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STRUKTURA CHROMATYNY A POWSTAWANIE I NAPRAWA USZKODZEN DNA

WPROWADZENIE

Genomy wszystkich organizméw narazone
sa na dzialanie czynnikéw majacych zdolnos¢
modyfikacji chemicznej struktury DNA, czyli in-
dukowania uszkodzenn DNA. Do takich czynni-
kéw, nazywanych genotoksycznymi, naleza roz-
norodne substancje chemiczne i niektore ro-
dzaje promieniowania elektromagnetycznego.
Jednym z rodzajow endogennych czynnikow
genotoksycznych sa reaktywne formy tlenu,
bedace produktami metabolizmu komorkowe-
go. Efektem dzialania substancji takich jak wol-
ne rodniki tlenowe sa oksydacyjne modyfikacje
zasad azotowych DNA (w tym 8-okso-deoksyg-
uanina, traktowana czesto jako znacznik oksy-
dacyjnych uszkodzen DNA) oraz pekniecia jed-
nej lub obu nici DNA (ang. single-, do-
uble-strand breaks). Srodowiskowe czynniki ge-
notoksyczne to przede wszystkim promienio-
wanie ultrafioletowe i promieniowanie joni-
zujace, ale rowniez liczne chemiczne zwiazki al-
kilujace i arylujace (wsSréd nich policykliczne
weglowodory aromatyczne). Fotouszkodzenia
DNA indukowane przez promieniowanie UV to
glownie dimery pirymidynowe, za$ promienio-
wanie jonizujace indukuje przede wszystkim
oksydacyjne modyfikacje zasad i pekni¢cia nici
DNA. Alkilujace i arylujace zwiazki chemiczne
moga kowalencyjnie wiazac si¢ z nukleotydami
tworzac tak zwane addukty DNA. Wszystkie ta-
kie uszkodzenia DNA w mniejszym lub wiek-
szym stopniu zmieniaja struktur¢ chromoso-
mow i zaburzaja procesy ich replikacji. Ponie-

waz replikacja DNA zawierajacego uszkodzenia
wiaze si¢ z ryzykiem powstania mutacji, obec-
nosS¢ takich uszkodzen jest szczegoOlnie niebez-
pieczna w komorkach dzielacych sie.
Komorki dysponuja detektorami uszkodzen
DNA i po ich wykryciu uruchamiaja kilka typow
odpowiedzi. Podstawowa odpowiedzia komor-
ki na uszkodzenia DNA jest jego naprawa, po-
zwalajaca na usuniecie uszkodzenia i odtworze-
nie prawidlowej struktury DNA. Jednoczesnie z
zainicjowaniem naprawy, w komorkach uru-
chamiane sa mechanizmy prowadzace do zablo-
kowania cyklu komorkowego (ang. checkpoint
control system). Zablokowanie cyklu komorko-
wego wydtuza czas na naprawe DNA przed re-
plikacja i podzialem chromosomow. Uszkodze-
nia DNA, ktore nie moga by¢ naprawione, sa
czesto eliminowane razem z cala komorka. Pro-
ces umozliwiajacy takie rozwiazanie nazywamy
apoptoza, czy inaczej — programowana Smier-
ciag komorki. W organizmach funkcjonuja rozne
mechanizmy naprawy DNA. Najprostszy z nich
to tak zwana naprawa bezpoSrednia, pozwa-
lajaca na naprawe niektorych typow fotouszko-
dzen (proces katalizowany przez fotoliazy
DNA), czy alkilowanych nukleotydow (katalizo-
wany przez odpowiednie metylotransferazy).
Wiele typow uszkodzen usuwanych jest z DNA
za posSrednictwem naprawy przez wycinanie. W
naprawie takiej uszkodzony nukleotyd usuwa-
ny jest wraz z fragmentem jednej nici DNA, a
brakujacy fragment syntetyzowany jest na ma-
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trycy nici komplementarnej. W mechanizmie
naprawy przez wyciecie zasady (ang. base exci-
sion repair, BER) naprawiane sa gtownie zasady
oksydowane lub alkilowane. Z kolei w mechani-
zmie naprawy przez wyciecie nukleotydu (ang.
nucleotide excision repair, NER) usuwane sa fo-
touszkodzenia indukowane przez promienio-
wanie UV czy addukty indukowane przez poli-
cykliczne weglowodory aromatyczne. W me-
chanizm ten zaangazowanych jest ponad trzy-
dzieSci biatek o roznej aktywnosci enzymatycz-
nej (miedzy innymi helikazy, nukleazy, polime-
razy i ligazy DNA). Pekniecia obu nici DNA,
uszkodzenia szczegolnie niebezpieczne dla ko-
morek, naprawiane sa dzicki mechanizmom re-
kombinacyjnym: rekombinacji homologicznej
(HR) oraz laczenia koncéw niehomologicznych
(NHEJ). Poniewaz powstawanie uszkodzen
DNA jest procesem ciaglym, sprawnos¢ mecha-
nizmoéw naprawy DNA ma ogromne znacznie
dla utrzymania stabilnoSci genomu. Ostabienie
wydajnosci naprawy DNA (wynikajace na
przyklad z mutacji w genach kodujacych biatka
naprawcze) wiaze si¢ ze zwickszonym ryzy-
kiem powstawania mutacji i rozwoju chorob
nowotworowych. Szczegdélowe omoOwienie
procesOw prowadzacych do powstawania
uszkodzen DNA i mechanizméw ich naprawy
oraz zwiazkOow z procesami mutagenezy i nowo-
tworzenia znajdzie Czytelnik w innych pracach
przegladowych, w tym wielu pracach publiko-
wanych w jezyku polskim (PIETRZYKOWSKA i
KRWAWICZ 1999, TRZECIAK i BEASIAK 1999,
TUDEK 1999, ZDZIENICKA 1999).

Material genetyczny ma w komorkach eu-
kariotycznych posta¢ chromatyny, czyli kom-
pleksu DNA, histonow i innych biatek. Podsta-
wowa jednostka strukturalna chromatyny jest
nukleosom, zbudowany z oktameru histono-
wego (centralny tetramer [H3/H4], i dwa pe-
ryferyjne dimery [H2A/H2B]), wokot ktorego
owiniete jest 146 par nukleotydow. Pomi¢dzy
kolejnymi nukleosomami znajduje si¢, wrazli-
wy na dzialanie nukleaz, DNA lacznikowy o
zmiennej dlugosci (10-90 par zasad), ktory
moze oddzialywac z histonem H1 lub innymi
niehistonowymi biatkami chromatyny.
Wiokno nukleosomowe moze by¢ pofatdowa-

ne w bardziej skomplikowane struktury o r6z-
nym stopniu upakowania; najwickszy stopien
upakowania osiaga chromatyna w chromoso-
mie metafazowym. Witokna chromatyny ko-
morek interfazowych moga oddziatywac z la-
mina jadrowa i z hipotetyczna, wewnatrz-
jadrowa struktura szkieletowa, tak zwana ma-
cierza jadrowa. Oddzialywania chromatyny z
takimi bialkami szkieletowymi umozliwiaja
tworzenie strukturalnie i funkcjonalnie wyod-
rebnionych domen, tak zwanych petli chro-
matyny. Kolejne struktury chromatyny po-
zwalaja na uporzadkowane upakowanie
dhugich czasteczek DNA na terenie jadra ko-
morkowego oraz maja istotne znaczenie dla
regulacji wszystkich proceséw metabolicz-
nych przebiegajacych w jadrze. Informacje
dotyczace struktury nukleosomow i organiza-
¢ji chromatyny w jadrze znajdzie Czytelnik w
innych pracach przegladowych (HAYES i
HANSEN 2001, WOODCOCK i DIMITROV 2001).
Nukleosomowa organizacja chromatyny ma,
poza funkcjami strukturalnymi, decydujace
znaczenie dla regulacji ekspresji materiatu ge-
netycznego. We frakcji chromatyny o duzym
stopniu kondensacji (tzw. heterochromatyna)
nukleosomy sa czynnikiem odpowiedzialnym
za represj¢ transkrypcji. Zmiana struktury nu-
kleosomow i ostabienie oddzialywan DNA z
histonami pozwala na udost¢pnienie DNA dla
swoistych czynnikow transkrypcyjnych i poli-
meraz RNA. Zmiany struktury nukleosomow i
stopnia upakowania chromatyny, pozwa-
lajace na regulacje transkrypcji, zalezne sa
miedzy innymi od kowalencyjnych modyfika-
cji DNA (metylacja) i histonow (acetylacja,
metylacja i fosforylacja) oraz od aktywnoSci
kompleksow remodelujacych chromatyne.
Szersze omowienie zwiazkow miedzy tran-
skrypcja a nukleosomowa struktura chroma-
tyny mozna znalez¢ w licznych pracach
przegladowych (KORNBERG 1999, ALFS i
KINGSTON 2000, WU i GRUNSTEIN 2000).
Struktura nukleosomowa chromatyny (i jej
ewentualne zmiany) jest czynnikiem decy-
dujacym roéwniez o przebiegu procesOw na-
prawy. Zagadnienie to jest przedmiotem ni-
niejszej pracy.

STRUKTURA CHROMATYNY MODULUJE PODATNOSC DNA NA CZYNNIKI GENOTOKSYCZNE

Decydujace znaczenie dla powstania dane-
go typu uszkodzen DNA ma struktura nukle-
otydu i jej swoiste oddziatywania chemiczne z

czynnikiem uszkadzajacym. Przyktadowo: do-
datkowe wigzania indukowane przez promie-
niowanie UV tworza sie¢ miedzy pierScieniami
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sasiadujacych pirymidyn, a zwiazki alkilujace
preferuja atom N7 guaniny. Jednak podatnos¢
konkretnego nukleotydu na uszkodzenia mo-
dulowana jest przez szereg innych czynnikow.
Naleza do nich struktura przestrzenna danego
fragmentu DNA czy kontekst sekwencji DNA
(czyli rodzaj sasiadujacych nukleotydow). Do-
datkowo podatnos¢ konkretnego fragmentu
DNA na uszkodzenia modulowana jest przez
oddziatujace z nim biatka. Od lat znany jest fakt,
iz struktura nukleosomowa ma wpltyw na ilos¢
uszkodzen DNA. Poziom adduktow indukowa-
nych przez wiele chemicznych zwiazkéw ge-
notoksycznych, podobnie jak poziom tzw.
(6-9)-fotoproduktow indukowanych przez
promieniowanie UV, jest wielokrotnie wyzszy
w DNA facznikowym niz w DNA z rdzenia nu-
kleosomow. Z kolei w plemnikach, gdzie histo-
ny zastapione sa przez protaminy (co pozwala
na silniejsza niz w nukleosomach kondensacje
chromatyny), DNA jest bardziej oporny na
uszkadzenia niz DNA z komorek somatycznych
(WIDLAK 1994, 1997). Innymi biatkami, kto-
rych oddzialywania z DNA moduluja jego po-
datnos¢ na uszkodzenia sa czynniki transkryp-
cyjne. Zwiazanie czynnika transkrypcjnego
moze zmniejszy¢ lub zwiekszy¢ wydajnos¢ z
jaka czynniki genotoksyczne uszkadzaja DNA
w obrebie miejsca wiazania. Fakt ten wykorzy-

stywany jest do mapowania miejsc wiazania
czynnikow transkrypcyjnych w zywej komor-
ce (ang. footprinting); wykorzystuje si¢ do
tego najczeSciej proste czynniki alkilujace ta-
kie jak siarczan dwumetylu (DMS). Stwierdzo-
no, ze wiazanie takich czynnikow transkrypcyj-
nych jak Sp1, AP-1 czy NF-1 wielokrotnie zwig¢-
ksza poziom fotouszkodzen indukowanych
przez promieniowanie UV. Wskazuje to, ze po-
ziom uszkodzen w pewnych regionach DNA
moze mie¢ charakter swoisty tkankowo
(TORNALETTI i PFEIFER 1995).

W niektorych sekwencjach DNA prawdo-
podobienstwo zaistnienia mutacji jest wielo-
krotnie wyzsze niz w innych fragmentach tego
samego genu. Powstanie takich goracych
punktow mutacyjnych (ang. mutation hot
spots) jest wypadkowa kilku czynnikow, mie-
dzy innymi: (i) szybkoSci uszkadzania danego
nukleotydu, (ii) wydajnoSci naprawy tego nu-
kleotydu i (iii) dokladnosci z jaka polimerazy
DNA odczytuja dane uszkodzenie. Struktura
chromatyny i obecnos¢ zwiazanych biatek jest
jednym z czynnikOw decydujacych o cze¢stosci
z jaka dany nukleotyd jest uszkadzany. Podob-
nie, oddziatywanie z biatkami jest czynnikiem
modulujacym wydajnos¢ naprawy tego nukle-
otydu. Zagadnienie to zostanie omowione w
dalszej czesci artykutu.

STRUKTURA CHROMATYNY DECYDUJE O SZYBKOSCI NAPRAWY DNA

Juzwlatach 70. stwierdzono, Ze naprawcza
synteza DNA jest szybsza w DNA lacznikowym
niz w DNA zwiazanym z rdzeniem nukleoso-
mow. Natomiast rekonstytucja nukleosomow
na DNA plazmidowym (tworzenie tak zwa-
nych minichromosomow) jest czynnikiem
wielokrotnie spowalniajacym jego naprawe
(WIDLAK 1997). W potowie lat 80. w laborato-
rium P. Hanawalta wykryto, ze indukowane
przez promieniowanie UV dimery pirymidyno-
we usuwane sa wielokrotnie szybciej z aktyw-
nego genu reduktazy dwuhydrofolianowej niz
z innych czeSci genomu tych samych komorek.
Wkrotce potem stwierdzono, ze fotouszkodze-
nia usuwane sa szybciej z nici bedacej matryca
w procesie transkrypcji (ni¢ antysensowna),
niz z nie transkrybowanej nici sensownej
(BOHR 1991). Taka preferencyjna naprawa
DNA dotyczy naprawy przez wycinanie nukle-
otydu (NER). Obecnie wiadomo, ze w komor-
kach funkcjonuja dwa rodzaje tego mechani-
zmu reperacyjnego. Naprawa nici transkrybo-

wanej, (ang. transcription-coupled NER
TC-NER), catkowicie zalezna jest od transkryp-
¢ji, a sygnatem dla jej rozpoczecia jest zabloko-
wanie polimerazy II RNA na uszkodzonym nu-
kleotydzie. W komorkach bakteryjnych prze-
bieg TC-NER zalezny jest od biatka TRCF, ktore
inicjuje dysocjacje polimerazy RNA z uszko-
dzonej matrycy i stymuluje wiazanie z uszko-
dzonym DNA kompleksu naprawczego
UvrABC nukleazy. Mechanizm TC-NER w ko-
morkach eukariotycznych nie jest do konca
wyjasSniony; czynniki swoiScie zwiazane z tym
rodzajem naprawy w komorkach ludzkich to
biatka CSA i CSB. DNA nieaktywny transkryp-
cyjnie i ni¢ sensowna genow transkrybowa-
nych naprawiana jest w mechanizmie okreslo-
nym z ang. global genome NER, GG-NER. Czyn-
nikiem swoistym dla GG-NER jest biatko XPC;
pozostate biatka reperacyjne sa wspolne dla
obu rodzajow naprawy przez wyciecie nukle-
otydu (WIDEAK 1997, PIETRZYKOWSKA i
KRWAWICZ 1999, TRZECIAK i BLASIAK 1999).
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Preferencyjna naprawa nici transkrybowanej
sprawia, ze mutacje znacznie czeSciej
wywolywane sa przez uszkodzenia nici sen-
sownej niz uszkodzenia nici antysensownej,
nawet jesli obie nici uszkadzane sa z podobna
czestosScia. Przyktadem moze by¢ wolna napra-
wa uszkodzen nici sensownej w miejscach od-
powiedzialnych za powstawanie ,goracych”
punktow  mutacyjnych w  genie p53
(DENISSENKO i wspotaut. 1998).

Chociaz, poza aktualnie transkrybowanymi
ni¢mi DNA, caly genom naprawiany jest przy
udziale mechanizmu GG-NER, to rézne obszary
genomu naprawiane sa rozna szybkosScia.
Uszkodzenia usuwane sa 2-3-krotnie wolniej z
DNA znajdujacego si¢ w silnie skondensowa-
nej heterochromatynie niz z genow aktywnych
lub potencjalnie aktywnych znajdujacych sie
chromatynie o luZniejszej strukturze (BOHR
1991). ROwniez rozne fragmenty tego samego
genu moga by¢ naprawiane z r6zng szybkosScia.
Decyduja o tym swoiste oddziatywania z histo-
nami lub innymi biatkami niehistonowymi.
Przyktadem moze by¢ bardzo wolna naprawa

promotora w regionie oddzialujacym z czynni-
kami transkrypcyjnymi (GAO i wspoOtaut.
1994). Jedna z cech chromatyny aktywnej tran-
skrypcyjnie sa jej oddzialywania ze strukturami
szkieletowymi jadra, a frakcja DNA zwiazanego
z macierza jadrowa jest zwykle wzbogacona w
geny transkrybowane. Wiadomo, ze te rodzaje
uszkodzen, ktore moga by¢ naprawiane prefe-
rencyjnie w mechanizmie TC-NER (np. foto-
uszkodzenia) usuwane sa najszybciej z frakcji
DNA zwiazanego z macierza jadrowa
(MULLENDERS i wspotaut. 1990). Ostatnio
stwierdzono, ze swoiste dla TC-NER biatko CSA
ulega przemieszczeniu do macierzy jadrowej
w komorkach poddanych dziataniu czynnikow
uszkadzajacych DNA (KAMIUCHI i wspotaut.
2002). Sugeruje to, ze mechanizmy naprawy
DNA (a przynajmniej mechanizm TC-NER) zlo-
kalizowane sa w macierzy jadrowej. Nie mozna
jednak wykluczy¢, ze szybka naprawa DNA
zwiazanego z macierza jadrowa jedynie od-
zwierciedla preferencyjna naprawe genow ak-
tywnych transkrypcyjnie, zlokalizowanych w
poblizu tej struktury.

ZMIANY STRUKTURY CHROMATYNY W TRAKCIE NAPRAWY DNA

Typowa cecha niemal wszystkich mechani-
ZzmOw naprawy jest to, ze biora w nich udziat
olbrzymie kompleksy biatkowe, a naprawiany
DNA poddany jest wielu zmianom struktural-
nym (rozplatanie, obrobka nukleolityczna czy
synteza nici). Mozna wiec tatwo wyobrazi¢ so-
bie, ze upakowana struktura chromatyny (czy
sama obecno$¢ nukleosomoéw) jest czynni-
kiem spowalniajacym lub nawet uniemozli-
wiajacym naprawe uszkodzen. Szereg danych
wskazuje, ze w trakcie naprawy DNA struktura
chromatyny ulega istotnym zmianom. Stwier-
dzono na przykilad, ze dimery pirymidynowe
usuwane s3 z DNA rdzenia nukleosomu z szyb-
koscia niezalezna od ich potozenia wzgledem
oktameru histonowego. Sugeruje to, ze w trak-
cie naprawy zachodzi rearanzacja struktury nu-
kleosomow (lub nawet ich calkowite usuwa-
nie) (SMERDON 1991).

Procesy, ktore ulatwiaja oddzialywanie
biatek naprawczych z uszkodzeniami maja
swoje analogie w znacznie lepiej poznanych
mechanizmach regulujacych aktywnoS¢ tran-
skrypcyjna chromatyny i utatwiajacych wiaza-
nie czynnikow transkrypcyjnych. Dwa sposrod
wielu mechanizmow modyfikujacych struktu-
re chromatyny wydaja sie¢ mie¢ decydujace zna-

czenie dla regulacji aktywnoSci transkrypcyj-
nej. Jednym z nich jest acetylacja histonow ka-
talizowana przez swoiste acetylotransferazy.
Acetylacja resztlizynowych w aminowych kofi-
cach histonow neutralizuje dodatni tadunek
grup aminowych, zmieniajac ich oddziatywa-
nia z DNA i innymi biatkami, co inicjuje lokalna
dekondensacje wtokna nukleosomowego. Na-
tomiast deacetylacja histonow katalizowana
przez swoiste deacetylazy zwicksza stopien
kondensacji chromatyny (BROWN i wspotaut.
2000, CHEN i wspotaut. 2001). Drugim czynni-
kiem ulatwiajacym wiazanie czynnikOw tran-
skrypcyjnych jest aktywnos$¢ kompleksow re-
modelujacych chromatyne. Kompleksy te
sktadaja si¢ z kilku-kilkunastu podjednostek, w
ich sktad wchodza biatka posiadajace domene
helikazy, a ich aktywnoS$c¢ zalezna jest od hydro-
lizy ATP. Efektem dziatania kompleksow remo-
delujacych chromatyne jest zwykle przemiesz-
czenie DNA wzgledem oktameru histonowego
(mechanizm ich dzialania nie jest jednak jasny)
(CALIKOWSKI 2001, FLAUS i OWEN-HUGHES
2001). Zaréwno acetylotransferazy (i deacety-
lazy) histonow, jak i kompleksy remodelujace
chromatyne¢ swoisScie oddzialuja z czynnikami
transkrypcyjnymi, majac charakter aktywato-
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row (lub represorow) transkrypcji. Przykla-
dem moga by¢ oddzialywania acetylotransfe-
raz z czynnikiem transkrypcyjnym E2F lub de-
acetylaz z kompleksem biatek pRB i E2F, regu-
lujace aktywnosc¢ genow decydujacych o wejs-
ciu komorek w faze S cyklu komoéorkowego
(HARBOUR i DEAN 2000).

Wyniki badan prowadzonych w ostatnich
latach wskazuja, ze aktywnoS¢ acetylotransfe-
raz histonow i kompleksow remodelujacych
chromatyne¢ ma istotne znaczenie dla stymula-
cji naprawy DNA (przynajmniej w przypadku
mechanizmu NER). We wszystkich znanych
kompleksach remodelujacych chromatyneg
obecne sa biatka z rodziny SWI2/SNF2, ATP-azy
majace domeng strukturalna helikazy DNA. Do
rodziny SWI2/SNF2 nalezy rowniez kilka
biatek bioracych udzial w naprawie DNA:
Rad16 (mechanizm GG-NER u drozdzy),
CSB/Rad26 (mechanizm TC-NER), Rad5 (na-
prawa postreplikacyjna) i Rad54 (naprawa re-
kombinacyjna) (FYODOROV i KADONAGA
2001). Stwierdzono, ze biatko CSB wykazuje
zdolnos¢ remodelowania struktury nukleoso-
mow (CITTERIO i wspotaut. 2000). Z kolei na-
prawa fotouszkodzen obecnych w minichro-
mosomach stymulowana byla przez czynnik re-
modelujacy chromatyne ACF (URA i wspoétaut.
2001). Jednym z czynnikow zwiazanych z NER
jest biatko XPE, skladajace si¢ dwu podjedno-
stek p48 i p127. Bialko to swoisScie wiaze si¢ z
DNA uszkodzonym przez promieniowanie UV
(inna jego nazwa to biatko UV-DDB), a jego
obecnosc jest niezbedna dla naprawy chroma-
tyny, lecz nie ,nagiego” DNA. Stwierdzono, ze
podjednostka p48 oddzialuje z acetylotransfe-
raza histonow CBP/p300 (DATTA i wspolaut.
2001). Kolejna acetylotransferaza histonow
jest biatko GCN5, wchodzace miedzy innymi w
sktad kompleksu transkrypcyjnego TFTC. In-
nym skladnikiem tego kompleksu jest biatko
SAP130, wykazujace bardzo silna homologi¢ z
podjednostka p127 biatka UV-DDB. Stwierdzo-
no, ze czynnik TFTC preferencyjnie wiaze si¢ z
chromatyna uszkodzona przez promieniowa-
nie UV i katalizuje acetylacj¢ histonOw w miej-
scu uszkodzenia (BRAND i wspotaut. 2001).

Czesc instrukcji” o sposobie ekspresji in-
formacji genetycznej zawarta jest w struktu-
rze chromatyny. Totez naprawa DNA, poza
przywroceniem prawidlowej struktury i se-
kwencji nukleotydow, musi pozwala¢ na od-
tworzenie pierwotnej struktury chromatyny
w miejscu uszkodzenia. Precyzyjne odtworze-
nie struktury nukleosomow jest szczegOlnie

istotne w regionach regulujacych aktywnos¢
genow. Tak wiec mechanizmy rekonstytucji
chromatyny musza wydajnie wspotdziatac z
mechanizmami naprawy DNA. Zaobserwowa-
no, ze jesli DNA plazmidowy zawierajacy
uszkodzenia indukowane przez promienio-
wanie UV inkubowany byt z ekstraktami ko-
morkowymi, to naprawa uszkodzen skorelo-
wana byla z upakowaniem plazmidu w nukle-
osomy. Taka rekonstytucja chromatyny prze-
biegala jednoczeSnie z synteza naprawcza
DNA i zalezna byta od kompleksu biatkowego
CAF1 (ang. chromatin assembly factor 1),
czynnika zwiazanego z replikacja DNA
(GAILLARD i wspotaut. 1996). Rowniez inny
czynnik zwiazany z replikacja, kompleks
biatkowy RCAF (ang. replication-coupling as-
sembly factor), moze bra¢ udziat rekonstytucji
nukleosomow na DNA zawierajacym fotousz-
kodzenia (TYLER i wspotaut. 1999). Mogtoby
to sugerowad, ze rekonstytucja nukleosomow
na naprawianym DNA jest mechanicznie
zwidazana z reperacyjna synteza DNA. Jednak
fakt, ze w trakcie naprawy DNA rearanzacji
ulega fragment chromatyny o dtugosci nawet
kilku tysiecy par nukleotydow, a nowosynte-
tyzowana ni¢ DNA ma okoto 30 nukleotydow
(w przypadku NER), wskazuje na bardziej
ztozony zwiazek miedzy naprawa a rekonsty-
tucja chromosomow. Stwierdzono, ze rekon-
stytucja nukleosomow w trakcie naprawy
DNA plazmidowego obejmuje kilka (4 do 6)
nukleosoméw w obu kierunkach od uszko-
dzenia. Co ciekawe, taka rekonstytucje nukle-
osomOw obserwowano nawet jesli reperacyj-
na synteza DNA (lecz nie wczeSniejsze etapy
naprawy) zostala zablokowana przez inhibi-
tor polimerazy DNA (GAILLARD i wspotaut.
1997). Wskazuje to, ze sygnatem dla rekonsty-
tucji nukleosomow sa posrednie produkty na-
prawy.

Mechanizm NER jest w obecnej chwili naj-
lepiej zbadanym mechanizmem naprawy DNA.
Najlepiej znane sa rowniez zmiany struktury
chromatyny towarzyszace temu rodzajowi na-
prawy (Ryc. 1). Mozna przypuszczac, ze podob-
ne zmiany, to jest rearanzacja struktury nukle-
somow ulatwiajaca dostep bialek naprawczych
do uszkodzenia i koiczace naprawe odtworze-
nie struktury chromatyny, towarzysza rOwniez
innym mechanizmom naprawy DNA. Przyktad-
owo, aktywnosS¢ kompleksu RCAF niezbedna
jest dla naprawy peknie¢ nici DNA (TYLER i
wspotaut. 1999).
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STRUKTURA CHROMATYNY A ROZPOZNANIE USZKODZEN DNA

Rozpoznanie uszkodzenia jest pierwszym
etapem wszystkich mechanizmow naprawy
DNA. Biora w nim udzial swoiste biatka detek-
torowe. Podobne detektory uszkodzen rozpo-
czynaja rOwniez szlaki przekazywania sygnatu
prowadzacego do blokady cyklu komorkowe-
go czy indukgcji apoptozy. Bialka naprawcze
rozpoznajace uszkodzenia maja dwojaki cha-
rakter. Cze¢SC z nich jest enzymami, dla ktorych
uszkodzony nukleotyd jest swoistym substra-
tem (na przyktad glikozylazy DNA zwiazane z
mechanizmem BER). Inne biatka detektorowe
rozpoznaja nie tyle zmiane¢ struktury chemicz-
nej nukleotydu, co wywolane przez uszkodze-
nia zaburzenia dwuniciowej struktury DNA.
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Ryc. 1. Hipotetyczne zmiany struktury chromaty-
ny zwijzane z naprawa przez wycinanie nukle-
otydu (NER).

Kolejne etapy naprawy: 1) powstanie uszkodzenia
(bialy romb); 2) rozpoznanie uszkodzenia przez
biatko DDB; 3) rozluznienie struktury wlokna nukle-
osomowego (np. dzieki acetylacji histonow); 4) utwo-
rzenie kompleksu naprawczego, zmiana struktury
(lub usuni¢cie) nukleosomu zawierajacego uszkodze-
nie (bialy owal); 5) usuni¢cie fragmentu uszkodzonej
nici DNA, reperacyjna synteza DNA; 6) rekonstytucja
nukleosomu na nowosyntetyzowanym DNA (ciemny
owal); 7) odtworzenie struktury wiokna nukleosomo-
wego.

Detektorami rozpoznajacymi takie zmiany
struktury DNA sa kompleksy XPC/HR23B i
XPA/RPA, zwiazane z mechanizmem NER. Na-
tomiast dwuniciowe pekniecia DNA rozpozna-
wane sa przez dimer Ku70/Ku86, podjednost-
ke kinazy bialkowej zaleznej od DNA
(DNA-PK), ktore to bialko bierze udzial w me-
chanizmie laczenia koncoéw niehomologicz-
nych (NHE]) (WOOD 1999, WIDLAK 2000).
Chociaz oddzialywania bialek detektoro-
wych z uszkodzonym DNA sa dos¢ dobrze po-
znane, to wiedza na temat rozpoznawania tych
samych uszkodzen znajdujacych si¢ w Srodowi-
sku chromatyny jest bardzo ograniczona. Mi¢-
dzy innymi nie jest w pelni jasne, czy rozpozna-
nie uszkodzef obecnych w chromatynie wyma-
ga dodatkowych biatek (takim czynnikiem
wspomagajacym mogloby by¢ w przypadku me-
chanizmu NER bialko UV-DDB). Nie wiadomo
rowniez czy (i do jakiego stopnia) sygnatem dla
biatek detektorowych sa zmiany struktury chro-
matyny wywolane uszkodzeniem DNA. Takie
zmiany w strukturze chromatyny poznane sa
najlepiej w przypadku dwuniciowych pekniec
DNA. W laboratorium W. Bonnera zaobserwo-
wano, ze w ciagu kilku minut od powstania pek-
nie¢ DNA, indukowanych przez promieniowa-
nie jonizujace (ale rowniez powstajacych w
trakcie apoptozy lub rekombinacji V(D))), do-
chodzi do lokalnej fosforylacji histonu H2AX
(jeden z wariantow histonu H2A). Taka fosfory-
lacja katalizowana jest przez serynowo/treoni-
nowe kinazy biatkowe z rodziny ATM — bialka
DNA-PK, ATM lub ATR i moze prowadzi¢ do
zmian w strukturze nukleosomow. W ciagu kil-
kudziesieciu minut od powstania dwunicio-
wych peknie¢ DNA fosforylacje histonu H2AX
obserwuje si¢ w obszarach chromatyny obej-
mujacych nawet milion par nukleotydow
wokol uszkodzenia, tworzacych widoczne w
mikroskopie foci. W domenach chromatyny, za-
wierajacych ufosforylowany histon H2AX, ob-
serwuje si¢ nast¢pnie nagromadzenie szeregu
bialek zwiazanych mechanizmami rekombina-
cyjnej naprawy peknie¢ DNA: BRCA1, Rad51,
Rad50, Mrell, Nbs1 (MODESTI i KAANAR 2001).
Mozna wiec spekulowad, ze sygnatem rozpo-
znawanym przez te biatka sa zmiany struktury
nukleosomow inicjowane przez fosforylacje¢ hi-
stonu H2AX. Co ciekawe, dane biochemiczne
wskazuja, ze bialka ktore nagromadzaja sic w
domenach zawierajacych ufosforylowany hi-
ston H2AX (ATM, BRCA1, Rad51, Rad50, Mre11,
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Nbs1) tworza wraz z innymi biatkami napraw-
czymi (BLM, MSH2, MSH6, MLH1) olbrzymie
kompleksy biatkowe, tak zwany BRCA1l-associ-
ated genome surveillance complex (BASC)
(WANG i wspotaut. 2000). Biatkiem wiazacym
si¢ z dwuniciowymi peknieciami DNA jest hete-
rodimer Ku. Stwierdzono, ze bialko Ku wiaze
sie z bialkiem Sir3, ktoére wraz z bialtkami Sir2 i
Sir4 tworzy kompleksy oddzialujace z histona-
mi w gesto upakowanej heterochromatynie
(Sir2 jest deacetylaza histonéw). Rezerwuarem
kompleksow Ku i Sir sa telomery i regiony sub-
telomerowe chromosomow. Zaobserwowano,
ze w wyniku powstania dwuniciowych pekniec
DNA dochodzi do przemieszczenia tych biatek z
obszarow telomerowych w miejsce uszkodzen i
formowanie heterochromatyny w regione za-
wierajacym uszkodzenie (HABER 1999). Znacze-
nie tego zjawiska dla procesOw naprawy DNA
nie jest jasne. Mozna jednak spekulowac, ze
tworzenie struktury heterochromatyny w re-
gionie pekniecia DNA jest czynnikiem uniemo-
zliwiajacym transkrypcje uszkodzonych genow.

Odrebnym zagadnieniem jest wiazanie z
uszkodzonym DNA bialek nie bioracych udziatu
w naprawie: bialek chromatyny i czynnikow
transkrypcyjnych. Powstanie uszkodzen DNA w
obrebie sekwencji rozpoznawanych przez
czynniki transkrypcyjne zwykle blokuje wiaza-
nie tych czynnikOw (TOMMASI i wspotaut.
1996). Jednak obecnos¢ niektorych uszkodzen
indukuje wiazanie czynnikéw transkrypcyj-
nych do przypadkowych sekwencji DNA.
Przyktadem moze by¢ czynnik transkrypcyjny
Spl, wiazacy si¢ z nieswoistymi sekwencjami
zawierajacymi addukty indukowane przez ben-
zo(a)pyren, lub czynniki transkrypcyjne zawie-
rajace domene HMG, wiazace si¢ z nieswoisty-

mi sekwencjami zawierajacymi uszkodzenia in-
dukowane przez cis-platyne (WIDLAK 2000).
Cis-platyna jest zwiazkiem genotoksycznym wy-
korzystywanym w terapii przeciwnowotworo-
wej, ktory indukuje w DNA mie¢dzy- i wewnatrz-
niciowe wiazania sieciujace. Zaobserwowano,
ze dwie grupy bialek chromatyny: biatka
HMG-1/2 i histon H1 wykazuja bardzo silne po-
winowactwo do tych fragmentow DNA, kto-
rych struktura zostala zmieniona przez takie
wiazania sieciujace. Stwierdzono rOwniez, ze
HMG-1 (i inne bialka z tej rodziny) moga hamo-
wac naprawe DNA uszkodzonego przez cis-pla-
tyne. Na podstawie takich obserwacji zapropo-
nowana zostala hipoteza opisujaca wpltyw
biatek chromatyny na wrazliwos¢ komorek na
cis-platyne. Zgodnie z ta hipoteza (ang. repair-
shielding model), bialka chromatyny moga
wspotzawodniczy¢ z biatkami naprawczymi w
wiazaniu uszkodzonego DNA. Po zwigzaniu
biatka HMG uszkodzony fragment DNA nie
bylby rozpoznawany przez biatka naprawcze,
co powodowaloby opdznienie lub uniemozli-
wienie jego naprawy (ZAMBLE i LIPPARD 1995).
Poniewaz biatka HMG-1/2 maja podwyzszone
powinowactwo rowniez do innych typow
uszkodzen DNA (fotouszkodzenia lub addukty
indukowane przez policykliczne weglowodory
aromatyczne), zaproponowany model ma bar-
dziej uniwersalny charakter i moze byC roz-
ciagnicty na wiele typow uszkodzen DNA
(WIDLAK 2000). Hipotetycznie, zwiazanie z
uszkodzonym DNA czynnikéw transkrypcyj-
nych, biatek HMG czy histonu H1 mogtoby mie¢
przeciwny efekt. Biatka te wiazac si¢ zuszkodze-
niem moglyby wymusza¢ przesuniecie uszko-
dzonego fragmentu do DNA lacznikowego,
przyczyniajac si¢ do jego szybszej naprawy.

CHROMATIN STRUCTURE AND DNA REPAIR

Summary

Chromatin structure modulates the rate of DNA
damage formation and repair in different regions of
eukaryotic genomes. Chromatin rearrangement takes
place during repair to increase accessibility of damage
to repair proteins. Activity of histone acetyl-
transferases and chromatin remodeling complexes
seems to be essential for nucleosome rearrangement
during repair. Once repair is completed, reconstitu-

tion of nucleosomes is required to recover primary
chromatin structure. Such chromatin assembly is cou-
pled to repair DNA synthesis. DNA damages induce
some modifications to chromatin structure (e.g.
phosphorylation of a histone H2A variant in response
to DNA double-strand breaks). Such chromatin modifi-
cations may serve as signals recognized by DNA repair
systems.
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