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Rola polimeraz w powielaniu kwasu nukleinowego
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Dr hab. Anna Bebenek pracuje w Zaktadzie Biologii
Molekularnej IBB PAN. Kieruje pracownia, ktora zajmuje
sie mechanizmami wiernosci replikacji DNA. Interesuje
si¢ zagadnieniami zwigzanymi z oddziatywaniami biatek
replisomu, a takze z przekazywaniem kofica startera
pomigdzy domenami polimerazy i egzonukleazy.

Powielanie kwasu nukleinowego (RNA lub DNA)
ma kluczowe znaczenie dla komorki. Z procesem
tym, ktory musi by¢ niezwykle precyzyjny,
doskonale radzg sobie polimerazy. Dzieki
specyficznej budowie potrafig zbudowac nowa nié¢
na podstawie jednoniciowej matrycy

Pierwsze doniesienia o istnieniu enzymow posiadaja-
cych zdolno$¢ syntetyzowania DNA pojawily sie w 1958
roku, kiedy grupa Artura Kornberga opisata polimeraze
wyizolowanag z bakterii Escherichia coli. Nazwano ja poli-
merazg [ (Pol I). Wkrétce okazato sie, ze zarowno u bak-
terii, jak i organizméw eukariotycznych istnieje wiele
polimeraz, z ktérych kazda odznacza sie innymi wtasci-
wosciami. Intensywny rozwéj technik sekwencjonowania
przynidést pod koniec XX wieku nowa wiedze: obecnie
znanych jest pie¢ polimeraz wystepujacych u bakterii,
sze$¢ w komorkach drozdzy i szesnascie w komorkach
ssakow. Na podstawie podobienstwa na poziomie sek-
wencji aminokwasowej podzielono je na siedem rodzin.

Rodzina A obejmuje wszystkie polimerazy przypomi-
najgce Pol 1. Nalezy do niej m.in. polimeraza Taq wyko-
rzystywana rutynowo w laboratoriach molekularnych
do powielania w probéwce badanych gendéw. Rodzina B
zawiera gléwne polimerazy powielajace genom w ko-
moérkach eukariotycznych, takich jak ludzkie, a takze
polimerazy bakteriofagéw, czyli wiruséw zerujacych
na bakteriach. Rodzina C to gltéwnie polimeraza replika-
cyjna bakterii E. coli. Pozostate rodziny (C, X, Y, RT) zawie-
raja polimerazy o specyficznych funkcjach, na przyktad
wystepujace u niektérych wiruséw polimerazy zdolne
do syntezy nici DNA na matrycy RNA czy tez telomerazy
dobudowujace ni¢ DNA na koncu 3’.
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Z r6znorodnos$cig polimeraz wiaze sie szerokie spek-
trum ich funkcji, na przyktad polimerazy z rodziny X i Y,
a takze niektére z rodziny A uczestnicza w procesach
naprawy DNA. Ich rola polega na wypetianiu luk po-
wstatych w czasie dzialania enzyméw naprawczych lub
tez na syntezie uszkodzonego fragmentu DNA. Jednak
najwazniejsza funkcja polimeraz jest powielanie mate-
rialu genetycznego, ktéry nastepnie przekazywany jest
do komoérek potomnych. W procesie tym uczestnicza
polimerazy z rodziny A i B. Obok domeny polimerazy,
czyli podstawowej jednostki strukturalnej, zawieraja one
dodatkowa domene korektorska, ktéra usuwa nieprawid-
towo wstawione nukleotydy z 3’ konca nowo syntetyzo-
wanego tancucha.

Prawie bezbtednie

Do rozpoczegcia procesu replikacji konieczne jest
lokalne rozplecenie helisy DNA w tzw. miejscu inicjacji
replikacji. Ni¢ DNA odczytywana jest zawsze w jednym
kierunku, od korica 3’ do konca 5’. Kiedy struktura he-
lisy ulegnie rozpleceniu, enzym prymaza syntetyzuje
krotkie czasteczki RNA stanowiace starter dla polime-
razy. Polimeraza przypomina troche pod tym wzgledem
niewprawng osobe robiacg na drutach - potrafi konty-
nuowac prace, tylko jesli kto§ inny ja zacznie. Wtedy
polimeraza rozpoznaje koniec nici RNA zaczetej przez
prymaze i od tego miejsca zaczyna dobudowywac kolejne
nukleotydy, czyli cegietki stanowigce podjednostki DNA
komplementarne do nukleotydéw tworzacych sekwencje
na matrycy, czyli nici DNA stanowiacej wzorzec. Synteza
DNA odbywa sie zawsze w kierunku 5-3". Czasteczkami,
z ktérych budowane jest nowe DNA, czyli substratem
dla polimerazy, sg trifosforany dezoksyrybonukleotydéw
(dNTP), ktére whudowywane sg do rosnacego tancucha.
Pod wzgledem chemicznym reakcja ta polega na stwo-
rzeniu wigzania fosfodiestrowego pomiedzy a fosforanem
wchodzacego nukleotydu a grupa 3-OH ostatniego nu-
kleotydu startera. Towarzyszy temu hydroliza wigzania
fosforanowego i uwolnienie dwdch grup fosforanowych
tzw. pirofosforanu.

Polimerazaniedziatabezbtednie. Naetapie przytaczania
nukleotydu myli si¢ raz na 105-106 replikowanych zasad.
Aktywno$¢ korektorska pozwala zmniejszy¢ btad 100-
-1000 razy w zaleznoS$ci od rodzaju polimerazy, tak wiec
ostatecznie podczas replikacji raz na 108-109 zasad
do nowo powstajacej nici DNA zostaje wstawiony niepra-
widlowy nukleotyd.



Po lewej: Taq - polimeraza najpospoliciej wykorzystywana w laboratoriach molekularnych. Stuzy do powielania czasteczek DNA in vitro

Po prawej: struktura polimerazy RB69 - kompleks potrdjny polimerazy oraz DNA matrycy-startera z wchodzacym nukleotydem. Kolorem niebieskim zaznaczono
domeneg palcow, fioletowym domene spodu dtoni, zielonym domene kciuka, czerwonym domeng egzonukleazy, szarym N-koficowa domene. W strukturze tej wida¢
takie DNA matrycy (kolor czerwony) i startera (26tty) zwiazane w centrum aktywnym polimerazy. W tym ujeciu nie jest widoczny wehodzacy nukleotyd.

Palce polimerazy

Poznanie budowy polimeraz stato sie mozliwe dzigki
pracom Toma Steitza, ktéry w 1985 roku uzyskat pierw-
szq strukture krystalograficzng fragmentu Klenowa po-
limerazy 1 z E. coli. Od tego czasu poznano struktury
prawie wszystkich przedstawicieli poszczegdlnych ro-
dzin polimeraz. Okazalo sie, ze - niezaleznie od réznic
w sekwencji aminokwasowej - wszystkie polimerazy
maja podobna budowe. Przypominajg ksztaltem pdtot-
wartg prawg dton, a domenom przypisano nazwy ,palce”,
,spod dtoni” i ,kciuk”.

We wszystkich opisanych dotychczas polimerazach
centrum aktywne znajduje sie na spodzie ,dioni”.
Odpowiada ono za wigzanie konca startera i a fosforanu
przytaczanego nukleotydu. Miejsce to jest silnie konser-
wowane, tzn. ze w toku ewolucji jego budowa zmienia sig
bardzo powoli. Mimo pewnych réznic na poziomie sek-
wencji aminokwasowej struktury domen ,spodu dtoni”
roznych polimeraz sa podobne, co oznacza, ze wszystkie
polimerazy wykorzystujq ten sam mechanizm przekazy-
wania nukleotydu.

Chociaz struktury domen ,palcow” i ,kciuka” réznia
sie we wszystkich pieciu rodzinach polimeraz, zar6wno
Jpalce”, jak i ,kciuk” petnia w nich podobne funkcje.
Domena palcéw uczestniczy w oddziatywaniach polime-
razy z jednoniciowym DNA matrycy oraz z dotgczanym
nukleotydem, czyli cegietka nowo powstajgcej nici DNA.
W obrebie kazdej rodziny polimeraz sekwencja domeny
palcow jest konserwowana. Z Kolei domena kciuka od-
dziatuje z dwuniciowym DNA i przypuszczalnie odgrywa
ona istotng role we wtasciwym ustawieniu matrycowego
DNA w centrum aktywnym polimerazy. Ponadto wptywa

tez na procesywnos$¢ polimerazy i bierze udziat w jej
przesuwaniu sie na matrycy DNA.

Tylko sig nie pomyl!

Dla zrozumienia dziatania polimerazy kluczowe zna-
czenie miaty badania kinetyczne oraz poréwnanie struk-
tur krystalicznych kompleksow ztozonych z polimerazy,
DNA i dNTP z odpowiadajacymi im kompleksami poli-
merazy zwigzanej tylko z DNA. Dzigki temu odkryto, jak
polimeraza odréznia wtasciwy nukleotyd od niewtasci-
wego. Okazato sie, ze zwigzanie dNTP powoduje istotne
zmiany w orientacji przestrzennej DNA i domeny palcow,
dzieki czemu tworzy sie miejsce dla nowo przytaczanego
nukleotydu i nukleotydu matrycy. ,Dion” polimerazy
zamyka sie - domena palcow skreca sie w kierunku do-
meny spodu dtoni, tworzac tzw. zamknieta konformacje.
Dzieki temu domeny palcow moga teraz kontaktowac
sie z dotaczanym dNTP. Zamykaja sie one woko6t niego
i komplementarnej zasady matrycy, tworzac ,kieszonke
wigzaca nukleotyd”. To geometria tej kieszonki sprawia,
ze dolaczony moze zosta¢ tylko wiasciwy nukleotyd,
czyli odpowiadajacy nukleotydowi na matrycy. Jezeli
do startera zostanie przytaczony niewtasciwy nukleotyd,
to albo palce polimerazy otworzg si¢ i bedzie ona szukata
nowego prawidtowego nukleotydu, albo - w przypadku
polimeraz posiadajacych funkcje korektorska - koniec
startera trafi do centrum aktywnego egzonukleazy, gdzie
niewtasciwy nukleotyd zostanie usunigty.

Ciekawym wyjatkiem sa polimerazy rodziny Y.
Charakteryzujg sie one niska wiernoscia replikacji
na nieuszkodzonym DNA, ale za to potrafia powielac¢
DNA o zaburzonej symetrii, ktére nie moze by¢ powie-

33

G10¢ (Tv

Wikimedia Commons

eidojoig Mo} M BIUEPEG



Badania w toku Biologia | ACADEMIA

— Rola polimeraz w powielaniu kwasu nukleinowego

wchodzacy
trifosforan

dezoksyrybonukleotydu
(dNTP) -
3
5
WIAZANIE INKORPORACJA
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5"-3'KIERUNEK WZROSTU
+ANCUCHA DNA

Reakcja polimeryzacji - wiaczania komplementarnego do matrycy trifosforanu dezoksyrybonukleotydu (dNTP) do konca startera. Polimeraza przedstawiona jest jako
pototwarta prawa dion z domenami ,palcow”, ,keiuka” i ,,spodu dioni”. Wiaczaniu nowego nukleotydu towarzyszy zmiana konformacji z otwartej do zamknietej
w czasie wigzania nukleotydu w centrum aktywnym oraz ponownym otworzeniu sig polimerazy po zakonczeniu inkorporacji nukleotydu

lane przez polimerazy replikacyjne. Centrum aktywne
tych polimeraz rézni sie od pozostatych, a ich kieszon-
ka wigzaca nukleotyd jest znacznie wieksza i moze
rozpozna¢ DNA o zmienionej, zaburzonej strukturze,
zwigzac sie z nim, a takze wstawia¢ niewtasciwe zasady.
Dzieki temu polimerazy z rodziny Y moga replikowac
uszkodzone DNA. Kosztem zmniejszonej wiernosci po-
wielania DNA zachowana jest ciagto$¢ replikacji DNA
w komoérkach.

Materiaf autorki

Krysztaty polimerazy RB69. Wybrane krysztaty poddawane sq dalszej analizie
przy udziale promieniowania rentgenowskiego. Na podstawie rejestracji
obrazéw dyfrakcyjnych promieniowania X moina ustalic rzeczywista strukture

Nasz wiedza o mechanizmach dziatania oraz biolo-
gicznej roli polimeraz bardzo si¢ poszerzyta z chwilg
otrzymania struktur krystalograficznych dla tych enzy-
moéw. W naszej pracowni prowadzimy badania nad poli-
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meraza RB69, ktéra stanowi model dla polimeraz rodziny
B. Za pomocg ukierunkowanej mutagenezy zmieniamy
te aminokwasy, ktére wydaja sie istotne dla oddziatywan
polimerazy z DNA lub wchodzacego dNTP i charaktery-
zujemy tak otrzymane mutanty pod katem ich witasci-
wosci. Badamy takze wiernos¢ prowadzonej przez nie
replikacji w testach genetycznych, zaréwno in vivo, jak
i in vitro. Wyniki z naszej pracowni oraz innych laborato-
riow pozwolity na okreslenie roli aminokwaséw domeny
palcow tworzacych czes¢ kieszonki wiazacej nukleotyd
oraz roli aminokwaséw oddziatujacych z fosforanem
dotaczanego przez polimeraze nukleotydu. OkresliliSmy
takze, jakie rejony polimerazy sa odpowiedzialne za od-
dziatywanie z DNA i wiazanie polimerazy do substratu.
Badania takie prowadzone sa takze na polimerazach
nalezacych do innych rodzin, a wyniki uzyskane z tych
eksperymentéw poprawily znacznie nasze rozumienie
funkgji tych polimeraz w komoérce. i
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