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Kazda komorka aerobowa w trakcie
przemian metabolicznych wytwarza
okreslone ilosci reaktywnych form tle-
nu (RFT). Organizmy aerobowe wy-
ksztafcity systermy obrony, polegajgce
na wytworzeniu uktadow enzymatycz-
nych i antyoksydacyjnych ostaniajg-
cych komdrke przed toksycznymi for-
mami tlenu. Do mechanizmdw obron-
nych nalezy rowniez zaliczyc systemy
naprawcze polegajace na wycinaniu
zmodyfikowanych zasad azotowych
i nukleozydow z DNA.

Istniejg 2 uniwersalne sciezki napra-
wiajgce uszkodzenia DNA spowo-
dowane RFT: naprawa przez wyci-
nanie zasad (BER — ang. base exci-
sion repair) i naprawa przez
wycinanie nukleotydow (NER — ang.
nucleotide excision repair). Od-
zwierciedleniem w organizmie tych
procesow sg: poziom 8-oksyguani-
ny (8-oksyGua) i 8-oksy-2"-deoksy-
guanozyny (8-oksydG).

Naprawa przez wycinanie nukleoty-
dow (NER) jest procesem bardziej
ztozonym niz BER oraz wymaga
ATP jako Zrédta energii. NER nie jest
tez tak specyficznym systemem
w porownaniu do BER. Usunieciu
z DNA moga ulec zaréwno fotodi-
mery pirymidyn, addukty o réznej
wielkosci podstawnika, jak i czesc
uszkodzeri usuwanych przez BER.
Mechanizmy naprawy BER i NER sg
uniwersalnymi systemami naprawy,
funkcjonujgcymi zaréwno w komor-
kach zdrowych, jak i nowotworo-
wych, poddanych dziataniu czynni-
kow toksycznych, takich jak chemio-
terapia czy radioterapia. Istota
problemu naprawy uszkodzeri w ko-
morkach nowotworowych jest niewat-
pliwie ztozona i stanowi wyzwanie dla
wielu dyscyplin z zakresu biologii mo-
lekularnej i kliniki onkologicznej.

W pracy, na podstawie biezgcego
pismiennictwa, przedstawiono ak-
tualny stan wiedzy na temat me-
chanizmow naprawy przez wycina-
nie zasad i naprawy przez wycina-
nie  nukleotydow  uszkodzeri
oksydacyjnych DNA.

Stowa kluczowe: BER, NER, oksy-
dacyjne uszkodzenia DNA.
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Uszkodzenia DNA moga po-
wstawac¢ na skutek dziatania czyn-
nikdbw egzogennych i endogen-
nych [1]. Znaczacym Zrédtem en-
dogennego uszkodzenia DNA sg
reaktywne formy tlenu (RFT), po-
wstajgce w procesach oddychania
komoérkowego.

Okreslenie reaktywne formy tle-
nu obejmuje zaréwno rodniki tle-
nowe, jak i pochodne tlenu nie
bedace rodnikami, takie jak: nad-
tlenek wodoru (H,0.,), tlen single-
towy czy ozon (Oj) [2]. Natomiast
wysoce reaktywne czasteczki lub
atomy, posiadajgce niesparowany
elektron na orbicie zewnetrznej
znane sg jako wolne rodniki. Kaz-
da komorka aerobowa wytwarza,
w przebiegu metabolizmu, pewne
ilosci RFT [3, 4]. Przyjmuje sie, ze
w zdrowym organizmie dorostego
cztowieka moze powstac¢ w ciggu
roku ok. 2 kg (2 kilogramoéw) anio-
norodnika ponadtlenkowego [2].
W reakciji dysmutacji zachodzgcej
w komdrce, moze zachodzi¢ prze-
miana anionorodnika ponadtlenko-
wego i powstawanie H,O,. W wa-
runkach in vivo, gtownym migj-
scem powstawania H,O, s3g
mitochondria [2]. H,O,, ktory nie
jest wolnym rodnikiem, tatwo prze-
nika przez btony komdrkowe i mo-
ze byC¢ przeksztatcany wg reakcji
Fentona z udziatem jondéw Fe*?
bgdZz Cu* w rodnik hydroksylowy
[5, 6].

Gtownymi produktami utleniania
zasad azotowych DNA sg: 8-oksy-
guanina oraz glikole tyminy. Po-
nadto w wyniku dezaminacji cyto-
zyny i adeniny w DNA mogg po-
wstawa¢ odpowiednio: uracyl
i hipoksantyna [7].

Poziom RFT w organizmie jest
zmienny w czasie, dlatego organi-
zmy tlenowe wyksztatcity mecha-
nizmy adaptacyjne do takich
zmiennych warunkoéw, indukujgc
synteze enzymow antyoksydacyj-
nych lub/i enzymoéw naprawiaja-
cych oksydacyjne uszkodzenia
DNA [8-10].

Istniejg 2 uniwersalne $ciezki
naprawiajgce uszkodzenia DNA
spowodowane RFT:

D naprawa przez wycinanie zasad
reprezentowana przez, np. po-
ziom 8-oksyguaniny (8-oksyGua),

» naprawa przez wycinanie nukle-
otydéw reprezentowana m.in.
przez 8-oksy-2’-deoksyguanozy-
ne (8-oksydG).

NAPRAWA PRZEZ WYCINANIE
ZASAD - BER
(ang. base excision repair)

Oksydacyjnie zmodyfikowane
zasady azotowe mogg by¢ wycie-
te z DNA w wyniku hydrolizy wig-
zania N-glikozydowego. Wyrdznia
sie 2 typy N-glikozylaz:

» glikozylazy monofunkcyjne — roz-
bijaja wigzanie N-glikozydowe
pomiedzy uszkodzong zasadg
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Each aerobic cell during its meta-
bolism produces definite amount
of reactive oxygen species (ROS).
Aerobic organisms developed de-
fence systemn that produces antio-
Xxidizing enzymes defending the
cell from toxic forms of oxygen. Re-
pair systems excising modified ni-
trogen base and nucleosides from
DNA should also be numbered
among defence systems.

There are two universal paths of re-
pairing DNA impairments caused
by ROS: base excision repair (BER)
and nucleotide excision repair
(NER). The reflection of those
two processes in the organism
is 8-Oxyguanine and 8-Oxy-2'-
Deoxyguanosine levels.
Nitrogen bases modified by oxida-
tion can be excised from DNA as
a result of glycoside bond hydroly-
sis between damaged base and
deoxyribose molecule that causes
emerging of apurinic/apyrimidinic
(AP) sites in DNA. Bifunctional gly-
cosides apart from the removal of
damaged base and formation of AP
sites also have lyase properties and
remove AP sites by means of B-eli-
mination. In human cells three sup-
plemental ways preventing mu-
tagenic results of 8-Oxyguanine
were discovered.

The first one is based on removing
8-Oxy-dGTP by specific 8-Oxy-dG-
TPase, breaking down 8-Oxy-dGTP
into 8-Oxy-dGTP that prevents in-
corporation of that oxygenated
nucleoside into DNA by polymera-
se. 8-Oxy dGTPase of human
cells, 18 kDa weight, is called Hu-
man Mut Homolog (hMTH1). Disin-
tegration of 8-Oxy-dGTP into 8-Oxy-
dGMP precludes repeated incorpo-
ration of this nucleotide into DNA.
Human 8-oxyguanine glycosylase
gen (hOGG1) situated in 3p25 hu-
man chromosome codes glycosy-
lase-AP lyase which possesses the
ability to excise oxydizing guanine
derivative (8-OxyGua) from DNA.
Repair process lies in the recogni-
tion and excision of modified base
by OGG1 protein. Some sources in-
dicate that the gen can be a sup-

a czgsteczkg deoksyrybozy, co
powoduje powstanie miejsc apu-
rynowych/apirymidynowych (AP)
w DNA,

» glikozylazy  dwufunkcyjne -
oprécz usuniecia uszkodzonej
zasady i utworzenia miejsc AP,
posiadajg réowniez wtasciwosci
liazowe i usuwajg miejsca AP na

drodze B-eliminacji [7, 11].

Enzym rozpoznaje uszkodzong
zasade i uczestniczy w jej wycia-
gnieciu na zewnatrz helisy, a na-
stepnie wbudowuje jg do centrum
aktywnego. Centrum aktywne po-
nad 20 znanych glikozylaz zawie-
ra 2 fragmenty biatka skrecone
w spirale, przedzielone fragmen-
tem o strukturze spinki do wiosow
(ang. helix-hairpin-helix HhH) oraz
reszte kwasu asparaginowego
(Asp), ktory odgrywa role w me-
chanizmie katalizy [11]. O tym,
z ktérg zasadg bedzie reagowac
glikozylaza decyduje obecnos¢ od-
powiednich aminokwaséw w dwdéch
pozycjach 204 i 147" w Kkieszeni
enzymu, gdzie wciggana jest za-
sada. Obecnos¢ w pozycji 204
asparaginy umozliwia utworzenie
wigzania wodorowego z O* pier-
Scienia pirymidynowego uracylu,
a nie tworzy wigzania z grupg
NH,, co wyklucza wejscie cytozy-
ny [7, 11, 12]. Powstate w wyniku
dziatania DNA-glikozylaz typu
I (monofunkcyjnych) miejsca AP sg
naprawiane przez AP-endonukleazy,
ktore rozszczepiajg wigzania fosfo-
diestrowe po stronie 5 AP, co da-
je wolny koniec 3'OH umozliwia-
jac dziatanie polimerazy DNA.

DNA-glikozylazy dwufunkcyjne,
posiadajgc wtasciwosci liazowe
dokonujg naciecia i wyciecia miegj-
sca AP w sposob skoordynowany
(przy udziale AP-endonukleazy)
na drodze B-eliminacji, pozosta-
wiajgc jednonukleotydowg luke
w DNA [7, 13].

Funkcjonalnie mozna wyréznic
2 grupy glikozylaz uczestnicza-
cych w naprawie oksydacyjnie

zmodyfikowanych zasad azoto-

wych [11, 14]:

» glikozylazy uczestniczgce w na-
prawie 8-oksyguaniny i innych
utlenionych puryn,

» glikozylazy uczestniczgce w na-
prawie glikolu tyminy i innych
zmodyfikowanych pirymidyn.

NAPRAWA DNA
ZAWIERAJACEGO
8-O0KSYGUANINE

Enzymem wycinajgcym 8-oksy-
guanine, tworzacg pary zasad
z cytozyng, ktory zostat najlepig]
poznany jest biatko MutM z Esche-
richia coli. Biatko to zostato odkryte
jako  N-glikozylaza  usuwajgca
z DNA Fapy-guanine, dlatego tez
nosi ono alternatywng nazwe: biatko
FPG (formamidopirymidyno-DNA gli-
kozylaza) [15]. MutM nie jest w sta-
nie efektywnie wycina¢ 8-oksygu-
aniny sparowanej z adening [16].
Obecnos¢ w genomie wielu nie-
naprawionych, btednych par
8oxydG=dA prowadzitoby do
znacznego podwyzszenia czesto-
sci mutacji G=T. Organizmy proka-
riotyczne posiadajg jednak N-gl-
ikozylaze nazwang MutY, ktéra spe-
cyficznie wycina adenine sparowang
w DNA z 8-oksyguaning [15].
Oksydacyjna modyfikacja guaniny
w pozycji C8 moze zachodzi¢ nie
tylko w obrebie kwaséw nukleino-
wych, ale dotyczy rowniez reszt gu-
aniny wchodzgcych w sktad wol-
nych nukleozyddw i nukleotydow
komorkowych. Udowodniono, ze
produkt  modyfikacji  dGTP-8-
oksydGTP jest substratem dla poli-
meraz  DNA  wbudowujgc 8-
oksydGMP do nowo syntezowanych
nici DNA [17, 18].

W komodrkach ludzkich wykryto
3 uzupetniajgce sie drogi zapobie-
gajgce mutagennym skutkom wy-
stepowania 8-oksyguaniny.

Pierwsza polega na usuwa-
niu 8-oksy-dGTP przez specy-
ficzng 8-oksy-dGTPaze rozkta-
dajgcg 8-oksy-dGTP do 8-oksy-
dGMP, co zapobiega wtgczaniu
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pressive one. In yeasts and human
cells glycosylase excising 8-Oxy-
Gua from 8-OxyGua G and 8-Oxy-
Gua A pair was found. The protein is
inactive in the presence of 8-OxyGua
connected with pyrimidines. It is now
called OGG2. The OGG2 removies
8-OxyGua incorporated into DNA
aduring the replication as 8-OxydGTP
opposite adenine that prevents AT
CG mutations.

Cells have supplemental system for
glycosylases repairing oxydizing
impairments of DNA bases — it means
repairing by nucleotides excision
(NER). NER is more complicated
than BER process and requires ATP
as an energy source.

DNA damaged fragment is cut from
both ends by nuclease and then re-
moved. In case of eukaryotic cells
it is the fragment consisting of 27 to
29 nucleotides. Data resulting from
in vitro studies on human cells indi-
cate that NER is comprehensive re-
pair mechanism of DNA impair-
ments generated by different car-
cinogens. In eukaryotic cells DNA
lesions caused by photon irradia-
tion are removed according to NER
system.

BER and NER mechanisms are uni-
versal repair systems functioning in
both normal cells as well as neopla-
stic cells subjected to toxic factors
such as chemotherapy or radiothe-

rapy.

Key words: BER, NER, oxidative
DNA damage.

tego utlenionego nukleotydu do
DNA przez polimerazy [18, 19].
U E. colibiatko to jest kodowa-
ne przez gen MutT, a przy jego
mutacji czestos¢ transwersji
AT=CG wzrasta nawet 1000-
krotnie [18, 20].

Analogiem biatka MutT w ko-
modrkach ludzkich jest 8-oksydGT-
Paza o masie 18 kDa, nazwany
hMTH1 (Human MutT Homolog)
[11, 21]. Rozktad 8oksy-dGTP do
8-oksy-dGMP uniemozliwia po-
nowne wbudowanie tego nukle-
otydu do DNA, poniewaz kinaza
guanylowa, ktéra fosforyluje
dGMP do dGDP i dGTP, jest nie-
aktywna w stosunku do 8-oksy-
dGMP. Natomiast wydajnie defos-
foryluje 8-oksy-dGMP do nukle-
ozydu, ktéry jest wydalany poza
komorke [11, 22, 23].

Druga droga jest wycinanie
8-oksyGua z DNA przez gliko-
zylazy 8-oksyGua.

Gen hOGG1 (ang. human 8-oksy-
guanine glycosylase), ktory jest zlo-
kalizowany u cztowieka w chromo-
somie 3p25 [24, 25], koduje gli-
kozylazo-AP liaze, posiadajgca
zdolnos¢ wycinania oksydacyjnej
pochodnej guaniny (8-oksyGua)
z DNA. Proces naprawy polega
na rozpoznaniu i wycieciu zmody-
fikowanej zasady przez biatko
OGG1 [26]. Niektére dane litera-
turowe wskazujg, ze gen ten mo-
ze by¢ genem supresorowym [27].
Stwierdzono utrate heterozygotycz-
nosci w rejonie tego genu w no-
wotworach nerki i ptuc [27].

W komdrkach drozdzy i ludzkich
wykryto glikozylaze wycinajacg 8-oksy-
Gua z pary 8-oksyGua=G oraz 8-oksy-
Gua=A. Biatko to jest nieaktywne
wobec 8-oksyGua potgczonej z pi-
rymidynami. Zostata ona nazwana
OGG2. Funkcjg OGG2 jest usuwa-
nie 8-oksyGua witgczonego do
DNA jako 8-oksy-dGTP podczas
replikacji naprzeciw adeniny.
OGG2 usuwa uszkodzong zasade
i zapobiega mutacjom AT=CG
[28, 29]. Po wycieciu uszkodzonej
zasady z DNA, pozostaje miejsce

pozbawione zasady lub ni¢ zosta-
je przerwana, gdy enzymem usu-
wajgcym uszkodzenie jest glikozy-
laza/AP-liaza [11]. W komdrkach
eukariotycznych istnieje kilka szla-
kow koriczacych naprawe [30-32].
Jednonukleotydowe luki w komor-
kach ssakéw uzupetnia gtownie
polimeraza ([11], a konce tagczone
sg przez ligaze Il [33, 34]. Oko-
to 75 proc. obecnej w DNA ssa-
kéw 8-oksyguaniny, jest naprawia-
na w mechanizmie wyciecia jed-
nego nukleotydu [11, 32].

Istnieje alternatywny szlak na-
prawy uszkodzonych zasad,
w kiérym wycinane i wstawiane
jest kilka nukleotydow [35, 36].

Komorki posiadajg uzupetniaja-
cy dla glikozylaz system, napra-
wiajgcy oksydacyjne uszkodzenia
zasad DNA - jest nim NER.

NAPRAWA PRZEZ WYCINANIE
NUKLEOTYDOW NER

(ang. nucleotide excision
repair)

Naprawa przez wycinanie nukle-
otydéw jest procesem bardzigj
ztozonym niz BER oraz wymaga
ATP jako zrodta energii [28, 37].
NER nie jest tez tak specyficznym
systemem w poréwnaniu do BER.
Usunieciu z DNA mogg ulec za-
rowno fotodimery pirymidyn, ad-
dukty o réznej wielkosci podstaw-
nika, jak i czes¢ uszkodzen usu-
wanych przez BER [7, 38].
Fragment DNA zawierajgcy uszko-
dzenie jest nacinany po obu jego
stronach przez nukleaze i usuwa-
ny. W przypadku bakterii dotyczy
to oligonukleotydu o dtugosci ok.
12-13 nukleotyddéw [7], natomiast
w komorkach eukariotycznych jest
to fragment sktadajgcy sie
z 27-29 nukleotyddéw [39]. W ko-
morkach eukariotycznych szkody
w DNA powstate w wyniku dziata-
nia promieniowania ultrafioletowe-
go sg usuwane w systemie napra-
wy NER [40]. Wysoce prawdopo-
dobnym wydaje sie fakt, ze czes¢
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8-oksyguaniny moze podlegac
rowniez naprawie przez NER [7],
chociaz w systemach in vitro nie
udato sie tego wykazac. Istnieje
jednak kilka dowoddéw posrednich.
Czeczot i wsp. (1991) [41] prze-
prowadzili doswiadczenie, w kto-
rym przezycie E. coli z plazmida-
mi zawierajgcymi 8-oksyGua byto
uwarunkowane aktywnoscig w ko-
maorce enzymow uczestniczgcych
w naprawie typu NER albo biatka
Fpg, charakterystycznego dla na-
prawy typu BER. Scott i wsp. [42]
wykazali, ze u drozdzy przezycie
zalezato gtéownie od NER.

Dane wynikajgce z badan in vi-
tro na komorkach ludzkich wska-
zujg, ze NER jest wszechstronnym
mechanizmmem naprawy uszkodzen
DNA generowanych przez rézne
kancerogeny [43, 44].

Mechanizmy naprawy BER
i NER sg uniwersalnymi systema-
mi naprawy, funkcjonujgcymi za-
rowno w komorkach zdrowych,
jak i nowotworowych poddanych
dziataniu czynnikdw toksycznych,
takich jak chemioterapia czy ra-
dioterapia. Istota problemu napra-
wy uszkodzen w komorkach no-
wotworowych jest niewatpliwie
ztozona i stanowi wyzwanie dla
wielu dyscyplin z zakresu biologii
molekularnej i kliniki onkologicz-

nej.
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