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Streszczenie: Naprawa DNA przez wycinanie nukleotydów (NER) jest jedn¹ z najwa¿niejszych odpo-
wiedzi komórki na uszkodzenia DNA, wnosz¹c¹ istotny wk³ad w utrzymanie stabilno�ci genomowej. W
NER usuwane s¹ obszerne addukty oraz uszkodzenia zniekszta³caj¹ce strukturê DNA, takie jak wywo-
³ane przez promieniowanie UV cyklobutanowe dimery pirymidyny czy 6�4 fotoprodukty. NER cechuje
heterogenno�æ naprawy genomu, zwi¹zana z organizacj¹ chromatyny w transkrypcyjnie aktywnych i
nieaktywnych domenach genomu oraz znaczeniem sekwencji w obrêbie genów. Uszkodzenia DNA wy-
wo³ane przez promieniowanie UV usuwane s¹ przez dwa szlaki: globaln¹ naprawê DNA oraz naprawê
sprzê¿on¹ z transkrypcj¹. Naprawa w pierwszym szlaku zachodzi wolniej ni¿ w szlaku drugim i ma
charakter losowy, natomiast naprawa w szlaku sprzê¿onym z transkrypcj¹ prowadzon¹ przez polime-
razê RNA II jest wysoce specyficzna. Zrozumienie mechanizmów naprawy przez wycinanie nukleoty-
dów u ssaków mo¿e mieæ wa¿ne znaczenie w profilaktyce i terapii powa¿nych chorób, w tym nowotwo-
rów z³o�liwych.

S³owa kluczowe: naprawa przez wycinanie nukleotydów, uszkodzenia DNA, syndrom Cockayne�a,
xeroderma pigmentosum.

Summary: Nucleotide excision repair (NER) is one of the main cellular reaction to DNA damage, contribu-
ting to genomic stability. NER is a major cellular pathway that removes bulky DNA adducts and helix-
distorting lesions, such as the UV-induced photoproducts cyclobutane pyrimidine dimers and 6�4 pyri-
midine photoproducts. The heterogeneity of NER seems to be governed by the functional compartmen-
talization of chromatin into transcriptionally active and inactive domains as well as by functional role of
sequences within genes. UV-induced DNA damages are removed by global genome repair and transcrip-
tion coupled repair. Global genome repair is a random process that occurs slowly, while the transcription
coupled repair, which is tightly linked to RNA polymerase II transcription, is highly specific and efficient.
Understanding of these pathways may be important in the prevention and therapy of serious diseases,
including cancer.
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WPROWADZENIE

Czynniki �rodowiskowe i endogenne produkty metabolizmu mog¹ oddzia³ywaæ z
komórkowym DNA wywo³uj¹c jego modyfikacje, które mog¹ prowadziæ do mutacji,
niestabilno�ci genomowej, transformacji nowotworowej czy te¿ wreszcie �mierci komór-
ki. Dlatego naprawa DNA odgrywa wa¿n¹ rolê w prawid³owym funkcjonowaniu
komórki. W naprawie DNA przez wycinanie nukleotydów (NER) usuwane jest szerokie
spektrum uszkodzeñ DNA. Substratami dla NER s¹ uszkodzenia powoduj¹ce zniekszta³-
cenie drugorzêdowej struktury DNA lub blokuj¹ce procesy replikacji i transkrypcji.
Przyk³adem takich uszkodzeñ s¹ cyklobutanowe dimery pirymidyny (CPDs) oraz 6�4
fotoprodukty (6�4 PPs), wywo³ywane przez promieniowanie UV [90].

Wiêkszo�æ badañ systemu NER u ssaków wykonywana jest z u¿yciem komórek
maj¹cych mutacje bia³ek uczestnicz¹cych w ró¿nych etapach naprawy, w tym komórek
cz³owieka charakterystycznych dla chorób okre�lanych jako genetyczne: xeroderma
pigmentosum (XP), syndrom Cockayne`a (CS), czy trichotiodystrofia (TTD). Chocia¿
objawy kliniczne tych schorzeñ s¹ ró¿ne, od wysokiej podatno�ci na nowotwory do
wczesnego starzenia siê, mog¹ one byæ zwi¹zane z okre�lon¹ wra¿liwo�ci¹ na �wiat³o
s³oneczne. Komórki te s¹ zró¿nicowane pod wzglêdem genetycznym, z wieloma grupami
komplementacyjnymi, reprezentowanymi przez ró¿ne geny naprawy. Kodowane przez
te geny bia³ka nazwane zosta³y zgodnie z ich przynale¿no�ci¹ do okre�lonych grup
komplementacyjnych [6, 24]. Dla syndromu XP zosta³o zidentyfikowanych siedem grup
(XPA-XPG) oraz dwie dla CS (CSA, CSB).

NER jest procesem stosunkowo z³o¿onym przebiegaj¹cym przy udziale wielu bia³ek,
a powi¹zanie jej mechanizmów z objawami klinicznymi jest przedmiotem badañ. Etapy
podstawowych szlaków tego szlaku naprawy s¹ zasadniczo niezmienne ewolucyjnie
w komórkach zarówno pro-, jak i eukariotycznych [65].

PODSTAWOWE  ETAPY NER

Naprawa sprzê¿ona z transkrypcj¹ (TCR) jest zwi¹zana z uszkodzeniami wystêpu-
j¹cymi w genach transkrybowanych, natomiast naprawa zwi¹zana z pozosta³¹ czê�ci¹
genomu nazywana jest  globaln¹ napraw¹ DNA przez wycinanie nukleotydów (GGR)
[30].  Prawdopodobnie TCR mo¿e byæ realizowana zarówno przez wycinanie zasad (BER),
jak i nukleotydów; to który z tych szlaków naprawy DNA bêdzie �egzekutorem� TCR,
zale¿y od rodzaju uszkodzenia. Pierwszym etapem w NER jest rozpoznanie uszkodzenia.
Etap ten jest ró¿ny w zale¿no�ci od tego, czy zachodzi TCR, czy te¿ GGR (ryc. 1).

Rozpoznanie uszkodzeñ w DNA. Globalna naprawa DNA

W GGR kompleks bia³kowy XPC-hHR23B  jako pierwszy rozpoznaje uszkodzenie
w DNA [89]. Jest on bardzo wa¿ny dla przy³¹czenia do miejsca uszkodzenia kolejnych
czynników NER [89]. Kompleks ten lokalizuje uszkodzenie na podstawie wywo³ywanego
przez nie zaburzenia w drugorzêdowej strukturze DNA [16]. Im silniejsze zniekszta³cenie
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podwójnej helisy DNA, tym szybciej kompleks XPC-hHR23B umiejscawia uszkodzenie i
umo¿liwia jego usuniêcie. Z tego wzglêdu (6�4) fotoprodukty usuwane s¹ z cz¹steczki
DNA z wiêksz¹ wydajno�ci¹ ni¿ cyklobutylowe dimery pirymidynowe, gdy¿ wywo³ywane
przez CPDs zniekszta³cenia w strukturze DNA s¹ na tyle niewielkie, ¿e nie s¹ rozpoznawane
z wysok¹ wydajno�ci¹ przez kompleks XPC-hHR23B [18]. Czynnikiem, który u³atwia
wykrywanie uszkodzenia przez XPC-hHR23B, jest czynnik wi¹¿¹cy uszkodzony DNA
(DDB)  � heterodimer bia³ek p127 i p48, który ³¹czy siê z DNA w miejscu uszkodzenia [23,
45]. Oprócz wprowadzania przez bia³ko DDB zagiêcia DNA o k¹t 55° w pobli¿u CPD,
bêd¹cego sygna³em do przy³¹czenia kompleksu  XPC-hHR23B, czynnik ten po�redniczy
w acetylacji b¹d� ubikwitynacji bia³ek, w tym histonów, znajduj¹cych siê w pobli¿u
uszkodzenia [22].  Aktywno�ci te pozwalaj¹ na rozlu�nienie struktury nukleosomowej i
zwiêkszaj¹ dostêpno�æ substratu dla bia³ek naprawy systemu NER [18].

Bia³ko hHR23 zawiera dwie domeny ubikwitynowe oraz wi¹¿e i stymuluje bia³ko
XPC in vitro [41]. Domena bia³ka XPC oddzia³uj¹ca z DNA znajduje siê w regionie
C-koñcowym, czê�ciowo pokrywaj¹c  regiony oddzia³uj¹ce z innymi czynnikami systemu
NER, np. hHR23, oraz czynnikiem transkrypcyjnym TFIIH [82].

Uszkodzenia wywo³uj¹ce wi¹zania krzy¿owe w DNA blokuj¹ jego funkcje, co mo¿e
prowadziæ do transformacji nowotworowej b¹d� �mierci komórki. Kluczowym komplek-
sem bia³kowym rozpoznaj¹cym tego typu uszkodzenia jest XPA-RPA [23]. Z ostatnich
badañ wynika, ¿e równie¿ kompleks XPC-hHR23B rozpoznaje uszkodzenia wywo³uj¹ce
wi¹zania krzy¿owe w DNA zarówno samodzielnie, jak i wspó³dzia³aj¹c  z kompleksem
XPA-RPA [23, 76].

Naprawa sprzê¿ona z transkrypcj¹

W transkrypcyjnie aktywnych obszarach genomu, naprawa sprzê¿ona z transkrypcj¹
wydajnie usuwa ró¿ne typy uszkodzeñ i przebiega szybciej ni¿ w pozosta³ej czê�ci genomu
[58, 84]. Wiele uszkodzeñ DNA  blokuje proces elongacji transkrypcji, powoduj¹c
zatrzymanie polimerazy RNA, podczas gdy w niciach nietranskrybowanych uszkodzenia
te s¹ omijane [57]. Prawdopodobnie w TCR przy rozpoznaniu uszkodzenia w DNA
funkcjê kompleksu XPC/hHR32B przejmuje kompleks polimerazy RNA II, której
zatrzymanie jest sygna³em dla bia³ek CSA i CSB [18, 84]. CSA zawieraj¹ce motyw,
który mo¿e oddzia³ywaæ z CSB i XAB2 pe³ni¹c rolê platformy umo¿liwiaj¹cej utworzenie
kompleksu bia³ek systemu NER [18]. CSA stabilizuje ponadto przej�ciowe po³¹czenie
pomiêdzy bia³kiem CSB a unieruchomion¹ polimeraz¹ RNA II, nie oddzia³uj¹c przy tym
z kompleksem elongacyjnym. CSB powoduje rozlu�nienie po³¹czenia kompleks
elongacyjny - DNA dziêki aktywno�ci ATPazy zale¿nej od DNA. Ponadto czynnik ten
oddzia³uje z bia³kami bior¹cymi udzia³ w kolejnych etapach naprawy, z TFIIH i XPA,
zwiêkszaj¹c tempo tworzenia kompleksu naprawczego [71]. Stosunkowo niedawno
odkryto nowe bia³ko, które mo¿e braæ udzia³ w TCR,  jest to bia³ko XAB2, zbudowane z
855 aa sk³adaj¹cych siê g³ównie z 15 powtórzeñ 34-peptydowych (TPR). XAB2 oddzia³uje
z CSA, CSB, XPA, jak równie¿ z polimeraz¹ RNA II. Przeciwcia³a dla XAB2 hamuj¹
zarówno TCR, jak i transkrypcjê in vivo, nie wp³ywaj¹ za� na GGR [62].
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Na podstawie dotychczasowej wiedzy o funkcji bia³ek uczestnicz¹cych w TCR
mo¿na rozwa¿aæ schemat rozpoznania uszkodzenia i zapocz¹tkowania naprawy w tym
szlaku w komórkach ssaków (ryc.1). Polimeraza RNA II zatrzymuje siê w miejscu
uszkodzenia, dziêki czemu zostaje rozpoznana przez kompleks CSA-CSB, który odsuwa
j¹ od tego miejsca. CSA-CSB wi¹¿e równie¿ bia³ko XPA i TFIIH i przyspiesza tym
samym tworzenie kompleksu inicjuj¹cego NER. W komórkach ssaków na TCR mo¿e
wp³ywaæ po³o¿enie kompleksu transkrypcyjnego w miejscu uszkodzenia, jak równie¿
bezpo�rednie oddzia³ywanie pomiêdzy bia³kami NER i czynnikami transkrypcyjnymi.
Bia³ka CSA, CSB, TFIIH i XAB2 mog¹ odgrywaæ wa¿n¹ rolê w przebudowie kompleksu
transkrypcyjnego, podnosz¹c efektywno�æ TCR. W zale¿no�ci od rodzaju uszkodzenia
w takim DNA zachodzi okre�lony typ naprawy zwi¹zany z transkrypcj¹. Oprócz NER
zwi¹zek z transkrypcj¹ mo¿e mieæ BER, je�li zaburzenia w nici transkrybowanej DNA
maj¹ charakter modyfikacji zasad, które s¹ substratem dla BER [46]. Glikozylazy DNA,
enzymy uczestnicz¹ce w naprawie przez wycinanie zasad, powoduj¹ zablokowanie
dzia³ania polimerazy RNA, podobnie jak uszkodzenia rozpoznawane przez NER, co
staje siê sygna³em dla bia³ek uczestnicz¹cych w naprawie DNA zwi¹zanej z transkryp-
cj¹. Wyniki ostatnich badañ wskazuj¹, ¿e jedno z uszkodzeñ oksydacyjnych bêd¹cych
substratem dla BER, 8-oksoguanina, nie blokuje elongacji polimerazy RNA u E. coli,
w przeciwieñstwie do produktu po�redniego naprawy tego uszkodzenia, spowodowa-
nego przez Endo III [88]. Wyniki te sugeruj¹ sprzê¿enie BER z TCR poprzez produkty
po�rednie naprawy przez wycinanie zasad, które mog¹ blokowaæ dzia³anie polimerazy
RNA [11]. To mo¿e wyja�niaæ brak aktywno�ci TCR podczas naprawy uszkodzeñ
alkilacyjnych, poniewa¿ miejsca apurynowe/apirymidynowe, powsta³e w wyniku
aktywno�ci glikozylaz jednofunkcyjnych na uszkodzenia alkilacyjne DNA, nie powoduj¹
zatrzymania dzia³ania kompleksu polimerazy RNA [73]. To czy taki zwi¹zek wystêpuje
w komórkach ssaków, jest spraw¹ otwart¹ i wymaga dalszych badañ.

Tworzenie otwartego kompleksu naprawczego

Po rozpoznaniu uszkodzenia nastêpuje wytworzenie naprawczego kompleksu
otwartego, umiejscowionego w jego pobli¿u. Wymagane jest do tego celu wspó³dzia³anie
kompleksu XPC-hHR23B oraz innych czynników systemu NER: TFIIH, XPA, RPA
oraz XPG [20, 77].

TFIIH jest kompleksem zawieraj¹cym co najmniej sze�æ bia³ek, w sk³ad którego wchodz¹
miêdzy innymi XPB oraz XPD wykazuj¹ce aktywno�æ helikazy DNA, jak równie¿ ATPazy
zale¿nej od DNA [72]. Bia³ko XPB denaturuje nici DNA w kierunku 3�→ 5�, podczas gdy
XPD w przeciwnym, wykorzystuj¹c energiê z hydrolizy ATP [36].

XPA wi¹¿e siê z DNA i wykazuje powinowactwo do uszkodzeñ wywo³ywanych
przez promieniowanie UV [60]. Stopieñ tego powinowactwa jest zwi¹zany ze stopniem
zniekszta³cenia struktury DNA. Istotn¹ rol¹ XPA jest udzia³ w odpowiednim rozmiesz-
czeniu bia³ek kompleksu naprawczego wzglêdem siebie [16]. Co wiêcej, XPA bierze
udzia³ w weryfikacji uszkodzenia, wskazuj¹c tym samym, ¿e rozpoznaje charakter
modyfikacji struktury DNA oraz �zaznacza� niæ DNA, w obrêbie której wystêpuje
uszkodzenie [50]. Ponadto XPA, w po³¹czeniu z RPA, uwalnia bia³ka XPC-hHR23B z
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RYCINA 1. Rozpoznanie uszkodzenia przez czynniki uczestnicz¹ce w NER oraz wytworzenie
naprawczego kompleksu otwartego. W globalnej naprawie przez wycinanie nukleotydów  uszkodzenie
(ró¿owy kwadrat)  zostaje rozpoznane przez kompleks XPC-hHR23B (zielony i ciemnozielony),
nastêpnie zostaj¹ przy³¹czone XPA, RPA,TFIIH i XPG (odpowiednio: ciemnoniebieski, czerwony,
br¹zowy i jasnoniebieski) i zostaje utworzony kompleks otwarty. W naprawie sprzê¿onej z transkrypcj¹
polimeraza RNA II (¿ó³ty) zatrzymuje siê przed uszkodzeniem i jest to sygna³em dla przy³¹czenia bia³ek
CSA i CSB (odpowiednio ró¿owy i fioletowy). Nastêpnie przy³¹czane s¹ bia³ka takie jak w globalnej
naprawie i zostaje utworzony kompleks otwarty (oryginalne)



702 T. �LIWIÑSKI, J. B£ASIAK

kompleksu naprawczego, umo¿liwiaj¹c ponowne ich wykorzystanie w rozpoczêciu
kolejnej naprawy [18].

Podjednostka RPA, sk³adaj¹ca siê z 3 domen DBD wi¹¿¹cych DNA, podczas
naprawy pokrywa oko³o 30 nukleotydów na nici nieuszkodzonej, chroni¹c j¹ tym samym
przed dzia³aniem endonukleaz. Wyniki badañ prowadzonych in vitro sugeruj¹, ¿e do
zabezpieczenia jednoniciowego DNA na odcinku o d³ugo�ci oko³o 30 nukleotydów,
niezbêdny jest udzia³ tylko jednej cz¹steczki heterotrimerycznego RPA [16, 18].

Naciêcie nici DNA

Kolejnym etapem NER jest wprowadzenie dwóch naciêæ w uszkodzonej nici DNA,
po jednym z ka¿dej strony uszkodzenia (ryc. 2). Usuwany fragment DNA zawieraj¹cy
uszkodzenie liczy 25�32 nukleotydów [18]. Bia³ko RPA oprócz ochrony nici nieuszkodzo-
nej nadaje specyficzno�æ endonukleazom wystêpuj¹cym w etapie nacinania dziêki
bezpo�redniemu oddzia³ywaniu z nimi [18]. Zorientowany w kierunku 3� od uszkodzenia
jeden koniec RPA wi¹¿e siê z nukleaz¹ ERCC1-XPF, a przeciwny oddzia³uje z endonuk-
leaz¹ XPG. Oddzia³ywanie to powoduje hydrolizê wi¹zania fosfodiestrowego w nici
uszkodzonej [95]. Bia³ko XPG dokonuje pierwszego ciêcia po stronie 3� w odleg³o�ci
3�9 nukleotydów od uszkodzenia, co wprowadza zmiany konformacyjne w DNA bêd¹ce
sygna³em dla przy³¹czenia endonukleazy ERCC1-XPF, która hydrolizuje wi¹zanie
fosfodiestrowe w odleg³o�ci 16�25 nukleotydów od uszkodzenia, po jego stronie 5�
[95]. W³a�ciwe umiejscowienie obu endonukleaz jest kluczowym etapem dla
precyzyjnego naciêcia uszkodzonego fragmentu DNA. RPA zwi¹zane z nieuszkodzon¹
nici¹ wp³ywa na odpowiednie przy³¹czenie kompleksu ERCC1-XPF do miejsca
uszkodzenia, a oddzia³ywanie z XPA mo¿e u³atwiaæ i stabilizowaæ umiejscowienie
kompleksu na uszkodzonej nici DNA [80]. Wyciêty uszkodzony fragment DNA
oddysocjowuje, a w DNA pozostaje jednoniciowa luka.

Synteza naprawcza DNA

Luka powsta³a po usuniêciu uszkodzonego oligonukleotydu  z grup¹ 3�-OH zostaje
wype³niona przez  polimerazê DNA [89]. Prawdopodobnie na tym etapie wiêkszo�æ
bia³ek uczestnicz¹cych w NER opuszcza uszkodzony obszar i ich miejsce zajmuje
kompleks syntezy naprawczej. Bia³ko RPA jest wymagane przy wype³nianiu powsta³ej
luki w DNA dla zabezpieczenia matrycy DNA przed nukleazami.

Dwie polimerazy DNA syntetyzuj¹ nowy fragment DNA. Wyniki ostatnich badañ
in vitro sugeruj¹, ¿e zarówno polimeraza δ, jak i ε przeprowadzaj¹ syntezê DNA w
NER [35]. Do efektywnej syntezy naprawczej dla obu polimeraz wymagane s¹ równie¿
inne czynniki pomocnicze, czyli kofaktory, takie jak j¹drowy antygen komórek
proliferuj¹cych (PCNA) oraz czynnik replikacyjny C (RF-C). Kofaktory te dzia³aj¹
jako kompleks, który u³atwia zwi¹zanie obu polimeraz. Kompleks ten jest wytwarzany
po zwi¹zaniu czynnika RF-C z koñcem 3� starterów DNA, u³atwiaj¹c tym samym
przy³¹czenie bia³ka PCNA [16]. W badaniach in vitro potwierdzono opisany model
uzyskuj¹c syntezê naprawcz¹ w obecno�ci piêciu sk³adników: PCNA, RF-C, RPA
oraz Pol δ b¹d� Pol ε [16, 18]. Ostatnim krokiem koñcz¹cym syntezê naprawcz¹ NER
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RYCINA 2.  Nacinanie i synteza naprawcza w NER. Po utworzeniu kompleksu otwartego i rozpleceniu
dupleksu DNA przez podjednostki TFIIH, helikazy XPB, XPD (odpowiednio: ciemno- i jasnobr¹zowy)
nastêpuje naciêcie uszkodzonej nici DNA przez endonukleazy XPG oraz ERCC1-XPF (pomarañczowy)
odpowiednio po stronach 3� i 5� uszkodzenia. Nastêpnie zachodzi synteza naprawcza, w której uczestnicz¹
czynnik RC-F (naprzemiennie czerwony-szary), PCNA (naprzemiennie ¿ó³ty-zielony) oraz polimeraza
δ/ε (b³êkitny). Naprawê koñczy ligaza DNA I (ciemnozielony) (oryginalne)
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jest ligacja koñca 5� nowo zsyntetyzowanej nici z oryginaln¹ sekwencj¹. Proces ten
jest przeprowadzany przez ligazê DNA I [16].

BIA£KA NER

W naprawie DNA przez wycinanie nukleotydów u ssaków bierze udzia³ oko³o 30
bia³ek. Podzieliæ je mo¿na na bia³ka uczestnicz¹ce w rozpoznaniu uszkodzenia,
wytwarzaniu kompleksu otwartego,  syntezie naprawczej oraz koordynacji sk³adowych
etapów naprawy.

XPC tworzy kompleks z czynnikiem hHR23B podczas rozpoznania uszkodzenia w
GGR. hHR23B stymuluje aktywno�æ XPC in vitro, prawdopodobnie w sposób bardziej
strukturalny ni¿ katalityczny, jako ¿e domena hHR23B o d³ugo�ci 54 aa wi¹¿¹ca XPC
jest wystarczaj¹ca do tego, aby je aktywowaæ [41]. hHR23B wystêpuje w komórkach
ssaków liczniej ni¿ bia³ko XPC oraz hHR23A, homolog hHR23B wystêpuj¹cy w komórce
g³ównie w formie niezwi¹zanej [41, 66]. hHR23A mo¿e zastêpowaæ hHR23B w
wi¹zaniu i stymulowaniu bia³ka XPC in vitro [37]. Czynniki hHR23B oraz hHR23A
zawieraj¹ fragment ubikwitynowy w czê�ciach N-terminalnych ³añcucha aminokwaso-
wego [41, 66]. Kompleks XPC-hHR23B oraz samo bia³ko XPC wykazuj¹ podobny
stopieñ powinowactwa do uszkodzonego promieniowaniem UV, DNA jedno- i
dwuniciowego [75]. XPC-hHR23B jest pierwszym czynnikiem, który dzia³a w GGR,
nawet przed XPA oraz RPA i w³¹cza kolejne bia³ka do kompleksu naprawczego [75].

Kompleks TFIIH bierze udzia³ w transkrypcji polimerazy RNA II, w obu szlakach
NER oraz regulacji cyklu komórkowego [71]. Jego sk³adowe XPB i XPD wykazuj¹
aktywno�æ ATP-azy zale¿nej od DNA oraz helikazy [14]. Dziêki w³a�ciwo�ci helikazy
zale¿nej od ATP TFIIH bierze udzia³ w tworzeniu kompleksu otwartego, rozci¹gaj¹cego
siê na d³ugo�æ od 20 do 30 par zasad [16]. Kompleks kinazowy zale¿ny od cykliny
(CAK) fosforyluje domenê C-koñcow¹ du¿ej podjednostki polimerazy RNA II, dziêki
czemu mo¿e ona braæ udzia³ w regulacji cyklu komórkowego oraz w inicjacji transkrypcji
[71]. Podjednostki p34 i p44 zawieraj¹ motyw palca cynkowego oraz maj¹ zdolno�æ
wi¹zania DNA [4]. Kompleks rdzeniowy sk³ada siê z podjednostek: p34, p44, p52, p62,
i XPB. XPD jest zwi¹zany zarówno z rdzeniem TFIIH, jak i z kompleksem CAK [70].

XPA odgrywa kluczow¹ rolê w pocz¹tkowych etapach zarówno szlaku GGR, jak i
TCR [44]. Jest bia³kiem wi¹¿¹cym DNA, wykazuj¹cym preferencje przy³¹czania do
uszkodzonego DNA [44, 50]. XPA ma strukturê palca cynkowego, która zwiêksza
powinowactwo do wi¹zania DNA [44]. XPA wykazuje szczególnie silne powinowactwo
do uszkodzonego DNA o wysokim stopniu zniekszta³cenia struktury helisy [12]. Bia³ko to
³¹czy inne czynniki kompleksu naprawczego, ERCC1, XPF, podjednostki p32, p70 bia³ka
RPA oraz czynnik TFIIH [70, 85]. XPA wystêpuje w komórce w formie wolnej jako
homodimer, natomiast w kompleksie z RPA � jako RPA-XPA2 [98]. Sugeruje to wa¿n¹
rolê dimeryzacji XPA w etapie rozpoznania uszkodzenia NER. Wysoki poziom tego bia³ka
nie jest niezbêdny dla prawid³owego dzia³ania NER w komórce, poniewa¿ dopiero obni¿enie
poziomu tego bia³ka poni¿ej 10% powoduje zaburzenia w funkcjonowaniu NER [44].
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RPA jest bia³kiem wi¹¿¹cym jednoniciowy DNA i sk³ada siê z 3 podjednostek.
Podjednostka p70 jest g³ównie odpowiedzialna za wi¹zanie DNA, chocia¿ pozosta³e
podjednostki równie¿ wykazuj¹ tak¹ zdolno�æ [8]. W NER ca³kowite otwarcie kompleksu
naprawczego wokó³ uszkodzonego DNA wymaga bia³ka RPA, które stabilizuje ten
kompleks przez zwi¹zanie z nieuszkodzon¹ nici¹ DNA [8, 16, 18].

Mutacje w genach koduj¹cych bia³ka NER mog¹ prowadziæ do powstawania szeregu
schorzeñ. Z brakiem NER b¹d� z zaburzeniami w jego funkcjonowaniu zwi¹zane s¹
choroby genetyczne, g³ównie neurologiczne oraz nowotwory wynikaj¹ce z nadwra¿li-
wo�ci skóry na �wiat³o s³oneczne. Korelacja genotyp-fenotyp w schorzeniach XP i po-
chodnych mo¿e zostaæ podzielona ze wzglêdu na mutacje genów z okre�lonych grup
komplementacyjnych oraz obecno�æ nowotworu skóry i/lub zaburzeñ neurologicznych
(tabela 1).
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ROLA NER W REGULACJI CYKLU KOMÓRKOWEGO
I APOPTOZIE

Uszkodzenia usuwane przez NER zwi¹zane s¹ bezpo�rednio z blokowaniem
transkrypcji i replikacji, co w dalszej kolejno�ci mo¿e wp³ywaæ na regulacjê cyklu
komórkowego oraz na indukcjê apoptozy [79]. Bia³ko Rad3, zwi¹zane z recesywn¹
autosomaln¹ chorob¹ dziedziczn¹, ataxia telangiectasia (ATR),  jest jednym z g³ównych
bia³ek indukowanych uszkodzeniami DNA spowodowanymi przez promieniowanie UV.
W przeciwieñstwie do zmutowanego bia³ka wystêpuj¹cego w ataxia telangiectasia
(ATM), które jest zwi¹zane z odpowiedzi¹ na uszkodzenia wywo³ywane przez
promieniowanie jonizuj¹ce, bia³ko ATR odpowiada na zatrzymanie wide³ek replikacyj-
nych [28]. ATR wi¹¿e siê bezpo�rednio z 6�4 fotoproduktami, co powoduje aktywacjê
jego w³a�ciwo�ci kinazowych [83]. Po aktywacji, ATR reguluje cykl komórkowy, co
mo¿e prowadziæ do jego zatrzymania w fazie G1 i G2 oraz opó�nieniu fazy S [33]. ATR
mo¿e fosforylowaæ serie ró¿nych substratów, w tym p53 oraz kinazê Chk1. Etapy te
koñcz¹ siê zatrzymaniem cyklu komórkowego poprzez zahamowanie transkrypcji genów
odpowiedzialnych za jego postêp, co daje systemowi NER dodatkowy czas na usuniêcie
fotoproduktów UV, które mog¹ zatrzymywaæ replikacjê DNA [83].

Polimeraza poliADP-rybozy 1 (PARP-1) mo¿e odgrywaæ wa¿n¹ rolê w TCR
[99]. Po przy³¹czeniu do miejsca uszkodzenia PARP-1 zaczyna ADP-rybozylacjê
wielu bia³ek j¹drowych, w³¹czaj¹c histony oraz samorybozylacjê [49]. Proces ten
bezpo�rednio wp³ywa na zdolno�ci naprawcze komórki. PARP-1 zmniejsza szybko�æ
elongacji transkrypcji prowadzonej przez polimerazê RNA II, która odsuwa siê od miejsca
uszkodzenia, gdy PARP-1 ulegnie automodyfikacji [87]. Aktywno�æ PARP-1 hamuje czynniki
transkrypcyjne, zapobiegaj¹c ich wi¹zaniu z DNA, co wskazuje, ¿e poliADP-rybozylacja
negatywnie reguluje transkrypcjê polimerazy RNA II, która przy³¹cza siê do sekwencji
promotorowej w formie hipoufosforylowanej (IIa) [99]. Czynnik TFIIH wykazuje
aktywno�æ kinazy odpowiedzialnej za fosforylacjê domeny C-koñcowej wiêkszej
podjednostki polimerazy RNA II, która zaraz po tym opuszcza miejsce promotorowe
i zaczyna etap elongacji ju¿ jako forma hiperufosforylowana (IIo) [99]. Komórki
maj¹ce defekt we wznawianiu procesu syntezy RNA po powstaniu uszkodzeñ DNA
spowodowanych przez promieniowanie UV, tj. komórki ze zmutowanym bia³kiem
CSB, wykazuj¹ akumulacjê formy IIo podczas ekspozycji na promieniowanie UV,
czego nie obserwuje siê u komórek z funkcjonalnym bia³kiem CSB [52, 68]. CSB
bierze udzia³ w degradacji zatrzymanych kompleksów transkrypcyjnych, co pozwala
na usuwanie uszkodzeñ oraz na powtórne rozpoczêcie elongacji transkrypcji [68].

Niskie dawki promieniowania UV prowadz¹ do indukcji mechanizmów ochronnych
w komórkach, w³¹czaj¹c w to zatrzymanie cyklu komórkowego oraz naprawê
uszkodzeñ DNA, za� wysokie dawki promieniowania przyspieszaj¹ proces apoptozy
[48]. Obni¿enie poziomu transkrypcji przez dzia³anie czynników uszkadzaj¹cych DNA
jest jednym z pierwszych sygna³ów dla jej indukcji [15]. W komórkach defektywnych
w systemy usuwaj¹ce uszkodzenia DNA w nici transkrybowanej aktywnych genów,
w stosunku do komórek ze sprawnym TCR, tempo apoptozy wzrasta, nawet je�li zosta³y
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one poddane dzia³aniu niskich dawek promieniowania UV. Sugeruje to, ¿e zdolno�æ do
usuwania uszkodzeñ z aktywnych genów jest niezbêdna dla wydajnej syntezy RNA
oraz prze¿ycia komórki [51]. Oprócz usuwania uszkodzeñ DNA kompleks naprawczy
mo¿e inicjowaæ apoptozê, gdy liczba nagromadzonych uszkodzeñ jest bardzo du¿a i
zagra¿a ¿yciu komórki [13]. NER jest regulowany we wczesnych etapach apoptozy
przez bia³ko p53 w komórkach z uszkodzonym DNA [23]. Ta wczesna regulacja
wystêpuje jako wynik pozytywnie kontrolowanej transkrypcji genów XPC oraz p48
przez bia³ko p53 [1]. Odk¹d stwierdzono, ¿e komórki z niedoborem bia³ka p53 (syndrom
Li-Fraumeni) s¹ du¿o mniej wydajne w wi¹zaniu czynników XPC oraz TFIIH do miejsc
uszkodzeñ CPDs, bia³ko p53 wydaje siê byæ niezbêdne dla efektywnego dzia³ania
kompleksu naprawczego NER [2]. Wyniki badañ nad zmniejszeniem zdolno�ci napraw-
czej komórek ze zmutowanym bia³kiem p53 wykaza³y, jak wa¿n¹ rolê odgrywa ten
czynnik w u³atwianiu dostêpu bia³ek systemu NER do miejsca uszkodzenia [69]. Oprócz
regulacji transkrypcji genów uczestnicz¹cych w szlaku GGR, p53 odgrywa te¿ rolê w
szlaku TCR,  o czym �wiadczy oddzia³ywanie tego bia³ka z czynnikami XPB, XPD czy
CSB [2, 91].

INNE ASPEKTY NER

NER wp³ywa równie¿ na postreplikacyjn¹ metylacjê DNA oraz jest silnie zale¿ny
od nukleosomalnej struktury chromatyny.

NER a metylacja

Uszkodzenia DNA oraz ich naprawa mog¹ prowadziæ do zmian we wzorze metylacji
DNA, a to z kolei mo¿e powodowaæ zmiany w ekspresji genów. Wzory metylacji
rodzicielskiego DNA s¹  zachowywane podczas replikacji, przez co metylacja nici
potomnych zachodzi w miejscach metylacji nici rodzicielskich [17, 81]. Ten mechanizm
pozwala na przekazanie wzoru metylacji DNA do komórek potomnych. U ssaków
bezpo�rednio po replikacji 5�-metylocytozyna jest obecna tylko w jednej nici. Nowo
powsta³e nici zostaj¹ zmetylowane przez metylazy.  Enzymy te rozpoznaj¹ hemimety-
lowane DNA i dodaj¹ grupê metylow¹ do nici niezmetylowanej zaraz po zakoñczeniu
syntezy DNA. Wa¿nym aspektem jest to, czy wprowadzana do DNA, przez syntezê
naprawcz¹ zwi¹zan¹ z NER, nowa cytozyna mo¿e zostaæ w³a�ciwie zmetylowana. W
ludzkich fibroblastach poddanych dzia³aniu promieniowania UV, czy te¿ N-metylo-N-
nitrozomocznika  metylacja deoksycytydyny wprowadzonej podczas syntezy naprawczej
zachodzi powoli i niekompletnie [40]. W komórkach w logarytmicznej fazie wzrostu
wytwarzanie 5�-metylocytozyny, zwi¹zane z syntez¹ naprawcz¹ NER, jest szybsze i
bardziej obszerne, aczkolwiek nie jest na tym samym poziomie w porównaniu z  komór-
kami replikuj¹cymi nieuszkodzone DNA. Je�li uszkodzona zasada znajduje siê przed
wide³kami replikacyjnymi w pobli¿u miejsca metylacji, usuwana jest przez system NER,
w wyniku czego jedna z dwóch potomnych cz¹steczek DNA nie zostanie zmetylowana
i nast¹pi zaburzenie wzoru metylacji. Podobny efekt wystêpuje, gdy uszkodzona zostaje
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niæ rodzicielska zaraz po zakoñczeniu procesu replikacji (ryc. 3). Metylacja cytozyny
w komórkach ssaków jest bezpo�rednio zwi¹zana z obecno�ci¹ ró¿nego typu uszkodzeñ
w DNA. Przyk³adowo zró¿nicowany poziom kancerogenów chemicznych hamuje
transfer grup metylowych z S-adenozylometioniny do hemimetylowanego DNA w reakcji

RYCINA  3. Zmiany wzoru metylacji w NER. Po lewej stronie schematu pokazana jest naprawa
uszkodzenia bezpo�rednio przed wide³kami  replikacyjnymi:  A � naprawa jest zapocz¹tkowana w
pobli¿u sekwencji metylowanej; B � metylowana zasada zostaje usuniêta; C �  usuniêta zasada zostaje
zast¹piona zasad¹ niezmetylowan¹; D � replikacja tego regionu przed dokonaniem metylacji mo¿e
powodowaæ powstawanie niezmetylowanego dupleksu DNA. Druga czê�æ hemimetylowanego dupleksu
DNA podlega metylacji. Po prawej stronie schematu pokazana jest naprawa uszkodzonego DNA w
pobli¿u sekwencji zmetylowanej, bezpo�rednio po replikacji. A�, B� � wyciêcie uszkodzenia przed
zmetylowaniem nici potomnej;   C� � brak zmetylowania w nici  znajduj¹cej  siê w czê�ci dupleksu DNA,
w której nast¹pi³a naprawa, która nie jest substratem dla metylazy (modyfikacje wg [25])
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katalizowanej in vitro za pomoc¹ metylotransferazy pochodz¹cej ze �ledziony mysiej
[94]. Niektóre kancerogeny bezpo�rednio modyfikuj¹ i inaktywuj¹ metylotransferazê,
wskutek czego DNA zawieraj¹ce miejsca z utraconymi zasadami ma zmniejszon¹
zdolno�æ do przy³¹czania grup metylowych. Wynika st¹d, ¿e czynniki uszkadzaj¹ce
mog¹ zmieniaæ wzór metylacji 5�-metylocytozyny za pomoc¹ ró¿nych mechanizmów.

U ssaków obszary genomu zawieraj¹ce geny s¹ bogate w dinukleotydy CpG, których
cytozyna mo¿e byæ zmetylowana, w zale¿no�ci od stanu aktywno�ci transkrypcyjnej
tego obszaru [43, 67]. Podobnie jak  w przypadku replikacji, wzór metylacji, a wiêc
wzór determinuj¹cy ekspresjê genów, mo¿e zostaæ zmieniony podczas NER.

NER a chromatyna

Informacja genetyczna ma w komórkach eukariotycznych postaæ chromatyny, czyli
kompleksu DNA, histonów i innych bia³ek. Podstawow¹ jednostk¹ strukturaln¹
chromatyny jest nukleosom, zbudowany z oktameru histonowego (centralny tetramer
[H3/H4]2 i dwa peryferyjne dimery [H2A/H2B]), wokó³ którego owiniête jest DNA o
d³ugo�ci 146 par nukleotydów. Pomiêdzy kolejnymi nukleosomami znajduje siê, wra¿liwy
na dzia³anie nukleaz, DNA ³¹cznikowy o zmiennej d³ugo�ci (10�90 par zasad), który
mo¿e oddzia³ywaæ z histonem H1 lub innymi niehistonowymi bia³kami chromatyny [32,
97]. Aby DNA sta³ siê dostêpny dla dzia³ania kompleksów enzymatycznych uczestni-
cz¹cych w replikacji, rekombinacji czy naprawie DNA, ta naturalna bariera komórkowa
musi zostaæ przez te kompleksy pokonana.

W komórkach eukariotycznych wyró¿nia siê dwie g³ówne rodziny enzymów
modyfikuj¹cych chromatynê, czyni¹cych j¹ bardziej dostêpn¹ dla kompleksów bior¹cych
udzia³ we wszystkich procesach zwi¹zanych z DNA [21]. Bia³ka przynale¿ne do
pierwszej rodziny wprowadzaj¹ zmiany kowalencyjne histonów, gdzie fosforylacja,
acetylacja, metylacja, ubikwitynacja, biotynylacja i mono-ADPrybozylacja histonów
wp³ywa na ich oddzia³ywania z innymi czynnikami czy DNA [21]. Druga rodzina sk³ada
siê z kompleksów zale¿nych od ATP modeluj¹cych chromatynê, charakteryzuj¹cych
siê zdolno�ci¹ do wi¹zania zmodyfikowanych histonów/nukleosomów oraz rozerwaniu
wi¹zania histon-DNA w rdzeniu nukleosomowym, w �rodowisku zale¿nym od ATP
[53]. Wynika st¹d, ¿e modyfikacje kowalencyjne histonów odgrywaj¹ kluczow¹,
dynamiczn¹ rolê w odnajdywaniu i zatrzymywaniu modeluj¹cych kompleksów zale¿nych
od ATP i nastêpnie u³atwianiu dostêpu do miejsc uszkodzeñ czynnikom uczestnicz¹cym
w naprawie DNA. Wskazuje to na kluczow¹ rolê modyfikacji histonu/chromatyny w
procesach naprawy DNA.

Podatno�æ DNA na uszkodzenia zwi¹zana jest ze stopniem upakowania chromatyny,
w szczególno�ci za� z jej struktur¹ nukleosomaln¹. Poziom adduktów indukowanych
przez czynniki chemiczne oraz promieniowanie UV jest wy¿szy w DNA ³¹cznikowym
ni¿ w DNA rdzeniowym. Podczas naprawy uszkodzeñ spowodowanych przez promie-
niowanie UV nastêpuje zmiana pozycji nukleosomów. Synteza naprawcza DNA
zachodzi zarówno w DNA ³¹cznikowym, jak i rdzeniowym, aczkolwiek pocz¹tkowo
zachodzi szybciej w DNA ³¹cznikowym. DNA podlegaj¹ce naprawie znajduje siê w
ró¿nych stanach, zwi¹zanych z tymczasowymi zmianami w strukturze nukleosomów
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[93]. Wyniki szeregu badañ sugeruj¹, ¿e synteza naprawcza nie zachodzi losowo, lecz
w okre�lonych miejscach rdzenia nukleosomu [96]. Podczas wczesnej, zachodz¹cej
szybko fazy naprawa DNA przez wycinanie nukleotydów w chromatynie przebiega
preferencyjnie w pobli¿u koñca 5� rdzenia nukleosomu, natomiast w pobli¿u koñca 3�
naprawa zachodzi w mniejszym stopniu, pozostawiaj¹c nienaruszony �rodkowy region
rdzenia [59]. Po pewnym czasie synteza naprawcza zachodzi ju¿ losowo, co sugeruje
powolne przemieszczanie siê histonów rdzenia wzd³u¿ DNA na odleg³o�æ oko³o 50 par
zasad zaraz po zakoñczeniu naprawy [59, 93, 96].

Model zmian w konformacji nukleosomów oraz w organizacji struktury podczas
naprawy przez wycinanie nukleotydów zosta³ przedstawiony na rycinie 4. Brak innych
aspektów metabolizmu DNA, takich jak transkrypcja czy replikacja, którym towarzyszy
rozwiniêcie struktury chromatyny sugeruje, ¿e specyficzne rozpoznanie uszkodzenia przez
bia³ka NER prowadz¹ do rozlu�nienia w³ókien chromatyny [59, 93]. Dostêp kompleksu
naprawczego do miejsc uszkodzeñ u³atwiony jest przez specyficzne rozmieszczenie
uszkodzeñ w DNA u³o¿onego w nukleosomach. Takie zmiany struktury nukleosomów
podlegaj¹ ró¿nym mechanizmom podczas wczesnych i szybkich oraz pó�niejszych i
wolniejszych etapów naprawy. Po ligacji DNA jest szybko uk³adane wewn¹trz struktury
nukleosomu, aczkolwiek uk³adanie histonów rdzenia zachodzi powolnie z powodu
formowania w³ókien chromatynowych w struktury wy¿szego rzêdu [59, 93].

 Do tej pory poznana zosta³a tylko rola acetylacji histonów w NER. Odk¹d stwierdzo-
no, ¿e te same reszty lizyny H3 i H4 s¹ acetylowane podczas transkrypcji i NER,
sugeruje siê, ¿e modyfikacje histonów mog¹ byæ decyduj¹ce przy wyborze szlaku NER
przez komórkê, pomiêdzy TCR i GGR. Dzia³anie kwasu mas³owego, inhibitora
deacetylaz histonów (HDACs) stymuluje dzia³anie pocz¹tkowych etapów NER in vivo,
korelowane ze zwiêkszeniem poziomu acetylacji histonu H4 [74]. Wyniki tych samych
autorów pokazuj¹, ¿e synteza naprawcza w komórkach ssaków nastêpuj¹ca po dzia³aniu
promieniowania UV jest znacz¹co wzmocniona w hiperacetylowanych pojedynczych
nukleosomach, za� nie jest wynikiem zwiêkszenia uszkodzeñ wywo³anych tym promie-
niowaniem w hiperacetylowanej chromatynie. Jedn¹ z acetylotransferaz histonów jest
bia³ko GCN5, wchodz¹ce miêdzy innymi w sk³ad kompleksu transkrypcyjnego TFTC.
Innym sk³adnikiem tego kompleksu jest bia³ko SAP130, wykazuj¹ce siln¹ homologiê z
podjednostk¹ p127 bia³ka UV-DDB. Stwierdzono, ¿e czynnik TFTC preferencyjnie
wi¹¿e siê z chromatyn¹ uszkodzon¹ przez promieniowanie UV i katalizuje acetylacjê
histonów w miejscu uszkodzenia [10]. Wyniki badañ prowadzonych w ostatnich latach
pokazuj¹, ¿e promieniowanie UV prowadzi do zwiêkszenia poziomu acetylacji  lizyny 9
i 14 histonu H3 in vivo [3]. Odk¹d wiadome jest, ¿e TFTC jest koaktywatorem
transkrypcji i mo¿e on byæ g³ównie zwi¹zany z TCR, interesuj¹ca jest odpowied� na
pytanie, czy acetylacja H3 jest czê�ciowo zwi¹zana z TCR, a acetylacja histonu H4 z
GGR? Dodatkowo je�li te same reszty lizyny histonów H3 i H4 s¹ acetylowane podczas
transkrypcji, to czy w komórce potrzebna jest dodatkowa modyfikacja histonów dla
dokonania wyboru pomiêdzy transkrypcj¹ a szlakami NER, w szczególno�ci GGR?
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RYCINA  4.  Zmiany w strukturze chromatyny podczas naprawy przez wycinanie nukleotydów
(modyfikacje wg [25])
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Heterogenno�æ NER

Preferencyjna naprawa nici transkrybowanej sprawia, ¿e mutacje znacznie czê�ciej
wywo³ywane s¹ przez uszkodzenia nici sensownej ni¿ nici antysensownej, mimo ¿e
obie nici uszkadzane s¹ z podobn¹ czêsto�ci¹. Ró¿ne obszary genomu kontrolowanego
przez GGR naprawiane s¹ z ró¿n¹ wydajno�ci¹. Uszkodzenia usuwane s¹ kilka razy
wolniej z DNA znajduj¹cego siê w skondensowanej heterochromatynie, w stosunku do
DNA zawieraj¹cego geny znajduj¹ce siê w rozlu�nionej euchromatynie [9, 19]. Genomy
ssaków zawieraj¹ regiony bogate w powtórzone sekwencje DNA. Uszkodzenia spowo-
dowane promieniowaniem UV s¹ wydajnie naprawiane w obszarach DNA
zawieraj¹cych takie powtórzenia [5]. Wyniki tych badañ pozwalaj¹ wyja�niæ wp³yw
promieniowania UV na zwiêkszenie wydajno�ci NER w tego typu DNA przez zmianê
konformacji DNA b¹d� poprzez stymulowanie czynników, które zwiêkszaj¹ aktywno�æ
dzia³ania bia³ek NER [5].

Równie¿ odmienne preferencje naprawy przez wycinanie nukleotydów wystêpuj¹
w ró¿nych regionach pojedynczego genu. W genie reduktazy dihydrofolianowej komórek
jajowych chomika chiñskiego (CHO) preferencyjnie naprawiane s¹ regiony DNA w
koñcu 5� oraz flankuj¹cych go sekwencji. Wydajno�æ w tym fragmencie DNA jest
du¿o wy¿sza ni¿ w regionach w górê genu oraz w regionach po³o¿onych przy koñcu 3�.
Wyniki tych badañ sugeruj¹ polarno�æ NER, ze zmniejszaj¹c¹ siê efektywno�ci¹ tego
systemu naprawczego w niektórych regionach genu w kierunku 5�→ 3�, porównywaln¹
z tak¹, jaka wystêpuje w regionach niekoduj¹cych [29].

Synteza DNA na uszkodzonej matrycy

Synteza DNA na uszkodzonej matrycy (TLS) jest mechanizmem pozwalaj¹cym
komórce na powielanie materia³u genetycznego zawieraj¹cego uszkodzenia. W procesie
tym uczestnicz¹ specjalistyczne polimerazy DNA, których wiêkszo�æ nale¿y do rodziny
polimeraz Y dzia³aj¹cych wolniej i z mniejsz¹ dok³adno�ci¹ w porównaniu z polimerazami
uczestnicz¹cymi w replikacji [64]. Wyró¿nia siê dwie rodziny polimeraz Y u Escherichia
coli (polimerazy IV i V), dwie u Saccharomyces cerevisiae  (polimerazy η i Rev1) i
cztery w komórkach ssaków (polimerazy η, ι, κ i Rev1).  Dodatkowo, nale¿¹ca do
rodziny B, polimeraza ζ równie¿ odgrywa wa¿n¹ rolê w TLS w komórkach eukario-
tycznych [47].

Konserwatywna struktura centrum aktywnego dwóch trzecich polimeraz z rodziny
Y znajduje siê w N-koñcu sekwencji aminokwasowej tych bia³ek. Polimerazy z tej
rodziny umiejscowione s¹ w j¹drze i podczas trwania fazy S polη, η, ι i Rev1
przemieszczaj¹ siê w okolicê kompleksu replikacyjnego [38]. Podczas replikacji bia³ka
te w postaci wolnej obecne s¹ w �rodowisku, w którym zachodzi proces powielania
DNA. Ten stan mo¿e sugerowaæ, ¿e komórka mo¿e byæ nara¿ona na w³¹czenie do
procesu replikacji polimerazy o niskiej dok³adno�ci dzia³ania, jednak w normalnych
warunkach nie jest prawdopodobne, aby polimerazy replikuj¹ce o wysokiej dok³adno�ci
mog³y zostaæ zast¹pione przez inne polimerazy [42].
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Najbardziej znan¹ polimeraz¹ TLS jest polη wystêpuj¹ca w komórkach ssaków,
której niedobór wywo³uje odmianê xeroderma pigmentosum  (XP-V) o zwiêkszonej
podatno�ci na nowotwory skóry [55]. Wiêkszo�æ pacjentów z XP jest upo�ledzonych
w usuwaniu uszkodzeñ spowodowanych promieniowaniem UV za pomoc¹ NER, za�
oko³o 20% z nich, niemaj¹cych tego defektu, wykazuje zmniejszon¹ zdolno�æ replikacji
DNA po dzia³aniu UV. In vitro DNA zawieraj¹cy dimery pirymidynowe polη replikuje
równie wydajnie i dok³adnie jak nieuszkodzony DNA [56]. Ze wzglêdu na nisk¹ proce-
sywno�æ polη jest prawdopodobne, ¿e od³¹cza siê ona zaraz po ominiêciu uszkodzenia.
Komórki XP-V maj¹ podwy¿szon¹ czêsto�æ mutacji wywo³anych UV, co wskazuje na
rolê polη w ustanawianiu niskiego poziomu mutacji w normalnych komórkach poddanych
dzia³aniu UV [54]. Jest wielce prawdopodobne, ¿e w przypadku braku polη podczas
TLS wykorzystywane s¹ inne polimerazy b¹d� kombinacja polimeraz tego szlaku. Ze
wzglêdu, ¿e s¹ one mniej efektywne ni¿ polη, mo¿e to prowadziæ do nagromadzenia
mutacji w komórkach XP-V [78].

Fotoprodukty pirymidynowe nie mog¹ zostaæ ominiête przez polη ze wzglêdu na to,
¿e wywo³uj¹ powa¿niejsze zniekszta³cenia DNA ni¿ dimery pirymidynowe. Wyniki badañ
na komórkach ludzkich sugeruj¹, ¿e polimerazami prowadz¹cymi syntezê pomimo
uszkodzeñ tego typu s¹ polζ  i Rev1, aczkolwiek szczegó³owy mechanizm nie zosta³
jeszcze poznany [61]. Polζ jest heterodimerem zawieraj¹cym podjednostkê katalityczn¹
Rev3 oraz podjednostkê regulatorow¹ Rev7 [63]. Rev1, Rev3 i Rev7 zosta³y pierwotnie
zidentyfikowane w S. cerevisiae, a nastêpnie u cz³owieka. Uczestnicz¹ one w TLS
uszkodzeñ wywo³anych przez wiele czynników uszkadzaj¹cych DNA [26, 27].

Wa¿ne staje siê pytanie, jak polimerazy uczestnicz¹ce w TLS s¹ przy³¹czane do wide³ek
replikacyjnych, podczas gdy zostaje zablokowany kompleks powielaj¹cy DNA? Ta zamiana
polimeraz replikacyjnych na polimerazy TLS jest nazywana prze³¹czaniem polimeraz.
Kluczow¹ rolê w tej zamianie odgrywa czynnik PCNA [34]. U S. cerevisiae, podczas
zatrzymania wide³ek replikacyjnych spowodowanych uszkodzeniami wywo-³anymi przez
siarczan metylometanu (MMS), ulega ubikwitynacji lizyna 164 w PCNA. Ta ubikwitynacja
jest wywo³ana produktami genów, które do tej pory uwa¿ano za zwi¹zane z replikacj¹
uszkodzonego DNA, aczkolwiek ich rola dotychczas nie jest do koñca poznana. Mono-
ubikwitynacja PCNA prowadzona jest przez bia³ka E2 Rad6 i E3 Rad18, które nastêpnie
przy³¹czane s¹ do lizyny 63 przez heterodimery E2 Mms2-Ubc13 i E3 Rad5. Mono-
ubikwitynacja uwa¿ana jest za zwi¹zan¹ z procesem TLS, natomiast poli-ubikwitynacja
za zwi¹zan¹ ze szlakiem usuwania uszkodzeñ za pomoc¹ naprawy DNA, niewprowa-
dzaj¹cym b³êdów [34].  Polimerazy η, ι i κ maj¹ klasyczny motyw wi¹¿¹cy PCNA
(PIP), aczkolwiek oddzia³ywania te s¹ bardzo s³abe [31, 86]. Mono-ubikwitynacja PCNA
zwiêksza jego powinowactwo do polη [39, 92]. Wykazano równie¿, ¿e polimerazy ι, κ i
Rev1 maj¹ domeny wi¹¿¹ce ubikwitynê (UBDs) i tak jak w przypadku polη i polι,
prawdopodobnie tak¿e polimerazy κ i Rev1 wi¹¿¹ ubikwitynê [7]. Kombinowane
mo¿liwo�ci zwi¹zania przez polimerazy ubikwitynowanego PCNA za pomoc¹ PIP czy
UBDs rozszerza mo¿liwo�ci oddzia³ywania pomiêdzy polimerazami a PCNA, u³atwiaj¹c
zarówno ich przy³¹czanie do zatrzymanych wide³ek replikacyjnych, jak i ich prze³¹czanie.

Podczas ewolucji komórki ssaków wykszta³ci³y szerok¹ gamê specjalnych polimeraz
uczestnicz¹cych w TLS pojedynczo czy wspó³dzia³aj¹cych ze sob¹ do omijania ró¿nych
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typów uszkodzeñ DNA. Ich brak b¹d� os³abione dzia³anie poci¹ga za sob¹ szeroko
id¹ce konsekwencje prowadz¹ce do ciê¿kich schorzeñ, zwi¹zanych równie¿ z nieprawid-
³owym funkcjonowaniem NER.

UWAGI KOÑCOWE

Poznanie szlaków naprawy DNA przez wycinanie nukleotydów pozwoli w przysz³o�ci
pomagaæ w diagnozowaniu oraz przy wykorzystaniu terapii genowej leczyæ choroby
wywo³ane mutacjami w genach koduj¹cych bia³ka uczestnicz¹ce w tym typie naprawy.
Aktualna wiedza jest jeszcze daleka od tego, ¿eby zrozumieæ z³o¿ono�æ procesów
zachodz¹cych w komórce z uszkodzonym DNA. Identyfikowane s¹ geny, które
podlegaj¹ ekspresji w sytuacji zwi¹zanej ze stresem spowodowanym uszkodzeniami
DNA. S³u¿y to do poznania odpowiedzi komórki, uzale¿nionych od rodzaju uszkodzenia
DNA, w szczególno�ci odnosz¹cych siê do indukcji naprawy oraz genów zwi¹zanych
z apoptoz¹ wywo³an¹ uszkodzeniami spowodowanymi przez promieniowanie UV. Szlaki
naprawy DNA przez wycinanie nukleotydów w okre�lonych warunkach charakteryzuje
zdolno�æ niezale¿nego dzia³ania od innych reakcji komórkowych. Indywidualne czynniki
odpowiedzi komórkowej pe³ni¹ nie tylko rolê opó�niaj¹c¹ cykl komórkowy, ale równie¿
bezpo�rednio b¹d� po�rednio oddzia³uj¹ z napraw¹. To jak te czynniki rozpoznaj¹
uszkodzenia w DNA po to, by wybraæ drogê naprawy DNA czy te¿ apoptozy, pozostaje
do zbadania. Do zbadania pozostaje równie¿, gdzie umiejscawia siê uszkodzenie
wewn¹trz kompleksu polimerazy RNA oraz jak wp³ywa ono na zatrzymanie, czy te¿
na omijanie uszkodzenia przez enzym. Oprócz odpowiedzi na te pytania nale¿y równie¿
odpowiedzieæ, jakie zmiany konformacyjne zachodz¹ w polimerazie RNA w zale¿no�ci
od typu uszkodzenia, jak równie¿ czy polimeraza RNA powraca do miejsca zatrzymania
po zakoñczeniu naprawy i czy ten powrót wymaga oddzia³ywania dodatkowych bia³ek.
Poznanie tych zagadnieñ jest niezbêdne dla ca³kowitego poznania zwi¹zku naprawy
DNA z transkrypcj¹ i roli tego sprzê¿enia dla w³a�ciwego funkcjonowania komórki.

Te aspekty odpowiedzi na uszkodzenia DNA musz¹ zostaæ w przysz³o�ci wyja�nione
dla lepszego zrozumienia odpowiedzi komórkowej na czynniki genotoksyczne. Wiedza
ta mo¿e pozwoliæ na rozwiniêcie strategii maj¹cych na celu ochronê przeciwno-
wotworow¹ oraz chemioterapiê. Wyniki pochodz¹ce z sekwencjonowania genomu
cz³owieka s¹ tak¿e ogromnym �ród³em  informacji, które mog¹ pomóc w zrozumieniu,
jak ewoluowa³y systemy obrony organizmów w odpowiedzi na oddzia³ywanie na DNA
czynników  �rodowiskowych i komórkowych.
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