg
destrukcje gendw, a czesto sg zrédtem zmien-
nosci utatwiajacej przezycie w zmieniajacych
sie warunkach S$rodowiska, sg tez motorem
ewolucji. Trwwatym Sladem mutacji sg zmiany w
zapisie nukleotydéw w DNA. Poréwnujac zapis
genetyczny biatek spetniajgcych w réznych or-
ganizmach te same funkcje mozemy przesledzié¢
jak przebiegata ich ewolucja, w jakim stopniu
organizmy miedzy sobg sa spokrewnione, w
jakim czasie ich drogi ewolucyjne rozeszty sie.

Zasady azotowe w DNA stosunkowo tatwo
ulegajg uszkodzeniom, takimjak: dezaminacja,
depuiynacja, czy utlenienie. Szacuje sie, ze w
organizmie ludzkim w ciggu dnia zachodzi oko-
to 10 000 reakcji utlenienia i tyle samo reakcji
depurynacji DNA. Procesy dezaminacji (cytozy-
ny do uracylu; adeniny do hipoksantyny) prze-
biegaja znacznie wolniej. Uszkodzenia DNA, co
moze wydawac sie paradoksalne, sg wynikiem
ubocznego dziatania normalnie wystepujacych
w komoérkach zwigzkow chemicznych i metabo-
litéw, takichjak na przyktad S-adenozylometio-
nina — dawca grupy metylowej w wielu re-
akcjach metylacji w komdérce, wolnych rodni-
kéw, nadtlenkéw, hormonéw sterydowych czy
nitrozamin. Uszkodzeniami sg tez zle sparowa-

ne zasady powstajace w przebiegu replikacji
DNA na skutek bledu polimeraz, enzymow re-
plikujacych DNA lub w wyniku niedoskonatej
rekombinacji DNA. Uszkadzanie DNA — po-
wstawanie btedéw w kodzie genetycznym, jest
wiec normalnym przejawem zycia — przejawem
proceséw metabolicznych zachodzacych w
ustroju, a utrzymanie statosci zapisu genetycz-
nego — wyhnikiem sprawnie dziatajgcych syste-
moéw naprawczych, wyksztatconych w diugim
procesie ewolucji. Niektore systemy naprawcze
sg wyrazane na staltym poziomie, inne ulegajg
indukcji. Indukcja, wlasciwie prowadzi do pod-
wyzszenia poziomu syntezy biatek naprawy,
czasami o poszerzonej specyficznosci w sytu-
acji, gdy poziom uszkodzerit DNA znacznie wzra-
sta, co czesto jest skutkiem inwazji czynnikow
egzogennych. Ekspresja gendw, czyli wszczecie
proceséw transkrypcji i translacji prowadza-
cych do syntezy bialek, jest procesem $Scisle
regulowanym w komérkach. Gdy regulacji pod-
legaja geny znajdujace sie w ré6znych miejscach
genomu, takajednostka regulacyjna nazywana
jest regulonem. W bakteriach Escherichia coli
poznane zostaly przynajmniej trzy regulony, w
ktéiych transkrypcja podlegajacych im genow
jest indukowana w wyniku nagtego wzrostu
uszkodzen w strukturze DNA: (i) system SOS
regulowany przez biatka RecA-LexA, (ii) system
odpowiedzi adaptacyjnej komérek na uszkodze-
nia alkilacyjne (metylacje, czy etylacje zasad i
grup fosforanowych) DNA kontrolowany przez
biatko Ada (ang. the adaptive response) oraz (iii)
regulon OxyR, kontrolujacy transkrypcje
hydroperoksydazy i 9-ciu innych biatek redu-
kujgcych poziom zwigzkoéw generujgcych re-
aktywne formy tlenu. Indukcja tych biatek jest
odpowiedzig komorki na stres oksydacyjny, na
przyktad obecnosé¢ nadtlenku wodoru w komoér-
kach. Roli biatek regulonu OxyR w obronie
przed mutacjami nie udato sie nam omoéwi¢ w
tym zeszycie.
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System SOS obejmuje 30-40 biatek, ktére
biorg udziat w naprawie i mutagenezie DNA.
Nazwa SOS (ang. save our souls) zostata nada-
na przez Miro Radmana, od sygnatu wysytanego
alfabetem Morsea ze statkow znajdujacych sie
w niebezpieczenstwie. Indukcja systemu powo-
duje wzmozong synteze biatek zwigzanych z
replikacjg, naprawg i mutageneza DNA. Indu-
kcja systemu SOS jest odpowiedzig komérki na
pojawianie sie w DNA modyfikacji powodujacej
utrate informacji kodowania i zatrzymania syn-
tezy DNA. Takimi znanymi uszkodzeniami sg
dimeiy piiymidynowe, powstajace pod wpty-
wem promieniowania ultrafioletowego ijonizu-
jacego oraz miejsca pozbawione zasad w DNA.
Do niedawna zgadzano sie, ze kompleks biatek
UmuD’2UmucC biatko RecA i polimerazy 11l DNA
moze przechodzi¢ w procesie replikacji DNA
poprzez takie nie informacyjne uszkodzenia.
Ostatnio stwierdzono jednak, ze sam kompleks
biatek UmuD’2C wykazuje aktywnos¢ enzyma-
tyczng polimerazy DNA (polimeraza DNA V),
ktorajest mato doktadna w kopiowaniu i nawet
w nieuszkodzonym DNA powoduje indukcje
mutacji. Jest to ostatnio najwieksza sensacjaw
zrozumieniu mechanizmu mutacji SOS. Poli-
meraza DNA V jest wiec juz trzecig kolejng
polimeraza, ktérej aktywnos¢é w czasie indukcji
SOS wzrasta. Pozostate polimerazy to polimera-
za DNA 1l kodowana przez gen polB i polimeraza
DNA 1V kodowana przez gen dinB.

System odpowiedzi adaptacyjnej obejmuje
indukcje przynajmniej czterech biatek: biatka
Ada, ktérejest aktywatorem transkrypcji i DNA
metylotransferaza, AIKA — o funkcji 3-metylo-
DNA glikozylazy Il, ktéra podobnie jak 3-mety-
lo-DNA glikozylaza | kodowana przez konstytu-
tywny gen tag, usuwa z DNA 3-metylo adenine,
a ponadto 3-metylowang guanine i eteno-gu-
anine oraz 02-metylowane pirymidyny, biatka
AlkB o nieznanej funkcji oraz dehydrogenaze
izowalerylowg koenzymu A kodowang przez gen
aidB.

W og6lnym ujeciu procesy naprawy DNA
przebiegajg wedtug kilka schematéw. 1) Moze
nastapic¢ proste odwrdécenie reakcji i odzyskanie
pierwotnej struktury zmodyfikowanej zasady.
Enzymami zdolnymi do tego typu naprawy sa
foliazy i DNA metylo (alkilo) transferazy. Foliazy
odwracajg procesy dimeryzacji pirymidyn.
Utworzone dimeiy 5,6-cyklobutanowe i 6-4 fo-
toprodukty zostajg przeksztatcone do wyjscio-
wych zwigzkéw. Transferazy przenosza grupe
metylowa (lub etylowa) z reszt Oealkilo-guaniny
lub O4- tyminy na reszty cysternowe wlasnego
biatka przywracajgc pierwotng strukture zmo-
dyfikowanej zasady, lecz same zostajg bezpo-
wrotnie inaktywowane w tej samobodjczej re-
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akcji, 2) naprawa typu BER (od ang. base exci-
sion repair) zapoczatkowuje hydrolityczne usu-
niecie zasady z DNA w wyniku dziatania enzy-
mow: DNA glikozylaz, ktérych aktywnosc jest
czesto potgczona z aktywnoscig liazy (DNA gli-
kozylaza/liaza) i obok usuniecia zasady naste-
puje przeciecie tancucha fosfo-cukrowego DNA.

3) Naprawa typu NER (ang. nucleotide excision
repair) naleza tu biatka rozpoznajgce zaburze-
niaw strukturze DNA, na przykiad UvrABC-en-
donukleaza E coli, ktéra przecina taricuch DNA
i usuwa 12-13 nukleotydowy fragment z uszko-
dzonymi zasadami. Proces naprawy typu BER
u E. colii eukariontéw obejmuje od 1-10 zasad,;

typu NER, u E. coli, 12-13 nukleotyddéw, a w
ludzkim DNA 24-32 nukleotydéw.

Pozostawione po replikacji zle dopasowane
zasady w DNA sg usuwane przez system napra-
wy niedopasowanych zasad, MMR (ang. mis-
match repair). Zainteresowanie tym systemem
znacznie wzrosto po wykryciu, ze uszkodzenia
ich funkcji sg przyczyng powstawania u ludzi
pewnych wrodzonych typéw rakajelita grubego
HNPCC (ang. hereditary nonpolyposis colon
cancer).

Odniesienia do wszystkich tych proceséw
naprawy znajduja sie w przedstawianych poni-
zej artykutach. Niektére zagadnienia, jak na
przykiad stymulacja proceséw naprawy w cza-
sie transkrypcji, rola biatka P53 w naprawie
uszkodzenn w ludzkim DNA, zostaty w niewiel-
kim stopniu uwzglednione, innych, jak na przy-
ktad naprawa DNA w roslinach, nie udato sie
omowic.

Zeszyt otwiera artykut Bryna A. Bridgesa o
roli uszkodzen DNA w powstawaniu mutacji
adaptacyjnych, czyli spontanicznych mutacji
zachodzgcych w komdérkach bakteryjnych znaj-
dujacych sie w stacjonarnej fazie wzrostu, w
warunkach gtodzenia, kiedy pozornie nie za-
chodzi synteza DNA i brak jest podziatow ko-
morkowych. Ale czy prawda jest, ze w tych
warunkach brakjest syntezy DNA i, ze powsta-
ja tylko mutacje korzystne, te ktdre przywracajg
zdolno$¢ bakterii do wzrostu? Bridges odpo-
wiada nateiinne pytaniaw sposéb dyskusyjny,
niezwykle dociekliwy i wyczerpujacy. Badania
nad mutacjami komérek w stanie spoczynku,
stanowig w ostatnich latach najbardziej stymu-
lujgcy nurtbadan proceséw mutacji. W nieocze-
kiwany sposob rozszerzyly one znacznie zakres
zagadnien zwigzanych z mutagenezg i rozpality
dyskusje nad mechanizmami powstawania mu-
tacji. Rewersja mutacji czesto nastepuje w wy-
niku utworzenia supresorowego tRNA, czyli
tRNA, ktéry na skutek zmiany mutacyjnej w
czesci antykodonowej ma zmieniong zdolnos¢
odczytu kodonu w mRNA, lecz zachowana zdol-
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nos¢ do przenoszenia okreslonego aminokwa-
su. Udziat supresorowego tRNA w procesie
translacji moze pozwoli¢ na korekcje zmutowa-
nego miejsca. Na przyktad, gdy mutacjaw genie
struktury biatka spowodowata utworzenie w
MRNA kodonu stop, UAA, ktéry jest sygnatem
przerwania biosyntezy biatka, pojawienie sie
supresorowego tRNA odczytujgcego nonsen-
sowny kodon ochre, umozliwia wigczenie ami-
nokwasu niesionego przez supresorowe tRNA i
dalsza synteze biatka. Ot6z ten typ mutacji
supresorowej, ktory tatwo wystepuje w czasie
wzrostu bakterii nie wystepuje w warunkach
gtodzenia. Innymi stowy wsréd mutacji adapta-
cyjnych, mutacje prowadzgce do otrzymania
supresorowego tRNA, nie wystepuja. Przypusz-
czam, ze moze to by¢ wynikiem wystepowania
wzmozonej naprawy genéw tRNA, opisanego u
E. cozijako zjawisko MFD (ang. mutation frequ-
ency decline). Wydaje sie wiec, ze gtdwnym
powodem istnienia réznic miedzy mutacjami
spontanicznymi zachodzacymi w warunkach
wzrostu i mutacjami adaptacyjnymi pojawiajg-
cymi sie w warunkach glodzenia bakterii, sg
réznice w naprawie uszkodzonego DNA. Przy-
puszczalnie uszkodzenia w genach kodujacych
tRNA w warunkach ograniczonego wzrostu sg
naprawiane preferencyjnie.

Matgorzata Mroczkowska-Stupska Opisuje
alternatywne drogi mutagenezy w bakteryjnych
szczepach o wiasciwosciach mutatorowych.
Szczepy mutatory pojawiaja sie na skutek usz-
kodzenia funkcji w okreslonych genach napra-
wy lub w genach zapobiegajgcych mutaciji.
Szczepy takie cechuje znacznie podwyzszony
poziom czestosci indukowania mutacji sponta-
nicznych. Przedstawia réwniez mutagenne
skutki powstawania missensownych tRNA o
zmienionym antykodonie, nie odpowiadajacym
transportowanemu przez nie aminokwasowi, co
moze spowodowaé wigczenie w procesie trans-
lacji niewtasciwego aminokwasu do syntetyzo-
wanej czasteczki biatka i moze prowadzi¢ do
powstawania tak zwanych biatek mutatoro-
wych. Jest to nowy typ indukowania mutacji w
czasie procesu translacji, jeszcze jeden przejaw
ogromnych mozliwosci natury. Irena Pietrzy-
kowska | Joanna Krwawicz Szczegétowo oma-
wiajg i poréwnujag roznorodne systemy naprawy
DNA u bakterii i u cztowieka, mechanizm mu-
tagenezy SOS oraz choroby genetyczne zwiaza-
ne z uszkodzeniem procesdéw naprawy. Dwa
kolejne artykuty dotycza mechanizméw po-
wstawania i obrony przed oksydacyjnymi usz-
kodzeniami w DNA. Ryszard Olinski | Marek
JURGOWIAK opisujg zréznicowane uszkodzenia
oksydacyjne zasad w DNA, zagrozenia wynika-
jace z pojawienia sie 8-oksy-guaniny, gtdwnego
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uszkodzenia oksydacyjnego w DNA oraz scho-
rzenia wynikajace z braku lub ostabienia syste-
moéw naprawy uszkodzern oksydacyjnych w
DNA. Natomiast Barbara Tudek Szczegétowo
przedstawia mechanizm dziatania DNA glikola-
zy/liazy usuwajacej reszty 8-oksyguaniny z
DNA oraz DNA glikozylazy/liazy glikolu tyminy,
usuwajacej ten produkt reakcji utlenienia tymi-
ny z DNA. O uszkodzeniach DNA wynikajgcych
z niedoktadnosci jego kopiowania i wstawiania
do nici DNA nie pasujacych zasad w procesie
replikacji, ewolucji systeméw enzymatycznych
biorgcych udziat w naprawie tych uszkodzen,
istnieniu homologicznych sekwencji w biatkach
naprawy bakterii, drozdzy i cztowieka i o feno-
typowych skutkach braku tego typu naprawy
pisze Piotr Polaczek.

Czestym uszkodzeniem w DNA sg jedno- i
dwutanicuchowe peknieciaw szkielecie fosfora-
nowo-cukrowym. Uszkodzenie proceséw nha-
prawy podwojnych peknie¢ prowadzi do inakty-
wacji, delecji lub inwersji genéw. U bakterii
naprawa ich zachodzi gtéwnie w wyniku rekom-
binacji homologicznej, natomiast w komérkach
ssakéw naprawa jest wynikiem rekombinacji
NHEJ — nie homologicznego taczenia koricow
DNA (ang. non homologous end joining). Mole-
kularny mechanizm tego procesu, konsekwen-
cje biologiczne wynikajgce z jego uszkodzenia
przedstawia i uzupetnia o wkasne przemyslenia
Matgorzata Z. Zdzienicka. O strukturze i ewo-
lucji sekwencji DNA w chromosomie cztowieka
pisze Jan Filipski. Jest to dziedzina badan wy-
tyczajgca nowe kierunki badan nad genomami
i skutkami wystepowania proceséw mutacji w
skali ewolucyjnej. Zeszyt zamyka artykut zZbig-
niewa Dominskiego dotyczgcy procesow zwigza-
nych z apoptoza, genetycznie zaprogramowa-
nym procesem smierci komérek. Apoptoza usu-
wa z organizmu komorki zbyteczne w tym no-
wotworowe, ktére na skutek licznych mutacji
utracity kontrole nad cyklem podziatéw komor-
kowych. W artykule przedstawiona jest funkcja
i rola w tym procesie proteaz cysternowych,
caspaz (od ang. cysteine-aspartate specific pro-
teases) oraz roli apoptozy w powstawaniu i le-
czeniu choréb, zwtaszcza nowotworowych.

Wybér autoréw artykutéw do tego zeszytu
nie byt przypadkowy. Sg wsrdd nich obecni (B.
Tudek, |. Pietrzykowska,, J. Krwawicz, C. Ja-
nion) i byli pracownicy, doktoranci i habilitanci
(M. Mroczkowska-Stuspka, P. Polaczek, Z. Do-
minski, M. Z. Zdzienicka, J. Filipski) Instytutu
Biochemii i Biofizyki PAN lub osoby zwigzane z
Instytutem naukowa wspotpraca (B. A. Brid-
ges, R. Olinski i M. Jurgowiak). Instytut jest
bowiem od wielu lat waznym centrum badan
nad mutagenezg. Ogromng zaletg artykutow
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jest to, ze zostaty napisane przez Autoréw 0so- no$cig docenione przez Czytelnikéw KOSMO-
biscie zaangazowanych w badania w reprezen- SU. Wszystkim Autorom skltadam serdeczne
towanej przez nich dziedzinie. Oryginalne po- podziekowania za ich udziat w przygotowaniu
glady i twérczy wkiad Autoréw zostang z pew- niniejszego zeszytu i ogrom wiozonej w to pracy.



