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B. STRES REPLIKACYJNY

Stres replikacyjny towarzyszy zahamowaniu ruchu
widetek replikacyjnych w fazie S cyklu komoérkowego.
Kompleksy biatkowe obecne w widetkach replikacyj-
nych sa jeszcze stabilne przez pewien czas i usunig-
cie przyczyny bloku powoduje reaktywacje replikacji
(i pewna synchronizacje cyklu podzialowego komo-
rek). Potem nastepuje rozpad komplekséw replikacyj-
nych z koniecznos$cig ich odtworzenia przed podjeciem
na nowo syntezy DNA.

Rozpad kompleksow replikacyjnych powoduje od-
stoniecie jednotancuchowych odcinkow DNA, ponadto
stymuluje przytaczenie kompleksow biatek RPA,
biatek Atrip.p i kinazy Atr.p, co inicjuje sygnalizacj¢
o zahamowaniu replikacji.

Biatko Atrip.p wigze kompleksy biatek RPA, a Atr.p
fosforyluje H2AX w S139 i kinaz¢ Chekl.p w S317
1 S345 i aktywuje ja. Chekl.p fosforyluje i hamuje fos-
fatazg Cdc25A.p, co powoduje zatrzymanie cyklu ko-
morkowego w fazie S.

Komorka podejmuje natychmiast probe reperacji
zablokowanych widelek replikacji i probg ich odtwo-
rzenia. W tym procesie powstaja przerwy dwutancu-
chowe DNA, w tym ,,przerwy DNA o jednym koncu”.
Bardziej szczegolowy opis mechanizméw sygnali-
zujacych istnienie bloku replikacji lub uszkodzen
DNA, hamujacych ruch widetek replikacyjnych oraz
naprawiajacych uszkodzenia, bedzie przedstawiony
ponizej.

1. STRUKTURA KOMPLEKSU
REPLIKACYJNEGO

Powstawanie i funkcja kompleksow prereplikacyj-
nego i replikacyjnego zostaty juz opisane w czesci .
Synteza jest rozpoczynana w licznych miejscach ini-
cjacji (ORI) i obejmuje stosunkowo niewielkie odcinki
DNA (replikony). W komorce Drosophila replikony
sa nie wieksze niz 4 tysiace par zasad, replikacja trwa
okoto 30 sekund i jest synchroniczna we wszystkich
replikonach.

U wyzszych eukariontow replikacja nie jest synchro-
niczna, a program inicjacji replikonow jest genetycznie
zdeterminowany (by¢ moze jest to wazny nabytek
ewolucyjny pozwalajacy na tworzenie bardzo duzych
genomow). Ogolnie replikony wyzszych eukariontow
dzielone sg na ,,wczesne” (rozpoczecie syntezy DNA
zaczyna si¢ na poczatku fazy S) i,,p6zne” (rozpoczgcie
syntezy DNA ma miejsce w drugiej polowie fazy S).
Zawsze jednak obowiazuja dwie zasady:

— wszystkie replikony muszg by¢ replikowane,

— zaden replikon nie moze by¢ replikowany dwukrotnie

(rereplikacja).
Zasadniczymi etapami replikacji DNA sa:

— rozpoznanie ORI,

— uwarunkowanie do inicjacji replikacji (licencing),
i tworzenie kompleksu prereplikacyjnego (Pre-RC),

— tworzenie kompleksu preinicjacyjnego (Pre-IC),

— rozpoczecie syntezy DNA (firing),

— elongacja replikacji.

a. Rozpoznanie ORI

Regiony ORI sa rozpoznawane przez kompleksy
bialek ORC (Orcl.p — Orc6.p i Lrwdl.p/OrcA.p),
a takze Cdtl.p i Cdc6.p.

Kompleks ORC nie wigze szczegdlnych sekwencji
DNA, rozpoznaje jednak (przez Orcl.p) histon H4
(metylowany w lizynie 20 H4K20me2 przez mety-
lotransferazy histonowe Kmt5B-C.p/Suv4-20h1-h2.p).

Liczba zwigzanych kompleksow ORC znacznie
przekracza liczbe aktywnych inicjacji syntezy DNA
na poczatku fazy S.

Orcl.p jest niestabilnym biatkiem kompleksu,
niszczonym po inicjacji syntezy DNA (po jego ubikwi-
tynacji przez ligaze SCF — SKP2). Poziom Orcl.p
w komorkach spoczynkowych jest niski, ekspresja jest
stymulowana przez kinaze zalezna od cyklin G1 i fak-
tory E2F.

Biatko Orcl.p ma domene BAH, ktora rozpoznaje
H4K20me2. Orcl.p wiaze acetylotransferaze histonow
— Kat7.p/Myst2.p. Mutacje genu ORC1 sa obecne
w zespole Meiera-Gorlina 1.

Bialko Orc2.p wiaze biatka Mcm10.p, Cdc45.p,
Lrwdl.p/ OrcA.p, Orc3.p i Orc4.p.

Orc6.p w mitozie znajduje si¢ w kinetochorze,
a jego niedostateczna ekspresja powoduje tworzenie
wielobiegunowych wrzecion podziatowych i powsta-
wanie komorek wielojadrzastych. Mutacje ORC6 genu
powoduja zesp6t Meiera-Gorlina 3.

Lrwd1.p/OrcA.p jest biatkiem szkieletowym calego
kompleksu ORC. Wiaze biatka Orc2.p, Cdtl.p (w fazie
G1 cyklu) i Gmnn.p/geminine (w fazie S). Nadmiar
gemininy rozbija kompleks Lrwdl.p i Cdtl.p. To jest
czestg przyczyna rozpadu Pre-RC.

Bialko Cdc6.p (cell division cycle 6) jest w jadrze
komoérkowym az do momentu rozpoczecia fazy S, jego
ekspresja jest stymulowana przez faktory E2F. Wiaze
kompleks fosfatazy PP2A i kinazy zalezne od cyklin
E, A, B. Jest onkogenem, jego ekspresja wycisza pro-
motor genu INK4/ARF.
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Cdtl.p jest obecny w fazie G1 i S cyklu. W fazie
S dwa mechanizmy blokuja tworzenie nowych kom-
pleksow pre-RC: rosnacy poziom gemininy zmniejsza
wiazanie Cdtl.p z Lrwdl.p i fosforylacja Cdtl.p przez
Cdc2.p aktywuje jego ubikwitynacje oraz degradacje
W proteasomie.

Ligaza ubikwityny dla Cdtl.p jest Culd.p i defekt
tej ligazy powoduje pewien nadmiar Cdtl.p w fazie S
cyklu i masywna rereplikacje DNA (jak u C. elegans
do wartosci ponad 100 C).

Dziedziczone defekty genow ORC1, ORC4, ORC6,
CDT1 i CDC6 powoduja powstawanie zespotu Meie-
ra-Gorlina (kartowato$¢, matogtowie, hipoplazja uszu,
brak rzepki, ale bez niestabilno$ci chromosomow).

b. Uwarunkowanie do replikacji
(slicencing™)

Uwarunkowanie do replikacji DNA (,,licencing”)
oznacza przytaczenie kilku kompleksow MCM
i innych biatek do ORI. Kazdy kompleks MCM sktada
si¢ z 6 podjednostek tworzacych pierscien otaczajacy
DNA (Mcm2.p do Mcm7.p). Kompleks MCM jest
DNA helikaza aktywowang w czasie inicjacji syntezy
DNA. ,,Licencing” jest mozliwy tylko w pdznej fazie
M i w fazie Gl cyklu, gdy nie dzialaja jego inhibitory:
— Kinazy zalezne od cyklin, ktdre fosforyluja i hamuja

liczne sktadniki Pre-RC.

— Gmnn.p/geminina, inhibitor Cdtl.p. Geminina jest
ubikwitynowana przez APC/C i ulega degradacji pod
koniec fazy M.

— Kompleks E3 Ub ligazy zawierajacy Culd.p, ktéry
ubikwitynuje (w obecnosci Pcna.p) Cdtl.p i prowa-
dzi do jego degradacji. W okresie ,,licencjonowania”
biatka Cdtl.p i Cdc6.p odtaczaja si¢ od kompleksu.

W okresie uwarunkowania ORI do replikacji obser-
wuje si¢ silng monometylacje histonow H4K20mel
przez metylotransferaze KmtSA.p/Prset7.p, a u droz-
dzy dwumetylacje H3K4me2 przez Kmt2A-H.p.
W fazie S enzym Kmt5A ulega degradacji, co hamuje
,relicencjonowanie”.

Wiazanie kompleksu MCM zalezy takze od acety-
lacji histonu H4 przez acetylotransferaze Kat7.p/
Hbol.p. Kat7.p jest koaktywatorem i acetyluje biatko
Cdtl.p. Geminina hamuje t¢ acetylacje Cdtl.p, ponadto
przylacza deacetylazg Hdacl.p i powoduje blok wigza-
nia kompleksu MCM. W stresie Mapk8.p/Inkl.p fos-
foryluje Cdkl.p w T29. Powoduje to dysocjacje biatka
Kat7.p z ORI i utrudnia wigzanie kompleksu MCM.

Bialka kompleksu MCM

Mcm?2.p jest regulatorem aktywnosci helikazy
i jest fosforylowany przez Cdc2.p i Cdc7.p. Mutacje
genu MCM?2 powoduja niestabilno$¢ genomowa
i podatnos¢ na nowotwory.

Mcem3.p wigze McmS.p i Cdc45.p. Acetylacja biatka
Mcm3.p hamuje replikacje DNA.

Biatko Mcm4.p jest fosforylowane przez Cdk2.p,
co zmniejsza aktywno$¢ helikazowa i wigzanie kom-
pleksu MCM z DNA. Fosforylacja w domenie N-termi-
nalnej (przez DDK) znosi to dzialanie. Mutacje genu
MCM4 i utrata 50% funkcji biatka Mcm4.p powoduja
matogtowie, podatno$¢ na nowotwory i niestabilno$¢
genomowa.

Bialko Mcm7.p jest stabilizowane przez biatko
Int6.p, a po fazie S ulega fosforylacji.

Inne bialtka rodziny MCM

Mecem8.p, wiaze istniejace kompleksy MCM 1 bial-
ka Orc2.p i Cdc6.p. Brak McmS8.p utrudnia wigzanie
DNA polimerazy o i Pcna.p.

Bialko Mcm9.p, jego wiazanie do Pre-RC warun-
kuje przylaczenie biatka Cdtl.p i kompleksu MCM.

Mcm10.p tworzy cyrkularny heksamer. Wiaze
ssDNA i dsDNA, ma znaczenie dla wigzania komplek-
su MCM i DNA polimerazy a.

McmBP.p jest w chromatynie w fazie: M, G1 1 S.
Wiaze Dbf4.p i hamuje fosforylacje MCM przez DDK.
Hamuje wlaczanie MCM do Pre-RC.

Inne bialka kompleksu Pre-RC

Gmnn.p/geminina jest inhibitorem replikacji, ktory
powoduje odiaczenie Lrwdl.p/OrcA.p od Cdtl.p, roz-
pad pre-RC kompleksu i uniemozliwia wiazanie heli-
kazy MCM. Odgrywa swoja role w fazie S i G2 cyklu,
a nastepnie jest ubikwitynowana przez APC/C ligaze
i niszczona w przejsciu metafaza — anafaza. Brak ge-
mininy pozwala na przylaczanie komplekséw MCM do
kompleksow pre-RC (,,licencjonowanie” kompleksow
pre-RC) takze w fazach S i G2 cyklu i umozliwia
rereplikacje DNA.

Gmnc.p (geminin CC domain containing protein)
jest fosforylowane przez Cdc2.p — CycE.p wigze takze
Cdc45.p, a nastepnie Topbpl.p.

Mcidas.p/Idas.p (multiciliate differentiation and
DNA synthesis associated cell cycle protein) hamuje
wigzanie gemininy do Cdtl.p i przy$piesza inicjacje
replikacji. Nadekspresja powoduje tworzenie wielo-
biegunowych wrzecion podzialowych i tworzenie ko-
morek wielojadrzastych.

Bialko HmgA1.p wiaze ORC, lokalnie kontroluje
przytaczenie kompleksu ORC do sekwencji bogatych
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w AT (wg A.W. Thomae determinuje to miejsce po-
wstawania ORC).

Innym biatkiem, ktoére determinuje przytaczenie
ORGC, jest Ebnal.p wirusa EBV.

c. Wczesny okres inicjacji syntezy DNA —
(ORI firing”)

Inicjacja syntezy DNA zalezy od aktywacji helika-
zy MCM przez liczne faktory, ktore sa aktywowane
przez kinazy zalezne od cyklin:

— Kinaza DDK fosforyluje biatko Sld7.p tworzace he-
terodimer z Sld3.p. Powoduje to przytaczenie calego
heterodimeru do kompleksu MCM.

Kinaza DDK (Dbf4.p dependent kinase) sktada si¢
z Dbf4.p, biatka z palcami cynkowymi, ktore jest
regulatorem kinazy Cdc7.p (S. cerevisiae) i Cdc7L1.p
(u cztowieka). DDK fosforyluje biatka Mcm2.p,
Mcm3.p, Mcm4.p, Clspn.p/clasping, Dbf4.p i inne,
co znosi inhibicje inicjacji syntezy DNA w czg$ci
,wczesnych Pre-RC”.

Cdc7L1.p jest mniej podobny do kinaz Cdc niz do
kinazy Csnk2A1.p/CkILp.

— Drfl.p, homolog Dbf4.p tworzy u ssakéw kompleks
z kinaza Cdc7L1 (podobny do DDK). Ten kompleks
ma wazne znaczenie raczej dla komorek i tkanek em-
brionalnych.

— Kinaza Cdk2.p fosforyluje liczne biatka na po-
graniczu fazy G1-S, migdzy innymi biatko Cdtl.p, co
jest sygnatem jego ubikwitynacji i degradacji.

Cdk?2 fosforyluje tez Cdc45.p i jest to warunek jego
wlaczenia do kompleksu.

— Bialko Sld3.p (S. cerevisiae) przyciaga do komplek-
su biatko Cdc45.p i Sld7.p (odpowiednikiem SdI3.p
u wyzszych eukariontéw jest biatko Ticrr.p/treslin.p).

— Bialko Sld7.p wydaje si¢ nie mie¢ analogow
u wyzszych eukariontow).

— Bialko SId2.p (S. cerevisiae) — helikaza bierze udziat
w przylaczeniu subkompleksu PolE.p i biatek kom-
pleksu GINS. Po fosforylacji przez Cdk2.p subkom-
pleksy sa wlaczane do Pre-RC, tworzac kompleks
helikazy replikacyjnej CMG (Cdc45.p — MCM —
GINS). U wyzszych eukariontow odpowiednikiem
helikazy Sld2.p jest RecQL4.p — helikaza i trans-
lokaza. Mutacje genu RECQL4 powoduja zespot
Rothmunda-Thompsona.

— Bialko Cdc45.p, ktérego wiazanie jest zasadnicze
dla inicjacji replikacji (firing) — gtownie dla przy-
laczenia i stabilizacji kompleksu DNA polimeraz.
Fosforylacja Cdc45.p przez Cdk2.p jest konieczna
do tworzenia kompleksu helikazy CMG (Cdc45.p —
MCM - GINS).

— Clspn.p/klaspina wiaze Cdc45.p w Pre-RC. Jest to
biatko adaptorowe, ktore destabilizuje spirale DNA
w regionie ORI. W stresie replikacyjnym klaspina
jest fosforylowana przez Chekl.p, a w mitozie przez
Plk1.p, ubikwitynowana przez Btrc.p (z kompleksu
SCF) i ulega degradacji.

We wczesnym okresie inicjacji replikacji w regionie
,wczesnych ORI” obserwowana jest silna metylacja
H3K36mel (przyspiesza ona wigzanie Cdc45.p). Me-
tylotransferazami, ktore powoduja te modyfikacje, sa
Kmt3B.p/Nsdl.p i Kmt3C.p/Smyd2.p. Rownie wyso-
ka jest metylacja H3K79me2 (zalezna od Kmt4.p/
DotlL.p), ale funkcja tej modyfikacji nie jest jeszcze
wyjasniona.

W regionach ,,p6znych ORI”, gdzie sg juz obecne
kompleksy Pre-RC, nie obserwuje si¢ zadnych oznak
inicjacji syntezy DNA. Przewaza tam metylacja histonu
H3K36me3 (zalezna od Kmt3A.p/SetD2.p) i histonu
H3K4me3 (zalezna od Kmt2A-H.p i Kmt3E/Smyd3.p).
Obie modyfikacje hamuja wiagzanie Cdc45.p.

Zahamowanie inicjacji replikacji w ,,p6znych ORI”
by¢ moze wynika z aktywacji mechanizmu kontrolne-
go fazy S zaleznego od kinazy Atm.p. W komoérkach
ataxia teleangiectasia obserwuje si¢ przedwczesne
wejscie komorek fazy G1 w faze S, a zwlaszcza brak
mozliwo$ci zahamowania inicjacji replikacji ,,p6znych
ORI”.

U drozdzy kinaza Rad53.p (podobna nieco do ki-
naz CHEK) moze hamowa¢ aktywnos¢ kinaz DDK
1 Cdk2.p.

W ,.regionach inicjacji” istniejg uspione (,,dormant”)
ORI. Sa one uwarunkowane do replikacji i rozsiane
miedzy aktywnymi ORI, ale w normalnych warunkach
nie moga inicjowac replikacji. Przyczynami moga by¢:
— Fosforylacja biatek SId2.p i Sld3.p (RecQL4.p

i Ticrr.p u wyzszych eukariontéw) pozwala na wigza-
nie biatka Dpbll.p drozdzy (Topbpl.p u wyzszych
eukariontéw), co blokuje tworzenie ,,0oczka replika-
cyjnego’.

— Lokalne zmiany metylacji histonow — brak demety-
lacji H3K36me3 i H3K4me3 zaleznej od demetylaz
Kdm4A-D.p/Imjd2A-D.p i Kdm5B.p/Jaridl.p.

— Lokalny brak metylacji H3K36mel i/lub metylacji
H3K79me2.

d. Elongacja i inicjacja ,,p0znych ORI”

Dwukierunkowa elongacja replikacji oznacza po-
wstanie dwoch ,,widelek replikacyjnych”, ktore zawie-
raja duze kompleksy biatkowe ,,replisomy’replikujace
DNA w obu kierunkach od ORI



Rys. 11. Migrujace ,,widelki replikacyjne” zawieraja kompleks gtownej helikazy replikacyjnej (CMGQG), ktoéra
sktada si¢ z: (1) — kompleksu helikaz MCM (2-7), (2) — subkompleksu biatek GINS i (3) — Cdc45.p —
regulatora odlegtosci helikazy od kompleksu DNA polimerazy, (4) — DNA polimerazy &, (5) — kom-
pleksu Pcna.p, (6) — kompleksu replisomu zawierajacego mi¢dzy innymi: biatka Mcm8.p, Mcm9.p
i Mcm10.p, subkompleks Skpl.p — FoxL2.p — cullin, Wdhd1.p/Ctf4.p, Dtd1.p, Gemcl.p, Ticrr.p/
Treslin.p 1 helikazg¢ RecQLA4.p (biatka typu SId2.p drozdzy), (7) — kompleksu FPC (ochrony widetek
replikacyjnych) sktadajacego si¢ z bialek: Clspn.p/klaspiny, Tim.p/timeless.p i tipin.p, (8) — kompleksu
RFCiRadl7.p, (9) — kompleksu 9-1-1 zawierajgcego biatka Rad9.p, Husl.p i Radl.p, (10) — biatka
TopBP1.p, (11) — kinazy Atr.p, (12) — biatka Atrip.p, (13) — kinazy Chek1.p, (14) — biatka RPA, (15)
polimerazy DNA a, (16) — polimerazy DNA 6, (17) — kompleksu helikaz usuwajacych czterotancu-
chowe struktury G, biatka przytaczone do DNA i RNA (u eukariontow 5’ — 3’ helikaza Pifl.p).

Replisomy sa kompleksami bialek w widetkach re-
plikacyjnych, w wezszym znaczeniu subkompleksami
maszynerii replikacyjnej (rys. 11).

Kompleks elongacyjny replikacji sktada si¢ z pod-
kompleksow DNA helikaz i DNA polimeraz. W sktad
podkompleksu helikaz wchodza helikazy replika-
cyjne gldwne i pomocnicze:

— Gloéwne helikazy bakteryjne (biatko DnaB.p E. coli)
rozplataja tancuch op6zniony dsDNA w kierunku
5’ — 3°. Natomiast helikazy wyzszych eukariontéw

Bakteryjne helikazy pomocnicze dziataja na tancu-
chu wiodacym w kierunku 3’ — 5’ i wspoldzialaja
z polimeraza & (jak UvrD.p).

U eukariontow helikazy pomocnicze sa zwigzane
z fancuchem opdznionym DNA i dziataja w kierun-
ku 5° — 3’ (helikaza S. cerevisiae Rrm3.p i ludzka
Pifl.p). W ruchu widetek replikacyjnych odgrywaja
tez role helikazy Blm.p i Wrn.p.

DNA polimerazy naleza do rodziny B (jest znanych

(kompleks helikaz MCM2-7) przesuwaja si¢ na tan- 7 rodzin polimeraz DNA — A, B, C, D, X. Y i RT).
cuchu wiodacym w kierunku 3’-5. — Polimeraza DNA o (PolA.p) jest tetramerem dwoch

Energia konieczna do rozplatania DNA pochodzi
z ATP (dla DnaB.p 1 czasteczka ATP na dwie pary

podjednostek DNA prymazy i dwoch DNA polime-
razy.

zasad DNA). — Polimeraza 6 (PolD.p) syntetyzuje DNA tancucha

— Helikazy pomocnicze ulatwiaja przejscie widetek
replikacyjnych przez szczegoélne struktury DNA lub

opoOznionego i jest enzymem o wysokiej wiarygod-
nosci replikacji.

przez kompleksy DNA z biatkami. — Polimeraza DNA & (PolE.p) prowadzi synteze tancu-

cha wiodacego.
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— Polimeraza y (PolG.p) jest replikazg mitochondrialna.

Koordynacja funkcji helikaz i polimeraz

Kompleksy helikaz i DNA polimeraz sa w statym
kontakcie. Brak synchronizacji ruchu obu tych kom-
pleksow (przez biatko Cdc45.p) powoduje powstanie
dtugich odcinkéw jednotancuchowego DNA, co jest
sygnalem stresu replikacyjnego. Przed inicjacjg syn-
tezy DNA kinaza DDK fosforyluje biatko Mcm4.p, co
utatwia wigzanie Cdc45.p.

Kontakt Cdc45.p i MCM2-7 jest regulowany przez
kompleks GINS. Biatko Gins3.p ulega fosforylacji
przez kinazy Atm.p i Atr.p w stresie replikacyjnym.
Biatko Psfl.p drozdzy (Ginsl.p u wyzszych eukarion-
tow) jest przylaczane do replisomu w obecnosci biatek
Dpbl1.p/Topbpl.p i SId3.p. Obecnos¢ Psfl.p ulatwia
przytaczenie Cdc45.p i inicjacje replikacji.

Lacznikiem helikazy i DNA polimerazy o jest bial-
ko Wdhdl.p/Ctf4.p (faktor progresji replisomu, gra tez
role w kohezji chromatyd siostrzanych). Biatko Ctf4.p/
Wdhd.p przytacza helikazy Mcm?2.p, biatka Mcm10.p,
Ginsl.p, Gins2.p i DNA polimerazg a.

Klaspina (Clsp.p) odgrywa role tacznika helikazy
1 DNA polimerazy &. Klaspina tworzy kompleks FPC
(fork protection) z biatkami Timeless.p/Timl1.p i Ti-
pin.p (Csm3.p u S. cerevisiae) wazny dla przezycia ko-
morki w stresie replikacyjnym i genotoksycznym.

Innym subkompleksem w obrgbie replisomu jest
wiazacy helikaze MCM2-7 i ulatwiajacy rozplatanie
DNA - kompleks FACT. Zawiera on faktor elongacji
biatko Ssrpl.p (structure specific recognition protein 1)
i biatko Skptl6h.p/Sptl6.p/Cdc68.p. Kompleks FACT
reguluje szybko$¢ przemieszczania si¢ widetek repli-
kacyjnych.

W regulacji funkcji replisomu uczestnicza takze
nietranslatowane RNA, jak Y-RNA i inne czasteczki
RNA.

Y-RNA (jak Y1, Y3. Y4, Y5) wiaza w pOznej fazie
G1 niereplikowana chromatyne i odtaczaja sie po ini-
cjacji replikacji (s3 wigc w pewnym stopniu faktorami
licencyjnymi replikacji).

RNA, ktore tworza kwartety G, wiaza biatko wi-
rusa EBV (Ebnal.p), co pozwala na przytaczenie ORC
komorki gospodarza do sekwencji ORI wirusa.

W replisomie znajduja si¢ liczne kompleksy biatek
obejmujace i $lizgajace si¢ wzdtuz spirali DNA (sliding
clamps):

— Homotrimer bialek Pcna.p ulatwia poruszanie
si¢ DNA polimerazy i zwigksza jej procesywnosc¢.
Kompleks ten jest faktorem licencyjnym replikacji,

jest chaperonem histonow i zwieksza kohezje chro-
matyd siostrzanych.

W stresie replikacyjnym Pcna.p jest ubikwity-
nowany, co aktywuje polimerazy TLS (replikazy
uszkodzonego DNA) lub sumoilowany (hamowa-
nie TLS). Acetylacja Pcna.p zwigksza jego wptyw na
polimerazg DNA 9.

— Kompleks RFC (pentamer bialek Rfcl-5.p) utatwia
wprowadzenie kompleksu Pcna.p na tancuch DNA.
Biatka RFC tworzg tez kilka innych podobnych
kompleksow.

— Kompleks RFC — Chtf18.p/Ctf18.p — Dsccl.p/
Dccl.p jest alternatywnym kompleksem wprowa-
dzajacym Pcna.p na dsDNA.

— Kompleks RFC — Atad5.p/Elgl.p. Atad.p jest kom-
pleksem biatek podobnym do RFC, jego duza ilo$¢
w zahamowanych widetkach replikacyjnych wiaze
Rad9.p. Petni role w deubikwitynacji Pcna.p, wiaze
Wdr48.p, aktywator proteazy ubikwityny.

— Kompleks RFC — Rad17.p/Rad24.p utatwia wpro-
wadzenie kompleksu Rad9.p — Husl.p — Radl.p
(kompleks 9-1-1) na dsDNA. Rad9.p jest stale obec-
ny w chromatynie, w stresie replikacyjnym jest
fosforylowany przez Atr.p. Umozliwia to zahamo-
wanie cyklu komorkowego w fazie G2.

»Dojrzewanie” fragmentéow Okazaki

DNA polimeraza & po dojsciu do poprzedniego
fragmentu oddziela jego 5° koniec ze starterem RNA.
Fragment ten ulega odcieciu, a DNA ligaza [ zamyka
istniejaca przerwe jednotancuchows.

Terminacja replikacji

Gdy dwa widelki replikacyjne spotykaja si¢, naste-
puje odiaczenie helikaz MCM2-7. Pewng rolg w tym
procesie odgrywa tez biatko wigzace kompleks MCM
— Mcmbp.p.

Inicjacja ,,p6Znych” ORI

Ta inicjacja moze polega¢ na zmianie stanu epige-
netycznego chromatyny. Blokowanie inicjacji repli-
kacji wiaze si¢ z metylacja H3K36me3 i H3K4me3
i obnizeniem wigzania biatka Cdc45.p. Usuniecie tych
trojmetylacji przez demetylazy Kdm4A/Jmjd2A.p
i Kdm5B.p/Jarid1B.p oraz metylacja H3K36mel przez
Kmt3B.p/Nsdl.p i Kmt3C.p/Smyd2.p zwicksza wigza-
nie Cdc45.p i inicjuje replikacje.

Poczatek elongacji zwigzany jest z metylacjami
H3K27me2 przez Kmt4.p/Dotl.p, Kmt6.p/Ezh2.p
i H3K4me przez Kmt4A.p/Trx1.p. Zmniejszenie ak-
tywnosci Kmt4.p/Dotl.p moze powodowac rerepli-
kacje DNA.
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2. ZAHAMOWANIE RUCHU
WIDELEK REPLIKACYJNYCH

Zahamowanie ruchu widelek replikacyjnych moze
by¢ powodowane endogennymi lub egzogennymi dla
komorki przyczynami.

Do przyczyn endogennych mozna zaliczy¢:

— Istnienie regionéw trudnych do replikacji (jak ,,barie-
ry replikacji” — regiony, gdzie replisom koordynuje
inne od replikacji procesy, na przyktad parowanie
chromatyd lub wbudowywanie nukleosomow). Do
regiondéw trudnych do replikacji zaliczane sa telo-
mery, centromery i powtdrzenia mikrosatelitarnego
DNA.

— Istnienie komplekséw heterochromatyny.

— Regiony aktywnej transkrypcji, jak sekwencje rDNA.
U S. cerevisiae w sekwencjach rDNA jest wigzane
biatko Fobl.p, hamujace replikacje biegnaca w kie-
runku przeciwnym do syntezy rRNA. U ludzi po-
dobnym biatkiem jest Ttf1.p (faktor terminacji RNA
polimerazy I). Odlaczenie tych biatek wymaga ak-
tywnosci helikaz pomocniczych typu Rrm3.p.

— Kompleksy Cdk9.p i cyklina T reguluja proces tran-
skrypcji przez fosforylacje domeny C-terminalne;j
RNA polimerazy 11, ale takze wiaza biatka Atrip.p
1 Atr.p, stabilizuja widetki replikacyjne i odgrywaja
role we wznowieniu syntezy DNA w stresie repli-
kacyjnym.

— Miejsca czestych ztaman sa dziedziczone w sposob
mendlowski i charakteryzuja si¢ mata liczba two-
rzonych ORI. Rzadkie miejsca famliwe moga by¢
uwidocznione po zadziataniu egzogennych czynni-
kéw, jak afidikolina (inhibitor DNA polimerazy o),
nadmiar tymidyny, 5-azacytydyna lub bromodezok-
syurydyna.

— Tworzenie pewnych struktur DNA, jak helisy
typu A, hybrydy RNA-DNA lub skrzyzowania izo-
meryczne.

— Defekty replisomu.

Do przyczyn egzogennych zaliczy¢é mozna:

— Uszkodzenie matrycy DNA przez liczne czynniki
genotoksyczne (zwlaszcza powstawanie przerw
jednotancuchowych DNA, dimeréw pirymidyno-
wych, 6-4 fotoproduktéw, wigzan krzyzowych (na
przyktad ICL) i innych.

— Uszkodzenie funkcji DNA topoizomeraz przez inhi-
bitory, na przyktad: pochodne kamptotecyny dla
DNA topoizomerazy I (jak topotekan i irynotekan),
pochodne antracyklin (jak doksorubicyna i daunoru-
bicyna) i pochodne epipodofylotoksyn dla topoizo-
merazy IL.

Obnizenie poziomu deoksynukleotydotrojfosfo-

randw przez blok aktywnosci reduktazy rybonukle-

otydowej (hydroksymocznik, fludarabina, kladrybina
lub gemcytabina).

— Brak synchronizacji migracji kompleksu DNA po-
limeraz i DNA helikaz powoduje powstanie dtugich
sekwencji jednotancuchowych. Gtowng tego przy-
czyng jest zahamowanie ruchu DNA polimeraz przez
nadfiolet, hydroksymocznik, cisplatyng i afidikoling.
Zahamowanie ruchu widelek replikacyjnych jest
rozpoznawane przez biatka mechanizméw punk-
tow kontrolnych cyklu. Te mechanizmy powoduja:

— Stabilizacje struktury zahamowanych widelek repli-
kacyjnych. Role w tej stabilizacji odgrywa miedzy
innymi kompleks FPC (klaspina, biatko timeless.p
i Tipin.p). Liczne biatka replisomu ulegaja degra-
dacji, co zmniejsza niestabilno$¢ genomowa. Role
w degradacji gra kompleks SCF zawierajacy bial-
ko Pof3.p (S. pombe) lub FoxL2.p (cztowiek).

— Aktywacje ,,uspionych ORI” (uwarunkowanych do
replikacji, ale nieaktywnych) w regionach bliskich
zahamowanych widetek.

— Inhibicje inicjacji replikacji uwarunkowanych ORI
w pozno replikujacej chromatynie.

— Aktywacj¢ syntezy prekursorow DNA.

— Stymulacj¢ reperacji DNA.

— Blok cyklu komoérkowego.

[

. Funkcja ,,uspionych” ORI

Liczba uwarunkowanych do replikacji (lub ,,licen-
cjonowanych”) ORI jest znacznie wigksza od liczby
ORI rzeczywiscie inicjujacych syntezg DNA. W braku
stresu replikacyjnego przej$cie widelek replikacyjnych
przez sekwencje uspionego ORI znosi jego stan
uwarunkowania. Jednak gdy migracja widetek repli-
kacyjnych ulega zahamowaniu, obserwuje si¢ inicja-
cje replikacji w najblizszych uspionych ORI przy jed-
noczesnym zahamowaniu syntezy DNA w odleglych
ORI. Zahamowanie dotyczy gtéwnie replikonow akty-
wowanych w pdznej fazie S cyklu (rys. 12).

Zahamowanie ruchu jednych tylko widetek replika-
cyjnych nie jest przeszkoda w replikacji, podobnie jak
zahamowanie ruchu dwoch sgsiednich widetek pod wa-
runkiem, ze migdzy nimi obecny jest u§piony ORI
Jesli warunek ten nie jest spetniony, pewne sekwencje
nie ulegaja replikacji.

Mechanizm zahamowania inicjacji replikacji w re-
plikonach p6znej fazy S zalezy od aktywacji punk-
tu kontrolnego cyklu (gtownie przez fosforylacje
fosfatazy Cdc25Ap przez kinazy Atr.p — Chekl.p)
i od braku aktywacji kinaz DDK i Cdk2.p. Aktywa-
cja lokalnych ,,u$pionych” ORI zalezy by¢ moze od
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Rys. 12. Rola ,,u$pionych” ORI w replikacji DNA.

(A) — w warunkach normalnych, (B) — w obecno$ci uszkodzen DNA hamujacych postep widetek

replikacyjnych, (C) — w obecnosci uszkodzen

DNA i braku ,,uspionych” ORI.

(1) — uwarunkowany do replikacji ORI, (2) — ,,uspiony” ORI, (3) — ORI inicjujacy replikacje,
(4) —uszkodzenia DNA, (5) — sekwencja nieulegajaca replikacji.

obecnosci faktoréw blokujacych mechanizm punktu
kontrolnego.

b. Zahamowanie spowodowane obecnoscia
przerw jednego lancucha DNA

Wigkszos¢ powstajacych przerw jednotancucho-
wych DNA jest spowodowana czynnikami edogenny-
mi (ilo$¢ tych przerw jest oceniana na 10* na komorke
na dobe). Egzogenne faktory, ktore powoduja powsta-
wanie jednotancuchowych przerw DNA, to cisplatyna,
afidikolina (inhibitor DNA polimerazy), hydroksy-
mocznik, nadfiolet.

Przerwy jednotancuchowe DNA (SSB) sa rozpo-
znawane przez zasadowa domeng biatka Parp2.p i przez
domeng¢ palcow cynkowych biatka Parpl.p. PARylacja
histonéw regionu SSB umozliwia przyltaczenie biatek
chromodomeny Chd1L.p/Alcl.p i kompleksu NuRD
(ktéry reguluje aktywnos¢ E3 ligaz ubikwityny Rnf8.p
1 Rnf168.p).

Gléwnym faktorem rozpoznajacym SSB jest biatko
szkieletowe kompleksu Xrccl.p. Biatko Xrccl.p jest
fosforylowane przez Csnk2Al.p/Ckll.p w warunkach
stresu. Biatko Xrccl.p ma dwie domeny BRCT, ktore
wigza zasadnicze dla reperacji SSB enzymy Apel.p

i Lig3.p. Xrccl.p wiaze tez biatko Parpl.p, a przez gru-
pe fosforanowa biatka Pnkp.p/Pnk.p (kinazg — fos-
fataze polinukleotydowa), Aptx.p/aprataksyne (hy-
drolazg¢ polifosforanu diadenozyny) i Aplf.p (Aptx.p
i Pnkp.p like protein).

Przytaczenie kompleksow biatkowych Rad9.p —
Husl.p — Radl.p (kompleks 9-1-1) i RFC — Rad17.p
jest konieczne do wiazania kompleksu kinazy Atr.p.

Przerwy jednotancuchowe powoduja ekspozycje
odcinkow ssDNA, ktore przytaczaja kompleksy RPA-
-Atrip.p-Atr.p. RPA moga by¢ cze$ciowo zastepowane
przez biatka NABP. Na poczatku fazy M i1 w stresie
replikacyjnym biatko Rpa2.p jest fosforylowane przez
Cdk2.p w S29, a Rpa2.p i Rpa3.p przez kinaze Atr.p.

FPC kompleks (Tim.p/timeless.p — Tipin.p — Clspn.p/
klaspina) chroni widetki replikacyjne. Defekty tego
kompleksu sa przyczyna uszkodzenia funkcji punktu
kontrolnego fazy S cyklu komoérkowego, braku fos-
forylacji i aktywacji kinazy Chekl.p.

W stresie replikacyjnym biatka RPA wiaza helikaze
Bripl.p/Bachl.p/Fanc].p. Mutacje genu BRIP1 powo-
duja wrazliwo$¢ komorek na stres replikacyjny i sg ob-
serwowane w rakach piersi/jajnika.

W tworzeniu kompleksu bierze udzial biatko cha-
peronowe Telo2.p. Tworzy ono kompleks z biatkami



Ttil.p i Tti2.p, ktory stabilizuje kinazy PIKK, odgry-
wa rolg w punkcie kontrolnym fazy G2 i reguluje dtu-
gos¢ telomeru.

Biatko Cinp.p (Cdk2.p interacting protein) jest obec-
ne w replisomie do momentu inicjacji syntezy DNA.
Jest sensorem uszkodzenia DNA i czynnikiem stabi-
lizujacym genom. Wiaze ono Atr.p, Atrip.p, Mcm5.p,
Cdk2.p, Cdc7L1.p, przez ktore jest fosforylowane.
Defekt genu CINP jest przyczyna braku fosforylacji
kinazy Chekl.p i wrazliwosci komorek na hydroksy-
mocznik.

Kompleks Atr.p — Atrip.p jest stabilizowany przez
Nekl.p (kinaze z rodziny NIMA). Jest niezbedna do
autofosforylacji Atr.p w S1989.

Wazna role w aktywacji Atr.p petni takze biatko
Topbpl.p (biatko Dbpll.p S. cerevisiae) Wiaze ono
przez domeng¢ AAD domene PRD, ktora jest obecna
w biatku Atr.p (i we wszystkich innych kinazach typu
PIKK).

W stresie replikacyjnym Topbpl.p wiaze biatka
Ticrr.p/Treslin.p, Rbbp8.p/CtIP.p, Bripl.p/Bachl.p/
Fancl.p, catly kompleks MRN (co stabilizuje Topbpl.p
1 aktywuje kinaze Atr.p), Mdcl.p i Rad9.p (z kompleksu
9-1-1.
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Kinaza Atr.p koordynuje:
— inicjacje syntezy DNA w ORI,

— funkcjonowanie punktu kontrolnego fazy S cyklu
komorkowego,

— stabilizacje zahamowanych widetek replikacyjnych,

— wznowienie funkcji zatrzymanych widetek repli-
kacyjnych.

Atr.p reguluje aktywnos¢ metylotransferazy Mlll.p/
Kmt2A.p, ktora metyluje H3K4me3 w regionie ORI
i hamuje ruch widetek replikacyjnych po uszkodze-
niach DNA w fazie S. Atr.p fosforyluje histon yH2AX,
biatka Mdcl.p, Rpal.p i Rpa2.p, DNA polimeraze §
i klaspine.

ROZPAD ZAHAMOWANYCH
WIDELEK REPLIKACYJNYCH

Widetki replikacyjne (WR) zahamowane istniejaca
przerwa jednotancuchowa moga by¢ przez pewien czas
ustabilizowane (co pozwala na reperacj¢ uszkodzenia,
a nastepnie reaktywacje replikacji), moga takze ulegaé
rozpadowi z powstawaniem ,,DSB o jednym koncu”
(rys. 13).

Stabilizacja WR zahamowanych jednotancuchowa
przerwa zalezy od SUMO-ilacji Pcna.p w Y164, Y164,
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Rys. 13. Zahamowanie widetek replikacyjnych (WR) przez jednotancuchowa przerwe DNA (SSB).
(A) — widetki replikacyjne napotykaja SSB. (a) — stabilizacja zahamowanych WR przez SUMOilacje
Pcna.p (to hamuje reperacje typu HR), przez PIK kinazy i kompleks FPC (fork protection complex).
(B) — Cofnigcie WR (rola biatek Wrn.p. Blm.p i FancM.p) oraz naprawa SSB reakcja SP-BER, (b)
— reaktywacja widelek replikacyjnych, (C) — replikacja. (¢) — rozpad widelek replikacyjnych, (D) —
utworzenie przerw dwulancuchowych DNA z jednym koncem (brak SUMOilacji Pcna.p i inaktywacja
FPC). (E) — naprawa przez HR (zalezy od Rad51.p i Brca2.p) i BIR (replikacja indukowana uszko-
dzeniem — u drozdzy), (x) — DNA homologicznego chromosomu, (F) — naprawa typu NHEJ (zalezy od
53bpl.p, prowadzi do niestabilnosci genomowe;j), (y) — wolny koniec ,,obcego” DNA.
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Y127 (drozdze) i innych, zaleznej od Sael.p, Uba2.p/
Sae2.p, Ube2L.p i E3 SUMO ligazy typu Sizl.p (droz-
dze).

SUMO-ilacja Pcna.p hamuje reperacje DNA zalezna
od homologicznej rekombinacji. Istniejg tez inne me-
chanizmy chronigce zahamowane WR:

— PARylacja histonow regionu SSB przez Parpl.p
zapobiega powstawaniu DSB i utatwia naprawe
uszkodzenia.

— Kompleksy biatek RPA wiaza i stabilizuja jednotan-
cuchowe DNA w zahamowanych WR.

— Kompleks FPC — klaspina/Mrcl.p (S. cerevisiae)
Tim.p/timeless.p i Tipin.p. Tim.p zapobiega uszko-
dzeniu DNA, ubikwitynacji i degradacji biatek repli-
somu — DNA polimeraz i helikaz.

— PIK kinazy (Atr.p, Atm.p, Prkdc.p/Dnapkcs.p) fos-
foryluja migdzy innymi biatka KU i biatka Rpal.p
i Rpa2.p. Substrat Atr.p kinaza Chekl.p fosforyluje
i aktywuje biatka stabilizujace zahamowane WR i re-
perujace rozpadajace si¢ WR.

— Biatka Xrce5.p/Ku80.p i Xree6.p/Ku70.p sa stabiliza-
torami zahamowanych WR i Pcna.p.

— Setmar.p/metnaza odgrywa role w NHEJ i stymuluje
syntezg DNA w ulegajacych rozpadowi WR.

Stabilizacja WR pozwala na ich regresje, ktora zale-
zy miedzy innymi od helikaz Wrn.p i Blm.p, i reperacje
SSB (przez kompleks Parpl.p, Aptx.p, Xrccl.p, Lig3.p,
PolB.p) opisang poprzednio.

Rozpad WR odbywa si¢ po pewnym czasie jego
stabilizacji. Nastepuje dysocjacja sktadnikéw replisomu
i ich czesciowe zniszczenie w proteasomie. Lancuch
wiodacy ulega odcieciu przez kompleks nacinajacy
widetki replikacyjne, ktory zawiera (migdzy innymi)
endonukleazg Emel.p specyficzna dla struktur rozga-
fezionych) i nukleaze specyficznych struktur Mus81.p/
SIx3.p.

Naprawa tworzonej dwutancuchowej przerwy moze
by¢ typu rekombinacji homologicznej albo BIR
(break induced replication — raczej tylko u drozdzy)
albo typu NHEJ, ktéra zwykle prowadzi do rearanzacji,
niestabilno$ci genomowe;j i $§mierci komorki.

Decyzja o podjeciu reperacji DNA typu NHEJ lub

HRR zalezy od:

— Modyfikacji kompleksu PCNA w replisomie. Sumo-
ilacja Pcna.p blokuje rekombinacje, podczas gdy
poliubikwitynacja w Pcna.p w K164 przez Ube2N.p/
Ubcl3.p, Ube2V2.p/Mms2.p (E2 koniugazg) i RadS.p/
Suprh.p (E3 ligaze) stymuluje naprawe typu HRR.

— Przylaczenia biatka 53bpl.p, ktore stymuluje napra-
we typu NHEJ, natomiast przylaczenie komplek-
su MRN, biatek Rbbp8.p/Ctlp.p, Breal.p, Rad51.p
i Brca2.p aktywuje naprawe typu HR.

— Biatka typu ATPazy i helikazy Srs2.p drozdzy, kto-
re hydrolizuje ATP, usuwa biatko Rad51.p z fila-
mentu presynaptycznego i hamuje HRR. Ludzki-
mi odpowiednikami Srs2.p sa: helikaza RecQLS5.p,
ktora wiaze Rad51.p i hamuje jego dziatanie (brak
tego biatka u myszy powoduje podatno$¢ na nowo-
twory). Podobnie dziata biatko Rtel.p, helikaza re-
gulujaca elongacje telomerow. Brak Rtel.p zwicksza
czterokrotnie HRR, a mutacje genu powoduja zespot
dyskeratosis congenita. Biatko Parpbp.p/Pari.p regu-
luje tworzenie filamentu presynaptycznego (nie jest
ATPaza ani helikazg), ale wigze Pcna.p. Do faktorow
aktywujacych HRR mozna zaliczy¢:

— Helikazg HelQ.p, ktéra tworzy kompleks prze-
mieszczajacy si¢ wzdtuz DNA (w kierunku 3’
—5”). HelQ.p stymuluje naprawe¢ HRR w rozpa-
dajacych sic¢ WR. Myszy HelQ™ sa podatne na
nowotwory.

— Biatka drozdzy Rad55.p i Rad57.p (ludzkie bial-
ko Rad51B.p), ktore stabilizujg filament Rad51.p
i hamuja dziatanie Srs2.p.

— Kompleks SHU, ktory u drozdzy sktada si¢
z biatek Shul.p, Shu2.p, Psy3.p i Csm2.p. Ludz-
kimi odpowiednikami sg Xrcc2.p, Efhd2.p
i biatko Rad51D.p. U ludzi nie ma homologu
biatka Csm2.p, ale dodatkowe biatka, jak Ra-
d51B.p/Rad51L1.p, Rad51C.p/Rad51L2.p i Sw-
sapl.p (ATPaza), moga go zastepowac.

¢. Zahamowanie przez addukty miejsca
apurynowe i UV

Uszkodzenia tego typu powoduja stres replikacyj-
ny przez odksztalcenie matrycowe;j spirali DNA. Tego
typu uszkodzenia reperowane sg mechanizmami BER
(base excision repair), NER (nucleotide excision repa-
ir), TLS (synteza na uszkodzonej matrycy — translesion
synthesis) opisanymi uprzednio.

Sekwencje niedopasowania sa naprawiane przez
mechanizm MMR (mismatch repair), a dhuzsze jedno-
fancuchowe sekwencje mechanizmem homologiczne;j
rekombinacji (HRR).

Powstanie miejsc apurynowych/apirymidynowych
wynika zwykle z przyczyn endogennych (ale czasem
takze egzogennych, jak usuwanie zmodyfikowanych za-
sad DNA). Modyfikacje zasad sg spowodowane gtow-
nie faktorami egzogennymi.

CDP (cyklobutanowe dimery pirymidynowe) sa
spowodowane dziataniem promieniowania UV, a bledy
niedopasowania pomytkami polimerazy DNA i stana-
mi tautomerycznymi zasad.
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MODYFIKACJE ZASAD DNA

Modyfikacje zasad sa wykrywane przez DNA gli-
kozylazy, jak Oggl.p (8-oksyguanino DNA glikozylaza),
Nthll.p/Nthl.p (glikozylaza i endonukleaza rozpo-
znajaca utlenione pirymidyny) lub glikozylazy Neill.p
i Neil2.p (enzymy typu liazy usuwajace zasadg i two-
rzace SSB).

Miejsca apurynowe

Powstajace miejsca apurynowe sa rozpoznawane
i przecinane przez APu/APy endonukleaze Apexl.p/
Apel.p po stronie 5> do APu/Apy. Przerwy jednotan-
cuchowe z koncami niekompatybilnymi dla ligacji sa
modyfikowane przez enzymy, jak Apex1.p, Pnkp.p (ki-
naza polinukleotydowa i fosfataza), aprataksyne i Tdp-
1-2.p (fosfodwuesterazy tyrozylowe DNA).

Przerwy jednolancuchowe

Jednotancuchowe przerwy z koncami 3’- OH i 5°-P
sg ligowane przez kompleks biatek: Xrccl.p — DNA
Pol. B — Ligaza 3.

Po zakonczonej reperacji zbedne biatka BER sa
ubikwitynowane przez E3 ligazy Huwel.p/Mule.p
lub Stub.p/Chip.p i niszczone w proteasomie. Muta-
cje genu STUB powoduja wrodzony zespdl ataksji
rdzeniowo-mézdzkowej.

CPD I 6-4PP

Obecnos¢ CPD i 6-4PP. CPD (cyklobutanowe di-
mery pirymidynowe) i 6-4PP (fotoprodukty 6-4 piry-
midynowe) sg skutkiem dziatania UV na DNA. Stres
replikacyjny po UVC (ale takze po cisplatynie i ad-
riamycynie) stymuluje aktywnos$¢ kinaz Atr.p i Atm.p,
kinaz Chek1/2.p i faktora AP1. Chekl1/2.p fosforyluja
1 aktywuja p53.

p53 stymuluje biatko Ddb2.p (damage recognition
and DNA binding protein), ktore razem z Ddbl.p two-
rza faktor XPE (sktadnik mechanizmu naprawy DNA
typu NER). Biatko p53 stymuluje takze inny faktor
NER — XpC.p (podobny do Rad4.p u drozdzy), kto-
ry tworzy dimer z Rad23B.p. Ten dimer odgrywa rolg
w rozpoznaniu tworzacych si¢ CPD i 6-4PP defektow
DNA, powoduje rozplatanie uszkodzonej sekwencji.
Rozplatanie jest stymulowane takze przez helikazg
Ercc2.p/XpD.p i Ercc3.p/XpB.p. Wiazanie Ercc2.p/
XpD.p przytacza biatko XpA.p do kompleksu z Rpal.p
i Rpa2.p.

Faktor transkrypcji AP1 stymuluje ekspresje bia-
tek: Erccl.p (kofaktor Ercc4.p), Ercc4.p/FancQ.p/
XpF.p i Ercc5.p/XpG.p (endonukleaza ssDNA sty-
mulowana przez UV, B(a)P i promieniowanie gamma).

Ercc5.p przecina DNA w kierunku 3’ od uszkodzenia,
a Ercc4.p — 5’ od uszkodzenia.

Wszystkie te biatka biora udzial w naprawie
GG-NER (opisanej w poprzednim rozdziale).

Synteza na uszkodzonej matrycy (TLS) jest akty-
wowana przez monoubikwitynacj¢ Pcna.p obecnego
w kompleksie replisomu zatrzymanych widetek re-
plikacyjnych. TLS ma znaczenie w reperacji krotkich
(jednonukleotydowych) niedopasowan sekwencji (ad-
duktow, modyfikacji zasad lub miejsc APu/APy).

Monoubikwitynacja Pcna.p zalezy u ludzi od E2
koniugazy ubikwityny Ube2A.p/Rad6.p i od E3 ligazy
Rad18.p. Aktywuje to TLS polimerazy DNA (Poln.p,
Poli.p, Poll.p, Polk.p lub Revl.p).

Ubikwitynacja Pcna.p jest obserwowana po dzia-
faniu faktoréw alkilujacych (MMS), po adduktach
typu B(a)P, w obecnosci wigzan krzyzowych DNA
i fotoproduktéw UV, ale nie po promieniowaniu jo-
nizujacym i bleomycynie. Obecnos¢ Breal.p aktywuje
syntez¢ DNA typu TLS.

BLEDY NIEDOPASOWANIA

Bledy niedopasowania sg rozpoznawane i repero-
wane przez mechanizm MMR, ale juz po zakonczonej
replikacji (MMR jest poreplikacyjna naprawa DNA).

Zasadniczym enzymem wigzacym miejsca nie-
dopasowania jest MUT-Sa (u ludzi kompleks Msh2.p
i Msh6.p) endonukleaza wprowadzajaca nacigcia po
stronie 5’ od miejsca niedopasowania.

MUT-Sa z zespotem biatek RPA tworzy kompleks
rozpoznajacy uszkodzenia oksydacyjne, uszkodzenia
spowodowane alkilacja, promieniowaniem jonizuja-
cym, a takze krotkie petle DNA wynikajace z insercji
i delecji (insertion and deletion loops — IDLs).

MUT-Sa jest ATPaza (przy czym ADP obniza jej
wigzanie do miejsc niedopasowania, a ATP aktywuje
to wigzanie). Kompleks §lizga si¢ po fancuchu chroma-
tyny, odlacza nukleosomy w miejscach niedopasowania
i obniza stopien upakowania chromatyny. Msh6.p petni
zasadniczg role, wigzac deformacje struktury helisy
dsDNA i nukleosomy z H3K36me3. Domena N-termi-
nalna biatka Msh6.p wiaze Pcna.p i ulega wowczas
fosforylacji.

Rola Msh2.p polega zasadniczo na stabilizacji
Msh6.p. Caty kompleks in vitro wiaze oligomery typu
G:T, O%-meG:T Iub G:U. In vivo kompleks generuje
sygnaty o wykryciu uszkodzenia, inicjujace zmiany
struktury chromatyny, blok cyklu komorkowego lub
apoptoze.

MUT-La (zawiera biatka Mlhl.p i Pms2.p) tworzy
z biatkami Pcna.p, RFC i DNA polimeraza 6 kompleks



— 4-48 —

nacinajacy 3’ od miejsca niedopasowania i wazny dla
transmisji sygnatow.

Niedopasowana sekwencja DNA jest usuwana przez
egzonukleaze Exol.p w kompleksie z HmgBl1.p.

d. Zahamowanie przez wiazania
krzyzowe DNA

Wiazania krzyzowe migdzy komplementarnymi
tancuchami DNA (ICL) sa najpowazniejsza prze-
szkoda w swobodnej migracji widelek replikacyj-
nych. Kowalencyjne wigzania migdzy zasadami DNA
powstaja w wyniku dzialania:

— mitomycyny C (MMC) reagujacej z resztami guani-
ny w malym rowku DNA, powodujac nieznaczne
odksztatcenie spirali DNA,

— iperytu azotowego, ktory dziata na reszty guaniny
w sekwencjach GNC,

— cisplatyny, ktéra indukuje wiazania krzyzowe G[N-
7-N7]G 1 G[N7-N3]A,

— psoralenu i na§wietlania UVA (w terapii tuszczycy
i postaci skornej chtoniaka T komoérkowego). Psora-
len dziata na sekwencje 5’TA/AT,

— kwasu azotawego, ktory indukuje tworzenie wia-
zan G[N1-C2]G, G[C8-C5]T, G[C8-CS5]C, C[C5-N2]
G. Dziata glownie na sekwencje dCpG.

W rozpoznaniu ICL w komorce zasadnicze znacze-
nie ma ,,rdzeniowy” kompleks biatek FA (anemia Fan-
coniego) i XpC.p (faktor reperacji GG-NER).

W stresie replikacyjnym komoérka rozpoznaje ICL
przez kompleks MUT-SP (zawierajacy biatka Msh2.p
1 Msh3.p) i Erccl.p. ICL wigze tez:

— Faktory XpC.p, XpG.p i Ercc4/XpF.p.

— Kompleks PSO4 zawierajacy biatka Prpf19.p/Pso4.p
(biatko wigzace Setmar.p, jest faktorem dojrzewania
pre-mRNA i naprawy DNA po y-irradiacji, jest E3
ligaza ubikwityny).

— Cdc5L.p, Prigl.p i Beas.p/Spf27.p (sktadniki spli-
ceosomu). Caly kompleks jest wazny dla przejscia
od fazy S do G2/M i dla blokowania tego przejscia
w stresie replikacyjnym.

— FancM.p sktadnik rdzeniowego kompleksu FA jest
silnikiem w przemieszczaniu si¢ FA wzdtuz DNA.
FancM.p odgrywa wazng role¢ w monoubikwityna-
cji biatka FancD2.p i w tworzeniu superkompleksu
BRAFT w naprawie ICL. Jest tacznikiem miedzy
subkompleksami FA i BS (zespotu Blooma). FancM.p
tworzy kompleks z biatkami Faap24.p i Telo2.p sty-
mulujacy mechanizm punktu kontrolnego zaleznego
od Atr.p — Chekl.p.

— Kompleks SL.X4 zawiera biatka Slx4.p/FancP.p (en-
donukleaze), kompleks MUT-SP, nukleazy Mus 81.p,
Mus81.p, Emel.p i Erccl.p, Ercc4.p/XpF.p.

— a-spektryne nieerytrocytarng (Sptanl.p), ktora two-
rzy kompleks z biatkami Erccl.p, Ercc4.p/XPF
i FancA.p i wiaze ICL powstajace po dziataniu pso-
ralenu.

Bialka kompleksu FA

Anemia Fanconiego jest recesywna chorobg dzie-
dziczona w sprzg¢zeniu z chromosomem X. Objawy
obserwowane sa juz w pierwszych tygodniach zycia,
czas przezycia okoto 30 lat. Czesto$¢ wystepowania

choroby 1:200 000.

Gloéwne objawy:

— pancytopenia,

— niski wzrost,

— sklonno$¢ do nowotworéw — AML, raki skory, prze-
lyku, narzadu rodnego,

— wrazliwo$¢ na tworzenie wigzan krzyzowych DNA
(po mitomycynie C, cisplatynie, i po dwuepoksybu-
tanie — DEB),

— znaczna wrazliwo$¢ DNA komorkowego na uszko-
dzenia (zalecana ostrozno$¢ w stosowaniu wszelkich
chemioterapeutykow),

— znanych jest 17 gendw FA, czeste mutacje sa obser-
wowane w FANCA (70%), FANCC (10%), FANCG
(10%), RAD51C/FANCO i SLC4/FANCEP,

— kinaza Atr.p fosforyluje biatka FancD2.p i Bripl.p/
FancJ.p/Bachl.p.

Bialka kompleksu BS

Zespot Blooma jest rzadka choroba autosomalng
recesywna zaczynajaca si¢ w dziecinstwie. Gtowne
objawy:
karfowato$¢ z proporcjonalng budowg ciata,
wrazliwo$¢ na promieniowanie stoneczne,

— podatno$¢ na zakazenia,
cukrzyca,
predyspozycja do wielu nowotworow.

Komoérki chorych na BS charakteryzuja si¢ niesta-
bilnoscia chromosomowa (jak rearanzacje, ztamania,
SSB). Dziesigciokrotnie ro$nie czgsto§¢ wymiany chro-
matyd siostrzanych (SCE).

W sktad kompleksu BS wchodza biatka: helikaza
Blm.p, biatka Top3B.p, Rmil.p (RecQ mediated geno-
me instability — biatko zasadnicze dla wigzania Bmil.p
i ochrony przed SCE), Rmi2.p, Rpal.p i by¢ moze he-
likaza RecQLS5.p (typu Blm.p).

Naprawa ICL zostata opisana w poprzednim roz-
dziale. W skrocie:
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— WR zatrzymuja si¢ przed ICL. Atr.p aktywuje kom-
pleks rdzeniowy FA, ktory monoubikwitynuje biatka
FancD2 i Bripl.p/FanclJ.p/Bachl.p.

— WR cofaja si¢ z tworzeniem struktur ,,kurzej stopy”
(dziatanie helikaz Blm.p i Wrn.p oraz biatek FancM.p
lub FancC.p). Nastepuje resekcja tancucha op6znio-
nego (przez nukleazy Snml1B.p/DclrelB.p/Apollo.p
i nukleazg Exol.p).

— WR rozpadaja si¢ z tworzeniem DSB ,,0 jednym kon-
cu” przez dziatanie kompleksu SLX4 (zawierajace-
go endonukleazy Slx4.p/FancP.p, SIx1.p, Mus.p81.p/
SIx3.p i Emel.p), a takze kompleksu MUT-SP
(Msh2.p i Msh3.p) i biatka Erccl.p, Ercc4.p/XpF.p
i Plk1.p.

— Erccl.p, Ercc4.p/XpF endonukleazy tng DNA 3’ od
ICL, 3°-5’ egzonukleazy usuwaja odcinek DNA
komplementarny do ICL.

— Powstajaca jednotancuchowa przerwa zostaje wy-
petniona przez polimerazy replikujace uszkodzona
matryce (TLS polimerazy).

— Usunigcie monoadduktu zwigzanego z krétkim oli-
gonukleotydem mechanizmem NER lub glikozylaza
Neill.p.

— Odtworzenie widetek replikacyjnych systemem na-
prawy HR w obecnosci bialek FA, Brca2.p, Ercc4.p,
Erccl.p, Rad51.p, Blm.p, Top3A.p, MUT-La, jak
i Bripl.p/ Fancl.p.

e. Deficyt prekursorow DNA

Inicjacja syntezy DNA, a zwlaszcza warunki stresu
replikacyjnego, wymagaja podwyzszenia poziomu
prekursorow replikacji (deoksynukleotrojfosforanow —
dNTP). Zaréwno zbyt niskie, jak i zbyt wysokie stgze-
nie dNTP jest przyczyna powstawania mutacji. Obni-
zenie stgzenia ANTP moze by¢ powodem zatrzymania
ruchu i rozpadu widetek replikacyjnych.

Poziom dNTP reguluje kompleks enzymu reduktazy
rybonukleotydowej Rnr.p. Regulacja ta jest sktadowa
mechanizmu punktu kontrolnego fazy S obok innych
reakcji:

— aktywacji transkrypcji genéw kodujacych faktory
replikacji,

— zahamowania inicjacji replikacji w replikonach po6z-
no replikujacych,

— ochrony integralnosci i stabilizacji zahamowanych
widetek replikacyjnych,

— aktywacji reduktazy rybonukleotydowe;.

Brak stymulacji Rnr.p w warunkach stresu replika-
cyjnego w komorce moze by¢ spowodowany czynni-
kami endogennymi, jak obnizenie aktywnosci kinaz

punktu kontrolnego lub blok migracji wielu widetek
replikacyjnych i aktywacja wielu ,,u§pionych” ORI, jak
i czynnikami egzogennymi:

— Stata obecnos$cia czynnikéw metylujacych.

— Zahamowaniem aktywnosci Rnr.p.

— 3-AP/triaping (aminopirymidyno-2-karboksalde-
hydotiosemikarbazon), zwigzek chelatujacy jony
Fe*, jest dos¢ toksyczny,

— Antysensownym oligonukleotydem do Rnr2.p
(GTJ2040), ktory jest bardzo silnym inhibito-
rem Rnr2.p, ale jego dziatanie na zwierzeta do-
$wiadczalne nie potwierdzito si¢ u ludzi.

— Gemcytabing, ktora jest fosforylowana na dwu-
fosforan gemcytabiny i rozpoznawana przez
RNR jako imitacja substratu. W praktyce
wplyw gemcytabiny na czas przezycia pacjentek
z rakiem piersi jest jednak raczej niewielki.

REGULACJA RNR U DROZDZY

RNR drozdzy sktada si¢ z cytoplazmatycznej pod-
jednostki Rnrl.p i z podjednostek jadrowych Rnr2.p
i Rnr4.p. W cyklu komorkowym regulowany jest glow-
nie poziom podjednostki Rnrl.p. Import do jadra ko-
morkowego podjednostek Rnr2.p i Rnrd.p regulowany
jest przez kinaze Dunl.p.

W fazie syntezy DNA lub po uszkodzeniu DNA
kinaza drozdzowa Mecl.p (odpowiada kinazie Atr.p)
i Tell.p (odpowiada Atm.p) fosforyluja i aktywuja ki-
naz¢ Rad53.p (odpowiada kinazie Chekl.p u ssakow).

Po autofosforylacji kinaza Rad53.p fosforyluje
i aktywuje kinazg Dunl.p (kinaza typu Atr.p S. ce-
revisiae). Kinaza Dunl.p fosforyluje i indukuje degra-
dacje¢ bialek wiazacych w jadrze komérkowym pod-
jednostki RNR:

— Difl.p adaptor importu jadrowego Rnr2.p,

— Wtml.p podobny adaptor dl Rnr2.p i Rnr4.p,

— Smll.p inhibitor wigzacy i stabilizujacy Rnarl.p.
Ludzkim odpowiednikiem Smll.p jest biatko
TfE2.p (trefoil factor 2).

Kinaza Dunl.p fosforyluje tez i inaktywuje repre-
sory transkrypcji Crtl.p i Tupl.p (S. cerevisiae). Crtl.p
powoduje przytaczenie represora Tupl.p do promotorow
i hamuje ekspresje genow RNR.

Homologiem genu CRT1 u ssakow jest gen RFXI1.
Rfx1.p jest biatkiem posiadajacym domene WH (winged
helix). Ekspresja bialek WH jest specyficzna dla sta-
dium ro6znicowania komorek.

Regulacje ekspresji genéw RNR u drozdzy przed-
stawia rys. 14.
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Rys.14. Regulacja ekspresji genow RNR u drozdzy S. cerevisiae w warunkach stresu replikacyjnego.

Uszkodzenie DNA aktywuje kinazy Mecl.p i Tell.

p (typu Atr.p). Kinazy te fosforyluja i aktywuja

kinaze Rad53.p, a ta fosforyluje kinaz¢ Dunl.p. Aktywna kinaza Dunl.p fosforyluje i inicjuje degra-

dacje¢ biatek Difl.p, Wtml.p i Smll.p blokujacych

eksport biatek RNR do cytoplazmy. Dodatkowo

Dunl.p aktywuje (posrednio) transkrypcje genow RNR.

REGULACJA RNR U SSAKOW -

Kompleks RNR u ssakow jest kodowany przez trzy
geny:

— RRMI1 koduje dwie niejednakowe podjednostki en-
zymu: R1 i R2. Lokus genu znajduje si¢ w regionie
11pl5.5, ktory zawiera geny supresorow transformacji
nowotworowej i jest imprintowany.

Defekty regionu 11pl5.5 powoduja wrodzony zespét
chorobowy Beckwitha-Wiedemanna, a takze skton-
no$¢ do wielu nowotwordw, jak rhabdomyoblastoma,
raki phuc, raki jajnikéw i piersi.

W guzie Wilmsa i hepatoblastoma jest stwierdzana
utrata imprintingu genetycznego. Poziom ekspres;ji
genu RRMI nie jest regulowany.

— RRM2 koduje podjednostke regulatorowg M2 i ma

dwie izoformy niezbedne dla przebiegu cyklu ko-
moérkowego. W przeciwienstwie do RRM1 — RRM2
jest onkogenem. Blokowanie ekspresji Rrm2.p moze
by¢ wazne w terapii nOWotworow.
W senescencji indukowanej onkogenami poziom
Rrm2.p maleje. Samo obnizenie poziomu Rrm2.p po-
woduje senescencj¢. W przejsciu G1-S transkrypcja
Rrm?2.p zalezy od E2F.p, a jego pdzniejsze niszcze-
nie w cyklu od E3 ligazy ubikwityny APC/C

Cdhl.p.

Ekspresja genu RRM2B jest stymulowana przez
p53, FoxO3.p i przez uszkodzenia DNA (przez UV,
promieniowanie y, adriamycyne), a hamowana przez
E2F7.p. Gen koduje mata podjednostke RNR wazna
dla reperacji DNA raczej w fazie GO i G1 cyklu zy-
ciowego komorki. Wiaze i jest fosforylowana przez
Atm.p (w S72). Do funkcji Rrm2B.p mozna zaliczy¢:

— regulacje cyklu komérkowego,

— wspoldziatanie w procesie naprawy DNA,

— homeostaze mitochondriow,

— supresje przerzutdow i proliferacji komorek no-
wotworowych (jednak czasem jest markerem
inwazyjnosci nowotworow),

— przeciwdzialanie uszkodzeniom komorek przez
ROS.

Mutacje recesywne genu RRM2B powoduja zespot
utraty DNA mitochondrialnego, mutacje dominujace
zespoOt zewnetrznej postepujacej oftalmoplegii i ze-
spot mitochondrialnej encefalopatii nerwowo-gastro-
intestinalne;.

Defekty DNA podwyzszaja stres oksydacyjny, kto-
ry zwigksza poziom komdrkowego biatka p53. Biatko
to stymuluje wysoka ekspresje genu RRM2B, a jego
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produkt wptywa na obnizenie stresu oksydacyjnego
i zwicksza aktywno$¢ RNR konieczng do replikacji.

— Rfx1.p (regulatory factor XI) jest ortologiem biatka
Crtl.p, stymuluje ekspresje genow HLA, ale hamuje
ekspresje genow RNR.

C. STRES OKSYDACYJNY

Podwyzszone ci$nienie parcjalne tlenu moze przy-
$pieszacC procesy starzenia komorek i calego organizmu,
przyczyniac si¢ do powstawania chorob neurodegene-
racyjnych i reumatycznych, a dodatkowo zwigkszac
prawdopodobienstwo transformacji nowotworowe;j.

Przyczyna sa powstajace uszkodzenia DNA, jak
na przyktad utlenianie zasad, powstawanie miejsc
apurynowych i apirymidynowych, tworzenie przerw
jednotancuchowych i dwulancuchowych DNA, a takze
uszkodzenia biatek i lipidow.

Zwlaszcza uszkodzenia DNA mitochondrialnego sa
czeste u organizmow starzejacych si¢. Jednak ROS
(reaktywne czastki zawierajace tlen) moga by¢ tez mo-
lekutami sygnalizacyjnymi w fizjologicznych proce-
sach, jak proliferacja, réznicowanie i apoptoza.

Uszkodzenia oksydacyjne lipidow, biatek i kwasow
nukleinowych byly opisane w rozdziale I1I. W wiel-
kim skrocie sg to:

Oksydacje lipidow

Obserwuje si¢ oksydacje wielonienasyconych kwa-
sow ttuszczowych obecnych w strukturach membran
komorkowych. Jest to reakcja, w ktorej tworza sig
nowe wolne rodniki i substancje, jak:

— dwualdehyd malonowy (MDA),
— nadtlenki lipidow,

— skoniugowane dieny,

— toksyczne aldehydy.

Te oksydacje zmieniaja silnie wlasno$ci membran
komorkowych, na przyktad zwigksza si¢ ich przepusz-
czalnos$¢ dla biatek i enzymow.

Produkty oksydacji lipidéw, jak MDA lub HNE
(4-hydroksy 2-nonenal), moga kontrolowac ekspresje
genéw i proliferacje komorek. MDA wiaze dA, dG
1 dC — te addukty sa mutagenne i moga prowadzi¢ do
transformacji nowotworowe;j.

Oksydacje bialek

ROS utlenia biatka strukturalne i hamuje proteoli-
z¢, uszkadza aktywnos$¢ enzymow, jak na przykiad
obniza kontrole doktadnosci replikacji (,,proof-
reading”).

Uszkodzone biatka moga by¢ oporne na proteolizg
1 mogg tworzy¢ roézne agregaty w uktadzie retikulum
endoplazmatycznego (przyczyna patologicznego sta-
rzenia si¢).

Oksydacje kwaséw nukleinowych

Oksydacje zasad, jak na przyktad tworzenie 8-oxo-
-dG, moga prowadzi¢ do transwersji G>T. Para zasad
0Ox0-dG-dC jest stabo rozpoznawana przez DNA me-
tylotransferazy (DNMT-azy) i jest nisko metylowana.

Stres oksydacyjny w komorkach raka

Komorki progenitorowe i komorki stem (w tym tak-
ze komorki nowotworowe stem) sg bardzo wrazliwe na
stres oksydacyjny. Zwtaszcza w tkankach gruczolaka
i raka jelita grubego poziom ROS i markeréw stresu
jest bardzo wysoki (NO, 8-oxo dG, nadtlenki lipidow,
aktywno$¢ GPX, obnizona metylacja cytozyn).

Poziom 8-oxo dG moze by¢ badany w surowicy lub
w limfocytach krwi obwodowe;j.

1. REAKCJA NA ROS I RNS

ROS i RNS (reaktywne czastki zawierajace azot)
obecne w przestrzeni miedzykomorkowej i generowane
wewnatrz komorek powoduja powstanie peknie¢ dwu-
fancuchowych i innych uszkodzen DNA jak tworzenie
jednotancuchowych sekwencji.

Pekniecia dwutancuchowe DNA aktywuja kom-
pleksy MRN — ATM, a nast¢pnie kinaze Chek2.p
i biatko p53. Biatko p53 i produkty jego gendéw docelo-
wych powoduja zatrzymanie cyklu komérkowego.

Odcinki jednotancuchowe i inne uszkodzenia ak-
tywuja kompleksy biatek RFC (faktor replikacyjny C)
z Rad17.p i Atr.p, a takze kinazy Chekl.p i kompleksy
BRCC (zawierajace biatka Brcal.p i Brca2.p). Kom-
pleksy te uczestniczg w naprawie DNA, ktora jesli jest
skuteczna, przywraca mozliwos¢ replikacji DNA i pro-
liferacji komorek.

Defekty naprawy uszkodzen DNA lub nieskuteczne
zatrzymanie cyklu komorkowego moze prowadzi¢ do
mutacji, niestabilnosci genomowej i chromosomowe;j
komorek.

Skutkiem mutacji i niestabilno$ci genomowej sa
patologie organizmu. Mozna do nich zaliczy¢:

— przedwczesne starzenie si¢ organizmu,
— choroby serca i naczyn krwiono$nych,

— nadci$nienie,

— zaburzenia poziomu jonéw wapniowych,
— miazdzyce,

— cukrzyce,
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