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REPERACJA ZLE SPAROWANYCH ZASAD W DNA: EWOLUCJA SYSTEMU OD BAKTERII
DO CZLOWIEKA

WSTEP

Reperacja zle sparowanych zasad w DNA
(ang. mismatch repair, MMR) jest systemem
obronnym komorki przed mutacjami. Zaréwno
komoérki organizmoéw prokariotycznych, jak i
eukariotycznych majg zdolnos¢ reperacji zle
sparowanych zasad. Bledne parowanie zasad
jest najczesciej wynikiem nieprawidtowosci w
procesie replikacji i rekombinacji DNA. Polime-
razy DNA majg aktywnos¢ korygujaca wiasne
btedy (ang. proofreading activity). Inne mecha-
Nnizmy naprawcze: naprawa poprzez wycinanie
(ang. excision repair), naprawa podwdjnych
peknie¢ DNA (ang. double strand break repair)
i fotoreaktywacja zapewniajg stabilno$s¢ mate-
rialu genetycznego i powoduja, ze bledy w ko-
piowaniu DNA sa rzadkoscig (Friedberg i
wspétaut. 1995).

SYSTEM MMR

Btedy w replikacji DNA i rekombinacji moga
prowadzi¢ do parowania zasad niezgodnych z
regutg Watsona i Cricka, ktéra okresla, ze zasa-
dy purynowe A (adenina) lub G (guanina) na
jednej z nici DNA tworza odpowiednio pary z
zasadami pirymidynowymi T (tyrnina) i C (cyto-
zyna) na drugiej z nici DNA. W czasie syntezy
DNA zdarzajg sie btedy w parowaniu zasad
prowadzace na przyktad do par G-T lub wpro-
wadzanie dodatkowych niesparowanych zasad
(insercja). Reperacja MMR ma za zadanie roz-
poznawanie takich btedéw w nowo syntetyzo-
wanym taricuchu DNA i ich eliminacje (Rye. 1).

U bakterii Escherichia coli DNA ulega mety-
lacji: dam metylaza wprowadza grupe metylowg

U bakterii produkty czterech gendéw sa nie-
zbedne dla sprawnego i precyzyjnego funkcjo-
nowania systemu reperacyjnego MMR (Mo-
drich i Lahue 1996). Defekty w tych genach
prowadza do wysokiego poziomu akumulacji
mutacji. W ostatnich latach w organizmach
wyzszych odkryto szereg biatek o wysokiej ho-
mologii do biatek bakteryjnego systemu MMR.
Wykazano, ze petnig one bardzo podobne fun-
kcje do systemu bakteryjnego.

Badania dowodzgce, ze defekty genetyczne
MMR sg gtéwnym powodem dziedzicznego raka
jelita (ang. hereditary non-polyposis colon can-
cer, HNPCC) stanowig dramatyczng ilustracje
niestychanej wagi tego systemu, wzmagajac
zainteresowanie wielu laboratoriéw badaniami
molekularnych podstaw dziatania systemu na-
prawy DNA (Aaltonen i wspoOtaut. 1993).

U BAKTERII

(CH3) w pozycji N’ adeniny w sekwencji GATC.
Tak wiec, kazda adenina w sekwencji GATC
ulega modyfikacji. Poniewaz modyfikacja ade-
niny nastepuje dopiero po zakonczeniu syntezy
DNA, przez krétki okres nowo syntetyzowana
ni¢ jest niezmetylowana. Brak metylacji najed-
nej z nici jest rozpoznawany przez kompleks
reperacyjny komorki. W pierwszym etapie, biat-
ko MutS w formie dimeru wigze sie do Zle
sparowanych zasad. Nastepnie dimer biatka
MutL tworzy kompleks z MutS. Ciekawe jest, ze
MutS ma dwie aktywnosci: w reakcji niezaleznej
od ATP rozpoznaje i wigze sie do zle sparowa-
nych zasad, a nastepnie, w reakcji wymagajacej
ATP, zmiana konformacyjna biatka pozwala na
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translokacje MutS wzdiuz DNA (prawdopodob-
nie w kompleksie z MutL). Mikroskopia elektro-
nowa wykazata istnienie przejsciowych stru-
ktur typu a (petli) (Alten i wspotaut. 1997).
Wydaje sie, ze taka struktura umozliwia wspot-
dziatanie MutS/MutL z MutH. Tworzenie sie
kompleksu DNA/MutS/MutL stanowi sygnat
prowadzacy do aktywacji endonukleazy zwigza-
nej z biatkiem MutH, ktére nacina niezmody-
fikowana ni¢ DNA w hemimetylowanej sekwen-
cji GATC (ni¢ rodzicielskajest zmodyfikowana).

Naciecie nici moze nastgpi¢ w GATC po
jednej lub drugiej stronie Zle sparowanych za-
sad. MutS i MutL wycinajg fragment DNA za-
wierajgcy blednie sparowane zasady w wspét-
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Ryc. 1. Schemat przedstawiajgcy
kolejne etapy reperaciji zle sparo-
wanych zasad DNA. Goérna ni¢
(3U-5U) jest nicig rodzicielska.
Sekwencja GATC moze znajdo-
wac sie po drugiej stronie zle spa-
rowanych zasad, zmieniajac
kierunek reakcji egzonukloeolity-
cznej. Szczegoty w tekscie.

dziataniu DNA helikazg Il (produkt genu mutU)
i jedng z egzonukleaz: Exol, ExoVIl lub Recd.
Wycieciu ulega fragment czesto odlegty o kilka-
set nukleotydow od sekwencji GATC do miejsca
btednie sparowanych zasad, a reakcja ta jest
dwukierunkowa. W zaleznosci od kierunku wy-
cinania, w procesie tym uczestniczg egzonukle-
azy o réznej specyficznosci: Exol (3'-5j, RecJ
(5’-3) lub ExoVIl (3-5"i 5-'3). Nastepnie DNA
polimeraza Ill resyntetyzuje uprzednio wyciety
segment DNA uzywajac jako matrycy nici rodzi-
cielskiej (nie zawierajacej bltednego nukleoty-
du), a ligaza integruje kowalencyjnie nowo
zsyntetyzowany fragment do DNA.

SYSTEMY MMR ORGANIZMOW WYZSZYCH

Poniewaz system reperacji jest tak wazny
dla stabilnosci genomu, istnienie podobnego
systemu w organizmach wyzszych nie powinno
by¢ zaskoczeniem. Rzeczywiscie, w ostatnich
latach, zidentyfikowano odpowiedniki biatek
MutS i MutL w organizmach eukariotycznych,

od drozdzy do cztowieka (Kolodner i Marsisch-
ky 1999). Biatka te na og6t nazywano opierajac
sie na homologii do biatek bakteryjnych. Tak
wiec, MSH2 (MutS homologue) jest homologicz-
ne do MutS aMLH1do MutL (MutL homologue).
W odréznieniu od organizmow prokariotycz-
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nych, sekwencje GATC w organizmach eukario-
tycznych nie ulegajg metylacji i brak jest euka-
riotycznego odpowiednika biatka MutH.

U Eukaryota, w poréwnaniu do systemu
bakteryjnego, system reperacyjny jest bardziej
ztozony (Ryc. 2). Na przykiad, drozdze Saccha-
romyces cerevisiae maja szes¢ poznanych ho-
mologéw MutS (MSH1-MSHS6) i trzy homologi

MutL (MLH1, MLH3 i PMS1). Komérki ludzkie
maja cztery znane homologi MutS (hMSH2,
hMSH3, hMSH4 i hMSH6) oraz trzy homologi
MutL (hMLHI, hPMSI i hPMS2). Ewolucja sy-
stemu eukariotycznego jest prawdopodobnie
zwigzana z wiekszg ztozonoscig genoméw euka-
riotycznych, bardziej skomplikowanym cyklem
komorkowym oraz z istnieniem genoméw orga-
nelli pozajadrowych. Na przykiad, MSH1 droz-
dzy jest biatkiem mitochondrialnym, homolo-
giem bakteryjnego MutS. Co jest ciekawe, se-
kwencje aminokwaséw homologicznych biatek,
od bakterii do cztowieka, sg zaskakujgco podo-
bne: na przyktad MSH2 drozdzowe jest w 42%
identyczne do hMSH2 ludzkiego (Ryc. 3).

W naprawie typu MMR u drozdzy uczestni-
czy MSH2 w parze z MSH3 lub MSH6. Kompleks
MSH2/MSH3 (MutSa) uczestniczy w naprawie
2-4 nukleotydowych insercji lub delecji, nato-

MMR A CHOROBY

Odkrycie korelacji pomiedzy defektem w
hMSH2 (ludzki homolog MutS) a dziedziczng
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miast kompleks MSH2/MSH6 (MutS@ napra-
wia pojedyncze zle sparowane zasady lub inser-
cje/delecje pojedynczego nukleotydu. Poniewaz
mutacje w genie msh2 charakteryzuja sie bra-
kiem zdolnosci naprawy obu typow bledow,
przypuszcza sie, ze MSH2 stanowi rusztowanie
dla wigzania sie z czynnikami specyficznosci
(MSH3 i MSHS6).

Ryc. 2. Homologiczne biatka sy-
stemu MMR u bakterii (E.coli),
drozdzy (S. cerevisiae) i w komor-
kach ludzkich (H. sapiens).

Nazwy MutSa i MutSb dla okreslenia
komplekséw drozdzowych oraz hMu-
tSa i hMutSP systemu ludzkiego
wprowadzono majac na celu ujedno-
licenie nieco chaotycznej nomenkla-
tury biatek eukariotycznych.

Pojedyncze mutacje w genach msh2 lub
msh6 majg mniejszy efekt mutatorowy niz mu-
tacja w msh2, natomiast podwdéjny mutant
msh2/msh6 charakteryzuje sie defektem w na-
prawie DNA identycznym do msh2. Thumaczy to
sie tym, ze niektére funkcje MSH3 i MSH6 moga
by¢ wymienne. Biatka homologiczne do bakte-
ryjnego MutL (MLH1 i PMS1 lub MLH1 i MLH3)
tworzg heterodimery i podobnie jak w systemie
bakteryjnym wspoétdziatajg z homologami MutS
(MSH2/MSH3 lub MSH2/MSH6). W badaniach
ekstraktowjgdrowych komoérek ludzkich obser-
wuje sie bardzo podobne interakcje homologi-
cznych biatek zaréwno jesli chodzi o specyficz-
nos¢ jak i dwukierunkowos$¢ reakcji napra-
wczych. Niektére komponenty systemu sgjed-
nak rézne na przyktad ludzkim odpowiedni-
kiem drozdzowego PMS1 jest hPMS2, a odpo-
wiednikiem MLH3 jest hPMSI.

NOWOTWOROWE

predyspozycjg do raka jelita (ang. hereditary
non-polyposis colon cancer, HNPCC) stanowito
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Ryc. 3. Poréwnanie sekwencji aminokwaséw biatek MSH2 drozdzy (gérna sekwencja) i ludzkiego hMSH2.

Pionowe kreski wskazujg identyczne aminokwasy: dwukropki wskazujg podobne aminokwasy: poziome kreski wskazuja
brak odpowiedniej sekwencji w jednym lub drugim genie.
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Ryc. 4. Fragment homologicznych sekwencji MSH2 drozdzy (gérna sekwencja) i hMSH2.

Niewypetnione liteiy (R, P, H i G) reprezentujg pozycje, w ktérych wprowadzono mutacje opisane w tekscie. Biatka z
mutacjami w tych pozycjach stuzyly do badan funkcjonalnych w drozdzach.

przetom w badaniach nad MMR. Niewiele
p6Zniej wykazano, ze mutacje w ludzkich homo-
logach bakteryjnego MutL (hMLHI i PMS2) sg
takze odpowiedzialne za rozwoj nowotworow
HNPCC. Te spektakularne odkrycia w duzej
mierze wyjasnity genetyczne podstawy tej cho-
roby. Nalezy zdawac¢ sobie sprawe, ze predyspo-
zycja do tego typéw nowotworow jest wynikiem
dziedziczenia jednej kopii defektywnego genu i
drugiej, w petni funkcjonalnej kopii tego same-
go genu. Rozwdj nowotworu nastepuje w przy-
padku pojawienia sie defektywnej mutacji so-
matycznej w drugiej kopii genu.

Wczesne wykrycie choréb nowotworowych
lub genetycznej predyspozycji do choréb nowo-
tworowych jest niestychanie wazne z kliniczne-
go punktu widzenia. W zwigzku z tym szereg
laboratoriow podjeto proby znalezienia pros-
tych testow dla okreslenia aktywnosci genow
systemu MMR. W jednym z kierunkow tego
typu badan wykorzystuje sie homologie pomie-
dzy MMR drozdzowym i ludzkim. Podjeto szereg
nieudanych préb komplementowania systemu
drozdzowego systemem ludzkim. Przypuszcza
sie, ze mimo ogromnego podobienstwa geny te
nie sg wymienne, szczegolnie, ze w reakcjach
tych uczestniczy kompleks ztozony z szeregu
biatek. Wychodzac z zatozenia, ze podobne re-
giony w MSH2 drozdzowym i ludzkim hMSH2
moga by¢ funkcjonalnie réwnowazne i btedy w
identycznych aminokwasach powodowac te sa-
me defekty genetyczne, wprowadzono dwie zna-
ne mutacje hMSH2 do drozdzowego MSH2 (Po-
1aczek 1 wspolaut. 1998, Ryc. 4). Jedna z mu-
tacji (Pro640-Leu) spowodowata utrate funkcji
biatka MSH2, w przeciwienstwie do innej mu-
tacji (His658-Tyr), gdzie nie zaobserwowano
utraty funkcji MSH2. Co jest ciekawe, mutacja
Pro622-Leu w hMSH2 zostata wykryta u pa-

cjenta z dziedzicznym rakiem jelita. Drugg mu-
tacje wykryto u pacjenta bez rodzinnej historii
HNPCC. W tym przypadku, analiza DNA wyka-
zata insercjejednego nukleotydu w kodonie 663
i tranzycje C-T powodujgca zamiane His639-
iyr- Insercjajednego nukleotydu w pozycji 663
powoduje zmiane ramki odczytu (ang. frame
shift), czyli utrate 270 aminokwasow biatka
hMSH2 (Ryc. 3). Przypuszczalnie biatko takie
jest niefunkcjonalne. Jesli chodzi o zmiane His-
Tyr, efekt tej mutacji jest niejasny. Taka sama
mutacje zaobserwowano w normalnych komor-
kach jelitowych pacjenta. Wprowadzenie tej
mutacji do drozdzy nie powoduje utraty funkcji
biatka MSH2, w zwigzku z czym mozna stwier-
dzi¢, ze mutacja tajest polimorfizmem.
Podobne podejscie do tego problemu, row-
niez wykorzystujgc drozdze, podjeto laborato-
rium Kunkela (NIEHS, Pétnocna Karolina). Wy-
korzystano w tym przypadku obserwacje, ze
diploidalne drozdze z delecja jednej z kopii
MSH2 i wprowadzeniu drugiej zmutowanej ko-
pii maja fenotyp mutatorowy (Drotschmann |
wspétaut. 1999). Dominujgcy efekt mutatorowy
zaobserwowano przy zamianie Gly633-Ala lub
Gly633-Ser (Ryc. 4). Badania in vitro wigzania
kompleksu MSH2(Gly633-Ala)/MSH6 do Zle
sparowanych zasad wskazujg, ze tego typu
kompleks ma zdolnos¢ wigzania do DNA, ale
utracit zdolnos¢ do dysocjacji w obecnosci ATP.
Ekspresja ludzkiego hMSH2 w drozdzach ze
zmutowanym genem MSH2 nie obnizawysokie-
go wskaznika mutacji (ang. mutation rate) tego
szczepu aw szczepie dzikim ekspresja ludzkich
biatek MMR nie powoduje wzrostu niskiego
wskaznika mutacji (Crark i wspotaut. 1999).
Inaczej przedstawia sie sytuacja w przypadku
koekspresji hMSH2 i hMSH6 lub hMSH2 i
MSH3 w szczepie dzikim drozdzy. W pierwszym
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przypadku wskaznik mutacji wrasta 4000 razy,
a w drugim pieciokrotnie (Crark i wspoélaut.
1999). Wigzanie sie tych kompleksow ze Zle
sparowanymi zasadami w drozdzach ingeruje z
systemem MMR drozdzy, co prowadzi do zwie-
kszenia efektu mutatorowego. Koekspresja
hMSH6 i hMSH2 z mutacjg Arg524-Pro
(Ryc. 4), zwigzang z HNPCC, redukuje wigzanie
sie tego kompleksu ze Zle sparowanym DNA i
eliminuje efekt mutatorowy. Wynika z tego, ze
kompleksy hMSH2/hMSH3 oraz hMSH2/
hMSH6 majg zdolnos$¢ do wigzania sie z btednie
sparowanymi zasadami w drozdzach i system
ten moze stuzyé¢ do badan efektéw niektorych
mutacji zwigzanych z HNPCC.

Powyzsze badania przedstawiajg pierwsze
proby analizy funkcjonalnej systemu MMR. Mo-

DNA MISMATCH REPAIR (MMR):

Piotr Polaczek

zliwosci pelnej analizy sg jednak ograniczone,
gdyz system drozdzowy nie wykryje defektéwwe
wspotdziataniu biatek specyficznych dla syste-
mu ludzkiego. Na przyktad hMSH2 wspotdziata
z hMLHI w rozpoznawaniu Zle sparowanych
zasad i biatko drozdzowe (MLH1) moze byé
niepetnowartosciowym partnerem w tych re-
akcjach. Rozwoj tego typu badan poprzez wpro-
wadzanie wiekszej ilosci elementow systemu
ludzkiego do drozdzy, w r6znych kombinacjach,
moze doprowadzi¢ do lepszego poznania natury
defektéw genetycznych w systemie MMR. W
ostatnich latach notuje sie ogromny postep w
tych badaniach i mozna oczekiwac, ze w nieda-
lekiej przysztosci znane bedg efekty wiekszosci
mutacji w genach odpowiedzialnych za napra-
we DNA.

EVOLUTION OF THE SYSTEM FROM BACTERIA TO HUMANS

Summary

DNA mismatch repair (MMR) represents one of the
cellular repair mechanisms ensuring genetic stability of the
chromosome, some components of the system being con-
served in procaryotes and eucaryotes. Mismatches most
commonly arise due to DNA replication and recombination
errors. Genetic defects in MMR play an important role in

cancer susceptibility, and attempts are being made to de-
velop functional in vivo assays of the human mismatch
repair protein activities. In the paper experiments are de-
scribed in which yeast serves as a model organism useful
for interpreting and understanding the function of the
human counterparts of the NMR system.
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