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MECHANIZMY NAPRAWY DNA U BAKTERII

I CZLOWIEKA

WSTEP

Materiat genetyczny jest ciggle narazony na
uszkodzenia i modyfikacje, ktére moga prowa-
dzi¢ do powaznych konsekwencji biologicznych,
takich jak mutacje, zmiany nowotworowe i cho-
roby genetyczne. O tym, jak bardzo DNA jest
narazony na uszkadzajace dziatanie czynnikéw
endogennych (m.in. oksydacje, dezaminacje i
metylacje zasad w DNA), a takze czynnikoéw
srodowiskowych (promieniowanie UV, czynniki
chemiczne) Swiadczy fakt, ze w kazdej komadrce
co sekunde powstaje uszkodzenie DNA, a ponad
10.000 zasad dziennie jest uwalnianych z DNA
przez tak zwane ,spontaniczne” procesy.
Oprécz tego, w dzielagcych sie komoérkach po-
wstajg btedy podczas replikacji DNA, a naraze-
nie na mutageny i kancerogeny srodowiskowe
powoduje dodatkowe uszkodzenia DNA. Aby
przezyc¢ i zachowac ciggtosc genetycznag, organi-
zmy zywe wyksztalcity szereg mechanizméw na-

prawy DNA, ktore usuwajac uszkodzenia przy-
wracajg pierwotng informacje genetyczng. Naj-
bardziej efektywnymi sg: naprawa przez wyci-
nanie zasad BER (ang. base excision repair),
naprawa przez wycinanie nukleotydéw NER
(ang. nucleotide excision repair), naprawa re-
kombinacyjna, a takze naprawa prowadzgca do
powstawania mutacji (ang. error prone repair).
Badania genetyczne i biochemiczne pozwolity
Nna poznanie szeregu enzymow uczestniczacych
w procesach naprawy DNA oraz ich regulacji,
zaréwno w komorkach mikroorganizméw, jak i
organizmow wyzszych.

Wiekszos¢ biatek uczestniczacych w proce-
sach naprawy DNA, wystepujacych zarowno u
Escherichia coli, jak i u cztowieka, wyizolowano
i poznano ich strukture oraz oddziatywania z
uszkodzeniami w DNA.

USZKODZENIA DNA

Uszkodzenia DNA moga powstawac na sku-
tek dziatania czynnikéw endogennych i egzo-
gennych (friedberg | wspotaut. 1995).

Powaznym zrodtem endogennego uszkodze-
nia DNA sg powstajgce w wyniku metabolizmu
tlenowego (procesu oddychania) wolne rodniki
tlenowe O2. Gléwnymi produktami utleniania
zasad sa: 8-oksyguanina oraz glikole tyminy
(Ryc. 1. Ponadto, cytozyna i adenina w DNA
mogg ulega¢ dezaminacji, co prowadzi do po-
wstania w DNA odpowiednio: uracylu i hipo-
ksantyny, a w konsekwencji do zmiany pary
zasad, czyli mutacji. Metylacja jest takze waz-

nym elementem modyfikujagcym zasady. Endo-
gennym zrodiem metylacji jest S-adenozylo-
metionina, metaboliczny donor grupy metylo-
wej.

Do czynnikéw egzogennych uszkadzajacych
DNA naleza: promieniowanie UV o roznej diu-
gosci fali (UVC 220-280nm, UVB 280-320nm,
UVA 320-400nm), promieniowanie jonizujgce
oraz czynniki chemiczne.

Gtéwne fotoprodukty w naswietlonym pro-
mieniami UV DNA stanowig: fotodimery piiymi-
dyn, 6-4 fotoprodukty, fotohydraty cytozyny i
glikol tyminy (Rye. 1). Promieniowanie jonizu-
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jace, bezposrednio lub przez tworzenie silnie
reaktywnych wolnych rodnikéw, powoduje mo-
dyfikacje zasad, gtéwnie pirymidyn, ktére sta-
nowig 60% uszkodzen. Innym zrédiem uszko-
dzen DNA sg czynniki chemiczne znajdujace sie
w Srodowisku, tak zwane mutageny lub karcy-
nogeny srodowiskowe. Niektére z nich reagujg
bezposrednio z DNA, a inne wymagajg aktywacji
metabolicznej, aby reagowac z zasadami DNA. Do
nich nalezg niektére czynniki alkilujace, aryluja-
ce oraz weglowodory aromatyczne. Ws$réd sub-
stancji chemicznych produkowanych przez czio-
wieka, na liscie mutagenow i karcynogenéw znaj-
duije sie kilka tysiecy zwiazkéw.

MECHANIZMY

Do najprostszych mechanizmoéw naprawy
DNA nalezg enzymatyczna fotoreaktywacja i de-
metylacja 06-metyloguaniny (OeMeG) i O4-
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Rye. 1. Uszkodzenia zasad w
DNA.

A-B — produkty dezaminacji, C-H —
uszkodzenia tworzone przez wolne
rodniki, 1-K — zmetylowane zasady
powstate w wyniku dziatania czynni-
kéw alkilujacych, L-O — fotoprodukty
pirymidyn powstate w wyniku na-
Swietlania UV.

Oprécz uszkodzern DNA dotyczacych typu
modyfikacji zasad DNA, istotnymi uszkodzenia-
mi sgjedno- i dwuniciowe pekniecia tancuchoéw
DNA. Przyczyna jednoniciowych peknie¢ moze
by¢ uszkodzenie reszty cukrowej w szkielecie
fosfocukrowym przez promieniowanie jonizuja-
ce, czynniki chemiczne, a takze przez dziatanie
nukleaz. Dwuniciowe pekniecia w DNA moga
powstawaé, gdy uszkodzenia na obu niciach
DNA znajdujg sie blisko siebie lub, gdy DNA
narazone jest na duze dawki promieniowania
jonizujacego.

NAPRAWY DNA

metylotyminy (04MeT). W obu przypadkach na-
prawa zachodzi z udziatem jednego biatka i
prowadzi do bezposredniego przywrécenia sta-
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nu wyjsciowego bez usuwania naprawianej za-
sady. Oba enzymy sa specyficznie wobec typu
uszkodzenia. Fotoreaktywacja dotyczy fotodi-
meréw piiymidyn (Sancar 1994a). Enzym —
fotoliaza — jest monomerycznym polipeptydem
(54 kDa), ktory wigze sie w ciemnosci do DNA
zawierajgcego fotodimery powstate w wyniku
naswietlania promieniowaniem UV. Pod wpty-
wem Swiatla widzialnego (350-500nm), w obe-
cnosci dwoch kofaktoréw — flawinowego dwu-
nukleotydu adeniny (FAD) i metenylotetra-
hydrofolianu, dochodzi do rozszczepienia dime-
ru i przywrécenia wyjsciowych pirymidyn. De-
metylacja OeMeG i O MeT zachodzi z udziatem
DNA metylotransferazy | kodowanej u E. coli
przez gen ada (biatko Ada). DNA metylotran-
sferaza | przenosi na wiasne biatko grupe me-
tylowg z OeMeG i 04MeT oraz z metylofosfotroj-
estrow powstajacych w wyniku metylacji grup
fosforowych w szkielecie fosfocukrowym DNA.
Enzymjest indukowany w czasie adaptacji pod
wptywem niskich dawek czynnikéw metyluja-
cych (alkilujacych). Jest to szczegdélny enzym,
ktéry dziata tylko jeden raz. Wykazano, ze gru-
pa metylowa jest przenoszona z OeMeG w DNA
na cysteine (Cys32) metylotransferazy |, z jed-
noczesng inaktywacjg enzymu. Natomiast prze-
niesienie grupy metylowej z fosfotrojestru w
DNA na cysteine (Cys69) biatka Ada powoduije,
ze staje sie ono aktywatorem transkrypcji genu
ada, co prowadzi do syntezy nowych czasteczek
OeMeG transferazy. W zwigzku z tym, ze biatko
Ada dziata tylko jeden raz, konieczna jest jego
synteza w duzych ilosciach. W komoérkach
E. coliistnieje druga OeMeG transferaza, kodo-
wana przez gen ogt, ktérego ekspresjajest kon-
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stytutywna i nie wymaga aktywatorow trans-
krypcji. Ta metylotransferaza Il charakteryzuje
sie mniejszg specyficznoscia wobec substratu
oraz tym, ze nie usuwa grup CH3 z grup fosfo-
ranowych. Metylotransferazy oraz mechanizm
ich dziatania zostaty pierwotnie wykryte i po-
znane u E. coli, a nastepnie wykazano ich obe-
cnos¢ w komoérkach organizméw wyzszych, w
tym w ludzkich (Karran i Bignami 1992).

W komoérkach ludzkich wykazano obecnosé
tylko jednej OeMeG transferazy, ktérajest bar-
dziej podobna do OsMeG transferazy Il E. cali,
kodowanej przez gen otg. OOMeG transferaza z
komorek ssakéw wykazuje podobng specyficz-
nos¢ wobec uszkodzenia (OeMeG) do O MeG
transferazy | z E. coli, natomiast roézni sie tym,
zejest wyrazana konstytutywnie, podobnie jak
O MeG transferaza Il E. coli. Usuwa ona gtow-
nie grupe metylowg z OeMeG w DNA i w ogra-
niczonym stopniu z 04MeT, nie usuwa zas gru-
py alkilowej ze szkieletu fosfocukrowego. En-
zym zostatwyizolowany i wykazuje duze regiony
0 podobnej sekwencji aminokwasowej do poli-
peptydu obu OeMeG transferaz | i Il z E. coli
mimo, iz jest mate podobiennstwo w sekwencji
nukleotydowej (Friedberg i wspoOtaut. 1995)

06 alkiloG jest uszkodzeniem o duzym zna-
czeniu biologicznym, gdyzjak wykazano, istnie-
je duza korelacja pomiedzy jej obecnoscia w
DNA, a mutagennym i karcynogennym efektem
czynnikéw alkilujgcych. Metylotransferaza wy-
daje sie wiec odgrywac¢ wazng role w ochronie
komoérek przed nowotworami indukowanymi
przez endogenne i srodowiskowe czynniki alki-
lujace.

NAPRAWA PRZEZ WYCINANIE ZASAD (BER)

Naprawa przez wycinanie zasad — BERjest
najlepiej poznana w komorkach E. coli, ale wy-
stepuje takze u organizméw wyzszych. Ten sy-
stem naprawy obecnie wydaje sie by¢ najwaz-
niejszym ze wzgledu na czestosc¢ ,,spontaniczne-
go” wystepowania zmodyfikowanych zasad w
DNA [uszkodzenia oksydacyjne, dezaminacja i
metylacja (alkilacja) zasad w DNA], jak tez, ze
usuwa niektore uszkodzenia spowodowane
promieniowaniem jonizujacym i UV oraz dzia-
taniem czynnikéw alkilujgcych, chlorku winylu
i innych. W systemie BER rozpoznawanie zmo-
dyfikowanych zasad zachodzi z udziatem DNA-
glikozylaz, ktére hydrolizujg wigzania glikozylo-
we pomiedzy zmodyfikowang zasada i resztg
cukrowa, pozostawiajac miejsce apuryno-
we/apirymidynowe (miejsce AP) (Seeberg |
wspotaut. 1995). W komodrkach E. coli znanych

jest jedenascie DNA-glikozylaz, wiekszos¢ jest
specyficzna wobec okreslonej modyfikacji zasa-
dy (Tabela 1). Ostatnio na podstawie badan
krystalograficznych wyjasniono molekularny
mechanizm specyficznosci dziatania dla kilku
DNA-glikozylaz, wsréd nich DNA glikozylazy
uracylowej. Badania strukturalne wskazuja, ze
zmodyfikowana zasada jest wyciggana (ang.
flipped out) na zewnatrz helisy DNA do kieszeni
enzymu, w ktérej znajduja sie odpowiednie ami-
nokwasy warunkujgce specyficzne rozpoznanie
zmodyfikowanej zasady w DNA. | tak, do kiesze-
ni DNA glikozylazy uracylowej moze wejs¢ tylko
uracyl, a nie moze tymina czy cytozyna. Decy-
duje o tym obecnos¢ asparaginy w pozycji 204
enzymu, ktéra znajduje sie w kieszeni i tworzy
wigzanie wodorowe z O4 pierscienia pirymidy-
nowego uracylu, a nie tworzy z grupa NH2, co
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Tabela 1. DNA glikozylazy

Enzym Substrat
Ura-DNA glikozylaza
5-mC-DNA glikozylaza

Hx-DNA glikozylaza

uracyl w DNA
5-metylocytozyna w DNA
hipoksantyna w DNA

Fapy-DNA glikozylaza formamidopiiymidyny lub

8-hydroksyguanina w DNA
3-mA-DNA glikozylaza 1
3-mA-DNA glikozylaza 1L

3-metyloadenina w DNA

3-metyloguanina w DNA

PD-DNA glikozylaza dimeiy pirymidynowe w DNA

Hmu-DNA glikozylaza
T-G-DNA glikozylaza
MutY-DNA glikozylaza

endonukleaza lll

hydroksymetylouracyl w DNA
G-T pary w DNA

G-A pary w DNA

5,6-hydrat tyiny w DNA

wykluczawejscie cytozyny. Natomiast obecnosé
tyrozyny w pozycji 147 stanowi zawade prze-
strzenng dla grupy CH3 tyminy. Zmiana amino-
kwasow w tych dwoch pozycjach powoduje
zmiane w specyficznosci DNA-glikozylazy (Sav-
va i wspétaut. 1995).

Powstate w wyniku dziatania DNA-glikozy-
laz miejsce AP jest rozpoznawane przez AP-en-
donukleaze, ktéra tnie wigzanie po 5’ stronie
AP, co daje 3'OH wolny koniec dla polimerazy
DNA. Niektére z DNA glikozylaz majg takze
aktywnos¢ nukleolityczng wobec miejsc AP (AP-
liazy). Dokonujg one ciecia po stronie 3’ AP
miejsca na drodze (3-eliminacji. W tym przypad-
ku naciecie i wyciecie AP miejsca przez AP-en-
donukleaze zachodzi w spos6b skoordynowany
i dajejednonukleotydowg luke w DNA. Pozosta-
ta reszta cukrowofosforanowa na 3’ koncu jest
usuwana przez aktywnos¢ 3’ fosfodwuestrazy
AP-endonukleazy.

Komorki E. coli posiadajg dwie AP-endonu-
kleazy: egzonukleaze Il (Exo Ill), ktéra jest
gtbwng AP-endonukleaza i wydajnie przecina
szkielet fosfocukrowy w miejscu AP, usuwajac
ester 3'fosfocukrowy, spowodowany przez usz-
kodzenie oksydacyjne; wolnojednak przecinaw
miejscu AP, gdy utlenione sg wegle w pozycji 1,
4 lub 5 — takie miejsca sg rozpoznawane przez
drugg AP-endonukleaze, endonukleaze IV, ko-
dowang przez gen nfo. Obie AP-endonukleazy
maja dwie aktywnosci: 3' fosfodwuestrazy i
3’ fosfatazy. Fosfodwuestraza AP-endonukleazy
usuwa reszte fosforanowocukrowg z 3’ korica
pozostatg po dziataniu AP liazy zwigzanej z DNA
glikozylazg. Wyciecie zmodyfikowanej zasady
powoduje powstanie jednonukleotydowej luki,
wypetnianej nastepnie przez polimeraze | DNA

3-metyloadenina, 7-metyloguanina lub

l. Pietrzykowska i J. Krwawicz

Produkt

uracyl + miejsce AP w DNA
5-metylocytozna + miejsce AP w DNA
hipoksantyna + miejsce AP w DNA

2,6-diamino-4-hydroksy-5-N-metyloformami
dopirymidyna

3-metyloadenina + miejsce AP w DNA

3-metyloadenina, 7-metyloguanina lub
3-metyloguanina + miejsce AP w DNA

dimer pirymidynowy w DNA ze
zhydrolizowanym 5’ wigzaniem glikozylowym
jednej pirymidyny + miejsce AP w DNA

hydroksymetylouracyl + miejsce AP w DNA
tymina + miejsce AP w DNA
adenina + miejsce AP w DNA

5,6-dihydroksydihydrotymina
dihydrotymina + miejsce AP w DNA

lub 5,6-

w komoérkach E. coli lub DNA polimeraze p, w
przypadku organizmoéw wyzszych. Ligaza kon-
czy proces.

Naprawa przez wycinanie zasad zostata od-
tworzona in vitro z udziatem oczyszczonych en-
zymow E. colt DNA-glikozylazy uracylowej, AP-
endonukleazy, biatka RecJ, ktére wycina reszte
cukrowo-fosforanowg na 5’ koncu, powstalg po
przecieciu przez AP-endonukleaze oraz polime-
razy | DNA i DNA ligazy. Naprawa zachodzita,
podobnie jak w ekstraktach komérkowych, z
wigczeniem tylko jednej zasady (Dianov i Lin-
dah1 1994).

W komérkach ludzkich wystepuje tylkojed-
na AP-endonukleaza — HAP1, ktéra katalizuje
naciecie wigzania fosfodwuestrowego wytacznie
po 5’ stronie miejsca AP, pozostawiajgc na kon-
cu 5’ fosforan dezoksyrybozy i 3'OH. HAP1 wy-
kazuje duze podobienstwo do gtéwnej AP-endo-
nukleazy E. coli— biatka Xth.

W przypadku komoérek ludzkich, wypetnie-
nie luki zachodzi z udziatempolimerazy DNA pi
tez wlaczany jest tylko jeden nukleotyd (Dianov
i wspotaut. 1992, Wiebaur i Jiricny 1990). Po-
limeraza DNA p spetnia tez funkcje dRPazy
usuwajac reszte fosfocukrowg z nacietego miej-
sca AP. Chociaz polimeraza ta wstawia gtéwnie
jeden nukleotyd, to moze wigczy¢ takze dwa lub
trzy, a takze powodowac odsuniecie nici, wydtu-
zajagc nowosyntetyzowany fragment. Temu
przeciwdziata obecnos¢ biatka XRCC1, ktore
petni funkcje molekularnego tgcznika (ang. mo-
lecular matchmaker). Jak wykazali Kubota i
wspotaut. (1996) na N’-koncu biatka XRCC1
znajduje sie region wigzacy polimeraze @ a do
korica karboksylowego wigze sie DNA ligaza Il
Utworzenie takiego potréjnego kompleksu prze-
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ciwdziata tworzeniu dtuzszych niz jeden nu-
kleotyd tatek naprawczych, prawdopodobnie
dzieki skoordynowanemu dziataniu polimerazy
DNA P i ligazy. Dluzsze tatki, zdarzajgce sie
rzadko w naprawie BER, moga powstawac takze
z udziatem polimeraz DNA PCNA-zaleznych 5i e
(Frrosina i wspOtaut. 1996).

W badaniach nad mechanizmem BER w
komoérkach ludzkich odtworzono caty proces
naprawy in vitro z oczyszczonymi enzymami i
uznano, ze w procesie tym, podobnie jak u
E. coli, uczestnicza biatka: specyficzna DNA-gli-
kozylaza, AP-endonukleaza, polimeraza DNAP i
Iigaza (Demple i Harrison 1994, Dianov i Lin-
dahl 1994, Kubota i wspétaut. 1996)

Ostatnio pojawity sie doniesienia o udziale
w BER, zwlaszcza przy usuwaniu uszkodzen
oksydacyjnych, niektorych biatek uczestniczg-
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cych w naprawie przez wycinanie nukleotydéw
(NER). Wykazano, ze biatko XPG, ktore w NER
petni funkcje endonukleazy nacinajacej po stro-
nie 3’ uszkodzenia (patrz nizej), w naprawie
uszkodzen oksydacyjnych stymuluje wigzanie
DNA glikozylazy hNthl do DNA zawierajgcego
glikol tyminy (Krtungland i wspétaut. 1999).
Wedtug autoréw, XPG moze zmienia¢ konfor-
macje DNA w miejscu uszkodzenia, co utatwi-
toby, przez ekspozycje zmienionej zasady, wig-
zanie sie DNA glikozylazy hNthl. Biatko XPA
rowniez okazato sie niezbedne do naprawy za-
sad zmodyfikowanych przez oksydacje zasad
(Lipinski 1 wspoOtaut. 1999). Autorzy sadzag, ze
XPA moze dziata¢ na wczesnym etapie BER,
zwiekszajac powinowactwo DNA-glikozylaz do
oksydatywnych uszkodzern DNA.

NAPRAWA PRZEZ WYCINANIE NUKLEOTYDOW (NER)

W odréznieniu od BER, NER jest procesem
naprawy bardziej ztozonym, wymaga wiekszej
liczby biatek oraz ATP, jako zrdédia energii (San-
car 1996, Sancar i wspétaut. 1996, Wood
1996). Ponadto, NER wykazuje malg specyficz-
nos¢ wobec typu uszkodzenia i moze usuwac z
dwuniciowego DNA zaréwno fotodimery pirymi-
dyn, jak i addukty o réznej wielkosci podstaw-
nika oraz wiekszos¢ uszkodzen DNA, ktore sg
usuwane na drodze BER (Selby i Sancar,
1990). Uszkodzenia DNA w procesie NER sa
usuwane w formie oligonukleotydu o dtugosci
12-13 nukleotyddéw u bakterii i 27-29 nukleo-
tydéw w komorkach eukariotycznych. Uszko-
dzone nukleotydy sa usuwane przez nukleaze
wycinajaca, ktéra nacina ni¢ DNA po obu stro-
nach uszkodzenia.

NER U E. COU

W przypadku E. coli kompleks UvrABC robi
dwa naciecia: po stronie 3' w odlegtosci 3-4
nukleotyddéw od uszkodzenia, a po stronie 5’ —
7 nukleotyddw. Reakcja wyciecia uszkodzenia,
zaréwno w komoérkach E. coli, jak i ludzkich,
jest wieloetapowa i wymaga ATP. U E. coli pro-
ces naprawy rozpoczyna UvrABC endonukleaza
sktadajgca sie z 3 podjednostek: UvrA, UvrB i
UvrC (Rye. 2A). Dwie czasteczki biatka UvrA
tworzag kompleks z jedng czasteczkg UvrB.
Kompleks UvrA2UvrB wigze sie z DNA i w re-
akcji zaleznej od ATP powoduje zgiecie DNA o
130°. Nastepnie UvrA2 oddysocjowuje, pozosta-
wiajac stabilny kompleks UvrB-DNA. Biatko
UvrC rozpoznaje ten kompleks i przylacza sie,
powodujac konformacyjng zmiane kompleksu

co umozliwia biatku UvrB zrobienie ciecia w
odlegtosci 4 nukleotydéw po 3’ stronie uszko-
dzenia. Reakcja wymaga zwigzania przez UvrB
ATP, ktdre nie jestjeszcze na tym etapie hydro-
lizowane. Nastepnie UvrC nacina po stronie 5
uszkodzenia w odlegtosci 7 nukleotydéw od
uszkodzenia. Przytaczenie sie UvrD (helikazy Il)
uwalnia UvrC i wyciety oligomer, a UvrB pozo-
staje zwigzany z powstatg lukg w DNA do mo-
mentu gdy polimeraza | DNA jg wypetni przez
synteze naprawczg na matrycy nieuszkodzonej
w tym miejscu drugiej nici DNA. Ligaza koriczy
proces naprawy.

NER W KOMORKACH LUDZKICH

Z brakiem i zaburzeniami w systemie napra-
wy NER zwigzane sg trzy choroby dziedziczne u
ludzi. Sa nimi: xeroderma pigmentosum (XP),
syndrom Cockaynea (CS) i trichotiodystrofia
(TTD). Cierpigcy na XP wykazujg duzg nadwra-
zliwosé na Swiatto stoneczne i duzg skltonnosc¢
do nowotworow skory, a niektorzy pacjenci tak-
ze zaburzenia neurologiczne (Cleaver i Krae-
mer 1989). Pacjenci z CS, oprécz nadwrazliwo-
Sci na swiatto, wykazujg powazne opdéznienie
rozwoju umystowego. Defekt w naprawie w
przypadku CS jest mniejszy niz w XP i wydaje
sie by¢ ograniczony do naprawy uszkodzen tyl-
ko w nici transkrybowanej aktywnych genéw, a
ogo6lna naprawa DNA zachodzi u pacjentéow z CS
normalnie. Pacjenci z TTD wykazujg tamliwos$¢
wioséw, zmiany skérne (rybia tuska), zaburze-
nia rozwoju szkieletu i op6znienia rozwoju umy-
stowego. Jest to choroba zwigzana z mutacjami
w genach: TTD-A, XPB i XPD. Produkty gendéw:
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Rye. 2. Molekularny mechanizm naprawy DNA przez wycinanie nukleotydéw u E. coli (A) i u cztowieka (B)
(wedtug Sancara 1994b i Lehmanna 1995).

(A) U E. coli kompleks UvrA2B rozpoznaje uszkodzenie na DNA i przytacza sie do niego co powoduje zgiecie DNA o 130°.
UvrA2 oddysocjowuje, a biatko UvrC rozpoznaje kompleks DNA-UvrB i tgczy sie z nim, powodujac konformacyjng zmiane,
co umozliwia biatku UvrB ciecie po 3’ stronie uszkodzenia. UvrC nacina DNA po 5’ stronie uszkodzenia, a po przytaczeniu
helikazy Il (UvrD), oddysocjowuje wraz z wycietym oligomerem. Do DNA z lukg przylacza sie polimeraza | DNA i
dosyntetyzowuje brakujacy fragment.

(B) W komorkach ludzkich rozpoznania uszkodzenia dokonuje kompleks XPA-RPA. Do kompleksu RPA-XPA-DNA dotacza
sie TFIIH. Powoduje to zmiane konformacji DNA. Nastepnie dotaczane sa ERCC1, XPF i XPG, ktére wraz z TFIIH stanowig
kompleks wycinajacy. HPF tnie po 5’ stronie uszkodzenia, a XPG po 3’ stronie. Po wycieciu oligomeru z uszkodzong zasada
oddysocjowuje kompleks wycinajacy, a pozostaje tylko biatko RPA, wypetniajace cata luke. Do niego przytaczaja sie biatka
pomocnicze RFC i PCNA oraz polimeraza DNA, ktéra dobudowuje brakujacy fragmant.
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XPB i XPD sg podjednostkami czynnika trans-
krypcyjnego TFIIH, uczestniczacego w NER
(patrz nizej). Oprécz zaburzern w NER, TTD po-
woduje takze zaburzenia procesu transkiypcyj-
nego. Wsréd pacjentéw XP znanychjest 7 gene-
tycznych grup komplementacyjnych oznaczo-
nych literami od XPA do XPG. W XP defekt
dotyczy pierwszego etapu NER, to jest rozpo-
znania uszkodzenia i tworzenia kompleksu
wycinajacego uszkodzenie. Poznanie mechani-
zmu NER u ludzi stato sie mozliwe dzieki izolacji
UV-wrazliwych mutantéow w komérkach gryzo-
ni, sklasyfikowanych w 11 grup komlementa-
cyjnych. Nastepnie zidentyfikowano i sklono-
wano 11 genéw ludzkich, ktérych produkty
mogly korygowac defekty NER jedenastu UV-
wrazliwych mutantow komoérek gryzoni. Geny
te nazwano ERCC 1-11 (ang. excision repair
cross complementing). Niektére z tych genow
okazatly sie by¢ genami XP. | tak ERCC 3 odpo-
wiada genowi XPB, ERCC 2 — XPD, ERCC 5 —
XPG, ERCC 4 — XPF (Ma i wspoétaut. 1995,
Sancar 1996).

W komoérkach ludzkich NERjest inicjowany
(Rye. 2B) przez wigzanie sie kompleksu biatek
XPA-RPA do DNA zawierajacego uszkodzenie
(Mu i wspétaut. 1995). RPA (ludzkie biatko wig-
zgce sie do ssDNA) jest takze niezbedne w eta-
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pach nacinania i syntezy naprawczej. Do kom-
pleksu XPA-RPA-DNA przytgcza sie czynnik
transkrypcyjny TFIIH skladajacy sie przynaj-
mniej z szesciu podjednostek, wsréd ktérych sa
XPB (helikaza 3'—=5) i XPD (helikaza 5—3j.
Powoduje to rozwiniecie DNA i przygotowanie
do nacie¢ po obu stronach uszkodzenia przez
XPG, ktore jest wigzane przez RPA i TFIIH do
uszkodzenia i dokonuje ciecia po stronie 3’ w
odlegtosci 3-5 nukleotydow od uszkodzenia. To
naciecie powoduje zmiany konformacyjne po-
zwalajace na dotgczenie kompleksu XPF-
ERCC1, aby XPF mogto dokona¢ naciecia po
stronie 5’ w odlegtosci 20-24 nukleotydéw od
uszkodzenia. Przytgczenie kompleksu XPF-
ERCC1zachodzi z udziatem XPA i TFIIH. In vivo,
prawdopodobnie oba naciecia przebiegajg jed-
noczesnie i sg Scisle powigzane. Kompleks na-
cinajacy oddysocjowuje przy udziale biatek po-
mocniczych polmeraz DNA ei 5— RFC i PCNA.
Na wolny koniec 3'OH biatko RFC naktada biat-
ko PCNA, ktore petni funkcje klamry utatwiaja-
cej wigzanie sie do DNA polimeraz e lub 5 Wy-
petnienie luki powstatej po wycieciu oligonu-
kleotydu moze dokonac jedna z dwdch polime-
raz DNA e lub 5. Jednak nowsze badania wyka-
zuja, ze tylko DNA polimeraza £daje dosyntety-
zowany fragment, ktory moze by¢ potaczony

Tabela 2. Biatka uczestniczace w systemie naprawy NER w komorkach ludzkich

Biatka Podjednostki Charakterystyczny Aktywnos¢ Rola w naprawie
motyw w sekwencji
PODJEDNOSTKI NUKLEAZY WYCINAJACEJ
1. XPA XPA palec cynkowy wigzanie sie do DNA rozpoznanie
uszkodzenia
Il. RPA p70 wigzanie sie do ssDNA rozpoznanie
p34 uszkodzenia
pil
. TFIIH XPB helikaza ATPaza DNA-zalezna  formowanie komple-
ksu wycinajacego
XPD helikaza helikaza powigzany z naprawsg,
p62
p44 palec cynkowy GTF
Cdk7 kinaza Ser/Tyr CAK
CycH cyklina
p34 palec cynkowy
IV. XPC XPC taczenie sie z DNA stabilizacja komple-
HHR23B ubikwityna ksu wycinajacego
V. XPF XPF nukleolityczna 5'-ciecie
ERCC1
VI. XPG XPG nukleolityczna 3’-ciecie
BIALKA SYNTEZY NAPRAWCZEJ
. RFC RFC ATPaza ATPaza tgcznik molekularny
Il. PCNA PCNA klamra polimeraz DNA
Il. RPA RPA wigzanie sie do ssDNA
IV. Pol e, (5?7 polimeraza replikacyjna synteza naprawcza

V. Ligaza

ligacja
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przez ligaze. Ligaza konczy proces. Moze w tym
uczestniczy¢ kazda z czterech ligaz wystepuja-
cych w ludzkich komérkach.

Informacje o przebiegu NER w komérkach
ludzkich pochodzag gtéwnie z badan in vitro
(Wood 1996). Biorgc pod uwage stopien skom-
plikowania genomu ludzkiego jest bardzo pra-
wdopodobne, ze liczba biatek uczestniczacych
w NERjest wyzsza, niz 26 obecnie uznawanych
za wystarczajaca (Tabela 2).

NAPRAWA PRZEZ WYCINANIE NER ZWIAZANA Z
TRANSKRYPCJA — TCR

Pierwsze doniesienie o powigzaniu naprawy
przez wycinanie NER z transkrypcji pochodzg z
obserwacji grupy Hanawalta, w ktérych wyka-
zano, zew komorkach chomika CHO fotodimery
pirymidyn byly 5 razy szybciej usuwane w
aktywnym genie DHFR z transkrybowanej nici
DNA, w poréwnaniu z nicig nietranskrybowang
(Mellon i wspétaut. 1987). Nastepnie wykaza-
no, zejest to zjawisko powszechnie wystepujace
w réznych genach, zaréwno w komérkach euka-
riotycznych, jak i prokariotycznych i dotyczy
réznych typéw uszkodzen. Powigzanie trans-
krypcji z NER wyjasniono kiedy Selby i Sancar
(199la, b) oczyscili z komdrek E. coli biatko
TRCF (ang. transcription repair coupling fac-
tor), ktore, jak pokazali w badaniach in vitro, w
obecnosci UvrABC endonukleazy, podwyzszato
5-krotnie szybko$¢ transkrypcji matrycy zawie-
rajacej uszkodzenie. Biatko TRCF ma niska
aktywno$¢ DNA-niezaleznej ATP-azy. Jeden z
regionéw biatka ma zdolno$¢ wigzania sie z
DNA a drugi, blizej konca N\ wykazuje duzag
homologie do regionu biatka UvrA odpowie-
dzialnego za wiazanie UvrB (Selby i Sancar
1995). Oczyszczony TRCF specyficznie oddzia-
tywuje z polimerazg RNA E. coli, zahamowang
w miejscu uszkodzenia, powodujac dysocjacje
potrojnego kompleksu mMRNA-DNA-polimeraza
RNA (Ryc. 3). Na podstawie badan in vitro z
oczyszczonym biatkiem TRCF (kodowanym
przez gen m/d) uwaza sie, ze przytacza sie ono
do zatrzymanej przez uszkodzenie polimerazy
RNA i uwalnia ja oraz niedokonczony trans-
krypt z matrycy DNA. Nastepnie TRCF, przez
wigzanie sie za posrednictwem UvrA, przylgcza
kompleks UvrA2B do uszkodzonego miejscai po
utworzeniu stabilnego kompleksu UvrB-DNA,
ktéry inicjuje proces wycinania uszkodzenia,
oddysocjowuje wraz z UvrA. TRCF utatwia wiec
inicjacje procesu NER (Selby i Sancar 1994).

W komorkach ludzkich, podobnie jak i u
bakterii, transkrybowane DNA jest szybciej na-
prawiane niz nietranskrybowane i odnosi sie to
gtownie do nici, ktora stuzy jako matryca i
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Ryc. 3. Molekularny mechanizm preferencyjnej na-
prawy nici transkrybowanej u E. coli (wedtug Selbe-
go i Sancara 1994, 1995).

Polimeraza RNA jest zahamowana przez uszkodzenie na
transkrybowanej nici DNA. Biatko TRCF wigze sie do kom-
pleksu mRNA-DNA-polimeraza RNA, powodujac dysocjacje
polimerazy i transkryptu oraz wigzanie kompleksu biatek
UvrAzB do uszkodzonego miejsca. Po utworzeniu stabilnego
kompleksu UvrB-DNA, TRCF i UvrA2 oddysocjowujg i na-
stepuje inicjacja i dalsze etapy NER (Ryc. 2A).

dotyczy tylko genéw transkrybowanych przez
polimeraze 1l RNA. Uszkodzenie DNA w trans-
krybowanej nici blokuje transkrypcje (Donahue
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i wspotaut. 1994). Mechanizm naprawy zwigza-
nej z transkrypcjg — TRC (ang. transcription
repair coupling) niejestjeszcze do konca pozna-
ny. Wiadomo, ze w usuwaniu zahamowanej na
uszkodzeniu polimerazy Il RNA oraz przytacza-
niu do uszkodzonego miejsca, uczestnicza przy-
najmniej dwa biatka: CSA i CSB. Nalezg one do
grupy pieciu biatek, ktorych brak aktywnosci
powoduje, wspomniana juz wczesniej, dziedzi-
czng chorobe — syndrom Cockaynea, chara-
kteryzujaca sie zwiekszona wrazliwoscig na
Swiatto i powaznym opdznieniem w rozwoju
fizycznym i umystowym. Biatko CSA (46 kDa)
zawiera motyw, ktory moze uczestniczy¢ w in-
terakcji z innymi biatkami. Natomiast CSB jest
znacznie wiekszym biatkiem (160 kDa) z moty-
wem helikazy i najprawdopodobniej jego fun-
kcje sa podobne do czynnika TRCF z E. colt
Biatko CSB wigze sie do CSA oraz biatek XPA i
TFIIH, ktére sg podjednostkami ludzkiej nukle-

azy rozpoznajacej uszkodzenie (Henning |
wspoétaut. 1995). Na podstawie wiasciwosci bia-
tek CSA i CSB oraz znajomosci transkrypcji z
udziatem polimerazy Il RNA, w komoérkach lu-
dzkich zaproponowano model naprawy zwigza-
nej z transkrypcja (TRC). Polimeraza Il RNA
zatrzymana w miejscu uszkodzenia jest rozpo-
znawana przez kompleks CSA-CSB, ktoéry pra-
wdopodobnie przy pomocy czynnika transkry-
pcyjnego TFIIS cofa polimeraze. Kompleks CSA-
CSB wigze takze biatko XPA i czynnik transkry-
pcyjny TFIIH co przyspiesza szybkos¢ tworzenia
sie kompleksu inicjujacego NER. Po naprawie
wraca polimeraza Il RNA i kontynuuje synteze
wczesniej rozpoczetego mRNA. W przypadku
komoérek ludzkich podczas naprawy trans-
krybowanego genu, polimeraza RNAjest raczej
odsuwana, a nie oddysocjowuje z uszkodzonego
miejsca, tak jak w przypadku E. colt

MECHANIZMY POWSTAWANIA MUTACJI

Badania nad E. coli wykazaty, ze wiekszos¢
mutacji indukowanych pod wptywem promieni
UV i czynnikéw chemicznych zachodzi z udzia-
tem systemu SOS i jest to tak zwana SOS-mu-
tageneza. System SOS reguluje takze wiekszos$¢
mechanizméw naprawy: NER (geny iwrABD),
naprawe rekombinacyjng (geny recN i uvrD),

Tabela 3. Geny regutonu SOS i ich funkcje

wznowienie replikacji DNA i tym podobne
(friedberg i Wspélaut. 1995).

Regulacja systemu SOS zachodzi z udziatem
dwéch biatek: LexA i RecA. LexA jest represo-
rem ponad 20 genéw indukowanych po uszko-
dzeniu DNA (Tabela 3). RecA pod wptywem usz-
kodzenia DNAjest aktywowane do formy RecA*-

Gen Pozycja na mapie = Funkcja produktu genu
(min)
recA regulacja systemu SOS, ciecie represoréw LexA i Cl faga X oraz biatka
58 UmuD, mutageneza SOS, reperacja DNA, stabilna replikacja,
rekombinacja
lexA 92 represor genéw SOS
umuDC 26 SOS mutageneza
sulA (sjiA) 22 inhibitor podziaéw komdérkowych
uurA 92 naprawa przez wycinanie
uvrB 18 naprawa przez wycinanie
uvrD 85 DNA helikaza Il, naprawa DNA, rekombinacja RecF zalezna
mvA, B 41 rekombinacja RecF zalezna, naprawa peknie¢ w siostrzanych niciach
recN 58 rekombinacja RecF zalezna, naprawa peknig¢ w siostrzanych niciach
recQ 85 rekombinacja RecF zalezna
himA 37 miejscowo swoista rekombinacja
dinA (polB) 2 polimeraza Il DNA
dinB (dinP) 8 polimeraza IV DNA
dinD (pscA) 82 filamentacja w 20°C
dinF 92 nieznana
dinG 17,8 helikaza (?)
dinH 19,8 nieznana
dird 24 inhibitor indukcji systemu SOS

mucAB (plazmid pKM 101)

mutageneza SOS



324

koproteazy, ktora wspomaga niszczenie repre-
sora LexA i w konsekwencji derepresje genéw
zwiazanych z naprawa DNA. Aktywacja RecA do
formy RecA* zachodzi przez wigzanie sie biatka
RecA w obecnosci ATP, do ssDNA, najpra-
wdopodobniej w widetkach replikacyjnych za-
trzymanych przez uszkodzenie. Na ssDNA two-
rzy sie kompleks nukleoproteinowy RecA-
ssDNA, do ktoérego przytgcza sie LexA. W wyni-
ku interakcji RecA z LexA nastepuje ciecie LexA
represora (miedzy Ala84 — Glyss), co powoduje
zwiekszong ekspresje gendw i operonéw kontro-
lowanych przez SOS regulon. RecA* nie dziata
tutaj jako proteaza, ale stymuluje autotrawienie
LexA. (Littte 1993). Proces SOS-mutagenezy
wymaga uszkodzenia DNA oraz aktywnosci bia-
tek RecA*, UmuD i UmuC. RecA* koproteaza
petni trzy funkcje. Powoduje (1) derepresje ge-
néw umuD i umuC przez ciecie LexA, (2) przyci-
na biatko UmuD do formy UmuD’, aktywnej w
procesie mutagenezy; (3) funkcja trzecia RecA*
wiadomo, zejest konieczna, ale najmniej pozna-
na (Friedberg i wspétaut. 1995). Poniewaz Re-
cA* ma zdolnos$¢ reagowania z biatkami Umu,
RecA*, mogtaby wiec petni¢ role transporteraw
dostarczaniu ich do miejsca uszkodzenia
(Frank | wspotaut. 1993). Funkcje biatek
UmuD(D’) i UmuC, mimo wieloletnich badan,
nie sa do konca poznane. Zgodnie z powszech-
nie przyjmowang hipotezg syntezy przez uszko-
dzenie (ang. translesion synthesis) (Ryc. 4),
biatka te modyfikuja, zatrzymany przy uszko-
dzeniu, holoenzym polimerazy IlIl DNA w spo-
sOb, ktdry pozwala na replikacje uszkodzonego
DNA, ale kosztem wiernosci tego procesu, co
prowadzi do powstania mutacji (Friedberg |
wspotaut. 1995, Watker 1995).

Grupa Echolsa pracujac z wyizolowanymi
biatkami in vitro jako pierwsza wykazata, ze
synteza przez uszkodzenie AP miejsca wymaga
oprocz holoenzymu polimerazy 11l DNA, aktyw-
nej formy UmuD’ oraz UmuC i RecA (Rajagopa-
1an iwspotaut. 1992). Jednakze na wyjasnienie
funkcji biatek UmuD’ i UmucC trzeba byto cze-
kac jeszcze kilka lat. Przyczyna byt fakt, iz nie
mozna byto izolowa¢ biatka UmuC w formie
natywnej. lIzolowano go wiec w formie zdenatu-
rowanej i w malych ilosciach, co praktycznie
uniemozliwiato badania in vitro nad tymi biat-
kami. UmuC w komoérce nienaswietlonej UV
jest prawie niewykiywalne, a po indukcji UV
wzrasta do 200 czgsteczek na komérke. Nato-
miast UmuD w komorce jest stale w liczbie 200
czgsteczek, a po indukcji wzrasta do 2400 (Wo-
ODGATE i ENNIS 1991).

Pytanie jaki jest molekularny mechanizm
SOS-mutagenezy i jaka funkcje petnia biatka
UmuD i C nurtowato i nurtuje badaczy do
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Ryc. 4. Model syntezy przez uszkodzenie zapropono-
wany przez Echolsa i Goodmana (wedtug Echolsa i
Goodmana 1990).

Biatko RecA wigze sie do DNA i tworzy nukleoproteinowy
filament w miejscu uszkodzenia. UmuD jest ciete w miejscu
uszkodzenia przez RecA*-koproteaze i razem z biatkiem
UmuC tworzy kompleks, ktéry umozliwia polimerazie Il
DNA przejscie przez uszkodzenie.

dzisiaj. Waznym elementem jest wyjasnienie w
jaki sposOb polimeraza Ill DNA, zazwyczaj bar-
dzo doktadna i nie tolerujgca nawet matych
zmian w DNA moze dziata¢ na uszkodzonej
matrycy. ROwniez wazne jest wyjasnienie wpty-
wu biatek UmuD’C na polimeraze Il DNA pod-
czas syntezy uszkodzonego DNA. Ostatnio dzie-
ki izolacji biatek UmuD’ i C w kompleksie
UmuD’2C, takim jaki uczestniczy w mutagene-
zie, udato sie grupie Goodmana otrzymac te
biatka w formie natywnej (Bruk i wspoétaut.
1996). Przyczynito sie to do poznania aktywno-
Sci tych biatek. Rewelacja staty siewynikiTanga
i wspotaut. (1998, 1999) wskazujace, ze kom-
pleks UmuD’2C posiada aktywnos¢ specjalnej
polimerazy DNA. Waitker (1998) orazFriedberg
i Gertach (1999) omawiajg to zagadnienie w
krotkich komentarzach. Tang i wspotaut.
(1998) wykazali uzywajac jako substratu jed-
noniciowego DNA (ssDNA) ze starterem, ktore
zawierato jedno miejsce AP, ze holoenzym poli-
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merazy Ill DNA, do syntezy przez uszkodzenie
wymaga aktywnej formy biatka RecA*, SSB
(biatko wiazace sie do ssDNA) i kompleksu
UmuD’2C. Niespodziewanie okazato sie, ze
oczyszczony kompleks UmuD’2C moze takze
katalizowac¢ niski poziom syntezy w miejscu AP
bez udziatlu polimerazy Ill. Wskazuje to, ze
UmuD’2C ma cechy szczeg6lnej polimerazy
DNA, nazwano jg polimeraza V DNA. UmuD’2C
moze takze wiacza¢ nukleotydy, gdy w matrycy
zamiast miejsca AP jest prawidlowa zasada —
tymina. Wykazano, ze w obecnos$ci czterech
dezoksynukleotydéw kazdy z nich moégt byc¢
wiaczany, co wskazuje, ze kompleks UmuD”C
moze tworzy¢ btedne pary. Ponadto obserwowa-
no, ze utworzenie btednej pary nie hamuje wig-
czania nastepnych Kkilku nukleotyddw. (Tang i
wspoétaut. 1999) uwazajag, ze wazng cechg kom-
pleksu UmuD’2Cjestjego zdolnos¢ do stymulo-
wania zaréwno blednej inkorporacji, jak i do
dalszej syntezy za bledng parg, zaréwno na
uszkodzonej, jak i normalnej matrycy.
Ostatnio wykazano, ze w komoérkach E. coli
istnieje jeszcze jedna nowa polimeraza DNA,
polimeraza IV, ktdrajest produktem genu dinB
(Tabela 3). Biatko DinB wykazuje sekwencje
aminokwasowg podobng do biatka UmuC (oh-
MORI i wspoétaut. 1995), a jego nadprodukcja
powoduje bardzo wysoka mutageneze plazmidu
F'lac, nie traktowanego zadnym czynnikiem
uszkadzajgcym DNA, tak zwang SOS-zalezng
mutageneze spontaniczng (Kim i wspoétaut.
1997). Oczyszczone biatko DinB okazato sie by¢
polimerazg DNA bez korektorskiej aktywnosci
3'—=5 egzonukleazy. Polimeraza ta wlgcza tylko
jeden nukleotyd podczas kazdego przytaczenia
sie do primera i katalizuje prawidtowa inkorpo-
racje nukleotydu (Wagner i wspétaut. 1999).
Podobny mechanizm mutagenezy replikaciji
przez uszkodzenie postuluje sie u eukariotycz-
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nych organizmow wyzszych, z ludzkimi wigcz-
nie (Friedberg | Gertach 1999). W komorkach
drozdzy wykryto biatko Revl, ktére ma aktyw-
nos¢ enzymatyczng inkorporujgcg dCMP vis a
vis miejsca AP, a takze naprzeciwko adeniny,
uracylu i guaniny (Netson i wspétaut. 1996).
Biatko Revl wykazuje znaczne podobienstwo w
sekwencji aminokwasow, do biatka UmuC z
E. coli ijest potrzebne w UV-indukowanej mu-
tagenezie (Larimer i wspoOtaut. 1989). Inkorpo-
racja cytozyny naprzeciwko miejsca AP przez
Revl, pozwolita na wydtuzanie primera przez
inng polimeraze DNA ¢, ktérajest takze potrzeb-
na w mutagenezie drozdzy. Ostatnio wykryto
jeszcze jednag polimeraze DNA 1, kodowana
przez gen RAD30, w ktorej takze sekwencja
aminokwasoéw jest podobna do biatka UmuC i
DinB (MCDONALD i wspé6taut. 1997, Roush i
wspoétaut. 1998).

Co ciekawe, w komoérkach ludzkich wykryto
polimeraze DNA bardzo podobng do polimera-
zy 1j u drozdzy. Polimeraza ta jest zmutowana
w komoérkach ludzi ze schorzeniem xeroderma
pigmentosum, sklasyfikowanych jako grupa
XPV (ang. XP variant) (Masutani i wspétaut.
1999, Johanson i wspoOtaut. 1999a). Komorki
XPV wykazujg normalny poziom NER, nato-
miast majg defekt w replikacji uszkodzonego
DNA. Polimeraza DNA Az obu zrddet wykazuje
zdolno$¢ do bezbtednej replikacji DNA przez
fotodimery pirymidyn w DNA (Johanson i WSPO-
faut. 1999b). Jest natomiast bardzo prawdopo-
dobne, ze moze wstawia¢ bledne zasady przy
syntezie przez 6,4-fotoprodukty (Mcdonald i
wspétaut. 1999). Wykrycie nowych polimeraz
DNA zdolnych do syntezy przez uszkodzenie,
zbliza nas do petniejszego zrozumienia procesu
mutagenezy, a ponadto wskazuje, ze mechani-
zmy mutagenezy moga by¢ w duzej mierze po-
dobne u bakterii i u cztowieka.

NAPRAWA BLEDNIE SPAROWANYCH ZASAD

Wiernos¢ polimeraz DNA jest dos¢ ograni-
czona i wwyniku replikacji powstaje wiele bted-
nych par zasad, ktére moga by¢ usuwane z
nowosyntetyzowanej nici DNA (Modrich i La-
hue 1996). Mechanizm naprawy blednie sparo-
wanych zasad (ang. mismatch repair) zostat
dos¢ dobrze poznany w komérkach E. colt Nor-
malnie, DNA w E. coli jest zmetylowane w se-
kwencjach GATC przez metylaze Dam. Po repli-
kacji ni¢ potomna DNAjest przejsciowo niezme-
tylowana i moze by¢ rozpoznana przez system
naprawy btednych par zasad — MutHLS. Biatko
MutS, rozpoznaje i wigze sie w miejscu blednej
paiy zasad. MutH wigze sie do hemimetylowa-

nej sekwencji GATC i robi naciecie nici niezme-
tylowanej, poczym nastepuje etap wycinania i
resyntezy do miejsca wystepowania btednej pa-
ry, do ktérego sa przylaczone biatka: MutS —
rozpoznajgce btedng pare oraz MutL, ktore in-
dukuje nukleolityczng aktywnos¢ mutH.
Ponadto w naprawie uczestniczg biatka UvrD-
helikaza, egzonukleaza aktywna wobec ssDNA,
biatko SSB (wigzgce sie do ssDNA) oraz polime-
raza Ill DNAi ligaza. Ostatnio wykazano istnie-
nie systemu naprawy btednych par zasad u
cztowieka, ktoéry jest podobny do systemu
MutHLS. Wyizolowano ludzkie biatka, ktoére sg
homologami biatek MutL i MutS. Ten system
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naprawy cieszy sie obecnie bardzo duzym zain-
teresowaniem, poniewaz wykazano zaleznos$é
pomiedzy defektem w naprawie btednych par
zasad a sklonnoscig do nowotworéw. Pierwsze
doniesienia dotyczyty nowotworu jelita grube-
go, a obecnie wykazano zwigzek pomiedzy defe-

. Pietrzykowska i J. Krwawicz

ktem w naprawie btednie sparowanych zasad a
zwiekszonym ryzykiem choroby nowotworowej,
takze dla innych typéw nowotworéw. Obszer-
niej to zagadnienie jest omowione w artykule
P. Polaczka w tym numerze KOSMOSU.

REGULACJA PROCESOW NAPRAWY

Czynniki uszkadzajagce DNA powodujg w
komérce szereg odpowiedzi, wsrod nich zmiany
w ekspresji gendéw, opdznienie cyklu komoérko-
wego i stymulacje naprawy DNA. U cziowieka i
innych organizmach wyzszych moga takze
aktywowaé apoptoze — programowang smier¢
komoérki.

REGULACJA W KOMORKACH E. COU

W komoérkach E. coli odpowiedZz na wiele
roznorodnych uszkodzern DNA jest regulowana
przez system SOS. Regulacja polega na tym, ze
ponad 20 genow (Tabela 3) zwigzanych z usz-
kodzeniami i naprawa DNA ma wspolny repre-
sor LexA. W reakcji na uszkodzenie DNA, akty-
wowane jest biatko RecA do formy RecA*-kopro-
teazy (patrz wyzej), ktéra stymuluje niszczenie
represora LexA przez ciecie wigzania w srodku
biatka pomiedzy Ala84-GIn85, co prowadzi do
derepres;ji i transkrypcji tych genéw. O kolejno-
Sci derepresji genéw i indukcji odpowiednich
biatek decyduje sita wigzania represora do ope-
ratorow poszczegdlnych gendw czy operondw.
Najnizsze powinowactwo LexA wykazuje wobec
gendw zwigzanych z naprawg przez wycinanie
nukleotydéw uvrD>uvrA>uvrB. Wsroéd gendw
regulowanych przez SOS znajduje sie gen sulA
(SifiA), ktory jest inhibitorem podziatéw komor-
kowych. Zahamowanie replikacji, jak i podzia-
tow komorkowych ma na celu umozliwienie
naprawy DNA przed replikacja uszkodzonego
DNA, cow przeciwnym wypadku prowadzitoby
do mutacji oraz do przekazania do komodrek
potomnych nieprawidtowego DNA. Powszech-
nie uwaza sie, ze wygaszenie systemu SOS po
naprawie DNA zachodzi, gdy znikajg fragmenty
ssDNA, ktére aktywowaty Rec*-koproteaze. Po-
woduje to nagromadzenie represora LexA i za-
hamowanie transkrypcji gendéw zwigzanych z
naprawg (Friedberg iwspotaut. 1995). Jednak-
ze ostatnio znaleziono dwa geny, dinl (Yasuda i
WSp(’)l’ath. 1998) i isfA (Bebenek i Pietrzyko-
wska 1995, 1996), ktérych produkty hamuja
indukcje SOS. Najprawdopodobniej, ich fun-
kcjgjest wygaszanie systemu SOS po zakonczo-
nej naprawie poprzez hamowanie aktywnosci

RecA*-koproteazy (Bebenek | Pietrzykowska
1996).

REGULACJA W KOMORKACH LUDZKICH

Biatko p53 jest najlepiej poznanym regula-
torem odpowiedzi na uszkodzenie DNA w ko-
morkach ssakow i cztowieka, a uczestniczy w
regulacji odpowiedzi komarki na rézne czynniki
uszkadzajgce DNA. p53 aktywuje transkrypcje
w odpowiedzi na wiele czynnikoéw uszkadzajg-
cych. Aktywacja biatka p53 prowadzi do zwie-
kszenia poziomu biatka p53, a takze modyfika-
cji samego biatka p53. Aktywowany p53 powo-
duje zwiekszenie ekspresji inhibitora cyklino-
zaleznych kinaz biatkowych, biatka p21, co pro-
wadzi do zatrzymania cyklu komoérkowego w
fazie G 1i pozwala na naprawe DNA przed przej-
Sciem do fazy S, w ktérej zachodzi synteza DNA.
p53 reguluje takze cykl komorkowy w fazie G2.
Jest to wazny punkt kontrolny przed segregacja
chromosomoéw do komérek potomnych. Biatko
p53 decyduje takze o reakcji komorek na usz-
kodzenie poprzez aktywacje transkrypcji odpo-
wiednich gendw. Przy nizszym poziomie uszko-
dzen odpowiedzig moze by¢ naprawa DNA. Wte-
dy p53 aktywuje gen GADDA45. Wyzsze dawki
czynnikéw uszkadzajgcych DNA wywotujg apo-
ptoze. Proces ten uruchomiany jest przez akty-
wacje genu BAX, ktérego produktjest pozytyw-
nym regulatorem apoptozy (Enoch i Norbury
1995). O waznej roli jakg odgrywa p53 w regu-
lacji odpowiedzi komérki na uszkodzenia DNA,
Swiadczy fakt, ze brak aktywnos$ci tego biatka
wigze sie ze zwiekszong zapadalnoscig na no-
wotwory. W 50% przypadkéw chordob nowo-
twych u ludzi, gen p53 jest zmutowany. Biatko
p53 nazwano supresorem nowotworéw (ang.
tumor supressor protein).

Innym biatkiem, ktére odgrywa istotna role
w regulacji odpowiedzi na uszkodzenie, jest
biatko ATM. Gen kodujgcy ATM jest zmutowany
w komarkach ludzi cierpigcych na chorobe ge-
netyczng ataxia telangiectasia (AT). Pacjenci
cierpigcy na AT wykazujg rézne objawy, wsrod
nich takie jak: degeneracja neuronéw, zwie-
kszona czestos¢ zapadania na biataczke i bez-
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ptodnos¢. Sa tez nadwrazliwi na promienie X i
jonizujace, ktore indukuja pekniecia tancu-
chéw DNA. Okazato sie, ze brak aktywnosci
ATM prowadzi do defektu w punktach kontrol-
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nych cyklu komdrkowego, ktore sg istotne w
regulacji odpowiedzi komoérki na promieniowa-
nie jonizujgce (Wang 1998).

IN HUMANS

Summary

The mechanisms of DNA repair and generation of mu-
tations in the living organisms are subject of great interest
since long time. However, during the last decade, significant
progress in understanding of these processes became
possible due to development of sophisticated methods of
molecular biology. Most proteins involved in DNA repair
were isolated and investigated by both biochemical and
physical methods. In this review recent understanding of

the mechanism of DNA repair is presented. The mechan-
isms of excision repair ofbases (BER) and nucleotides (NER)
as well as mutagenic repair in Escherichia coli, a model
system, and in human cells are described. The most exciting
recent findings of a special DNA polymerase activity in the
UmuD’2C complex, as well as in human cells of a new DNA
polymerase r], which shares some amino acids homology
with UmuC protein, are also presented.
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