Obecnosé rybonukleotydéw w DNA ma antagonistyczne znaczenie

dla utrzymania stabilnosci genetycznej organizmow

STRESZCZENIE

ysoka wiernos¢é replikacji, rozumiana jako zdolnos¢ polimeraz DNA do selekcji nukleoty-

déw z wlasciwa zasada jak i cukrem, ma krytyczne znaczenie dla utrzymania stabilnosci
genetycznej. Z uwagi na fakt, ze poziomy komérkowe rybonukleotydéw sa znacznie wyzsze od
stezef deoksyrybonukleotydéw, polimerazy replikacyjne moga inkorporowac rybonukleotydy
z tysiackrotnie wyzsza czestoscig niz niewlasciwe deoksyrybonukleotydy. Za zdolnosé do dys-
kryminacji rybonukleotydow przez polimerazy DNA odpowiada obecno$¢ bramki sterycznej w
centrum aktywnym enzymu. Mimo ze rybonukleotydy sa najczesciej wstawianymi nieprawidlo-
wymi nukleotydami w DNA, nie s3 one obserwowane w prawidlowo funkcjonujacych komér-
kach. Gléwnym systemem odpowiedzialnym za rozpoznawanie i usuwanie rybonukleotydéw
z DNA jest naprawa przez wyciecie rybonukleotydu (ang. Ribonucleotide Excision Repair). Upo-
§ledzenie systemow usuwania rybonukleotydéow moze prowadzi¢ do podwyzszenia poziomu
mutagenezy, stresu replikacyjnego, peknie¢ DNA, probleméw z transkrypcja, utrzymaniem
struktury chromatyny, choréb genetycznych, a nawet $mierci. Mimo to inkorporacja rybonu-
kleotydé6w do DNA moze mie¢ pewne pozytywne znaczenie biologiczne, stymulujac naprawe
blednie sparowanych zasad czy laczenie koncoéw niehomologicznych.

WSTEP

Poprawne przekazanie informacji genetycznej to jedno z najwiekszych wy-
zwan stojacych przed organizmami zywymi. Jednoczesnie zmiennos¢ genetyczna
umozliwia im adaptacje do zmieniajacych sie¢ warunkéw srodowiska i pozwala
na zajmowanie nowych nisz ekologicznych. Waznym czynnikiem wpltywajacych
na stabilno$¢ genomu sa mechanizmy inkorporacji i usuwania rybonukleotydow
z DNA. Co ciekawe, rybonukleotydy obecne w DNA, choé¢ z punktu widzenia
podstawowych zasad biologii molekularnej niepozadane, mogg wywiera¢ pozy-
tywny wplyw na stabilnosé¢ genetyczng, a w pewnych warunkach kontrolowac
niektore procesy komoérkowe. Ponizszy przeglad podsumowuje aktualng wiedze
na temat Zrédel, systeméw usuwania i konsekwencji rybonukleotydéw w DNA.

INKORPORACJA RYBONUKLEOTYDOW PRZEZ POLIMERAZY DNA

Synteza kwaséw nukleinowych przez polimerazy DNA wymaga przylaczenia
substratu w kieszeni wigzacej nukleotyd, utworzonej przez odpowiednio usytu-
owane przestrzennie aminokwasy [1]. Ksztalt kieszeni wymusza nie tylko Scisle
okreslong budowe tréjwymiarowa nukleotydu, w tym obecnoé¢ lub brak r6znych
grup funkcyjnych, ale takze odpowiedniag konformacje substratu i jego orientacje
w przestrzeni. W ustabilizowaniu pozycji nukleotydu w kieszeni pomagaja wia-
zania wodorowe powstajace miedzy aminokwasami polimerazy a substratem [2].

Selektywnos¢ polimeraz DNA wzgledem reszty cukrowej zwigzana jest z obec-
noscig brambki sterycznej (ang. steric gate) [3]. Bramka steryczng nazywa sie jeden
z aminokwaséw tworzacych centrum aktywne polimerazy. W prawidlowo sfat-
dowanym biatku, grupa hydroksylowa znajdujaca sie przy weglu C2’ rybonu-
kleotydu tworzy zawade przestrzenng z faficuchem bocznym bramki sterycznej.
Stabsze oddzialywanie rybonukleotydu z centrum aktywnym polimerazy DNA
zmniejsza prawdopodobienistwo wiaczenia go do powstajacej nici DNA [2].

Na ogo6t zawada steryczna powstaje z udziatem taricucha bocznego rozbudo-
wanego przestrzennie aminokwasu — fenyloalaniny, tyrozyny badz kwasu glu-
taminowego (Ryc. 1A i Tab. 1) [2,3]. Istotny wyjatek stanowia polimerazy DNA
nalezgce do rodziny X, na przykfad eukariotyczne polimerazy i A, w przypad-
ku ktérych mechanizm selekcji obejmuje oddzialywanie grupy C2'-OH z taricu-
chem poliamidowym biatka (Ryc. 1B) [4,5]. Co ciekawe, przyréwnujac sekwen-
cje aminokwasowg eukariotycznej polimerazy p do sekwencji innych polimeraz
z rodziny X stwierdzono, ze w pozycji bramki sterycznej (Tyr w polimerazach
B i\) wystepuje glicyna, co przyczynia sie do znacznie obnizonej selektywnosci
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Rycina 1. Mechanizm sterycznego wykluczenia rybonukleotydéw przez polimerazy DNA.

Wytluszczong czcionka oznaczono aminokwas stanowigcy bramke steryczng. A. Fragment struktury ludzkiej polimerazy n (PDB 5EWE). Selekcja substratu jest mozli-
wa dzieki powstawaniu zawady przestrzennej miedzy grupa C2'-OH rybozy a taricuchem bocznym bramki sterycznej Phel8 (kolor czerwony). B. Fragment struktury
krystalograficznej ludzkiej polimerazy B (PDB 3RH4). Selekcje nukleotydu umozliwia zawada steryczna miedzy grupa C2'-OH rybozy a grupami funkcyjnymi taricucha

poliamidowego aminokwaséw z pozycji 271-274 (kolor czerwony). Ryciny wykonano przy pomocy oprogramowania UCSF Chimera [77].

polimerazy p wzgledem reszty cukrowej [6]. Dalsza anali-
za strukturalna wykazata mozliwos¢ powstawania wigzan
wodorowych pomiedzy laficuchem poliamidowym poli-
merazy p a grupa 2'-OH rybonukleotydu, sugerujac, ze
w pewnych warunkach rybonukleotydy moga by¢ prefe-
rowanym substratem dla polimerazy p [7].

Mutacje w obrebie bramki sterycznej prowadza do znacz-
nego zwiekszenia czestosci wstawania rybonukleotydéw
przez polimerazy DNA [2]. Wariant drozdzowej polimera-
zy 1 zmieniony w bramce sterycznej (mutacja Phe35—Ala)
moze in vitro wstawia¢ do kilku rybonukleotydéw w prze-
ciwienstwie do polimerazy 1 typu dzikiego, ktéra nie po-
siada takiej aktywnosci [8]. Co ciekawe, ten sam mutant
charakteryzuje sie wieksza wiernoscig podczas wstawiania
deoksyrybonukleotydéw, co pokazuje, ze mutacje w bram-

ce sterycznej moga wplywac takze na inne wlasciwosci po-
limerazy DNA.

Zjawisko bramkowania sterycznego wynika ze specyficz-
nej budowy centrum aktywnego i dlatego nie zalezy jedynie
od aminokwasu stanowigcego bramke steryczna. Na zdol-
nos¢ do dyskryminacji wzgledem reszty cukrowej maja takze
wplyw: lokalna struktura pierwszorzedowa bialka (sasied-
nie aminokwasy sytuujace bramke steryczng w okreslonym
punkcie przestrzeni) oraz inne aminokwasy mogace oddzia-
tywaé z grupa C2'-OH rybozy. Jak pokazuja badania in vitro,
pojedyncze substytucje aminokwasowe w obrebie centrum
aktywnego polimerazy A nie wplywaja istotnie na selektyw-
nos$¢ wzgledem reszty cukrowej — selektywnos¢ ta zostaje
silnie obnizona dopiero w wyniku delecji trzech aminokwa-
sow w centrum aktywnym [5]. Okre$lona mutacja w bramce

Tabela 1. Bramki steryczne wybranych polimeraz DNA [22,86].

Rodzina polimeraz DNA Przyklady

Bramka steryczna

B polimeraza 6 Saccharomyces cerevisiae Tyr613
polimeraza C Saccharomyces cerevisiae Tyr980
D polimeraza D Thermococcus sp. Nieznana

polimeraza V Escherichia coli Tyrll
Y polimeraza 1 Saccharomyces cerevisiae Phe35
polimeraza n) Homo sapiens Phel8
Dpo4 Sulfolobus solfataricus Tyrl2
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sterycznej (Tyrl1) polimerazy V DNA Escherichia coli, gtow-
nej bakteryjnej polimerazy TLS (ang. translesion synthesis, syn-
teza przez uszkodzenie) prowadzi do zwigkszenia czestosci
wstawiania rybonukleotydéw in vitro, jednak substytucja
aminokwasu sgsiedniego (Phel0) prowadzi do odwrotnego
efektu [9]. Powyzsze przyklady pokazujg, ze kilka amino-
kwasow moze wspéluczestniczy¢ w dyskryminacji rybonu-
kleotydéw; mimo to obecno$é bramki sterycznej ma na ogoét
kluczowe znaczenie dla selektywnosci substratowej polime-
razy DNA. Na przyklad zamiana Tyr645 stanowigcej bramke
steryczng drozdzowej polimerazy € na alanine prowadzi do
efektu letalnego [10], natomiast mutacja sgsiadujacego ami-
nokwasu (Met644) moze, w zaleznosci od charakteru zmia-
ny, zwieksza¢ lub zmniejszaé selektywnos¢ tej polimerazy
wzgledem reszty cukrowej [11].

Nie bez znaczenia dla selektywnosci wzgledem reszty cu-
krowej pozostaje obecnos¢ metalicznego kofaktora. Jak poka-
zuja badania in vitro, wymiana jonu Mg*" na Mn*" zwieksza
wydajnosé inkorporacji ddNTP przez polimeraze I DNA
Escherichia coli i polimeraze DNA faga T7 [12]. Podobne eks-
perymenty przeprowadzono z wykorzystaniem polimerazy
B: obecnos¢ kationéw manganowych ulatwia wykorzystanie
CTP zamiast dCTP przy syntezie kwasu nukleinowego [13].

Innym czynnikiem wplywajacym na zdolnosé do dys-
kryminacji rybonukleotydéw przez polimerazy DNA jest
obecnosé nieprawidlowych nukleotydéw w matrycy, po-
wstalych na przyktad w wyniku stresu oksydacyjnego czy
dzialania promieniowania UV. Dla przykladu ludzka poli-
meraza A wykazuje wyzsza selektywnos¢ podczas wstawia-
nia nukleotydéw naprzeciwko 8-oksoguaniny niz naprze-
ciwko guaniny [14].

Koniecznos¢ utrzymywania rygorystycznych ograniczen
w dostepie rybonukleotydéw do DNA jest zwigzana przede
wszystkim z réznica w poziomach komérkowych deoksy-
i rybonukleotydéw. W zaleznoéci od rodzaju zasady azo-
towej przewaga w stezeniach rybonukleotydéw nad odpo-
wiadajagcymi im deoksyrybonukleotydami waha sie od ok.
2 do 600 razy dla Escherichia coli [15], od 36 do 190 razy dla
drozdzy Saccharomyces cerevisiae [16] i od 40 do 350 razy dla
cztowieka [17]. Stosunki te r6znig sie takze w zaleznosci od
fazy cyklu komérkowego — stezenie deoksyrybonukleoty-
déw znacznie spada po wyjéciu komorki z fazy S [18], co jest
szczegolnie istotne dla interfazowych proceséw naprawy
DNA takich jak taczenie niehomologicznych koricéw (ang.
non-homologous end joining, NHE]) [19].

Wspélczynnik selektywnosci polimeraz DNA wzgle-
dem reszty cukrowej (definiowany jako liczba wstawionych
dNTP przypadajacych na jeden wstawiony tNTP z ta sama
zasada albo jako iloraz k_ /K, dla inkorporacji dNTP dzie-
lony przez iloraz k_,/K,, dla inkorporacji odpowiadajgcego
mu rNTP) waha sie w szerokim zakresie, przy czym giéwne
polimerazy DNA zaangazowane w replikacje charakteryzu-
ja sie wysoka selektywnoscia [16,20], natomiast polimera-
zy TLS cechuje na ogoét obnizona selektywnosé, co utatwia
synteze na uszkodzonej matrycy DNA [19,21]. Polimerazy
r6znia sie takze zdolnoscia wydtuzania produktu (prawdo-
podobienistwem terminacji elongacji) po wstawieniu rybo-
nukleotydu do powstajacej nici oraz wydajnoscia przecho-
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dzenia rybonukleotydu znajdujacego si¢ w nici matrycowej
[22].

Wspomniane parametry biochemiczne polimeraz DNA,
przy uwzglednieniu wysokich stezenn rybonukleotydéw
w komérkach, przekiadaja sie na duza czestos¢ inkorporacji
rybonukleotydéw do DNA w poréwnaniu do nukleotydéw
z niewlasciwa zasada. Czestos¢ btednego parowania zasad
przez replikazy ocenia sie na 1 blad na 1-10 mln wstawio-
nych deoksynukleotydéw [23]. Z drugiej strony holoenzym
polimerazy III Escherichia coli umieszcza 1 rybonukleotyd
na 2,3 tys. sparowanych zasad [20]. W przypadku drozdzy
Saccharomyces cerevisiae czesto$¢ inkorporacji nukleotydow
z nieprawidtowym cukrem wynosi 1/1250 nt dla replikazy
nici wiodacej — polimerazy €11/5 tys. nt dla replikazy nici
opo6znionej — polimerazy 6 [16]. Korzystajac z tych infor-
macji mozna oszacowacd, ze w wyniku replikacji prowadzo-
nej przez holoenzym polimerazy IlI do genomu Escherichia
coli w trakcie jednego cyklu replikagji trafia ok. 1 niewtasci-
wy deoksyrybonukleotyd i nawet 2 tys. rybonukleotydéw
[20]. Polimerazy DNA moga wstawi¢ do genomu drozdzo-
wego ok. 13 tys. rybonukleotydéw, a do genomu ludzkiego
ponad 1 mln rybonukleotydéw [24]. Rybonukleotydy te nie
sa usuwane w procesie dojrzewania fragmentéw Okazaki.

SYSTEMY USUWANIA RYBONUKLEOTYDOW Z DNA

Rybonukleotydy uznawane sa za najczesciej wystepujace
niewlasciwe nukleotydy w DNA. Mimo to w prawidlowo
funkcjonujacych komérkach nie obserwuje sie ich obecnosci
w genomie [25], co jest zwigzane z istnieniem wydajnego
systemu odpowiedzialnego za ich rozpoznawanie i usuwa-
nie. System ten zostal nazwany naprawgq przez wyciecie ry-
bonukleotydu (ang. ribonucleotide excision repair, RER) [26].

Mechanizm dziatania systemu RER jest konserwowany
we wszystkich organizmach zywych i wymaga obecnosci
enzyméw o kilku kluczowych wilasciwosciach (Ryc. 2A)
[26,27]:

* endorybonukleaza H (RNaza H) zdolna do rozpoznania
rybonukleotydu w DNA i naciecia nici po stronie 5 ry-
bonukleotydu,

* polimeraza syntetyzujaca fragment DNA,

* endo-/egzonukleaza usuwajaca zbedny fragment DNA
zawierajgcy INMP,

* ligaza faczgca naciecie w DNA.

RYBONUKLEAZY H

Rybonukleazy H (RNazy H) to niespecyficzne wzgle-
dem sekwencji endonukleazy zdolne do rozpoznawania i
hydrolizy hybryd RNA/DNA oraz chimerycznej czasteczki
DNA zawierajacego rybonukleotydy [28,29]. Wyréznia sie
dwie grupy RNaz H: RNazy H typu 1 i typu 2. Obydwie
grupy, mimo podobnego mechanizmu katalizy, budowy
przestrzennej i specyficznosci substratowej, wykazuja ni-
ska homologie, co sugeruje, ze powstaly niezaleznie w toku
ewolucji organizméw. Bakteryjne RNazy H przyjeto sie nu-
merowac cyframi rzymskimi, natomiast eukariotyczne i ar-
cheonéw — cyframi arabskimi.
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Rycina 2. Naprawa przez wyciecie rybonukleotydu (RER).

A. Po zreplikowaniu genomu przez replikaze RNaza H2 (HII) hydrolizuje DNA
zawierajacy rybonukleotydy po stronie 5" rybonukleotydu. Nastepnie wlasciwa
polimeraza DNA syntetyzuje fragment DNA, z jednoczesnym odsunieciem za-
stepowanego fragmentu, ktéry usuwany jest przez odpowiednig endo-/egzonu-
kleaze. Na koniec ligaza taczy przerwe powstala po usunieciu fragmentu DNA.
B. W obecnosci joné6w Mg2+ monomeryczne bakteryjne RNazy HII hydrolizuja
chimeryczng ni¢ DNA na polaczeniu RNA-DNA po stronie 5" rybonukleotydu,
przy korcu 3" wstawki RNA [37,38]. Bedace trimerami eukariotyczne RNazy H2
mogg hydrolizowac takze na pofaczeniu DNA-RNA, przy koncu 5 oraz we-
wnatrz fragmentu RNA [39].

RNaza H1 (HI) nalezy do rodziny RNaz H typu 1 [29]. RNa-
za H1 (HI) jest zdolna do specyficznego rozpoznawania nici
RNA w hybrydach RNA/DNA, potrafi takze hydrolizowac
chimeryczna ni¢ DNA zawierajaca co najmniej cztery kolej-
no ulozone rybonukleotydy [30]. RNaza H1 (HI) obecna jest
u prawie wszystkich organizméw zywych z wylaczeniem nie-
ktoérych archeonéw. RNaza H1 (HI) zaangazowana jest w usu-
wanie transkryptéw RNA, ktére nie zostaly usuniete z DNA
po zakoriczonej transkrypcji, tworzac tak zwane R-petle (ang.
R-loops) [31,32]. Sugeruije sig, ze eukariotyczna RNaza H1 moze
by¢ takze zaangazowana w usuwanie starteréw RNA na nici
op6znionej oraz podczas procesowania telomeréw [29,30,33].

Obecna we wszystkich Zzywych organizmach RNaza H2
(HII) nalezy do rodziny RNaz H typu 2. RNaza H2 (HII) spe-
cyficznie rozpoznaje chimeryczng ni¢ DNA zawierajaca co
najmniej jeden (lub wiecej) rybonukleotyd, hydrolizujac wia-
zanie fosfodiestrowe po stronie 5" niewtasciwego nukleotydu
[29]. Bakteryjna RNaza HII jest zbudowana z pojedyncze-
go polipeptydu (RNaza HII Pseudomonas aeruginosa tworzy
funkcjonalny homodimer) (Ryc. 2B, gérny panel) [29,34,35].
Jej eukariotyczny odpowiednik jest heterotrimerem skla-
dajacym sie z podjednostki katalitycznej (Rnh2a) i dwoéch
niezbednych podjednostek akcesorycznych (Rnh2b, Rnh2c)
o nieznanej funkgji (Ryc. 2B, dolny panel) [28,36]. W obecno-
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Sci jonéw Mg** bakteryjna RNaza HII jest zdolna do przecina-
nia chimerycznej nici DNA tylko na pofaczeniu RNA-DNA,
przy koncu 3" wstawki RNA, natomiast eukariotyczna RNa-
za H2 potrafi hydrolizowaé takze na potaczeniu DNA-RNA,
przy konicu 5 wstawki RNA, wewnatrz fragmentu RNA,
anawet ni¢ RNA w hybrydzie RNA/DNA [28,37-39]. RNaza
H2 (HII) jest zaangazowana w naprawe przez wyciecie ry-
bonukleotydu (RER). U eukariotéw, ze wzgledu na podobna
aktywnosé¢, moze takze zastepowac RNaze H1 [27,33].

W komoérkach niektérych bakterii wystepuje takze inna
RNaza H typu 2, RNaza HIII. Enzym ten wykazuje homo-
logie do RNazy HII, jednak jego specyficznos¢ substratowa
jest taka sama jak RNazy HI, tj. rozpoznaje substraty zawie-
rajace co najmniej cztery kolejne rybonukleotydy oraz nici
RNA [29,30]. Uwaza sig, ze RNaza HIII pelni role zastepcza
wobec braku RNazy HI. RNaza HIII posiada N-koricowq
domene rozpoznajaca hybrydy RNA/DNA (ale nie RNA/
RNA i DNA/DNA), ktéra zwieksza site wigzania z substra-
tem i aktywnos¢ katalityczng [40-42].

Genomy wiekszosci bakterii, m. in. Escherichia coli, niosa
geny kodujace RNaze HI (rnhA) i HII (rnhB) [43-45]. Niekto-
re prokarionty, jak np. Bacillus subtilis, posiadaja RNaze HII
(kodowana przez gen rnhB) i HIII (rnhC) [46]. Bakterie moga
posiadac takze wiecej niz jedna kopie rybonukleazy H dane-
go typu, np. Mycobacterium smegmatis posiada geny kodujace
dwie RNazy HI (rnhA, rnhC) i dwie RNazy HII (rnhB, rnhD)
[47-50]. Wiele blisko spokrewnionych gatunkéw bakterii
wykazuje ré6znice w obecnosci genéw kodujacych rybonukle-
azy H, co sugeruje, ze geny te rozprzestrzenialy sie w toku
ewolucji na drodze transferu horyzontalnego [29]. Obecnos¢
RNazy HII/H2 we wszystkich domenach zZycia wskazuje
na jej istotng role w komoérce, jednak nie jest ona niezbedna
do przezycia bakterii. Delecja genéw kodujacych wszystkie
RNazy H z genoméw Escherichia coli i Bacillus subtilis nie jest
letalna [20,46]. Co ciekawe, w Mycobacterium smegmatis dele-
cja genéw kodujacych RNazy HII nie wptywa na ich zywot-
nosé¢, jednak usuniecie RNaz HI prowadzi do efektu letalne-
go [47,48].

NAPRAWA PRZEZ WYCIECIE RYBONUKLEOTYDU (RER)

Po wygenerowaniu naciecia przez RNaze HII odpowied-
nia polimeraza odsuwa fragment DNA zawierajacy rybonu-
kleotyd, co umozliwia resynteze zastepowanego fragmentu
DNA (ang. strand-displacement synthesis) [26,27]. W komor-
kach Escherichia coli role te pelni polimeraza I DNA, nato-
miast w komoérkach eukariotycznych — polimeraza & przy
udziale czynnika procesywnoséci PCNA (ang. proliferating
cell nuclear antigen) [24].

Mechanizm usuwania rybonukleotydéw podczas RER
jest bardzo podobny do mechanizmu dojrzewania frag-
mentéw Okazaki. Polimeraza I DNA nie tylko usuwa zaste-
powany fragment przy uzyciu aktywnosci 5'-3'-egzo- lub
endonukleolitycznej, ale i resyntetyzuje odsuniety fragment
DNA. W organizmach eukariotycznych etap nukleolizy ka-
talizowany jest przez egzonukleaze 1 (Exol) badz flap-en-
donukleaze 1 (Fenl). Po usunieciu wystajacego fragmentu
DNA przerwa w DNA 1aczona jest przez jedna z ligaz ko-
moérkowych [27,33,35,51-53].
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Zaréwno bakterie, jak i eukarionty majg zdolnos¢ do cze-
Sciowej kompensacji utraty aktywnosci r6znych biatek zaanga-
zowanych w RER. Polimeraza I DNA moze by¢ zastepowana
przez polimeraze I1I, natomiast polimeraza & przez polimeraze
€ [26,51]. Badania in vitro sugeruja, ze bakteryjna RNaza HI nie
moze zastepowaé¢ RNazy HII podczas RER, jednak ekspery-
menty in vivo sugerujq jej zaangazowanie w usuwanie rybonu-
kleotydéw w warunkach braku RNazy HII [26,54].

INNE SYSTEMY ZAANGAZOWANE
W USUWANIE RYBONUKLEOTYDOW

W usuwaniu rybonukleotydéw z DNA w komorkach
Escherichia coli moze uczestniczy¢ naprawa przez wyciecie
nukleotydu (ang. nucleotide excision repair, NER) [54]. System
NER odpowiada za usuwanie dimeréw pirymidynowych po-
wstajacych pod wplywem promieniowania UV [55]. Analiza
krystalograficzna pozwolita wysnu¢ hipoteze, ze rybonukle-
otydy stymuluja system NER dzieki oddzialywaniom elek-
trostatycznym miedzy dodatkowa grupa -OH w piersécieniu
rybozy a tancuchami bocznymi aminokwaséw w biatkach
NER [56]. NER nie bierze udzialu w usuwaniu rybonukle-
otydéw w komorkach ludzkich, natomiast jego rola w Saccha-
romyces cerevisiae nie zostata dotychczas ustalona [33].

Inaktywacja RNazy H2 w komérkach drozdzy prowadzi
do uruchomienia alternatywnej Sciezki usuwania rybonukle-
otydéw zaleznej od topoizomerazy I [57,58]. Katalizowana
przez topoizomeraze I reakcja usuwania rybonukleotydéw
przebiega poprzez wyciecie krétkiego (2 nukleotydy) frag-
mentu DNA. Przerwa ta moze zosta¢ wypelniona przy za-
angazowaniu odpowiednich enzyméw procesujacych korice
DNA. Jesli jednak ubytek pojawi sie w obrebie sekwencji po-
wtérzonych o dtugosci 2 - 5 par zasad, ni¢ komplementarna
ulega przesunieciu i dopasowaniu w taki sposéb, ze jedno
z powtorzen zostaje usuniete w trakcie ligacji [22,24,33].

KONSEKWENCJE OBECNOSCI
RYBONUKLEOTYDOW W DNA

Liczba rybonukleotydéw trafiajacych do DNA jest znacz-
nie wieksza niz liczba niewlasciwych deoksyrybonukleoty-
déw oraz innych nieprawidiowych nukleotydow (takich jak
np. 7-metyloguanina czy 8-oksoguanina) [59], co sugeruje,
Ze moga one stanowi¢ powazne zagrozenie dla stabilnosci
genetycznej. Zgodnie z obecna wiedza naukowa zycie wy-
ewoluowato w kierunku wykorzystania DNA jako gtéwne-
go nosnika informacji genetycznej, mimo ze pierwsze or-
ganizmy zywe prawdopodobnie wykorzystywaly do tego
celu RNA [60]. Przyczyn tego stanu rzeczy nalezy upatry-
waé we wlasciwosciach fizykochemicznych odrézniajacych
ryboze od deoksyrybozy.

Grupa hydroksylowa przy weglu C2’" rybozy jest bardzo
reaktywna ze wzgledu na duza réznice elektroujemnosci
miedzy atomem tlenu a atomem wodoru. W srodowisku
zasadowym dochodzi do deprotonacji grupy hydroksylo-
wej z wytworzeniem anionu alkoholanowego [24]. Anion
ten moze przypusci¢ atak nukleofilowy na grupe 3’-fosfo-
ranowgy, prowadzac do przerwania taricucha nukleinowego
z wytworzeniem 2’-3’-cyklofosforanu (Ryc. 3A). Brak do-
datkowej grupy hydroksylowej w pierscieniu deoksyrybo-
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zy uniemozliwia zajécie tej reakcji — jak pokazujg badania,
RNA jest 100 tys. razy bardziej podatny na spontaniczna
hydrolize zasadowa niz DNA [61].

Pieréciefi cukrowy obecny w nukleotydzie nie jest struk-
turg plaska. Obecnos¢ podstawnikéw oraz atoméw H przy
weglach pentozy powoduje powstawanie napieé, ktore
ograniczaja swobodna rotacje wokét wiazan C-C, powodu-
jac wykrzywienie pierscienia pentozowego. Wykrzywienie
obniza energie ukladu poprzez zmniejszenie napie¢ mie-
dzy podstawnikami [62]. Najkorzystniejsza energetycznie
konformacja dla deoksyrybozy to C2-endo, co oznacza,
ze wegiel 2" wystaje ponad plaszczyzne cukru po stronie
wegla 5" (Ryc. 3B, lewy panel) [62]. Dodatkowy duzy atom
(tlen) przy weglu C2’ rybozy powoduje, Ze przyjmuje ona
chetnie konformacje C3’-endo (w tym przypadku ponad
plaszczyzna cukru po stronie wegla 5 znajduje sie wegiel
3) (Ryc. 3B, prawy panel) [62].

Réznice w strukturze przestrzennej pentoz sg przyczy-
na réznic w konformacji helis kwaséw nukleinowych: RNA
przyjmuje konformacje A, natomiast DNA przyjmuje kon-
formacje B [63]. Obydwie konformacje r6znig si¢ parametra-
mi geometrycznymi, takimi jak: liczba nukleotydéw przy-
padajacych na jeden obrét helisy, szerokos¢ helisy, wymiary
malego oraz duzego rowka i inne.

NIESTABILNOSC GENETYCZNA I STRES REPLIKACYJNY

Zwiekszona podatnos¢ DNA na hydrolize, wywolana
obecnoscia rybonukleotydéw, moze by¢ przyczyna powsta-
wania jedno- i dwuniciowych peknie¢ DNA. Tego rodzaju
uszkodzenia moga potencjalnie prowadzi¢ do $mierci ko-

A NH2 NH, NH, NH,
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Rycina 3. Wiasciwosci fizykochemiczne rybozy i deoksyrybozy.

A. W srodowisku zasadowym RNA, ze wzgledu na obecnos¢ reaktywnej grupy
hydroksylowej, ulega hydrolizie zasadowej z wytworzeniem 2’-3"-cykloproduk-
tu. B. Po lewej: Deoksyryboza przyjmuje konformacje C2'-endo z grupa C2" wy-
stajacg ponad plaszczyzne cukru, co sprawia, ze helisa DNA posiada konformacje
B. Po prawej: Ryboza przyjmuje konformacje C3’-endo z grupa C3” wystajaca po-
nad plaszczyzne cukru, co sprawia, Ze helisa RNA posiada konformacje A. (PDB
3GTK). Ryciny wykonano przy pomocy oprogramowania UCSF Chimera [77].
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morki, szczegdlnie w sytuacji nagromadzenia duzej liczby
rybonukleotydéw w DNA. Wrazliwosé DNA zawierajacego
liczne rybonukleotydy na srodowisko alkaliczne jest wyko-
rzystywana podczas badan nad inkorporacja rybonukleoty-
déw, zaréwno in vitro jak i in vivo [16,25,64].

Lokalne zaburzenia konformagji helisy wywotane obecno-
Scia rybonukleotydéw moga wplywac negatywnie na proces
replikacji. Wykazano, ze nawet pojedyncze rybonukleotydy
moga zmienia¢ konformacje, wymiary i elastycznos¢ DNA
[63,65]. Rybonukleotydy w matrycowym DNA stanowia
szczegblne wyzwanie dla replikaz. Holoenzym polimera-
zy Il DNA Escherichia coli przechodzi przez rybonukleotyd
w matrycy od 5 do 30 razy wolniej niz w przypadku gdy
w matrycy znajduje sie odpowiadajacy mu deoksyrybonu-
kleotyd [20]. Jak pokazuja badania in vitro, zwiekszenie ste-
zenia rybonukleotydéw w stosunku do deoksyrybonukle-
otydéw powoduje spowolnienie tempa replikacji zaré6wno
w przypadku holoenzymu polimerazy III, jak i gtéwnych
replikaz Saccharomyces cerevisise — polimerazy & oraz poli-
merazy ¢ [20]. Polimeraza € jest w stanie przejs¢ przez maksy-
malnie 3 rybonukleotydy w matrycy ze spadajaca wydajno-
§cia, natomiast cigg 4 rybonukleotydéw catkowicie hamuje
jej aktywnosé [33]. Brak aktywnosci RNazy H2 w komoérkach
drozdzy skutkuje pojawieniem sie fenotypu zwigzanego ze
stresem replikacyjnym: komoérki zatrzymuja sie w fazie S
cyklu komoérkowego, posiadaja podwyzszone stezenia de-
oksyrybonukleotydéw i wykazuja wrazliwosé¢ na niewielkie
stezenia hydroksymocznika, bedacego inhibitorem reduk-
tazy rybonukleotydowej (ang. ribonucleotide reductase, RNR)
[11]. Wykazano, ze stres replikacyjny w szczepach pozba-
wionych RNazy H2 zwigzany jest z mutagenng aktywnoscia
topoizomerazy I [57]. Brak RNazy H2 w komorkach drozdzy
prowadzi takze do aktywacji postreplikacyjnych systeméw
naprawy DNA (PRR), takich jak synteza TLS katalizowana
przez polimeraze ¢ czy replikacja z przelaczeniem matrycy
(ang. template switching) [33].

Mysie zarodki pozbawione RNazy H2 prezentuja feno-
typ zwiazany z wystepowaniem translokacji i rearanzacji
chromosomowych oraz tworzeniem mikronukleuséw, czyli
fragmentéw chromosoméw znajdujacych sie poza jadrem
komoérkowym [66]. Uwaza sig, Ze tego typu powazne uszko-
dzenia chromosomoéw sa efektem wystepowania duzej licz-
by dwuniciowych peknie¢ nici spowodowanych obecnoscia
rybonukleotydéw w DNA.

KONSEKWENCJE W ORGANIZMACH WYZSZYCH

Szczegblnie wrazliwe na obecno$é rybonukleotydow
w DNA sg organizmy wyzsze. Brak RNazy H2 prowadzi do
efektu letalnego we wczesnym stadium zarodkowym my-
szy [66]. Myszy pozbawione RNazy H2 wykazuja wysoki
poziom ekspresji cykliny G1 oraz bialka p21, co sugeruje, ze
zahamowanie wzrostu zarodka zwigzane jest z aktywacja
punktu kontrolnego i zahamowaniem cyklu komérkowego.
Dowiedziono ponadto, ze RNaza H1 w komorkach ssaczych
zaangazowana jest w usuwanie starterow RNA podczas re-
plikacji mitochondrialnego DNA, a usuniecie obydwu kopii
genu kodujacego te RNaze z genomu myszy skutkuje $émier-
cig w stadium zarodkowym w zwiazku z nagromadzeniem
rybonukleotydéw w DNA mitochondrialnym [67].
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Mutacje w genach kodujacych podjednostki RNazy
H2 moga prowadzi¢ do rozwoju zespolu Aicardiego-
Goutiéres’a (ang. Aicardi-Goutieres syndrome, AGS), rzad-
kiej choroby autosomalno-recesywnej o podlozu neuro-
zapalnym, skutkujacej wieloma uposledzeniami, gléwnie
w obrebie uktadu nerwowego [68]. Ok. 50% przypadkow
choroby zwigzanych jest ze zmianami w obrebie genéw
kodujacych ktérakolwiek z trzech podjednostek ludzkiej
RNazy H2, jednak co interesujace, tylko niewielka czes¢
tych mutacji obniza aktywno$¢ enzymatyczng, za$ pozosta-
te wptywaja m.in. na stabilnos¢ kompleksu i oddziatywanie
z substratem [35,39].

Przerwa w DNA powstata w wyniku aktywnosci RNazy
H2 i bedaca miejscem dzialania RER moze by¢ takze sub-
stratem dla ligaz zaleznych od ATP [24,30,33]. Ligaza moze
przylaczy¢ sie do jednoniciowego korica DNA zanim zrobi
to polimeraza DNA. Proces ligacji rozpoczyna sie od prze-
niesienia AMP na grupe fosforanowg rybonukleotydu znaj-
dujacego sie na 5'-koricu peknietej nici DNA. Obecnos¢ do-
datkowej grupy hydroksylowej w rybozie sprawia jednak,
ze ligaza nie jest w stanie ukonczy¢ procesu ligacji, co skut-
kuje pozostawieniem 5-adenylowanego produktu. Proces
ten nazywa sie abortywna ligacja i skutkuje nagromadze-
niem peknieé¢ nici w DNA. W usuwanie AMP z 5-korica
DNA zaangazowany jest enzym aprataksyna [69]. Mutacje
w genie kodujacym aprataksyne moga powodowac choro-
be autosomalno-recesywna — ataksje z apraksja gatkoru-
chowa typu 1 (ang. ataxia with oculomotor apraxia 1, AOA1),
skutkujaca m.in. atrofia mézdzku, hipoalbuminemia czy
hipercholesterolemig. Wykryto ponad 20 réznych mutacji
w genie kodujacym aprataksyne, ktére skutkuja rozwojem
AOA1 o réznym stopniu ciezkosci [70].

Niestabilnoé¢ genetyczna wynikajaca z zaburzonej kon-
troli obecnosci rybonukleotydéw w DNA moze by¢ powia-
zana z powstawaniem i progresja choréb nowotworowych,
jak sugeruje stale rosngca liczba publikacji naukowych
[36,71-78]. Dane kliniczne zawarte w bazach takich jak CO-
SMIC czy cBioPortal wskazuja, Ze mutacje w genach kodu-
jacych podjednostki RNazy H2, a takze zmiany w profilu
ekspresji tych bialek, wystepuja w nowotworach wielu réz-
nych narzadéw i czesci ciata: jelit, piersi, skéry, narzadéw
plciowych i innych [79-81].

Wykazano podwyzszona ekspresje podjednostki kata-
litycznej RNazy H2 (Rnh2a) w komérkach m.in. biataczki,
czerniaka, nowotworach piersi i mézgu [36]. Zwiekszona
ekspresja podjednostki niekatalitycznej Rnh2c u myszy
promowala przerzutowanie nowotworu sutka, natomiast
zmniejszenie ekspresji tego biatka prowadzito do ogranicze-
nia czestosci tworzenia metastaz w obrebie ptuc [76]. Brak
biatka Rnh2b w naskérku myszy prowadzil do rozwoju
raka skory [74]. Z kolei brak podjednostki Rnh2b w tkance
nablonkowej powodowat zmiany histopatologiczne swiad-
czace o obecnosci uszkodzenn DNA, zwiekszong apoptoze
oraz aktywacje biatka p53. Brak bialka p53 u myszy pozba-
wionych Rnh2b prowadzit natomiast do rozwoju raka jelita
cienkiego i grubego [78]. W ostatnim czasie wykazano, ze
mutacje we wszystkich trzech podjednostkach RNazy H2
zwigkszaja wrazliwosé komorek raka piersi na powszech-
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nie stosowane w terapii inhibitory polimerazy poli(ADP-ry-
bozy) (ang. poly(ADP-ribose) polymerase, PARP) [75]. PARP
wigze si¢ w miejscach wystepowania uszkodzenn DNA, na-
tomiast inhibitory PARP utrudniaja usuwanie takich kom-
pleksow, prowadzac do efektu cytotoksycznego. Stwier-
dzono, ze w komérkach z nieaktywng RNaza H2, w wyniku
mutagennego procesowania rybonukleotydéw przez topo-
izomeraze I, dochodzi do nagromadzenia uszkodzen DNA
wigzgcych biatko PARP, a w efekcie do zwiekszenia wrazli-
wosci komoérek na inhibitory PARP. Zasugerowano, ze inhi-
bitory PARP moga mie¢ szczegdlny potencjal terapeutycz-
ny w nowotworach z nieaktywna Sciezka RER zalezna od
RNazy H2 (rak prostaty, bialaczka) [75].

INNE NEGATYWNE KONSEKWENCJE

Bakteryjna RNaza HI zaangazowana jest w usuwanie
transkryptow RNA, ktére nie zostaly odiaczone od matrycy
DNA po zakoriczeniu transkrypgji. Transkrypty te tworza
krétkie hybrydy RNA/DNA zwane R-petlami [32]. W szcze-
pach Escherichia coli pozbawionych RNazy HI R-petle moga
powstawaé¢ w duzej ilosci w calym genomie. Rozplecenie
helisy DNA spowodowane obecnoscia R-petli umozliwia
zwigzanie biatek zaangazowanych w replikacje DNA. Mimo
Ze poprawna inicjacja replikacji w komoérkach Escherichia coli
wymaga zwiazania biatka inicjatorowego DnaA do miejsca
startu oriC [82], obecnos$é R-petli moze prowadzi¢ do rozpo-
czecia replikacji mimo braku biatka DnaA w oriC. Proces ten
okreslany jest jako konstytutywna stabilna replikacja DNA
(ang. constitutive stable DNA replication, cSDR) [32].

Dowiedziono, ze w usuwanie R-petli moze by¢ takze
zaangazowana bakteryjna helikaza RecG. Jednoczesna de-
lecja genéw kodujacych RNaze HI oraz biatko RecG pro-
wadzi do efektu letalnego w szczepach Escherichia coli [31],
co sugeruje, ze usuwanie R-petli ma krytyczne znaczenie
dla przetrwania komorek. Brak obydwu RNaz HI w szcze-
pie Mycobacterium smegmatis prowadzi do efektu letalnego,
prawdopodobnie w zwigzku z nagromadzeniem nieusunie-
tych R-petli [50].

Inkorporacja rybonukleotydéw do DNA moze wpltywaé
takze na inne procesy zwigzane z metabolizmem DNA, ta-
kie jak: tworzenie nukleosoméw i remodelowanie chroma-
tyny czy transkrypcja [24,83]. Wykazano, ze rybonukleoty-
dy matrycowe wplywaja negatywnie na aktywnosc¢ i wier-
noé¢ eukariotycznej polimerazy I RNA [84]. Wyniki te stoja
w zgodzie z danymi uzyskanymi podczas badan nad zmu-
towanymi szczepami Escherichia coli zawierajacymi znaczna
zawartosé rybonukleotydéw w DNA. W szczepach tych za-
obserwowano wysoki poziom mutacji w obrebie proteomu,
jednak nie genomu, co sugeruje, ze mutacje te mogly po-
wstac podczas procesu transkrypcji [85].

ZNACZENIE FIZJOLOGICZNE
RYBONUKLEOTYDOW W DNA

System naprawy blednie sparowanych zasad (ang. mi-
smatch repair, MMR) zwieksza wiernos¢ replikacji poprzez
usuwanie bledéw polimeraz popelnionych podczas synte-
zy DNA. Biatka eukariotycznego systemu MMR wykorzy-
stuja naciecia w nowo powstalej nici DNA do odréznienia
jej od nici matrycowej. Naciecia te obecne sa w duzej liczbie
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na nici opéznionej DNA ze wzgledu na nieciagly charak-
ter syntezy (fragmenty Okazaki), jednak pozostaje zagadka
w jaki sposob system MMR jest rekrutowany do nici wiodacej.

Wykazano, ze brak RNazy H2 powoduje spadek wy-
dajnosci naprawy insercji i delecji przez system MMR w
komorkach Saccharomyces cerevisiae, szczegdlnie na nici
wiodacej DNA. Oznacza to, ze obecno$é nacie¢ wygenero-
wanych przez RNaze H2 w wyniku obecnosci rybonukle-
otydéw moze by¢ czynnikiem nakierowujacym MMR na
nowo powstalag ni¢ DNA w komoérkach drozdzy [25]. Re-
plikaza nici wiodacej, polimeraza ¢, charakteryzuje sie ok.
4-krotnie wyzsza czestoscia wstawiania rybonukleotydéw
od replikazy nici opézZnionej, polimerazy 6 [24]. Co cieka-
we, pojedyncza substytucja aminokwasowa (Leu644—Met)
w centrum aktywnym polimerazy € prowadzi do otrzyma-
nia wariantu o wigkszej selektywnosci wzgledem reszty
cukrowej [25,33]. Leu644 jest konserwowana ewolucyjnie
wéroéd eukariontéw, wskazujac tym samym, ze zwiekszo-
na czestos$¢ inkorporacji rybonukleotydéw do nici wiodacej
DNA moze mie¢ istotne znaczenie biologiczne.

Rybonukleotydy obecne w DNA moga wplywac na wier-
noé¢ replikacji, jak sugeruja badania wykorzystujace mu-
tanta w bramce sterycznej (Tyrl1—Ala) polimerazy V DNA
Escherichia coli. Mutant ten charakteryzuje sie podobnie ni-
ska wiernoscia in vitro co polimeraza V DNA typu dzikiego,
jednak znacznie stabsza dyskryminacja wzgledem reszty
cukrowej [64]. Co ciekawe, szczepy eksprymujace polime-
raze Y11A cechuje znacznie obnizony poziom mutagenezy
w stosunku do szczepéw niosgcych polimeraze V typu
dzikiego. Dalsze eksperymenty wykazaty, ze obserwowa-
ny antymutagenny efekt substytucji Y11A wynika z silnej
aktywacji systeméw naprawy rybonukleotydéw. Podczas
resyntezy fragmentu DNA zawierajacego rybonukleotyd,
systemy te zastepuja takze blednie sparowane deoksyrybo-
nukleotydy, de facto naprawiajac btedy replikacji wprowa-
dzone przez polimeraze V DNA (Ryc. 2A) [27,51].

Poziomy komoérkowe deoksyrybonukleotydéw sa najniz-
sze w interfazie [22], co sugeruje, ze systemy postreplikacyjnej
naprawy DNA, takie jak naprawa przez faczenie niehomolo-
gicznych koncéw (ang. non-homologous end joining, NHE]),
moga uzywac rybonukleotydéw podczas syntezy DNA.

Gléwna ludzka polimerazg DNA zaangazowana w NHE]
jest polimeraza p [86]. Jak wspominano, polimeraza p cha-
rakteryzuje sie wyjatkowo niska jak na polimerazy DNA
selektywnoscia wzgledem reszty cukrowej. Badania in vitro
z wykorzystaniem réznych substratéw imitujacych natu-
ralne substraty systemu NHE] wykazaly, Ze polimeraza p
wstawia rybonukleotyd z wiekszg wydajnoscia i wiernoscia
niz odpowiadajacy mu deoksyrybonukleotyd [87]. Z dru-
giej strony, polimeraza ta malo wydajnie wydtuza rybo-
nukleotydy znajdujace sie w syntetyzowanej nici. Oznacza
to, ze polimeraza p wydajnie wstawia jedynie pojedyncze
rybonukleotydy do DNA, co koreluje z preferencja ligazy
NHE], ktéra najwydajniej aczy substraty zawierajace poje-
dyncze rybonukleotydy na 3’-koricu DNA [87].

Podobne obserwacje zanotowano, badajac éciezke NHE]
w Gram-dodatniej bakterii Pseudomonas aeruginosa. Sciezka
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NHE] w Pseudomonas aeruginosa wykorzystuje biatko LigD
posiadajace m. in. domene o aktywnosci polimerazy. Do-
mena polimerazy wypetnia braki w DNA znajdujgce si¢ na
koricu 5" peknietej nici i wykorzystuje do tego celu rybonu-
kleotydy z wieksza wydajnoécig niz deoksyrybonukleoty-
dy. Obecnosé rybonukleotydéw stymuluje domene o ak-
tywnosci ligazy do faczenia koricow DNA [30].

Badania przeprowadzone na modelu drozdzowym Schi-
zosaccharomyces pombe sugeruja, ze niektére rybonukleotydy
moga by¢ ,celowo” pozostawiane w DNA do nastepnego
cyklu replikacji. Powoduje to zablokowanie widetek repli-
kacyjnych i inicjacje rekombinacji homologicznej, w wy-
niku ktérej dochodzi do zmiany typu plciowego komoérek
[35,53,88].

RYBONUKLEOTYDY W DNA MITOCHONDRIALNYM

Ssacze RNazy H1 posiadaja N-konicowa sekwencje MTS
(ang. mitochondrial targetting sequence) odpowiadajaca za
eksport do mitochondriéw [28]. Delecja genu kodujacego
RNaze H1 prowadzi do $mierci myszy w stadium zarod-
kowym w zwiazku z utrata DNA mitochondrialnego (mtD-
NA) [66,67], wskazujac na istotna role RNazy H1 w utrzy-
mywaniu stabilnosci genetycznej mitochondriéw. Co cieka-
we, w zwigzku z brakiem sekwencji MTS, RNaza H2 nie jest
obecna w tych organellach, a pojedyncze rybonukleotydy
wstawiane przez polimeraze y do mtDNA nie sg naprawia-
ne. Brak RNazy H2 nie wplywa na poziom rybonukleoty-
déw w mitochondrialnym DNA w komérkach drozdzy Sac-
charomyces cerevisiae [89].

Powyzsze obserwacje implikuja niezwykla tolerancje
mitochondriéw na obecno$¢ rybonukleotydéw w mtD-
NA. Wykazano, ze mitochondrialna replikaza, polimera-
za y, moze przechodzi¢ przez pojedyncze rybonukleotydy
w matrycy z bardzo wysoka wydajnoscia i wiernoscia, a jej
selektywnos¢ wzgledem reszty cukrowej jest poréwnywalna
z polimeraza d [90]. Szacuje si¢, ze w DNA mitochondrialnym
kregowcow stale wystepuje 30-60 rybonukleotydéw [90].

PERSPEKTYWY NA PRZYSZEOSC

Ostatnia dekada badan znacznie poszerzyla nasza wie-
dze na temat mechanizméw kontrolujacych wystepowa-
nie rybonukleotydéw w DNA. Wykazano, ze zdolnos¢ do
dyskryminacji rybonukleotydéw przez polimerazy DNA
zalezy od wielu czynnikéw, w tym struktury centrum ak-
tywnego, ale tez charakterystyki matrycy DNA czy startera
DNA lub RNA. Obserwacja ta pozwala przypuszczad, ze
czesto$¢ wstawiania rybonukleotydéw do DNA moze by¢
dynamicznie regulowana w odpowiedzi na warunki éro-
dowiska zewnetrznego i wewnetrznego. Z drugiej strony,
inkorporacja znacznej liczby rybonukleotydéw moze mie¢
katastrofalne skutki dla komoérki, co wymusza écista kontro-
le nad tym procesem.

Badania nad mechanizmami wstawiania i usuwania ry-
bonukleotydéw z DNA oraz ich konsekwencjami, zar6wno
pozytywnymi jak i negatywnymi, maja ogromne znacze-
nie dla zrozumienia molekularnych podstaw zmiennosci
ewolucyjnej organizméw i mechanizméw odpowiedzi na

150

stres. Doglebne poznanie mechanizméw kontrolujgcych
wystepowanie rybonukleotydéw w genomie ludzkim moze
petni¢ istotng role w walce z chorobami genetycznymi oraz
nowoczesnej terapii przeciwnowotworowej. Réwnie istotne
sg badania nad organizmami prokariotycznymi, ktére po-
zwola wyjasni¢ przyczyny wyjatkowo wysokiej tolerancji
bakterii na rybonukleotydy w DNA, a takze moga zostac¢
wykorzystane przy projektowaniu nowych generacji lekéw
przeciwbakteryjnych.
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ABSTRACT

High replication fidelity, understood as the DNA polymerases’ ability to select nucleotides with both correct base and sugar, is of critical
importance for maintaining the genetic stability. Due to the fact that the cellular levels of ribonucleotides are much higher than the concen-
trations of deoxyribonucleotides, replicative polymerases are able to incorporate ribonucleotides with up to 1000-fold higher frequency than
mismatched deoxyribonucleotides. The ability to discriminate against ribonucleotides by the DNA polymerases relies on the steric gate resi-
due in the enzyme’s catalytic centre. Despite the fact that ribonucleotides are the most abundantly inserted incorrect nucleotides in DNA, they
are not observed in properly functioning cells. The major pathway responsible for the recognition and removal of ribonucleotides from DNA
is called Ribonucleotide Excision Repair. The impairment of ribonucleotide removal pathways can cause increased mutation rate, replication
stress, DNA breakage, problems with transcription, chromatin structure maintenance, genetic disorders and cell death. In spite of that, ribo-
nucleotide incorporation into DNA may have some positive biological impact, stimulating mismatch repair and non-homologous end joining.
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