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Streszczenie

System naprawy DNA bierze udziat w utrzymaniu integralnosci genomu ulegajacego zmianom pod wptywem
czynnikéw egzogennych i endogennych. U cztowieka bezposrednio w proces naprawy sg zaangazowane produkty
biatkowe ponad 70 gendw, ktére uczestnicza w kilku systemach naprawczych. Proces naprawy zazwyczaj obejmuje
dwa etapy —wyciecie uszkodzenia i synteze naprawcza. Tak dziatajg systemy naprawy przez wycinanie zasad, przez
wycinanie nukleotydéw i naprawy btednie sparowanych zasad. Odmiennie przedstawia sie dziatanie systemu na-
prawy przez bezposrednia rewersje uszkodzenia — mamy woéwczas do czynienia jedynie z jednoetapowym proce-
sem, podczas ktérego zostaje zachowana integralnos¢ tancucha fosfodiestrowego DNA oraz systemu naprawy
rekombinacyjnej. Defekty biatek uczestniczacych bezposrednio w naprawie DNA i jej regulacji sa zwigzane ze zwiek-
szong podatnoscia na nowotwory oraz takimi zaburzeniami, jak zahamowanie wzrostu, postepujace zwyrodnienie
uktadu nerwowego, opéznienie umystowe, obnizenie odpornosci czy przyspieszenie procesu starzenia.

Stowa kluczowe: naprawa DNA, uszkodzenia DNA, enzymy naprawcze
Summary

DNA repair system plays an important role in keeping the integrity of genome which undergoes changes
caused by exo- and endogenous factors. Protein products of over 70 genes, involving directly in repair, take part
in some repair systems in humans. Repair process usually consists of two steps: excision of DNA damage and
repair synthesis. On the contrary, direct repair and recombination repair differ from excision repair systems:
base excision repair, nucleotide excision repair and mismatch repair. Direct repair is one-step process which
maintains the integrity of DNA phoshodiester bonds. Defects of proteins, which directly participate in the DNA
repair and its regulation are linked with cancer predisposition and other diseases like growth retardation,
progressive neurological degeneration, mental retardation, immunodeficiency or prematurely aged facies.
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Wstep

Prawidtowa naprawa DNA zapewnia utrzymanie in-
tegralnoSci genomu i petni kluczowa funkcje w jego
ochronie przed dziataniem czynnikéw kancerogennych.
Wysoka czestosé zmian DNA mogtaby mie¢ Smiertelne
konsekwencje dla organizmu, gdyby nie byta kontrolo-
wana przez systemy naprawy DNA, takie jak bezposred-
nia rewersja uszkodzenia, naprawa przez wycinanie
zasad azotowych (base excision repair — BER), przez wy-

cinanie nukleotydéw (nucleotide excision repair — NER),
btednie sparowanych zasad azotowych (mismatch repair
— MMR) oraz przez rekombinacje. Genami, ktére steruja
naprawa DNA zmienionego w wyniku mutacji (geny
kodujace enzymy kontrolujace wiernos¢ replikacji i na-
prawy DNA), sg geny naprawcze (mutatorowe). Zaburze-
nia funkcjonowania naprawy poreplikacyjnej btednie
sparowanych zasad prowadza do niestabilnosci geno-
mowej, sprzyjajace]j indukcji i rozwojowi procesu kance-
rogenezy.
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Naprawa DNA i nowotwory

Odziedziczone mutacje w genach naprawy DNA s3
u cztowieka silnie powigzane z wysokim ryzykiem za-
chorowania na nowotwory. Dziedziczny niepolipowaty
rak jelita grubego (hereditary nonpolyposis colorectal
cancer — HNPCC, zesp6t Lyncha) jest spowodowany mu-
tacjami w genach kodujgcych biatka zaangazowane
w naprawe niesparowanych zasad (mismatch repair).
Mutacje w genach BRCAI i BRCA2 s3 zwiazane z wyraz-
nie zwiekszonym ryzykiem wystapienia raka sutka — ko-
dowane przez te geny biatka biora udziat w wielu proce-
sach naprawy DNA, m.in. NHEJ (nonhomologous
end-joining) i rekombinacji homologiczne;.

Z kolei chemioterapia i radioterapia w leczeniu no-
wotworéw dziataja przez zahamowanie mechanizméw
naprawy DNA w komorkach, przez co prowadza
do Smierci komorek, zwtaszcza tych szybko sie dziela-
cych, czyli takze nowotworowych. Dodatkowo obie for-
my terapii powoduja takze znaczne uszkodzenia w sa-
mym materiale genetycznym. Leczenie takie powoduje
jednak skutki uboczne — uszkodzeniu ulegaja tez inne,
zdrowe komorki o podwyzszonym tempie proliferacji
—jak komérki pnia szpiku kostnego i komorki mieszkow
wtosowych.

W zapoczatkowaniu rozwoju nowotworu istotna ro-
le odgrywa wiele czynnikéw, a wéréd nich wazne miej-
sce zajmuja czynniki genetyczne [1-6]. Jest mato praw-
dopodobne, aby analiza zaburzen jakiegokolwiek
jednego genu pozwolita na wyjasnienie wszystkich waz-
nych cech biologicznych nowotworu cztowieka. Ztosliwy
fenotyp jest prawdopodobnie odzwierciedleniem wspot-
dziatania produktéw wielu gendw i z ich obecnosci lub
braku mozna domysla¢ sie cech biologicznych guza.

Zmiany DNA powstajace w wyniku oddziatywania
czynnikéw uszkadzajacych oraz btedéw replikacji moga
miec dla komérki powazne konsekwencje. Aby mozliwe
byto jej przetrwanie konieczne jest istnienie systeméw
naprawy DNA usuwajacych uszkodzenia i zmniejszaja-
cych czestosé mutacji. Systemy te wykazuja duza specy-
ficznos¢ substratowa i specjalizacje. Naleza do nich:
szlak naprawy przez bezposrednia rewersje uszkodze-
nia, wycinanie zasad azotowych, wycinanie nukleoty-
déw, naprawa btednie sparowanych zasad azotowych
oraz naprawa przez rekombinacje. W usuwanie uszko-
dzeh DNA zaangazowanych jest przynajmniej 130 bia-
tek [7]. Zmiany w kodujacych je genach moga prowadzic¢
do zwiekszenia ogblnej czestosci mutacji, rozwoju no-
wotworéw i innych powaznych choréb, w tym dziedzicz-
nych.

Organizmy zywe charakteryzuja sie wysokim stop-
niem zmiennosci genetycznej, odgrywajacej kluczowa
role w procesie ewolucji. Jej gtownymi zrédtami sg muta-
cje (genowe, chromosomowe i genomowe) oraz rekom-
binacja. Punktowe modyfikacje sekwencji nukleotydéw
powstate w wyniku utrwalenia réznorodnych uszkodzenh

DNA stanowig pierwotng przyczyne zmiennosci gene-
tycznej, umozliwiajacej powstawanie nowych alleli ge-
now.

Mutacje w genach kodujacych biatka maja szcze-
gbélne znaczenie, jesli powoduja zmiane kodowanego
aminokwasu na inny (mutacje zmiany sensu) lub ko-
don stopu (mutacje nonsensowne). Czesto punktowa
modyfikacja genu prowadzi do powstania wariantow
gorzej dostosowanych lub nawet letalnych. Mutacja
zmiany sensu moze nie powodowac zaburzen aktyw-
nosci biatka, jesli zmieniony aminokwas nie odbiega
witasciwosciami znaczaco od poprzedniego oraz jesli
nie nastapita ona w miejscu o kluczowym znaczeniu
dla funkcjonowania czgsteczki biatka (np. centrum ak-
tywnym), moze nawet by¢ korzystna. Powstajgce w ten
spos6b nowe warianty moga sie rozprzestrzeni¢ w po-
pulacji, a jesli co najmniej jeden z nich osiagnie cze-
stos¢ powyzej 1%, wéwczas gen ma charakter polimor-
ficzny.

Populacja ludzka cechuje sie polimorfizmem wielu
loci genowych, w tym genéw kodujacych biatka zwigza-
ne z procesami o kluczowym znaczeniu dla przezycia ko-
morki. R6zne warianty genéw przyczyniaja sie do wyste-
powania obserwowanej zmiennosci fenotypowej, m.in.
pod wzgledem reakcji na okreslone leki, wrazliwosci
na substancje mutagenne czy zdolnosci naprawy DNA.
Osoby majace niektére warianty polimorficzne ponosza
wieksze ryzyko rozwoju nowotworéw w przypadku eks-
pozycji na substancje toksyczne niz osoby z bardziej do-
stosowanymi allelami.

Obnizona zdolnos¢ naprawy DNA moze by¢ réwniez
powodowana wystepowaniem okreslonych wariantéw
polimorficznych biatek uczestniczacych w szlakach na-
prawy DNA. Zwykle polimorficzne wersje cechuja sie ak-
tywnoscia zblizong do typu dzikiego, jednak w przypad-
ku wystepowania takich wariantéw w wielu loci
i ekspozycji na czynniki uszkadzajace, ryzyko rozwoju
choroby nowotworowej moze by¢ wieksze, co potwier-
dzaja dane epidemiologiczne. Sposréd gendw zwiaza-
nych ze szlakami naprawy DNA liczne wystepuja jako
warianty polimorficzne, niektére maja nawet po kilka
miejsc podstawien aminokwasowych.

Skutecznosé¢ naprawy DNA zalezy od indywidualnej
aktywnosci wielu biatek, nalezacych do wyspecjalizowa-
nych systeméw. Zmiany w strukturze pierwszorzedowej
moga z kolei wptywac na ich wtasciwosci i efektywnosé
usuwania uszkodzen DNA. Zmniejszona zdolnos¢ napra-
wy czesto stanowi podtoze rozwoju choréb nowotworo-
wych, zestaw alleli genéw kodujacych biatka naprawcze
moze wiec w duzym stopniu okreslaé¢ indywidualne
zdolnosci usuwania uszkodzeh DNA i podatnos¢ na roz-
woj niektorych schorzen. Istotne jest wiec poznanie wa-
riantéw polimorficznych genéw zwigzanych z naprawg
DNA, ich rozktadu w populacji oraz przeprowadzenie od-
powiednich badan epidemiologicznych.
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Mechanizmy naprawy DNA

Naprawa przez bezposredniq rewersje uszkodzenia

Naprawa przez rewersje uszkodzenia jest procesem
jednoetapowym i nie wymaga usuniecia zmienionej za-
sady azotowej DNA. U ssakéw uczestniczy w niej mety-
lotransferaza O°-metyloguaniny DNA (O°-methylguani-
ne-DNA methyltransferase — MGMT) oraz obecne
u niektérych grup systematycznych fotoliazy, ich aktyw-
nosci nie stwierdzono jednak u cztowieka [8]. Komorki
defektywne pod wzgledem MGMT s3 szczeg6lnie wraz-
liwe na czynniki alkilujace, a organizmy pozbawione je-
go aktywnosci sg bardziej podatne na rozwéj nowotwo-
row [9].

Naprawa przez wycinanie zasad azotowych

Naprawa przez wycinanie zasad azotowych stuzy
gtownie usuwaniu nieskomplikowanych, lecz niebez-
piecznych w skutkach uszkodzen DNA, jakimi sg utlenio-
ne i N-alkilowane zasady azotowe (np. glikol tyminy,
8-oksoguanina, 7-metyloguanina, 3-metyloadenina),
uracyl i miejsca AR Naprawa przez wycinanie zasad azo-
towych rozpoczyna sie rozpoznaniem uszkodzonej lub
niewtasciwej zasady przez specyficzny substratowo en-
zym, glikozylaze DNA. Dokonuje ona hydrolizy wigzania
N-glikozydowego miedzy zmodyfikowana zasada a resz-
ta cukrowa, prowadzac do utworzenia w tancuchu DNA
miejsca AP [10]. Kolejny etap BER zwigzany jest z usu-
nieciem grupy 5’deoksyfosforanowej (dRp) przez enzym
o aktywnosci deoksyrybofosfodiesterazy (polimeraze
DNA-B z aktywnoscig liazy dRp oraz prawdopodobnie
glikozylaze OGG1) i uzupetnieniem luki odpowiednim
nukleotydem [11]. Po wypetnieniu luki dalsza naprawa
nastepuje wg dwodch odrebnych szlakéw — podstawowe-
go lub alternatywnego, w zaleznosci od struktury 5’dRP
[12].

W przypadku szlaku podstawowego nastepuje za-
stapienie zmodyfikowanego nukleotydu prawidtowym,
co stanowi ostatni etap naprawy. Szlak alternatywny
roézni sie od podstawowego przede wszystkim wymiang
az 2-10 nukleotydéw.

Genem kodujacym glikozylaze 8-oksoguaniny,
biatko uczestniczace w szlaku naprawy DNA BER, jest
hOGG1 (8-oxoguanine glycosylase). Znajduje sie w chro-
mosomie 3 (3p26.2) i zajmuje 16,68 kpz [13]. Gen OGGI
ma kilka miejsc polimorficznych [14]. Dziewieciu z nich
nie przypisano dotychczas zmian sekwencji aminokwa-
sowej kodowanego biatka. Tranzycja C1245G (ekson 7
genu) powoduje natomiast podstawienie w pozycji 326
tahcucha polipeptydowego hOGG1 seryny cysteina. We-
dtug niektérych badan nie wptywa ono na aktywnos¢
katalityczng enzymu (nie zaobserwowano réznic pomie-
dzy wariantami), wg innych jednak wariant 326Ser wy-
kazuje znaczaco wieksza zdolnosé naprawy uszkodzen
DNA niz 326Cys [15]. Polimorfizm ten jest powszechny
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w populacji ludzkiej, stwierdzono jego wystepowanie
u 0s6b o roéznej przynaleznosci etnicznej. Polimorfizm
ten ma znaczenie epidemiologiczne, gdyz obecnos¢
dwéch alleli 326Cys zwieksza ryzyko rozwoju kilku ty-
poéw nowotwordw [3]. Stwierdzono m.in. zwigzek pomie-
dzy ich wystepowaniem a nowotworem ptuc, przetyku
i prostaty [16-18]. Dane literaturowe wskazujg na brak
zwigzku pomiedzy polimorfizmem Ser326Cys a rakiem
piersi [19, 20].

Drugim istotnym genem mechanizmu BER jest
XRCCI (X-ray repair crosscomplementing group 1). Potozo-
ny jest w chromosomie 19 (19q13.2), zajmuje ok. 31,9 kpz
i zawiera 17 eksondw [21]. Biatko XRCC1 bierze udziat
w wypetnianiu jednonukleotydowej przerwy w nici DNA
utworzonej przez biatka majace wtasciwosci dRpazy lub
liazy dRp, wspbtdziatajac z polimerazg DNA-B i ligaza
DNA Illo.

Dotychczas stwierdzono istnienie 37 miejsc polimor-
ficznych w obrebie genu XRCCI, 14 z nich powoduje
zmiane kodowanego aminokwasu, a 4 wystepuja w po-
pulacji z czestodcig 3% lub wiekszg [22]. Trzy z nich
(Argl94Trp, Arg280His i Arg399Gln) przebadano pod
wzgledem epidemiologicznym [3]. Allel 194Trp wystepu-
je w grupach kontrolnych badan epidemiologicznych
z czestoscig 0,06-0,35 [3]. Wedtug wynikdéw uzyskanych
w wiekszosci z nich juz w uktadzie heterozygotycznym
zmniejsza on ryzyko rozwoju nowotworéw wielu typow,
m.in. piersi, ptuc i pecherza [23, 24]. Polimorfizm w po-
zycji 399 (ekson 10) jest zwigzany z podstawieniem Arg
— GIn w domenie BRCT | i moze mie¢ wptyw na ryzyko
rozwoju choroby nowotworowej, powodujac zaréwno
jego wzrost, jak i spadek, w zaleznosci od typu i lokali-
zacji raka [3]. Stwierdzono korelacje miedzy obecnoscia
allelu 399GlIn a poziomem uszkodzeh DNA i mutacji, jed-
nak wg badan efektywnosci naprawy peknieé jednoni-
ciowych oba warianty cechuje zblizona sprawnos¢, poli-
morfizm Arg399Gln moze wiec mie¢ niewielki wptyw
na domene BRCT | i funkcjonowanie XRCC1 [25].

Naprawa przez wycinanie nukleofydéw

System naprawy DNA przez NER umozliwia usuwa-
nie wielu rodzajéw uszkodzen, w tym bardziej ztozonych
niz usuwane przez BER, m.in. fotoproduktow, takich jak
dimery pirymidynowe, wewnatrzniciowych wigzan, du-
zych adduktéw powstatych w wyniku ekspozycji na afla-
toksyne, benzo[a]piren, psoraleny czy policykliczne we-
glowodory aromatyczne [26].

Naprawa obejmuje rozpoznanie uszkodzonego nu-
kleotydu (jako znieksztatcenie podwdjnej helisy), jego
wyciecie oraz synteze nowej nici DNA na matrycy nici
komplementarnej. W NER zaangazowanych jest 30 r6z-
nych biatek, niedobér lub brak niektérych z nich powo-
duje nadwrazliwosé na UV i rozwéj powaznych choréb,
m.in. syndromu Cockayne’a (Cockaney’s syndrome — CS)
czy xeroderma pigmentosum (XP) [27].
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Szlak podstawowy jest niezalezny od transkrypcji,
umozliwia wiec usuwanie uszkodzeh z nietranskrybo-
wanych fragmentéw genomu oraz nici kodujacej (nie-
transkrybowanej) transkrybowanych obszaréw DNA.
Szlak sprzezony z transkrypcja uczestniczy w usuwaniu
uszkodzen blokujacych synteze mRNA prowadzong
przez polimeraze RNA 11 [28].

Helikaze DNA uczestniczacg m.in. w szlaku naprawy
DNA NER sprzezonym z transkrypcja koduje gen XPD
(ERCC2) (xeroderma pigmentosum D, excision repair
cross-complementing group 2). Znajduje sie on na chro-
mosomie 19 (19q13.3) i zajmuje ok. 20,73 kpz [29]. W ob-
rebie genu XPD stwierdzono dotychczas istnienie
17 miejsc polimorficznych, z ktérych 6 wystepuje w ekso-
nach. Dwa z nich (kodony 156 i 711), ze wzgledu na de-
generacje kodu genetycznego, nie powoduja zmian
struktury pierwszorzedowej biatka, natomiast cztery zwia-
zane sg z podstawieniem aminokwasowym (Ile199Met,
His201Tyr, Asp312Asn i Lys751Gln) [30].

Podstawienie Lys751Gln (ekson 23) moze mie zna-
czacy wptyw na aktywnos¢ helikazowa XPD, gdyz miejsce
polimorficzne zlokalizowane jest w czesci C-koAcowej
biatka, oddziatujacej z p44. Wariant 751Gln wystepuje
w populacji z czestoscig ok. 0,29 (0,06-0,42 w grupach
kontrolnych badan epidemiologicznych) [3]. Wedtug nie-
ktorych badan allel 751Gln obniza ryzyko rozwoju niekt6-
rych typéw nowotworéw (m.in. piersi), wg innych wtasci-
wosci ochronne ma wariant 751Lys [31]. Dane uzyskane
dla 0séb z nowotworami powigzanymi z paleniem tytoniu
wskazuja, ze wariant 751GIn zwieksza ryzyko rozwoju
choroby u 0séb niepalacych, natomiast ma wtasciwosci
ochronne u palgcych tyton [32]. Stwierdzono réwniez, ze
allel 751GIn moze przyczynia¢ sie do skuteczniejszego
usuwania uszkodzen DNA, przynajmniej wprowadzanych
przez UV. Nie zaobserwowano wyraznej korelacji miedzy
wariantem genu a rozwojem choroby nowotworowej,
gdyz dane uzyskane w trakcie badan epidemiologicznych
nie wykazuja takiego zwiagzku badz s3 sprzeczne [3]. Ba-
dania populacji kobiet polskich chorych na raka piersi nie
wykazaty zwigzku pomiedzy polimorfizmem Lys751GlIn
genu XPD a wystgpieniem procesu nowotworzenia w gru-
czole piersiowym [33, 34]. Nie stwierdzono réznic w roz-
ktadach genotypow i czestosci alleli pomiedzy grupa
badang a kontrolng. Wszystkie rozktady byty zgodne
z prawem Hardy’ego-Weinberga.

Naprawa btednie sparowanych zasad azotowych

System naprawy btednie sparowanych zasad azoto-
wych usuwa gtéwnie btedy powstate w trakcie replikacji
DNA i niewtasciwe pary zasad tworzace sie w wyniku re-
kombinacji DNA oraz spontanicznej lub indukowanej de-
aminacji, utleniania badZ metylacji zasad azotowych [35].

System naprawy btednie sparowanych zasad azoto-
wych odgrywa wazna role w utrzymywaniu stabilnosci
genomu, dlatego jego defekty prowadza do powaznych

schorzen, np. dziedzicznego niepolipowatego raka jelita
grubego i innych nowotworéw [36].

Rozpoznania btednego sparowania zasad dokonuja
kompleksy biatkowe MutSa i MutSB, zdolne do wigza-
nia sie z uszkodzeniem. Kompleks MutSa sktada sie
z homologdéw bakteryjnego biatka MutS: MSH2 i MSH6
(znanego takze jako GTBP — GT-binding protein) [37],
MutSB natomiast ztozony jest z MSH2 i MSH3.

Gen hMSH2, wraz z hMLH]1, ulega zaburzeniom w ro-
dzinnym, niepolipowatym raku jelita grubego (HNPCC)
[38, 39]. Ta rodzinna przypadtos¢ predysponuje nie tylko
do raka jelita grubego, ale tez do raka endometrium, zo-
tadka, jajnikow i drég z6tciowych [40]. Oprocz tego mu-
tacje w hMSH2 sa wykrywane w sporadycznych rakach
jelita grubego, endometrium [41, 42], Zotadka [43], gto-
wy i szyi [44] i prostaty [45].

Od 30 do 70% pacjentéw z klinicznie potwierdzona
diagnoza HNPCC ma mutacje w jednym z genéw szlaku
MMR, najczesciej w hMLHI i hMSH2, rzadziej w PMS],
PMS2 i hMSH6 [46, 47].

Nosiciele mutacji w hMLHI i hMSH2 charakteryzuja
sie wysokim ryzykiem rozwoju raka jelita grubego
w czasie catego zycia, siegajacym 80% [48]. Jak juz
wspominano, guzy z zaburzeniami systemu MMR cha-
rakteryzuja sie niestabilnoscig mikrosatelitarng (micro-
satellite instability — MSI).

W genomie komoérek raka piersi wykryto zaburzenia
w krotkich, powtarzajacych sie sekwencjach nukleoty-
dow (sekwencje mikrosatelitarne), rozsianych w warun-
kach prawidtowych po catym genomie. Za zmiany te
okre$lone mianem niestabilnosci sekwencji mikrosateli-
tarnych odpowiedzialny jest uogélniony defekt mecha-
nizméw odpowiadajacych za wiernosé¢ replikacji DNA
lub za poreplikacyjng naprawe DNA. Defekty tego typu
pojawiaja sie w wyniku mutacji genéw mutatorowych
MMR (mismatch repair), bioragcych udziat w naprawie
nieprawidtowo sparowanych zasad DNA oraz zasad nie-
sparowanych powstajacych wskutek insercji lub delecji.
Sekwencje mikrosatelitarne sg szczeg6lnie podatne
na btedy w replikacji, a zaburzenia wykryte w ich obre-
bie sg markerem zahamowania czynnosci genéw muta-
torowych. Do tej pory wykryto mutacje w genach
hMSH2, hMLH1, hPMS1 i hPMS2. Z danych literaturo-
wych wiadomo, Ze najczesciej spotykane s3 mutacje
w genie hMLHI [49, 50].

Naprawa przez rekombinacje

Naprawa przez rekombinacje umozliwia usuwanie
wielu powaznych uszkodzen DNA, przede wszystkim
peknie¢ dwuniciowych. Pekniecia te moga powodowac
utrate czesci chromosoméw oraz translokacje materiatu
genetycznego miedzy nimi. Ponadto sg one silnymi in-
duktorami programowanej $mierci komorki [51].

U eukariontéw istniejg dwa gtéwne szlaki naprawy
peknie¢ dwuniciowych — rekombinacja homologiczna
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(homologous recombination — HR) oraz rekombinacja
niehomologiczna (nonhomologous end-joining — NHE)),
ponadto wyrdzni¢ mozna jeszcze system taczacy cechy
HRR i NHEJ — dopasowanie pojedynczych nici DNA
(single-strand annealing — SSA). Zwykle w danej grupie
systematycznej przewaza jeden ze szlakéw, np. u droz-
dzy gtownym systemem naprawy peknie¢ dwunicio-
wych jest rekombinacja homologiczna, natomiast u ssa-
kéw dominuje rekombinacja niehomologiczna [52, 53].

Rekombinacja homologiczna

Szlak naprawy przez rekombinacje homologiczng
umozliwia usuniecie uszkodzenia, jednoczeénie zapew-
niajac duza wiernos¢ odtwarzania pierwotnej sekwencji
zmodyfikowanego DNA. Jako matryca w naprawie
uszkodzonego chromosomu wykorzystywana jest cza-
steczka DNA cechujaca sie homologia sekwencyjna,
zwykle stanowi ja nieuszkodzony homolog tego chro-
mosomu [54].

Najwazniejszym biatkiem biorgcym udziat w napra-
wie przez rekombinacje homologiczng jest RAD5], sta-
nowiacy gtéwny sktadnik kompleksu rekombinacyjnego
z biatkami pomocniczymi z jednoniciowym fragmentem
powstatym na kohcu uszkodzonej czasteczki DNA, two-
rzac kompleks presynaptyczny, po czym rozpoznaje ho-
mologiczng sekwencje w obrebie nieuszkodzonej cza-
steczki. Powstanie kompleksu rekombinacyjnego
utatwiaja biatka pomocnicze bedace paralogami RAD51,
w tym RAD51B, C, D, XRCC2 i XRCC3 [55, 56].

Gen RADS5]1 zlokalizowany jest na chromosomie 15
(15g15.1), zajmuje 36,99 kpz RAD51, biatko o masie cza-
steczkowej 37 kDa sktadajace sie z 339 reszt aminokwa-
sowych [57] odgrywa kluczowa role w naprawie dwuni-
ciowych peknie¢ DNA przez HRR oraz w rekombinacji
DNA w trakcie mitozy i mejozy. Biatko to stanowi gtow-
ny komponent kompleksu rekombinacyjnego RAD51/
/RAD52/RPA. Uczestniczy ono w poszukiwaniu regionéw
homologii miedzy niémi, tworzeniu kompleksu presy-
naptycznego (w ktérego sktad wchodza nici majace ulec
wymianie oraz biatka zwigzane z rekombinacja) oraz
tréjniciowego kompleksu synaptycznego. RAD51 promu-
je wymiane nici (w kierunku 3’ — 5" w stosunku do nici
tworzacej kompleks presynaptyczny), w trakcie ktorej
powstaje heterodupleks i petla D. Dotychczas nie stwier-
dzono istnienia wielu wariantéw polimorficznych genu
RAD51, a ze znanych wiekszos¢ znajduje sie w intronach,
natomiast obecne w eksonach nie sg zwigzane z pod-
stawieniami aminokwasowymi. W obrebie tego genu
stwierdzono istnienie dwéch miejsc polimorficznych
w regionie 5’ niepodlegajacym translacji: G135C oraz
G172T [58].

RADS51 uczestniczy w naprawie DNA, a ponadto od-
dziatuje z biatkami BRCA, ktérych mutacje sa czesto
spotykane w raku piersi, dlatego tez polimorfizm G135C
moze by¢ powigzany z wiekszym ryzykiem rozwoju tego
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nowotworu. Stwierdzono, ze wariant C moze zwiekszac
ryzyko rozwoju tego raka u nosicielek mutacji w genach
BRCA1 i BRCA2 [58], nie stwierdzono natomiast jego
wptywu na zachorowalnos¢ u kobiet bez tych mutacji
[59]. Polimorfizm G135C moze powodowac zmiane spo-
sobu sktadania mRNA, co z kolei wptywa na funkcjono-
wanie biatka badz efektywnosé translacji [58].

W populacji kobiet polskich stwierdzono zwiazek po-
miedzy polimorfizmem powtérze dwunukleotydowych
genu RAD51 a rakiem piersi. Genotyp CA;; w obszarze
13g12-13 moze by¢ czynnikiem ryzyka procesu transfor-
macji nowotworowej w piersi [60].

Paralog biatka RAD51 koduje gen XRCC2 (X-ray repa-
ir crosscomplementing group 2) [61]. Gen XRCC2 zlokali-
zowany jest na chromosomie 7 (7q36.1), i zajmuje 29,68
kpz. W obrebie genu XRCC2 stwierdzono obecnos¢
dwéch miejsc polimorficznych zwiazanych z podsta-
wieniem aminokwasowym: w eksonie 2 — AlaléSer
i w 3 —Argl88His oraz dwéch w regionach niepodlegaja-
cych translacji: 5° G4234C oraz 3’ G41796A [4, 62].
Dotychczas przeprowadzono badania epidemiologiczne
polimorfizmu Argl88His. Zgodnie z ich rezultatami, rzad-
szy wariant 188His (o czestosci 0,05 w populacji amery-
kanskiej) moze zwiekszac¢ ryzyko zachorowania na raka
piersi, zaleznos¢ ta jest szczegblnie wyrazna w przypad-
kach choroby u 0s6b mtodych, w przypadku ktérych no-
wotwor ten wystepowat takze u innych cztonkéw rodzi-
ny [62]. Ponadto stwierdzono, ze podstawienie Arg —
His moze mie¢ wptyw na aktywnosé tego biatka [63].

Innym genem, ktéry podobnie jak XRCC2 koduje
biatko bedace paralogiem RAD51, uczestniczace w re-
kombinacji homologicznej prawdopodobnie poprzez
utatwianie powstawania komplekséw nukleoproteino-
wych RAD51 i ich stabilizacje, jest gen XRCC3 (X-ray re-
pair cross-complementing group 3). Jest on zlokalizowa-
ny na chromosomie 14 (14g32.3) i zajmuje 17,85 kpz
[64].

Gen XRCC3 ma trzy znane miejsca polimorficzne:
w regionie 5" 4541A — G, w pozycji 17893A — G oraz
w eksonie 7, zwigzane z podstawieniem aminokwaso-
wym Thr241Met [62]. Wariant 241Met wystepuje w gru-
pach kontrolnych badan epidemiologicznych z czesto-
Scig 0,230,38 [3]. Stwierdzono, ze zwieksza on ryzyko
zachorowania na nowotwor pecherza moczowego oraz
czerniaka, nie zaobserwowano natomiast takiej zalezno-
Sci dla raka ptuc [65].

Dane literaturowe wskazuja na brak zwiazku pomie-
dzy polimorfizmami genéw XRCC2 i XRCC3 a rakiem
piersi [66, 67]. W populacji kobiet polskich chorych
na raka piersi nie stwierdzono zmian w rozktadach ge-
notypéw i czestosci alleli badanych polimorfizmow.
Wszystkie rozktady byty zgodne z prawem Hardy’ego-
-Weinberga.

Wiadomo, ze na inaktywacje RAD51, RAD52, RAD54,
BRCA1, BRCA2 moze wptywac utrata heterozygotyczno-
Sci (LOH) w loci 15g15.1, 12p13, 1p32, 17211 13g12-13 [68],
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co moze prowadzi¢ do rozwoju nowotworu. Utrata hetero-
zygotycznosci w genach RAD51, 52 i 54 oraz BRCA1/2
moze by¢ zwigzana ze ztymi prognozami dla chorych
[68]. W populacji kobiet w Polsce chorych na ten nowo-
twor nie stwierdzono utraty heterozygotycznosci w re-
gionie 8q12-q24.1 obejmujacym gen RAD54B [69]. Niesta-
bilnos¢ mikrosatelitarna w genach RAD54/54B moze by¢
natomiast zwigzana z procesem nowotworzenia w gru-
czole piersiowym u tych kobiet [70].

Rekombinacja niehomologiczna

Szlak naprawy DNA przez rekombinacje niehomolo-
giczng umozliwia potaczenie peknietych nici, nie wyma-
gajac istnienia homologii miedzy nimi, system ten ce-
chuje sie wiec matg wiernoscig odtwarzania sekwencji
wyjsciowej. Pomimo tego moze on stanowi¢ gtéwny
szlak naprawy peknie¢ dwuniciowych w komérkach ssa-
kéw [70]. Biatkiem, ktére uczestniczy w rekombinacji
niehomologicznej, jest XRCC4. Jego funkcje nie zostaty
jeszcze blizej okreslone, jednakze wiadomo, ze oddziatu-
je ono z ligaza IV i biatkiem Ku [71].

Podsumowanie

W ostatnich latach dokonat sie znaczny postep
w poznaniu mechanizméw naprawy DNA. Dzieki mozli-
wosci szybkiego sekwencjonowania oraz analizy se-
kwencji DNA pochodzacych od r6znych organizméw sta-
to sie mozliwe wykrycie i poznanie struktury oraz
funkcji wielu biatek systemu naprawy ssakéw. Wiedza
o tych procesach, ich regulacji oraz o r6znych czynni-
kach wptywajacych na ich aktywnos¢ i wydajnos¢ po-
zwoli w przysztosci na skuteczniejsze zapobieganie wie-
lu chorobom zwigzanym z niedostateczng naprawa
uszkodzen DNA, prowadzaca w konsekwencji do muta-
cji, niestabilnosci genomu oraz choréb nowotworowych.
Z drugiej strony, mutacje zwigzane z genami naprawy,
zwtaszcza ich zwielokrotnienie w komérkach rakowych,
przyczyniaja sie do nieskutecznosci chemioterapii no-
wotwordw. Pogtebienie wiedzy o funkcjonowaniu syste-
mow naprawy DNA u cztowieka moze pozwoli¢ na opra-
cowanie nowych lekéw przeciwnowotworowych,
a zwtaszcza inhibitorow enzyméw naprawy odpowie-
dzialnych za opornosé niektérych rodzajow nowotwo-
row na leczenie.
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