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ROZNE TWARZE NAPRAWY DNA - NOBEL 2015 W DZIEDZINIE CHEMII

WSTEP

Jedna z najbardziej niezbednych rzeczy
do zycia kazdego organizmu jest zachowanie
integralnosci materialu genetycznego. Straz-
nikiem wiernosci przekazywania genéw 2z
pokolenia na pokolenie jest sama struktura
DNA. Parowanie adeniny z tyming, za$§ gu-
aniny z cytozyna powoduje, ze mozliwos¢ in-
nych kombinacji jest ograniczona do 1 bte-
du na 100 par zasad. Budowa centrum ak-
tywnego i aktywnos¢ korektorska polimeraz
DNA dalej ogranicza prawdopodobienstwo
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powstania btedéow do 1/107-1/108 par zasad.
Jednak czestos¢ mutacji spontanicznych wy-
nosi okoto 1/10°-1/10% i jest 100 razy niz-
sza nizby wynikato z mozliwosci uzyskania
wiernosci dzieki budowie DNA i biatek bio-
racych udzial w jego powielaniu. Ewident-
nie, w czasie replikacji DNA powstaja btedy,
ktore po zakonczeniu jego syntezy sa usu-
wane. Dodatkowo, DNA jest stale narazone
na uszkodzenia przez réznorodne czynniki
zewnetrzne, promieniowanie UV i jonizuja-
ce, pyly, spaliny, leki, skladniki pozywienia
itp. Takze metabolizm komorki dostarcza
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Ryc. 1. Laureaci Nagrody Nobla 2015 w dziedzinie chemii; http://www.frontlinegenomics.com/wp-con-

tent/uploads/Nobel-prize-chemistry-2015.jpg
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wielu aktywnych substancji, ktére zmienia-
ja strukture DNA i stymuluja powstawanie
mutacji. Wszystkie organizmy wyksztalcity
wiec roznorodne systemy usuwania z DNA
fragmentéw wadliwych i zastepowania ich
strukturami prawidlowymi. Istnienie tych
roznych systeméw naprawy DNA zwieksza
okoto 100-krotnie prawdopodobienstwo
zachowania wiernosci informacji genetyczne;.
Nagroda Nobla 2015 w dziedzinie chemii
zostata przyznana trzem uczonym, ktérych
zainteresowania koncentrowaly sie wokot
roznych czynnikéw uszkadzajacych DNA,
a w konsekwencji roznych systemoéw
naprawczych. Obejmuja wiec ogromna dzie-
dzine wiedzy, ktérej nie spos6b okresli¢c jed-
nym haslem. Badania te zostaly docenione,
poniewaz coraz bardziej staje sie widoczne,
ze rozne systemy naprawy DNA odgrywaja
role w powstawaniu szeregu choréb czlowie-
ka, przede wszystkim nowotworéw, poprzez
mechanizmy genetyczne i epigenetyczne, tzn.
mutacje i/lub regulacje ekspresji genow.
Systemy naprawy DNA moga tez by¢ znako-
mitym celem terapii przeciwnowotworowych.
Artykul pokréotce przedstawia najwazniejsze
zagadnienia, ktorymi zajmowali sie tegorocz-
ni Noblisci (Ryc. 1) i znaczenie ich odkry¢
dla rozwoju nauki i/lub praktyki.

NAPRAWA BLEDOW REPLIKACYJNYCH

W 2015 r. Paul Modrich (ur. 1946) z
Howard Hughes Medical Institute oraz Duke
University School of Medicine (Durham,
USA) zostal uhonorowany Nagroda Nobla
w dziedzinie chemii za wklad w zrozumie-
nie funkcjonowania i znaczenia naprawy
zle dopasowanych zasad (ang. mismatch re-
pair, MMR) u bakterii Escherichia coli oraz
u czlowieka. Jest to system naprawy DNA,
ktory eliminuje btedy powstajace podczas re-
plikacji DNA. Powstaja one wtedy, gdy po-
limeraza DNA wstawi niewlasciwa zasade
naprzeciw zasady w matrycy, np. T naprze-
ciw G lub gdy powtarzajace sie¢ monoton-
nie sekwencje, takie jak -GTGTGTGT- lub
-CAGCAGCAG- sa wypetlane i omijane albo
kilkukrotnie replikowane, przez co powstaja
bledy insercyjno-delecyjne. Pierwsze badania
prowadzone m.in. w pracowni Paula Modri-
cha pod koniec lat 70. i w latach 80. XX
w. pozwolily na ustalenie mechanizmu MMR
u E. coli. Modrich odkryl istnienie specyficz-
nej metylotransferazy (dam metylaza), ktéra
przenositla grupy metylowe w pozycje 6 ade-
niny w sekwencji -GATC- (GEIER i MODRICH
1979). Okazalo sie, ze metylacja adeniny
w sekwencji GATC jest swoistym znakiem
pozwalajacym na rozroznienie nici ,starej”
od ,nowej”, ktéora ma by¢ skorygowana po
blednym zakonczeniu replikacji DNA. Ba-

dania Modricha, a takze innych, pozwolity
na zaproponowanie modelu naprawy MMR
u E. colii w ktorym wuczestnicza trzy bial-
ka MutS, Mut H i MutL (Ryc. 2). Obecnos¢
niewlasciwej pary zasad jest rozpoznawana
przez biatko MutS, ktore laczy sie z DNA w
miejscu blednej pary zasad. Najbardziej wy-
dajnie MutS taczy sie z parami G:T i A:C,
za$§ bardzo stabo z para C:C. Do kompleksu
MutS-DNA zostaje przylaczone biatko MutL,
z uzyciem energii z rozkladu ATP. Biatko
MutH wiaze sie z sekwencja GATC, ale tak-
ze z kompleksem DNA-MutS/MutL i niejako
spina miejsce zawierajace bledng pare za-
sad z sekwencja GATC. Obecnos¢ 6MeAde
w sekwencji GATC umozliwia rozréznienie
starej od nowozsyntetyzowanej nici DNA.
Nowa nic jest przecinana przez MutH w se-
kwencji GATC, a ciecie to jest stymulowane
przez MutS i MutL. Kolejny etap to trawie-
nie DNA od miejsca przeciecia do blednie
sparowanej zasady. W proces ten sa zaan-
gazowane egzonukleazy 3'—5’ (Exol, ExoX),
jesli bledna para znajduje si¢ po stronie 5’
sekwencji GATC, lub 5—3’ (ExoVII, Recd),
jesli btedna para znajduje sie po stronie 3’
sekwencji GATC. W ten sposob trawione sa
nieraz duze fragmenty DNA, do 1000-1500
nukleotydéw. Powstajaca luka jest nastepnie
uzupelniana przez maszynerie replikacyjna,
a calos¢ laczona przez ligaze. U E. coli brak
ktoregokolwiek z bialek MMR powoduje ok.
100-krotny wzrost czestoSci mutacji spon-
tanicznych, co sSwiadczy, ze bledy replika-
cyjne sa zjawiskiem dos$¢ czestym i bez ich
usuwania zmienno$¢ genetyczna ,zmiotltaby”
Swiat zywych organizméw z powierzchni
Ziemi bardzo szybko.

O ile u organizméw nizszych sygnal do
rozrozniania nici DNA nowosyntetyzowanej
od matrycowej odbywa sie na dos¢ pro-
stej zasadzie opoznienia metylacji sekwencji
GATC w stosunku do replikacji i istnienia
y,okienka czasowego” na naprawe MMR, w
ktorym ,stara ni¢” jest metylowana, a nowa
nie, o tyle duzym problemem bylo znalezie-
nie takiego sygnalu u organizméw eukario-
tycznych. Wiadomo bylo, ze MMR w jakis
sposob jest zwiazany z replikacja. W trakcie
badan prowadzonych w pracowni Prof. Mo-
dricha okazalo sie, ze sygnalem do rozpo-
czecia naprawy MMR jest naciecie nici DNA,
ktére moze by¢ umieszczone albo od strony
3’ albo 5’ blednej pary zasad (Ryc. 3). Od-
leglos¢ miedzy nieprawidlowa para zasad a
niezbednym do aktywacji MMR nacieciem
w DNA moze wynosi¢ az 1000 p.n. W na-
prawie MMR u eukariontéw, w tym u czto-
wieka, bierze udzial pie¢ bialek podstawo-
wych, ktére tworza trzy kompleksy, MutSa
(MSH2/MSH®6), MutSB (MSH2/MSH3) i
MutLa (PMS2/MLH1), oraz biatka dodatko-
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Ryc. 2. Schemat systemu naprawy zle dopasowanych zasad u bakterii (A) oraz u czlowieka (B).
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we, ktore sa rowniez zaangazowane w inne
procesy metabolizmu chromatyny (MODRICH
2006). MutSa rozpoznaje blednie sparowane
zasady, a MutSp petle insercyjno-delecyjne i
wiaza sie z nimi. Pomimo zaangazowania i
lat pracy wielu grup badawczych, kolejnosé
i partnerzy dalszych etapéw MMR wciaz nie
sg poznani. Wydaje sie, ze naprawa MMR w
komorkach cztowieka moze byc realizowana
przynajmniej na dwa rézne sposoby. W jed-
nym zaangazowany jest dodatkowy enzym,
egzonukleaza I (Exo 1), ktéra jest aktywowa-
na przez zwiazany z DNA kompleks MutSa.
Exo 1 trawi ni¢ DNA od naciecia w strone
blednej pary zasad. Po strawieniu fragmen-
tu o diugosci ok. 200 nukleotydow komple-
mentarny, jednoniciowy DNA (ssDNA) jest
oplaszczany biatkami stabilizujacymi jedno-
niciowa strukture DNA, tzn. bialkami RPA
(ang. replication protein A). To ogranicza tla-
dowanie kolejnych czasteczek Exol i dalsze
trawienie DNA, ktore jest jeszcze bardziej
hamowane po usunieciu z DNA blednej pary
zasad. W ograniczaniu trawienia DNA nieza-
wierajacego bledoéw biora udziat MutlLa oraz
polimeraza poli(ADP-rybozy) 1 (PARP1), cho-
ciaz w tym modelu biatka te nie sa potrzeb-
ne do przebiegu naprawy MMR. Uwaza sie,
ze MMR wedlug tego modelu zachodzi w wi-
detkach replikacyjnych na nici opéznione;j.

W drugim modelu ciecia nici DNA w
poblizu blednej pary zasad dokonuje kom-
pleks MutLa, ktory do aktywacji wymaga
obecnosci blednej pary, przerwy w DNA,
MutSa oraz bialek replikacyjnych RFC (ang.
replication factor C) i PCNA (ang. prolifera-
ting cell nuclear antigen). Po nacieciu nié
DNA jest trawiona przez Exolaktywowa-
na przez MutSa, a luka uzupelniana przez
maszynerie replikacyjna. Mechanizm wybo-
ru, ktéra ni¢ DNA ma by¢é naprawiana, a
ktéra powinna zosta¢ matryca wciaz jednak
nie jest jasny. Badania Modricha sugeruja,
ze takiej informacji moze dostarczac¢ inte-
rakcja kompleksu MutLa z PCNA, biatkiem
stanowiacym rusztowanie dla maszynerii re-
plikacyjnej, a takze bioracym udzial w re-
gulacji wyborow komorki pomiedzy réznymi
biatkami replikacyjnymi oraz pomiedzy repli-
kacja a naprawa DNA. Prof. Modrich swoj
wyktad Noblowski zakonczyl pytaniem: ,Czy
to konce 3’ i 5 w widetkach replikacyjnych
shuza jako domyslne sygnaly do kierowania
naprawa MMR?” Pomimo wielu lat badan
nad systemem MMR wciaz nie znamy odpo-
wiedzi na to pytanie.

MMR eliminuje z DNA nie tylko prawi-
dlowe nukleotydy pozostajace w nieprawidio-
wych parach. Substratem systemu sa takze
niektére uszkodzenia DNA, jak jedno z naj-
lepiej poznanych uszkodzen oksydacyjnych,
8-oksyguanina, czy nukleotydy RNA btled-

nie wilaczone do DNA podczas replikacji, a
takze petle insercyjno-delecyjne. Te ostatnie
powstaja czesto w powtarzajacych sie se-
kwencjach, ktorych przykladem sa sekwen-
cje mikrosatelitarne wystepujace na koncach
chromosomoéw i nie niosace informacji gene-
tycznej, ale chroniace komorke przed utra-
ta genow istotnych dla zycia, a takze trojki
nukleotydow kodujace aminokwasy. Wsku-
tek aktywnosci systemu MMR, DNA niosacy
takie sekwencje moze ulega¢ skracaniu albo
wydtuzaniu. Niektére biatka zawieraja trak-
ty poliglutaminianowe. Jesli liczba czaste-
czek kwasu glutaminowego zawarta w trak-
tach jest ograniczona, bialko moze spelniac
swoja funkcje. Jesli jednak nastapi ekspan-
sja trojek nukleotydowych biatko lub same
trakty poliglutaminianowe ulegaja agregaciji,
co prowadzi do Smierci komorki. Tak dzieje
sie np. w chorobie Huntingtona. Ekspansja
jest zalezna od dlugosci powtorzen (praw-
dopodobienistwo utraty funkcjonalnosci biat-
ka wielokrotnie wzrasta powyzej 40 powto-
rzen CAG/CTQG) oraz od aktywnosci systemu
MMR. W mysim modelu choroby Hunting-
tona, brak kompleksu MutSB chroni przed
wydluzaniem traktéw poliglutaminianowych
(KANTARTZIS i wspétaut. 2012).

Czes¢ uwarunkowanych genetycznie no-
wotworéw jelita grubego i okreznicy (ang. co-
lorectal cancer, CRC), a takze endometrium
i zoladka jest spowodowana mutacjami w
genach MMR. Jest to tzw. zespél Lyncha
(Lt i MARTIN 2016). Mutacje sa znajdowane
najczesciej w genach MSH6, MSH2 i MLH]I.
Choroba jest autosomalna dominujaca. Pa-
cjenci sa heterozygotami wzgledem mutacji
w genach MMR. Chorzy charakteryzuja sie
bardzo duza niestabilnoscia genomowsa, kto-
ra najlatwiej zaobserwowaé w traktach mi-
krosatelitarnych, co niestety zwiazane jest
takze ze zla prognoza. Zespét Lyncha jest
diagnozowany u ok. 5% chorych na raka
jelita grubego i okreznicy. Mutacje sa albo
dziedziczone albo powstaja de novo. Wsrod
sporadycznych CRC ok. 15% jest zwiazane
z dysfunkcja MMR, z czego 5% jest spowo-
dowane nowymi mutacjami, za§ 10% wynika
z wyciszenia genu MLH]1 wskutek metylacji
jego promotora.

Ostatnie badania wykazaly, ze system
MMR jest potrzebny do prawidlowego dziata-
nia lekoéw przeciwnowotworowych. Wiekszosé
z tych zwiazkéw dziala cytostatycznie po-
przez uszkadzanie DNA. MMR aktywuje od-
powiedz komoérki na uszkodzenia DNA, tzn.
zablokowanie cyklu komorkowego, naprawe
DNA i apoptoze. Przy braku MMR, nie tyl-
ko zwieksza sie niestabilnos¢ genomu, ale
takze komorka staje sie mniej wrazliwa lub
niewrazliwa na dzialanie terapii przeciwno-
wotworowych.
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Reasumujac, badania Prof. Modricha
przyczynily sie w znacznej mierze do pozna-
nia mechanizmu funkcjonowania systemu
MMR zaréwno u bakterii, jak i u organi-
zmbw wyzszych, w tym u czlowieka, i poka-
zaly znaczenie tego systemu naprawy DNA
dla rozwoju choréb zwiazanych z utrata sta-
bilnosci genomowe;].

NAPRAWA OKSYDACYJNYCH I
ALKILACYJNYCH USZKODZEN DNA

Tomas Lindahl (ur. w 1938 r.) ukonczyt
studia medyczne w Karolinska Institute, w
Sztokholmie, ale cale zycie poswiecit bada-
niom podstawowym. Jest profesorem chemii
medycznej i fizycznej, emerytowanym dyrek-
torem Cancer Research UK London Research
Institute, Clare Hall Laboratories, South
Mimms, Wielka Brytania. Wniosl ogromny
wklad do zrozumienia natury alkilacyjnych i
oksydacyjnych uszkodzen DNA, a takze me-
chanizmoéw ich naprawy. Podstawowe motto

pracy to, jak pisze w artykule wspomnienio-
wym, ,Zrozumie¢ podstawowe mechanizmy
naprawy DNA w aspekcie terapii przeciwno-
wotworowej, chorob uwarunkowanych gene-
tycznie i starozytnego DNA” (LINDAHL 2013).
W trakcie swojej dlugiej pracy naukowej od-
kryt wiele nowych enzyméw naprawy DNA,
glownie systemu naprawy przez wycinanie
zasad (ang. base excision repair, BER), ale
takze nukleazy i ligazy biorgce udzial w roz-
nych typach naprawy. W latach 1970-1980
zajmowal sie endogennymi procesami pro-
wadzacymi do uszkodzenia DNA, takimi jak:
depurynacja, deaminacja cytozyny, utlenia-
nie guaniny czy alkilacja zasad DNA. Przede
wszystkim ustalil, ze zasady DNA moga by¢
alkilowane w réznych pozycjach, ale grupy
alkilowe sa usuwane 2z réznych pozycji
przez rozne systemy naprawcze. [ tak, naj-
czeSciej powstajace uszkodzenie alkilacyjne,
7MeGua (60-85% wszystkich uszkodzen al-
kilacyjnych) oraz 3MeAde (ok. 18% wszyst-
kich uszkodzen), sa usuwane z DNA przez

jakie przyswiecalo Lindahlowi w codziennej glikozylazy DNA, enzymy inicjujace napra-
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Ryc. 4. Schemat szlaku naprawy przez wycinanie zasad.

PARP - polimeraza Poli(ADP rybozy); w miejscach przerw ciaglosci DNA enzym syntetyzuje dlugie tancuchy poli(ADP
rybozy) na bialkach chromatyny, w tym biatkach naprawczych, utatwiajac naprawe DNA. W rekonstytuowanych sys-

temach in vitro nie jest potrzebny do naprawy DNA.
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we przez wycinanie zasad. W systemie tym
uszkodzona zasada DNA jest rozpoznawana
przez glikozylaze, ktora przecina wiazanie
N-glikozydowe pomiedzy cukrem a uszko-
dzona zasada pozostawiajac w DNA miejsce
pozbawione instrukcji dla maszynerii repli-
kacyjnej i transkrypcyjnej, czyli pozbawio-
ne zasady miejsce apurynowe (AP) (Ryc. 4).
Dalej jest ono rozpoznawane przez AP-endo-
nukleaze, ktéra dokonuje ciecia od strony
S’miejsca AP, deoksyryboza jest nastepnie
wycinana przez deoksyrybofosfodiesteraze (u
bakterii jest to polimeraza DNA I, u euka-
riontow Pol ). Dalsza naprawa moze byc¢
realizowana dwoma Sciezkami, przez wsta-
wienie malej taty, gdzie Pol B wstawia je-
den brakujacy nukleotyd, a nié¢ jest scalana
przez ligaze, lub przez wstawienie duzej laty,
gdzie wolny koniec 3’OH przecietej nici DNA
jest wydhuzany przez aparat replikacyjny
(PCNA/RFC, Pol 6 lub Polg) o kilka-kilka-
nascie nukleotydéw, a koniec 5’ odsuwany
na bok. Odsuniety fragment jest odcina-
ny przez endonukleaze FEN1, a calos¢ jest
scalana przez ligaze 1. Badania podstawowe
prowadzone przez LINDAHLA (2000) umozliwi-
tly dokladne poznanie szlaku BER, np. od-
kryl istnienie wielu ligaz w komoérkach ssa-
kow: ligazy III zaangazowanej w szlak malej
taty BER, ligazy I zaangazowanej w szlak
duzej taty BER, endonukleazy FENI1, a tak-
ze ligazy IV, ktora bierze udzial w naprawie
dwuniciowych peknie¢ DNA przez scalanie
niehomologicznych koncéw (ang. nonoho-
mologous-end joining, NHEJ). Jego badania
w znacznej mierze przyczynily sie takze do
poznania mechanizmu dzialania glikozylaz
DNA, polegajacym na wycigganiu uszkodzo-
nej zasady do centrum aktywnego enzymu,
co ustalil na przyktadzie glikozylazy uracylo-
wej. Badania Prof. Lindahla pokazaly tez, ze
niektore glikozylazy DNA, ktére byly uwaza-
ne za typowe enzymy naprawy alkilacyjnych
uszkodzen DNA sa przez komoérki zaangazo-
wane do naprawy uszkodzen oksydacyjnych.
Do takich enzymoéw nalezy bakteryjna gliko-
zylaza formamidopirymidynowa (Fpg), ktorej
fizjologicznymi substratami sg gléwne uszko-
dzenia oksydacyjne, 8-oksyguanina i forma-
midopirymidyny (Fapy) powstajace wskutek
ataku wolnych rodnikéw na DNA (ASAGOSHI
i wspotaut. 2000). Badania nad uszkodze-
niami oksydacyjnymi zajely Prof. Lindahlo-
wi wiele lat i o nich méwil na 32 Zjezdzie
Europejskiego Towarzystwa Mutagenezy Sro-
dowiskowej, ktory odbyl sie w Warszawie w
2002 r. Wykazal, ze wbrew dotychczas utar-
tym pogladom naprawa 8-oksyGua i Fapy-
Gua, a takze uracylu i alkilacyjnych uszko-
dzen DNA zachodzi i to dos¢ intensywnie w
mitochondriach. W tym czasie bylo wiado-
mo, ze organella te nie naprawiaja uszko-

dzen DNA indukowanych przez swiatlo UV,
wiec wydawalo sie, ze naprawa DNA w mi-
tochondriach w ogole nie zachodzi. Prace
Prof. Lindahla nad mitochondriami rozpocze-
ly intensywne badania nad tymi organellami
i ujawnily obecnosé w nich wiekszosci szla-
kow naprawy DNA aktywnych w jadrze ko-
morkowym, cho¢ czasem nie byly one iden-
tyczne z jadrowymi.

Ogoblny schemat BER jest podobny u
bakterii i eukariontéw. Jednak u eukarion-
tow, w tym u czlowieka, uczestniczy wie-
le biatek dodatkowych, ktore in vitro nie sg
potrzebne do naprawy, ale bez nich procesy
naprawcze nie zachodza lub traca wydaj-
nos¢ in vivo. Do takich enzyméw nalezy za-
liczy¢ polimeraze poli(ADP-rybozy) 1 (PARP1).
Jest to enzym, ktéry in vitro nie jest po-
trzebny do naprawy typu BER. W komorce
jest aktywowany az 200-krotnie pojawieniem
sie jedno- i dwuniciowych przerw w DNA.
Wtedy tworzy dlugie filamenty poli(ADP-ry-
bozy) na biatkach docelowych, ktérymi jest
samo biatko PARPI1, histony i inne bial-
ka BER biorace udzial w naprawie po po-
jawieniu sie przerwy w DNA. W ten sposéb
struktura chromatyny ulega rozluznieniu, a
biatka naprawcze sa rekrutowane do uszko-
dzenia i wydajno$¢é naprawy wzrasta (KLUZEK
i wspoétaut. 2012). PARP1 ma takze znacze-
nie w rozluznianiu promotorow niektorych
genow, przez co aktywuje ich transkrypcje,
np. genu c-MYC (FEKETE i wspotaut. 2012).
PARP1 stal sie ostatnio celem terapii prze-
ciwnowotworowych.

Badania Prof. Lindahla nad naprawa al-
kilacyjnych uszkodzen DNA wykazaly takze
istnienie bialka, ktore usuwa z DNA O°-me-
tyloguanine bez naciecia nici. Modyfikacja ta
jest ilosciowo marginalna (0,6-6% wszystkich
uszkodzen alkilacyjnych), ale odpowiedzialna
za 80% mutacji indukowanych przez zwiaz-
ki alkilujace. Bialkiem tym okazala sie spe-
cyficzna metylotransferaza przenoszaca gru-
pe metylowa z pozycji O°-guaniny na resz-
te cysteiny wlasnego biatka. W ten sposéb
zostaje odtworzona niezmodyfikowana reszta
guaniny w DNA, za§ metylotransferaza ule-
ga inaktywacji, jest to wiec ,enzym samobdj-
czy”. Bakteria Escherichia coli ma dwa takie
biatka: indukowalne bialtko Ada oraz konsty-
tutywnie wyrazane Ogt. Ada ma dwie reszty
cysteiny wiazace grupy metylowe: w pozycji
321, ktéra przenosi reszte metylowa z po-
zycji O°% Gua oraz O*Thy, a takze w pozycji
69, wiazaca reszte metylowa przylaczona do
grupy fosforanowej lancucha cukrowo-fosfo-
ranowego DNA. Wigzanie reszty metylowej w
pozycji Cys69 biatka Ada zmienia go w ak-
tywator systemu odpowiedzi na czynniki al-
kilujace. Pod wplywem zaktywowanego bial-
ka Ada ok. 100-krotnie wzrasta transkryp-
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System odpowiedzi adaptacyjnej na czynniki alkilujgce u Escherichia coli

alkB alkA aidB

—— .

regulator systemu Oksydacyjna Glikozylaza DNA Rola niepewna
aktywno$¢ dealkilacja 7MeGua, 3MeAde, Oksygenaza?
alkilotransferazy 3MeGua , 7MeAde,
0®MeGua, 2MeThy,
0*MeThy, fosfoestry 1,Né-gAde,
hipoksantyna

Ryc. 5. System odpowiedzi adaptacyjnej na czynniki alkilujace u Escherichia coli: geny i aktywnos¢ ich
produktow. W jednym boksie zaznaczono geny podlegajace transkrypcji jak w operonie.

cja genow kodujacych rézne biatka naprawy kiem o wilasciwosciach alkilujacych, temozo-
alkilowanych zasad: swojego wlasnego genu lomidem, dawalo znakomite efekty w ukla-
ada, genu alkA, ktory koduje glikozylaze dach komoérkowych i ksenograftach. Jednak
DNA wycinajaca gtownie 7MeGua i 3MeAde, w pierwszych probach klinicznych inhibitor
a takze genow alkB i aidB (SEDGWICK i LIN- MGMT okazal sie zbyt toksyczny i zostat
DAHL 2002) (Ryc. 5). »,odlozony na pétke” do czasu, kiedy nauczy-
Ludzki homolog biatka Ada, metylotrans- my sie bardziej precyzyjnie kierowac leki do
feraza O°-metyloguaniny (MGMT, zwana tez komoérek nowotworowych.
AGT z ang. alkyl-guanine transferase) usu- Dopiero po 30 latach od odkrycia syste-
wa z DNA jedynie O°MeGua, a silnie mu- mu odpowiedzi na czynniki alkilujace u E.
tagenna reszta O'Thy nie jest naprawiana i coli udalo sie zidentyfikowaé funkcje jaka
gromadzi si¢ w DNA. Wykazano, ze poziom pelni bialko AlkB, za$ znaczenie AidB do
O*Thy w DNA jest wprost proporcjonalny do tej pory nie jest w pelni wyjasnione. Jed-
liczby wypalanych papierosow i lat palenia nym z dwoch laboratoriow, ktore przyczynity
(ANNA i wspoélaut. 2011). Aktywnos¢ MGMT sie do rozwiklania funkcji bialek AlkB bylo
moze by¢ hamowana przez pochodne O°®Me- laboratorium kierowane przez prof. Lindah-
Gua. Najlepszym inhibitorem jest O°®-benzy- la (SEDGWICK i LINDAHL 2002). Bialka AlkB
loguanina. W terapii nowotworéw moézgu z to oksydacyjne demetylazy, ktére wymaga-
wyboru uzywane sa zwigzki alkilujace, gdyz ja a-ketoglutaranu i zelaza dwuwartoScio-
latwo przenikaja bariere krew-mozg. Zasto- wego. Utleniaja grupy metylowe przytaczone
sowanie inhibitora MGMT w kombinacji z do atoméw azotu w zasadach DNA (Ryc. 6).
powszechnie stosowanym chemioterapeuty- Wigzanie powstajacych w ten sposob grup
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Ryc. 6. Mechanizm usuwania grup metylowych (A) i etenowych adduktéw zasad DNA (B) przez biatka
grupy AlkB.
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hydroksymetylowych z atomem azotu ulega
labilizacji, przez co od zasady jest odlacza-
ny formaldehyd i nastepuje odtworzenie nie-
uszkodzonej zasady DNA. Biatka AlkB utle-
niaja substraty, ktére maja grupy alkilowe
przytaczone w pozycji N1 puryn i N3 piry-
midyn. Poza grupami metylowymi, usuwaja
z DNA takze grupy etylowe i etenowe, ktore
powstaja wskutek przylaczenia produktow
peroksydacji lipidéw do DNA. Najciekawsze
bylo to, ze wiele bialek AlkB usuwalo zmo-
dyfikowane zasady nie tylko z dwuniciowego,
ale takze z jednoniciowego DNA, co sugero-
wato ich mozliwy udzial w kontrolowaniu in-
tegralnosci DNA w widetkach replikacyjnych
lub w bance transkrypcyjnej. Rzeczywiscie,
w jednym z ludzkich biatek AlkB, AlkBH2,
znaleziono motyw wiazania do pierScienia
PCNA, ktory oddzialuje z wieloma biatkami
replikacyjnymi i naprawczymi i w ten spo-
sob bierze udzial w regulacji replikacji i na-
prawy DNA (GILLUAM i wspétaut. 2009). Nie
jest wiec wykluczone, ze AlkBH2 ,patroluje”
matryce DNA w trakcie replikacji usuwa-
jac uszkodzenia, ktore moglyby wprowadzac
mutacje do DNA. Niewatpliwie, aktywnosc¢
AlkB z E. coli silnie obniza czestoS¢ mutacji
indukowanych przez zwiazki wprowadzajace
etenoaddukty zasad DNA.

Ponadto, bialko AlkB z E. coli utlenia
grupy alkilowe w RNA i zasugerowano, ze
bierze udziat w modyfikacji i dojrzewaniu
RNA, szczeg6lnie tRNA (OUGLAND i wspotaut.
2015). Niektére gatunki prokariotyczne majg
wiecej niz jedno bialko AlkB, a u czltowie-
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ka znaleziono az 9 homologow (AlkBH1-8
oraz FTO). Niektore z tych bialek wcale nie
oddzialuja z DNA, ale sa wlasnie wyspecja-
lizowane do modyfikacji RNA. Ludzkie biat-
ko AlkBH8 ma domene metylotransferazy,
ktéra metyluje S-karboksymetylo-urydyne
(5cmU) do 5-metylo-karboksymetylo urydy-
ny (SmcmU) w pierwszej pozycji (woble po-
sition) antykodonu tRNASYUCO  Nastepnie
grupa metylowa jest utleniana przez domene
AlkB biatka AlkBH8 do hydroksypochodne;j
(ShmemU). Taki cykl modyfikacji antyko-
donu tRNA powoduje stymulacje translacji
mRNA zawierajacych kodony komplementar-
ne. Biatka AlkB pelnig wiec takze role regu-
latoréw translacji.

NAPRAWA USZKODZEN
INDUKOWANYCH
PROMIENIOWANIEM UV

Jednym z pierwszych obiektéow badan
nad uszkodzeniami i naprawa DNA byly
skutki dzialania promieniowania UV na or-
ganizmy zywe. W ten nurt wpisane sg ba-
dania Prof. Aziza Sancara, profesora bioche-
mii i biofizyki University of North Carolina
School of Medicine, Chapel Hill, USA. Prof.
Sancar (ur. w 1946 r.) jest obywatelem Tur-
cji i USA. Wiekszos¢ zycia pracowal w USA.
Opublikowatl 357 prac naukowych o zasiegu
miedzynarodowym. Wsrod nich byly prace
stanowiace milowe kroki w rozwoju wiedzy
o naprawie DNA oraz roli naprawy w funk-
cjonowaniu komérki i calych organizmoéw.
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Naprawa przez wycigcie nukleotydow
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l Podwdjne nacigcie

l, Synteza DNA, ligacja

Ryc. 7. Dwie Sciezki naprawy dimeréw pirymidynowych i 6-4-fotoproduktéw u bakterii, przez fotolize w
procesie fotoreaktywacji oraz na drodze naprawy przez wyciecie nukleotydow (NER).
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Wczesne badania Prof. Sancara koncentro-
waly sie na identyfikacji bialek uczestnicza-
cych w naprawie uszkodzen indukowanych
przez promieniowanie UV. Sa nimi gléwnie
dimery pirymidynowe i 6-4 fotoprodukty
(Ryc. 7). Mikroorganizmy maja przynajmniej
dwa systemy naprawiajagce te uszkodzenia:
fotoreaktywacje i system naprawy przez wy-
cinanie nukleotydow (ang. nucleotide exci-
sion repair, NER). Prof. Sancar znaczng
czeS¢ swoich badan poswiecil strukturze i
funkcji enzymoéw fotoreaktywacji, fotoliazom.
Bialka te sg obecne u bakterii, nizszych eu-
kariontéw i roslin, ale nie wystepujg u zwie-
rzat. W sklad fotoliazy wchodzi specyficzny
chromofor, ktéry wulega wzbudzeniu przez
Swiatlo widzialne. Wzbudzony elektron jest
przekazywany na druga grupe prostetyczna
enzymu, FADH*, a wzbudzony FADH' bierze
udzial w rozerwaniu pierscienia cyklobuta-
nowego dimeru pirymidynowego lub wiaza-
nia kowalencyjnego pomiedzy sasiadujacymi
zasadami w 6-4 fotoprodukcie. Escherichia
coli ma tylko jeden rodzaj fotolizy. W komor-
ce jest tylko 20 czasteczek enzymu i dziala
on powoli. Jednak fotoliazy majg ogromne
powinowactwo do dimerow pirymidynowych i
6-4 fotoproduktéw, a ich aktywnos¢ daje sie
zaobserwowacd, np. jako obnizenie poziomu
mutacji indukowanych swiatlem UV po na-
Swietleniu bakterii lub drozdzy swiatlem wi-
dzialnym, w stosunku do sytuacji, w ktorej
po naswietleniu UV komoérki rosnag w ciem-
nosci. Udzial fotoliazy w usuwaniu uszko-
dzen DNA indukowanych UV jest u bakterii
i nizszych eukariontéow stosunkowo niewiel-
ki. Jednak u roslin znaczenie tych enzymow
w ochronie przed promieniowaniem UV wy-
daje sie by¢ duzo wieksze. U roslin enzymy
te wystepuja licznie; jeden gatunek moze
mie¢ nawet 20 réznych fotoliaz.

Glownym systemem usuwajacym z DNA
dimery pirymidynowe i 6-4 fotoprodukty jest
system naprawy przez wycinanie nukleoty-
dow (ang. nucleotide excision repair, NER).
Poza uszkodzeniami indukowanymi przez UV
usuwa takze duze addukty zasad DNA, kto-
re znacznie odksztalcaja jego strukture, a
powstaja w wyniku interakcji DNA ze Sro-
dowiskowymi zwiazkami mutagennymi/kan-
cerogennymi, lekami i produktami metaboli-
zmu, takimi jak utlenione kwasy tluszczowe,
zolciowe czy hormony steroidowe (MADDUKU-
RI i wspoélaut. 2007). U bakterii system NER
sklada sie z trzech biatek, UvrA, UvrB i
UvrC, ale do efektywnej naprawy potrzebne
sg tez biatka towarzyszace, takie jak helika-
za UvrD. Biatko UvrA jest swoistym czujni-
kiem uszkodzen DNA i wraz z UvrB S$lizga
sie po DNA w poszukiwaniu ,odksztalcen”.
Po znalezieniu zmienionej struktury DNA
wiaze sie z nia silniej i podjednostka UvrA

jest zamieniana na UvrC. Kompleks UvrB/C
nacina ni¢ DNA trzy nukleotydy od uszko-
dzenia od strony 3’ i 7-9 nukleotydéw od
strony 5’ uszkodzenia. W ten sposob wy-
cinane jest ok. 11-13 nukleotydéw, wsrod
ktérych znajduje sie wuszkodzona zasada.
Wyciety fragment oddysocjowuje od DNA
dzieki aktywnosci helikazy UvrD, powstala
luka uzupeiliana jest przez polimeraze DNA,
a naprawiona ni¢ zostaje scalona przez liga-
ze DNA (Ryc. 7).

System NER to jedyny mechanizm, za
pomoca ktorego komorki zwierzat moga sie
broni¢ przed szkodliwym dzialaniem promie-
niowania stonecznego. Jak wazny jest ten
proces dla przetrwania organizméw zywych
Swiadczy odkrycie w latach 90. XX w. do-
datkowego mechanizmu, ktéry specyficznie
chroni ni¢ DNA aktualnie podlegajaca trans-

krypcji. Badania Profesoréow Philipa Hana-
walta, Vilhelma Bohra (BOHR i wspolaut.
1985), a takze niezaleznie Aziza Sancara

(SELBY i SANCAR 1994) doprowadzily do od-
krycia specyficznego biatka Mfd, ktoére jest
czujnikiem zatrzymania przez uszkodzenia
DNA polimerazy RNA, a wiec transkrypcji.
Polimerazy RNA sa wprawdzie mniej wraz-
liwe na obecnos¢ nieprawidlowych zasad w
DNA, ale obecnos¢ duzych adduktéw (np.
benzo[a]pirenu, skladnika dymu tytoniowe-
go), dimerow pirymidynowych, niektorych
alkilowanych zasad DNA (np. 3-metyloade-
niny) czy utlenionych pirymidyn (np. gliko-
lu tyminy) hamuje synteze RNA i polimeraza
RNA zatrzymuje sie przed uszkodzona zasa-
da. Takie bloki transkrypcyjne sa u bakterii
monitorowane przez bialtko Mfd, ktore przy-
lacza sie do miejsca ,przystanku” polimera-
zy RNA, ,spycha” ja z matrycy i rekrutuje
biatka systemu NER (Ryc. 8). Po naprawie
uszkodzonego fragmentu matrycy transkryp-
cja moze by¢ kontynuowana lub zaczyna sie
od nowa. Jest to mechanizm bardzo szybki
i konserwowany od bakterii do czlowieka. U
czlowieka naprawa zwigzana z transkrypcja
(ang. transcription-coupled repair, TCR) jest
aktywowana w ciagu minut, podczas gdy
naprawa miejsca, ktére aktualnie nie podle-
ga transkrypcji (ang. global genome repair,
GGR) wymaga godzin. Mechanizm taki jest
konieczny prawdopodobnie dlatego, ze zaha-
mowanie transkrypcji bardzo szybko prowa-
dzi do programowanej $mierci komorki czyli
apoptozy. U czlowieka znane jest genetycznie
uwarunkowane schorzenie potwierdzajace
te teze. Czujnikiem hamowania transkryp-
cji przez uszkodzenia DNA jest biatko CSB,
ktorego brak w zespole Cockayne’a (CS).
Jest to schorzenie, w ktéorym wskutek apop-
tozy wielu komorek nastepuje uposledzenie
wzrostu i rozwoju dziecka, a takze przed-
wczesne starzenie sie i Smier¢ ok. 12 roku
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Ryc. 8. Identyfikacja uszkodzen, szlaki inicjacji naprawy i regulacja naprawy fotouszkodzen UV u ludzi.

zycia. Chorzy na ogél nie maja sklonnosci
do nowotworzenia, chociaz znana jest mu-
tacja powodujaca niewielka dysfunkcje bial-
ka, wiec ludzie nig obcigzeni dozywaja ok.
50 roku zycia przekazujac mutacje dzieciom.
U tych os6b ryzyko nowotworéw skory jest
podwyzszone. Te obserwacje sugeruja, ze na-
wet w nieobecnosci zewnetrznych czynnikow
uszkadzajacych DNA, komoérka sama wytwa-
rza wiele produktow, ktére mogg hamowac
replikacje i transkrypcje, a ktérych obecnosé
wymaga naprawy. Do takich produktéw me-
tabolizmu niewatpliwie naleza reaktywne
formy tlenu, produkty peroksydacji lipidéw,
zwiazki alkilujace powstajace masywnie w
stanach zapalnych czy hormony steroidowe
lub kwasy zolciowe. W TCR u czlowieka za-
angazowane sa dwa bialka, CSB i CSA. Po
zatrzymaniu transkrypcji biatko CSB rekru-
tuje biatka systemu NER do uszkodzonego
miejsca, co rozpoczyna naprawe nici podle-
gajacej transkrypcji. CSB jest uszkodzone u
ok. 80% pacjentéow CS. CSA jest ligaza ubi-
kwitynowa, ktora utatwia proteasomalna de-
gradacje polimerazy RNA i przez to ulatwia
TCR.

Praca badawcza Prof. Sancara znacz-
nie wzbogacila tez wiedze na temat glow-
nej Sciezki systemu NER, tzn. mechanizmu
naprawy calego genomu, GGR. Uszkodze-
nie DNA jest rozpoznawane przez kompleks
XPC/HR23B lub XPE/DDR (XP, tac. Xero-
derma pigmentosum; C, E - grupy C, E).
Bialka te rekrutuja ogélny czynnik trans-
krypcyjny TFIIH, w ktoérego sklad wchodza
dwie helikazy, XPB, odwijajaca ni¢ DNA od
strony 5’ uszkodzenia oraz XPD odwijajaca
ni¢ od strony 3’ uszkodzenia. Ich aktywnosc¢
powoduje rozwiniecie nici DNA na diugosci

27-32 nukleotydéw. Nastepnie do miejsca
uszkodzonego rekrutowane jest biatko XPA,
ktore wiaze sie do uszkodzenia potwierdza-
jac obecnos¢ uszkodzonej zasady DNA i
ulatwiajac oddysocjowanie TFIIH oraz przy-
laczenie endonukleaz, ktére wycinaja 27-32
nukleotydowy fragment DNA zawierajacy
uszkodzong zasade. Kompleks ERCC1/XPF
przecina ni¢c DNA 5-7 nukleotydéw od stro-
ny 5 uszkodzenia, za$§ endonukleaza XPG
1825 nukleotydéw od strony 3’ uszkodze-
nia. Nastepnie do wolnego konca 3’ w po-
wstalej luce rekrutowany jest aparat replika-
cyjny, tzn. biatka RFC, PCNA i polimeraza
DNA, ktoére uzupelniaja brakujacy fragment
DNA, a na koniec ligaza scala naprawiana
ni¢. W populacji ludzkiej istnieja mutacje
w biatkach systemu NER, ktérych obecnosc
wiaze sie albo ze zwiekszonym ryzykiem po-
wstawania nowotworow skory albo z rozny-
mi zmianami rozwojowymi i degeneracyjny-
mi. Mutacje te powoduja rozwo6j schorzenia
o nazwie Xeroderma pigmentosum (pol. zotta
pergaminowa skora). Choroba ta objawia sie
nadwrazliwoscia na swiatlo UV, nienormalnie
cienka skora o strukturze pergaminu i ok.
1000-krotnie zwiekszonym ryzykiem powsta-
nia raka skory, gléwnie w miejscach ekspo-
nowanych na swiatlo. U niektérych chorych
obserwuje sie takze katarakty i zmiany neu-
rologiczne. Zaobserwowano istnienie siedmiu
grup komplementacyjnych, ktére obrazujg
funkcje gléwnych bialek systemu NER. Sg
to: XPA, XPB, XPC, XPD, XPF, XPG, XPE.
Nalezy podkresli¢, ze mutacje te nie zno-
sza caltkowicie aktywnosci biatek NER, gdyz
biatka te sg zaangazowane takze w trans-
krypcji i ich brak prowadzilby do Smierci
organizmow. Mutacje znajduja sie w réznych
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miejscach bialek i powoduja roézne objawy
choroby, a czasem nawet odmienne jednost-
ki chorobowe. Na przyklad niektére mutacje
w biatkach XPB i XPD moga prowadzi¢ do
objawéw obserwowanych w trichotiodystro-
fii. Jest to choroba, w ktérej spowolniony
jest proces transkrypcji (tzw. choroba trans-
krypcyjna) wskutek mutacji jednego z biatek
kompleksu czynnika TFIIH, biatka p8 lub
inaczej TTD. Mutacja w tym bialku powo-
duje latwiejsza degradacje czynnika TFIIH
przez proteasom, a w konsekwencji zwiek-
szong apoptoze komorek. Biatka XPB i XPD
wchodza w skilad czynnika TFIIH i niektore
ich mutacje moga wywola¢ podobny sku-
tek co mutacje TTD. Objawami Trichotio-
dystrofii sa krotkie lamliwe wlosy wskutek
braku syntezy bialek zawierajacych cysteine,
huskowata skoéra i czesto zmiany rozwojowe,
ale brak sklonnosci do nowotworzenia.

Zauwazono tez istnienie o6smej gru-
py komplementacyjnej XP, tzw. Xeroderma
pigmentosum variant, w ktorej wszystkie
biatka systemu NER dzialaja prawidtowo,
ale brak alternatywnej polimerazy DNA
n (grec. eta), ktéra moze syntetyzowac
DNA naprzeciw uszkodzen UV wstawiajac
prawidtowe nukleotydy. To sugeruje, ze
skutki nieusunietych fotouszkodzen moga
by¢ niwelowane przez inkorporacje naprze-
ciw prawidlowych nukleotydéw, a proces
syntezy DNA przez Pol n jest rownie waz-
ny jak wycinanie dimerow pirymidynowych
przez system NER.

Kolejnym bardzo waznym problemem,
ktéry w swoich badaniach podjat Prof. San-
car byla regulacja aktywnosci systemu NER
w cyklu dobowym. Wiele procesow biologicz-
nych, takich jak odzywianie czy sen, odby-
wa sie rytmicznie, na ogét w 24-godzinnym
cyklu, jednak cykl ten moze by¢ zmieniany
przez czynniki zewnetrzne takie jak Swiatlo
lub inne sygnaly. Centralny zegar biologicz-
ny umiejscowiony jest w podwzgorzu mozgu,
ale prawie we wszystkich tkankach ssakéow
dzialaja zegary obwodowe. Dobowa regulacje
zaobserwowano dla znacznej liczby genéw
zaangazowanych w postep cyklu komoérko-
wego i wzrost, metabolizm, przezycie, a tak-
ze odpowiedz komorki na uszkodzenia DNA.
Badania Prof. Sancara pokazaly, ze napra-
wa uszkodzen DNA indukowanych swiatlem
UV rowniez podlega regulacji w cyklu do-
bowym (KANG i wspétaut. 2009). Biatkiem
krytycznym dla tego procesu jest XPA. Ma
ono krotki okres poéttrwania, co pozwala na
regulacje jego ilosci w przeciagu doby. U
myszy ilos¢ XPA jest najnizsza o 4:00 rano,
za$ najwyzsza o 16:00. Rytm aktywnosci ca-
tego systemu NER jest wyznaczany rytmem
XPA, a wiec naprawa dimeréw pirymidyno-
wych i 64 fotoproduktéw jest najmniej wy-

dajna o 4 rano, a najbardziej o 4 po po-
hudniu. Co ciekawe, replikacja DNA rowniez
waha sie w rytmie dobowym, ale przeciw-
stawnie w stosunku do aktywnosci NER,
tzn. synteza DNA zachodzi szybciej rano niz
po poludniu. Taki schemat moze sugerowac
latwiejsze utrwalanie mutacji indukowanych
fotouszkodzeniami UV rano niz wieczorem, a
w konsekwencji rézna podatnos¢ na induk-
cje nowotworéw skory przez swiatlo stonecz-
ne w zaleznosci od pory dnia. Rzeczywiscie
badania Prof. Sancara udowodnity, ze liczba
i wielko§¢ nowotworéw skory indukowanych
u myszy Swiatlem UV byly wyzsze, kiedy
myszy byly naswietlane rano niz wieczorem
(GADDAMEEDHI i wspoétaut. 2011).

Dobowa regulacja proceséow komorko-
wych i organizmalnych jest dosé¢ skom-
plikowana i odbywa sie poprzez kontrole
transkrypcji genéw oraz stabilnosci bialek.
Centralnymi regulatorami aktywujacymi
transkrypcje genéw sterowanych w rytmie
dobowym sa biatka CLOCK i BMALI1, ktoére
aktywuja transkrypcje genéw poprzez wigza-
nie sie ze specyficznymi sekwencjami w re-
gionach promotorowych genow docelowych,
tzw. E-box. Do genow indukowanych przez
CLOCK i BMALIlnaleza kryptochromy CRYIi
2, a takze PERI-3. Biatka CRY i PER po
translokacji do jadra hamuja transkrypcje
genoéw indukowanych przez CLOCK/BMALI,
w tym wlasnych genow, sa wiec kluczowymi
negatywnymi regulatorami zegara biologicz-
nego. Biatka CRY 1 i 2 maja krotki okres
pottrwania, a regulacja ich degradacji odby-
wa sie przez poliubikwitynacje i rozklad w
proteasomie (MITRA 2011). XPA jest roéwniez
biatkiem o krotkim okresie poltrwania re-
gulowanym przez degradacje proteasomalnag
regulowana w rytmie dobowym przez kryp-
tochromy. Co ciekawe, kryptochromy i foto-
liazy wykazuja znaczaca homologie sekwen-
cji i struktury, nalezac do tej samej duzej
rodziny biatek (LIN i ToDO 2005). GEHRING i
RosBAsSH (2003) postulowali, ze kryptochro-
my pierwotnie powstaly w celu fotonapra-
wy uszkodzen UV. W trakcie ewolucji stra-
cily aktywnos¢ fotoliaz, ale nabyly funkcje
sygnalizacyjne zegara biologicznego. Zatem
NER, ktory pozostal jedynym mechanizmem
naprawy uszkodzen UV u ssakéw, nadal na-
lezy do rodziny fotoliaz, chociaz posrednio
(MITRA 2011).

Badania Prof. Sancara (GADDAMEEDHI i
wspoétaut. 2011) sugeruja, ze ludzie powin-
ni ograniczy¢ swoja ekspozycje na slonce do
godzin, kiedy naprawa uszkodzen UV jest
minimalna. Rytm dobowy u czlowieka wy-
daje sie by¢ odwrotny do rytmu myszy, tzn.
rano obserwuje sie najwyzsza aktywnosé
NER, a wieczorem najnizsza. Czyzby wiec
ekspozycja na wieczorne stonce byla bardziej
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szkodliwa niz na poranne? Jest to niewat-
pliwie powazny problem medyczno-spolecz-
ny, chociaz nalezy wzia¢ pod uwage, ze wie-
le innych czynnikéw moze mie¢ wplyw na
dziatanie rakotworcze ekspozycji na slorice u
ludzi.

IMPLIKACJE DLA MEDYCYNY I NAUK
BIOMEDYCZNYCH

Badania nad naprawa DNA =zostaly do-
cenione gléownie ze wzgledu na fakt, ze ich
rezultaty znalazly przelomowe zastosowanie
w terapii przeciwnowotworowej. Najwiekszym
problemem terapii jest brak lub nie dosé
Scista selektywnosé, co powoduje powazne
skutki uboczne, ktéore sa trudne do zniesie-
nia dla pacjentow. Nadzieja na stworzenie
selektywnej metody leczenia raka sa inhibi-
tory polimerazy poli(ADP-rybozy)l (PARP1).
Polimeraza poli(ADP-rybozy)-1 (PARP-1) jest
jadrowym enzymem uczestniczacym w na-
prawie uszkodzen DNA. Uczestniczy réwniez
w remodelingu chromatyny, regulacji trans-
krypcji i $mierci komoérkowej. Ekspresja i
aktywnos¢ PARP-1 odgrywaja kluczows role
w komorkowej wrazliwosci na stres oksyda-
cyjny oraz w utrzymywaniu stabilnosci geno-
mu. Enzym ten katalizuje reakcje poli(ADP-
-rybozylacji), ktéra jest potranslacyjna mody-
fikacja bialek zachodzaca w jadrze komorko-
wym. PARP-1 jest rekrutowany do jedno- i
dwuniciowych przerw DNA powstajacych po
wycieciu uszkodzonej zasady przez glikozy-
lazy DNA, jej aktywnos¢ wzrasta az do 200
razy w odpowiedzi na zetkniecie z wolnymi
koicami DNA i syntetyzuje lancuchy po-
li(ADP-rybozy) (PAR) na biatkach, sposrod
ktorych najwazniejsze to PARP-1 i niektore
inne biatka naprawcze oraz histony. PARP-
1 uczestniczy nastepnie w rekrutacji innych
bialek systemu naprawy przez wycinanie za-
sad. Zahamowanie aktywnosci PARP-1 po-
woduje zahamowanie procesOw naprawy jed-
noniciowych przerw DNA (ang. single-strand
break, SSB). W czasie replikacji polimeraza
DNA zatrzymuje sie przed przerwa w nici,
przez co SSB zostaje zamienione w dwuni-
ciowa przerwe (ang. double-strand break,
DSB). W dzielacych sie komoérkach (faza S)
DSB sa naprawiane przez rekombinacje ho-
mologiczng (HR). Niektore nowotwory niosa
mutacje w genach, ktérych produkty uczest-
nicza w HR. Najbardziej znanym przykladem
sa pacjenci z mutacjami w genach BRCAI
lub BRCA2. Bialka te sa zaangazowane w
HR, a ich brak powoduje niemoznos¢ na-
prawy DSB przez dokladny system HR. To
generuje mutacje, ktére moga powodowac
Smier¢ komorki lub rozwéj nowotworu.

Pacjenci z mutacja w genach BRCAI lub
2 maja predyspozycje do rozwoju raka pier-

si, jajnika, endometrium lub trzustki. Osoby
takie sa heterozygotami, wiec jedna kopia
genu wystarcza do prawidlowego przebiegu
HR. W trakcie transformacji nowotworowej
dochodzi do wutraty lub mutacji tej jedy-
nej funkcjonujacej kopii genu. W zwiazku z
tym, komorki nowotworowe nie moga napra-
wia¢ DSB. Zastosowanie inhibitoréw PARP1
powoduje zahamowanie naprawy SSB, na-
gromadzenie DSB i $§mier¢ komoérki. Oczywi-
Scie tylko komoérek bez aktywnej HR, czyli
komoérek nowotworowych, w ktorych utra-
cona zostala jedyna prawidlowa kopia genu
BRCA1 lub 2. Wszystkie inne komorki pa-
cjenta z mutacja w jednej kopii BRCAI1/2
beda funkcjonowaly normalnie. U pacjentow
z dziedziczna mutacja BRCAI/2 inhibitory
PARP1 mozna stosowac jako jedyny Srodek
leczniczy (monoterapia).

Gdy produkty dwoch genéw leza na jed-
nym szlaku, a prawidlowe funkcjonowanie
chocéby jednego z nich wystarczy do przezy-
cia komoérki, wytaczenie obydwu genéw spo-
woduje jej Smierc. Zjawisko takie nazywamy
sprzezong letalnoscia (ang. synthetic letha-
lity). Nowotwory charakteryzuja sie bardzo
duza liczba mutacji w genach krytycznych,
czyli takich, ktére steruja proliferacja, prze-
zyciem i Smiercia oraz zachowaniem inte-
gralnosci genomu, tak wiec maja niejako
naturalnie wylaczony ktérys z genow kry-
tycznych. Obecnie w laboratoriach calego
Swiata poszukuje sie genow z nimi sprzezo-
nych, aby opracowa¢ odpowiednie inhibitory,
a w konsekwencji nowe, doskonalsze i mniej
obciazajace dla pacjenta terapie przeciwno-
wotworowe.

Obecnie opracowano 18 inhibitorow
PARP1 (KLUZEK i wspoétaut. 2012). Wszystkie
dzialaja na zasadzie hamowania kompety-
cyjnego. Zastosowanie inhibitoréw PARP1 w
komoérkach z dysfunkcja HR znacznie obniza
ich zywotnos¢, a potraktowane czynnikami
uszkadzajacymi DNA sa ok. 100-1000 razy
bardziej wrazliwe na czynniki uszkadzajace.
Kilka inhibitoréow PARP1 jest w fazie prob
klinicznych, a jeden juz wprowadzono do
rutynowego leczenia chorych nowotworowych
z mutacjami BRCA1/2 oraz chorych Zle ro-
kujacych.

Inhibitory PARP1 moga byc¢ takze stoso-
wane w innych nowotworach, gdyz w wielu
typach wystepuja mutacje genow zwiazanych
z homologiczna rekombinacja. Z powodze-
niem byly stosowane w badaniach klinicz-
nych w raku jajnika i prostaty. Zaburze-
nia ekspresji, regulacji lub mutacje genéw
HR odnotowano u prawie polowy pacjen-
tek z surowiczym rakiem jajnika. Dotyczyly
one glownie genéw BRCAI i BRCA2 (20%),
jednak wykazano tez m.in. hipermetylacje
RAD51C (3%), mutacje ATM lub ATR (2%)
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oraz mutacje wspoldziatajacych z HR genéw
anemii Fanconiego, FANC (5%). Mutacje ge-
now rekombinacji homologicznej, takich jak
RAD54 i CtIP odnotowano takze w chlonia-
kach Hodgkina i nowotworach okreznicy, a
RADS51B w thluszczaku oraz miesniaku glad-
kokomoérkowym macicy (KLUZEK i wspotaut.
2012).

Ostatnie badania sugeruja, ze stosowanie
inhibitorow PARP1 mozna bedzie takze roz-
szerzy¢ na chorych z mutacjami w innych
genach. Jednym z nich jest gen PTEN. Jest
to fosfataza katalizujaca hydrolize fosfatydy-
loinozytolo-(3,4,5)-trisfosforanu (PIP3) do fos-
fatydyloinozytolo-(4,5)-bisfosforanu (PIP2), co
hamuje sygnal przezycia. Gen PTEN zmuto-
wany jest w ok. 30% glejakéw mozgu, ra-
kow endometrium, w ok. 12% czerniakow
i rakéw prostaty, a w mniejszym procencie
takze w innych nowotworach. Jak wiekszos¢
bialek komoérkowych PTEN ma takze inne
funkcje. W cytoplazmie moze ulegaé¢ ubikwi-
tynacji i w tej formie zostaje przeniesiony do
jadra, gdzie laczy sie z czynnikiem trans-
krypcyjnym E2F1 i razem biora udzial w
transkrypcji jednego z genow HR, RADSIC.
Dla chorych z mutacja w genie PTEN in-
hibitory PARP1 moga wiec by¢ wybiérczym
czynnikiem terapeutycznym.

Podobnie, ostatnio okazalo sie, ze byc
moze zastosowanie inhibitorow PARP1 be-
dzie mozna rozszerzy¢ takze na raka jeli-
ta grubego. Wprawdzie mutacje w genach
BRCA1 lub 2 praktycznie nie wystepuja w
tym typie nowotworu, ale czesto wystepu-
je wariant splicingowy biatka BARDI1, ktoéry
uniemozliwia tworzenie prawidlowego kom-
pleksu BRCA1 podczas naprawy HR. Ko-
morki z takim typem bialka BARDI1 majq
obnizong naprawe HR, wiec sa wrazliwe na
inhibitory PARP1.

Ostatnio zaobserwowano rowniez, ze
bardzo dobrym celem terapii przeciwnowo-
tworowej moglaby by¢ endonukleaza miejsc
pozbawionych zasad w DNA, APE1l. Opraco-
wano inhibitory tego enzymu, ktére skutecz-
nie wspomagaja niszczenie réznych komorek
rakowych, np. jednego z najtrudniejszych w
leczeniu raka moézgu, glejaka (BAPAT i wspol-
aut. 2010).

Uhonorowanie nagroda Nobla trzech ba-
daczy za odkrycia mechanistyczne w roz-
nych szlakach naprawy DNA bylo swoistym
holdem dla tej waznej dziedziny, ktéra poka-
zuje mechanizmy zapewniajace integralnosc
genomu i wierne przekazywanie informacji
z pokolenia na pokolenie. Z drugiej strony,
wiedza o podstawowych mechanizmach na-
prawy DNA zaczyna by¢ wykorzystywana do
stworzenia nowoczesnych terapii przeciw-
nowotworowych, ktore selektywnie moglyby
celowa¢ wylacznie w komorki nowotworowe

bez obciazania organizmu toksycznymi sub-
stancjami lub opracowania skutecznej profi-
laktyki choréb nowotworowych.

STRESZCZENIE

W 2015 r. Nagroda Nobla w dziedzinie chemii zo-
stala przyznana za badania mechanistyczne nad na-
prawa DNA Paulowi Modrichowi, Tomasowi Lindahlowi
i Azizowi Sancarowi. Paul Modrich pracuje w Howard
Hughes Medical Institute oraz Duke University School
of Medicine, Durham, USA. Nagroda zostaly wyré6znio-
ne jego prace nad naprawa zle dopasowanych zasad,
ktére powstaja glownie podczas replikacji, zas ten typ
naprawy jest ,pierwsza linia ochrony” stabilnosci geno-
mu. Tomas Lindahl jest profesorem chemii medycznej
i fizycznej, emerytowanym dyrektorem Cancer Research
UK London Research Institute, Clare Hall Laboratories,
South Mimms, Wielka Brytania. Nagrode Nobla otrzymat
za odkrycia w dziedzinie naprawy przez wyciecie zasady
usuwajacej z DNA niewielkie uszkodzenia, gltéwnie oksy-
dacyjne i alkilacyjne. Aziz Sancar jest profesorem bio-
chemii i biofizyki na University of North Carolina School
of Medicine, Chapel Hill, USA. Nagrode Nobla otrzymat
za osiagniecia w dziedzinie naprawy przez wyciecie nu-
kleotydu. System ten usuwa z DNA duze modyfikacje
takie jak dimery pirymidynowe indukowane s$wiatlem
ultrafioletowym. Badania uczonych stworzyly podwaliny
pod zrozumienie mechanizmu ewolucji Swiata ozywione-
go, a takze proceséw nowotworowych i opracowanie no-
woczesnych terapii.
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Summary

The Nobel Prize in chemistry for 2015 was awarded to Paul Modrich, Tomas Lindahl and Aziz Sancar for mech-
anistic studies on DNA repair. Paul Modrich works in Howard Hughes Medical Institute and Duke University School
of Medicine, Durham, USA. The prize has been awarded for his work on Mismatch Repair, which removes mis-
matched nucleotides formed mainly during replication and is the “first line of defense” of genome stability. Tomas
Lindahl is a professor of medical and physical chemistry, emeritus director of Cancer Research UK London Research
Institute, Clare Hall Laboratories, South Mimms, United Kingdom. The Nobel Prize was awarded to him for discov-
eries on Base Excision Repair, which removes from the DNA small lesions, mainly alkylated and oxidatively formed
damages. Aziz Sancar is a professor in biochemistry and biophysics at University of North Carolina School of Med-
icine, Chapel Hill, USA. He was awarded for the achievements on Nucleotide Excision Repair. The system removes
from the DNA big lesions, such as pyrimidine dimers induced by ultraviolet light. Studies of these researchers made
a basis for understanding of the evolution of living world as well as carcinogenic process and for elaboration of novel
therapies.



