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Metylacja fizjologiczna kwasdw nukleinowych jest wysoce spe-
cyficzna reakcja wpiywajaca w istotny sposdéb na wiele podstawo-
wych funkecji komérki. Sugeruje sie, Ze metylacja DNA przebiegajg-
ca wskutek dziakxania specyficznych systeméw enzymatycznych, wy-
magajgcych na ogdéx do swej aktywnosci S-adenozylometioniny, mcze
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rekombinacja czy ekspresja gendw pocdczas rdinicowania sig komérek
w trakcie rozwoju oscbniczego. W przypadku RNA specyficzna mety-
lacjs ma takze istotny udzia* w tworzeniu i stabilizowaniu cha-
rakterystycznej III-rzedowej struktury (tRNA), w rozpoznawaniu
i wigzaniu specyficznyck miejsc w rybosomach (mRNA), a poza tym
stenowl prawdopodobnie caly system zspewniajgcy prawidiowg tran-
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Chemiczna alkilacjas kwaséw nukleinowych powoduje wprowadzenie
do ich struktury nowych pocheodnych zasad, co wywoiuje szereg
efektéw negatywnych i zaburza wickszo$é podstawowych funkcji ko-
mérki.

Igtnieje okredlona liczba zwijzzkdéw chemicznych posiadajgcych
zdolnoéé alkilacji kwasdw nukleinowych. Typowe przyk*ady omawia-
nych w pracy zwigzkdw sa przedstawione w tab. 1. Zwigzki te albo
game s3 bezposrednio czynmnikami alkilujacymi (np. MNU, DMS), albo
sag w nie przeksztaicane przez metaboliczng aktywacje (np. DMN).
Niektdére ze zwiazkéw przedstawionych w tab, 1 sa silnymi kancero-
genami, wickszodé z nich wykazuje takze dziatanie mutagenne.

Wszystkie proste czynniki alkilujace atakujg te same miejscs
w kwagach nukleinowych. Istnieja Jednak miedzy nimi istotne rdéz-
nice co do stopnia reakcji w deanym specyficznym miejscu. Te réz-

nice oraz rdézns mutagennoéé i kancerogennosé poszczegdlnych zwig-
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Tabela 1

Chemiczne zwigzki alkilujgce omswiane w pracy

Nazwa Wzdér Przykitedy
1 i
iarczan A
alkiloge R——O——ﬁ——O—-R DMS (siarczan dwumetylu)
0]
Alkilowe ﬂ
pochodne R—S—0—R MMS (metylometanosulfoninn)
sulfoniandw 8
. R
Alkile O==N——N//’ DMN %dwumetylonitrozoamina)
nitrozo- N DEN (dwuetylonitrozoaminea)
aminy R
R
N-alkilo O==N—~N(:j MNU Emetylonitrozomocznik}
N-nitrozo-~ ¢ —NH ENU (etylonitrozomocznik)
mocznik Tl 2
0
N-alkilo o= -N<:% H | MNNG (¥ metylo N'nitro
N*nitro C——N//’ N nitrozoguanidyna)
N nitrozo- {1
guanidyna NH N02

7 - R‘—O\\\P//,O(S) DDVP (X = -CH=0C1,)

wigz ) .

fosforo-~ /// \\\ malation (X = ‘CH'COOCQHS

organiczne R—0O 0—X .
Cd2COOCZHS)

zkéw pozwalajgq na préby okreslenia, ktére miejsca ataku sg kry-
tyczne dla mutagenezy i kancerogenezy. Wiele danych wskazuje,
ze takze ostra toksycznodé szeregu zwigzkdéw jest zwigzana z alki-
lacja waznych makroczqéteczek komérkowych. W warunkach in vivo
wskutek dziatania zwigzkdéw chemicznych, alkilacji w komdérce ule=-
gaja zardéwno DNA, RNA jak i biatka przy czym wydaje sie, ze skut-
ki bioloriczne spowodowane alkilacja sa skorelowane gidéwnie z po-
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ziomem alkilacji DWA. Alkilacja innych makroczasteczek jest zwyk-

le zbyt maXa, by zinaktywowaé wszystkie rodzaje RNA wystepujace
w wielu kopiach jak réwniez spowodowaé inhibicje aktywnosci bia-
ek enzymatycznych. Ponadto w komdérkach ulegajacych podziaowi
bezposérednis konsekwencja alkilacji DNA sg zaburzenia syntezy DNA

spowodowane zaburzeniami matrycowych wiasciwogéci DNA.

2, MIEJSCA ALKILACJI KWASOW NUKLEINOWYCH

Alkilacja kwaséw nukleinowych in vitro jest mozliwa przez
zwigzki, ktére w obojetnym pH s3 bezpodrednimi czynnikami alki-
lujgcymi, tzn. nie wymagajg do swego dziazania metaboliczne}]
aktywacji. Do zwigzkéw +tych nalezg m.in. DMS, MMS, MNU, MNNG
i ich odpowiednie etylowe pochodne, Badania alkilacji skxadnikdw
kwasdéw nukleinowyck na poziomie nukleozydéw, nukleotyddw, jedno-
i dwuniciowych syntetycznych polinukleotyddw, czy tez HNA i DNA
wykazé&y, %e w kazdym przypadku ulegajg alkilacji te same miejsca
w strukturze kwaséw nukleinowych [787]. Tstotne rdéznice w ilodci
otrzymanych produktéw s3 spowodowane najprawdopodobniej zmiang
struktury II-rzedowej i dostepnoscig danych miejsc do alkilacji.
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Rys. 1. Reakcja nukleofilowego podstawienia azotu N7 guaniny
(w DNA lub RNA) podczas reakcji z DDVP ir vitro

Wszystkie chemiczne zwigzki alkilujace z duzg *atwoécig rea-
guja z atomami azotu np. tréjmetyloaminy [ 53 czy 4-nitrobenzylo-
pirydyny [26]. Atomy azotu sa takze gxéwnym akcertorem grup alki-
lowych podczas rekacji tych zwigzkéw z kwasami nukleinowymi. Zde-
cydowanie najiatwiej ulega alkilacii azot N7 guaniny. Odpowiednia
reakcja na przyktadzie metylacji DDVP przebiega wg schematu

(ry=. 1).



204 Ryszard Wisderkiewicz, Zofia Walter

H
] H
C_ N f —
H-ed > N¢” "o T
L!\(; ?’I“\ .-g!\ a1
C/i “\N,/ \\SC/;\
Il I G &CH
O /cz 2 i’c 9 /
“HNT NN NN

2
&

2

Idwne mie zagad w DNA

.
gaca chemiczne

[N
j3Y]
|t
Ly
e
=t
8]
o]

[
ot

Darer
aySe .

Jednakze zardwno ten, jak i inne atomy w piersécieniu zasad
azotowych sg jedynie siabo spolaryzowane W zwigzku z czym szyb-
ko§é reakcji alkilacji jest stosunkowo niewielka. Spoérdd naj-
Yatwiej alkilowanych miejsc obok szotu N7 guaniny nalezy wymienid
atomy azotu N3 guaniny, pozycje N3, N1 i N7 adeniny oraz N3 cyto-
zyny (rys. 2). Ponadto alkilacji moga ulegaé atomy tlenu w pozy-
cji O6 guaniny, ot tyminy lub uracylu i 0?2 cytozyny [34-36, 79].
Poszczegllne zasady moga byé alkilowane takze w innych miejscach
czasteczki, lecz poziom reskcji w tych miejscach jest tak nie-~
wielki, ze watpliwe aby mogly one odgrywal jakad 1istotng biolo-
gicznie role. W tabeli 2 przedstawiono wszystkie stwierdzone
dotad produkty chemicznej alkilacji zasad.

Podobne produkty alkilacji stwierdza sile w kwasach nukleino-
wych po podaniu zwierzetom doswiadczalnym chemicznych czynnikdw
alkilujacyeh [ 16, 31, 51, 52, 83]. W doswiadczeniach in vive nie
udaje sie jednak oznaczyé szeregu produktéw powstajacych wskutel
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Miejsca chemicznej alkilacji zasad w kwasach nukleinowych

Zasada Stwierdzone produkty alkilacjii
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niemoznosci stosowania czynnikdéw aslkilujgcych o odpowiednio duze]
radioaktywnosci, jak rdéwniez wskutek usuwania szeregu zalkilowa-
nych =zasad ©przez enzymy reperujace [37, 68]. Oprdcz zasad moga
w kwasach nukleinowych ulegad takze alkilacji grupy fosforanowe
powodujgce powstanie fosfotrdjestréw( 4, 73, 74, 76]. W RNA alki-
lowana jest ponadto grupa 02° rybozy [80]. Rodzaj otrzymanych
alkilowych pochodnyck rdzni si¢ istotnie =zaleznie od rodzaju
czynnika alkilujgceso. Na przykiad podczas reskcji DNA z MNU 60/
produktow metylacji stanowi 7 metG, 8% 3 metA, 6% 06 metG, 3%
3 metC, 2% 1 metA, 2% 7 metA i ok. 15% stanowig fosfotrdjestry.
tozostate produkty alkilacji stanowia %3cznie mniej niz 1% wszy-
gtkich alkilowanych miejsc [ 78], Jezeli alkilacji przez MNU pod-
dany jest RNA odpowiednie ilogci 3 metA i O6 metG g3 nieco mniej-
sze, natomiast i1iloéé 1 metA jest wigksza,

s
obserwuje sie natomiast znaczne zmniejszenie poziomu alkilacji
atoméw tlenu w czgsteczce kwaséw nukleinowych (0~ metG, fosfo-
tréjestry) [80]. Jest to spowodowane prawdopodobnie odmiennym
mechanizmem reakcji tych zwigzkdw z kwasami nukleinowymi.

Wazystkie chemiczne zwigzki alkilujgce reagujg wg jednego
z dwéch podstawowych mechanizmdéw reakcji okreslanych Jako nukleo-
filowe podstawienie Jednoczgsteczkowe SN1 lub dwuczgsteczkowe SN2
[45, 72]. W pierwszym przypadku przyjmuje sie, Ze reakcja za-
chodzi w dwéch etapach, z ktérych pierwszy polega na powolnej
i odwracalnej reakcji dysocjacji, a drugi na szybkim przylaczeniu
czagteczki nukleofilowej do powstatego w wyniku dysocjacji karbo-

kationu:

wolno @ szybko__' -0
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Szybko$é reakcji jest determinowana szybkodcig jej najwolniejsze-
go etapu - dysocjacja, a wiec jest zalezna jedynie od stezenia
czasteczek elektrofilowych.

W przypadku mechanizmu SNZ w pierwszym etapie nastepuje atak
czasteczki nukleofilowej na centrum z grupg odszczepialng, & na-
stepnie ostateczne zerwanie wiazania i odejécie grupy odszcze-
pialnej:

| \/
: +-—?-X———————B eesleeeX
stan przejsciowy

|
B-Cw= + 3X

Predkosdd reskeji w tym przypadku Jest =zalezna od stezenia obu
substratéw (czgsteczek nukleofilowych i elektrofilowych) 1 dlate-
go proces tego typu nazywany jest reakcjg dwuczgsteczkowego pod-
stawienia nukleofilowego.

Ponadto Swain i Scott [86]badajgc 1ilosciowe za~
leznosci szybkodci reakeji dla réznych zwigzkdéw alkilujgcych
i réinych nukleofili oznaczyli dwa istotne parametry charaktery-
zujgce wszystkie zwigzki alkilujace., Wyprowadzone przez nich rdéw-
nanie w najwieckszym skrdécie ma postad:

log (k/k ) = sn

gdzie: ko stata szybkodci reakcji z woda.

k - staa szybkosci reakcji z danym nukleofilem,

8 -~ (stata substratowa) charakterystyczna dla danego sub-
gtratu i oznaczona dla bromku metylu w wodzie Jako
réwna 1,0, ‘

n - (stata nukleofilowa) charskterystyczna dla danej cza-
ateczki nukleofilowej i dla wody rdéwna 0,00.

Generalnie zwigzki alkilujgce charakteryzujace si¢ stosunkowo
wysokim faktorem s Swaina-Scotta 1dziazajgce wg me-
chanizmu SN2 podczas 1reakcji z kwasami nukleinowymi reagujg .
przede wszystkim w gidwnym nukleofilowym centrum na azocie N7
guaniny i sg malo aktywne w kierunku ataku na siabo nukleofilowe
atomy tlenu. W ten sposéb reagujg np. MMS czy DMS. W przeciwier-
stwie 2zwigzki alkilujace reagujgce gidwnie wg mechanizmu SN1
i posisdajgce niski wspdéiczynnik s Swaina-Scotta 83
zdolne reagowaé takze ze znacznie siabszymi miejscami nukleofilo-
wyni w tym giéwnie z atomami tlenu, Nalezg tutaj przede wszystkim
zwigzki dziatajgce poprzez silny metylodwuazoniowy jon CH3N2+,
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a wiec, takie Jak MNU, DMN czy MNNG. Dlatego tez stosunek Ob metG/
/7 metG w DNA metylowanym przez MMS wynosi ok. 0,004, podczas gdy
w DNA alkilowanyn przez MNU ten sam stosunek wynosi 0,12 [30, 31,
57]. Podobnie MNU, MNNG i DMN daja stosunkowo wysoki poziom mety-
lofosfotrdjestrdw i 0% metT w poréwnaniu z DMS czy MMS [ 31, 81].

e wigksze w przypadku, gdy grupag alkilujgcag

jest reszta etylowa. EMS jest podrednim czynnikiem S 1/SN2 i pro-
dukuje podczas reakcji z DNA zauwazalne ilosci O metG dajac sto-
sunek 06 metG/7 metG réwny 0,03, Jednakze ENU i DEN dziatajg po-
przez Jjon CHBCH2N2+, ktdéry posiada Eardzo niski wapdiczynnik
s = 0,26, co powoduje, ze stosunek O metG/7 metG wynosi w ich
przypadku co najmniej 0,55, a fosfotrijestry stanowig do T0%

zystkich produktdéw alkilacji[ 19, 207]. 0gdlny poziom alkilacji
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przez czynniki etylujace Jest z kolei jednak znacznie mniejszy
niz przez zwigzki z resktywna grupg metylowa co powoduje, ze ozna-
czenie produktéw alkilacji innych niz pochodne guaniny i 3-etA
jest jednak bardzo trudne. Obliczenia opierajsce gie na pordéwna-
niu wspéiczynnikéw S wa ina-Scotta dla réinych zZWigzkow
alkilujgcych zgadzajg sie dobrze z danymi eksperymentalnymi od-
noénie do alkilacji w pozycji N7 guaniny i na zewngtrznych ato-
mach tlenu, jednakze reaktywnosé innych miejsc alkilacji w cza-
steczkach zasad nie zawsze daje sie wytiumaczyé w ten sposdb.
Podczas reakcji DNA z MMS czy DMS powstaje np. stosunkowo wiece]
1 metA, 3 metA, 3 metG 1 odpowilednio mniej 7 metA i 3 metG niz

éniej, kwasy nukleinowe in vivo, mimo iz w warunkach fizjologicz-
nych w komérce s3 akompleksowane z biatkami, dajg na 0ogéx pro-
dukty reakcji w stosunku analogicznym do otrzymanego in vitro.
Ciekawym wyjatkiem jest w tym wzgledzie wirus ™V, ktdérego na-
tywna forma w wyniku reakcji z MNNG daje wsréd produktdéw reakeji
35% 3 metC i 48% 7 metG, podczas gdy RNA wyizolowany z TMV i pod-
dany alkilacji in vitro daje odpowiednio 7% i 76% odpowiednich
metylowanych pochodnych [ 78], Fakt ten trudno wytiumaczyé zwiasz-
cza, ze inne wirusy zawierajgce RNA, Jak bakteriofagi w2 i1 R17

podczas alkilacji réznymi czynnikami (w tym MNNG) dajg produkty
reakcji spodziewane i zgodne z produktami ich metylacji w warun-

kach in vitro [751.
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3. ROZNICE W STOPNIU ALKILACJI
KWASOW NUKLEINOWYCH IN VIVO

Rozmieszczenie alkilowych pochodnych zasad po reakcji kwasdw
nukleinowych in vivo z réznymi chemicznymi zwigzkami alkilujacymi
mozna rozpatrywaé na trzech poziomach: tkankowym, komdSrkowym °
i molekularmym, W pierwszym przypadku nalezy przypuszczalé, ze
czynniki alkilujace dziaajgce bezposrednio, takie jak DMS, MMS,
EMS, MNU czy ENU, ktére nie wymagajg do swego dziatania metabo-
licznej aktywacji alkilujg kwasy nukleinowe we wszystkich tkan-
kach, do ktdrych zwigzki te sg zdolne penetrowadé. Badania auto-
radiograficzne wskazujg, %e praktycznie sg one w stanie dotrzed
do wszystkich organdw zwierzgt [ 27, 28], Szczegdlnie MNU i ENU,
ktére wskutek alkalicznie katalizowanego przeksztaicenia, prze-
biegajacego dosé szybko nawet w pH obojetnym, powoduja powsta-
nie Jondw CH3N2+ i CHBCH2N2+ ag zdolne alkilowaé poszczegdlne
gktadniki komdérkowe w wielu tkankach. W przypadku MNNG hydro-
liza czasteczki i powstanie Jonu CH3N2+ jest znacznie wolniej-
sze w pH obojetnym, jednakze Jest ono silnie stymulowane przez
zwigzki zawierajqce' grupy sulfhydrylowe np, przez cysteine [ 30,
32]. Brak metylacji DNA szpiku kostnego i grasicy w poréwna-
niu z wysokim poziomem metylacji DNA w komérkach watroby, zotadka
i1 jelit po dziataniu MNNG mo2e byé odzwierciedleniem rozmieszcze-
nia odpowiednich katalizatoréw w poszczegdlnych tkankach [15,
31]. W przypadku zwigzkéw typu nitrozoamin wymagajacych do przej-
gcia w reaktywna forme metabolicznej aktywacji, mozliwosé alkila-
cji kwagéw nukleinowych w poszczegdélnych tkankach jest zwigzana
z wystepowaniem w nich specyficznych uktadéw enzymatycznych.
Alkilujace formmy tych zwigzkdw sg z kolei tak reaktywne, ze nie
sa w sgtanie osiggnaé innych organéw w znacznych ilosciach.
U szczuréw metabolizm DMN ograniczony Jest do wgtroby, nerek
i ptuc 1 jedynie w tych orgsnach - stwierdza si¢ znaczng alkilacje
kwaséw nukleinowych [ 1, 38, 43, 447].°

Istnieje wiele, czesto rozbieiznych, danych odnos$nie do réznic
w poziomie alkilacji xrdéznych rodzajéﬁ kwaséw nukleinowych w ko~
mérce, w zalezno$ci od stosowanego czynnika alkilujacego. Po
traktowaniu szczurdéw DMN czy MNU DNA komdérek watroby jest znacz-
nie silniej alkilowany niz RNA; podczas alkilacji przez MMS sy-
tuscja jest odwrotna[ 87J). tRNA ulega alkilecji wyraZnie efektyw-
niej niz mikrosomalny RNA[ 88], za$ poziom alkilacji mRNA jest
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znacznie wyzszy niz rRNA, gdy czynnikiem alkilujacym jest DMN
I56]. Nie stwierdzono natomiast réZnic w poziomie alkilacji wy-
mienionych kwaséw nukleinowych, gdy Jako czynnik alkilujgcy
stosowano MMS, Podobnie wykazano, ze DMN alkiluje jJadrowy RNA
w mniejszym stopniu niz rRNA, podczas gdy w przypadku MMS jadrowy
RNA jest alkilowany 2znacznie intensywniej [ 56]. Powyzsze dane
gugeruja, ze istotma role podczas alkilacji kwasdw nukieinowych
przez rdézne zwigzki moze odgrywaé §rodowisko komdérkowe, w ktdrym
wystepuja oraz, ze Jjon (‘H.. generowany przez DMN reamnp bardzie]
efektywnie poza jadrem, podczas gdy MMS jest 2zdolny alkilowaé
réwnie skutecznie Jjadrowe kwasy nukleinowe, Nalezy Jednak za-
znaczyé, ze obserwowane réznice sg stosunkowo niewielkie, Znacv -
nie wyrazniejsze rdinice wykazano przy poréwnaniu stopnia alkila-
cji mitochondrialnego i jadrowego DNA przez MNU, uMN i MMS., Mito-
chondrialny DNA jest alkilowany 2-4,5 razy bardziej intensywnie

niz jadrowy DNA przez DMN i 3-7 razy intensywniej, gdy dzialeja-

cym czynnikiem jest MNU[ 57]. W przypadku MMS oba rodzaje DNA sg
alkilowsne w tym samym stopniu., Wytiumaczenie tych réznic nie
jest proste choé wydaje sie, ze DNA znajdujacy sie¢ w mitochond-
rialnej matrix, nie zasocjowany z histonami jest latwiej dostepny
dla rozpuszczalnych w lipidach zwigzkdw nitrozowych i ich alki-
lujgeych form posrednich,

Na poziomie molekulamym sprswg najils
zagadnienie, czy alkilacja kwaséw nukleinowych jest przypadkowa
i zalkilowane zasady sa rozmieszczone réwnomiernie w sekwencji
nukleotydéw, czy tez istnieje w tym wzgledzie jagaé preferencja
odnosnie do okreslonych odcinkéw genomu. Reakcja MNU i ENU in
vitro z tRNA o znanej sekwencji (tRNA metioninowy 2z E. coli
i tRNA fenyloalaninowy z drozdzy) w warunkach zapewniajgcych za-
chowanie ich charakterystycznej II-rzedowe] struktury wykazaia,
2e alkilowane sg réwnomiernie wszystkie reszty guaniny obecne
w czasteczce tRNA [ 55]. Wyniki te Awiadcza, 2e III-rzedowa struk-

%u VP LT ALY 43 e A d 2iAnAl

tura kwaséw nukleinowych nie gwarantuje specyflcznej reakcji
z matym, wysoce reaktywmnym jonem metylodwuazoniowym. W przeci-
wieristwie szereg innych zwigzkdéw chemicznych charakteryzujgcych
sie duzg czasteczky, jak np. N-acetoksyacetylaminofluoren czy
7-bromoetylo(a)benzantracen, podczas reakcji z tRNA oddziaiuje
gidéwnie z resztami guaniny eksponowanymi w antykodonie lub ra-

mieniu dwuhydrourydynowym [173.

Wyniki wielu badan wskazuja, 2ze skompleksowanie DNA z biatka-
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mi w zwartej strukturze chromatyny wpiywa istotnie nie tylko na
poziom alkilacji, lecz takze powoduje nierdwnomierne rozmieszcze-~
nie produktéw alkilacji w pewnych regionach chromatynowego DNA.
Degradujgc selektywnie chromatyne za pomoca DNazy I wykazano,
ze metylacja DNA przez DMN zachodzi znacznie efektywniej w regio-
nach chromatyny wrazliwych na DNaze. Ponadto szybkoséé usuwania
zmetylowanych produktéw z regiondéw chromatyny, chronionych przed
dziataniem enzymu, byza duzo wolniejsza niz z odcinkdw wrazliwych
na degradacje [ 68, 69]. Stwierdzono takze, ze odcinki chromatyno-
wego DNA wykazujace zwickszone powinowactwo do polilizyny, a tak-
ze sperminy i distamycyny sg alkilowsne w znacznie mmiejszym
stopniu [ 9, 64]. Fakt, ze silne =zwigzanie biatek z DNA chroni go
w znacznym stopniu przed alkilacja potwierdzono badajgc metylacje
DNA przez DMS w obecnos$ci rdéznych liganddw wigzgcych sie z duzym
lub matym rowkiem o helisy [29]. Na przykiad, gdy represor lac
jest zwigzany z laktozowym operonem DNA chroni skutecznie cztery
reszty guaniny w duzym rowku (przed alkilacjg w pozycji NT)
i trzy reszty adeniny w maiym rowku (przed alkilecjg w pozycji
N3), natomiast gdy Jjest on zwiazany bardziej swobodnie z nie-
operatorowym regionem DNA chroni Jjedynie przed alkilacjg maiy
rowek oo helisy.

Istnieja takze doniesienia, ze niektdre zwigzki alkilujace
reagujg preferencyjnie w punkcie wzrostu %ancucha DNA[ 50, 73].
Takze badania syntezy naprawczej ;ndukowanej przez szereg zwig-
zkéw alkilujgcych w komérkach ZXeroderma pigmentosum wskazujg na
nieréwnomierne rozmieszczenie alkilowanych zasad w chromatynowym
DNA [3, 6, 20, 22, 65].

4, KONSEKWENCJE ALKILACJI KWASOW NUKLEINOWYCH

4, 1. MUTAGENEZA I KANCEROGENEZA

Wiekszo$é spo$rdd znanych zwigzkdéw alkilujgcych ma dziaanie
mutagenne, a niektére z nich znane s3 jsko silne kancerogeny.
Chemiczne podstawy tych biologicznych efektdéw nie sg jak dotad
$cidéle ustalone, chociaz Jest na ten temat wiele prac ekspery-
mentslnych i przeglgdowych. Wydaje sie, ze decydujacg role od-
grywa tutaj chemiczna modyfikscja komdrkowego DNA i RNA, 0gdlny
poziom alkilacji kwaséw nukleinowych w komdrce nie okazai sie¢
jednak najistotniejszym czynnikiem w tym wzgledzie. Takze wbrew
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wczedniejszym sugestiom, ze 7 metG (w formmie zjonizowanej) moze
byé biednie parowenas z tymina (rys. 3c) wykszano ostatecznie,
ze reakcja w pozycji N7 gueniny nie jest mutagenns., Stosujgc poli
(U, 7 metG) jako matryce dls polimerazy RNA zaleinej od DNA wy-
kazano, ze alkilacja guanozyny w pozycji N7 nie jest mutagenna
na poziomie transkrypcji [40]. Ten sam polimer uzyty jako mRNA
réwvniez nie powodowast powstawania bZeddw w systemie wiaczajacym
aminokwagy. Ponadto 7 metdGTP moze zastepowadé 4GTP dla DNA poli-
merazy przy uzyciu grasicowego DNA jako matrycy [23]. Na koniec
w TMV~-RNA poziom alkilacji w pozycji N7 guaniny Jest odwrotnie

i raan Powvzaze dane el v

j LY. je tUWyoLaw citi QLA Sy
uwage na fakt, zZe istotna role w mutagenezie moze odgrywaé alki-
lacja =zasad w miejscach innych niz N7 guaniny mimo, iz poziom
alkilacji w tych miejscach jest na ogd% znacznie niZszy. Sposrdéd
produktdéw alkilacji powstazych wskutek nukleofilowego podstawie-
nia atomu azotu wykszano, Ze alkilacjs cytozyny w pozycji N3 moze
mieé konsekwencje mutagenne, W przypadku TMV-RNA po dziaZaniu
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Badania aktywnos$ci matrycowej kopolimerdw 3 metC i C potwier-
dzity, ze zdarza sie biedne parowanie zasad (zamiast GTP wiaczany
by UTP, s takze ATP i CTP [41]). Podobne wyniki otrzymano z za-
stosowaniem poli(C, 3 metC), poli(C, 3 etC) orsz poli(dC, 3 metdC)
(wzgczane byty biednie ATP i UTP) [42]. Alkilacje cytozyny w po-
zycji N3 nie wyjasnia jednak w sposdéb zsdowalajacy istotnych réz-
nic pomiedzy zwigzkami produkujgcymi 3 metC w pordwnywalnym stop-
niu, a kraficowo niejednokrotnie odmiennymi jesli chodzi o ich
zdolnoéé do indukowania mutacji czy zmian neoplastycznych (np.
MMS {1 MNU), Loveless [39] poréwnujac zdolnoéé czterech
résnych czynnikdéw alkilujacych (MMS, EMS, MNU, ENU) do inaktywa-
¢ji i mutacji bakteriofaga T2 wykazat, Ze z wyjatkiem MMS wszyst-
kie pozostate powodowaty powstawanie mutacji. Badajac nastepnie
produkty wyzej wspomnisnych zwigzkéw z dezoksyguanozyng stwier-
dzi*, ze oprdécz MMS sa one zdolne reagowal w pozycgi 0" guaniny.

W afalrada
113 CACDWVLG

stawi? hipotez e wtadnie obecnodé 0 alkG w alki-

postawitr hip zg, Ze wiasn
lowanym DNA decyduje o mozliwosci zaistnienia mutacji. Badania
matrycowych wadciwosci poli (O6 metG, G) potwierdziity, ze O

metG podobnie jak 3 metC jest biednie parowana, gdy uzywa sie Jje]
jako matrycy dla RNA polimerazy (wigczane sg dodatkowo UTP i ATP)
[8, 18]. Ponadto basdania rewersji faga 4rII APT72 po dzlataniu EMS

wykazaty, 2ze alkilacja guaniny w pozycji O6 powoduje mutacje
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w‘badanym miejscu z czestoscia 0,35 mutacji na jednsa czgsteczke

6 . . . . .
0~ etG co wzkazuge, ze takze in vivo prawdopodobierstwo biednego
parowania O~ etG Jjest stosunkowo duze [23]. Zgodnie ze schematem
[
parowania zasad Watsona-Cricka O0° alkjilo guanina moze parowad

z tymina (rys. 2a), cc z kolei prowadzi do mutacji poprzez tran-
zycje tyou GC — AT [ 8], Zwigzki alkilujace moga takze indukowad

tranzycje typu AT — GC [ 50] wskutek blednego parowsnia zssad po-
miedzy O4 alkilo tyming i guaning (rys. 3b). Iloéé O4 alkT Wéréd
produktéw reakcji alkilacji jest Jjednak na ogdét niewielka np,
stosunek O4 metT/O6 metG wynoei ok, 0,05 w prazypadku, gdy czyn-
nikiem alkilujgcym jest MNU i 0,3 w przypadku ENU [827]. Obecnie
zak¥ada sie, Ze mutzgennosé i kancerogennos$é zwigzkdéw alkiluja-
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zwigzki reagujg z DNA., Zwigzki 1reagujgace wg mechanizmu SN1 83 na
0gdt silniejszymi mutagenami i kancerogenami. Ich cechg charak-
terystyczng jest zdolnoéé do reagowania z atomami tlenu poszcze-~
gélnych sk*adnikéw kwasdw nukleinowych. Zostalo to potwierdzone
takze in vivo podczas alkilacji DNA u réznych gatunkdéw ssakéw
(myszy, gzczury, chomiki) [11, 19, 20, 56]. Fakt, ze EMS indukuje

zmian nowotworowe w nerce gzezurs moZna wv%ganin +vm e dalka
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poéredni zwiazek °N1/SN2 produkuje podczas reakcji z DNA zauwa-
Zalne ilosci O etG, W podobny sposéb mozna tiumaczyé powstawa-
nie guzdéw w ukiadzie nerwowym szczuréw po podawaniu EMS [47].

Mimo ze ogdélny poziom salkilacji w pozycji O° guaniny dobrze
tiumaczy rdéznice miedzy zdolnosécia do wywoiywania mutacji przez
poszczegdlne zwigzki, to jednak nie wyjasnia w sposdéb zadowalajg-

cy tkankowei gapecyficznogeci w kierunku indukowsnia 2zmisn neconla-
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stycznych przez niektdére ze zwigzkdéw alkilujacych. Wydaje sie, ze
istotng role odgrywa tutaj trwao$é alkilowych pochodnych zasad,
a szczegdélnie 0° alkG, w odpowiednich tkankach. Szereg zwligzkéw
(ENU, MNU, MNNG) indukuje zmiany nowotworowe w centralnym i ob-
wodowym ukiadzie nerwowym szczuréw, ktdry okazai sie szczegdlinie
czuty na kancerogeneze indukowang zwigzkami alkilujgcymi. Badanie
szybkosdci usuwania alkilowanych produktéw z poszczegdlnych tkanek
wykazazo, ze o ile 7 alkG 1 3 alkA s3 usuwane z réwna szybkosdcig
ze wszystkich badanych tkanek, to O6 alkG jest usuwana z mézgu
szczuréw znacznie wolniej niz np. z watroby czy nerek [19, 65].
Wyjatkows trwazosd O6 alkG (w poréwnaniu do 02 alkT, ot alkT,

0° alkC, 3 alkA i 7 alkG) stwierdzono takze w alkilowanych komdér-
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kach Xeroderma pigmentosum[ 3, 6, 20]. Komdrki te nie posiadaja
efektywnych systeméw naprawy uszkodzen DNA wywotanych przez UV
lub zwiazki chemiczne i charakteryzujag sig wysokg wrazliwoscig na
zmiany nowotworowe., 2 druglej Jednak strony istnieja dane, Ze np.

czurom DMN powoduje akumulacje O6 me tG
w DNA ptuc i nerek, gdzie nie gtwierdza sie zmian neoplagtycz-

chroniczhe’ podawanie sz

nych, natomiast nie obserwuje gie zwiekszonych iloéci 0" metG
w watrobie reagujacej na podanie DMN powstawaniem nowotwordéw [48,
60]. Z tych czgsclowo sprzecznych
ze soba denych wynika, ze zardéwno

110é 0° alkilo gueniny, jak i szyb- %

koéé jej usuwania z poszczegdlnych a / °© oR
tkanek nie sg jedynym i podstawo- /ﬂaﬁkaQ“JJ\ "
wym czynnikiem decydujacym o kan- d 'O\“ J\: )’\'\
cerogennych wiasciwodciach danego ‘7 N 7
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podziaty komdérkowe jest okreélany b ¢\ .
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podobna 1ilosé bieddw powstazych o\wk }ZJEI:N>
wskutek blednego parowania zasad N7 N ﬁ
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uszkodzenia DNA powodujgce zaburze- q o

nia lub wrecz blokowsnie procesu c ’L\i_ 0 R
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zasad ani wiekszej ilosci fosfo-

tréjestréw, Produkty ich reakcji Rys. 3. Mozliwoséci biednego
< . . . .. parowania alkilowych pochod-

moga Jjednak powodowac 1B8T0OUNE SiShr= nych zasad
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rynacja 3 1 7 alkilo puryn. Bada- guanina

nia prowadzone na fagowym RNA wy-

kazaty, ze obok alkilacji zasad takze peknigecia powo

1lizg fosfotrdjestréw maja konsekwencje letalne [ 77]. Hydroliza

fosfotrdjestréw moze zachodzié dwiema drogami: albo nastepuje

pekniecie Zancucha, albo po prostu utrata grupy alkilowe] przy

czym 2ancuch pozostaje nietkniety. Niektdérzy autorzy sugeruja, ze

jest mozliwe takze przenoszenie grupy alkilowe] z foasfotréjestrdw

2
dowane hydro-



214 Ryszard Wiaderkiewicz, Zofia Walter

na niepodstawione zasady[ 537. Badajgc udzia* ukiadéw fosfotrdje-
atrowych w uszkodzeniu molekuty kwasu nukleinowego wykazano, ze
chociaz podczas metylacji faga R17 stanowig one zaledwie 3% wszy-
gtkich produktéw alkilacji, to ich udzial w inaktywacji czgstecz-
ki faga wynosi 18% [ 77]. Ponadto alkilofosfotrdjestry moga istot-
nie wpiywaé na strukture chromatyny poprzez neutralizacje ujem-
nych *adunkdéw wigzan fosfodwuestrowych, co prowadzi w konsekwen-
cji do labilizacji wigzan z biatkami [ 75, 76].

Istniejg takze dane, 2ze obecnosdé w Zancuchu 3 alkA 1 3 alkG
moze prowadzié do mutacji [ 65]. U bskterii mutageneza moze byé
ponadto skutkiem beddéw wprowadzonych do DNA w wyniku procesdw
naprewczych [ 7, 37, 70,74]. U sgsakéw biedy moga zostaé takze
wprowadzone w wyniku nsaprawy postreplikacyjnej. Taki mechanizm
mutagenezy nie zaleiy w istocie od natury stosowanego czynnika
a jedynie od ilosci wuszkodzen wprowadzonych do DNA. Wydaje sie,
ze mutacje powstaie wskutek biednego parowania zasad odgrywaja
gidéwna role podczas alkilacji DNA stosunkowo niewielkimi dawkami.
W miare wzrostu dawki istotng role zaczynajz odgrywaé takZe inne
mechanizmy, wigczajgc w to biedng naprawe uszkodzer i byé moze
takze delecje materiaiu genetycznego.

4. 2. ZABURZENIA PODSTAWOWYCH FUNKCJI KOMORKI
SPOWODOWANE ALKILACJ4

Synteza DNA

Zwigzki alkilujgce powodujg inhibicje syntezy DNA zardéwno
w tkankach zwierzgt in vivo, w kulturach komdérek ssakdéw jak réw-
niez podczas badar z uzyciem izolowanych organelli komérkowych
czy DNA in vitro [13, 49, 54, 61, 62]. Zaburzenia procesu syntezy
DNA obserwuje sie przy tym zaréwno po dzia%aniu silnych zwigzkéw
alkilujgcych jsk MNU czy DMN, jak rdéwniez np. po inkubacji hodow-
11 limfocytéw ludzkich ze zwigzkami fosforoorganicznymi (np. ma-
lationem) [ 12, 90]. U zwierzat po podaniu kancerogennych zwigzkdw
alkilujgcych obserwuje sie.poczatkowo 2znaczng inhibicje syntezy
DNA utrzymujgca sie do kilku dni, a nastepnie wzrost stopnia syn-
tezy zwigzany ponadto. czesto ze wzrostem mitotycznej aktywnosci
komérek, zwiaszcza w tkankach szczegélnie podatnych na transfor-
macje nowotworowa [21]. Mechanizmy powodujgce inhibicje syntezy
DNA po dzistaniu zwigzkéw alkilujgcych w dalszym ciggu sg dalekie
od wyjasnienia. Najczedciej sugeruje sie, ze podstawowym uszko=-
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dzeniem decydujacym o zshamowaniu syntezy Jjest obecnoéé w DNA

ATl d Y A - - . ,
alkilowsnych pochodnych zasad. MoZe to byé przyczyna zakidcen

w przesuwaniu sie wideYek replikacyjnych [ 13, 73], badZ powodowaé
zaburzenia sgyntezy na poziomie inicjacji replikacji [13, 54].
Wzmozona sSynteza DNA w komdrkach wgtroby szczurdéw po czegsciowe]
hepatoktomii jest blokowana po podaniu DMN czy DEN. Poniewaz
w powyzszych warunkach takze MMS powoduje inhibicje syntezy DNA
istnieje sugestia, ze blokowanie replikacji moze by¢é spowodowane

obecnoscia 7 metG [11, 69]. Byoby to 2zwigzane z powstawaniem

apurynowych miejsc wskutek spontanicznej czy katalizowanej enzy-
matycznie depurynacji 1 mozliwosécia powstawania pojedynczych
peknieé w DNA. Obecnoéé jednoniciowych peknigé po dziaZaniu zwig-
zkéw alkilujgcych obserwowsno w DNA Jjgdrowym 1 mitochondrialnym
komérek watroby szczura [10, 14]. Uszkodzenia te moga byé usuwane
z DNA w wyniku neprawy przez wycinanie. Wyliczono jednak, ze
Srednia 11084 nukleotyddw wprowadzonych do DNA komdrek ludzkich
(w wyniku syntezy naprawczej) na jedna grupe metylowa wprowadzong
wekutek alkilacji przez MMS wynosi 0.1, co wskazuje, ze wiele
uszkodzern pozostaje niezreperowanych. W niektérych komdérkach DNA
moze byé syntetyzowany na matrycy zawierajgcej uszkodzenia wpro-
wadzone wskutek alkilacji. DNA w komdérkach watroby szczura jest
kopiowany nawet jesli zawiera jednoniciowe pegknigcia [27] 1ub
alkilowane zasedy c¢zy fosfotréjestry [ 63]. Warunkiem Jjednakze
udziaiu takiego DNA w dalsze] syntezie jest zaistnienie naprawy
postreplikacyjnej [69]. W tym przypadku spadek szybkosci syntezy
DNA moze byé zalezny od czasu niezbednego do wypeinienia przerw
powstatych w nowo syntetyzowanym taricuchu DNA naprzeciw uszkodzen
wystepujacych w nici macierzystej.

Wykazano, Ze nsprawa uszkodzern w obrebie widetek replikacyj-
nych powstaXych po dzia*aniu promieniowania UV u bakterii 1 w ko-
mérkach ssakéw [897] oraz czynnikdéw alkilujagcych w komérkach cho-
mika chinskiego [ 68] jest naprawa skionng do btedéw "error prone"
i jako taka moze mieé konsekwencje mutagenne, W badaniach na kul-
turach komdrek ssakéw stwierdzono, %e elongacja nowo syntetyzo-
wanego ancucha jest zatrzymywana wskutek alkilecji maclerzystie]
nici DNA i dopiero synteza naprawcza w rejonie punktu wzrostu
tarcucha pozwala na dalszg replikacje [ 74]. Badanie kinetyki tych

proceséw wykazalo ponadto, e spontaniczna depurynacjs nie moze
byé giéwna przyczyng zaistnialych wuszkodzeri i Jjednoniciowych

peknieé.
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Na Jjakos¢ koplowania alkilowanego DNA, oprdécz uszkodzer wy-
stepujacych w samym Z%arcuchu, moze mieé tez wplyw modyfikujagce
dzietenie czynnikdéw alkilujgcych bezpo$rednio na DNA polimeraze,
podobnie jak to wykazano w przypadku polimerazy RNA[ 57].

Synteza RNA

Dziatanie na komdrke zwigzkami alkilujacymi prowadzi w wiek-
szosci przypadkdéw do istotnego zmniejszenia tempa syntezy RNA.
Stosowanie alkilowanych polirybonukleotyddw jako matrycy dla RNA

polimerazy prowadzi zardwno do bigdnego wigczania nukleotyddw,
jek i do ogdélnego obnizenia poziomu syntezy RNA [18, 23]. Wyka-
zano jednakze, ze o ile chromatyna z watroby szczurdw trsktowa-
nych DMN byia rdwnie efektywng matryca dla syntezy RNA przez
egzogenna polimeraze RNA jak chromatyna z grupy kontrolnej, to
polimerazy RNA izolowane z tkanek zwierzat +traktowanych DMN byiy
znacznie mniej aktywne [24]. Wydaje sig¢ wiec, ze inhibicja syn-
tezy RNA w watrobie szczurdw po podaniu DMN jest w znacznym stop=-
niu spowodowana bezposdrednim wpiywem na aktywnos$é RVA polimerazy.
Obnizenie aktywnosci RNA polimerazy obserwowano tskze w systemie
izolowanych jader komérkowych po podaniu MMS, co potwierdzaioby
hipoteze, 2e inaktywacja RNA polimerazy Jjest spowodowana jej
alkilacjg. Nie zostato to jednak jak dotad jednoznacznie udo-

wodnione.

Synteza biatka

Podawanie zwierzetom doswiadczalnym zwigzkéw alkilujgcych,
jesk DMN czy MNU powoduje w komdrkach wgtroby inhibicje syntezy
biatka i rozpad polirybosomdéw [57]. Mechanizm +tych reakcji Jjest
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sie byd bezposrednio skorelowana z syntezg RNA poniewaz inhibicja
syntezy RNA jest procesem znacznie wolniejszym niz w przypadku
syntezy biatka, a ponedto czynniki specyficznie blokujgce synteze
RNA nie powoduja tak znascznego spadku szybkodci syntezy biarka
jak w przypadku zwigzkdw alkilujacych. Przyczyng moze byé tutaj
zaréwno alkilacja mRNA, jak 1 rRNA. W przypadku mRNA obecnosé
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nacji w momencie osiggniecia alkilowanego miejsca przez rybosom.
Ilo$ciowe pomiary stopnia alkilacji mRNA wykazaly, Zze dawka DMN
powodujaca 50% inhibicje syntezy biazka alkiluje zsledwie nieco
powyzej 1% wszystkich reszt guaniny w mRNA[ 56]. W pordwnsniu
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w bakteryjnym systemie syntetyzujgcym biatka alkilacja 20% reszt
guaniny w polimerze poli(UG) powoduje Jedynie 40% spadek szyb-
kodci syntezy [59]. W przypadku organizmdéw eukariotycznych alki-
lacja guaniny w pozycji N7 w mRNA moZe mieé¢ dodatkowe negatywne
konsekwencje wskutek interferencji ze zdolnoscig rozpoznawania
przez faktory inicjacji syntezy biatka lub rybosom 5* terminalnej
gekwencji zawiersjacej 7 metG w mRNA (sekwencjz ,cap"). Ponadto
dodatkowa obecnoéé reszt 7 metG w mRNA moze prowadzic do przy-
tgczenia mRNA w miejscu zbyt odlegiym od sekwencji inicjujagcej,
aby zapoczatkowaé +translacje. Wykazano bezspornie, Ze 7 metylo-
guanozyno 5’ monofosforan (a takze szereg analegdw *acznie z trdj-
fosforanem i krétkimi oligonukleotydami zawierajgcymi w korcu 5’
7 metylo-guenozyne) jest silnym kompetycyjnym inhibitorem syntezy

bistka u eukariontéw [25, T1, 79].
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Ryszard Wiaderkiewicz, Zofia Walter

CHEMICAL AIKYLATION OF NUCLEIC ACIDS
Summazry

Chemical alkylation of nucleic acids may be caused both by
directalkylating compounds or by agents which can be transformed
in such a compounds by metabolic activatiof.

Some of alkylating compounds are well known cancerogens,
majority of them show mutagenic activity. All simple alkylating
compounds reacted with the same sites in nucleic acids but sub-
stantial differences exist upon the 1level of alkylation in
a certain site, The main product of nucleic acids glkylation
is N7alkyl guanine but guanine mojeties alkylated in O°® position
might be the essential reason of mutagenesis and cancerogenesis.
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