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C. NAPRAWA USZKODZEN DNA

1. SYSTEM NAPRAWY NHEJ

Naprawa dwutancuchowych peknig¢ DNA rozpo-
czyna si¢ od detekcji uszkodzenia przez polimerazy
poli ADP-rybozy (PARP), przytaczenie biatek wigza-
cych RNA i remodulujacych chromatyne, ekspresje
regulacyjnych RNA i przynajmniej przejSciowe przy-
laczenie kompleksu MRN, kinazy Atm.p i kompleksu
biatek KU i kinazy Prkdc.p/Dnapkces.p.

Te reakcje znane jako odpowiedz na uszkodzenie
DNA (DNA damage response — DDR) juz zostaly opi-
sane. Skutkiem tych reakc;ji jest:

— przylaczenie polimeraz ADP-rybozy PARP, stabili-
zacja i ochrona przed nukleazami koncéw dwutancu-
chowej przerwy DNA,

— przyltaczenie biatek wiazacych RNA i tworzenie
,stref ograniczonych” otaczajacych DSB (przerwe
dwutancuchows),

— korekta braku kompatybilnosci koncow DSB, zwtasz-
cza defosforylacja koncow 3’ i fosforylacja koncow 5°,

— wybor typu naprawy: cNHEJ, atNHEJ/MMEJ, HR
lub SSA.

a. Naprawa typu cNHEJ

c¢NHEJ (,,kanoniczne” taczenie koncow bez wyszu-
kiwania homologicznych sekwencji) jest najszybsza
metoda reperacji pgknie¢ dwulancuchowych DNA.

W przypadku DSB z ,,tepymi” koncami lub ,,zgod-
nymi” koncami (spowodowanymi na przyktad przez
enzymy restrykcyjne) reperacja wymaga tylko obec-
no$ci dimeru KU (Xrcc5.p i Xrec6.p), DNA ligazy 4,
biatek XI1f.p/Nhejl.p i Xrcc4.p. Takze brak enzymow
PARP i brak syntezy PAR ogranicza, ale nie znosi
naprawy typu cNHEJ.

W przypadku skomplikowanych peknig¢ dwutancu-
chowych (DSB z wystajacymi koncami, z fosforylacja
konica 3’ i defosforylacjg konca 5°, z ubytkami se-
kwencji, ,,odstajacymi” koncami, strukturami ,,szpil-
ki do wlosé6w” lub uszkodzeniami oksydacyjnymi)
w mechanizmie cNHEJ uczestniczg takze kinazy:
Atm.p i Dnapkes.p/Prkdc.p, nukleazy: DclrelC.p/Ar-
temis.p, DNA polimerazy: PolL.p i PolM.p, i kinazy
polinukleotydowe (PNK). Mutacje genu DCLREIC po-
woduja wrodzony zespo6t powaznego braku odpornosci
(SCID typu OMENN).

W rekombinacji V(D)J genéw immunoglobulino-
wych bierze udziat podobna do DclrelC.p egzonukle-
aza DclrelB.p/Apollo.p. Drozdze S. cerevisiae nie
maja w ogole kinaz typu Prkdc.p/Dnapkes.p i nukle-

azy DclrelC.p. Podobng egzonukleaza drozdzy jest
biatko Snml.p.

cNHEJ jest naprawg typowa dla fazy G1 cyklu.

W fazie S cyklu cNHEJ jest powodem niestabilnosci
genomowej i czesto §mierci komoérek. Naprawa typu
cNHEJ zachodzi bardzo szybko, nawet przy braku
kompatybilnosci koncéw DSB i nie jest tatwo ustali¢
kolejnos¢ procesdw w niej zachodzacych. Wydaje sig,
ze mozna odroznic¢ 6 etapéw w naprawie cNHEJ:

1. Wykrycie uszkodzenia i tworzenie ,,strefy ogra-
niczajacej” zostalo opisane uprzednio. Biatka
Parpl.p i Parp3.p wykrywaja DSB i inicjuja two-
rzenie tancuchow PAR. Zwykle wigzanie Parpl.p
i bialek KU jest niestabilne i biatka konkuruja
o przytaczenie do koncéw DSB.

Acetylacja zwicksza wigzanie Parpl.p i blokada

deacetylaz przez trichostatyne A stabilizuje Parpl.p

w DSB i hamuje wigzanie dimeru KU. Przej$ciowe

wiazanie Parpl.p i synteza PAR ma znaczenie dla

przylaczania biatek wigzacych RNA, kinazy Atm.p

i kompleksu MRN.

PAR wiaze tez biatko remodulujace chromatyne

Chd2.p i biatko szkieletowe kompleksu cNHEJ —

Xrecd.p. Chd2.p przejsciowo rozluznia chromatyneg

i wymienia w regionalnych nukleosomach histon

H3 na izoforme¢ H3.3. Histon H3.3 ulatwia tworze-

nie kompleksu reperacyjnego cNHEJ, ale nalezy za-

znaczy¢, ze brak Parpl.p i Chd2.p tylko czesciowo
obniza t¢ reperacjg.

2. Decyzja o typie reperacji. Regulacja resekcji kon-
cow 5’ DSB zachodzi jednocze$nie z wyborem
typu naprawy tego uszkodzenia DNA. Opisano
kilka mechanizmow tej regulacji:

— Obecnos¢ i aktywacja kinazy Atm.p powoduje
fosforylacje biatka 53bplp, co zwicksza wigzanie
biatka Rifl.p (Rapl.p interacting factor 1) i bia-
ek Ptip.p (PAX transactivation domain interac-
ting protein). Stymuluje to naprawe typu cNHEJ.
Brak biatek 53bpl.p i Rifl.p aktywuje nukleazy
CtIP.p/Rbbp8.p i Mrell.p, a takze kinaze P1k3.p.
Hamuje to naprawe cNHEJ w fazie Gl, ale nie
moze aktywowac¢ dlugich resekcji i naprawy HR
(brak aktywnosci nukleazy Exol.p). Aktywacji
ulega naprawa altNHEJ/MMEJ.

— Vep.p/Cdc48 (valosin containing protein) usuwa
biatko L3mbtL1.p z H4K20me?2 i umozliwia wia-
zanie 53bpl.p. Kofaktorami tego procesu sa:
Nploc4.p i UfD1.p — biatka rozpoznajace ubikwi-

tyne.
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— Brak Cdk2.p w fazie Gl jest wazny dla aktywacji
53bpl.p — Rifl.p i dla zahamowania nukleaz rese-
kujacych 5° konce DSB.

— Acetylacja histonow, Blm.p i Rbbp8.p/Ctlp.p ha-
mujg wycinanie konca 5° DSB i aktywuja pro-
ces cNHEJ. Inhibitory deacetylaz histonow (jak
na przyktad trichostatyna A) stabilizujg Parpl.p
w DSB, hamuja naprawe cNHEJ i aktywuja na-
prawe alt-NHEJ.

— Niski poziom Brcal.p w fazie Gl skutkuje bra-
kiem kompleksu Brcal.p — Rbbp8.p, ktory jest
odpowiedzialny za stymulacje resekcji konca 5’
DSB i reperacje typu HR.

— Przejsciowa kondensacja chromatyny przez ak-
tywacje H3K9 metylotransferazy Prdm?2.p akty-
wuje resekcje koncow i hamuje cNHEJ.

— Obecno$¢ biatka Mad2L.2.p (mitotic spindle as-
sembly factor 2 like 2) hamuje resekcje 5° konca
DSB i aktywuje cNHEJ.

. Wiazanie heterodimeru KU (Xrcc5.p/KUS80.p

i Xrcc6.p/KU70.p). Dimer KU tworzy pierscien

otaczajacy dsDNA i $lizgajacy si¢ wzdtuz czasteczki

DNA. Dimer KU ma aktywno$¢ 5’- deoksyrybozo/

AP liazy, usuwajacej miejsca pozbawione zasad

z konca 5’ DSB.

Helikazy Wrn.p i RecqLl.p stymuluja wigzanie

dimeru KU, a potem stymuluja nukleazy kory-

gujace niedopasowania (jak Artemis.p). Helikaza

Wrn.p jest tez 3’-5° egzonukleaza, ale jej rola nie

jest w pelni wyjasniona.

. Naprawa niekompatybilnych koncéow DSB ma

miejsce w czasie przytaczenia dimeru KU lub

bezposrednio po tym przylaczeniu. Tgpe kon-
ce 1 kompatybilne konce ligowane sg bez zadnej
zmiany. Setmar.p/Metnaza jest wigzana przez

Prpf19.p/Pso4.p (pre-mRNA processing factor) i lo-

kalizowana w regionie DSB. Metnaza metyluje hi-

ston H3 (H3K4 i H3K36), co rozluznia chromaty-
ng, promuje naprawe koncow i zwicksza cNHEJ.

Najczestszymi uszkodzeniami DNA w miejscu

DSB sa:

— Fosforylacja konca 3’ usuwana jest przez Pnpk.p
(polinukleotydowa fosfataze/kinaze).

— Obecnos¢ grup fosfoglikolowych w koncach
3’ DSB. Sa one usuwane przez Tdpl.p (DNA
fosfodiesteraza tyrozylowa) i zamieniane na
reszty 3’ fosforanowe.

— Obecno$¢ grup hydroksylowych w koncach 5’
DSB. Sa one usuwane i zamieniane na reszty
5’ fosforanowe przez Pnpk.p.

— Obecnos¢ ,,czapeczek” DNA 3’-pp-5’G na kon-
cach DSB jest zwykle usuwana przez hydrolaze
diadenozyno polifosforanu Aptx.p (aprataksyne).

Aptx.p bierze udzial w reperacji SSB i DSB
(wiaze bezposrednio Xrccl.p i Xrec4.p). Muta-
cje genu APTX powoduja zespét EAOH (early
ataxia, oculomotor apraxia and hypoalbumine-
mia).

— Usunigcie 5” wystajacych koncéw zalezy od ak-
tywnosci 5’-endonukleazy DclrelC.p/Artemis.p.
Artemis.p usuwa tez grupy fosfoglikolowe z 3’
koncow DSB.

— Przerwy jednotancuchowe lub jednotancuchowe
konce 5’ s3 wypetniane przez DNA polimerazy
PolL.p i PolM.p.

. Wiazanie kinazy Prkdec.p/Dnapkcs.p zachodzi

bardzo szybko po wiagzaniu dimeru KU. Wiazanie
odsuwa dimer KU od konca DSB. Prkdc.p zwigza-
na na koncach DSB tworzy strukture synapsy,
blokuje aktywnos¢ nukleaz i ligaz.

Wiazanie Prdkc.p w pewnym stopniu zalezy od
przylaczenia Cbx1.p/Hplp.p, ktory fosforylowany
w T51 przez Csnk2.p/CklLp odiacza si¢ od histonu
H3K9me3 i wiaze z kinaza Prkdc.p.

Metylacja Prkdc.p w K1150, K2746 1 K3248 zwick-
sza wigzanie do Cbx1.p.

Prkdc.p/Dnapkes.p poczatkowo ulega fosforylacji
w T2609 przez Atm.p i przez Aktl.p aktywo-
wang przez kinaze Egfr.p, a nastgpnie licznym
fosforylacjom (w 40 resztach aminokwasowych),
jak na przyktad w regionie S2056. Te fosforylacje
aktywuja cNHEJ i nawet sa konieczne do zycia.
Natomiast fosforylacje T946 lub S1004 hamuja
zwykle cNHEJ.

Regulatorami fosforylacji Prkdc.p sa fosfata-
zy: PpplCA.p/Ppl.p, PtpA.p/Pp2A.p, Ppp4C.p,
Ppp5C.p/Pp5.p i Ppp6C.p/Ppb6.p.

Po aktywacji Prkdc.p/Dnapkes.p fosforyluje biatka
dimeru KU, H2AX.p, Hsp90A Al.p, Aktl.p, p53,
nukleaze DclrelC.p/Artemis.p, HnRNPU/Safa.p,
Pnkp.p, Xrccd.p, Ligd.p, Nhejl.p/XI1f.p, Aplf.p
(aprataxin and PNKP like factor, biatko odgrywa-
jace role w reperacji DSB i SSB — wiaze Xrcc4.p
i Xrccl.p).

Przed przylaczeniem kompleksu ligazy kinaza
Prkdc.p/Dnapkes.p ulega autofosforylacji i odtagcza
si¢ od kompleksu reperujacego DSB.

. Przylaczanie kompleksu ligazy 4. Ligacja. Kom-

pleks ligazy sklada si¢ z biatka Xrcc4.p (fosforylo-
wanego przez kinazg kazeinowg II (Csnk2.p) i sta-
bilizujacego konce DSB), z biatka Nhejl.p/XIf.p
(wigzacego Xrccd.p i Aplx.p) i DNA ligazy 4. DNA
ligaza 4 (Lig4.p) wiaze DNA przez domene N-kon-
cowa, a Xrccd.p przez domeng C koncowa (rys. 34).
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Rys. 34. Naprawa przerw dwutancuchowych DNA przez ¢cNHEJ:

(A) Wykrycie uszkodzenia i tworzenie ,,strefy ograniczajacej”: (1) — dsDNA, (2) — nukleosom,
(3) - YH2AX i inne fosforylacje biatek, (4) — strefa ograniczajaca DSB, (5) — Chd2.p,
(6) — biatka wigzace RNA, (7) — Parpl.p, (8) — Atm.p, (9) — Xrcc4.p, (10) — SetMar.p,
(11) — Prpf19.p/Pso4.p, (12) — histon H3.3, (13) — acetylacja, (14) — kompleks MRN — Mrell.p,
Rad50.p, Nbsl.p, (15) — H3K4me/H3K36me, (16) — Poli (ADP) rybozaPAR.

(B) Decyzja o typie naprawy: (17) — Vcp.p, (18) — L3mbtL1.p, (19) — 53bp1.p, (20) — Rifl.p,
(21) — H4K20me2, (22) — Brecal.p, (23) — Rbbp8.p/CtIP.p.

(C) Przyltaczenie heterodimeru KU: (24) — dimer KU, (25) — RecqL1.p, (26) — Wrn.p.

(D) Przytaczenie kinazy Prkdc.p: (27) — kinaza Prkdc.p/Dnapkes.p, (28) — Cbx1.p/Hply.p,
(29) — Csnk2.p/Ck2.p, (30) — YH2AX i inne fosforylacje przez Prkdc.p, (31) — Aktl.p,
(32) — EGFR, (33) — fosfatazy Ppp1CA.p, PtpA.p, Ppp4C.p, Ppp5C.p, Ppp6C.p.

(E) Naprawa niekompatybilnych koncow: (34) — Aplf.p, (35) — Pnkp.p, (36) — Tdp1.p,
(37) — Aptx.p, (38) — DclrelC.p/Artemis.p, (39) — DNA polimerazy PolM.p i PolL.p, (40) — p53,
(41) — Hsp90AA1.p/Hsp90a.p, (42) — Nr4Al.p, (43) — HnRnpU.p/Safa.p.

(F) Ligacja koncow DSB: (44) — Lig4.p, (45) — Nhej1.p/XIf.p.

b. Naprawa typu AIt-NHEJ/MMEJ

Naprawe typu AIt-NHEJ opisywano jako system
wspomagajacy naprawe cNHEJ przy braku odpowied-
niej aktywnosci bialek KU lub Dnapkes.p. Zastepo-
wanie cNHEJ moze funkcjonowa¢ w fazie G1, ale nie
w fazie S, gdzie cNHEJ jest nieaktywne. Takze w p6z-
nej fazie G2, gdy zasadniczym systemem naprawy

dwutancuchowych peknie¢ DNA jest HR (naprawa
przez homologiczna rekombinacj¢), Alt-NHEJ moze
pelni¢ role naprawy zastepcze;.

Wydaje sie, ze Alt-NHEJ odgrywa gtdéwna role
w naprawie dwutancuchowych peknie¢ DNA o jednym
koncu, pojawiajacych si¢ po zatrzymaniu i rozpadzie
widetek replikacyjnych w czasie replikacji.



Inaktywacja systemu naprawy cNHEVJ i aktywa-

cja Alt-NHEJ wymaga:
— Usunigcia biatek cNHEJ z regionu DSB — jest to sty-

mulowane kompleksem segregazy Cdc48.p/Vcep.p,
z faktorami rozpoznajacymi ubikwityne Nploc4.p/
Npll.p i Ufdl.p, z biatkiem wigzacym Cdc48.p/Vcp.p
Sprtn.p/Dvcl.p.

Inaktywacji biatek cNHEJ (jak: Xrcc5.p/Ku80.p,
Xrec6.p/Ku70.p i Prkdc.p/Dnapkes.p) i aktywacja
biatek Alt-NHEJ (biatka kompleksu MRN i CtIP.p/
Rbbp8.p). Aktywacja zalezy od wigzania Rbbp8.p/
CtIP.p i MRN z kompleksem Brcal.p — Bripl.p —
Prkdc.p/Dnapk.p (w fazie G2 cyklu). W fazie Gl
Brcal.p aktywuje Ku80.p/Xrcc5.p, a hamuje aktyw-
no$¢ nukleaz Rbbp8.p/CtIP i Mrell.p z kompleksu
MRN (rys. 35).

W fazie Gl poziom Brcal.p jest bardzo niski, jed-
nak komorki MEF Brcal”- maja obnizong stukrotnie
naprawe typu AIt-NHEJ/MMEJ. Inny kompleks
Brcal.p zawierajacy biatka Fam175A.p/Abral.p
i Uimcl.p/Rap80.p wiaze chromatyne przez poliu-
bikwityne syntetyzowana przez Rnf8.p — Rnf168.p,
hamuje resekcje i aktywuje cNHEJ.

Inicjacja reperacji zalezy od rownowagi aktywnosci
komplekséw Brecal.p i 53bpl.p. W fazie G1 53bpl.p
wigze H4K20me3 i ubikwitynowany w lizynie 15
histon H2A. Po fosforylacji przez Atml.p biatko
53bpl.p wiaze w fazie G1 faktory hamujace resekcje:

Ku
o
@ \

— Mrell.p.
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Rifl.p (replication timing regulatory factor 1), Ma-
d2L2.p/Rev7.p i Paxipl.p/Ptip.p i aktywuje naprawe
cNHEJ.

Kinaza Atm.p aktywowana przez DSB w fazie S
i G2 fosforyluje liczne biatka, jak: Rbbp8.p/CtIP.p,
Brcal.p, Blm.p, biatka kompleksu MRN, stymulu-
jac naprawe Alt-NHEJ lub HR. Atm.p fosforyluje tez
histon H2A X, kinaze Chk2.p/Chek?2.p i biatko chro-
matyny SmclA.p.

Zalezna od cyklin kinaza Cdk2.p na poczatku fazy S
fosforyluje i aktywuje biatka Breal.p, RbbpS8.p/CtIP.p
i biatka kompleksu MRN i stymuluje naprawg typu
Alt-NHEJ i HR.

Kompleksy bialek RPA (Rpal.p/Rpa70.p, Rpa2.p/
Rpa32.p i Rpa3.p/Rpald.p) sa helikaza, ktora roz-
plata dsDNA (5°-3°), silnie wiaza ssDNA i RNA.
Aktywuja resekcje, ale hamuja parowanie sekwen-
c¢ji mikrohomologicznych (niedobor RPA aktywuje
MME]J). Filament 3’ ssDNA — RPA przyciaga i uta-
twia wigzanie rekombinazy Rad51.p (aktywacja na-
prawy HR).

Parpl i synteza PAR aktywuje i jest niezbedna
w naprawie typu Alt-NHEJ. Myszy z podwdjna de-
lecjg Parpl” i Parp2” ging. PAR wigze i aktywuje
PolQ.p (polimeraze theta). Parpl.p wiaze antyre-
kombinazg Parpbp.p/Pari.p hamujaca HR na korzys¢
reperacji Alt-NHEJ.

B Br

Brcal P

5

c-NHEJ

Rys. 35. Regulacja reperacji cNHEJ, aktywnosci biatka KU80.p/Xrcc5.p i kompleksu nukleaz Rbbp6.p/CtIP.p

(A) Kompleksy Brcal.p w fazie G1. (Ku) — Xrcc5.p/Ku80.p, (MRN) — kompleks Mrell.p, Rad50.p

1 Nbn.p/Nbs1.p, (Ct) — Rbbp8.p/CtIP.p.

(B) Kompleksy Brcal.p w fazie G2. (Br) — Bripl.p/Fanc].p, (Pr) — Prkdc.p/Dnapkes.p.
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1. Resekcja 5’ konnca DSB jest najwczes$niejszym

etapem zarowno naprawy typu Alt-NHEJ, jak i na-
prawy HR. Dotyczy to gléwnie ,,krotkiej” recesji
zaleznej od nukleazy Mrell.p (z kompleksu MRN)
i Rbbp8.p/CtIP.p (rys. 36).

Rbbp8.p/CtIP.p jest endonukleaza, wiaze biat-
ko pRb, Brcal.p i korepresor transkrypcji Ctbp.p.
CtIP.p byt uwazany za supresor procesu nowotwo-
rowego (w rakach jajnika), ale heterozygoty CtIP*/
Rbbp8p™- sg bardzo odporne na nowotwory, nawet
gdy sa homozygotycznymi mutantami p53. Droz-
dzowym homologiem Rbbp8.p/CtIP.p jest Sae2.p.
Biatko Mrell.p z kompleksu MRN jest 3’-5’eg-
zonukleaza i endonukleaza. Dlatego resekcja tan-
cucha 5’-3’ odbywa si¢ dwustopniowo: najpierw
ciecie endonukleolityczne tancucha 5° w odle-
gtosci 20 do 50 nukleotydéw od DSB (czlowiek)
1 300 nukleotydoéw (drozdze) przez Mrell.p. Bial-
ko Ctip.p/Rbbp8.p jest gléwnie aktywatorem
Mrell.p.

Rys. 36. Resekcja 5’ konca DSB.

Drobnoczasteczkowym inhibitorem Mrell.p jest
mirina, ktora hamuje AIt-NHEJ.

W pewnych przypadkach resekcja jest rozszerza-
na w kierunku 5’-3’ przez egzonukleaze Exol.p
od miejsca cigcia przez Mrell.p. Poza opisanymi
wyzej regulacjami procesu resekcji znaczenie
maja rowniez helikazy rozplatajace dsDNA. Gtow-
ng helikaza aktywna w krotkiej resekcji zaleznej
od Mrell.p i Rbbp8.p/CtIP.p jest helikaza i egzonu-
kleaza Wrn.p. W rozszerzonej resekcji konca 5’
ma znaczenie helikaza Blm.p/RecqL2.p (Sgsl.p
u drozdzy). Rozszerzona resekcja stanowi zwykle
poczatek reperacji typu HR. Helikaza Blm.p jest
hamowana silnie przez 53bpl.p i brak biatka
53bpl.p powoduje szkodliwe dla komorki hiperre-
sekcje konca 5’ DSB.

. Tworzenie synapsy lancuchéw 3’ — ss DNA.

Potaczenie jednotancuchowych koncow 3’
w przerwie dwutancuchowej DNA jest wazne dla

(A) Rozpoznanie DSB i inicjacja resekcji. (1) — YH2AX, (2) — H4K20me2, (3) — 53bpl.p, (4) — kinaza
Atm.p, (5) — 3’-5" egzonukleaza Mrell.p w kompleksie MRN, (6) — nukleosom, (7) — Parp1.p.

(B) Resekcja. (8) — Breal.p po fosforylacji przez Cdk.p aktywuje Rbbp8.p/CtIP.p, (9) — Rbbp8.p/
CtIP.p, (10) — egzonukleaza 5°-3” Exol.p, (Bl) — helikaza Blm.p.



Rys. 37. Dalsze etapy naprawy DSB mechanizmem MMEJ:

(A) 3’ ssDNA konce DSB przytgczajg biatka RPA — (1) i DNA polimeraze 6 (PolQ.p) — (2),
(¢) — CTD PolQ (domena polimerazy), (N) — NTD PolQ (domena helikazy).

(B) Tworzenie synapsy i odciecie 3’ terminalnych sekwencji. (3) — biatko SmarcalL1.p/Harp.p,
(4) — Erccl.p (excision repair endonuclease — podjednostka XPF).

(C) Wypehienie przerwy jednotancuchowej przez PolQ.p (domena polimerazy).

(D) Ligacja przez DNA ligaz¢ 3 (Lig3.p) — (5).

stabilizacji miejsca uszkodzenia, a takze dla stwo-
rzenia struktury wiazacej faktory reperacji DNA.

Zasadniczo taczone sekwencje koncow DSB nie
zawieraja homologii (gdy nie zawieraja sekwencji
powtarzajacych si¢). Znaczna ilos¢ koncow DSB
zawiera jednak mikrohomologie (komplementarne
sekwencje ponad 3 kolejnych nukleotydow), ktore
dos¢ istotnie stabilizuja wigzanie tancuchow 3’
koncéw DSB. Naprawa korzystajaca z takich mi-
krohomologii nazywana jest naprawa typu MMEJ
(microhomology mediated end joining). Naprawa
w przypadku braku takich mikrohomologii jest
nazywana Alt-NHEJ (alternatywny NHEJ), a jej
mechanizm rézni si¢ od MMEJ jedynie mniejsza

resekcja konca 5° DNA (resekcja zalezy tylko od
nukleaz Mrell.p i Rbbp8.p).

Laczenie tancuchow zalezy od DNA polimerazy
theta (PolQ.p), gtéwnie od helikazowej domeny
enzymu znajdujacej si¢ w regionie N terminalnym.
Laczenie zalezy takze od obecno$ci tancuchow
poliadenozylo-rybozy (syntetyzowanej przez
Parpl.p) i koniecznej do wigzania PolQ.p). PolQ.p
usuwa takze trimery biatek RPA wiazace jednotan-
cuchowe konce 3 DNA. PolQ.p jest antyrekombi-
naza i usuwa biatka Rad51.p (rys. 37).
Hybrydyzacje mikrohomologii zwicksza tez biatko
Smarcall.p/Harp.p. Mutacje genu SMARCALI1
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Rys. 38. Udzial Alt-NHEJ/MMEJ w naprawie uszkodzonych widetek replikacyjnych.

(A) Zahamowanie ruchu widelek replikacyjnych przez przeszkode (migdzytancuchowe potaczenia
krzyzowe lub poczworng spirale G). (1) — przeszkoda, (2) — Erccl.p i Xpf.p.

(B) Rozpad widelek replikacyjnych.

(C) Naprawa Alt-NHEJ uszkodzenia tancuchow opdznionych przez DNA PolQ (3).
(D) Wypehienie przerw w tancuchu wiodacym przez DNA polimeraze (4).

powoduja zesp6t SIOD (dysplazji immuno-kostne;j
Schimkego).

. Obciecie zbednych koncow 3’ ssDNA.

Obciecie koncéw ssDNA tworzy zdolny do elon-
gacji tancucha koniec 3’-OH. Reakcja przeprowa-
dzana jest przez Erccl.p (jednostke strukturalna
tworzaca heterodimer z Ercc4.p/XpF.p/FancQ.p).
Podobnymi endondonukleazami drozdzy sa biat-
ka Rad10.p i Radl.p.

. Synteza DNA — wypelnienie luk sekwencji.
Enzymem wypetniajacym luki sekwencji na
matrycy 3’-ssDNA jest DNA polimeraza theta
(PolQ.p). Wiaze ona konce DSB przez poli-ADP
ryboze, ale Olaparib tylko nieznacznie zwigksza
wrazliwo$¢ komorek na kamptotecyng. Mutacje
genu POLQ zmniejszaja zywotno$¢ komorek
Brcal” (kumulujaca si¢ $miertelno$¢ — synthetic
lethality). W normalnych warunkach brak PolQ.p
aktywuje naprawe typu HR.

PolQ ma pewne cechy polimeraz TLS — moze ona
przeprowadzaé synteze przez pozbawione zasad

miejsca matrycy (zawsze wbudowuje adening).
Moze tez dodawa¢ nukleotydy na 3’ koncu ss-DNA
(ale nie jest enzymem typu Dntt.p/TdT.p). Szczegol-
nie w obecnosci jonow Mn?* wydtuza tancuchy 3’-
ssDNA (co jest przyczyng powstawania chaotycz-
nych insercji w naprawie AIt-NHEJ.

Mutacja S1932P genu POLQ powoduje sil-
ng niestabilno$¢ genomowa i chromosomowg (two-
rzenie mikrojader w retikulocytach — mutacja
,Chaos 17).

5. Ligacja przerwy jednotancuchowej zalezy od liga-
zy 3 DNA (Lig3.p).

¢. Naprawa uszkodzonych widelek
replikacyjnych

Naprawa typu AIt-NHEJ/MME] aktywowana jest
w komorkach ssakéw przez kinazg Cdk2.p i jest wazna
dla stabilizacji i naprawy zahamowanych i rozpadaja-
cych si¢ widetek replikacyjnych.
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Rozpad zatrzymanych widelek replikacyjnych skut-
kuje powstaniem ,,przerw dwutancuchowych o jednym
koncu” (rys. 38).

Przerwy te reperowane sa przez naprawe Alt-NHEJ
przez PolQ.p. Lancuch DNA zawierajacy przeszkodg
w replikacji i tancuchy wiodace nowosyntetyzowane-
go DNA jest reperowany przez wypetnienie przerw
jednotancuchowych przez polimerazg DNA nawet bez
usuniecia przeszkody replikacji.

Dla komorek z defektem naprawy typu HR napra-
wa Alt-NHEJ/MME] jest naprawa ratunkowa dla roz-
padajacych sie widetek replikacyjnych. Brak PolQ.p
w komorkach Breal” lub Brca2™ jest letalny. Dotyczy
to gtéwnie komorek raka piersi z brakiem aktywnych
bialek Brcal.p i Brca2.p. Szczegoélnie silny efekt letalny
na te komoérki ma jednoczesne zahamowanie aktyw-
nosci Parpl.p (Olaparib), PolQ.p (siRNA) i zastosowanie
faktoréw tworzacych wigzania miedzytancuchowe.

Biatko timeless (regulator cyklu okotodobowego)
jest wazne dla przezycia komoérek w stresie genotok-
sycznym spowodowanym rozpadem widelek replika-
cyjnych. Defekty tego biatka sa czasem obserwowane
w rakach prostaty, ptuc i piersi.

2. NAPRAWA PRZEZ
HOMOLOGICZNA
REKOMBINACJE (HR)

Naprawa przez homologiczng rekombinacj¢ polega
na wykorzystaniu sekwencji homologicznych do od-
zyskania sekwencji DNA utraconych przy powstawa-
niu DSB. Takimi sekwencjami sg najczesciej kopie
allela powstale w czasie replikacji (alleliczna homolo-
giczna rekombinacja z siostrzanym chromosomem).
Ma ona miejsce w fazie S lub w fazie G2 cyklu ko-
morkowego.

Inna rzadko wystepujaca mozliwos$cia jest wyko-
rzystanie innych homologicznych sekwencji obecnych
w homologicznym chromosomie lub sekwencji powta-
rzajacych si¢ i pseudogenéw obecnych w innych
chromosomach niealleliczna homologiczna rekombi-
nacja — (NAHR).

NAHR moze prowadzi¢ do wprowadzenia nieco
odmiennej sekwencji od sekwencji utraconej (konwer-
sja genowa).

a. Naprawa typu DSBR

Naprawa DSBR (double strand break repair) jest
»klasycznym” typem naprawy przez rekombinacje
homologiczng. Jest naprawa typowa dla fazy S i G2.
W fazie G1 naprawa DSBR powoduje niestabilno$¢
£enomowa.

Gdy znalezienie homologicznych sekwencji jest
niemozliwe, DSBR jest zwykle zastgpowana przez na-
prawe typu MMEJ (przy krotkich resekcjach) lub kon-
czy sie $miercig komorki przy dhugich resekcjach.

INICJACJA DSBR

Inicjacja naprawy DSB jest wspdlna dla ré6znych
typow naprawy i zostala opisana powyzej. Do inicjacji
zaliczy¢ mozna wykrycie obecno$ci DSB i rozluznie-
nie struktury heterochromatyny w poblizu DSB. Role
w tym procesie odgrywa biatko Phf13.p/Spocl.p regu-
lujace wigzanie Trim28.p/Kapl.p, Cbx5.p/Hpla.p
i metylotransferaz histonéw. Poziom biatka Phf13.p jest
szczegolnie wysoki w komorkach raka jajnika.

Omowiona zostata tez uprzednio rola biatek remo-
dulujacych chromatyne i enzyméw modyfikujacych
histony w regionie uszkodzenia.

Do etapu inicjacji zalicza si¢ rowniez przylaczenie
do koncéw DSB kompleksu MRN, czasem razem z di-
merem biatek KU (w fazie G2 aktywna jest tez naprawa
cNHEJ). Wiazanie biatek MRN zalezy od deacetyla-
cji Nbsl.p przez Sirtl.p. Inhibitory Sirtl.p (biatka HIC
i Dbcl.p/Ccar2.p) hamuja wzrost komoérek nowotwo-
rowych.

Kompleks MRN wiaze przez domeng C-terminalng
biatka Nbsl.p i kinaze punktu kontrolnego Atm.p. Kina-
za Atm.p po autofosforylacji w S367, S1893 i S1981 ule-
ga aktywacji i fosforyluje histon H2A X, biatka Mdcl.p,
53bpl.p, Rifl.p i inne faktory obecne w ,,ognisku” re-
peracji.

Na tym etapie naprawa przez homologiczna re-
kombinacje moze by¢ jeszcze zahamowana i zastgpiona
przez reperacje typu cNHEJ (rys. 39).

KROTKA RESEKCJA KONCOW 5’ DSB

Aktywacja endonukleazy i 5’-3” egzonukleazy
(biatka Mrell.p z kompleksu MRN) rozpoczyna re-
sekcje koncow 5 istniejacych DSB. Resekcja zaczyna
si¢ od stworzenia jednotancuchowej przerwy w nici 5’
konca DNA, a nastepnie na wycieciu konca nici 5° przez
aktywno$¢ 5°-3” egzonukleazy.

Regulatorem aktywno$ci Mrell.p jest RbbpS8.p/
CtIP.p, biatko, ktére ma aktywnos¢ endonukleazy i jest
supresorem nowotworzenia. Podobnym biatkiem
u drozdzy jest Sae2.p.

Kroétka resekcja w komorkach ssakow tworzy wysta-
jace 3’ jednotancuchowe konce DNA o diugosci ok.
20-50 nukleotydéw (u drozdzy okoto 300 nukleoty-
dow). Zahamowanie tej resekcji (na przyktad brak biatka
Rbbp8.p/CtIP.p w fazie G2) prowadzi do reperacji typu
cNHEJ.
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Rys. 39. Rdozne typy naprawy DSB w DNA. (INI) — rozpoznanie uszkodzenia i inicjacja naprawy. (1) — dimer
KU, (2) — kompleks MRN, (3) — Prkdc.p/Dnapkcs.p, (¢cNHEJ) — klasyczny NHEJ, (3) — Prkdc.p,
(Kr-Re) — krotka resekcja, (AItNHEJ) — alternatywny NHEJ, (4) — PolQ.p, (D}-Re) — dluga resekcja,
(5) — RPA, (6) — Exol.p, (SSA) — reperacja przez taczenie ssDNA, (7) — Rad52.p, (8) — Radl.p -
Rad10.p (drozdze), (DSBR) — reperacja DSB, (9) — kompleks Brcal.p — Brca2.p — Palb2.p, (10) — DNA
polimeraza delta, (SSB) — biatka wiazace ssDA, (HJ) — skrzyzowania Hollidaya, (SDSA) — zalezne
od syntezy DNA parowanie tancuchow, (BIR) — replikacja indukowana przez dwulancuchowa prze-

rwe DNA.
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Krotka resekcja uniemozliwia rozpoczecie repera-
cji typu cNHEJ, ale jest konieczna w reperacjach typu
homologicznej rekombinacji lub AIt-NHEJ (co zostato
uprzednio opisane).

WYDLUZONA RESEKCJA KONCOW
5’ DSB

Inicjacja wydluzonej resekcji konca 5 DNA w prze-
rwie dwutancuchowej zalezy najbardziej od nukleaz
Exol.p i Dna2.p. Te nukleazy sa stymulowane przez
kompleks MRN, ale nawet zupeiny brak aktywnosci
Mrell.p moze by¢ zastapiony przez 5-3’ egzonukleazg
Exol.p.

Dna2.p jest endonukleaza jednotancuchowych DNA,
przecina zarowno 5°, jak i 3° konce ssDNA. Wybor
miejsca cigcia zalezy od helikaz Blm.p u ludzi lub
Sgsl.p u drozdzy, a zwlaszcza od kompleksow tych
helikaz z topoizomeraza 3 (Top3.p) i biatkami RMI.
Kompleksy te (BTR ludzi i STR drozdzy) sa tez wazne
dla rozdzielenia skrzyzowan Hollidaya w p6zniejszym
etapie reperacji.

W regulacji wydtuzonej resekcji znaczenie maja
faktory remodulujgace chromatyne, jak na przyktad
SmarcaD1.p (Fun30.p drozdzy). Wiaze on nukleazy
Exol.p i Dna2.p i biatka RPA i jest aktywatorem ich
aktywnosci. Obecno$¢ nukleosomoéw hamuje resek-
cje, ale wymiana histonu H2A na izoform¢ H2AZ ak-
tywuje nukleaze Exol.p. Wymiana histonu wymaga
aktywacji kompleksu SRCAP. Biatkiem rdzeniowym
tego kompleksu jest Srcap.p/Domol.p (Snf2 related
and Crebbp.p activated protein) — ATPaza i aktywator
transkrypcji.

Wydluzong resekcje reguluja takze:

— Kinazy CDK przejscia fazy G1-S. Fosforyluja one
biatka Rbbp8.p/CtIP.p w S327, Nbsl.p w S432, takze
Exol.p i Dna2.p i zwigkszajg ich aktywnos¢.

— Rybonukleoproteina HnRNP-UL1.p wiaze heli-
kaze rozplatajaca DNA — Blm.p.

— Bialko rozplatajace DNA — Wrn.p wiaze i aktywuje
nukleaze Dna2.p.

— Kompleks PCNA stymuluje nukleaze Exol.p.

— Kompleks 9-1-1 (Rad9A.p, Husl.p, Radl.p) wiaze
nukleazg Exol.p i nukleaze/helikazg Dna2.p i akty-
wuje wydtuzong resekcje.

Biatka Brcal.p i 53bpl.p reguluja aktywno$¢ wy-
dtuzonej resekcji. 53bpl.p i biatko Rifl.p sg bariera dla
resekcji, a biatka Breal.p i Psmd14.p/Pohl.p aktywuja
resekcje.

Psmd14.p/Pohl.p jest biatkiem kompleksu prote-
asomu, a Brcal.p stymuluje jego wigzanie do Uimcl.p/
Rap80.p. Uimcl.p/Rap80.p chroni poliubikwitynacj¢
histonu H2AK15, ktora jest konieczna do wiazania

53bpl.p w ognisku reperacji. Degradacja tej ubikwity-

nacji powoduje utrate biatka 53bpl.p i stymuluje resek-

cje. Utrata ekspresji 53bpl.p powoduje hiperrecesje
konca 5* ssDNA.

Utrata ekspresji Brcal.p powoduje niestabilnos¢
genomow3, ale podwdjna utrata Brcal.p i 53bpl.p
zmniejsza znacznie t¢ niestabilnosc.

W wydtuzeniu resekcji konica 5’DNA i stabilizacji
konca 3’ wazng role odgrywaja biatka wiazace taki
DNA. S3 to:

— Bialka RPA tworzace trimer Rpal.p — Rpa2.p
i Rpa3.p. Ich przytaczenie zalezy od pewnej minimal-
nej dtugosci 3° ssDNA. Kompleks RPA aktywuje
rozplatywanie DNA przez Blm.p i zwigksza cigcie 5’
ssDNA przez endonukleaze Dna2.p. Kompleksy RPA
wchodza tez w sktad uprzednio opisanych komplek-
sow STR i BTR.

— Bialka NABP/SSB/SOSS tworza kompleksy stabiej
wigzace ssDNA niz kompleksy RPA. Mozna tu za-
liczy¢ kompleksy: Nabp2.p/SsB1.p/Sossl.p, Ints3.p/
SossA.p i Inip.p/Ssbip.p/SossC.p.

Bialko Nabp2.p fosforylowane przez Atm.p wiaze
konce DSB przez biatko Nbsl.p, aktywuje nukleaze
Exol.p i zwicksza wigzanie bialek Brcal.p i Rad51.p.
Biatko Nabp2.p nie tylko aktywuje nukleazg Exol.p,
ale znosi jej hamowanie przez dimer biatek KU.
Bialka INTS (14 biatek kompleksu integracyjnego)
petnia rozne role. Ints6.p jest sktadnikiem integru-
jacym kompleks i odgrywa rolg¢ w reperacji typu
homologicznej rekombinacji (HR).

Bialko Inip.p wiaze Rpal.p i Rbbp8.p/CtIP.p.

TWORZENIE FILAMENTU
PRESYNAPTYCZNEGO

Filament presynaptyczny zawiera odcinek tancu-
cha 3’ ssDNA, ktory jest skompleksowany z biatka-
mi Rad51.p. Spiralna struktura zawiera 6 czasteczek
Rad51.p i 18 nukleotydow na jeden skret (rys. 40).

Stworzenie filamentu Rad51.p wymaga usunigcia
komplekséw biatek RPA pokrywajacych 3’ koniec
ssDNA. Te kompleksy RPA wiazg ssDNA, stymuluja
kinaze Chek?2.p/Chk2.p i uruchamiaja punkt kontrolny
blokujacy cykl komorkowy,

Kompleksy RPA usuwajg ,wtorne struktury” DNA
i aktywuja drozdzowe biatko Sgsl.p (odpowiednik
Blm.p u ssakow).

Fosforylacja bialek RPA przez kinazy Atm.p, Atr.p
lub Cdkl.p zwigksza wiazanie Rad52.p.

Rpal.p jest takze sumoilowane (wigze SUMO?2
i1 SUMO3) przez ligazy Piasl.p i Pias4.p (co hamuje
naprawe SSA i BIR, a stymuluje wlaczenie Rad51.p
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i naprawe typu HR). Rpal.p jest desumoilowane przez

Senp6.p peptydaze.

Bialko Rad52.p zwigksza wigzanie Rad51.p do
ssDNA, a u drozdzy jest takze mediatorem rekombi-
nacji. Po uszkodzeniu DNA Rad52.p ulega sumoilacji
w lizynach K10, K11, K220, co chroni go przed de-
gradacja. U ssakow Rad52.p jest czesciowo zastapione
przez Brca2.p (brak Rad52.p w komoérkach Breca2™”
jest letalny).

Biatko Rad51.p jest nieco podobne do rekombina-
zy RecA.p u bakterii E. coli. Tworzenie filamentu
Rad51.p jest regulowane przez:

— Srs2.p antyrekombinaza drozdzy zwigksza napra-
we rekombinacyjna typu SDSA (hamuje tworzenie
podwadjnych skrzyzowan Hollidaya), usuwa Rad51.p
i wprowadza trimery RPA. Ssaki nie maja odpowied-
nika Srs2.p. W naprawie uszkodzen DNA w telome-
rach i w widetkach replikacyjnych biatka Srs2.p

moga by¢ zastapione przez helikazy RecQLS5.p,
Blm.p i Wrn.p. Srs2.p jest fosforylowane przez kina-
zy zalezne od cyklin i sumoilowany.

Gltowna funkcja Srs2.p jest hamowanie nadmiernej
rekombinacji w unieruchomionych widetkach repli-
kacyjnych.

Kompleks SHU/PCSS S. cerevisiae sklada sig
z 4 biatek: Psy3.p, Csm.p, Shul.p i Shu2.p. Jest inhi-
bitorem antyrekombinazy Srs2.p, zwlaszcza w mito-
zie. Kompleks SHU aktywuje tworzenie filamentu
Rad51.p.

Fosforylacje Rad51.p w T54 przez Abll.p, co obni-
za wigzanie DNA, w S192 przez Mecl.p/Atr.p, w S14
przez Plkl.p, w Y13 przez Csnk2Al.p/CklLp i Y315
przez Ber-Abl.p.

Sumoilascje Rad51.p przez E3 SUMO ligaze
NsmcE2.p/Mms21.p.
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Rys 40. Poczatek homologicznej rekombinacji w HR.
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(A) Tworzenie konca 3’ ssDNA pokrytego biatkami RPA — (1), (2) — poliubikwitynacja RPA,
(3) — Rad51.p, (4) — kompleks Brcal.p, Brca2.p, Palb2.p lub Rad52.p drozdzy.
(B) Tworzenie filamentu presynaptycznego. (5) — Srs2.p drozdzy, kompleks SHU S. cerevisiae za-
wiera: (6) — Psy3.p, (7) — Csm.p, (8) — Shul.p, (9) — Shu2.p.
(C) Tworzenie petli D (dl) i rekombinacja DNA. Aktywatory procesu — Rad54.p — (10),
(11) — Rad51AP1.p. Inhibitory — (12) — FancM.p lub Mphl.p drozdzy, Rtell.p — (13).
(14) — trimer PCNA, (15) — DNA polimeraza 0, (16) — Rad54.p.
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— Paralogi bialka Rad51.p ulatwiajg tworzenie fila-
mentu i stabilizuja go:

— Rad51C.p utatwia rozplatanie dsDNA i odgrywa
rolg w naprawie HR.

— Rad51Al.p stabilizuje petle D i utatwia rekom-
binacje,

— Rad51B.p i Xree2.p w rozdzieleniu podwojnych
wiazan Hollidaya.

— Bialka Rad54.p i Rad54B.p ulatwiaja wigzanie
Rad51.p z ssDNA, a utrudniajg z dsDNA.

— Brca2.p jest biatkiem podobnym do Rad52.p i u ssa-
kow odgrywa podobna role w wymianie RP trimerow
1 w tworzeniu filamentu presynaptycznego. Stabili-
zuje wiazanie Rad51.p z 3’ ssDNA. Regulatorami
funkcji Brca2.p sa:

— Seml.p/Dssl.p bezposrednio wigzace CTD
biatka Brca2.p i stymulujace tworzenie filamen-
tu ssDNA — Rad51.p. Seml.p jest biatkiem 19S
proteasomu i ulega nadprodukcji w brodawkach
i rakach skory.

— Brecal.p biatko supresorowe, sensor DSB i regu-
lator transkrypcji. Mutacje genu BRCA1 sa obecne
w 40% dziedziczonych rakow piersi. W komplek-
sie BRCC wiaze Brca2.p, Bardl.p i Rad51.p.
Z Bardl.p tworzy E3 ligaze ubikwityny.

— Palb2.p/FancN.p, wigze Brca2.p i Rad5lapl.p.
Germinalne mutacje powoduja raka piersi.

— Rad51apl.p stabilizuje wigzanie Rad51.p
z ssSDNA, wigze tez RNA i dsDNA.

— p53 wigze Brca2.p i hamuje rekombinacje. Brak
Brca2.p zwigksza apoptoze zalezng od p53.

— Mecphl.p (mikrocefalina) hamuje Brca2.p, hamu-
je tworzenie mikrofilamentu Rad51.p i zmniejsza
naprawe typu HR.

Regulacje tworzenia filamentu presynaptycznego

przedstawiono na rys. 40B.

TWORZENIE PETLI D I SYNAPSY

Ludzki filament presynaptyczny sktadajacy sig
z bialka Rad51.p i 3’-ssDNA wyszukuje matryco-
wa sekwencje komplementarng i tworzy z nia hete-
rodupleks. Drugi tancuch tej matrycy tworzy petle D
(displacement loop — rys. 40C).

Interesujaca jest obserwacja, ze poziom biatka
Rad51.p w komoérkach nowotworowych jest bardzo
wysoki. Rad51.p obecne w nadmiarze moze tworzy¢
skupienia (foci) na nieuszkodzonym dwutancuchowym
DNA.

Waznym biatkiem w tworzeniu synapsy filamentu
Rad51.p z komplementarna sekwencja siostrzanej
chromatydy jest (w mitozie) biatko Rad54.p i jego
homologi, jak Rad54B.p. Sa to biatka z rodziny helikaz

DEAD typu Swi2.p-Snf2.p i ATPaz zaleznych od DNA.

Biatka typu Rad54.p petnia rézne funkcje w naprawie

typu HR:

— stabilizuja wigzanie Rad51.p do ssDNA,

— stymuluja tworzenie heterodupleksu z DNA kom-
plementarnej sekwencji matrycowej,

— destabilizuja wigzanie Rad51.p z dwutancuchowym
DNA (gtéwnie w heterodupleksie).
Uwalnia to koniec 3’ ssDNA od Rad51.p i umozliwia
syntez¢ DNA przez kompleks DNA polimerazy o
i Pcna.p.
W mejozie (u S. cerevisiae) obok Dmcl.p (paralo-
gu Rad51.p) dziata paralog Rad54.p — biatko Tidl.p.
Ludzkim paralogiem Tidl.p jest biatko DnajA3.p.

Bialko FbxO18.p/Fbhl.p 3’-5° DNA helikaza
i ATPaza zalezna od ssDNA jest w kompleksie SCF
ligazy ubikwityny. Bierze udzial w ubikwitynac;ji biat-
ka Rad51.p i uwalnia go z kompleksu z ssDNA.

FbxOl18.p jest antyrekombinaza, hamuje synteze
DNA. Biatko hamuje naprawe typu HR, a stymuluje
naprawe typu TLS.

Biatko FancM.p (Fmll.p u S. pombe i Mphl.p
u S. cerevisiae) jest fosforylowane po uszkodzeniu
DNA i ma duzy wptyw na jego reperacje:

— stymuluje dysocjacje trojtancuchowych DNA,

— stymuluje monoubikwitynacj¢ FancD2.p,

— powoduje dysocjacje posrednikow rekombinacji,

— obniza naprawe HR na korzy$¢ SDSA,

— wigze biatka Mhfl.p (drozdze) i C190-ORF40.p/
Faap24.p (regulacja punktow kontrolnych),

— jest translokaza DNA i wplywa na ruchomos¢ skrzy-
zowan Hollidaya i widetek replikacyjnych.

Wiele faktoréw stabilizuje synapse¢ konca 3’ ssDNA
i matrycowego lancucha siostrzanego chromosomu,
a takze wytworzong petle D. Obok biatka Rad54.p
mozna tu zaliczy¢:

— Rad52.p i podobne biatko Rad59.p. W stresie geno-
toksycznym ulega sumoilacji w lizynach K10, K11
i K220. Sumoilacja chroni biatko Rad52.p przed
degradacja, ale utrudnia jego wigzanie do DNA.

— Rad51Al.p stabilizuje petle D.

— Rad51AP1.p stabilizuje petle D.

— Palb2.p/FancN.p przylacza biatko Rad51API.p
i stabilizuje petle D.

Koniec 3’ ssDNA w synapsie staje si¢ starterem re-
plikacji DNA na tancuchu matrycowym po przylacze-
niu kompleksu PCNA i DNA polimerazy 9.

Powigksza to petle D i umozliwia odtworzenie sek-
wencji straconych przy powstawaniu DSB. Koniec
3’ ssDNA drugiego konca DSB tworzy heterodupleks
z tancuchem petli D i staje si¢ starterem replikacji.
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