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Bogactwo polimeraz DNA chroni nasze geny
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Odpowiedzialng prace kopiowania
materiatu genetycznego wykonuja
biatka zwane polimerazami DNA.

Tylko wielkie bogactwo typoéw polimeraz
zapewnia niezwykta precyzje

i tempo tego fundamentalnego

dla zycia komorki procesu

Kiedy przy porannym goleniu lekko sie za-
cinam, nie zastanawiajac sie dtugo wklepuje
odrobing wody kolonskiej i wyruszam z do-
mu do pracy. Podczas gdy bezczynnie jade
kolejka podmiejska, méj organizm nie pozwa-
la sobie na przerwe: od razu przystepuje do
odbudowy uszkodzonego naskorka. Tak jest
kazdego dnia, nasze komorki musza sie dzie-
li¢, a potomne maja od razu sprawnie zaste-
powac te starsze i uszkodzone. Dzi§ wiemy,
ze informacja o ich budowie i dziataniu zapi-
sana jest w jadrze komérkowym, w sekwen-
cji genow zbudowanych z kwasu deoksyrybo-
nukleinowego (DNA). Aby powstawaty nowe
komorki, niezbedne jest wierne i szybkie ko-
piowanie informacji genetycznej. Jest to moz-
liwe dzieki swoistej budowie DNA. Jego cza-
steczki sktadaja sie z dwdch nici, ktére ,,spie-
te” sq ze sobg dzieki wigzaniom wodorowym.
DNA zbudowane jest z czterech rodzajéw nu-
kleotydéw, symbolicznie oznakowanych lite-
rami: A, C, G oraz T. Istnieje bardzo istotna dla
przepisywania informacji genetycznej reguta:
A 7 jednej nici zawsze tworzy pare z T na dru-
giej, a G z C. Zatem maszyneria komérkowa,
stosujac te zasade, moze wiernie kopiowac
geny: rozplatuje nici DNA i, traktujac jedng
ni¢ jako wzorzec, ,dopisuje” druga.

Molekularni skrybowie odpowiedzialni za
te najbardziej fundamentalng dla organizméw
funkcje, to enzymy zwane polimerazami
DNA. Dwie nici ,drabinki” DNA sa rozdzie-
lane, a czasteczki polimerazy wiaza sie z po-
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jedynczymi tancuchami DNA. Dzieki doktad-
nemu dopasowaniu przestrzennemu, ,odczy-
tuja” kolejne nukleotydy i na podstawie tego
wzorca dobudowuja nowa nic. Obie rozdzie-
lone matrycowe nici sq kopiowane jednocze-
$nie, a struktura, ktéra przyjmuje DNA wraz
z kompleksami biatkowymi w trakcie replika-
¢ji, nazywana jest widetkami replikacyjnymi.

Caty genom cztowieka to ok. 6 miliardow
nukleotydow. Liczba ta jest dos¢ abstrakcyj-
na, sprobujmy wiec jg urealnic. Zacznijmy li-
czy¢, wypowiadajac jedna liczbe na sekunde.
Do miliona dojdziemy dopiero po 11 dniach.

Odpowiedzialng prace
»przepisywania” genow
wykonywang przez
polimerazy DNA moina
porownac do mozolnego
rekopismiennictwa
skrybow - od ich precyzji
i bezbtednosci zalezy
wierne kopiowanie
bezcennego dla kolejnych
pokolen materiatu




W ludzkim genomie jest jednak az 6 tysie-
cy razy wiecej nukleotydéw do skopiowania,
musielibySmy zatem liczy¢ przez 180 lat!
Praca polimeraz DNA jest utrudniona dodat-
kowo przez dziatanie czynnikéw wewnatrz-
i zewnatrzkomorkowych, ktére uszkadzajg
matryce DNA. Moga one blokowac¢ synteze
nowo powstajgcych nici lub/i prowadzi¢ do
zmiany w zapisie, czyli powodowa¢ mutacije.
Jak polimerazy moga temu podotac?

Prawa dtoii

Calo$¢ procesu replikacji najtatwiej jest
poréwnac do przepisywania tekstu na kom-
puterze. Pracujgc staramy sie nie popetniac
btedéw - to pierwsza cecha polimeraz DNA
- precyzyjna selekcja wlasciwego nukleoty-
du. Polimerazy mylg sie rzadko - najbardziej
precyzyjne enzymy popelniajg btad raz na
100 tys. poprawnie wstawionych nukleoty-
dow! Btedy jednak sie zdarzaja. Na szcze-
Scie polimerazy dzieki tzw. aktywnosci ,edy-
torskiej” moga wycinac¢ btedne nukleotydy,
podobnie jak my uzywamy klawisza ,back-
space” na klawiaturze. Dzieki temu wiernos¢é
procesu replikacji zwieksza sie 100-krotnie.
Co niezwykle, polimerazy DNA sa nie tylko
bardzo doktadne w swojej pracy, wykonu-
ja ja réwniez zimponujaca szybkoscia, ko-
piujac okoto 1000 nukleotydéw na sekunde!
Wykonujac ostateczng korekte, juz po zakon-
czeniu pisania, wybieramy wreszcie funkcje
,sprawdZ pisownie”. Takze komoérka ma do
dyspozycji trzeci mechanizm zwiekszajacy
doktadnos$¢ replikacji, postreplikacyjny sys-
tem naprawy blednie sparowanych zasad
(ang. MMR), dzieki ktéremu precyzja kopio-
wania wzrasta jeszcze 1000 razy.

Wielka precyzje replikacji DNA zawdzie-
czamy strukturze polimeraz i cechom, w ktd-
re zostaly wyposazone. Maja one ksztatt dtoni
prawej reki, w ktérej mozna wyodrebnic cze-
Sci zwane domenami: domene wnetrza dtoni,
palcow i kciuka oraz, w niektérych przypad-
kach, domene egzonukleazy. W wewnetrznej
czedci dioni znajduje sie centrum aktywne
polimerazy, ktore wigze nukleotydy i spina
je w tancuch DNA. Domeny kciuka i palcow
pomagajq utrzymac sie enzymowi na tancu-
chu DNA we wiasciwej pozycji, ustawi¢ ma-
tryce w centrum aktywnym i majg znaczgcy
wptyw na tempo replikacji. Do poprawiania
btedéw stuzy korektorska domena egzonu-
kleazy, dzieki ktorej nastepuje przemieszcze-
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nie fancucha DNA ,wstecz” i wyciecie bted-
nie wstawionego nukleotydu.

Do niedawna replikacja wydawata sie pro-
cesem, ktéry przeprowadza zaledwie kilka
enzymow. Dzi§ dowiadujemy sie o wielkiej
liczbie biatek obdarzonych zdolnoscia synte-
zy DNA, co wydawac by sie moglo znaczng
rozrzutnoscig natury. Czy rzeczywiscie tak
jest? Po co komoérkom tak wielka r6znorod-
no$¢ polimeraz DNA?

Olbrzymia przeszkodg dla replikacji i pra-
widlowego dziatania gendow sa modyfika-
cje iuszkodzenia DNA spowodowane dziata-
niem czynnikéw fizycznych i chemicznych.
Stanowig one dramatyczne zagrozenie dla
spojnosci, kopiowania i przekazywania in-
formacji genetycznej komdrkom potomnym.
Aby unikna¢ tego niebezpieczenstwa, komor-
ki dysponuja nie jednym, ale calg plejada roz-
nych rodzajow polimeraz, z ktorych kazda po-
siada specyficzne cechy niezbedne w okreslo-
nych i wyjatkowych okolicznosciach. W ciggu

Obrazy struktury
krystalicznej polimeraz
Dpo4 i ludzkiej Pol 2.
uzyskanej metoda
dyfrakcji promieniowania
Rtg. (Hustracja dzigki
uprzejmosci prof.
Katarzyny Bebenek, NIH):
A. Struktura Dpo4,
polimerazy z rodziny Y,
z bakteryjnego wirusa
T7. Nici DNA zaznaczone
sq na zielono.
B. Pol 7. DNA
z komorek ludzkich,
cztonek rodziny X,
w kompleksie z DNA
pozhawionym jednego
nukleotydu. Obraz
polimerazy pokazuje
jej powierzchnig
(niebieska). Ni¢
matrycowa (1), ni¢
starterowa (P), starter
dolny (DP) oznaczone
sq (odpowiednio)
na jasnoczerwono,
ciemnoczerwono i zloto.
Nadchodzacy ddTTP
jest zotty

25

eue[nyajow eigojoig eLILIOUE]



\!L;

Panorama Biologia molekularna | ACA

~—— Bogactwo polimeraz DNA chroni nasze geny

DNA i biatka biorace
udziat w syntezie

widetki

tworzg tzw.
replikacyjne.

Jedna z nici kopiowana
jest w sposdb ciagly
(,nic prowadzaca”),

a druga - nieciagly
(»ni¢ opdzniona”).
Polimeraza (zielona)

prowadzi

synteze DNA,

helikaza (biata) rozplata
rodzicielska podwajna
helisg, primaza (niebieska)
produkuje startery

do syntezy, pomaraficzowy
pierScied [3 utrzymuje
glowna polimeraze

na nici, a biatka wigzace
jednoniciowy DNA

(biate kuleczki) chronia
DNA przed pekaniem.
Rodzicielskie nici, nowo
syntetyzowane nici

i startery RNA maja kolor
(odpowiednio) Zotty,
rozowy i niebieski
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ostatnich kilku lat odkryto caty szereg no-
wych biatek o aktywnosci polimerazy DNA.
Kazdej odkrytej polimerazie nadaje si¢ imie
- zwyKle litere z greckiego alfabetu. W sumie
w bakterii Escherichia coli jest ich 5, w komor-
kach organizméw wyzszych scharakteryzo-
wano ich juz kilkanascie, a w ludzkich - 16!

Jak w rodzinie

Zasadniczo funkcjonalnie mozemy po-
dzieli¢ polimerazy DNA na replikujace (bio-
race na siebie wiekszo$¢ syntezy genomu
przed podzialem komorki) oraz naprawcze
- uczestniczace w procesach reperacji lub
umiejace kopiowa¢ DNA, kiedy wzorcem jest
uszkodzona matryca. Doktadniejsza charak-
terystyka tych enzyméw umozliwia podzie-
lenie ich na klasy.

Polimerazy DNA z klasy A, podobne (czyli
homologiczne) do polimerazy [ DNA z E. coli,
zaangazowane sa w naprawe DNA przez
wycinanie oraz procesowanie fragmentow
Okazaki, ktore powstaja w czasie syntezy tzw.
nici op6znionej DNA. W Kklasie B zgrupowano
enzymy podobne do polimerazy Il DNA z E.
coli, isg to podstawowe komorkowe replika-
zy. Chociaz polimeraza II nie jest niezbedna
do zycia bakterii, utrata polimeraz z rodziny
B u wyzszych organizméw konczy sie $mier-

cig komoérki. Cho¢ enzymy te sa bardzo szyb-
kie iprecyzyjne, ,nie lubia” napotyka¢ na
swej drodze uszkodzen DNA, a kiedy tak sie
stanie - zatrzymujq sie, i w rezultacie czesto
odiaczaja sie od nici DNA. Klase X stanowig
polimerazy homologiczne do ludzkiej pol B,
ktére specjalizuja sie w naprawach uszko-
dzen DNA. Catkiem niedawno wyodrebniono
klase Y, do ktérej zaliczamy polimerazy wyso-
ce wyspecjalizowane w naprawie uszkodzen
DNA. Ich struktura nie pozwala na doktadne
dopasowanie do DNA, dlatego sa mniej ,wraz-
liwe” na odksztalcenia matrycy (uszkodze-
nia). Jednak ztego powodu czesto popetnia-
ja btedy w trakcie syntezy oraz bardzo tatwo
»spadaja” z DNA. W rezultacie najczesciej
wstawiajg pojedyncze nukleotydy naprzeciw
uszkodzenia (nawet kosztem btedu), umozli-
wiajgc utrzymanie ciggtosci nici DNA i konty-
nuacje replikacji przez inne polimerazy.

Bakterie — modele

Tak fundamentalne dla przezycia komor-
ki procesy, jak replikacja DNA czy podziaty
komérkowe, stosunkowo mato zmieniaty sie
w trakcie ewolucji. Dlatego mozna je badac
w prostych komérkach bakterii, a wnioski
wysnute z do§wiadczen moga by¢ prawdziwe
nawet dla komoérek ludzkich. W mojej pracy
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naukowej komorka modelowa byta pateczka
okreznicy E. coli. Koncentrowatem si¢ na po-
limerazie IV DNA (DinB) z rodziny polime-
raz Y. DinB nie posiada funkcji korektorskiej,
czesto popetnia btedy i fatwo ,odpada” od ma-
trycy DNA. Dotychczas nie byto wiadomo jakq
role petni ta polimeraza w replikacji chromo-
somalnego DNA oraz jaki jest jej wptyw na
wierno$¢ replikacji, mimo ze w jednej komor-
ce E. coli znajduje sie az 250 jej czasteczek.

Tajny agent

Celem mojej pracy byta zatem préba
ustalenia, jaki jest udziat DinB w utrzyma-
niu wiernosci replikacji. Przeprowadziliémy
serie do$wiadczen, w ktérych wykorzystali-
$my wczesniej stworzony przez prof. Iwong
Fijatkowska system chromosomalny po-
zwalajacy na pomiar czestosci pojawiania
sie bledéw w czasie replikacji bakteryjnego
DNA. Okazato sie, ze brak DinB w komor-
ce nie zmienia czestoSci powstawania ba-
danych mutacji. Moze polimeraza IV DNA
petni specyficzne funkcje ijej aktywnos¢
jest pod Scistym nadzorem nie poznanych
jeszcze czynnikow? A moze jesli nie brak,
to nadmiar biatka zmienia wierno$¢ repli-
kacji? Rzeczywiécie potwierdziliémy, Ze nad-
produkcja DinB powoduje duzy wzrost licz-
by mutacji. Co wigcej, zastosowany unikato-
wy system pomiaru czestosci zmian pozwolit
ustali¢, ze polimeraza IV DNA czesciej bie-
rze udziat w replikacji jednej z dwéch repli-
kowanych nici (tzw. nici op6znione;j).

Wczedniej juz postulowano, ze polimera-
za IV moze utatwia¢ wydtuzanie nici, kiedy
gtéwna replikaza ,ma klopoty”, wstawia
btedny nukleotyd i ,odpada” od matrycy.
Dla weryfikacji tej hipotezy zbadaliSmy jej
udziat w replikacji chromosomu, gdy gtéw-
ng cze$¢ replikacji prowadzi upos$ledzona
wersja gtéwnej replikazy (polimerazy III).
ZastosowaliSmy r6zne mutanty czesciej
odtgczajace sig od matrycy DNA - takie,
ktore robig wiecej btedéw w trakcie syntezy
DNA (tzw. mutatory) oraz bardziej doktadne,
tzw. antymutatory. W zatozeniu polimeraza
[V DNA w tych mutantach ma tatwiejszy do-
step do konica syntetyzowanej nici. Wyniki
dos$wiadczen potwierdzaja, ze DinB w ko-
morkach z wadliwa polimeraza III DNA cze-
$ciej bierze udziat w replikacji DNA, praw-
dopodobnie utatwiajac wydtuzanie syntety-
zowanej nici.

Wojciech Kuban

Na skutek zadziatania szkodliwych dla
DNA czynnikéw powodujacych u bakterii
tzw. odpowiedZ SOS, liczba czasteczek poli-
merazy DinB w komdérkach wzrasta gwattow-
nie do ok. 2500. Dlatego zbadaliSmy réwniez
udziat polimerazy IV w warunkach indukcji
SOS. Pierwsi wykazaliSmy, Ze wiele muta-
¢ji powstajacych podczas indukcji SOS w ko-
morkach E. coli jest efektem aktywnosci tego
biatka i Zze zapewne wspdtdziata ono wtedy
z inng polimeraza (V).

Podrecznikowy, statyczny schemat repli-
kacji DNA jest daleki od rzeczywistosci. Dzi$
widziana jest jako dynamiczny, wielowymia-
rowy proces, w ktérym uczestniczy grupa
kompleks6w biatkowych, precyzyjnie wyko-
nujgcych swoje zadania, niczym zgrany ze-
spét lekarzy przeprowadzajacych skompli-
kowany, wielogodzinny zabieg operacyjny.
Pomyslnos¢ tego zabiegu zalezy od wspét-
dziatania, koordynacji czasowej i przestrzen-
nej oraz szybkich reakcji na zmieniajacy sie
stan pacjenta ipostep prac. Detale dziata-
nia tej machiny wciaz nie sq znane, a na-
ptywajace nowe dowody na niestychane bo-
gactwo rozwigzan stosowanych przez natu-
re nieustannie wprowadzajg nas w zdumie-
nie i zachwyt. &
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Fundamentalne procesy
komérkowe bada si¢

w prostych organizmach,
a uzyskane wyniki

moga by¢ prawdziwe
rownie dla komérek
czlowieka. W genetycznie
zmodyfikowanych
bakteriach Escherichia
coli (na zdjeciu) liczha
niebieskich kropek
odpowiada liczbie biedow
powstatych w trakcie
replikacji DNA

2

900z (8) 7N N

eusejnyajow eiSojoig BWeRIOURY VINIOY)Y



