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Streszczenie: Naprawa DNA przez wycinanie nukleotydow (NER) jest jedna z najwazniejszych odpo-
wiedzi komorki na uszkodzenia DNA, wnoszaca istotny wklad w utrzymanie stabilnosci genomowej. W
NER usuwane sa obszerne addukty oraz uszkodzenia znieksztatcajace struktur¢ DNA, takie jak wywo-
tane przez promieniowanie UV cyklobutanowe dimery pirymidyny czy 6—4 fotoprodukty. NER cechuje
heterogenno$¢ naprawy genomu, zwigzana z organizacja chromatyny w transkrypcyjnie aktywnych i
nieaktywnych domenach genomu oraz znaczeniem sekwencji w obrgbie genow. Uszkodzenia DNA wy-
wotane przez promieniowanie UV usuwane sg przez dwa szlaki: globalna naprawg¢ DNA oraz naprawg
sprzezong z transkrypcja. Naprawa w pierwszym szlaku zachodzi wolniej niz w szlaku drugim i ma
charakter losowy, natomiast naprawa w szlaku sprzgzonym z transkrypcja prowadzona przez polime-
raz¢ RNA 1II jest wysoce specyficzna. Zrozumienie mechanizméw naprawy przez wycinanie nukleoty-
dow u ssakéw moze mie¢ wazne znaczenie w profilaktyce i terapii powaznych choréb, w tym nowotwo-
row ztosliwych.

Stowa kluczowe: naprawa przez wycinanie nukleotydoéw, 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 64 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 srodowiskowe i endogenne produkty metabolizmu moga oddziatywac z
komoérkowym DNA wywotujac jego modyfikacje, ktore moga prowadzi¢ do mutacji,
niestabilno$ci genomowej, transformacji nowotworowej czy tez wreszcie $mierci komor-
ki. Dlatego naprawa DNA odgrywa wazng rol¢ w prawidlowym funkcjonowaniu
komorki. W naprawie DNA przez wycinanie nukleotydow (NER) usuwane jest szerokie
spektrum uszkodzen DNA. Substratami dla NER sa uszkodzenia powodujace znieksztat-
cenie drugorzedowej struktury DNA lub blokujace procesy replikacji i transkrypcji.
Przyktadem takich uszkodzen sa cyklobutanowe dimery pirymidyny (CPDs) oraz 6—4
fotoprodukty (6—4 PPs), wywolywane przez promieniowanie UV [90].

Wigkszos$¢ badan systemu NER u ssakow wykonywana jest z uzyciem komorek
majacych mutacje biatek uczestniczacych w ro6znych etapach naprawy, w tym komorek
cztowieka charakterystycznych dla choréb okreslanych jako genetyczne: xeroderma
pigmentosum (XP), syndrom Cockayne'a (CS), czy trichotiodystrofia (TTD). Chociaz
objawy kliniczne tych schorzen sa rézne, od wysokiej podatnosci na nowotwory do
wczesnego starzenia sig¢, moga one by¢ zwiazane z okreslona wrazliwoscia na $wiatto
stoneczne. Komorki te s zroznicowane pod wzgledem genetycznym, z wieloma grupami
komplementacyjnymi, reprezentowanymi przez rézne geny naprawy. Kodowane przez
te geny biatka nazwane zostaly zgodnie z ich przynaleznoscia do okreslonych grup
komplementacyjnych [6, 24]. Dla syndromu XP zostato zidentyfikowanych siedem grup
(XPA-XPG) oraz dwie dla CS (CSA, CSB).

NER jest procesem stosunkowo ztozonym przebiegajacym przy udziale wielu biatek,
a powiazanie jej mechanizméw z objawami klinicznymi jest przedmiotem badan. Etapy
podstawowych szlakow tego szlaku naprawy sa zasadniczo niezmienne ewolucyjnie
w komorkach zaréwno pro-, jak i eukariotycznych [65].

PODSTAWOWE ETAPY NER

Naprawa sprzgzona z transkrypcja (TCR) jest zwiazana z uszkodzeniami wystepu-
jacymi w genach transkrybowanych, natomiast naprawa zwiazana z pozostata czescia
genomu nazywana jest globalng naprawa DNA przez wycinanie nukleotydow (GGR)
[30]. Prawdopodobnie TCR moze by¢ realizowana zaréwno przez wycinanie zasad (BER),
jak 1 nukleotydow; to ktory z tych szlakéw naprawy DNA bedzie ,,egzekutorem” TCR,
zalezy od rodzaju uszkodzenia. Pierwszym etapem w NER jest rozpoznanie uszkodzenia.
Etap ten jest rozny w zaleznosci od tego, czy zachodzi TCR, czy tez GGR (ryc. 1).

Rozpoznanie uszkodzen w DNA. Globalna naprawa DNA

W GGR kompleks biatkowy XPC-hHR23B jako pierwszy rozpoznaje uszkodzenie
w DNA [89]. Jest on bardzo wazny dla przytaczenia do miejsca uszkodzenia kolejnych
czynnikow NER [89]. Kompleks ten lokalizuje uszkodzenie na podstawie wywotywanego
przez nie zaburzenia w drugorzedowej strukturze DNA [16]. Im silniejsze znieksztalcenie
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podwojnej helisy DNA, tym szybciej kompleks XPC-hHR23B umiejscawia uszkodzenie i
umozliwia jego usunigcie. Z tego wzgledu (6—4) fotoprodukty usuwane sa z czasteczki
DNA z wigksza wydajnoscia niz cyklobutylowe dimery pirymidynowe, gdyz wywolywane
przez CPDs znieksztalcenia w strukturze DNA sa na tyle niewielkie, Ze nie sa rozpoznawane
z wysoka wydajnoscia przez kompleks XPC-hHR23B [18]. Czynnikiem, ktory utatwia
wykrywanie uszkodzenia przez XPC-hHR23B, jest czynnik wiazacy uszkodzony DNA
(DDB) —heterodimer biatek p127 1 p48, ktory taczy si¢ z DNA w miejscu uszkodzenia [23,
45]. Oprocz wprowadzania przez biatko DDB zagigcia DNA o kat 55° w poblizu CPD,
bedacego sygnatem do przytaczenia kompleksu XPC-hHR23B, czynnik ten posredniczy
w acetylacji badz ubikwitynacji biatek, w tym histonow, znajdujacych si¢ w poblizu
uszkodzenia [22]. Aktywnosci te pozwalaja na rozluznienie struktury nukleosomowej i
zwigkszaja dostgpnos¢ substratu dla biatek naprawy systemu NER [18].

Biatko hHR23 zawiera dwie domeny ubikwitynowe oraz wiaze i stymuluje biatko
XPC in vitro [41]. Domena biatka XPC oddziatujaca z DNA znajduje si¢ w regionie
C-koncowym, czgsciowo pokrywajac regiony oddzialujace z innymi czynnikami systemu
NER, np. hHR23, oraz czynnikiem transkrypcyjnym TFIIH [82].

Uszkodzenia wywotujace wiazania krzyzowe w DNA blokuja jego funkcje, co moze
prowadzi¢ do transformacji nowotworowej badz smierci komorki. Kluczowym komplek-
sem biatkowym rozpoznajacym tego typu uszkodzenia jest XPA-RPA [23]. Z ostatnich
badan wynika, ze rowniez kompleks XPC-hHR23B rozpoznaje uszkodzenia wywolujace
wiazania krzyzowe w DNA zarowno samodzielnie, jak i wspotdziatajac z kompleksem
XPA-RPA [23, 76].

Naprawa sprzg¢zona z transkrypcja

W transkrypcyjnie aktywnych obszarach genomu, naprawa sprzgzona z transkrypcja
wydajnie usuwa rozne typy uszkodzen i przebiega szybciej niz w pozostalej czesci genomu
[58, 84]. Wiele uszkodzen DNA blokuje proces elongacji transkrypcji, powodujac
zatrzymanie polimerazy RNA, podczas gdy w niciach nietranskrybowanych uszkodzenia
te sa omijane [57]. Prawdopodobnie w TCR przy rozpoznaniu uszkodzenia w DNA
funkcje kompleksu XPC/hHR32B przejmuje kompleks polimerazy RNA 11, ktorej
zatrzymanie jest sygnatem dla biatek CSA i CSB [18, 84]. CSA zawierajace motyw,
ktory moze oddziatywac z CSB i XAB2 pehiac rolg platformy umozliwiajacej utworzenie
kompleksu biatek systemu NER [18]. CSA stabilizuje ponadto przejSciowe polaczenie
pomigdzy biatkiem CSB a unieruchomiona polimeraza RNA 11, nie oddziatujac przy tym
z kompleksem elongacyjnym. CSB powoduje rozluznienie potaczenia kompleks
elongacyjny - DNA dzigki aktywnos$ci ATPazy zaleznej od DNA. Ponadto czynnik ten
oddziatuje z biatkami bioracymi udziat w kolejnych etapach naprawy, z TFIIH 1 XPA,
zwigkszajac tempo tworzenia kompleksu naprawczego [71]. Stosunkowo niedawno
odkryto nowe biatko, ktore moze brac udziat w TCR, jest to biatko XAB2, zbudowane z
855 aa sktadajacych sig gléwnie z 15 powtdrzen 34-peptydowych (TPR). XAB2 oddziatuje
z CSA, CSB, XPA, jak rowniez z polimeraza RNA II. Przeciwciata dla XAB2 hamuja
zaréwno TCR, jak i transkrypcjg in vivo, nie wptywaja zas na GGR [62].
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Na podstawie dotychczasowej wiedzy o funkcji biatek uczestniczacych w TCR
mozna rozwaza¢ schemat rozpoznania uszkodzenia i zapoczatkowania naprawy w tym
szlaku w komdrkach ssakow (ryc.1). Polimeraza RNA II zatrzymuje si¢ w miejscu
uszkodzenia, dzigki czemu zostaje rozpoznana przez kompleks CSA-CSB, ktéry odsuwa
ja od tego miejsca. CSA-CSB wiaze réwniez biatko XPA i TFIIH i przyspiesza tym
samym tworzenie kompleksu inicjujacego NER. W komorkach ssakéw na TCR moze
wptywac potozenie kompleksu transkrypcyjnego w miejscu uszkodzenia, jak rowniez
bezposrednie oddziatywanie pomigdzy biatkami NER i czynnikami transkrypcyjnymi.
Biatka CSA, CSB, TFIIH i XAB2 moga odgrywa¢ wazna rol¢ w przebudowie kompleksu
transkrypcyjnego, podnoszac efektywnos¢ TCR. W zaleznosci od rodzaju uszkodzenia
w takim DNA zachodzi okreslony typ naprawy zwiazany z transkrypcja. Oprocz NER
zwiazek z transkrypcja moze mie¢ BER, jesli zaburzenia w nici transkrybowanej DNA
maja charakter modyfikacji zasad, ktore sa substratem dla BER [46]. Glikozylazy DNA,
enzymy uczestniczace w naprawie przez wycinanie zasad, powoduja zablokowanie
dziatania polimerazy RNA, podobnie jak uszkodzenia rozpoznawane przez NER, co
staje si¢ sygnatem dla biatek uczestniczacych w naprawie DNA zwiazanej z transkryp-
cja. Wyniki ostatnich badan wskazuja, ze jedno z uszkodzen oksydacyjnych bgdacych
substratem dla BER, 8-oksoguanina, nie blokuje elongacji polimerazy RNA u E. coli,
w przeciwienstwie do produktu posredniego naprawy tego uszkodzenia, spowodowa-
nego przez Endo I1I [88]. Wyniki te sugeruja sprz¢zenie BER z TCR poprzez produkty
posrednie naprawy przez wycinanie zasad, ktdre moga blokowa¢ dziatanie polimerazy
RNA [11]. To moze wyjasnia¢ brak aktywnosci TCR podczas naprawy uszkodzen
alkilacyjnych, poniewaz miejsca apurynowe/apirymidynowe, powstale w wyniku
aktywnosci glikozylaz jednofunkcyjnych na uszkodzenia alkilacyjne DNA, nie powoduja
zatrzymania dziatania kompleksu polimerazy RNA [73]. To czy taki zwiazek wystgpuje
w komorkach ssakdw, jest sprawa otwarta 1 wymaga dalszych badan.

Tworzenie otwartego kompleksu naprawczego

Po rozpoznaniu uszkodzenia nastgpuje wytworzenie naprawczego kompleksu
otwartego, umiejscowionego w jego poblizu. Wymagane jest do tego celu wspotdziatanie
kompleksu XPC-hHR23B oraz innych czynnikéw systemu NER: TFIIH, XPA, RPA
oraz XPG [20, 77].

TFIIH jest kompleksem zawierajacym co najmniej sze$¢ biatek, w sktad ktérego wchodza
migdzy innymi XPB oraz XPD wykazujace aktywnos¢ helikazy DNA, jak rowniez ATPazy
zaleznej od DNA [72]. Biatko XPB denaturuje nici DNA w kierunku 3’ — 5°, podczas gdy
XPD w przeciwnym, wykorzystujac energi¢ z hydrolizy ATP [36].

XPA wiaze si¢ z DNA 1 wykazuje powinowactwo do uszkodzen wywotywanych
przez promieniowanie UV [60]. Stopien tego powinowactwa jest zwiazany ze stopniem
znieksztatcenia struktury DNA. Istotna rola XPA jest udziat w odpowiednim rozmiesz-
czeniu biatek kompleksu naprawczego wzgledem siebie [16]. Co wigcej, XPA bierze
udziat w weryfikacji uszkodzenia, wskazujac tym samym, ze rozpoznaje charakter
modyfikacji struktury DNA oraz ,,zaznacza” ni¢ DNA, w obrgbie ktorej wystepuje
uszkodzenie [50]. Ponadto XPA, w potaczeniu z RPA, uwalnia biatka XPC-hHR23B z
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RYCINA 1. Rozpoznanie uszkodzenia przez czynniki uczestniczace w NER oraz wytworzenie
naprawczego kompleksu otwartego. W globalnej naprawie przez wycinanie nukleotydéow uszkodzenie
(r6zowy kwadrat) zostaje rozpoznane przez kompleks XPC-hHR23B (zielony i ciemnozielony),
nastgpnie zostaja przytaczone XPA, RPA,TFIIH i XPG (odpowiednio: ciemnoniebieski, czerwony,
brazowy i jasnoniebieski) i zostaje utworzony kompleks otwarty. W naprawie sprzg¢zonej z transkrypcja
polimeraza RNA II (z6tty) zatrzymuje si¢ przed uszkodzeniem i jest to sygnaltem dla przytaczenia biatek
CSA i CSB (odpowiednio rozowy i fioletowy). Nastepnie przylaczane sa biatka takie jak w globalnej
naprawie i zostaje utworzony kompleks otwarty (oryginalne)
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kompleksu naprawczego, umozliwiajac ponowne ich wykorzystanie w rozpoczgciu
kolejnej naprawy [18].

Podjednostka RPA, sktadajaca si¢ z 3 domen DBD wiazacych DNA, podczas
naprawy pokrywa okoto 30 nukleotydow na nici nieuszkodzonej, chroniac ja tym samym
przed dziataniem endonukleaz. Wyniki badan prowadzonych in vitro sugeruja, ze do
zabezpieczenia jednoniciowego DNA na odcinku o dtugosci okoto 30 nukleotydow,
niezbedny jest udziat tylko jednej czasteczki heterotrimerycznego RPA [16, 18].

Naciecie nici DNA

Kolejnym etapem NER jest wprowadzenie dwoch nacieé w uszkodzonej nici DNA,
po jednym z kazdej strony uszkodzenia (ryc. 2). Usuwany fragment DNA zawierajacy
uszkodzenie liczy 25-32 nukleotydow [ 18]. Biatko RPA oprdocz ochrony nici nieuszkodzo-
nej nadaje specyficznos¢ endonukleazom wystepujacym w etapie nacinania dzigki
bezposredniemu oddziatywaniu z nimi [ 18]. Zorientowany w kierunku 3’ od uszkodzenia
jeden koniec RPA wigze si¢ z nukleaza ERCC1-XPF, a przeciwny oddziatuje z endonuk-
leaza XPG. Oddzialywanie to powoduje hydroliz¢ wiazania fosfodiestrowego w nici
uszkodzonej [95]. Biatko XPG dokonuje pierwszego cigcia po stronie 3’ w odleglosci
3-9 nukleotydow od uszkodzenia, co wprowadza zmiany konformacyjne w DNA bedace
sygnatem dla przylaczenia endonukleazy ERCC1-XPF, ktora hydrolizuje wiazanie
fosfodiestrowe w odlegtosci 1625 nukleotydow od uszkodzenia, po jego stronie 5’
[95]. Wlasciwe umiejscowienie obu endonukleaz jest kluczowym etapem dla
precyzyjnego nacigcia uszkodzonego fragmentu DNA. RPA zwiazane z nieuszkodzona
nicia wptywa na odpowiednie przytaczenie kompleksu ERCC1-XPF do miejsca
uszkodzenia, a oddziatywanie z XPA moze utatwiac i stabilizowa¢ umiejscowienie
kompleksu na uszkodzonej nici DNA [80]. Wycigty uszkodzony fragment DNA
oddysocjowuje, a w DNA pozostaje jednoniciowa luka.

Synteza naprawcza DNA

Luka powstata po usuni¢ciu uszkodzonego oligonukleotydu z grupa 3’-OH zostaje
wypetniona przez polimeraze DNA [89]. Prawdopodobnie na tym etapie wigkszos¢
biatek uczestniczacych w NER opuszcza uszkodzony obszar i ich miejsce zajmuje
kompleks syntezy naprawczej. Biatko RPA jest wymagane przy wypetianiu powstatej
luki w DNA dla zabezpieczenia matrycy DNA przed nukleazami.

Dwie polimerazy DNA syntetyzuja nowy fragment DNA. Wyniki ostatnich badan
in vitro sugeruja, ze zar6wno polimeraza 0, jak i € przeprowadzaja synteze DNA w
NER [35]. Do efektywnej syntezy naprawczej dla obu polimeraz wymagane sa rowniez
inne czynniki pomocnicze, czyli kofaktory, takie jak jadrowy antygen komorek
proliferujacych (PCNA) oraz czynnik replikacyjny C (RF-C). Kofaktory te dziataja
jako kompleks, ktory utatwia zwigzanie obu polimeraz. Kompleks ten jest wytwarzany
po zwiazaniu czynnika RF-C z koncem 3’ starterow DNA, ulatwiajac tym samym
przytaczenie biatka PCNA [16]. W badaniach in vitro potwierdzono opisany model
uzyskujac syntezg naprawcza w obecnosci pigciu sktadnikéw: PCNA, RF-C, RPA
oraz Pol d badz Pol € [ 16, 18]. Ostatnim krokiem konczacym syntez¢ naprawcza 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 jasnobrazowy)
nastepuje nacigeie uszkodzonej nici DNA przez endonukleazy XPG oraz ERCC1-XPF (pomaranczowy)
odpowiednio po stronach 3’ 1 5” uszkodzenia. Nastgpnie zachodzi synteza naprawcza, w ktorej uczestnicza
czynnik RC-F (naprzemiennie czerwony-szary), PCNA (naprzemiennie zo6lty-zielony) oraz polimeraza
0/e (blekitny). Naprawe konczy ligaza DNA I (ciemnozielony) (oryginalne)
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jest ligacja konca 5° nowo zsyntetyzowanej nici z oryginalng sekwencja. Proces ten
jest przeprowadzany przez ligazg DNA 1[16].

BIALKA NER

W naprawie DNA przez wycinanie nukleotydow u ssakow bierze udziat okoto 30
biatek. Podzieli¢ je mozna na biatka uczestniczace w rozpoznaniu uszkodzenia,
wytwarzaniu kompleksu otwartego, syntezie naprawczej oraz koordynacji sktadowych
etapOw naprawy.

XPC tworzy kompleks z czynnikiem hHR23B podczas rozpoznania uszkodzenia w
GGR. hHR23B stymuluje aktywno$¢ XPC in vitro, prawdopodobnie w sposéb bardziej
strukturalny niz katalityczny, jako ze domena hHR23B o dlugosci 54 aa wiazaca XPC
jest wystarczajaca do tego, aby je aktywowac [41]. hHR23B wystepuje w komodrkach
ssakow liczniej niz biatko XPC orazhHR23 A, homolog hHR23B wystepujacy w komorce
gtéwnie w formie niezwiazanej [41, 66]. hHR23A moze zastgpowa¢ hHR23B w
wiazaniu i stymulowaniu biatka XPC in vitro [37]. Czynniki hHR23B oraz hHR23A
zawieraja fragment ubikwitynowy w czgs$ciach N-terminalnych fancucha aminokwaso-
wego [41, 66]. Kompleks XPC-hHR23B oraz samo biatko XPC wykazuja podobny
stopien powinowactwa do uszkodzonego promieniowaniem UV, DNA jedno- i
dwuniciowego [75]. XPC-hHR23B jest pierwszym czynnikiem, ktéry dziata w GGR,
nawet przed XPA oraz RPA i wlacza kolejne biatka do kompleksu naprawczego [75].

Kompleks TFIIH bierze udziat w transkrypcji polimerazy RNA II, w obu szlakach
NER oraz regulacji cyklu komorkowego [71]. Jego sktadowe XPB i XPD wykazuja
aktywnos$¢ ATP-azy zaleznej od DNA oraz helikazy [14]. Dzigki wtasciwosci helikazy
zaleznej od ATP TFIIH bierze udziat w tworzeniu kompleksu otwartego, rozciagajacego
si¢ na dlugos¢ od 20 do 30 par zasad [16]. Kompleks kinazowy zalezny od cykliny
(CAK) fosforyluje domeng C-koncowa duzej podjednostki polimerazy RNA 11, dzigki
czemu moze ona bra¢ udzial w regulacji cyklu komorkowego oraz w inicjacji transkrypcji
[71]. Podjednostki p34 i p44 zawieraja motyw palca cynkowego oraz maja zdolnos¢
wiazania DNA [4]. Kompleks rdzeniowy sktada si¢ z podjednostek: p34, p44, p52, p62,
1 XPB. XPD jest zwiazany zaréwno z rdzeniem TFIIH, jak i z kompleksem CAK [70].

XPA odgrywa kluczowa role w poczatkowych etapach zarowno szlaku GGR, jak i
TCR [44]. Jest biatkiem wiazacym DNA, wykazujacym preferencje przylaczania do
uszkodzonego DNA [44, 50]. XPA ma strukturg palca cynkowego, ktora zwigksza
powinowactwo do wiazania DNA [44]. XPA wykazuje szczegdlnie silne powinowactwo
do uszkodzonego DNA o wysokim stopniu znieksztatcenia struktury helisy [12]. Biatko to
laczy inne czynniki kompleksu naprawczego, ERCC1, XPF, podjednostki p32, p70 biatka
RPA oraz czynnik TFIIH [70, 85]. XPA wystepuje w komorce w formie wolnej jako
homodimer, natomiast w kompleksie z RPA — jako RPA-XPA2 [98]. Sugeruje to wazna
rolg dimeryzacji XPA w etapie rozpoznania uszkodzenia NER. Wysoki poziom tego biatka
nie jest niezbedny dla prawidtlowego dziatania NER w komorce, poniewaz dopiero obnizenie
poziomu tego biatka ponizej 10% powoduje zaburzenia w funkcjonowaniu NER [44].
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RPA jest biatkiem wiazacym jednoniciowy DNA i sktada si¢ z 3 podjednostek.
Podjednostka p70 jest gtownie odpowiedzialna za wiazanie DNA, chociaz pozostate
podjednostki rowniez wykazuja taka zdolnos¢ [8]. W NER catkowite otwarcie kompleksu
naprawczego wokot uszkodzonego DNA wymaga biatka RPA, ktore stabilizuje ten
kompleks przez zwiazanie z nieuszkodzona nicia DNA [8, 16, 18].

Mutacje w genach kodujacych biatka NER moga prowadzi¢ do powstawania szeregu
schorzen. Z brakiem NER badz z zaburzeniami w jego funkcjonowaniu zwiazane sa
choroby genetyczne, gldwnie neurologiczne oraz nowotwory wynikajace z nadwrazli-
wosci skory na $wiatto stoneczne. Korelacja genotyp-fenotyp w schorzeniach XP i po-
chodnych moze zosta¢ podzielona ze wzgledu na mutacje genow z okreslonych grup
komplementacyjnych oraz obecnos¢ nowotworu skory i/lub zaburzen neurologicznych
(tabela 1).

TABELA 1. Korelacja genotyp-fenotyp w schorzeniach xeroderma pigmentosum i
pochodnych (oryginalne)

Grupa Mutacja Nowotwor Fenotyp
komplemen- | w genie skory
tacyjna
A XPA + XP
B ERCC3 + XP/CS
B ERCC3 - TTD
C XPC + XP
D ERCC2 + XP
D ERCC2 + XP/CS
D ERCC2 + XP/TTD
D ERCC2 - TTD
D ERCC2 - COFS
E XPE + XP
F ERCC4 + XP
XP oraz XP z objawami zaburzen
G ERCC5S + neurologicznych
G ERCCS5 + XP/CS
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ROLA NER W REGULACJI CYKLU KOMORKOWEGO
I APOPTOZIE

Uszkodzenia usuwane przez NER zwiazane sa bezposrednio z blokowaniem
transkrypcji i1 replikacji, co w dalszej kolejnosci moze wplywac na regulacje cyklu
komoérkowego oraz na indukcje apoptozy [79]. Biatko Rad3, zwiazane z recesywna
autosomalng choroba dziedziczna, ataxia telangiectasia (ATR), jestjednym z gtownych
biatek indukowanych uszkodzeniami DNA spowodowanymi przez promieniowanie UV.
W przeciwienstwie do zmutowanego bialka wystepujacego w ataxia telangiectasia
(ATM), ktore jest zwiazane z odpowiedzia na uszkodzenia wywotywane przez
promieniowanie jonizujace, biatko ATR odpowiada na zatrzymanie widetek replikacyj-
nych [28]. ATR wiaze si¢ bezposrednio z 64 fotoproduktami, co powoduje aktywacje
jego whasciwosci kinazowych [83]. Po aktywacji, ATR reguluje cykl komérkowy, co
moze prowadzi¢ do jego zatrzymania w fazie G1 i G2 oraz op6znieniu fazy S [33]. ATR
moze fosforylowac serie roznych substratow, w tym p53 oraz kinazg Chkl. Etapy te
koncza si¢ zatrzymaniem cyklu komorkowego poprzez zahamowanie transkrypcji genow
odpowiedzialnych za jego postep, co daje systemowi NER dodatkowy czas na usunigcie
fotoproduktow UV, ktore moga zatrzymywac replikacje DNA [83].

Polimeraza poliADP-rybozy 1 (PARP-1) moze odgrywaé¢ wazna rolg w TCR
[99]. Po przylaczeniu do miejsca uszkodzenia PARP-1 zaczyna ADP-rybozylacje
wielu bialek jadrowych, wiaczajac histony oraz samorybozylacj¢ [49]. Proces ten
bezposrednio wptywa na zdolnosci naprawcze komorki. PARP-1 zmniejsza szybko$¢
elongacji transkrypcji prowadzonej przez polimerazg RNA 11, ktora odsuwa si¢ od miejsca
uszkodzenia, gdy PARP-1 ulegnie automodyfikacji [87]. Aktywnos¢ PARP-1 hamuje czynniki
transkrypcyjne, zapobiegajac ich wiazaniu z DNA, co wskazuje, ze poliADP-rybozylacja
negatywnie reguluje transkrypcje polimerazy RNA I, ktora przylacza si¢ do sekwencji
promotorowej w formie hipoufosforylowanej (Ila) [99]. Czynnik TFIIH wykazuje
aktywnos$¢ kinazy odpowiedzialnej za fosforylacje domeny C-koncowej wigkszej
podjednostki polimerazy RNA 11, ktéra zaraz po tym opuszcza miejsce promotorowe
i zaczyna etap elongacji juz jako forma hiperufosforylowana (Ilo) [99]. Komorki
majace defekt we wznawianiu procesu syntezy RNA po powstaniu uszkodzen DNA
spowodowanych przez promieniowanie UV, tj. komoérki ze zmutowanym biatkiem
CSB, wykazuja akumulacj¢ formy Ilo podczas ekspozycji na promieniowanie UV,
czego nie obserwuje si¢ u komorek z funkcjonalnym biatkiem CSB [52, 68]. CSB
bierze udzial w degradacji zatrzymanych kompleksow transkrypcyjnych, co pozwala
na usuwanie uszkodzen oraz na powtdrne rozpoczecie elongacji transkrypcji [68].

Niskie dawki promieniowania UV prowadza do indukcji mechanizméw ochronnych
w komorkach, wlaczajac w to zatrzymanie cyklu komérkowego oraz naprawe
uszkodzen DNA, za§ wysokie dawki promieniowania przyspieszaja proces apoptozy
[48]. Obnizenie poziomu transkrypcji przez dziatanie czynnikow uszkadzajacych DNA
jestjednym z pierwszych sygnatow dla jej indukcji [15]. W komorkach defektywnych
w systemy usuwajace uszkodzenia DNA w nici transkrybowanej aktywnych genow,
w stosunku do komorek ze sprawnym TCR, tempo apoptozy wzrasta, nawet jesli zostaty
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one poddane dziataniu niskich dawek promieniowania UV. Sugeruje to, ze zdolno$¢ do
usuwania uszkodzen z aktywnych genow jest niezbg¢dna dla wydajnej syntezy RNA
oraz przezycia komorki [51]. Oprocz usuwania uszkodzen DNA kompleks naprawczy
moze inicjowac apoptoze, gdy liczba nagromadzonych uszkodzen jest bardzo duza i
zagraza zyciu komorki [13]. NER jest regulowany we wczesnych etapach apoptozy
przez biatko p53 w komorkach z uszkodzonym DNA [23]. Ta wczesna regulacja
wystepuje jako wynik pozytywnie kontrolowanej transkrypcji genow XPC oraz p48
przez biatko p53 [1]. Odkad stwierdzono, ze komorki z niedoborem biatka p53 (syndrom
Li-Fraumeni) sa duzo mniej wydajne w wiazaniu czynnikow XPC oraz TFIIH do miejsc
uszkodzen CPDs, biatko p53 wydaje si¢ by¢ niezbedne dla efektywnego dzialania
kompleksu naprawczego NER [2]. Wyniki badan nad zmniejszeniem zdolnosci napraw-
czej komorek ze zmutowanym biatkiem p53 wykazaly, jak wazna role odgrywa ten
czynnik w utatwianiu dostepu bialek systemu NER do miejsca uszkodzenia [69]. Oprocz
regulacji transkrypcji genow uczestniczacych w szlaku GGR, p53 odgrywa tez rolg w
szlaku TCR, o czym $wiadczy oddzialywanie tego biatka z czynnikami XPB, XPD czy
CSB [2, 91].

INNE ASPEKTY NER

NER wptywa rowniez na postreplikacyjna metylacje DNA oraz jest silnie zalezny
od nukleosomalnej struktury chromatyny.

NER a metylacja

Uszkodzenia DNA oraz ich naprawa moga prowadzi¢ do zmian we wzorze metylacji
DNA, a to z kolei moze powodowaé¢ zmiany w ekspresji genow. Wzory metylacji
rodzicielskiego DNA sa 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 komodrek potomnych. U ssakow
bezposrednio po replikacji 5’-metylocytozyna jest obecna tylko w jednej nici. Nowo
powstale nici zostaja zmetylowane przez metylazy. Enzymy te rozpoznaja hemimety-
lowane DNA i dodaja grupe metylowa do nici niezmetylowanej zaraz po zakonczeniu
syntezy DNA. Waznym aspektem jest to, czy wprowadzana do DNA, przez syntezg
naprawcza zwiazana z NER, nowa cytozyna moze zosta¢ wlasciwie zmetylowana. W
ludzkich fibroblastach poddanych dziataniu promieniowania UV, czy tez N-metylo-N-
nitrozomocznika metylacja deoksycytydyny wprowadzonej podczas syntezy naprawczej
zachodzi powoli 1 niekompletnie [40]. W komorkach w logarytmicznej fazie wzrostu
wytwarzanie 5’-metylocytozyny, zwiazane z synteza naprawcza NER, jest szybsze i
bardziej obszerne, aczkolwiek nie jest na tym samym poziomie w poréwnaniu z komor-
kami replikujacymi nieuszkodzone DNA. Jesli uszkodzona zasada znajduje si¢ przed
widetkami replikacyjnymi w poblizu miejsca metylacji, usuwana jest przez system NER,
w wyniku czego jedna z dwoch potomnych czasteczek DNA nie zostanie zmetylowana
i nastapi zaburzenie wzoru metylacji. Podobny efekt wystepuje, gdy uszkodzona zostaje
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ni¢ rodzicielska zaraz po zakonczeniu procesu replikacji (ryc. 3). Metylacja cytozyny
w komorkach ssakow jest bezposrednio zwiazana z obecnoscia roznego typu uszkodzen
w DNA. Przykladowo zréznicowany poziom kancerogendéw chemicznych hamuje
transfer grup metylowych z S-adenozylometioniny do hemimetylowanego DNA w reakc;ji

uszkodzenie

uszkodzenie

RYCINA 3. Zmiany wzoru metylacji w NER. Po lewej stronie schematu pokazana jest naprawa
uszkodzenia bezposrednio przed widetkami replikacyjnymi: A — naprawa jest zapoczatkowana w
poblizu sekwencji metylowanej; B — metylowana zasada zostaje usunigta; C — usunigta zasada zostaje
zastapiona zasada niezmetylowana; D — replikacja tego regionu przed dokonaniem metylacji moze
powodowac powstawanie niezmetylowanego dupleksu DNA. Druga cz¢s¢ hemimetylowanego dupleksu
DNA podlega metylacji. Po prawej stronie schematu pokazana jest naprawa uszkodzonego DNA w
poblizu sekwencji zmetylowanej, bezposrednio po replikacji. A’, B’ — wycigcie uszkodzenia przed
zmetylowaniem nici potomnej; C’—brak zmetylowania w nici znajdujacej si¢ w czesci dupleksu DNA,
w ktorej nastapila naprawa, ktora nie jest substratem dla metylazy (modyfikacje wg [25])
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katalizowanej in vitro za pomoca metylotransferazy pochodzacej ze sledziony mysiej
[94]. Niektore kancerogeny bezposrednio modyfikuja i inaktywuja metylotransferazg,
wskutek czego DNA zawierajace miejsca z utraconymi zasadami ma zmniejszona
zdolno$¢ do przytaczania grup metylowych. Wynika stad, ze czynniki uszkadzajace
moga zmienia¢ wzor metylacji 5’-metylocytozyny za pomoca roznych mechanizmow.

U ssakow obszary genomu zawierajace geny sa bogate w dinukleotydy CpG, ktorych
cytozyna moze by¢ zmetylowana, w zaleznosci od stanu aktywnosci transkrypcyjnej
tego obszaru [43, 67]. Podobnie jak w przypadku replikacji, wzor metylacji, a wigc
wzor determinujacy ekspresje genow, moze zosta¢ zmieniony podczas NER.

NER a chromatyna

Informacja genetyczna ma w komorkach eukariotycznych posta¢ chromatyny, czyli
kompleksu DNA, histonow i innych biatek. Podstawowa jednostka strukturalna
chromatyny jest nukleosom, zbudowany z oktameru histonowego (centralny tetramer
[H3/H4]2 i dwa peryferyjne dimery [H2A/H2B]), wokot ktorego owinigte jest DNA o
dhugosci 146 par nukleotydéw. Pomigdzy kolejnymi nukleosomami znajduje si¢, wrazliwy
na dziatanie nukleaz, DNA tacznikowy o zmiennej dlugo$ci (10-90 par zasad), ktory
moze oddziatywac z histonem H1 lub innymi niehistonowymi biatkami chromatyny [32,
97]. Aby DNA stat si¢ dostgpny dla dzialania kompleksow enzymatycznych uczestni-
czacych w replikacji, rekombinacji czy naprawie DNA, ta naturalna bariera komorkowa
musi zostac przez te kompleksy pokonana.

W komorkach eukariotycznych wyrdznia si¢ dwie gléwne rodziny enzymow
modyfikujacych chromatyne, czyniacych ja bardziej dostepna dla komplekséw bioracych
udzial we wszystkich procesach zwigzanych z DNA [21]. Biatka przynalezne do
pierwszej rodziny wprowadzaja zmiany kowalencyjne histondéw, gdzie fosforylacja,
acetylacja, metylacja, ubikwitynacja, biotynylacja i mono-ADPrybozylacja histonow
wplywa na ich oddziatywania z innymi czynnikami czy DNA [21]. Druga rodzina sktada
si¢ z kompleksow zaleznych od ATP modelujacych chromatyng, charakteryzujacych
sig zdolnos$cia do wigzania zmodyfikowanych histonow/nukleosoméw oraz rozerwaniu
wiazania histon-DNA w rdzeniu nukleosomowym, w $rodowisku zaleznym od ATP
[53]. Wynika stad, ze modyfikacje kowalencyjne histonow odgrywaja kluczowa,
dynamiczna rolg w odnajdywaniu i zatrzymywaniu modelujacych kompleksow zaleznych
od ATP i nastgpnie utatwianiu dostgpu do miejsc uszkodzen czynnikom uczestniczacym
w naprawie DNA. Wskazuje to na kluczowa rolg modyfikacji histonu/chromatyny w
procesach naprawy DNA.

Podatnos¢ DNA na uszkodzenia zwiazana jest ze stopniem upakowania chromatyny,
w szczegolnosci za$ z jej struktura nukleosomalna. Poziom adduktow indukowanych
przez czynniki chemiczne oraz promieniowanie UV jest wyzszy w DNA tacznikowym
nizw DNA rdzeniowym. Podczas naprawy uszkodzen spowodowanych przez promie-
niowanie UV nastepuje zmiana pozycji nukleosomdw. Synteza naprawcza DNA
zachodzi zaro6wno w DNA tacznikowym, jak i rdzeniowym, aczkolwiek poczatkowo
zachodzi szybciej w DNA facznikowym. DNA podlegajace naprawie znajduje si¢ w
roéznych stanach, zwigzanych z tymczasowymi zmianami w strukturze nukleosomow



710 T. SLIWINSKI, J. BLASIAK

[93]. Wyniki szeregu badan sugeruja, ze synteza naprawcza nie zachodzi losowo, lecz
w okres$lonych miejscach rdzenia nukleosomu [96]. Podczas wczesnej, zachodzacej
szybko fazy naprawa DNA przez wycinanie nukleotydéw w chromatynie przebiega
preferencyjnie w poblizu konca 5’ rdzenia nukleosomu, natomiast w poblizu konca 3’
naprawa zachodzi w mniejszym stopniu, pozostawiajac nienaruszony srodkowy region
rdzenia [59]. Po pewnym czasie synteza naprawcza zachodzi juz losowo, co sugeruje
powolne przemieszczanie si¢ histonow rdzenia wzdtuz DNA na odlegtos¢ okoto 50 par
zasad zaraz po zakonczeniu naprawy [59, 93, 96].

Model zmian w konformacji nukleosomow oraz w organizacji struktury podczas
naprawy przez wycinanie nukleotydow zostat przedstawiony na rycinie 4. Brak innych
aspektow metabolizmu DNA, takich jak transkrypcja czy replikacja, ktérym towarzyszy
rozwinigcie struktury chromatyny sugeruje, ze specyficzne rozpoznanie uszkodzenia przez
biatka NER prowadza do rozluznienia widkien chromatyny [59, 93]. Dostep kompleksu
naprawczego do miejsc uszkodzen ulatwiony jest przez specyficzne rozmieszczenie
uszkodzen w DNA utozonego w nukleosomach. Takie zmiany struktury nukleosomow
podlegaja roznym mechanizmom podczas wczesnych i szybkich oraz pdzniejszych i
wolniejszych etapow naprawy. Po ligacji DNA jest szybko uktadane wewnatrz struktury
nukleosomu, aczkolwiek ukladanie histonow rdzenia zachodzi powolnie z powodu
formowania wiokien chromatynowych w struktury wyzszego rzedu [59, 93].

Do tej pory poznana zostata tylko rola acetylacji histonow w NER. Odkad stwierdzo-
no, ze te same reszty lizyny H3 i H4 sa acetylowane podczas transkrypcji i NER,
sugeruje si¢, ze modyfikacje histonow moga by¢ decydujace przy wyborze szlaku NER
przez komorke, pomigdzy TCR i GGR. Dziatanie kwasu mastowego, inhibitora
deacetylaz histonow (HDACs) stymuluje dziatanie poczatkowych etapow NER in vivo,
korelowane ze zwigkszeniem poziomu acetylacji histonu H4 [74]. Wyniki tych samych
autorOw pokazuja, ze synteza naprawcza w komoérkach ssakow nastepujaca po dziataniu
promieniowania UV jest znaczaco wzmocniona w hiperacetylowanych pojedynczych
nukleosomach, za$ nie jest wynikiem zwigkszenia uszkodzen wywotanych tym promie-
niowaniem w hiperacetylowanej chromatynie. Jedna z acetylotransferaz histonow jest
biatko GCNS5, wchodzace migdzy innymi w sktad kompleksu transkrypcyjnego TFTC.
Innym sktadnikiem tego kompleksu jest biatko SAP130, wykazujace silng homologig z
podjednostka p127 biatka UV-DDB. Stwierdzono, ze czynnik TFTC preferencyjnie
wiaze si¢ z chromatyna uszkodzona przez promieniowanie UV i katalizuje acetylacje
histonéw w miejscu uszkodzenia [ 10]. Wyniki badan prowadzonych w ostatnich latach
pokazuja, ze promieniowanie UV prowadzi do zwigkszenia poziomu acetylacji lizyny 9
i 14 histonu H3 in vivo [3]. Odkad wiadome jest, ze TFTC jest koaktywatorem
transkrypcji i moze on by¢ gtownie zwiazany z TCR, interesujaca jest odpowiedz na
pytanie, czy acetylacja H3 jest czeSciowo zwiazana z TCR, a acetylacja histonu H4 z
GGR? Dodatkowo jesli te same reszty lizyny histonéw H3 i H4 sa acetylowane podczas
transkrypcji, to czy w komorce potrzebna jest dodatkowa modyfikacja histondéw dla
dokonania wyboru pomigdzy transkrypcja a szlakami NER, w szczegolnosci GGR?
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RYCINA 4. Zmiany w strukturze chromatyny podczas naprawy przez wycinanie nukleotydow
(modyfikacje wg [25])
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Heterogenno$s¢ NER

Preferencyjna naprawa nici transkrybowanej sprawia, ze mutacje znacznie czgsciej
wywotywane sa przez uszkodzenia nici sensownej niz nici antysensownej, mimo ze
obie nici uszkadzane sg z podobna czgstoscia. R6zne obszary genomu kontrolowanego
przez GGR naprawiane sa z r6zna wydajnoscia. Uszkodzenia usuwane sa kilka razy
wolniej z DNA znajdujacego si¢ w skondensowanej heterochromatynie, w stosunku do
DNA zawierajacego geny znajdujace si¢ w rozluznionej euchromatynie [9, 19]. Genomy
ssakow zawieraja regiony bogate w powtorzone sekwencje DNA. Uszkodzenia spowo-
dowane promieniowaniem UV sa wydajnie naprawiane w obszarach DNA
zawierajacych takie powtorzenia [5]. Wyniki tych badan pozwalaja wyjasni¢ wpltyw
promieniowania UV na zwigkszenie wydajnosci NER w tego typu DNA przez zmiang
konformacji DNA badz poprzez stymulowanie czynnikow, ktore zwigkszaja aktywnos¢
dziatania bialek NER [5].

Rowniez odmienne preferencje naprawy przez wycinanie nukleotydow wystepuja
w roznych regionach pojedynczego genu. W genie reduktazy dihydrofolianowej komorek
jajowych chomika chinskiego (CHO) preferencyjnie naprawiane sa regiony DNA w
koncu 5’ oraz flankujacych go sekwencji. Wydajnos¢ w tym fragmencie DNA jest
duzo wyzsza niz w regionach w gore genu oraz w regionach potozonych przy koncu 3°.
Wyniki tych badan sugeruja polarnos¢ NER, ze zmniejszajaca si¢ efektywnoscia tego
systemu naprawczego w niektorych regionach genu w kierunku 5’ — 3°, porownywalna
z taka, jaka wystgpuje w regionach niekodujacych [29].

Synteza DNA na uszkodzonej matrycy

Synteza DNA na uszkodzonej matrycy (TLS) jest mechanizmem pozwalajacym
komorce na powielanie materialu genetycznego zawierajacego uszkodzenia. W procesie
tym uczestnicza specjalistyczne polimerazy DNA, ktdrych wigkszo$¢ nalezy do rodziny
polimeraz Y dzialajacych wolniej i z mniejsza doktadnoscia w porownaniu z polimerazami
uczestniczacymi w replikacji [64]. Wyr6znia si¢ dwie rodziny polimeraz Y u Escherichia
coli (polimerazy 1V 1 V), dwie u Saccharomyces cerevisiae (polimerazy 1 i Revl) i
cztery w komorkach ssakow (polimerazy N, I, K i Revl). Dodatkowo, nalezaca do
rodziny B, polimeraza { rowniez odgrywa wazna rol¢ w TLS w komorkach eukario-
tycznych [47].

Konserwatywna struktura centrum aktywnego dwoch trzecich polimeraz z rodziny
Y znajduje si¢ w N-koncu sekwencji aminokwasowej tych biatek. Polimerazy z tej
rodziny umiejscowione sa w jadrze i podczas trwania fazy S poln, n, t i Revl
przemieszczaja si¢ w okolice kompleksu replikacyjnego [38]. Podczas replikacji biatka
te w postaci wolnej obecne sa w srodowisku, w ktérym zachodzi proces powielania
DNA. Ten stan moze sugerowac, ze komdrka moze by¢ narazona na wlaczenie do
procesu replikacji polimerazy o niskiej doktadnosci dzialania, jednak w normalnych
warunkach nie jest prawdopodobne, aby polimerazy replikujace o wysokiej doktadnosci
mogly zostac zastapione przez inne polimerazy [42].
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Najbardziej znana polimeraza TLS jest poln wystgpujaca w komorkach ssakow,
ktorej niedobor wywotuje odmiang xeroderma pigmentosum (XP-V) o zwigkszonej
podatnosci na nowotwory skory [55]. Wigkszos¢ pacjentow z XP jest uposledzonych
w usuwaniu uszkodzen spowodowanych promieniowaniem UV za pomoca NER, za$
okoto 20% z nich, niemajacych tego defektu, wykazuje zmniejszona zdolnos¢ replikacji
DNA po dziataniu UV. In vitro DNA zawierajacy dimery pirymidynowe poln replikuje
réwnie wydajnie i doktadnie jak nieuszkodzony DNA [56]. Ze wzgledu na niska proce-
sywnos¢ poln jest prawdopodobne, Ze odlacza si¢ ona zaraz po ominigciu uszkodzenia.
Komorki XP-V maja podwyzszona czesto$¢ mutacji wywolanych UV, co wskazuje na
rolg poln w ustanawianiu niskiego poziomu mutacji w normalnych komorkach poddanych
dziataniu UV [54]. Jest wielce prawdopodobne, ze w przypadku braku poln podczas
TLS wykorzystywane sa inne polimerazy badz kombinacja polimeraz tego szlaku. Ze
wzgledu, Ze sa one mniej efektywne niz poln, moze to prowadzi¢ do nagromadzenia
mutacji w komorkach XP-V [78].

Fotoprodukty pirymidynowe nie moga zosta¢ ominigte przez poln ze wzgledu na to,
ze wywoluja powazniejsze znieksztatcenia DNA niz dimery pirymidynowe. Wyniki badan
na komorkach ludzkich sugeruja, ze polimerazami prowadzacymi syntez¢ pomimo
uszkodzen tego_typu sa pol{ i Revl, aczkolwiek szczegdtowy mechanizm nie zostat
jeszcze poznany [61]. Pol{ jest heterodimerem zawierajacym podjednostke katalityczna
Rev3 oraz podjednostke regulatorowa Rev7 [63]. Revl, Rev3 i Rev7 zostaty pierwotnie
zidentyfikowane w S. cerevisiae, a nastepnie u cztowieka. Uczestnicza one w TLS
uszkodzen wywotanych przez wiele czynnikow uszkadzajacych DNA [26, 27].

Wazne staje si¢ pytanie, jak polimerazy uczestniczace w TLS sa przytaczane do widetek
replikacyjnych, podczas gdy zostaje zablokowany kompleks powielajacy DNA? Ta zamiana
polimeraz replikacyjnych na polimerazy TLS jest nazywana przelaczaniem polimeraz.
Kluczowa role w tej zamianie odgrywa czynnik PCNA [34]. U S. cerevisiae, podczas
zatrzymania widelek replikacyjnych spowodowanych uszkodzeniami wywo-tanymi przez
siarczan metylometanu (MMYS), ulega ubikwitynacji lizyna 164 w PCNA. Ta ubikwitynacja
jest wywolana produktami genow, ktore do tej pory uwazano za zwiazane z replikacja
uszkodzonego DNA, aczkolwiek ich rola dotychczas nie jest do konca poznana. Mono-
ubikwitynacja PCNA prowadzona jest przez biatka E2 Rad6 i E3 Rad18, ktore nastgpnie
przylaczane sa do lizyny 63 przez heterodimery E2 Mms2-Ubc13 i E3 Rad5. Mono-
ubikwitynacja uwazana jest za zwiazana z procesem TLS, natomiast poli-ubikwitynacja
za zwiazang ze szlakiem usuwania uszkodzen za pomoca naprawy DNA, niewprowa-
dzajacym bledow [34]. Polimerazy n, | i K maja klasyczny motyw wiazacy PCNA
(PIP), aczkolwiek oddziatywania te sa bardzo stabe [31, 86]. Mono-ubikwitynacja PCNA
zwigksza jego powinowactwo do poln [39, 92]. Wykazano réwniez, ze polimerazy I, K i
Revl maja domeny wiazace ubikwityng (UBDs) i tak jak w przypadku poln i polt,
prawdopodobnie takze polimerazy K i Revl wiaza ubikwityng [7]. Kombinowane
mozliwos$ci zwiazania przez polimerazy ubikwitynowanego PCNA za pomoca PIP czy
UBDs rozszerza mozliwosci oddzialywania pomigdzy polimerazami a PCNA, ulatwiajac
zaro6wno ich przytaczanie do zatrzymanych widetek replikacyjnych, jak i ich przetaczanie.

Podczas ewolucji komorki ssakow wyksztalcity szeroka game specjalnych polimeraz
uczestniczacych w TLS pojedynczo czy wspotdziatajacych ze soba do omijania réznych
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typow uszkodzen DNA. Ich brak badz ostabione dziatanie pociaga za soba szeroko
idace konsekwencje prowadzace do cigzkich schorzen, zwigzanych rowniez z nieprawid-
lowym funkcjonowaniem NER.

UWAGI KONCOWE

Poznanie szlakow naprawy DNA przez wycinanie nukleotydéw pozwoli w przysztosci
pomagac¢ w diagnozowaniu oraz przy wykorzystaniu terapii genowej leczy¢ choroby
wywotane mutacjami w genach kodujacych biatka uczestniczace w tym typie naprawy.
Aktualna wiedza jest jeszcze daleka od tego, zeby zrozumie¢ ztozono$¢ procesow
zachodzacych w komorce z uszkodzonym DNA. Identyfikowane sa geny, ktore
podlegaja ekspresji w sytuacji zwiazanej ze stresem spowodowanym uszkodzeniami
DNA. Stuzy to do poznania odpowiedzi komorki, uzaleznionych od rodzaju uszkodzenia
DNA, w szczegdlnosci odnoszacych si¢ do indukcji naprawy oraz gendéw zwigzanych
z apoptoza wywolang uszkodzeniami spowodowanymi przez promieniowanie UV. Szlaki
naprawy DNA przez wycinanie nukleotydéw w okreslonych warunkach charakteryzuje
zdolno$¢ niezaleznego dziatania od innych reakcji komorkowych. Indywidualne czynniki
odpowiedzi komorkowej pelnia nie tylko rolg op6zniajaca cykl komorkowy, ale rowniez
bezposrednio badz posrednio oddziatuja z naprawa. To jak te czynniki rozpoznaja
uszkodzenia w DNA po to, by wybra¢ droge naprawy DNA czy tez apoptozy, pozostaje
do zbadania. Do zbadania pozostaje rowniez, gdzie umiejscawia si¢ uszkodzenie
wewnatrz kompleksu polimerazy RNA oraz jak wptywa ono na zatrzymanie, czy tez
na omijanie uszkodzenia przez enzym. Oprocz odpowiedzi na te pytania nalezy rowniez
odpowiedzie¢, jakie zmiany konformacyjne zachodza w polimerazie RNA w zalezno$ci
od typu uszkodzenia, jak rowniez czy polimeraza RNA powraca do miegjsca zatrzymania
po zakonczeniu naprawy i czy ten powrot wymaga oddziatywania dodatkowych biatek.
Poznanie tych zagadnien jest niezbgdne dla catkowitego poznania zwiazku naprawy
DNA z transkrypcja i roli tego sprzgzenia dla wlasciwego funkcjonowania komorki.

Te aspekty odpowiedzi na uszkodzenia DNA musza zosta¢ w przysztosci wyjasnione
dla lepszego zrozumienia odpowiedzi komérkowej na czynniki genotoksyczne. Wiedza
ta moze pozwoli¢ na rozwini¢cie strategii majacych na celu ochrong przeciwno-
wotworowa oraz chemioterapie. Wyniki pochodzace z sekwencjonowania genomu
cztowieka sa takze ogromnym zroédlem informacji, ktére moga pomoc w zrozumieniu,
jak ewoluowaty systemy obrony organizméw w odpowiedzi na oddziatywanie na DNA
czynnikdéw Srodowiskowych i komérkowych.
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