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Nobelova nagrada za kemijo za leto 2015

podeljena za odkritje
napak v DNA

Radovan Komel

Svedska kraljeva akademija znanosti se je
odlocila, da letosnjo Nobelovo nagrado za
kemijo podeli trem biokemikom in mole-
kularnim biologom, ki so pomembno pri-

Tomas Lindahl, 77-letni britanski
znanstvenik Svedskega rodu,
raziskovalec na Institutu Francis
Crick in v Laboratoriju Clare Hall
v Hertfordshiru v Veliki Britaniji.

drzavah Amerike.

Aziz Sancar, 69-letni ameriski
znanstvenik turskega rodu,
raziskovalec in profesor na Univerzi
North Carolina v Zdruzenih

nacina popravljanja

spevali k odkritju in pojasnitvi molekulskih
mehanizmov popravljanja napak v moleku-

lah DNA.

Paul Modrich, 69-letni ameriski
znanstvenik, American, raziskovalec
in profesor na Medicinskem institutu
Howard Hughes na Medicinski
Sfakulteti Univerze Duke v Durhamu
v Zdruzenih drzavah Amerike.

Vir: http://staticO1.nyt.com/images/2015/10/07/nytnow/07eveningss-slide-VIJV/07eveningss-slide-VIJV-superJumbo.jpg.

Odkritje nac¢inov, kako celicam uspe popra-
viti napake v svojih temeljnih molekulah Zi-
vljenja in s tem ohraniti genetsko informaci-
jo za nemoteno delovanje ter omogo¢iti njen
zvest prenos na celice potombke, je »staro« Ze
dobrih trideset let in je bilo s stalis¢a pode-
ljevanja Nobelovih nagrad kljub nedvomne-
mu pomenu za znanost nekako spregledano.

Ni pa bilo spregledano kot eden od temelj-

nih elementov pri dolgoletnem raziskovanju
in poucevanju molekulskih osnov Zivljenja
na podroéjih biomedicinskih ved in medi-
cine. Z letosnjo podelitvijo nagrade Nobe-
lov odbor popravlja staro napako in ponov-
no daje priznanje biokemiji in molekularni
biologiji kot eni od temeljnih ved sodobne
znanosti.
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V zgradbi DNA ti¢i genetska informacija.
Je njen obstoj mozen kljub nevarnosti
kemijskega nereda?

Ze iz srednje Sole vemo, da so nase celi-
ce zgrajene iz velikega §$tevila razli¢nih vrst
molekul. Med njimi so nukleinske kisline

(DNA in RNA) tiste, ki vsebujejo, ohranja-
jo in predajajo informacijo za izgrajevanje
molekul, potrebnih za zgradbo in delova-
nje celic. Temeljna je dvoverizna moleku-
la DNA, zgrajena iz $tirih vrst gradnikov
(nukleotidov) iz heterocikli¢nih organskih

Slika 1.
Vir: Svedska kraljeva akademija znanosti: http://www.nobelprize.org/
nobel_prizes/chemistry/laureates/2015/fig_ke_en_15_dnastructure.pdf.
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baz — purinskih adenina (A) in gvanina (G)
ter pirimidinskih citozina (C) in timina (T).
Vsak nukleotid v DNA je sestavljen iz ene
od omenjenih organskih baz, sladkorja deo-
ksiriboza in fosfatne skupine. Med seboj so
povezani preko fosfatnih skupin, z dvojnimi
estrskimi vezmi. Tak niz predstavlja enojno
verigo DNA, ki se z drugo verigo povezuje
v dvojnoverizno DNA. Verigi sta povezani
tako, da se vedja purinska baza povezuje z
manjSo pirimidinsko, gvanin je vedno pove-
zan s citozinom in adenin s timinom: pari
purin-pirimidin (gvanin-citozin in adenin-ti-
min) tako zagotavljajo enakomernost vodo-
ravne razdalje med obema verigama in - ker
sta verigi zdruzeni v obliko dvojne vija¢ni-
ce - tudi enakost navpi¢nih razdalj in kotov
med posameznimi pari. Dvojnoverizna DNA
je tako razmeroma stabilna, brez motelih
torzij in prelomov, ki bi obstajali v primeru
nekomplementarnega oziroma naklju¢nega
povezovanja baz (nukleotidov). Zaporedje
nukleotidov v verigi DNA, ki je pomen-
sko, je genetska informacija: »¢rke« G, A,
C, T (baze oziroma nukleotidi) v razliénih
kombinacijah lahko sestavljajo »besede« ge-
netske informacije — »beseda« ... -A-A-C-
-G-T-T-G-A-T- ... je zagotovo in Ze na prvi

pogled drugacna od »besede« ... -G-C-G-
-A-G-C-T-C-A- ... ali »besede« ... -C-A-
-T-G-C-G-T-T-A- ... Seveda pa je beseda

informacija samo v primeru, da ima vedno
enak pomen, ki se ohranja in predaja naprej.
V primeru DNA se pomen »besede« izrazi,
ko se zaporedje nukleotidov iz ene od obeh
verig DNA prepise v komplementarno funk-
cijsko zaporedje nukleotidov druge vrste nu-
kleinske kisline - ustrezne molekule RNA.
Ta je lahko konéni funkeijski produkt pre-
pisovanja (transkripcije) DNA, kot so prena-
$alne oziroma transportne RNA (tRNA, ki
prena$ajo aminokisline v sintezo proteinov),
ribosomske RNA (rRNA, ki izgrajujejo no-
silno mrezo ribosomov, celi¢nih organelov
oziroma »tovarn« za sintezo proteinov) in
razli¢ne majhne jedrne RNA, ki sodelujejo

pri uravnavanju delovanja nukleinskih kislin

oziroma genoma. Veéina prepisanih RNA pa
so vmesniki, tako imenovane sporo¢ilne ozi-
roma informacijske RNA (anglesko messenger
RNA, mRNA), pri katerih je zaporedje nu-
kleotidov matrica za v ribosomih potekajoce
prevajanje sporocila (»besede« nukleotidov) v
zaporedje aminokislin, ki pomeni temeljno
zgradbo ustreznega proteina. Proces preva-
janja zaporedja nukleotidov DNA oziroma
mRNA v zaporedje aminokislin proteina
imenujemo tudi translacija.

Omenili smo, da se mora informacija tudi
ohranjati in predajati naprej na naslednje
celi¢ne generacije. To omogoc¢a podvojevanje
molekul DNA (replikacija), ki se zgodi pred
delitvijo celice na dve héerinski celici, od
katerih vsaka prejme molekule DNA, ki so
enake molekulam DNA predhodne, »star-
Sevske« celice. Pri podvajanju se dvoverizna
vijatna DNA razvije in razklene, na vsako
od obeh »razgaljenih« verig pa encim poli-
meraza DNA ob sodelovanju §tevilnih dru-
gih proteinov dodaja ustrezne komplemen-
tarne nukleotide (na gvanin vedno citozin,
na adenin vedno timin in obratno). Konéna
produkta sta tako dvoverizni DNA, pri ka-
terih je ena veriga iz predhodne DNA in
ena na novo sintetizirana, obe pa sta popol-
noma enaki predhodnici. Ko se celica deli,
héerinski celici prejmeta vsaka po eno kopi-
jo posamezne vrste DNA. Ker so posame-
zne molekule DNA v nagih celicah skupaj
s specifi¢nimi proteini velezvite v zgradbe,
imenovane kromosomi, pravimo, da se pred
celi¢no delitvijo podvajajo kromosomi, kar
se tudi dejansko zgodi (slika 1).

Pri oploditvi se 23 kromosomov spermija
pridruzi 23 kromosomom jajceca in tako niz
46 kromosomov nastale zigote predstavlja
genom bodocega bitja, z vso potrebno infor-
macijo za njegov razvoj, obstoj in delovanje.
Oplojeno jajcece se nato deli in nastali novi
celici se delita naprej, tako da ima zarodek
ze po enem tednu 128 celic, odrasla oseba
pa kar tezko predstavljivih nekaj desettisoc¢
milijard celic. Ce bi vso DNA ¢loveskega
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organizma sestavili v linearno nitko, bi z njo
lahko ve¢ kot 250-krat premostili razdaljo
Zemlja-Sonce. Kot receno, se med razvojem
in tudi kasneje (za rast in obnovo obrablje-
nih in poskodovanih celic oziroma tkiv) celi-
ce delijo in pri delitvi vsake celice se seveda
podvoji tudi celotni niz njenih 46 kromoso-
mov, kar vsakokrat pomeni podvojitev geno-
ma, to je skupnega zaporedja Sestih milijard
nukleotidov. Na Casovni ravni se do odra-
slega organizma zgodi na milijarde celi¢nih
delitev in podvajanj DNA, kar pomeni, da
je glede na to oziroma glede na $tevilo celic
(priblizno 3,7 x 1013 celic) in velikost geno-
ma verjetnost velika, da pri tem pride do
§tevilnih napak, kot so vgradnja enega ali
ve¢ napacnih nukleotidov na en polozaj kot
tudi izpustitev vgradnje nukleotida v en ali
vel polozajev. In to se ves Cas tudi dejan-
sko dogaja, zato bi se napake v odsotnosti
zasCitnih dejavnikov vse od spocetka, med
razvojem in v teku Zivljenja kopicile ter bi
do nerazpoznavnosti izmalicile genom in
njegovo informacijo. Poleg tega DNA kljub
dvojnoverizni zgradbi in velezvitju, skupaj s
proteini, v zgradbo kromosoma, sama po se-
bi tudi ni neizmerno obstojna molekula, saj
je dnevno izpostavljena $tevilnim unicujocim
zunanjim in notranjim kemijskim in fizikal-
nim dejavnikom. Skodljivi kemijski dejav-
niki so reaktivne genotoksi¢ne molekule iz
okolja, pa tudi reaktivni metaboliti, ki stal-
no nastajajo v razli¢nih fizioloskih procesih,
k fizikalnim pa S$tejemo izpostavljenost raz-
li¢nim ionizirajo¢im sevanjem. Vse skupaj bi
to pomenilo nastanek kemi¢nega nereda, ki
bi onemogo¢il razvoj Zivljenja.

DNA je obstojna zaradi obstoja
mehanizma popravljanja napak, ki bi sicer
povzrocile kemijski nered in njen propad
Zivljenje se je kljub temu, da vse kemijske
procese lahko prizadenejo naklju¢ne na-
pake, razvilo in obstaja. To pomeni, da je
DNA vseeno razmeroma obstojna, prila-
godljiva molekula, kar je tudi bilo splosno
prepricanje znanstvenikov v Sestdesetih le-

tih prej$njega stoletja, ko je Tomas Lindahl
na Univerzi Princeton v Zdruzenih drza-
vah Amerike preuceval molekulo RNA in
se soocal z njeno izjemno neobstojnostjo,
pri tem pa se ¢udil, kako to, da pa je njena
»sestrska« DNA tako obstojna. Odgovor na
to vprasanje je dobil nekaj let kasneje, ko se
je vrnil na Karolingki intitut v Sockholmu
in s poskusi podvajanja DNA v razmerah in
vitro ugotovil, da je tudi ta podvrzena si-
cer v primerjavi z RNA bolj po¢asni, vendar
opazni razgradnji. Ocenil je, da tudi in vi-
vo, celo v razmerah za§lite v celici, genom
vsak dan dozivlja na tiso¢e moznih unicu-
jocih poskodb in da je pogostnost teh to-
lik$na, da bi izkljucevala razvoj Zivljenja in
obstoj ¢loveka na Zemlji. Pomislil je, da za-
gotovo obstaja nekak$en nacin odpravljanja
teh poskodb. Zacel je iskati encime, katali-
zatorje celi¢nih biokemic¢nih procesov, ki to
omogocajo.

Za raziskavo je uporabil bakterije, kate-
rih celice so mnogo enostavnej$e od nasih,
DNA pa je ravno tako sestavljena iz $tirih
vrst nukleotidov, ena od njenih slabosti pa
je, da je nukleotidna baza citozin kemijsko
precej neobstojna, saj zlahka izgubi aminsko
skupino in se spremeni v bazo uracil. Ce se
pri podvajanju DNA to ne bi popravilo, bi v
novo nastalih verigah namesto obi¢ajnih pa-
rov citozin-timin imeli pare uracil-adenin,
kar bi seveda spremenilo genetsko informa-
cijo. Z natan¢nimi poskusi je nasel bakterij-
ski encim, ki prepozna napako in izreze ba-
zo uracil, druga dva encima pa odstranita Se
preostanck nukleotida in polimeraza DNA
lahko nato vstavi pravilni nukleotid s cito-
zinom (slika 2).

Sledilo je 35 let plodnega dela in Lindahl je
nagel Stevilne encime, ki na enak nacin po-
pravljajo kemi¢ne poskodbe tudi pri drugih
nukleotidih. V zacetku osemdesetih let se je
preselil v London, postal direktor novousta-
novljenega Laboratorija Clare Hall in kon¢-
no leta 1996 uspel sestaviti encimski sistem
ter v razmerah in vitro ponazoriti nacin po-

pravljanja napak v DNA pri ¢loveku.
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Slika 2.

Vir: Svedska kraljeva akademija znanosti, http.//www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2015/fig_ke_en_15_baseexcisionrepair.pdf.

Kaj pa poskodbe DNA zaradi zunanjih
dejavnikov?

Lindahlova preucevanja so bila osredoto-
Cena na procese, ki potekajo v razmeroma
zas¢itenem okolju v notranjosti celice. Kaj
pa, kadar vanjo prodrejo unicujoc¢i zunanji
dejavniki, na primer ultravijoli¢ni zarki, za
katere je Ze dolgo znano, da poskodujejo
DNA? Problema se je lotil Aziz Sancar,
ki se je za preucevanje bioloskih molekul
navdusil Zze med $tudijem medicine v Is-
tanbulu, ko je koncal $e $tudij biokemije,
pa se je pridruzil ameriskemu raziskovalcu
Claudu Rupertu, ki je na Teksaski univer-
zi v Dallasu preuceval zelo poseben pojav
odpornosti bakterij proti ultravijoliénemu
sevanju: ko bakterijo izpostavimo smrtnemu
odmerku ultravijoli¢ne svetlobe, se bakterija
lahko nenadoma opomore, ¢e jo takoj zatem

obsevamo $e z vidno modro svetlobo. San-
caru je uspelo, da je s pristopi uveljavljajo-
e se genske tehnologije leta 1976 nasel in
osamil gen za encim, ki popravlja poskodbe
DNA zaradi ultravijoli¢nega sevanja. En-
cim fotoreaktivacije, imenovan fotoliaza, je
v vedji koli¢ini, potrebni za nadaljnja preu-
Cevanja, nato pridobil s kloniranjem v izbra-
ni bakteriji. To je bila tematika njegovega
doktorskega dela, ki pa tisti ¢as ni pozelo
kaks$nega vecjega navdusenja, in zgodilo bi
se lahko, da bi raziskave celo zamrle, saj so
mu v nadaljevanju zavrnili kar tri pro$nje
za podoktorsko raziskovalno delo. Zato je
nadaljeval kot laboratorijski tehnik na me-
dicinski fakulteti znamenite univerze Yale,
na kateri so njegovi novi kolegi preucevali
$e zmoznost bakterije, da si odpravi z ultra-
vijoli¢nim sevanjem povzro¢eno poskodbo
DNA tudi brez dnevne svetlobe. Sancar je
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Slika 3.

Vir: Svedska kraljeva akademija znanosti, http.//www.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2015/fig_ke_en_15_baseexcisionrepair.pdf.

s primerjavo za ultravijoli¢no sevanje obcu-
tljivih mutant z bakterijami, odpornimi na
ultravijoli¢no sevanje, v nekaj letih nasel
in opredelil tri encime in s poskusi in vifro
pokazal, da lahko v molekuli DNA prepo-
znajo z ultravijoli¢nim sevanjem povzroceno
poskodbo, nato zarezejo v verigo DNA na
vsaki strani poskodbe in konéno odstranijo
fragment, dolg 12 do 13 nukleotidov, v ka-
terem je poskodba (slika 3).

V ustvarjalnem okolju univerze Yale preda-
no delo laboratorijskega tehnika, objavljeno
leta 1983, ni ostalo prezrto in ponudili so
mu profesorsko mesto na Univerzi v Sever-
ni Karolini, kjer se je posvetil podrobnemu
preucevanju popravljanja DNA z izrezom
nukleotidov. Skupaj z drugimi raziskoval-
ci, med njimi je bil tudi Tomas Lindahl,

je prispeval k spoznanju, da popravljanje
z izrezom nukleotidov poteka na kemijsko
podoben nacin v vseh organizmih, tudi pri
¢loveku, Ceprav na nekoliko bolj zapleten
nacin kot pri bakterijah.

V¢asih se med podvojevanjem DNA
zgodi, da se kljub vsemu vstavi napacen
nukleotid. Kaj pa zdaj?

Povedali smo, da encim polimeraza DNA
med podvajanjem verig DNA na matri¢no
verigo dodaja komplementarne nukleotide;
kjer je na matri¢ni verigi adenin, doda ti-
min, kjer je gvanin, doda citozin, in obra-
tno. Novonastali verigi imata vedno pa-
re adenin-timin oziroma timin-adenin in
gvanin-citozin oziroma citozin-gvanin. Od
Casa do Casa pa se vseeno zgodi, da se en-
cim »zmoti« in doda napacen nukleotid in
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novonastala dvojna veriga DNA ima na tem
mestu »neujemanje«. Ce bi se to ohranilo
pri nadaljnjih celi¢nih delitvah, bi to lah-
ko pomenilo napako v genetski informaciji.
Ali v organizmih poteka popravljanje neu-
jemanj? Temu vprasanju se je posvetil Paul
Modrich, ameriski profesor, ki ga je Ze od
mladih nog navdusevalo vse, kar je poveza-
no z molekulskimi dogodki v DNA. Srecal
se je z delom molekularnega biologa Mat-
thewa Meselsona na Univerzi Harvard, ki je
v bakterijsko DNA integriral virusno DNA,
v katero je pred tem na dolo¢ena mesta v
eni verigi vstavil napacen nukleotid. Bakte-
rija je napako odpravila, vendar bolj pogosto
na eni od obeh verig DNA. Navadno sta
obe verigi DNA v bakteriji pred delovanjem
encimov za$liteni z metilnimi skupinami na
kratkih nukleotidnih zaporedjih ... GATC
..., vendar za kratek ¢as med podvajanjem
nastajajoca veriga na takih mestih $e ni

Slika 4.

metilirana in je nezas¢itena. Meselson je
predpostavil, da to v tistem Casu Se ne-
poznanemu encimskemu sistemu za odpra-
vljanje neujemanj omogoci, da razlikuje med
novo nastajajoco in staro (matri¢no) verigo
in med podvajanjem DNA nadzoruje, ali
je vse v redu. Na tej tocki sta se prekrizali
raziskovalni poti Meselsona in Modricha,
ki je raziskoval encim metilaza, s katerim
je lahko dodajal metilne skupine v eno ali
drugo verigo DNA. Leta 1989 sta skupaj
objavila ¢lanek z opisom uspesne stvaritve
sistema encimov v razmerah in vitro, zunaj
celice, s katerim je bilo mogoce popravljati
neujemanja v molekuli DNA (slika 4).

Ugotovila sta, da je navzocnost metilnih
skupin na zaporedjih ... GATC ..., razpr-
Senih po bakterijskem genomu, dejavnik,
ki usmerja skupino proteinov (encimov) za
popravljanje neujemanj, da svojo vlogo opra-

Vir: Svedska kraljeva akademija znanosti, http:/fwww.nobelprize.org/nobel_prizes/chemistry/laureates/2015/fig_ke_en_15_mismatchrepair.pdf
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vijo na verigi z napac¢no vstavljenim nukleo-
tidom. Vsi trije leto$nji nagrajenci so seveda
preucevali, ali in kako poteka popravlja-
nje neujemanj tudi pri sesalcih. Modrichu
je uspelo, da je s precis€enimi proteini iz
cloveske celice v laboratoriju leta 2002 po-
ustvaril sistem popravljanja neujemanj pri
cloveku. Obenem pa je tudi ugotovil, da
metiliranost DNA, ki ima v evkariontskih
organizmih drugacno vlogo, v tem primeru
ni dejavnik usmerjanja verizno specifi¢nega
popravljanja neujemanj. O natan¢nem me-
hanizmu popravljanja pri evkariontih, ki je
sicer v mnogocem zelo podoben tistemu pri
bakterijah, obstaja ve¢ hipotez, ki jih zna-
nost sedaj preverja.

Bioloski in medicinski pomen napak v
DNA in njihovega popravljanja
Popravljanje z izrezovanjem baz, popravlja-
nje z izrezom nukleotidov in popravljanje
neujemanj so samo trije od mnogih naci-
nov, ki vzdrzujejo naso DNA. Vsak dan
morajo odpraviti na tisoce poskodb, ki jih
povzrocajo izpostavljenost soncu, cigaretni
dim in Stevilne druge genotoksi¢ne snovi,
in popraviti na tiso¢e neujemanj, do katerih
prihaja med delitvijo celic. Sistem je zelo
ucinkovit, vendar v¢asih kaj tudi spregleda
ali pa zaradi svoje lastne okvare deluje slab-
§e. V primeru, ko se napake v DNA pre-
na$ajo v naslednje celine generacije, imamo
lahko opravka z mutacijami, ki se kazejo
v spremembah lastnosti. Z vidika evoluci-
je mutacije same po sebi niso nujno zlo, so
v $teviléno omejenem obsegu v posamezni
generaciji celo potrebne za razvoj organiz-
mov in vrst, saj jih v primeru dobrobitnega
ucinka kot prednostne izbere naravni izbor.
In v tem pogledu je pretanjeno ravnotezje
med spreminjanjem genomov in njihovo ob-
stojnostjo nujen pogoj za - Casovno gledano
- dolgotrajni razvoj in seveda za obstanek
zivljenja. Z vidika krajSega zivljenskega ob-
dobja pa so uni¢ujo¢e mutacije vzrok za §te-
vilne bolezni, kot so rak, Zivénodegenerativ-
ne bolezni in bolezni, povezane s staranjem.

Poseben primer je rak, ki je lahko tudi po-
sledica mutacije v enem ali ve¢ genih, ki so
zapis za pomemben protein/proteine popra-
vljalnega sistema. Ce je sistem okvarjen, ne
prepoznava dovolj dobro poskodb oziroma
napak v DNA in te se po ve¢ celi¢nih gene-
racijah z leti nakopicijo in sprozijo usodno
kaskado bolezni. Zgodnje odkrivanje okvar
popravljalnega sistema je lahko pomembno
pri prepreevanju nastanka bolezni, v pri-
meru bolezni pa tudi za izbiro primerne-
ga nacina zdravljenja. V tem pogledu smo
tudi na nasi medicinski fakulteti dali maj-
hen prispevek, ko smo z metodami genske
tehnologije ustvarili eksperimentalni sistem
za preverjanje usodnosti mutacij v genu, ki
nosi zapis za klju¢ni protein sistema popra-
vljanja neujemanj DNA pri ¢loveku. Razi-
skave po svetu pa so danes usmerjene tudi
v razvoj novih zdravil, ki bi dokonéno za-
ustavila sistem popravljanja napak v celicah
raka. Ta je pri raku sicer okvarjen, vendar
ne popolnoma, in zato vsaj deloma deluje
in tako rakasti celici zagotavlja njen obstoj
oziroma vzdrzevanje in prenasanje njenega
nereda na celice potomke. V primeru, da bi
ga z zdravilom popolnoma zaustavili, pa bi
hitro kopi¢enje mutacij privedlo do preveli-
kega nereda in propada celic, brez moznosti
delitve v nove celice raka.
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