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DNA jest ciggle poddawane dziataniu czynnikéw
uszkadzajgcych pochodzacych zarowno z wnetrza komorki
jak i ze srodowiska.

Kowalencyjne modyfikacje zasad zmieniajgce parowanie sie
zasad komplementarnych nici.

Tworzenie sie par innych niz para Watson’a-Cricka pomiedzy
prawidtowymi zasadami DNA.

Kowalencyjne modyfikacje uniemozliwiajgce tworzenie par
zasad pomiedzy komplementarnymi ni¢mi.

Przerwanie wigzania N-glikozydowego (hydroliza) i usuniecie
zasady z DNA.

Pekniecie pojedynczej nici DNA
Pekniecie dwoch nici DNA




Czynniki uszkadzajgce DNA.

Czynniki fizyczne: promieniowanie UV i promieniowanie
jonizujace (X, v).

Czynniki biologiczne — wirusy.
Czynniki chemiczne:

Aktywne formy tlenu (ROS — ang. reactive oxygen
species) powstajg samoistnie w komodrce w wyniku
metabolizmu tlenowego.

Poklicykliczne weglowodory aromatyczne (PAH —
polycyclic, aromatic hydrocarbons).

Nitrozoaminy
Dioksyny




Konsekwencje uszkodzenia DNA

e W komorce wystepuje 2 x 3 x 10° x 2 nukleotydéw DNA.

e W ciele cztowieka jest 10'? komoérek, 1% z nich replikuje
DNA i dzieli sie kazdego dnia.

Nienaprawione uszkodzenie

/ DNA \

Zmiana wtasciwosci Zablokowana transkrypcja
kodujgcych Zablokowana replikacja
N\ }
Mutacje Smier¢ komorek

—

Choroby genetyczne Nowotwory



DNA moze ulegac uszkodzeniom nawet wtedy, gdy na komodrke
nie dziatajg zadne odbiegajgce od normy czynniki. Takie
uszkodzenia nazywamy spontanicznymi. Mogg one polegac na
hydrolizie wigzan (niebieskie strzatki), ataku czynnikow
utleniajgcych (czerwone strzatki) lub metylacji przez endogenne
czynniki metylujace (zielone strzatki).
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Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Oksydacyjna deaminacja zasad DNA moze rowniez zachodzic
spontanicznie. W jej wyniku powstajg zasady normalnie nie
wystepujgce w DNA moggce powodowac mutacje.
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Na podstawie: The Biology of Cancer (© Garland Science 2007)




Czynniki alkilujgce wywotujgce alkilacje DNA
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N NNK — nitrozoamina obecna w tytoniu.
Jest markerem narazenia na dym
AN tytoniowy. Produkty jej metabolizmu
O ) MELS
(np. przez CYP2A®6) sg silnymi
czynnikami alkilujgcymi zdolnymi do
N alkilacji np. pozycji 06 guaniny.
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Na podstawie: Fundamentals of Biochemistry, 2 ed.
© 2006 John Wiley & Sons oraz Wikipedia



Modyfikacja zasad czesto prowadzg do zmiany uktadu donorow
i akceptorow wigzan wodorowych co prowadzi do zmiany par
zasad w obrebie komplementarnych nici DNA.
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Czynniki powodujgce oksydacyjne uszkodzenia i ich
powstawanie w komorce.
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Guanina G 8-okso guanina

Jedno z najczesciej
wystepujacych w komadrce
oksydacyjnych uszkodzen DNA.




8-oksoguanina (8-hydroksyguanina) moze tworzy¢ pare z adening
co prowadzi do mutacji G->T. Jest to czeste zrodto mutacji ze
wzgledu na to, ze tak zmodyfikowana guanina jest jednym z
czesciej wystepujacych uszkodzen DNA.
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Depurynacja — jedno z najczesciej wystepujacych uszkodzen, powstaje spontanicznie
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Systemy naprawy DNA

e Naprawa bezposrednia — uszkodzenie zostaje usuniete bez
koniecznosci naruszania ciggtosci tancucha cukrowo-
fosforanowego.

e Naprawa poprzez wycinanie zasad (ang. base excision repair)
— pierwszy etap naprawy polega na usunieciu uszkodzonej
zasady DNA przez enzym zwany glikozylaza.

e Naprawa poprzez wycinanie nukleotyddéw (ang. nuceotide
excision repair) — polega na usunieciu uszkodzonego
fragmentu nici DNA (ok. 20 nukleotyddw) zaréwno
uszkodzonych, jak i sgsiednich, nieuszkodzonych
nukleotydow)




Systemy naprawy DNA

e Naprawa btednie sparowanych nukleotydéw (ang. DNA
mismatch repair) — system usuwa z nowo powstatej nici
DNA nukleotydy btednie sparowane. Brak chemicznej
modyfikacji DNA. Podstawowy problem — usuniecie
nukleotydu z nowej nici a nie z nici matrycowe;j.

e Naprawa dwunicowych peknie¢ DNA: polega na
odtworzeniu ciggtosci nici DNA. Odbywa sie albo poprzez
wigzanie niehomologicznych korncowek (mato doktadna)
albo poprzez tzw. rekombinacje homologiczng (bezbtedna,
czasochfonna).

e Tolerancja uszkodzenia - synteza DNA na matrycy
uszkodzonego DNA — ciggtos¢ nici DNA zachowana
kosztem mutacji.




Naprawa dimeru pirymidynowego przez fotoliaze u bakteri,
ten system naprawy uszkodzen nie wystepuje u cztowieka.
Dlaczego — nie wiadomo.
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Prawidlowe Powstanie Fotoliaza AbSOY,PCJ: a
DNA dimeru zwiazana z kwantu §wiatta
pod wptywem dimerem >300 nm

Uv 1 naprawa uszkodzenia




Naprawa bezposrednia — usuwanie grup alkilowych z niektérych pozycji w
zasadach DNA. U cztowieka wystepuje biatko MGMT (O6-methyl-guanine
DNA methyltransferase) usuwajgce grupy metylowe oraz inne grupy
alkilowe zwigzane z tlenem O6 guaniny. Naprawa odbywa sie bez
przerwania ciggtosci nici DNA. Grupa alkilowa zostaje przeniesiona na biatko
MGMT, ktore ulega trwatej modyfikacji a nastepnie degradacji. Nie jest to
wiec reakcja enzymatyczna sensu stricto. Nie wiadomo dlaczego w komorce
utrzymuje sie tak kosztowny system usuwania jednego typu uszkodzen
DNA.

Biatko naprawy
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Naprawa bezposrednia poprzez biatko MGMT

£ 0

Grupa .
alkilowa MGMT cysteina 145

p Ozycj 106 miejsce akceptorowe
guaniny

*Reakcja przebiega w sposob stechiometryczny; nie wymaga obecnosci
kofaktorow

*Miejsce akceptorowe biatka nie ulega regeneracji

*Nici DNA nie sg przecigte, proces nie generuje btedow




Schemat naprawy przez wycinanie zasad (ang. base excision repair BER)

e
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Glikozylaza tyminowa usuwa
tymine w parze z guaning
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e 3 - Kolejny enzym usuwa deoksyryboze pozbawiong
przecinajgc wigzanie zasady oraz grupe fosforanowa. Pozostaje nukleotyd
glikozydowe pomigdzy z wolng grupa OH oraz kolejny nukleotyd z reszta
tyming a deoksyryboza. fosforanowa przy weglu 5’. Brakujacy nukleotyd jest
dobudowany przez polimeraze p DNA. Nast¢pnie
szczelina jest wigzana przez ligaze.
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Ludzkie glikozylazy DNA

Skrét | Petna angielska nazwa AP Substraty

UNG Uracil DNA N-glycosylase Brak |ssU>U:6>U:A, 5-FU

UDG2 | Uracil DNA glycosylase 2 U:A

MBD4 | Methyl-Cp6G-binding domain 4 U lub Tw U/Tp6
Mut Y homolog A.G, A:8-ox0G

NTH1 | Endonuclease Three Homolog 1 Tak | Glikol-T, glikol-C,
formamidopirymidyna




W organizmie wystepujg oksydoreduktazy zwane cytochromami P-450 (CYP). Uczestniczg one w
wielu reakcja biosyntezy (cholesterol, hormony sterydowe) i degradacji zwigzkéw chemicznych.
Uczestniczg one rowniez w modyfikacji ksenobiotykéw — substancji wytwarzanych poza
organizmem. Ksenobiotykami mogg by¢ np. leki lub trucizny dostajgce sie do naszego organizmu
wraz z pozywieniem lub wdychanym powietrzem (dym tytoniowy). Ksenobiotykami
modyfikowanymi przez CYP sg np. policykliczne weglowodory aromatyczne (dym tytoniowy,
zanieczyszczenia powietrza, grilowane pokarmy). BaP w dwdch nastepujgcych po sobie reakcjach
utlenienia zostaje przeksztatcony do diol epoksydu.

Benzo[a]piren
(prokancerogen)
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NADPH + O,
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OH OH Diol epoksyd

benzo[a]pirenu
Na podstawie: The Biology of Cancer (© Garland Science 2007) (kancerogen)
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Diol epoksyd benzo(a)pirenu moze zosta¢ polaczony z czasteczka organiczna przez komorkowe enzymy i w tej fatwo
rozpuszczalnej postaci moze zosta¢ wydalony z organizmu. BPDE jest jednak bardzo reaktywna czasteczka i gdy znajdzie sig¢
w poblizu DNA moze potaczy¢ si¢ kowalencyjnie np. z egzocykliczna grupa aminowa guaniny tworzac tzw. addukt. Tak
zmodyfikowany DNA moze by¢ naprawiony przez system NER. Jesli do naprawy nie dojdzie przed replikacj¢ DNA
guaninowy addukt z tatwoscia generuje mutacjg G:C->T:A.

Na podstawie: The Biology of Cancer (© Garland Science 2007)



Promieniowanie UV jest jednym z gldownym mutagendw na jakie sa narazone zywe
organizmy zamieszkujace powierzchni¢ ziemi. U ludzi wywotuje ono ptaskonabtonkowe
raki skory oraz bardzo grozne nowotwory komorek pigmentowych — czerniaki. Najlepsza

ochrong przed tymi nowotworami jest ochrona skory przed UV zwlaszcza w dziecinstwie i
wieku mtodzienczym. Ilustracja przedstawia typy promieniowania UV 1 ich penetracj¢
przez ziemska atmosfere. Lampy bakteriobdjcze emitujg UV-C.

400-320 320-290 290-250 nm

Atmosfera

Poziom
gruntu




Najczestsze typy uszkodzen DNA wywotane
promieniowaniem UV.

Uszkodzenia DNAwywotywane przez
promieniowanie UV:

1. Cyklobutanowe dimery pirymidynowe.
2. Fotoproduktytypu 6-4

3. Uszkodzenia oksydacyjne.

4. Pckniecia nici DNA.

Na ilustracji przedstawiono uszkodzenia 1
12.




Gtowne typy uszkodzenn DNA indukowane przez
promieniowanie UV i tempo ich naprawy.

Cyklobutanowy dimer pirymidynowy Fotoprodukt 6-4

11111 I
‘LLL’*LL
90
-Najczestsze uszkodzenie UV -Rzadziej wystepujace uszkodzenie UV
-Naprawiane wolno w ludzkich -Naprawiane stosunkowo szybko (< 3h)

komorkach (< 24h)
-W nietranskrybowanym DNA
gryzoni naprawa hiewykrywalna.




Uproszczony schemat dziatania systemu naprawy poprzez
wycinanie nukleotydow.

T_ XPB -

Usunieta ni¢ zostaje
odbudowana przez polimeraze
DNA. Naprawe konczy ligaza.

Naprawa rozpoczyna
sie od rozpoznania
uszkodzenia przez
biatka XPA i XPC.
Dwie endonukleazy
(XPG, XPF) nacinajg
uszkodzong ni¢ DNA
po dwu stronach
uszkodzenia.

. Nastepnie dwie

helikazy (XPB, XPD)
rozplatajg podwadjng
ni¢ wokaot
uszkodzonego
nukleotydu i uwalniajg
ok. 25 nukleotydowy
fragment DNA
zawierajacy
uszkodzenie.



Mechanizm dziatania NER-GGR. Tzw. globalna naprawa genomu. Odbywa si¢
stosunkowo powoli. Dotyczy nici DNA nie ulegajacych transkrypcji.
Uszkodzone nici DNA sa rozpoznawane przez specjalne biatka: np. DDBI,
DDB2, XPC.

T
uszkodzony DNA EI[WI




Mechanizm dziatania NER-TCR (naprawa sprz¢zona z transkrypcja). Biatkiem
rozpoznajacym uszkodzenie jest polimeraza RNA. Przerywa ona transkrypcj¢ 1
przy wspotudziale bialek CSA 1 CSB zostaje usuni¢ta z matrycy, aby zrobic
miejsce dla bialek naprawczych, ktore koncza naprawe tak jak podczas GGR.

holoenzym
RNA pol I




Naprawa btednie sparowanych
nukleotydow. System ten  usuwa
poprawne nukleotydy, ktore btednie
zostaly wprowadzone do nowej nici
DNA. Btednie wprowadzony nukleotyd
nie tworzy pary Watsona-Cricka z
nukleotydem nici matrycowej. Biatko
MutS rozpoznaje niedopasowane zasady.
Nastepnie system musi ustali¢, ktora z
dwu =zasad znajduje si¢ na nowo
zsyntetyzowane] nici. W nowej nicl
wystepuja przerwy pomig¢dzy
niepotaczonymi fragmentami Okazakai.
To stanowi wskazowke umozliwiajaca
usunigcie dhugiego fragmentu nowej nici
wraz z niedpopasowanym nukleotydem.
Nastepnie nowa ni¢ zostaje odbudowana
przez polimeraz¢ DNA.

Na podstawie: The Biology of Cancer (© Garland Science 2007)

Niedopasowane zasady

P
\ O=
Marker pozwalajacy
rozpoznaé nowa ni¢
DNA
MutS
P

O

( MutlL )
Rozpoznanie niedopasowania

i poszukiwanie markera
pozwalajgcego ustali¢ ktéra
ni¢ nalezy usunac.

(MutS

System znajduje marker i
usuwa bardzo dtugi
fragment nowej nici razem z
btednie wprowadzong
zasada.

Maszyneria replikacyjna odbudowuje ciggtos¢
nowej nici.




Naprawa podwodjnych peknie¢ poprzez
taczenie niehomologicznych koncowek.
Odbywa si¢ wtedy gdy wystepuje
peknigcie a w poblizu nie ma
homologiczne;  sekwencji  mogacej
stuzy¢ do bezblednego odtworzenia
ciaglosci nici. Po rozpoznaniu pgknigcia
nastepuje jego oznaczenie przez swoiste
biatka 1 komoérka zostaje powiadomiona
0o jego  wystapieniu.  Nastepnie
egzonukleaza usuwa  jednoniciowy
fragment z kazdej koncowki. Tworzg sig
fragmenty  jednoniciowe  ulegajace
hybrydyzacji. Nastgpnie polimeraza 1
ligaza uzupelniaja brakujace fragmenty.
Proces ten zwykle generuje krotkie
delecje w miejscu pekniecia.

Dwuniciowe pekniecie DNA

=

!

Region mikrohomologii pozwala
na utworzenie
komplementarnego wigzania
faczacego obie nici. Polimeraza
uzupetnia braki a ligaza taczy
fragmenty nici konczac naprawe.

Na podstawie: The Biology of Cancer (© Garland Science 2007)

W rejonie pekniecia powstaje
kilkunukleotydowa delecja. Mechanizm
nie jest wiec dokfadny i gdy tylko jest to
mozliwe komorki uzywaja innego,
doktadnego systemu.



Naprawa podwdjnych peknige¢ poprzez
rekombinacj¢ homologiczna. Proces
rozpoczyna si¢ od oznaczenia pgknigcia i
powiadomienia komorki o jego wystapieniu.
Umozliwia to komorce zareagowanie
poprzez np. zatrzymanie cyklu
komoérkowego. Pozniej nastepuje usunigcie
jednoniciowego fragmentu po kazdej
stronie. = Powstate ~ wolne  fragmenty
jednoniciowego DNA poszukuja
homologicznego, nieuszkodzonego
fragmentu DNA siostrzanej chromatydy.
Wiazac si¢ z nim umozliwiaja polimerazie
DNA synteze¢ brakujacego fragmentu.
Nastepnie nowe nici odlaczaja sie¢ od
siostrzanej chromatydy wiaza si¢ na powroét
ze soba umozliwiajac polimerazie 1 ligazie
dokonczenie naprawy. Peknigta helisa
zostaje bezblednie odtworzona.

~——

Na podstawie: The Biology of Cancer (© Garland Science 2007)



Spotkanie widetek replikacyjnych z uszkodzeniem DNA.

Polimeraza zatrzymana Synteza W{Zd"Ui
przez uszkodzenie ~ mmmmm)p uszkodzenia:

N\ \jednoniciowe pol. n, pol. x
.

/ Polimeraza zatrzymana Dezintegracja widetek,
\ przez ,cross-link ) naprawa rekombinacyjna

>




Schemat syntezy na matrycy uszkodzonego DNA. Gdy replikacyjna polimeraza DNA
napotka tzw. nieinstruktywne uszkodzenie odpada od matrycy. Jej miejsce zajmuje
polimeraza, ktorej rolg jest ,odgadniecie” jakie nukleotydy nalezy wprowadzic¢
naprzeciw uszkodzonej matrycy. Zwykle ,zgaduje” one poprawnie wprowadzajac np.
AA naprzeciw dimeru tymidynowego. Jednak czasami polimeraza popetnia bfad i
generuje mutacje. Z punktu widzenia komérki mniej szkdd moze wyrzadzi¢ mutacja niz
pekniecie DNA do ktérego doprowadzityby zatrzymane widetki replikacyjne.

5’ Tz]'\ 3’

N
Polimeraza replikacyjna

S T=T 3

Polimeraza syntezy wzdtuz uszkodzenia.

5 . T=T 3’

(R
/'\/'\ 5I
Polimeraza replikacyjna




Rodzaje i funkcje niektérych polimeraz DNA.

Oznaczenie Nazwa Funkcja
grecka litera  ludzkiego genu
oL POLA Gtowna polimeraza replikacyjna
B POLB Naprawa BER, naprawa pojedynczych
pekniec.
v POLG Replikacja mitochondrialnego DNA
5 POLD1 Gtowna polimeraza replikacyjna
e POLE Gtowna polimeraza replikacyjna
C’ POLZ Replikacja uszkodzonej matrycy
n POLH Replikacja uszkodzonej matrycy
0 POLQ Replikacja uszkodzonej matrycy, naprawa
zespolonych nici (cross-link repair)
1 POLI Replikacja uszkodzonej matrycy ?
K POLK Replikacja uszkodzonej matrycy
N POLL Naprawa przez tgczenie niehomologicznych
koncowek.




Genetyczne predyspozycje do choréb nowotworowych spowodowane mutacjami genéw
naprawy DNA lub gendw systemow sygnalizujgcych uszkodzenia.

Przewazajacy typ
nowotworu

Nieprawidtowy enzym lub proces

Nazwa Nazwa genu
predyspozycji
HNPCC 4-5 gendéw
Xeroderma 8 gendéw

pigmentosum

Ataxia ATM
telangiectasia

Rodzinny rak BRCA1,
piersi i jajnika BRCA2

Zespot Wernera WRN

Zespot Blooma BLM

Zespot Nijmegen  NBS

Zespot Li- TP53
Fraumeni

Rak jelita grubego
Rak skory

Biataczki, chtoniaki
Rak piersi i rak jajnika
Miesaki, rak tarczycy
Guzy lite réznego
pochodzenia

Gtéwnie chtoniaki

Wiele réznych
nowotworéw

Na podstawie: The Biology of Cancer (© Garland Science 2007)

Naprawa btednie sparowanych
nukleotydow.

Naprawa przez wycinanie nukleotydéw.

Sygnalizacja dwuniciowych peknie¢ DNA.

Naprawa rekombinacyjna dwuniciowych
peknie¢ DNA.

Helikaza i egzonukleaza rekombinacyjna,
naprawa telomeréw

Helikaza rekombinacyjna

Naprawa dwuniciowych pekniec

Odpowiedz komorki na wystgpienie
réznych typow uszkodzen.
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