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1. Celi zalozenia pracy

Material genetyczny stanowi biologiczng podstawe funkcjonowania wszystkich
organizméw zywych. U cztowieka jest on przechowywany wewnatrz komorek pod postacia
kwasu 2'-deoksyrybonukleinowego (DNA). Jego struktura jest narazona na dzialanie
niekorzystnych czynnikéw zewnetrznych, takich jak promieniowanie jonizujace czy wolne
rodniki. Efektem takiego oddziatywania moze by¢ powstawanie potencjalnie mutagennych
uszkodzen DNA. Wedtug réznych zrédet, w obrebie kazdej komorki ludzkiego ciata
dochodzi dziennie do 10000-1000000 takich uszkodzen [1]-[4]. Pojedyncze uszkodzenia
DNA (uszkodzenia izolowane) sg eliminowane przede wszystkim przez system wycinania
zasady (BER). W przypadku bardziej skomplikowanych uszkodzen, na przyktad uszkodzen
tandemowych lub zespolonych, za ich naprawe odpowiedzialny jest miedzy innymi System
wycinania nukleotydu (NER) [5]-[7]. Dysfunkcje mechanizméw naprawczych moga
prowadzi¢ do akumulacji uszkodzen i rozwoju chordéb, w tym nowotworowych [8], [9].
Z tego wzgledu istotne jest poznanie wpltywu poszczegdlnych rodzajow uszkodzen DNA,
w szczegolnosci uszkodzen zespolonych, na zdolnos¢ do ich eliminacji z genomu. Dotyczy
to zarowno organizmow eukariotycznych (w tym ludzi), jak 1 prokariotycznych, takich jak
bakterie. Podjecie proby rozwigzania powyzszego problemu badawczego stanowito
podstawowy cel niniejszej pracy.

W trakcie prowadzonych przeze mnie badan, pracujgc na specjalnie zaprojektowanych
oligonukleotydach, podjatem probe oceny wplywu obecnosci 5',8-cyklo-2'-deoksypuryn
(cdPus, ang. 5',8-cyclo-2'-deoxypurines) w strukturze DNA na aktywno$¢ enzymow
naprawczych zwigzanych ze szlakiem BER. Dodatkowo dokonatem oceny wptywu
obecnos$ci cdPus w strukturze DNA na aktywno$¢ enzymow restrykcyjnych (endonukleaz)
odpowiedzialnych za prawidtowe funkcjonowanie mechanizmu ,,restrykcji-modyfikacji”
w  komorkach bakterii. W literaturze naukowej istnieje niewiele doniesien
eksperymentalnych podkreslajacych negatywny wptyw cdPus na stabilno$¢ genomu.
Tematyka mutacji oraz schorzen genetycznych indukowanych wskutek kumulacji
uszkodzen DNA nadal wykazuje duzy potencjat do dalszych badan [6], [8], [10], [11].
Szczegoblnie niewiele informacji dostgpnych jest na temat uszkodzen zawierajacych 5',8-

cyklo-2'-deoksyguanozyng (cdG). Jednym z powodow takiego stanu rzeczy jest bardzo



trudna i czasochtonna synteza oligonukleotydow zawierajacych takie uszkodzenie. Ze

wzgledu na powyzsze, zagadnienic zwigzane z cdPus zostaly szeroko i szczegdtowo

opisane w niniejszej pracy. Praca ta stanowi jednocze$nie kontynuacje wczesniejszych

badan dotyczacych wptywu cdPus na system BER [12], [13].

Celem realizacji przedstawionego powyzej problemu badawczego wykonatem nastepujace

zadania badawcze:

Okreslenie wptywu 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny i 5',8-cyklo-2'-deoksyguanozyny
na aktywnos$¢ glikozylaz UDG i hAPEl wobec 2'-deoksyurydyny (dU).
Oligonukleotydy stanowigce material badawczy zaprojektowano w taki sposob, aby 2'-
deoksyurydyna wystepowata w tej samej nici co cdPus, tworzac jednoniciowe
uszkodzenia zespolone w dwuniciowej strukturze modelowego DNA.

Okreslenie wptywu 5,8-cyklo-2'-deoksyguanozyny na aktywno$¢ glikozylaz OGG1
i FPG wobec 7,8-dihydro-8-okso-2'-deoksyguanozyny (8-oxodG). Oligonukleotydy
stanowigce material badawczy zaprojektowano w taki sposob, aby 8-0xodG
wystepowata w tej samej nici co cdPus, tworzac jednoniciowe uszkodzenia zespolone
w dwuniciowej strukturze modelowego DNA.

Okreslenie wptywu 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny i 5',8-cyklo-2'-deoksyguanozyny
na aktywnos¢ endonukleaza restrykcyjnych BsmAl i Sspl. Oligonukleotydy stanowiace
material badawczy zaprojektowano w taki sposob, aby modelowe dwuniciowe
fragmenty DNA zawieraly jedng lub dwie czasteczki cdPus wystepujace w tej same;j
lub w przeciwlegtych niciach podwdjnej helisy DNA. Uzyskano w ten sposéb

jednoniciowe lub dwuniciowe uszkodzenia zespolone w strukturze modelowego DNA.
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3. Czes¢ teoretyczna

3.1. Uszkodzenia materialu genetycznego organizméw zywych

Funkcjonowanie wszystkich znanych organizméw zywych jest mozliwe dzigki istnieniu
informacji genetycznej. Informacja ta jest zapisana w nosniku — materiale genetycznym,
ktorym jest kwas deoksyrybonukleinowy (DNA, ang. deoxyribonucleic acid). Catoksztalt
materiatu genentycznego danego organizmu, znajdujacego si¢ we wszystkich jego
komorkach, okresla si¢ mianem genomu. Podstawg cyklu zyciowego komorek sg procesy
replikacji DNA i biosyntezy biatek. Replikacja pelni kluczowa role w prawidlowym
przebiegu cyklu komorkowego i polega na powieleniu materialu genetycznego celem
przekazania go z komoérek macierzystych do komorek potomnych. Enzymami
odpowiedzialnym za syntez¢ nowej nici DNA sg polimerazy DNA. Biosynteza biatek to
proces dwuetapowy. Pierwszy etap to transkrypcja, czyli synteza czgsteczek kwasu
rybonukleinowego (RNA, ang. ribonucleic acid) na matrycy DNA. Informacja genetyczna
zapisana w DNA jest wowczas odczytywana i thumaczona na sekwencj¢ zasad azotowych
w RNA, a caly proces jest zalezny od polimerazy RNA. Drugim etapem jest translacja,
czyli synteza whasciwego biatka na matrycy RNA — sekwencja zasad azotowych w RNA
jest thumaczona na sekwencj¢ aminokwasow w biatku. W celu zapewnienia niezmienno$ci
materialu genetycznego informacja genetyczna jest przepisywana zawsze w identyczny
sposob, wedlug regut zapisanych w kodzie genetycznym. Najwazniejsza cechg kodu
genetycznego jest jego uniwersalnos¢ — kod genetyczny u wszystkich organizmow zywych
dziata doktadnie w ten sam sposob. Dzigki temu, po wprowadzeniu fragmentu ludzkiego
genomu do genomu bakterii metodami inzynierii genetycznej, jesteSmy w stanie
zaprogramowa¢ komorke bakteryjng do biosyntezy takich samych bialek, jakie sa
wytwarzane przez komorki ludzkie. Najwazniejszym przykladem takiego procesu jest
przemystowa biosynteza ludzkiej insuliny z wykorzystaniem bakterii z gatunku
Escherichia coli [14].

DNA jest liniowym, zwykle dwuniciowym, nierozgatezionym biopolimerem, sktadajacym
si¢ z czterech rodzajow podjednostek — 2'-deoksyrybonukleotydow, w skrocie —
nukleotydow. Kazdy z nich zawiera w swoim sktadzie pigcioweglowa czasteczke cukru

(deoksyrybozg), reszte kwasu fosforowego oraz jedng z czterech zasad azotowych. Wsrod
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zasad azotowych wyréznia si¢ dwie puryny — adening (A) i guaning (G), oraz dwie
pirymidyny — cytozyne (C) i tyming (T). Czasteczka deoksyrybozy jest potaczona z resztg
kwasu fosforowego poprzez atom wegla 5' (wigzanie estrowe), natomiast z zasadg azotowa
poprzez atom wegla 1' (wigzanie B-N-glikozydowe).

Pojedyncza ni¢ DNA powstaje dzigki laczeniu si¢ ze soba czasteczek deoksyrybozy
Z sasiednich nukleotydow. Wowczas reszta kwasu fosforowego przy atomie wegla
5'deoksyrybozy z jednego nukleotydu taczy si¢ z czasteczka deoksyrybozy drugiego
nukleotydu poprzez atom wegla 3'. Takie polaczenie nazywa si¢ wigzaniem
fosfodiestrowym. Natomiast istnienie podwojnej nici DNA jest mozliwe dzigki wigzaniom
wodorowym pomiedzy zasadami azotowymi budujacymi przeciwbiezne pojedyncze
tancuchy DNA. Zgodnie z regutag komplementarnosci, puryny tacza si¢ z pirymidynami,
przy czym adenina tworzy dwa wigzania wodorowe z tyming (para zasad A-T), a guanina
trzy wiagzania wodorowe z cytozyng (para zasad G-C). Takie polaczenia nosza nazwg par
zasad Watsona-Cricka. Amerykanin Jamer Dewey Watson i anglik Francis Crick, razem ze
swoimi wspoOtpracownikami, opracowali w 1953 roku model przestrzennej struktury helisy
DNA. Za to odkrycie, wraz z Mauricem Wilkinsem, otrzymali w 1962 roku nagrod¢ Nobla
w dziedzinie fizjologii lub medycyny. Odstepstwem od reguty Watsona-Cricka jest model
Hoogsteena, ktory zaktada rotacj¢ adeniny lub cytozyny o 180 stopni wzgledem osi
wigzania N-glikozydowego w nukleotydzie. W tym przypadku zasady azotowe w obydwu
parach sg potaczone dwoma wigzaniami wodorowymi, a takie potaczenia oznacza si¢ jako
AT 1 G-C. Pary zasad Hoogsteena wystepuja na przyktad w strukturze niektorych
komplekséw DNA-biatko. Rysunek 1 przedstawia struktury chemiczne zasad azotowych
DNA. Rysunek 2 przedstawia roznice w strukturze chemicznej par zasad Watsona-Cricka
i Hoogsteena.

Nukleotyd, jako podstawowa jednostka strukturalna DNA, przyjmuje swojg nazwe¢ od
zasady azotowej wchodzacej w jego sktad. Wyrozniamy wiec 5'-monofosforan 2'-
deoksyadenozyny (dAMP, ang. 2'-deoxyadenosine 5'-monophosphate), 5'-monofosforan
2'-deoksytymidyny (dTMP, ang. 2'-deoxythymidine 5'-monophosphate), 5-monofosforan
2'-deoksyguanozyny (dGMP, ang. 2'-deoxyguanosine 5'-monophosphate) oraz 5'-
monofosforan 2'-deoksycytydyny (dCMP, ang. 2'-deoxycytidine 5'-monophosphate).

Nukleotyd pozbawiony reszty kwasu fosforowego nosi nazwe nukleozydu i wyrdznia si¢
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kolejno  2'-deoksyadenozyng,  2'-deoksytymidyne, 2'-deoksyguanozyng 1 @ 2'-
deoksycytydyng.
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NN

</

Rysunek 1. Struktura chemiczna zasad azotowych DNA.

NH O
Guanina Cytozyna

Sekwencja zasad azotowych w materiale genetycznym determinuje tre$¢ zapisanej w nim
informacji genetycznej. Taka informacja jest niezb¢dna do utrzymania funkcji zyciowych
komorek organizmu. Zmiany informacji genetycznej zapisanej w DNA moga prowadzi¢ do
zaktocenia procesOw transkrypcji 1 translacji. W efekcie, syntezowane tancuchy
aminokwaséw moga ulec nieprawidtlowemu pofaldowaniu tworzac niefunkcjonalne
czasteczki biatek. W nastgpstwie powyzszego moze dochodzi¢ do zaburzenia procesow
komoérkowych, co objawia si¢ uszkodzeniem tkanek, a dalej dysfunkcja narzadéw

wewnetrznych organizmu.
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Rysunek 2. Porownanie struktury chemicznej par zasad Watsona-Cricka (po lewej) i Hoogsteena
(po prawej). Pary A-T i A-T znajduja si¢ na gorze, pary G-C i G-C na dole.

Kazda nagla i niekontrolowana zmiana informacji genetycznej w genomie nazywa si¢
mutacjg. Mutacje sg indukowane spontanicznie, jak rowniez wskutek dziatania czynnikow
mutagennych (mutagendéw). Klasyfikacja mutacji moze obejmowac wiele kryteriow, m. in.
podziat ze wzgledu na ich rozlegtos¢ (np. mutacje punktowe lub zmiany catych fragmentow
chromosomoéw), czy tez konsekwencje wystgpowania (np. mutacje powodujace lub
niepowodujace zmian w strukturze biatek). Istotna klasyfikacja obejmuje rowniez podziat
na mutacje somatyczne i germinalne (dziedziczne). Pierwsze z nich powstaja w ciggu Zycia
organizmu i nie dotyczg komorek rozrodczych (gamet), a wigc nie moga by¢ przekazywane
z pokolenia na pokolenie. Wystepuja tylko w miejscu indukcji 1 sg przekazywane
komoérkom potomnym — wskutek podziatow komoérkowych — w obrebie danej tkanki.
Mutacje germinalne natomiast powstajg w materiale genetycznym komoérek rozrodczych
i wskutek zaplodnienia sg przekazywane do wszystkich komoérek potomstwa. Wigkszo$¢
mutacji punktowych somatycznych nie stanowi zagrozenia dla zdrowia organizmu — sg
usuwane z genomu, badz dotycza niekodujacych fragmentow DNA. Czg$¢ z nich moze

jednak wplywa¢ na ekspresj¢ genéw kluczowych dla poprawnego funkcjonowania
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komorek. Przykladem sg geny supresji nowotworowej — zmiany w ich sekwencjach
prowadza do ostabienia mechanizméw ochrony tkanek przed procesem nowotworzenia.
W przypadku mutacji, uszkodzona informacja genetyczna moze podlega¢ procesom
replikacji, transkrypcji i1 translacji, prowadzac do syntezy niefunkcjonalnych biatek.
Z drugiej strony, wystgpienie mutacji germinalnych zazwyczaj wigze si¢ z rozwojem
choréb genetycznych, dziedziczonych z pokolenia na pokolenie [15].

Pojeciem odmiennym od mutacji jest uszkodzenie DNA (ang. DNA lesion) i dotyczy ono
zmian struktury chemicznej i przestrzennej DNA. Podobnie jak w przypadku mutacji,
uszkodzenia DNA moga powstawaé w wyniku dzialania czynnikow §rodowiskowych.
W odréznieniu od mutacji, uszkodzenia DNA podlegaja detekcji oraz naprawie przez
specyficzne mechanizmy komorkowe, ktore odpowiadajg za zachowanie niezmiennosci
informacji genetycznej. W specyficznych warunkach, obecno$¢ uszkodzen, ktore nie ulegly
naprawie, moze prowadzi¢ do powstawania mutacji — na przyktad jako efekt bledow w
procesie replikacji uszkodzonego fragmentu DNA. Podobnie jak w przypadku mutacji,
klasyfikacja uszkodzen DNA jest réznorodna. Podziaty uwzgledniaja m. in. strukture
molekularng uszkodzen, zrodto ich wystgpowania lub wpltyw na struktur¢ genomu.
Najbardziej podstawowy podzial obejmuje uszkodzenia izolowane, uszkodzenia
tandemowe i uszkodzenia zespolone. Ich charakterystyka zostata przedstawiona w dalszej

czesci pracy.

3.2. Czynniki ryzyka w uszkodzeniach DNA

Komorki organizméw zywych w sposob ciagly sa narazone na dzialanie czynnikéw
wywotujacych uszkodzenia ich materialu genetycznego. Czynniki mutagenne mozna
podzieli¢ na endogenne lub egzogenne. Uszkodzenia endogenne wywotywane sg przez
produkty procesow metabolicznych komorki, np. reaktywne formy tlenu (ROS, ang.
reactive oxygen species), reaktywne formy azotu (RNS, ang. reactive nitrogen species), czy
tez produkty peroksydacji lipidow oraz btedy w procesie replikacji [16]. Uszkodzenia
egzogenne mogg by¢ powodowane przez promieniowanie ultrafioletowe (UV lub UVR,
ang. ultraviolet radiation) oraz promieniowanie jonizujace (IR, ang. ionising radiation)
pochodzace na przyktad z promieniowania kosmicznego (jony HZE), promieniowania

rentgenowskiego (w nastepstwie dziatan medycznych) albo z promieniowania gamma. Do
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innych czynnikéw egzogennych indukcji uszkodzen DNA naleza réwniez wysoka
temperatura, substancje toksyczne pochodzenia roslinnego, substancje zawarte w dymie
papierosowym, niektore substancje czynne zawarte w produktach leczniczych lub ich
metabolity, metabolity hormondéw, mutageny pochodzace z zanieczyszczenia srodowiska
I zywnosci, fizjologiczny stres, badz tez sg one efektem oddzialywania na organizm metod
radioterapeutycznych i chemioterapeutycznych. Mechanizmy dziatania tych wszystkich
czynnikéw sa bardzo réznorodne, ale bez wzgledu na czynnik indukujacy, wyrdznia si¢
dwa mechanizmy powstawania uszkodzen DNA — posredni i bezposredni, ktore odnosi si¢
najczesciej do promieniowania jonizujgcego, ze wzgledu na dobrze poznany jego charakter

[17]. Rysunek 3 przedstawia spektrum fal elektromagnetycznych.

3.2.1. Promieniowanie jonizujgce

Promieniowanie jonizujace to kazdy rodzaj promieniowania zdolny do wywotania zjawiska
jonizacji danego materiatu, czyli stworzenia jonu — kationu badz anionu — z obojetnego
elektrycznie atomu lub czasteczki. Jonizacja wystepuje najczesciej W wyniku zderzenia
obojetnego atomu z czastkg o wysokiej energii — na przyktad protonem, elektronem lub
czastkg alfa. Do jonizacji moze zachodzi¢ takze podczas zerwania wigzan chemicznych,
W nastgpstwie czego jeden z atomow zachowuje obydwa elektrony tworzace wigzanie
kowalencyjne. Dla proceséw biologicznych przyjmuje si¢, ze promieniowanie jonizujace
to takie, ktore jest zdolne do jonizacji czgsteczek organicznych poprzez rozrywanie wigzan
pomigdzy dwoma atomami wegla. Taka energia wynosi 33 eV [18]. Odpowiada to dlugosci
fali 38 nm i znajduje si¢ bardzo blisko punktu granicznego pomigdzy promieniowaniem
UV i rentgenowskim (10 nm). Jednakze wskazanie jednoznacznej granicy pomiedzy
jonizujacym i niejonizujacym promieniowaniem UV jest trudne. Niektore zrodta naukowe
przyjmujg warto$¢ graniczng 10 eV, co odpowiada dtugosci fali okoto 124 nm [19]. Wedtug
powyzszych zalozen, promieniowanie rentgenowskie zawsze jest promieniowaniem
jonizujacym. Natomiast promieniowanie UV uznaje si¢ za jonizujace jedynie w waskim
zakresie od 10 do 38-124 nm.
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Rysunek 3. Spektrum fal elektromagnetycznych. Wartosci dlugosci i czestotliwosci fal sa
orientacyjne.

Promieniowanie jonizujace jest charakteryzowane przez liniowy wspotczynnik
przenoszenia energii (LET, ang. linear energy transfer), ktérego wartos¢ jest zalezna od
typu promieniowania i oznacza ilo$¢ energii oddawang materii na okre$lonej drodze.
Wyrdznia si¢ promieniowanie low-LET oraz high-LET, ktére mozna rozréznié
w  kontek$cie penetracji tkanek biologicznych. Promieniowanie low-LET jest
promieniowaniem gleboko penetrujagcym tkanki. Przykladem sg kwanty promieniowania
gamma lub rentgenowskiego, ktoére oddaja swoja energi¢ na dhuzszej drodze, a wigc mniej
gwattownie, przez co powoduja mniejsze uszkodzenia tkanek w przeliczeniu na jednostke
odlegtosci. Promieniowanie high-LET penetruje tkanki na niewielkiej gtgbokosci, przez co
oddaje swojg energi¢ gwaltowniej i powoduje znaczne uszkodzenia tkanek na mniejszej

powierzchni. Przyktadem promieniowania high-LET jest promieniowanie alfa [20], [21].

3.2.2. Jonizacja posrednia i bezposrednia

Uszkodzenia DNA indukowane przez promieniowanie jonizujace moga powstawac na dwa
sposoby. Pierwszy z nich obejmuje bezposrednig jonizacje lub wzbudzenie konkretnych
atomoéw w czasteczce DNA. Prowadzi to do powstawania kationorodnikow wskutek
wybijania elektronow z powlok walencyjnych. Drugi obejmuje interakcje w sasiednich
czasteczkach, prowadzace do powstawania np. wolnych rodnikéw, ktore nastepnie reaguja
z DNA. Bardzo czesto czynnikiem pos$rednim w uszkodzeniu DNA przez promieniowanie
jonizujace s3 czasteczki wody i powstajace w wyniku ich radiolizy rodniki hydroksylowe

(*OH). Ze wzgledu na krotki czas zycia takich wolnych rodnikow, wynoszacy 4-9x107°
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sekundy, sa one w stanie pokonywaé¢ bardzo niewielki dystans. Dlatego tez posrednie
uszkodzenia DNA powstajg w bliskim sgsiedztwie oddzialywania promieniowania
jonizujgcego na materiat genetyczny [22]. Posrednia jonizacja, oprocz generowania ROS,
moze rowniez zachodzi¢ przy udziale RNS i stanowi¢ efekt dysfunkcji mitochondriow [23].
Promieniowanie niejonizujace, np. UVA, indukuje uszkodzenia DNA wylacznie w sposob

posredni [24].

3.2.3. Promieniowanie niejonizujgce

Promieniowanie stoneczne UV dzieli si¢ na nastepujace rodzaje: UVA o dtugosci fali 315-
400 nm, UVB o dlugosci fali 280-315 nm oraz UVC o dtugosci fali 10-280 nm. Wedlug
przedstawionej wczesniej definicji, wiekszo$¢ spektrum promieniowania UV nie uznaje si¢
za promieniowanie jonizujgce. Dodatkowo, promieniowanie o dlugosci fali mniejszej niz
290 nm nie dociera do powierzchni Ziemi. Jest ono absorbowane przez atmosfere ziemska
oraz rozpraszane przez ozon stratosferyczny. Z tego wzgledu, w kontekscie negatywnego
wptywu promieniowania UV na organizm ludzki, opisuje si¢ zakres UVA oraz UVB [19].
Dtugos¢ fali promieniowania o najwiekszym potencjale do indukowania uszkodzen DNA
to okoto 260-265 nm, ze wzgledu na najwyzsza zdolno$¢ do absorpcji fotondéw przez
czasteczki DNA. Dlatego tez w badaniach laboratoryjnych nad wptywem promieniowania
UV na tkanki stosuje si¢ standardowe lampy emitujace promieniowanie UVC o dtugosci
fali 254 nm. [25], [26]. Swiato stoneczne docierajace do ziemi zawiera okoto 0,3% UVB
(>290 nm), 4,7% UVA, 40% S$wiatta widzialnego (400-700 nm) i 55% podczerwieni (700-
4000 nm). Wynika z tego, ze UVA stanowi okoto 95% catego spektum UV docierajacego
do ziemi ze stonca. Wigkszo$¢ uszkodzen DNA powstajacych u ludzi i zwierzat jest
indukowana przez niewielkg ilo$¢ promieniowania UVB, charakteryzujacego si¢
wartosciami dlugos$ci fali bardziej zblizonymi do UVC. Ponadto, uszkodzenia DNA moga
by¢ indukowane réwniez przez dziatanie $wiatta niebieskiego, ktore charakteryzuje sig
dlugosécig fali od 450 do 495 nm [27]. Toksyczno$¢ promieniowania UVA wynika
najczesciej ze skutkow ubocznych stosowania niektorych lekow, np. azatiopryny
w transplantologii. Chromoforem dla promieniowania UVA jest 6-tioguanina (6 TG, ang.
6-thioguanine), ktora moze wystepowa¢ w materiale genetycznym jako uszkodzenie DNA.

6TG ulega aktywacji pod wptywem niewielkiej dawki pomieniowania UVA, prowadzac do
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generowania ROS w komorkach, gtéwnie w postaci tlenu singletowego (*0,). Nadmierna
synteza ROS moze prowadzi¢ do uszkodzehn materialu genetycznego oraz dysfunkcji biatek
systemow naprawy DNA. Przektada si¢ to na wzrost zachorowalnos$ci na nowotwory skory

u pacjentow leczonych azatiopryng [28].

3.2.4. Stres oksydacyjny

Tlen jest pierwiastkiem niezb¢dnym do zycia dla wszystkich organizméw eukariotycznych,
a takze dla wigkszosci organizmoéw prokariotycznych. Chociaz procesy oddychania
tlenowego stanowig podstawe zycia na Ziemi, tlen moze w szczegolnych okoliczno$ciach
prowadzi¢ do uszkodzen materialu genetycznego. Za indukcj¢ uszkodzen DNA
bezposrednio odpowiadajg miedzy innymi ROS, ktorych synteza w komorkach nastgpuje
W sposOb réznorodny. Oprocz wspomnianego wczesniej promieniowania UVA 1 UVB,
nalezy wymieni¢ takie czynniki jak reakcje tancucha oddechowego, reakcje redoks, reakcje
Fentona, ekspozycja na promieniowanie jonizujace i chemioterapie, ekspozycja na ozon,
zanieczyszczenia zywnosci 1 sSrodowiska, metale, pestycydy, substancje czynne niektorych
lekow, a takze okresy fizycznego stresu organizmu [29]. ROS stanowig rowniez narzedzie
w ,walce” makrofagéw i neutrofili z patogenami w miejscach powstawania stanow
zapalnych w tkankach [29].

Z tego wzgledu podwyzszenie poziomu ROS nastgpuje po uruchomieniu odpowiedzi
immunologicznej na infekcje. Reaktywne formy tlenu mogg reagowaé bezposrednio
z DNA, badz tez z innymi czgsteczkami, np. lipidami, powodujac ich peroksydacje. W jej
wyniku powstaja pochodne lipidéw, na przyktad aldehydy, ktére moga wykazywac
dzialanie cytotoksyczne i genotoksyczne, a takze moga wptywaé na proliferacje komorek,
ich réznicowanie si¢ oraz na ekspresj¢ genow [30]. Ze wzgledu na cigglos¢ procesu
generacji ROS wewnatrz komorek, wyksztalcily one szereg enzymatycznych
I nieenzymatycznych przeciwutleniaczy, ktore ,,wychwytuja” wolne rodniki tlenu.
Niestety, po przekroczeniu swojej ,,pojemnosci wychwytujacej”, komorki przechodza
W stan stresu oksydacyjnego. Woéwczas nadmiar ROS wchodzi w reakcje z takimi grupami
czasteczek jak lipidy, biatka, RNA i1 DNA, prowadzac do ich uszkodzenia. O ile
w przypadku pierwszych trzech, komoérka posiada mechanizmy pozwalajagce na ich

resyntezg, o tyle nie jest to mozliwe w przypadku DNA [29].
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Mitochondria, ktore sa odpowiedzialne za wytwarzanie energii dla komorek, przeksztatcaja
okoto 2% zuzywanego tlenu w anionorodnik ponadtlenkowy (O."), ktory moze byc
prekursorem innych form ROS. Rodnik ponadtlenkowy moze reagowac z tlenkiem azotu
I generowaé¢ rodnik w postaci nadtlenoazotynu (ONOO"), ktéry stanowi przyktad RNS.
ONOO™ moze utlenia¢ zasady azotowe w DNA i prowadzi¢ do wytworzenia np. 8-
nitroguaniny. Moze rowniez prowadzi¢ do fragmentacji pierScieni cukrowych
deoksyrybozy z dalszg indukcjg uszkodzen podwojnej helisy. Z punktu widzenia wptywu
na strukture czasteczek DNA, najbardziej destrukcyjnym rodzajem RNS jest tritlenek
diazotu (N2Oz). Powstaje on w wyniku utlenienia tlenku azotu przez tlen czgsteczkowy
I jest zdolny do deaminacji adenozyny, cytozyny i 5-metylocytozyny do odpowiednio

hipoksantyny, uracylu i ksantyny [31].

3.3. Charakterystyka uszkodzen DNA

3.3.1. Uszkodzenia izolowane

Kazde uszkodzenie materialu genetycznego jest potencjalnie mutagenne. lzolowane
uszkodzenia DNA, ze wzgledu na mechanizm ich powstawania, wystgpuja w genomie
najczesciej. Uzkodzenia DNA, ktore nie ulegly naprawie, lub ich naprawa nie zostata
przeprowadzona prawidlowo, moga prowadzi¢ do powstania mutacji. Najczesciej
spotykane mutacje polegaja na tranzycji jednej puryny w inng (tranzycja A—G), badz tez
jednej pirymidyny w inng (tranzycja C—T). Ich Zzrédtem sg pomytki w dziataniu polimeraz
DNA, badz tez spontaniczne deaminacje cytozyny do uracylu [32] lub 5-metylocytozyny
(5mC) do tyminy [33]. Ten drugi proces moze skutkowa¢ utworzeniem
niekomplementarnej pary zasad T:G w sekwencji DNA, a dalej do tranzycji C—T. Jednym
z przyktadow endogennego czynnika ryzyka w powstawaniu uszkodzen i mutacji DNA jest
niedobdr kwasu foliowego. Jego metabolity sg niezbedne do przemiany homocysteiny
W metioning, ktorej aktywna posta¢ (S-adenozylometionina) bierze udziat w metylacji
DNA. Metabolity kwasu foliowego biorg réwniez udziat w syntezie tymidyny, ktorej
niedobor obniza poziom dTTP (ang. 2'-deoxythymidine 5'-triphosphate) wzgledem dUTP
(ang. 2'-deoxyuridine 5'-triphosphate). Moze to prowadzi¢ do wbudowywania czasteczek

uracylu w miejsce tyminy w DNA. U bakterii niski poziom S-adenozylometioniny
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prowadzi do deaminacji cytozyny do urazylu, prowadzac do zamiany par zasad C:G do T:A
[34]. Wystapienie tranzycji C—T we fragmentach DNA oznaczanych jako wyspy CpG
skutkuje powstaniem dinukleotydow TpG, ktoére stanowig najczgsciej spotykang mutacje
w komorkach nowotworowych [35]-[37]. Istniejg rowniez transwersje CpG do ApG lub
GpG, ale mechanizm ich powstawania i skutki ich wystepowania s3 mniej znane [33].

Rysunek 4 przedstawia roznice pomig¢dzy tranzycja a transwersja.
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Rysunek 4. Schematyczne przedstawienie roznicy pomigdzy tranzycja a transwersja. Tranzycja
polega na zastgpieniu w sekwencji DNA jednej puryny przez inng lub jednej pirymidyny przez inng.
W przypadku tranzycji puryna ulega zamianie na pirymidyn¢ lub odwrotnie.

Wyspy CpG to specyficzne fragmenty genomu, w ktoérych wystepuje podwyzszona
zawarto$¢ dinukleotydow CpG, stanowigca okoto 50-60% wszystkich dinukleotydow [38].
W ich obrebie szczegodlnie czgsto zachodzi spontaniczny proces odwracalnej metylacji

czasteczek cytozyny do SmC — przyktad pozytywnej modyfikacji DNA. 5SmC stanowi okoto
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4% wszystkich cytozyn w genomie czlowieka, a ponad 80% w obrebie wysp CpG [33],
[38]. 5mC powstaje wskutek dziatania metylotransferaz DNA, przenoszacych grupy
metylowe z S-adenozylometioniny na wegiel w pozycji 5' czasteczki cytozyny. W obrebie
wysp CpG 5mC odpowiada za wyciszanie ekspresji okreslonych genéw, kontrole
embriogenezy i1 rdéznicowania si¢ komorek oraz zachowanie integralno$ci genomu.
Jednakze nadmierna ilo$¢ SmC w takich fragmentach DNA moze powodowa¢ mutacje —
5mC jest podatna na deaminacje¢ do tyminy poprzez wieloetapowy proces z wytworzeniem
produktow przejsciowych w postaci fotohydratow [35], [39], [40]. O istocie kontroli ilosci
5mC w genomie $wiadczy fakt, ze SmC moze by¢ usuwana przez system BER. Istnieje
jednak mechanizm utleniania 5mC przez enzymy z rodziny TET (ang. ten-eleven
translocation) do 5hmC, ktora przez system BER nie jest usuwana i w zaleznosci od
miejsca w organizmie wystgpuje okoto 4-krotnie rzadziej niz SmC [33], [41]. Przypuszcza
si¢, ze W ten sposob enzymy z rodziny TET biorg udziat w regulacji odpowiedzi zapalnej
organizmu [42]. Z drugiej strony istnieje mechanizm dalszego utleniania 5hmC do 5-
formylocytozyny (5fC) i 5-karboksylcytozyny (5caC), z ktorych obie moga by¢ usuwane
przez system BER wskutek dziatania enzymow TDG (ang. thymine-DNA glycosylase) lub
SMUGL (ang. specific monofunctional uracil-DNA glucosylase 1) [43]. Zaburzenie procesu
poziomu metylacji DNA moze stanowi¢ podtoze licznych choréb — np. podczas infekcji
HIV (ang. human immunodeficiency virus) dochodzi do hipermetylacji DNA i nadeksprecji
gendéw kodujacych enzymy odpowiedzialne za metylacie DNA [44]. Rysunek
5 przedstawia wzory strukturalne cytozyny oraz jej pochodnych: 5mC, 5fC i 5caC.

Innymi czgstymi uszkodzeniami sg 7-metyloguanina (7-meG), 3-metyloadenina (3-meA)
I 3-metyloguanina (3-meG), charakteryzujace si¢ cytotoksycznoscig. Powstaja one poprzez
alkilacje puryn i stanowig substrat dla glikozylazy 3-metyloadeninowej (AAG, ang. 3-
alkyladenine DNA glycosylase). AAG bierze udzial w usuwaniu tych uszkodzen w ramach
systemu BER [45].

3.3.2. Uszkodzenia tandemowe i zespolone
Oproécz uszkodzen izolowanych wyrozniamy uszkodzenia zespolone (CDL, ang. clustered
DNA lesions), ktore definiuje si¢ jako dwa lub wiecej uszkodzen przypadajace na 1-2 skrety

helisy DNA. CDL dzielg si¢ na jednoniciowe oraz dwuniciowe — pojedyncze uszkodzenia
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tworzagce CDL moga wystepowac na jedej lub na obu niciach podwdjnej helisy DNA. CDL
powstaja wskutek wielokrotnych procesOw jonizacji w obrebie pojedynczego incydentu
radiacyjnego [46]. Oznacza to, ze pojedynczy czynnik jonizujgcy (np. wolny rodnik),
w obrebie pojedynczego oddziatywania z czasteczka DNA, moze indukowac¢ kilka reakcji
jonizacji w réznych miejscach tej czasteczki. W ten sposoéb dochodzi do powstania wielu
oddzielnych uszkodzen w obrgbie bardzo krotkiego fragmentu DNA [47]. CDL sg wigc
szczegoblnie trudne do usuni¢cia z genomu 1 prowadzg do podwyzszenia ryzyka wystgpienia
mutagenezy w komodrkach. W szczegdlnosci dotyczy to dwuniciowych CDL, ktore
charakteryzujg si¢ wysokim potencjatem do konwersji w pgknigcia obu nici DNA (DSB,
ang. double strand break) [48], [49].

NH, NH,
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XN 3 | XN
NH/KO NH/&O
Cytozyna (C) 5-metylocytozyna (SmC)
o) NH- 0 NH,
H NN HO
NH/KO NH/K
5-formylocytozyna (5{C) 5-karboksylcytozyna (5caC)

Rysunek 5. Wozory strukturalne cytozyny, 5-metylocytozyny, 5-formylocytozyny i 5-
karboksylcytozyny.

Specyficznym rodzajem CDL sa uszkodzenia tandemowe. Powstaja one w wyniku
uszkodzenia dwodch sasiednich nukleotydéw w nastepstwie pojedynczego incydentu

radiacyjnego. Uszkodzenie tandemowe to rOwniez takie, w ktorym pojedynczy nukleotyd
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ulegnie uszkodzeniu w wigcej niz jednym miejscu w obrebie czasteczki. Najlepiej
poznanymi przyktadami takich uszkodzen tandemowych sg 5',8-cyklo-2'-deoksypuryny
(cdPus, ang. 5',8-cyclo-2'-deoxypurines), ktore wykazuja potencjal mutagenny.
Dodatkowo, wraz ze wzrostem ilosci pojedynczych uszkodzen skumulowanych na
niewielkim fragmencie DNA wzrasta stopien trudnosci ich naprawy [50]. Poznanie natury
uszkodzen zespolonych oraz efektow ich wystepowania w genomie jest szczeg6lnie istotne
dla powodzenia badan nad nowoczesnymi metodami terapeutycznymi.

Ilo$¢ uszkodzen DNA powstajacych w ludzkich komoérkach wskutek pochtoniecia 1 Gy
promieniowania jonizujacego jest znaczaco nizsza niz ilo$¢ uszkodzen indukowanych przez
czynniki endogenne w nastgpstwie normalnych proceséw komorkowych (okoto 50 tys.
uszkodzen na komorke dziennie, w tym okoto 3600 SSB) [51]. Jednakze uszkodzenia
powstajgce spontanicznie w komoérkach sg z duzg efektywnoScig usuwane przez
komoérkowe mechanizmy naprawy DNA. W przypadku powstania duzej ilo$ci uszkodzen
CDL, w nastegpstwie dzialania czynnikow mutagennych, ich skuteczna naprawa zostaje
ograniczona. Dla przyktadu, promieniowanie rentgenowskie jest zdolne do indukowania
non-DSB CDL od 4 do 8 razy czesciej niz DSB [22]. Stosunek ilosci CDL do uszkodzen
pojedynczych wzrasta wraz ze wzrostem warto$ci LET [20]. Promieniowanie high-LET
moze powodowac powstanie CDL zawierajacych nawet do 25 uszkodzen w obrebie 1-2
skretow helisy [52]. U ssakow okoto 70% DSB to sktadniki CDL indukowane przez high-
LET, podczas gdy low-LET powoduje tylko 30% DSB w CDL [53]. Przyjmuje sie, ze
wystepowanie nowotworow jest zalezne liniowo od porcji promieniowania jonizujacego
w przedziale 0,15-1,5 Gy [54]. Dla przyktadu, pojedyncza dawka promieniowania
jonizujacego przyjmowana przez pacjenta w nast¢pstwie radioterapii wynosi 1,5-2,5 Gy,
podczas gdy wykonanie pojedynczego zdjecia rentgenowskiego naraza pacjenta na dawke
okoto 0,1-2,5 mGy.

Ogolna liczba uszkodzen materiatu genetycznego w komoérkach organizméw zywych jest
trudna do okreslenia. Szacuje si¢, ze w kazdej komorce ludzkiego ciata indukowanych jest
od 10000 do 1000000 uszkodzen DNA dziennie [1]-[4], z czego 9000 moga stanowié
miejsca AP [55]. Interesujgce dane eksperymentalne zebrano podczas pracy z komorkami
roznych narzadow u szczuré6w oraz z ludzkimi komorkami watroby. Wykazano, ze

W kazdym momencie w genomie pojedynczej komorki znajduje si¢ od 50000 to 200000
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miejsc AP, w zaleznoSci od rodzaju badanej tkanki [55]. Wiadomo rdéwniez, ze
w komorkach powstaje spontanicznie ponad 10000 SSB dziennie, natomiast uszkodzenia
w postaci DSB wystepujg relatywnie rzadko. Szacuje sie, ze w komodrkach ssaczych
powstaje okoto 50 DSB na jeden cykl komorkowy, co daje stanowi okoto 1% wszystkich
uszkodzen pojedynczej nici [56]. Taka ilos¢ SSB odpowiada destrukcyjnemu dziataniu
dawki 1,5-2 Gy promieniowania jonizujacego [57]. Inne dane wskazujg, ze w nastepstwie
endogennych 1 egzogennych czynnikow stresowych kazdego dnia w kazdej komorce
ludzkiego ciata powstaje okoto 70000 uszkodzen DNA, z czego 75% stanowig SSB [32].
Dodatkowo, dochodzi do okoto 20000 pojedynczych uszkodzen dziennie w kazdej
komorce, pojawiajacych si¢ bez zadnego wplywu czynnikdw stresowych, a wiec
W nastepstwie naturalnych procesoéw utleniania, hydrolizy czy metylacji zachodzacych
w zdrowych komoérkach [29]. Najczesciej pojawiajacg si¢ zmiang materiatu genetycznego,
ktéra moze prowadzi¢ do indukcji miejsc AP, jest deaminacja cytozyny do uracylu.
Czgstos¢ wystepowania takiego zjawiska deaminacji oszacowano na 60-500 przypadkow

dziennie w genomie kazdej komorki [58].

3.3.3. Uszkodzenia DNA badane w niniejszej pracy

3.3.3.1.  7,8-dihydro-8-oksoguanina

Dobrze znanym przyktadem uszkodzenia powodowanego przez ROS jest utlenianie
guaniny do 7,8-dihydro-8-oksoguaniny (8-0xo0G, ang. 7,8-dihydro-8-oxoguanine). Guanina
jest niezwykle podatna na utlenianie ze wzgledu na swoja niska energi¢ jonizacji. Obecnos¢
8-0x0dG (ang. 7,8-dihydro-8-oxo0-2'-deoxyguanosine) (nukleotydu w postaci 7,8-dihydro-
8-0kso-2'-deoksyguanozyny) w nici DNA moze prowadzi¢ do potencjalniec mutagennych
transwersji par zasad G-C do T-A, powodujacych niestabilnos¢ genomu [58]. W badaniach
wykazano, ze tkanki nowotworowe wykazuja podwyzszony poziom 8-0ksodG,
proporcjonalny do rozmiaru guza [3].

Uszkodzenie to zidentyfikowano w 1984 roku, natomiast pierwsze informacje dotyczace
usuwania 8-0xoG z nici DNA pojawily si¢ w badaniach na komoérkach Escherichia coli
w 1990 roku. Udowodniono wowczas istnienie enzymu glikozylazy DNA
formamidopirymidyny (MutM lub FPG, ang. formamidopyrimidine DNA glycosylase)
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zdolnej do wusuwania uszkodzen takich jak 8-0xo0G, 2,6-diamino-4-hydroksy-5-
formamidoguanozyny (FapyG lub FapyGua) oraz 4,6-diamino-5- formamidoadenozyny
(FapyA lub FapyAde). Odkrycie OGGL1 (glikozylazy 8-oksoguaninowej 1, ang. oxoguanine
glycosylase 1) miato miejsce w 1996 roku. Wowczas wykazano istnienie homologu FPG
w komorkach drozdzy z gatunku Saccharomyces cerevisiae i oznaczono go jako yOGG1
(ang. yeast OGG1). Rok p6zniej enzym ten zidentyfikowano u cztowieka i oznaczono jako
hOGG1 (ang. human OGG1) [59], [60].

Rodnik hydroksylowy moze atakowa¢ atomy wegla C4, C5 i C8 w guaninie, co prowadzi
do powstania rodnikow odpowiednio 40HdAG", 5O0HIG" i 80OHAG" [30]. Pierwsze dwa,
w wyniku eliminacji czasteczek wody, przechodza w form¢ G(-H)" i dalej dotaczaja
elektron przechodzac z powrotem w niemodyfikowang forme¢ guaniny. W przypadku
80HdG" moze zachodzi¢ redukcja rodnika, co prowadzi do otwarcia pier§cienia
imidazolowego i powstania FapyG. Moze réwniez dojs¢ do utlenienia rodnika, a nastgpnie
do utraty protonu, co skutkuje utworzeniem 8-oxoG. Sytuacja wyglada analogicznie
w przypadku ataku rodnika hydroksylowego na adening — atakowane sg atomy wegla
w pozycjach C4 lub C8, co prowadzi do powstania 40HdJA™ i powrotu do
niemodyfikowanej formy adeniny, badz tez do powstania 8OHdA", a w konsekwencji do
FapyA lub 8-oxoA (7,8-dihydro-8-oksoadeniny) [30]. W kazdej zdrowej komorce,
w warunkach bezstresowych, powstaje dziennie okoto 1000 czasteczek nukleozydu 8-
0x0dG, a warto$¢ ta moze wzrasta¢ do ponad 100000 uszkodzen na dobe w przypadku
komorek nowotworowych [29]. Rysunek 6 przedstawia struktury chemiczne 2'-

deoksyguanozyny, 2'-deoksyadenozyny oraz substratow FPG i OGG1, w tym 8-0ksodG.
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Rysunek 6. Wzory strukturalne 2'-deoksyadenozyny (dA), 2'-deoksyguanozyny (dG), ich
pochodnych, a takze substratow FPG i OGGIl. Oznaczenia: ScdG - (5'S)-5',8-cyklo-2'-
deoksyguanozyna; RcdG - (5'R)-5',8-cyklo-2'-deoksyguanozyna; 8-oxodG - 7,8-dihydro-8-
oksodeoksyguanozyna; 8-oxodA - 7,8-dihydro-8-oksodeoksyadenozyna.

3.3.3.2. 5',8-cyklo-2'-deoksypuryny

CdPus powstajg w wyniku utraty atomu wodoru z grupy 5'-metylenowej 2'-deoksyrybozy
w wyniku aktywnosci rodnika hydroksylowego (*OH). Czasteczki 5',8-cyklo-2'-
deoksyadenozyny (cdA) oraz 5',8-cyklo-2'-deoksyguanozyny (cdG) wystepuja w dwoch
formach diastereoizomerycznych: 5'R oraz 5'S. Formy te sg oznaczane w nastepujacy
sposob: diastereoizomery cdA jako 5'R-cdA (RcdA) i 5'S-cdA (ScdA), a diastereoizomery
cdG jako 5'R-cdG (RcdG) i 5'S-cdG (ScdG). W przypadku c¢dG badania wskazuja, ze jej
diastereomer 5R wystepuje z mniejszg czestotliwoscig i jest atwiejszy do usuniecia
z genomu w poréwnaniu z 5'S. Podobny wniosek wyciagni¢to dla cdA: diasterecizomer
5'R-cdA wykazuje wigkszg podatnos$¢ na dziatanie szlaku NER i jego usuwanie z genomu

nastepuje szybciej niz w przypadku 5'S-cdA.
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CdPus sa stabymi substratami dla szlaku naprawy przez system NER i nie s3 naprawiane
przez system wycinania zasady (BER, ang. base excision repair) [6]. Dzieje si¢ tak za
sprawg dodatkowego wigzania kowalencyjnego C5'-C8, ktore nadaje sztywnosci strukturze
nukleotydu. Dzigki temu wigzaniu, w przypadku izomeru 5'S-cdA, wigzanie N-
glikozydowe w nukleozydzie jest 40 razy mniej podatne na kwasng hydroliz¢ w warunkach
laboratoryjnych, niz w przypadku 2'-deoksyadenozyny [50]. Dlatego tez, jedno-
i dwufunkcyjne glikozylazy, specyficzne dla szlaku BER, nie sg w stanie wykona¢ wyciecia
pojedynczej zasady z po6zniejszym utworzeniem miejsc AP lub SSB.

Usuwanie 5'R-cdA i 5'S-cdA jest odpowiednio 40 i 150 razy wolniejsze niz adduktu
cysplatyny Pt-1,3-d(GpTpG) [5]. Cisplatyna jest chemioterapeutykiem stosowanym
w terapii nowotworéw W celu powodowania specyficznych uszkodzen nici DNA
w komorkach nowotworowych, na ktore oddziatuje [61]. Skutkuje to zahamowaniem cyklu
komorkowego 1 apoptozg komorek. Cisplatyna w komorkach taczy sie z atomem N7
w purynach tworzgc addukty, z ktorych 65% stanowi addukt Pt-1,2-GpG, 25% stanowi
addukt Pt-1,2-ApG oraz okoto 5-10% stanowi adukt Pt-1,3-GpNpG (addukty pojedynczej
nici DNA) [62], [63]. Cisplatyna indukuje rowniez powstawanie niewielkiej ilosci
adduktow podwajnej nici DNA. Cisplatyna jest usuwana z genomu przez system wycinania
nukleotydu, zar6wno TC-NER (ang. transcription-coupled nucleotide excision repair) jak
i GG-NER (ang. global genomic nucleotide excision repair) [64]. Addukty cisplatynowe
ostabiajg stabilno$¢ helisy 1 jej sztywnos$¢, a takze zaburzajg procesy naprawy uszkodzen
powodowanych przez promieniowanie UV. Jednym z komoérkowych mechanizmow
ochrony przed negatywnym wplywem cisplatyny na stabilno$¢ genomu jest szlak
naprawczy TLS (ang. translesion synthesis). Pozwala on na przeprowadzenie procesu
replikacji DNA z pomini¢ciem addukow cisplatynowych, w szczegolnosci dzigki dziataniu
polimerazy kappa [62]. Rysunek 7 przedstawia poréwnanie struktury chemicznej 2'-
deoksypuryn i 5',8-cyklo-2'-deoksypuryn. Rysunek 8 przedstawia schemat miejsca AP,
SSB oraz DSB.
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Rysunek 7. Struktury chemiczne 2'-deoksypuryn i 5',8-cyklo-2'-deoksypuryn.
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Rysunek 8. Schematyczne przedstawienie dwuniciowego DNA oraz podstawowych rodzajow

jego uszkodzen: miejsca AP (na gorze po lewej), peknigcia jednej nici (SSB) (na gorze po prawej)

oraz p¢knig¢ obu nici (DSB) (na dole po lewej i na dole po prawe;j).
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3.4. Mechanizmy naprawcze uszkodzen DNA

DNA zawierajace blednie sparowane zasady azotowe moze zosta¢ powielone w procesie
replikacji 1 przekazane komorom potomnym w nastepstwie podziatu jadra komorkowego.
Aby temu zapobiec komodrka posiada wyspecjalizowane systemy naprawy DNA, wsrod
ktérych wyrdznia si¢ sze$¢ gldéwnych mechanizméw. Pierwszym z nich jest bezposrednia
naprawa uszkodzen przez specyficzne enzymy, ktore nie potrzebuja matrycy w postaci
komplementarnej nici DNA. Przyktadami mogg by¢ procesy usuwania dimerow
pirymidynowych przez fotoliazy lub reakcje demetylacji zasad azotowych. Trzy kolejne
mechanizmy dotycza uszkodzen pojedynczej nici — wyroznia si¢ system BER, system NER
oraz system naprawy niesparowanych zasad (MMR, ang. mismatch repair).
Najpowazniejsze uszkodzenia w postaci peknie¢ obu nici (DSB) sg naprawiane poprzez
mechanizm 1aczenia niehomologicznych koncow (NHEJ, ang. non-homologous end

joining) lub rekombinacj¢ homologiczng (HRR, ang. homologous recombination repair).

3.4.1. System naprawy poprzez wycigcie zasady — base excision repair

System BER jest najlepiej poznanym i opisanym mechanizmem naprawy uszkodzen DNA.
Celem dziatania tego systemu jest usunig¢cie pojedynczej uszkodzonej zasady azotowej
znici DNA 1 zastgpienie jej prawidlowa. Proces jest inicjowany przez jedno- lub
dwufunkcyjne glikozylazy DNA (Rysunek 9). Ich zadaniem jest hydroliza wigzania 3-N-
glikozydowego pomiedzy uszkodzong zasadg (1) i reszta cukrowg okreslonego 2'-
deoksyrybonukleozydu (wigzanie C1'-N9), co powoduje uwolnienie tej zasady z nici DNA
(2). Jest to etap odrdézniajacy system BER od innych systemow naprawczych, w ktorych
usuni¢ciu ulega caty nukleotyd lub fragment oligonukleotydowy. Po usunigciu zasady
azotowej powstaje miejsce AP. Enzymem odpowiedzialnym za poprawne wstawienie
nieuszkodzonej zasady azotowej w to miejsce jest polimeraza DNA. Polimeryzacja polega
jednak na dotaczaniu catych nukleotydow do istniejacej nici i wymaga wolnego konca 3'-
OH do inicjacji procesu. Istniejace wigzania fosfodiestrowe po obu stronach miejsca AP
uniemozliwiajg inicjacj¢, dlatego tez w kolejnym etapie dochodzi do ich hydrolizy (3).
Proces zalezy od rodzaju organizmu oraz typdéw i aktywnos$ci enzymow biorgcych w nim
udzial. AP endonukleaza hydrolizuje wigzanie fosfodiestrowe po stronie 5' od miejsca AP

z wytworzeniem wolnego konca 3'-OH oraz reszty 5'-fosforanowej. AP liaza natomiast
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katalizuje B-eliminacj¢ reszty fosforanowej z wytworzeniem nienasyconego cukru na koncu
3'oraz reszty 5'-fosforanowej. Dodatkowo, mozliwa jest jednoczesna B/d-eliminacja, ktora
powoduje usuni¢cie deoksyrybozy 1 pozostawienie dwoch reszt fosforanowych
przytaczonych do sasiednich deoksyrybonukleozydow (4). W tym przypadku 3'-fosforan
jest usuwany — powstaje wolny koniec 3'-OH dla polimerazy DNA.

W przebiegu mechanizmu BER wyro6znia si¢ szlak krotki (SP-BER, ang. short-patch BER)
oraz dhugi (LP-BER, ang. long-patch BER), ktore roznig sie¢ miedzy sobg wersjami biatek
oraz dtugoscig nowo syntezowanego fragmentu nici. W przypadku SP-BER, polimeraza
B (beta) lub A (lambda) wbudowuje pojedynczy nukleotyd w miejsce uszkodzonego.
Odtworzenie wigzania fosfodiestrowego pomigdzy nukleotydami, a wigc polaczenie
fragmentow nici, Katalizuje ligaza I11. Kofaktorem ligazy Il jest biatko XRCC1, przy czym
podejrzewa si¢, ze wchodzi ono w interakcj¢ rowniez z innymi biatkami BER, miedzy
innymi z glikozylazami [65]. W przypadku LP-BER, syntezowany jest fragment 2-10
nukleotydow, a proces katalizuja polimerazy & (delta) lub & (epsilon), ktore uczestnicza
rowniez W replikacji DNA. Jednocze$nie polimerazy te wypieraja istniejace nieuszkodzone
nukleotydy z nici na rzecz powstajacego fragmentu. Wypierany fragment jest odcinany od
helisy przez endonukleaz¢ FEN1 na drodze hydrolizy wigzania fosfodiestrowego (ang. flap
endonuclease 1) (4, 5). Utworzenie nowego wigzania fosfodiestrowego, taczacego koniec
powstajacego fragmentu oligonukleotydowego z nicia DNA Katalizuje ligaza | (6). Za
rekrutacje FEN1 i Ligazy 1 do miejsca uszkodzenia odpowiada biatko PCNA (ang.
proliferating cell nuclear antigen). Pelni ono funkcje biatka szkieletowego i pozwala na
utworzenie kompleksu biatkowego w poblizu miejca uszkodzenia nici [66].

Mechanizmy zamiany fragmentu oligonukleotydowego na nowy, jak réwniez kryteria
wyboru pomi¢dzy SP-BER i LP-BER nie zostaty jeszcze do konca poznane. Sugeruje sig,
ze jednymi z kryteriow sg stezenie ATP (ang. adenosine 5'-triphosphate) oraz kofaktorow

enzymow w srodowisku reakcji, a takze struktura szczeliny powstatej w miejscu AP [67].

3.4.2. System naprawy poprzez wyciecie nukleotydu — nucleotide excision repair

System NER jest odpowiedzialny za usuwanie uszkodzen materialu genetycznego
W postaci znieksztalcen podwodjnej helisy DNA, miedzy innymi cdPus oraz duzych
adduktow [68]. W przebiegu NER wyrdznia si¢ schemat genomowy (GG-NER) oraz
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sprz¢zony z transkrypcja DNA (TC-NER). W pierwszym przypadku naprawa uszkodzen
dotyczy calego genomu i moze zachodzi¢ zarowno w obrebie fragmentow DNA
kodujacych konkretne geny, jak rowniez w obrebie fragmentow niekodujacych (tzw.
wyciszonych). Wowczas do rozpoznania uszkodzenia oraz inicjacji naprawy konieczna jest
obecnos$¢ specyficznych biatek. W przypadku TC-NER, naprawa uszkodzen dotyczy takich
fragmentow DNA, w obrebie ktorych doszto do blokady transkrypcji, a czynnikiem
dajacym sygnal o wystgpieniu uszkodzenia jest polimeraza RNA [69]. R6znice pomig¢dzy
GG-NER i TC-NER dotycza wylacznie rozpoznania uszkodzenia i inicjacji naprawy, dalsza
czes$¢ procesu przebiega identycznie w obu przypadkach [70].

Najwazniejszym biatkiem bioracym udzial w naprawie rozpoznanego uszkodzenia jest
czynnik transkrypcyjny TFIIH (ang. transcription factor Il human), ktory sktada sie
z siedmiu podjednostek. Najwazniejsze z nich to biatka XPB (ERCC3) oraz XPD (ERCC2),
ktore wykazuja aktywno$¢ odpowiednio 3'-5' oraz 5'-3' helikazy. Gléwnym zadaniem
TFIIH jest wigc rozplecenie podwdjnej helisy DNA poprzez zrywanie wigzan wodorowych
pomiedzy parami zasad azotowych, wykorzystujac do tego energi¢ pochodzaca z hydrolizy
ATP. Tworzy si¢ pecherzyk transkrypcyjny, czyli fragment helisy DNA, w obrebie ktorego
komplementarne nici sg rozplecone i moze doj$¢ do wycigcia fragmentu zawierajacego
uszkodzenie. Biatkiem stabilizujacym kompleks TFIIH jest XPG (ERCCS), posiadajace
aktywnos$¢ endonukleazy, ktore hydrolizuje wigzanie fosfodiestrowe w kierunku 3" od
uszkodzenia nici [69]. Jednoczes$nie, wigzanie fosfodiestrowe w kierunku 5' od uszkodzenia
jest hydrolizowane przez heterodimer zlozony z bialek XPF (ERCC4) 1 ERCC1. W ten
sposob z rozpleconego fragmentu helisy odcinany jest fragment jednoniciowego DNA
(ssSDNA, ang. single-stranded DNA) o dtugosci okoto 25-30 nukleotydéw. Fragment ten
pozostaje potgczony z kompleksem TFIIH poprzez biatka RPA (ang. replication protein A)
i XPA. Nastepnie do miejsca uszkodzenia rekrutowane sg biatka RFC (ang. replication
factor C) oraz PCNA, ktore umozliwiajg dotaczenie si¢ polimerazy 6 (delta), € (epsilon) lub
K (kappa) do nici DNA. Odtwarzaja one pojedyncza ni¢ DNA w miejscy usunigtego
fragmentu. Naprawa uszkodzenia konczy si¢ przy udziale biatek stanowigcych podstawe
szlaku BER — endonukleaza FEN1 odcina ssDNA od kompleksu biatek NER, a wigzania
fosfodiestrowe sg odtwarzane przez Ligaze 1. W niektorych przypadkach ostatni etap NER
katalizuje kompleks XRCC1-Ligaza IlI.
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Rysunek 9. Schemat SP-BER i LP-BER.

3.4.3. Pozostate systemy naprawy DNA

System MMR odpowiada za rozpoznawanie i usuwanie z helisy DNA nieprawidtowo
sparowanych zasad azotowych. Ich obecno$¢ moze by¢ skutkiem btgdow w replikacji lub
zaburzonej naprawy uszkodzen DNA. Poniewaz mutacje w obrebie replikowanych

sekwencji stanowig bezposrednie zagrozenie rownowagi zyciowej komorek, MMR uznaje
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si¢ za najwazniejszy element komorkowej ochrony informacji genetycznej. Mimo tego
szczegdlowy mechanizm dziatania MMR u ludzi nie zostat dotad poznany. Szacuje si¢, ze
proces ten jest bardziej precyzyjny i1 skomplikowany niz replikacja DNA, gdyz samo
rozpoznanie mutacji wymaga obecnosci 7 biatek: MLH1, MLH3, MSH2, MSH3, MSHG6,
PMS1 i PMS2. Ponadto, fragment uszkodzonej nici, ktory jest wycinany i syntezowany od
nowa, moze mie¢ dtugos¢ kilku tysiecy nukleotydow [71]. W odbudowie helisy DNA
u ludzi biorg udzial miedzy innymi Polimeraza 6 (delta), biatko PCNA oraz Ligaza I. Ze
wzgledu na istotno$¢ tego mechanizmu, mutacje w obrgbie genéw kodujacych biatka MMR
stanowig bezpsrednig przyczyng rozwoju nowotwordow [72]. U pacjentow posiadajacych
nieprawidtowo funkcjonujacy mechanizm MMR bardzo czgsto diagnozuje si¢ mutacje
uposledzajace pracg rowniez innych systemow naprawczych, np. NER [73].

Podstawa naprawy DSB w komorkach eukariotycznych jest system NHEJ [74]. Polega on
na taczeniu koncow nici pgknietej helisy DNA bez obecnosci homologicznych fragmentow
jako matryc. Najdoktadniejsza naprawa DSB zachodzi w przypadku, gdy peknigcie helisy
skutkuje powstaniem lepkich koncow. Wowcezas dtuzsza ni¢ stanowi matryce do odbudowy
przeciwleglej nici 1 ryzyko pominigcia par nukleotydow jest niewielkie. W przypadku
tepych koncow, nici taczone sa bezposrednio ze soba, co moze skutkowac delecjami
w sekwencjach gendéw istotnych dla funkcjonowania komorek. Najwazniejszym
elementem systemu NHEJ jest biatko Ku — heterodimer zbudowany z podjednostek Ku70
(XRCC6) i Ku80 (XRCC5). W momencie rozpoznania uszkodzenia biatko Ku taczy si¢
z podjedjostka katalityczng kinazy biatkowej zaleznej od DNA (DNA-PKcs, ang. DNA-
dependent protein kinase catalytic subunit), tworzac funkcjonalny enzym DNA-PK (ang.
DNA-dependent protein kinase). Dobudowanie fragmentow oligonukleotydowych
nast¢puje przy udziale polimeraz A (lambda) oraz p (mi), a ligacje katalizuje ligaza IV,
ktorej kofaktorem jest biatko XRCC4. System NHEJ wystepuje rowniez u organizmow
prokariotycznych, ale jest duzo mniej skomplikowany. Biatko Ku wystepuje tam w formie
homodimeru i do pelnej naprawy uszkodzen wymaga wytacznie obecnosci enzymu LigD,
wykazujacego aktywnos¢ nukleazy, polimerazy i ligazy [75].

System naprawy poprzez rekombinacje homologiczng (HRR, ang. homologous
recombination repair) stanowi w rzeczywistosci najbardziej popularny mechanizm

naprawy homologicznej, okreslanej ogolnie jako HDR (ang. homology-directed repair).
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Podstawa naprawy homologiczej jest pojecie rekombinacji homologicznej, czyli wymiany
informacji genetycznej pomi¢dzy dwoma homologicznymi (podobnymi) fragmentami
DNA. Rekombnacja homologiczna najczesciej dotyczy wymiany duzych fragmentow
chromosoméw homologicznych w przebiegu podziatéw komorkowych. Odpowiada za
nadawanie zmienno$ci genetycznej i stanowi podstawe ewolucji gatunkow. Oprocz HRR,
w ramach homologicznej naprawy DSB wyrdznia si¢ mechanizmy DSBR (ang. double
strand break repair), SDSA (ang. synthesis-dependent strand annealing), SSA (ang. single-
strand annealing) i BIR (ang. break-induced replication). Ogolng podstawg systemow
naprawy opartych o rekombinacje homologiczng jest ,,wspdpraca” dwoch identycznych
fragmentow DNA, z ktorych jeden posiada pgknigcia w obu niciach. Dochodzi do syntezy
wstawek dla uszkodzonego fragmentu DNA na matrycy nici nieuszkodzonych z drugiego
fragmentu DNA. Efektem takiej ,,wspotpracy” s3 dwa identyczne i nieuszkodzone
fragmenty DNA, ktore moga posiada¢ wymienione migdzy sobg sekwencje nukleotydow.
Obecnos¢ lub brak takiej wymiany, a takze jej wymiar, zalezg od wybranego mechanizmu
naprawy. Mechanizmy oparte o rekombinacj¢ homologiczng sg preferowane w naprawie
DSB u organizméw prokariotycznych. Tabela 1 przedstawia podsumowanie informacji

dotyczacych najwazniejszych systemow naprawy DNA.

3.4.4. Organizmy eukariotyczne

Jedng z najwazniejszych teorii naukowych w dziedzinie biologii jest teoria endosymbiozy
sformutowana w 1905 roku [76]. Zaklada ona, Ze niektore organelle komorek
eukariotycznych wyewoluowaly z pojedynczych organizméw prokariotycznych. Zgodnie
Ztg teorig, wolno zyjace bakterie dostaty si¢ do wnetrza innych jednokomorkowych
mikroorganizmow 1 zyly w ich wnetrzu na zasadzie endosymbiozy. W toku ewolucji
nastgpila integracja genomu bakterii z genomem gospodarza, dzigki czemu bakterie mogty
zacza¢ petni¢ specyficzne funkcje. Uwaza si¢, ze endosymbioza archeondw z bakteriami
dala poczatek znanym dzisiaj komérkom eukariotycznym zawierajagcym mitochondria.
Archeony sa blizej spokrewnione z komorkami eukariotycznymi, anizeli z bakteriami.
Stanowi to potwierdzenie tezy, ze eukarionty wyewoluowaty z archeondéw, a mitochondria

z bakterii. Analogicznym zatozeniem teorii endosymbiozy jest ewolucja roslinnych

37



chloroplastow z sinic (cyjanobakterii) [77]-[80]. Nowe chloroplasty i mitochondria tworzg

si¢ W procesie przypominajacy podzial bakteryjny.

Tabela 1. Podsumowanie informacji na temat najwazniejszych systemow naprawy DNA w
organizmach prokariotycznych i eukariotycznych.

Wystepowanie
Naprawa uszkodzen
System Eukaryota
Prokaryota : :
SSB DSB Jadro Mitochondrium
SP-BER + + + +
LP-BER + + + +
GG-NER + +
TC-NER + + +
MMR + + +
NHEJ + + +
HRR + + + +

Teoria o integracji genomu bakterii z genomem gospodarza ma swoje poparcie w tym, ze
obecnie wigkszo$¢ biatek mitochondrialnych nie jest kodowana przez DNA
mitochondrialne (mtDNA, ang. mitochondrial DNA), tylko przez DNA jadrowe (nDNA,
ang. nuclear DNA). Taka integracja byla mozliwa na drodze inkorporacji czasteczek
bakteryjnego DNA w takie miejsca genomu gospodarza, w ktorych wystepowaly DSB,
a wiec przerwy w cigglosci nici oligonukleotydowych [77].

Informacja genetyczna u organizmdow eukariotycznych jest przechowywana w dwodch
miejscach — w jadrach komorkowych oraz w mitochondriach. Jadrowe DNA cztowieka
sktada si¢ z ponad 3 miliardow par zasad i jest bardzo $cisle upakowane. Najwyzsza forma
upakowania materialu genetycznego s3 chromosomy, ktorych w kazdym jadrze
komoérkowym mamy 46 — 23 meskie i 23 zenskie. Mitochondrialne DNA u ludzi posiada
16 569 par zasad i istnieje w formie kolistej, nieupakowanej. W kazdej komoérce znajduje
si¢ od kilku do nawet 1500 mitochondriéw, zawierajacych tacznie od Kilkuset do kilku

tysiecy kopii genomu.
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W przypadku nDNA, 93% sekwencji nie zawiera zadnych gendéw, jednakze pozostate 3%
wcigz zawiera ich ponad 30 tysiecy, kodujac okoto 20-25 tysiecy bialtek. Jednoczesnie
MtDNA koduje 2 czgsteczki rRNA, 22 czasteczki tRNA oraz 13 bialek, ktore stanowig
podjednostki kompleksow tancucha oddechowego. Bialka te sg niezbedne mitochondriom
do pehienia ich podstawowej funkcji — generowania energii dla komorek. Pozostate
z ponad 1500 genow kodujacych biatka mitochondrium wchodzi w sktad nDNA [78], [79].
Ze wzgledu na brak upakowania mtDNA, czestos¢ wystepowania uszkodzen W nim jest
okoto 10 razy wigksza niz w przypadku nDNA [81]. Biatka niezb¢dne do funkcjonowania
mitochondriow, kodowane przez nDNA, sg transportowane do ich wnetrza. Wiele schorzen
u ludzi, takich jak otylo$¢, nowotwory oraz choroby neurodegeneracyjne (w szczegdlnosci
choroby Parkinsona i Alzheimera) s3 kojarzone z dysfunkcjami mitochondriow
wynikajagcymi albo z uszkodzenia mtDNA, albo fragmentow NnDNA kodujacych biatka
mitochondrialne [82].

Mitochondria sg organellami komorkowymi odpowiedzialnymi za oddychanie komdrkowe
w  warunkach tlenowych. Oddychanie komodrkowe stanowi szereg procesOw
biochemicznych stojacych u podstawy zycia, ktoérych glownym celem jest rozktad
(utlenienie) substancji organicznych z wytworzeniem uzytecznej metabolicznie energii
w postaci ATP. Proces ten zachodzi przy uzyciu tlenu i jest prowadzony przez wszystkie
organizmy tlenowe. Alternatywne oddychanie beztlenowe, ktore jest prowadzone przez
niektore komorki zwierzgce, komoérki roslin oraz wiele mikroorganizmow. Koncowymi
etapami oddychania tlenowego sg fancuch oddechowy i fosforylacja oksydacyjna. Procesy
oddychania tlenowego u organizméw eukariotycznych zachodza w mitochondriach,
a biatka tancucha oddechowego ulokowane s3 w wewnetrznej btonie mitochondrialne;.
U organizmow prokariotycznych ulokowane sg one w btonie komoérkowe;.

Mitochondria wyzszych kregowcow nie posiadajg naturalnego mechanizmu usuwania CPD
ze wzglgdu na brak fotoliazy CPD [83]. Posiadaja one homologi fotoliaz — represory
transkrypcji Kryptochrom 1 i Kryptochrom 2 (CRY1 i CRY2), ktore naleza do tej same;j
grupy flawoprotein posiadajacych FAD. Niestety, pomimo duzych podobienstw do fotoliaz
w sekwencji, mitochondrialne enzymy CRY nie posiadajg zdolno$ci do usuwania
fotouszkodzen DNA [84]. Ponadto, mitochondria nie posiadajag homologu gtownego

enzymu odpowiedzialnego za usuwanie uszkodzen DNA w sposéb bezposredni —
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metylotransferazy DNA OS8-metyloguaniny (MGMT, ang. O°f-methylguanine DNA
methyltransferase), ktéra usuwa z genomu czasteczki z grupy O°®-alkiloguanin. Nie
posiadaja réwniez systemu NER, ktory moglby naprawia¢ powazne uszkodzenia materiatu
genetycznego. Do tej pory nie udalo si¢ rozstrzygna¢ obecnosci Systemu MMR
w mitochondriach. Jadrowe MMR jest oparte o dziatanie biatek MLH1, MSH2, MSH3
I MSH6, z ktorych tylko MLHI odkryto w mitochondriach [81]. Aktualne badania
potwierdzajg istnienie systemu MMR odrebnego od tego, ktory dziata w jadrach komorek
ssakow [31], [82]. Naprawa SSB w mitochondriach przebiega za pomoca szlaku bardzo
podobnego do BER i opisywanego czesto jako ,,wariant BER”, natomiast naprawa DSB
przebiega w mitochondriach za pomoca MMEJ. Obecnos¢ systemow naprawczych HRR
i NHEJ w mitochondriach nie zostata do konca potwierdzona. HRR funkcjonuje jedynie
w mitochondriach niektorych gatunkéw drozdzy i roslin, natomiast lgczenie tepych
I lepkich koncow w ekstraktach mitochondrialnych jest niedoktadne i czesto powoduje
zmiany w taczonych sekwencjach. BER funkcjonuje w mitochondriach w formie SP i LP
z wykorzystaniem zaré6wno mono- jak i bifunkcyjnych glikozylaz i jego odkrycie
przypisuje si¢ odkryciu mitochondrialnej glikozylazy uracylu. Ze wzgledu na obecnos¢
bardzo wielu kopii mitochondrialnego DNA, uszkodzone DNA jest degradowane
I W wigkszo$ci przypadkow nie przynosi negatywnego wplwu na wlasciwosci fizjologiczne
komorek. Jest to mechanizm daleko inny od dziatajacego w jadrze, gdzie nawet pojedyncze
pekniecie nici DNA w jednym chromosomie moze doprowadzi¢ do apoptozy catej komorki
[81].

Do glownych mechanizméw ochrony mitochondridow przed wolnymi rodnikami naleza
enzym dysmutaza ponadtlenkowa, peroksydaza glutationowa, a takze szlaki tioredoksyn
i peroksyredoksyn. Dla przyktadu, dysmutaza ponadtlenkowa przeksztatca rodnik
nadtlenkowy w nadtlenck wodoru, ktory moze by¢ nastepnie przeksztatlcony w czasteczke
wody przez pedoksydaze glutationowsa. Jezeli nadtlenek wodoru nie zostanie
zneutralizowany do wody, moze ulec konwersji w rodnik hydroksylowy w nastgpstwie
szeregu reakcji Habera-Weissa, katalizowanych przez kationy zelaza. Mitochondria
odpowiadaja za homeostaze zelaza w komoérkach, a biatka tancucha oddechowego
posiadajg centra zelazowo-Siarkowe. W zwigzku z tym dost¢gpnos¢ kationéw zelaza

wewnatrz mitochondrow jest wysoka, co ttumaczy destrukcyjny wpltyw H202 na komorki
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[85]. W przypadku przekroczenia potencjatu antyoksydacyjnego w mitochondriach,
rozpoczyna si¢ biosynteza i aktywacja czynnikow transkrypcyjnych — NF-xB, HIF-1a, p53
i NRF2, ktore stanowig silniejsza odpowiedz komoérek na stres oksydacyjny [82].

3.4.5. Organizmy prokariotyczne

Genom organizmoéw prokariotycznych swoja struktura przypomina mtDNA, z czego
bezposrednio wynikajg zalozenia teorii endosymbiozy. Kazda komoérka prokariotyczna
posiada jedna kopi¢ kolistego, dwuniciowego, nieupakowanego DNA, zawieszonego
w cytoplazmie w formie nukleoidu. Prokariotyczny nukleoid czgsto jest nazywany
»pojedynczym chromosomem™ i ze wzgledu na brak $cistej struktury przestrzennej jest
narazony na uszkodzenia, dziatanie czynnikéw zewnetrznych i wirusow [86]. Wirusy
infekujace bakterie (bakteriofagi) replikujg si¢ wykorzystujgc mechanizmy bakteryjne do
powielania wlasnego materialu genetycznego wewnatrz komoérki gospodarza. Moga na
przyktad prowadzi¢ do wbudowywania wilasnych czasteczek DNA w genom bakterii,
dzieki czemu dochodzi do biosyntezy wirusowych biatek i syntezy calych czasteczek
wirusowych. Nastepnie prowadzg do zniszczenia ,,wlasnych” komorek bakteryjnych
I wydostajg si¢ na zewnatrz, zdolne do infekcji kolejnych [87], [88]. Podobny mechanizm
dziatania mogg wykazywac¢ wirusy komorek eukariotycznych, jednakze nie dochodzi w ich
przypadku do wbudowywania materialu genetycznego w genom gospodarza. Nie mniej
jednak, cykl zycia wirusow zalezy w catosci od procesow zachodzacych w komorkach,
ktore sg przez nie infekowane. Dlatego tez kazdy wirus moze infekowa¢ 1 namnazac si¢
tylko w takich komorkach, ktorych sktadniki sg kompatybilne z budowa samego wirusa.
Szacuje sie, ze na $wiecie istnieje okoto 10% réznych bakteriofagow, ktore tacznie
odpowiadaja za 20-40% $miertelnosci wszystkich znanych bakterii. Majg one wigc
ogromny wplyw na ksztattowanie si¢ zycia na Ziemi [87].

Oprocz posiadania licznych, niezaleznie dziatajacych systemow naprawy uszkodzen DNA,
bakterie wyksztalcity swoisty mechanizm obronny przed infekcjami wirusowymi.
Mechanizm restrykcji-modyfikacji wykorzystuje istnienie wewngtrzkomorkowych
endonukleaz restrykcyjnych, ktore rozpoznaja specyficzne sekwencje par zasad w obrebie
,obcych” czgsteczek DNA (restrykcja). Po rozpoznaniu sekwencji endonukleazy

hydrolizuja wigzania fosfodiestrowe prowadzac do powstania DSB 1 degradacji
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wirusowego DNA. Ze wzgledu na konieczno$¢ wystepowania podobienstwa pomigdzy
sktadnikami komorek gospodarza (w tym sekwencji genomu) oraz infekujacych je
wirusow, bakteryjne DNA réwniez zawiera sekwencje wystepujace w genomie wirusa. Aby
unikng¢ degradacji wlasnego materiatu genetycznego przez endonukleazy, bakterie
wykorzystuja obecnos¢ enzymow z klasy metylotransferaz DNA, ktore katalizujg reakcje
metylacji zasad azotowych w obrgbie sekwencji rozpoznawanych przez endonukleazy
(modyfikacja). Wowczas endonukleazy restrykcyjne nie sg w stanie rozpoznawa¢ danej
sekwencji w obrebie genomu gospodarza. Mechanizm ten ulega aktywacji jedynie
w przypadku infekcji wirusowej [87], [89]-[91]. System restrykcji-modyfikacji wystepuje
u ponad 74% znanych organizmoéw prokariotycznych [92].

Obecnie techniki badawcze pozwalaja na izolacje¢ biatek enzymatycznych z réznych
organizmoéw, a takze na ich p6zniejszg przemystowg biosynteze. Dzigki temu endonukleazy
restrykcyjne znalazty zastosowanie w badaniach wykorzystujacych techniki inzynierii
genetycznej [93]. Zdolno$¢ enzymow restrykcyjnych do rozpoznawania i hydrolizy
czasteczek DNA w obregbie konkretnych sekwencji stanowi obecnie bardzo wazne
narzedzie do badan naukowych. Jednakze w literaturze znajduje si¢ niewiele informacji
dotyczacych funkcjonowania endonukleaz restrykcyjnych w ich naturalnym $rodowisku.
Materiat genetyczny organizméw prokariotycznych i wiruséw moze ulegach podobnym
uszkodzeniom jak genom cztowieka. Bakterie nie dysponujg systemem naprawy uszkodzen
DNA o strukturze zblizonej do NER. Niejasna jest zatem ich zdolno$¢ do usuwania
uszkodzen zespolonych. Tym samym nieznany jest ewentualny wplyw uszkodzen
zespolonych w wirusowym DNA na funkcjonowanie mechanizmu restrykcji-modyfikacji

u bakterii.

3.5. Charakterystyka jednostek chorobowych

Jezeli uszkodzenia DNA nie s3 usuwane w sposob efektywny, moga prowadzi¢ do
powstawania mutacji. Mutacje, wskutek procesu replikacji, przenoszone s3 na material
genetyczny komoérek potomnych, uposledzajac w nich biosyntez¢ biatek. Niefunkcjonalne
biatka, niezdolne do pehienia swoich funkcji w komorkach, przyczyniajg si¢ do ich
uszkodzenia i dalej do rozwoju stanéw patologicznych w tkankach. Jednym z najbardziej

istotnych wyzwan wspolczesnej medycyny jest prawidtowa ochrona skory przed
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szkodliwymi skladnikami promieniowania stonecznego. Dysfunkcje systemdéw naprawy
DNA w komorkach mogg prowadzi¢ do akumulacji uszkodzen indukowanych przez to
promieniowanie, dajac poczatek rozwoju trudnych w leczeniu lub nieuleczalnych chorob
skory. Przyktadami schorzen, ktérych etiopatogeneza dotyczy dysfunkcji bialek szlaku
NER sg skora pergaminowa, syndrom Cockayne’a oraz trichotiodystrofia. W tym miejscu
nalezy zwréci¢ szczegdlng uwage na ztozono$¢ problemu. Z jednej strony, mutacje
indukowane przez trudne do naprawy udzkodzenia zespolone, moga prowadzi¢ do
zahamowania biosyntezy funkcjonalnych biatek systemu NER. Z drugiej strony,
dysfunkcja biatek NER upos$ledza naprawe uszkodzen zespolonych. W efekcie, rokowania
u pacjentow cierpiacych na schorzenia z tej grupy ocenia si¢ jako zle, a zgon nastepuje

najczesciej przez osiggnieciem 20 roku zycia.

3.5.1. Skora pergaminowa

Skoéra pergaminowa (XP, tac. xeroderma pigmentosum) jest rzadkim schorzeniem
dziedziczonym autosomalnie recesywnie, ktorego przyczyng jest dysfunkcja biatek
biorgcych udziat w szlaku NER. Wskutek tego zaburzony zostaje mechanizm naprawy
uszkodzen DNA powodowanych przez promieniowanie UV. Kumulacja uszkodzen
prowadzi do mutacji w genach supresorowych i protoonkogenach, dlatego tez u pacjentow
z XP wystepuje znacznie podwyzszone ryzyko rozwoju nowotwordw skory. Chorobe
w 1874 roku po raz pierwszy opisat Moritz Kaposi. W 1872 roku zastynat on opisujgc jako
pierwszy migsaka Kaposiego — rodzaj nowotworu skory kojarzonego gtdéwne z pé6znym
stadium objawowym zespotu nabytego braku odpornosci (AIDS, ang. acquired
immunodeficiency syndrome).

XP obejmuje 8 wariantow, a ich etiopatogeneza zalezy od miejsca wystgpienia mutacji
(Tabela 2). W wariantach A-G mutacje dotycza genow kodujacych biatka szlaku NER.
Natomiast w wariancie XPV (wariant XP, wariant V) przyczyna choroby jest odmienna.
Mutacja wrodzona znajduje si¢ w obrebie genu kodujacego polimeraze n (eta), a wige
biatko spoza szlaku NER. Enzym ten jest niezbedny komoérce w momencie wejscia w faze
S cyklu komoérkowego i odgrywa zasadniczg funkcj¢ w mechanizmie syntezy nici DNA
ponad miejscem uszkodzenia (TLS, ang. translesion synthesis). TLS odpowiada za

ograniczanie skutkow bledow w replikacji DNA. Zapobiega rowniez terminacji replikacji
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w obliczu uszkodzen nici, takich jak dimery TT, miejsca AP czy wigzania kowalencyjne
tworzace si¢ pomiedzy czasteczkami guaniny 1 tyminy w obrebie tej samej nici DNA (ang.
guanine-thymine intrastrand crosslinks). Mechanizm molekularny TLS polega na aktywacji
specyficznych polimeraz, np. polimerazy n (eta) lub { (zeta), po rozpoznaniu uszkodzenia
w trakcie procesu replikacji. Polimerazy te sa w stanie dobudowa¢ wiasciwy nukleotyd
w ni¢ DNA pomimo istnienia uszkodzenia w nici matrycowej. Gtéwnym czynnikiem
umozliwiajagcym aktywacje specyficznych polimeraz jest biatko PCNA. Peini ono funkcje
biatka szkieletowego — rdzenia kompleksu bialowego tworzonego wokdt nici matrycowe;.
W ten sposob PCNA odpowiada za rekrutacj¢ innych biatek do miejsca replikacji [94].

W badaniach in vivo na drozdzach z gatunku Saccharomyces cerevisiae udowodniono, ze
mozliwa jest prawidlowa synteza nici DNA podczas replikacji pomimo istnienia
uszkodzenia nici matrycowej w formie 8-oxodG. Zastosowanie polimetazy n pozwolito na
prawidtowe wbudowanie cytozyny na przeciwko 8-0xodG ze skuteczno$cig 94%, podczas

gdy w probie bez polimerazy n skutecznos¢ wynosita ponizej 40% [95].

Tabela 2. Charakterystyka wariantow Xeroderma Pigmentosum.

Wariant Mutacje genow Kodowane biatko
A (I, XPA) XPA XPA
B (11, XPB) XPB XPB (ERCC3)
C (11, XPC) XPC XPC
XPD XPD (ERCC2)
D (IV, XPD)
ERCC6 ERCCG6 (CSB)
E (V, XPE) DDB?2 DDB2
F (VI, XPF) ERCC4 ERCC4
RAD2 FEN1
G (VII, XPG)
ERCC5 ERCC5
V (XPV) POLH Polimeraza n

Przebieg XP charakteryzuje si¢ wystepowaniem silnych oparzen stonecznych juz po kilku
minutach przebywania na stoncu, piegdbw W miejscach narazonych na stonce, suchosci

skory oraz zmian w pigmentacji skory. Moga réowniez wystapi¢ problemy z ukladem
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nerwowym, takie jak utrata stuchu, staba koordynacja, utrata funkcji intelektualnych
i drgawki [96]. Powiktania obejmujg rozwdj nowotworéw skory, przy czym w okoto
polowie przypadkow choroba rozwija przed 10 rokiem Zycia bez podjetych dziatan
zapobiegawczych. Moze wystapi¢ wigksze ryzyko innych nowotwordw, takich jak rak
moézgu [97]. Ze wzgledu na charakter schorzenia, jego leczenie ogranicza si¢ do leczenia
objawowego 1 prewencyjnego, polegajacego miedzy innymi na unikaniu ekspozycji na
promieniowanie stoneczne, wczesnym stosowaniu terapii w kierunku nowotworow skory
oraz leczeniu dermatologicznym. Rokowania sg zle i choroba prowadzi do $mierci

najczesciej przed ukonczeniem 20 roku zycia [98], [99].

3.5.2. Zespot Cockayne’a

Zespot Cockayne’a (CS, ang. Cockayne syndrome) jest rzadkim zaburzeniem
neurodegeneracyjnym, dziedziczonym autosomalnie recesywnie. Objawia si¢ on
zaburzeniami wzrostu, uposledzeniem rozwoju ukladu nerwowego, nadmierng
wrazliwoscig na $wiatlo, zaburzeniami funkcjonowania narzadu wzroku oraz
przedwczesnym starzeniem si¢. Brak rozwoju i zaburzenia neurologiczne sa
podstawowymi kryteriami rozpoznania choroby, podczas gdy nadwrazliwo$¢ na $wiatlo,
utrata stuchu, nieprawidtowosci oczu 1 ubytki sg innymi bardzo powszechnymi cechami.
Ponadto wystapienie dysfunkcji wielonarzadowych moze by¢ zwigzane z grupa zaburzen
zwanych leukodystrofiami, ktore sg stanami charakteryzujacymi si¢ degradacja istoty biatej
w komorkach nerwowych. Chorobg po raz pierwszy opisat angielski lekarz i entomolog
Edward Alfred Cockayne w 1936 roku. W 1950 roku Mary M. Dingwall i Catherine
A. Neill opublikowali artykut poswigcony rodzenstwu cierpigcemu na CS. W swojej pracy
poréwnywali oni CS do zespo6t progerii Hutchinsona-Gilforda (HGPS, ang. Hutchinson-
Gilford progeria syndrome), ze wzgledu na szereg podobnych objawow, w tym
przedwczesne starzenie si¢ organizmu. Z tego wzgledu zespot Cockayne’a jest nazywany
réwniez zespotem Neilla-Dingwalla.

W przebiegu CS wyrdzniamy 4 podstawowe warianty: klasyczny wariant CSI (typ A), CSII
(typ B), CSIII (typ C) i XP-CS. Ten ostatni jest opisywany u pacjentdw z rownoczesnie
zdiagnozowanym XP [100]. Podstawg molekularng CS s3 mutacje w obrebie gendéw
kodujacych biatka ERCC6 i ERCCS, znanych rowniez jako CSA i CSB, ktore biorg udziat
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w transkrypcji DNA oraz w przebiegu szlaku TC-NER. W przeciwienstwie do XP, pacjenci
z CS nie sg narazeni na zwigkszone ryzyko rozwoju nowotworow i infekcji [100].

Ze wzgledu na brak skutecznej terapii, u pacjentdw cierpigcych na CS stosuje si¢ leczenie
objawowe, w tym zabiegi okulistyczne, diet¢ oraz ochron¢ skory przed $wiattem
stonecznym. Prewencja choroby ogranicza si¢ wykonywania badan genetycznych rodzicom
pacjentow, w tym badan prenatalnych ptodow, gdyz przezywalnos¢ zwykle nie przekracza
7 roku zycia w przypadku CSII lub 12 roku zycia w przypadku CSI. Jedynie pacjenci
cierpigcy na CSIII dozywaja dorostosci (40-50 lat) [100].

3.5.3. Trichotiodystrofia

Trichotiodystrofia (TTD, ang. trichothiodystrophy) jest chorobg dziedziczona autosomalnie
recesywnie, ktora charakteryzuje si¢ wystgpowaniem lamliwos$ci wloséw 1 paznokei,
uposledzenia umystowego, rybiej tuski, obnizonej ptodnos$cia i niskiego wzrostu pacjentow
[96]. Cecha szczegdlng jest wzor prazkowania ,,tygrysiego ogona” we wtosach, widoczny
pod mikroskopem w $wietle spolaryzowanym. Dodatkowo, okoto potowa 0sob cierpigcych
na TTD wykazuje objaw nadmiernej wrazliwo$ci na promieniowanie UV. W zwigzku z tym
istnieje podziat na cztery warianty choroby: dwa obejmujace nadwrazliwos¢ na $wiatto
(BIDS i PBIDS) oraz dwa nieobejmujace tej nadwrazliwosci (IBIDS i PIBIDS).
Wspodlczesna nomenklatura ogranicza si¢ jedynie do TTD-P (wariant u pacjentow
cierpigcych na nadwrazliwo$¢ na $wiatto) i TTD [101].

Fenotyp TTD jest powodowany przez mutacje wystgpujace w obrebie genow kodujacych
4 biatka: TTDN1, XPB, XPD i TTDA [101]. Biatka XPB, XPD i TTDA sg niezbedne do
prawidlowego przebiegu szlaku NER. Stanowiag one podjednostki czynnika
transkrypcyjnego TFIIH, ktory wykazuje aktywno$¢ helikazy DNA w przebiegu
rozpoznania uszkodzenia DNA i inicjacji NER. Dysfunkcja tych bialek objawia si¢
fenotypem TTD obejmujacym nadwrazliwo$¢ pacjentdw na swiatto. W przypadku biatka
TTDNI taka nadwrazliwo$¢ niewystepuje, a biatko to nie jest zaangazowane w zaden

mechanizm naprawy uszkodzen DNA.
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4. Dyskusja

4.1. Zastosowanie terapeutyczne tematyki poruszonej w czesci teoretycznej
Zainteresowanie srodowiska naukowego tematem uszkodzen zespolonych, w tym cdPus,
wynika przede wszystkim z ich negatywnego wptywu na ludzki genom. Jednoczesnie,
liczne badania niosg ze soba szereg odkry¢ o potencjalnie szerokich zastosowaniach we
wspotczesnej medycynie. Badania przeprowadzone na komorkach watroby i szkrzeli ryb
pozyskanych z regionéw o ré6znym stopniu zanieczyszczenia wod wskazuja na znaczne
réznice w zawartosci SCAA i ScdG w probach [10], [102]. Podobne rezultaty uzyskano
w badaniach tkanek malzy wytowionych z akwendéw wodnych o réznym stopniu
zanieczyszczenia [103]. Takie wyniki sugeruja mozliwos¢ stosowania cdPus jako
biomarkerow zanieczyszczenia S$rodowiska w prewencji rozwoju NOwWOtworow
U mieszkancéw roéznych regionéw s$wiata [104]. Ochrona ludzi przed negatywnym
wptywem czynnikéw srodowiskowych na genom, mogacym prowadzi¢ do indukcji cdPus,
nabiera szczegolnego znaczenia odkad wiadomo, ze uszkodzenia te akumulujg sie
w komoérkach wraz z uptywem czasu [105]. Swiadczy to o tym, ze z wickiem maleje
zdolnos¢ naturalnych systeméw naprawy DNA do skutecznego usuwania potencjalnie
mutagennych uszkodzen [105]. Szczegdlng cecha cdPus jest to, ze sg to czasteczki
relatywnie niewielkie, w odniesieniu do innych przyktadéw uszkodzen DNA [106]. Fakt
ten wptywa na ich wysoka stabilno$¢ — sg odporne na dalszy wptyw wolnych rodnikéw
i innych czynnikéw stresowych [105]. Taka wilasciwos¢é, w potgczeniu z niewielkg
efektywnoscig ich usuwania z genomu przez system NER, sprzyja ich akumulacji [107].
Promieniowanie jonizujace high-LET posiada wigkszy potencjat do indukcji uszkodzen
DNA w komorkach, takich jak CDL [52]. Obecno$¢ halogenowych pochodnych
pirymidyny (HP, ang. halogenated pyrimidines), np. bromodeoksyurydyny w DNA, moze
oddziatywa¢ jako czynnik ,,wychwytujacy” promieniowanie typu low-LET i powodowaé
powstawanie DSB. Jednocze$nie HP sa mniej efektywne w przypadku oddziatywania
promieniowania high-LET [108]. T¢ wtasciwo$¢ HP wykorzystuje si¢ obecnie w terapiach
przeciwnowotworowych inkorporujac ich czasteczki w DNA komorek guza, a takze
w terapiach przeciwwirusowych [109]. W nowoczesnej medycynie powoli zastgpuje sie

radioterapi¢ nowotworéw z uzyciem promieniowania rentgenowskiego [21] metodami

47



terapii z udzialem protonow lub jonow wegla, ktore charakteryzuja si¢ wyzszymi
warto$ciami wspotczynnika LET oraz wyzszymi warto$ciami wspotczynnika wzglednej
skutecznosci biologicznej (RBE, ang. relative biological effectiveness) [20], [22].
Wspotczynnik RBE  stuzy do okreslania skutecznosci oddziatywania danego

promieniowania na obiekt w odniesieniu do skuteczno$ci promieniowania rentgenowskiego
[22].

4.2. Wplyw obecnosci 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny i 5',8-cyklo-2'-
deoksyguanozyny w dsDNA na aktywnos¢ glikezylazy UDG i endonukleazy
hAPE1 wobec 2'-deoksyurydyny

4.2.1. Charakterystyka UDG

Glikozylaza DNA uracylowa (UDG, ang. uracil-DNA glycosylase) — glikozylaza
monofunkcyjna, posiadajaca tylko jedng aktywno$¢, polegajaca na hydrolizowaniu
wigzania N-glikozydowego pomigdzy reszta deoksyrybozy a czasteczka puryny lub
pirymidyny w DNA. W przypadku UDG, wycinaniu z helisy DNA ulega czasteczka
uracylu, ktora zostata wczesniej nieprawidtowo wiaczona w strukture nici DNA (ni¢
uszkodzona) i sparowana z czasteczka adeniny w nici komplementarnej. Obecnos¢ dU
w sekwencji DNA moze wynika¢ rowniez z konwersji cytozyny do uracylu.

Mechanizm reakcji UDG wobec dU jest nastepujacy. UDG wigze si¢ z podwdjng helisg
DNA i rozpoczyna ruch wzdtuz jej mniejszej szczeliny w poszukiwaniu czasteczek uracylu,
delikatnie kompresujac i1 zginajac ni¢. Za detekcje uracylu odpowiadaja konserwatywne
reszty aminokwasowe Tyr275 1 Arg276, ktore tworza wigzania wodorowe z atomami N3
kolejnych puryn. Po zlokalizowaniu uszkodzenia, enzym powoduje mocniejsze zgigcie
podwoajnej helisy DNA poziomu kata 45°, wykorzystujgc do tego celu trzy petle serynowo-
prolinowe (Ser-Pro loops). Takie wygigcie jest mozliwe dzigki skroceniu dystansu
pomiedzy resztami fosforanowymi a zlokalizowana czasteczka uracylu z 12 A do 8 A.
Nastepnie czgsteczka dU ulega przekreceniu na zewnatrz helisy, co wigze si¢ z uprzednim
zerwaniem wigzan wodorowych w parze U:A lub biednie sparowanej parze U:G. Za
prawidtowe umiejscowienie czasteczki uracylu w kieszeni katalitycznej enzymu

odpowiadaja reszty seryny w petlach Ser-Pro. Kontakt enzymu z helisa DNA jest mozliwy
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za posrednictwem petli pomiedzy B3 a a7 — w szczegolnosci dzigki obecnosci atomu wegla
C-a w Gly246 1 wigzania amidowego w Ser247. Powr6t czasteczki uracylu w jej pierwotne
potozenie blokuje wprowadzany w jej miejsce hydrofobowy tancuch boczny Leu272
(Leul91 u E. coli). Funkcjg katalityczng peini Asp145. Po zwigzaniu si¢ czasteczki uracylu
z UDG nastegpuje przeniesienie elektronu z atomu tlenu O4' deoksyrybozy na atom tlenu
O2 uracylu, uktad ten jest stabilizowany przez His268 (His 187 u E. coli). Za zakonczenie
hydrolizy wigzania N-glikozydowego odpowiada stabo nukleofilowa czasteczka wody.
Czasteczka uracylu zostaje uwolniona, pozostawiajgc miejsce AP w podwojnej helisie
DNA [110], [111]. Rysunek 10 przedstawia schemat mechanizmu reakcji hydrolizy
katalizowanej przez UDG. Rysunek 11 przedstawia struktur¢ chemiczng miejsca
aktywnego UDG.

Material badawczy stanowita izoforma enzymu katalizujaca reakcje zar6wno w obecnosci
DNA jednoniciowego, jak i dwuniciowego. Enzym zostat zakupiony w firmie New England
Biolabs. Produkt komercyjny zostal wytworzony i wyizolowany metodami inZzynierii
genetycznej z bakterii Escherichia coli, u korych jest kodowany przez gen UNG. Ludzka
izoforma UDG1 wystepuje w mitochondrium, UDG2 w jadrze komorkowym. Tabela

3 przedstawia najwazniejsze informacje dotyczace klasyfikacji i budowy enzymu.
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Rysunek 10. Mechanizm reakcji enzymatycznej katalizowanej przez UDG. W pierwszym etapie
wida¢ hyrdolize wigzania C1'-N9 w czasteczce dU, co skutkuje uwolnieniem czasteczki uracylu.
Widoczne potaczenia w postaci wigzan wodorowych pomiedzy DNA a resztami aminokwasowymi
w strukturze biatka: Cys157, Asn204, GInl44, Aspl45, Prol46, His148 i His268. Rusynek
zaadoptowatem wg. Schormann N. 2014 [112].
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Rysunek 11. Struktura potaczenia miejsca aktywnego ludzkiej czasteczki UDG (kolor purpurowy)
z fragmentem dsDNA zawierajgcym miejsce AP. Nici dsDNA zaznaczono kolorem
ciemnozielonym (ni¢ uszkodzona) oraz bragzowym (ni¢ komplementarna). Kolorem
pomaranczowym zaznaczono atomy fosforu wchodzace w sktad kolejnych nukleotydow.
W centralnej czesci rysunku zaznaczono czasteczke 2'-deoksyrybozy, pozostala po hydrolizie
wigzania C1'-N9 w czasteczce dU. Jest ona zwrdcona w kierunku wnetrza miejsca aktywnego UDG,
w przeciwienstwie do dwoch nieuszkodzonych sasiednich nukleozydéw: 2'-dA (powyzej) oraz 2'-
dT (ponizej). Reszty aminokwasowe Leu272, Tyr275 i Arg276 sa wskazano bez widocznych
struktur ze wzgledu na wigkszg odlegto$¢ od centrum rysunku. Rysunek wykonatem na podstawie
pozycji w bibliotece Protein Data Bank o numerze 2SSP.

4.2.2. Charakterystyka hAPE1

Apurynowa/apirymidynowa (AP) endonukleaza 1 (APE1, ang. apurynic/apyrimidinic (AP)
endonuclease 1), EC 4.2.99.18. W organizmie cztowicka wystepuja dwie endonukleazy AP
— APE1 i APE2. APEI1 odpowiada za okoto 95% aktywnosci w komodrkach. Ludzka AP
endonukleaza 1, oznaczana jako hAPE1l (ang. human apurynic/apyrimidinic (AP)
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endonuclease 1) posiada swoj analog w komoérkach drozdzy (m. in. S. cerevisiae i S. pombe)

oznaczany jako APN1 (analogicznie APE2 posiada analog o nazwie APN2). APE1 i APE2

naleza do klasy I endonukleaz AP, ktore hydrolizujg wigzanie fosfodiestrowe po stronie

3'od miejsca AP za pomoca mechanizmu beta-liazy, pozostawiajac S'-fosforan

I nienasycong reszt¢ aldehydowa na koncu 3' nici. Endonukleazy klasy II hydrolizuja

wigzanie fosfodiestowe po stronie 5' od miejsca AP, pozostawiajac koniec 3'-hydroksylowy

oraz 5'-deoksyrybozofosforan. Endonukleazy klasy III i IV pozostawiaja wolne konce

w postaci 3'-fosforanu i 5'-OH.

Tabela 3. Charakterystyka UDG.

Informacje podstawowe

Nazwa Glikozylaza DNA uracylowa
Numer EC 3.2.2.27 (substrat: dSDNA), 3.2.2.28 (substraty: sSDNA i dsDNA)
Klasa 3 — hydrolazy
Podklasa 3.2 - glikozylazy
Podpodklasa 3.2.2. — glikozylazy hydrolizujace wigzanie N-glikozydowe
Informacje dodatkowe
Organizm Oznaczenie Gen Dhugosé [aa] | Masa [Da] Kod
Cztowiek UDG1 UDG1 304 33924 P13051-2
(Homo sapiens) UDG2 UDG2 313 34645 P13051-1
Mysz domowa
UDG UNG 306 33926 P97931
(Mus musculus)
Drozdze Saccharomyces
. UDG UNG1 359 40471 P12887
cerevisiae ATCC 204508
Bakterie
o ) UDG UNG 229 25693 P12295
Escherichia coli K12
Danio pregowany
] ) UDG UNG 291 32345 Q7zVvD1
(Brachydanio rerio)
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Chociaz enzym ten przede wszystkim wystepuje w jadrze komorkowym, jest to biatko
jadrowo-cytoplazmatyczne. W zaleznosci od aktualnego statnu fizjologicznego komorki
moze by¢ obecne w réznych jej elementach, np. w mitochondriach, a nawet w przestrzeni
miedzykomorkowej. Za lokalizacje APE1 odpowiada migdzy innymi biako nukleofosmina
1 (NPML1, ang. nucleophosmin 1), z ktérym APE1 laczy si¢ za posrednictwem swojego N-
konca. Koniec ten odpowiada réwnez za interakcje z biatkiem XRCC1 w przbiegu szlaku
naprawy BER. N-koniec APE1 stanowi sekwencja 61 aminokwaséw, z ktorych pierwsze
35 (patrzac od strony N-konca) jest fragmentem konserwatywnym dla ssakow, bogatym
w reszty lizyny. Uznaje si¢, ze fragment N-koncowy APELl odpowiada za regulacje
lokalizacji i aktywnosci enzymu, a takze za jego obrobke postranslacyjng [65], [113].
APE1 nalezy do klasy enzymow wykorzystujacych pojedynczy atom metalu II-
wartosciowego jako kofaktora katalizowanej reakcji enzymatycznej. Zazwyczaj jest nim
magnez w postaci kationu Mg?*. Enzym hydrolizuje wigzanie fosfodiestrowe po stronie
5'wzgledem miejsca AP, pozostawiajac SSB zawierajace koniec 3'-OH oraz 5'-fosforan
deoksyrybozy. W przypadku hAPE1, reszty aminokwasowe bioragce udzial w mechanizmie
reakcji to Tyr171, Asp210, Asn212 1 His309. Dodatkowo, w stabilizacji kofaktora biorg
udziat Asp70 i Glu96. Za specyficzno$¢ substratowg odpowiadajg Phe266 i Trp280. W celu
detekcji uszkodzenia, enzym ustawia si¢ w taki sposob, aby wprowadzi¢ petle swojej
struktury w mniejszg 1 wigkszg szczeling podwojnej helisy DNA, a nast¢pnie “porusza si¢”
wzdhuz niej. Zwigzanie enzymu z substratem jest mozliwe dzigki atakowi nukleofilowemu
atomu tlenu z czasteczki wody stabilizowanej przez Asp210 i Asn212, na atom fosforu
konca 5' miejsca AP. Jeden atom Mg?*, koordynowany przez Asp70 i Glu96, oraz jedna
czasteczka wody sa niezbedne do katalizy reakcji i pomagaja stabilizowa¢ produkty
przejsciowe reakcji [65], [114]-[118]. Rysunek 12 przedstawia schemat mechanizmu
reakcji hydrolizy katalizowanej przez hAPEL. Rysunek 13 przedstawia strukture chemiczng
miejsca aktywnego hAPEL.

APEL1 jest enzymem odpowiedzialnym za hydroliz¢ miejsc AP w komorkach, przez co
stanowi on gltowny enzym systemu BER. Niestety wysoka naturalna aktywnos$¢ tego
enzymu czesto prowadzi do powstawania SSB 1 DSB w nastepstwie naprawy uszkodzen
izolowanych przez BER w bliskiej odleglosci od innych uszkodzen. Stwierdzono, Ze

w przypadku zwigkszonej ekspresji genu kodujacego APE1 dochodzi do niestabilnos$ci
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genomu ze wzgledu na wysokg czestos¢ powstawania SSB 1 DSB. Nadekspresja APE1
stwierdzona jest rowniez w przypadku komoérek nowotworowych [29]. APE1 jest jedynym
znanym biatkiem mechanizmdéw naprawy DNA zdolnym do regulacji innych biatek przez
reakcje redoks. Udowodniono, ze reszty cysteiny 65, 93 i 99 odpowiadaja za dziatanie
redoks tego enzymu. Biatkami regulowanymi przez APE1 moga by¢ wszystkie gldwne
biatka odpowiedzi na stres oksydacyjny mitochondridow, czyli NF-xB, HIF-1a, p53 1 NRF2
[116]. APE1l jest zdolne do translokacji do wng¢trza mitochondriéw w stanach
wymagajacych odpowiedzi antyoksydacyjnej, co potwierdza rol¢ tego biatka w regulacji
naprawy DNA, transkrypcji waznych genoéw i utrzymania integralnosci mtDNA [82].
Dowiedziono rowniez, ze APE]l moze odpowiada¢ za regulacj¢ wigzania si¢ czynnikéw
transkrypcyjnych z DNA — na przyklad NF-xB i AP-1 (ang. activation protein 1).
Mechanizm ten polega na przytaczaniu si¢ duzej ilosci czasteczek APE1 do nici DNA, co

skutkuje zmianami struktury przestrzennej podwojnej helisy DNA [113].

DNA - DNA
o (e} O O o) Mg
S Mg Mg _J
-0 e
(0] | [o) H-O \
I E . \ HO H
\ °A D HO
H \ _—-0 H —~0
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oV o —_— 0 = o
\ :o: i ;0: D i())
i C—OH
- C—OH /
c—oO D210 o)
5 o‘_ﬁﬂ D210 OLLL‘ £
DNA DNA DNA

Rysunek 12. Mechanizm hydrolizy miejsca AP przez enzym hAPE1l przedstawiony
z uwzglednieniem fragmentu nici uszkodzonej. Zaznaczono obecno$¢ reszty aminokwasowej
Asp210, zaangazowanej w atak nukleofilowy atomu tlenu z czasteczki wody (kolor pomaranczowy)
na atom fosforu konca 5' miejsca AP (lewa strona rysunku). Produkt reakcji stanowi SSB z wolnymi
koncami 3'-OH oraz 5'-fosforanu, widoczne po prawej stronie rysunku. Rysunek zaadoptowatem
wg. Aboelnga M. M. 2019 [114].
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His309

Phe266

Rysunek 13. Struktura miejsca aktywnego hAPE1 (kolor ciemnozielony) zwiazanego z miejscem
AP w dsDNA. Koniec 5" miejsca AP zaznaczono kolorem czerwonym z widocznym atomem fosforu
(kolor pomaranczowy). Koniec 3' miejsca AP zaznaczono kolorem jasnozielonym z widocznym
pierscieniem 2'-dC. Ni¢ komplementarng zaznaczono kolorem bragzowym. W centrum rysunku
znajdujg sie zaznaczone kolorem jasnozielonym kationy Mg?*, stabilizowane przez reszty
aminokwasowe Asn68, Asp70 i Glu96. Rysunek wykonatem na podstawie pozycji w bibliotece
Protein Data Bank o numerze 4IEM. Kolor czerwony: 5'-fosforan, kolor zielony: 3'-OH w 2'-
deoksycytydynie. Kolor jasnozielony: jony magnezu.

Materiat badawczy zostat zakupiony w firmie New England Biolabs. Produkt komercyjny
zostal wytworzony oraz wyizolowany metodami inzynierii genetycznej z bakterii
Escherichia coli, u ktorych jest kodowany przez gen APE1l. Tabela 4 przedstawia

najwazniejsze informacje dotyczace klasyfikacji 1 budowy enzymu.
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Tabela 4. Charakterystyka hAPE1.

Informacje podstawowe
Nazwa Apurynowa/apirymidynowa (AP) endonukleaza 1
Numer EC 4.2.99.18
Klasa 4 — liazy
Podklasa 4.2 — liazy wegiel-tlen
Podpodklasa 4.2.99 — inne liazy wegiel-tlen

Informacje dodatkowe
Organizm Oznaczenie Gen Dhugosé [aa] | Masa [Da] Kod
Cztowiek hAPE1 APEX1 318 35555 P27695
(Homo sapiens) hAPE2 APEX?2 518 57401 QouBz4
Mysz domowa APE1 APEX1 317 35490 P28352
(Mus musculus) APE2 APEX2 516 57340 Q68G58
Drozdze Saccharomyces APN1 APN1 367 41439 P22936
cerevisiae ATCC 204508 APN?2 APN2 520 59445 P38207

4.2.3. Wyniki — wphw obecnosci 5'8-cyklo-2'-deoksyadenozyny i 5',8-cyklo-2'-

deoksyguanozyny w dsDNA na aktywnosé glikozylazy UDG i endonukleazy hAPE1

wobec 2'-deoksyurydyny
W pierwszej czesci swojej pracy badawczej okreslatem wplyw cdPus na aktywno$¢
enzyméw UDG i hAPEL. Do tego celu wykorzystatem substraty w postaci dwuniciowych
oligonukleotydoéw o dtugosci 40 par zasad. Substraty zostaty zaprojektowane w taki sposob,
ze uszkodzenia znajdowaty si¢ tylko w obrebie jednej nici, a ni¢ komplementarna byta
zbudowana prawidtowo (Rysunek 14, Tabela 5). Oprocz uszkodzen w formie cdPus, nici
uzkodzone posiadaly w swojej sekwencji czgsteczki 2'-deoksyurydyny (dU). Stanowig one
dobrze opisany i szeroko stosowany w pracach badawczych substrat dla UDG oraz
prekursor do tworzenia miejsc AP i SSB [67]. Postep reakcji okreslalem poprzez analizg
wynikow elektroforezy w denaturujagcym zelu poliakrylamidowym (PAGE) o stezeniu 15%
lub 20%, utrwalanych na kliszach rentgenowskich metoda autoradiografii. Wyniki PAGE
miaty posta¢ ciemnych prazkow, ktorych potozenie na kliszy zalezato od rozmiardéw

odpowiadajacych im produktu reakcji enzymatycznej. Szczegétowe informacje dotyczace
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rozdziatu elektroforetycznego mieszaniny produktow reakcji enzymatycznych znajdujg si¢
w cze$ci doswiadczalnej niniejszej pracy (Punkt 5.6).

Badajac aktywnos¢ enzymow UDG 1 hAPEI uzyskiwalem trzy rodzaje produktow. Nici
nienaruszone posiadaty dtugosé¢ 40 nukleotydow, nici rozcigte w miejscu dU(+5) posiadaty
dhlugos¢ 28 nukleotydow, a nici rozcigte w miejscu dU(-5) posiadaty dlugos¢ 18
nukleotydéw. W przypadku nici posiadajacych w swojej sekwencji dwie czasteczki dU
(oznaczanych jako dU(-5)(+5)) obserwowatem produkt posredni reakcji o dlugosci 28
nukleotydow, powstaty w wyniku rozciecia nici w miejscu dU(+5). Produkt posredni
zanikal wraz z postepem reakcji na korzy$¢ fragmentu o dhlugosci 18 nukleotydow,
stanowigcego efekt rozcigcia nici w miejscu dU(-5).

Zastosowanie mieszaniny enzymoéw UDG i APEL pozwolito pomingé¢ etap oczyszczania
produktéw posrednich, mogacy wptyna¢ na wyniki doswiadczen. W eksperymentach
majacych na celu okreslenie aktywnosci UDG stosowatem nadmiar hAPEL (0.5 U hAPE1
oraz 0.02 U UDG). Dzigki temu miejca AP powstajace w wyniku dziatania UDG byty
natychmiast degradowane do SSB przez hAPE1 i nie zaktocaty obrazu wynikow reakcji.
W eksperymentach majacych na celu okreslenie aktywnosci hAPE1 stosowalem nadmiar
UDG (0.5 U UDG oraz 0.02 U hAPE1). Dzigki temu dochodzito do natychmiastowego
tworzenia si¢ miejsc AP i aktywno$¢ hAPE] mogta by¢ obserwowana bez opodzZnienia.
Natychmiastowe tworzenie si¢ miejsc AP w probach z nadmiarem UDG jest widoczne jako
roznica w potozeniu prazkow odpowiadajacych czasom reakcji 0 minut oraz 1 minuta. Po
wycieciu uracylu przez UDG ze struktury substratu, produkt charakteryzuje si¢ nizsza masa
czasteczkowa 1 migruje w zelu poliakrylamidowym minimalnie szybciej niz nié
nienaruszona, co przeklada si¢ na obserwowana roéznice¢ w potozeniu prazkow

odpowiadajacym oligonukleotydom.
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Tabela 5. Charakterystyka materialu badawczego w postaci oligonukleotydow stosowanych do
okreslenia aktywnosci enzymow UDG i1 hAPEL.

Oligonukleotyd Warto$é OD | Objetosé [pl] 0,1 OD [ul] 0,12 OD []
Matrix SA 272 1000 441
Matrix SA-A 12,6 1000 9,52
Matrix SG 30,0 1000 4,00
Matrix SG-A 13,6 1000 8,82
duo 47,9 1000 2,09
dU(-5)(+5)dA 28,2 1000 3,55
dU(-5)ScdA 245 1000 4,08
dU(+5)ScdA 22,6 1000 4,42
dU(-5)(+5)ScdA 225 1000 4,44
dU(-5)RcdA 22,0 1000 4,55
dU(+5)RcdA 25,0 1000 4,00
dU(-5)(+5)RcdA 26,2 1000 3,82
dU(-5)ScdG 18,6 1000 5,38
dU(+5)ScdG 11,0 1000 9,09
dU(-5)(+5)ScdG 9,6 1000 10,42
dU(-5)RcdG 2,0 100 5,00
dU(+5)RcdG 1,3 100 7,69
dU(-5)(+5)RcdG 2,2 100 4,55
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Rysunek 14. Sekwencje oligonukleotydéw zaprojektowanych w celu okreslenia wptywu cdPus na aktywnos$¢ enzymow UDG i hAPEL.



4.2.3.1.  Aktywnos¢ UDG i hAPEI wobec 2'-deoksyurydyny

Punkt odniesienia do dalszych eksperymentow stanowity proby kontrolne dla aktywnos$ci
enzymow UDG 1 hAPEIl, przeprwadzone z wykorzystaniem oligonukleotydow
zawierajacych uszkodzenia dUO oraz dU(-5)(+5)dA). Badajac kontrolng aktywno$é
enzymu UDG odnotowatem, ze dla pojedynczej czasteczki uracylu 50% wydajnosci reakcji
nastepuje po 20 minutach, a 100% po 35 minutach reakcji. Obecnos¢ drugiej czasteczki dU
w nici nie wptyneta na aktywnos¢ UDG. Chociaz w obu przypadkach efekt hydrolizy byt
widoczny juz po 5 minutach, uzyskanie 100% wydajnos$ci reakcji wymagato 35 minut.
Efektywnos¢ hydrolizy powstatych miejsc AP przez hAPE1 byla wyzsza w przypadku nici
zawierajacej dwie czasteczki dU (50% substratu rozciete po 30 minutach,100% po 90
minutach), niz w przypadku dUO0 (50% po 60 minutach, 100% po 120 minutach).

4.2.3.2. Wphw obecnosci (5'S)-5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny (ScdA) w dsDNA na
aktywnosé enzymow UDG 1 hAPEL wobec 2'-deoksyurydyny

Pojedyncza czasteczka uracylu w nici dU(+5)ScdA byta wycinana przez UDG szybciej niz
w przypadku kontroli. Jednakze, wobec nici dU(—5)ScdA aktywnos¢ UDG byta nizsza.
Podobne wyniki uzyskano dla hAPE1. Poréwnujac ze soba ni¢ kontrolng oraz ni¢ badang
zawierajagca dwie czasteczki dU, aktywno$¢ obu enzymow wzrosta dla nici
dU(=5)(+5)ScdA o0 10%. Wycigcie uracylu przez UDG nastgpito na poziomie 50%
substratu w podobnych czasach reakcji (10 minut dla dU(—5)(+5)dA oraz 15 minut dla
dU(—5)(+5)ScdA), ale maksymalna aktywno$¢ UDG osiagneta 90% po 50 minutach dla
dU(=5)(+5)dA oraz 97% po 35 min dla dU(—5)(+5)ScdA. W przypadku hAPEL, hydroliza
miejsc AP w substracie dU(—5)(+5)ScdA osiagneta 50% wydajnosci po 15 minutach,
a poziom maksymalny 95% po 60 minutach. W przyapadku kontroli, podobng wydajno$¢
reakcji hydrolizy uzyskano po odpowiednio 30 i 90 minutach (Rysunek 15, 16).

4.2.3.3.  Wplw obecnosci (5'R)-5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny (RcdA) w dsDNA na
aktywnos¢ enzymow UDG i hAPE1 wobec 2'-deoksyurydyny

W przypadku RcdA, obydwa enzymy wykazaly wyzszg aktywno$¢ w porownaniu do prob

kontrolnych. Ponadto, dla substratow zawierajacych pojedyncza czasteczke dU

(dU(—=5)RcdA oraz dU(+5)RcdA), kinetyka reakcji wygladata inaczej niz dla substratow



zawierajacych ScdA. Czasteczka uracylu w pozycji -5 byla wycinana szybciej niz w pozycji
+5. 50% postepu reakcji uzyskano po okoto 10 minutach, osiggajac 97% po 35 minutach
dla dU(—5)RcdA, w poréwnaniu z 89% po 40 minutach dla dU(+5)RcdA (Rysunek 17, 18).
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Rysunek 15. Kinetyka reakcji 0,02 U UDG i 0,5 U hAPE1 wobec dsDNA zawierajacych w swojej
sekwencji dU i ScdA — dU(-5)ScdA (A, B), dU(+5)ScdA (C, D), dU(-5)(+5)ScdA (E, F). (A, C, E)
autoradiogramy przedstawiajace 14 toréw kazdy, odpowiadajace czasom reakeji 0, 1, 5, 10, 15, 20,
25,30, 35, 40, 45, 50, 55 1 60 minut, poczawszy od lewej strony. (B, D, F) wykresy przedstawiajace
spadek ilosci substratu (kolor niebieski), wzrost ilosci produktu (kolor pomaranczowy) oraz
zawarto$¢ produktu posredniego (kolor szary).
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Rysunek 16. Kinetyka reakcji 0,5 U UDG i 0,02 U hAPE1 wobec dsDNA zawierajacych w swojej
sekwencji dU i ScdA — dU(-5)ScdA (A, B), dU(+5)ScdA (C, D), dU(-5)(+5)ScdA (E, F). (A, C, E)
autoradiogramy przedstawiajace 13 torow kazdy, odpowiadajace czasom reakeji 0, 1, 5, 10, 15, 20,
25,30, 60, 90, 120, 150 i 180 minut, poczawszy od lewej strony. (B, D, F) wykresy przedstawiajace
spadek ilosci substratu (kolor niebieski) oraz wzrost ilosci produktu (kolor pomaranczowy).

Dla czasteczek dU znajdujacych sie po stronie grupy 5'-hydroksylowej od cdPus, catkowite

ich wyciecie przez UDG wymagato czasu 45 minut dla SCdA oraz 35 minut dla RedA. Jezeli

dU znajdowato si¢ po drugiej stronie uszkodzenia, 100% wydajnos$ci reakcji obserwowatem

po 40 minutach dla obu diastereoizomeréw. Podobne wyniki uzyskatem dla hAPE]L.

Wydajnos¢ reakcji hydrolizy miejsc AP na poziomie 50% uzyskalem w krotszym czasie
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dla oligonukleotydéw zawierajacych dU(—5)RcdA niz dU(—5)ScdA (odpowiednio po
uptywie 10 min. oraz 30 min.). Jednakze, dla substratow zawierajagcych dU(+5) nie

stwierdzitem réznicy w szybkosci reakcji (Rysunek 17, 18).
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Rysunek 17. Kinetyka reakcji 0,02 U UDG i 0,5 U hAPE1 wobec dsDNA zawierajacych w swojej
sekwencji dU i RcdA — dU(-5)RcdA (A, B), dU(+5)RcdA (C, D), dU(-5)(+5)RcdA (E, F). (A, C,
E) autoradiogramy przedstawiajace 14 torow kazdy, odpowiadajace czasom reakcji 0, 1, 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 1 60 minut, poczawszy od lewej strony. (B, D, F) wykresy
przedstawiajace spadek ilosci substratu (kolor niebieski), wzrost ilosci produktu (kolor
pomaranczowy) oraz zawarto$¢ produktu posredniego (kolor szary).
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Ponadto, w przypadku dU(-5)(+5)RcdA, aktywnos¢ UDG i hAPEl byla nizsza niz dla
dU(=5)(+5)ScdA. Jednoczesnie, substrat dU(—5)(+5)RcdA byt jedynym, dla ktorego aktywnos¢
obu enzymow byta nizsza niz w przypadku proby kontrolnej (dU(—5)(+5)dA) (Rysunek 17, 18).
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Rysunek 18. Kinetyka reakcji 0,5 U UDG i 0,02 U hAPE1 wobec dsDNA zawierajacych w swojej
sekwencji dU i RcdA — dU(-5)RcdA (A, B), dU(+5)RcdA (C, D), dU(-5)(+5)RcdA (E, F). (A, C,
E) autoradiogramy przedstawiajace 13 torow kazdy, odpowiadajace czasom reakeji 0, 1, 5, 10, 15,
20, 25, 30, 60, 90, 120, 150 i 180 minut, poczawszy od lewej strony. (B, D, F) wykresy
przedstawiajgce spadek ilosci substratu (kolor niebieski) oraz wzrost ilosci produktu (kolor
pomaranczowy).
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Rysunek 19. Kinetyka reakcji 0,02 U UDG i 0,5 U hAPE1 wobec dsDNA zawierajacych w swojej
sekwencji dU i ScdG — dU(-5)ScdG (A, B), dU(+5)ScdG (C, D), dU(-5)(+5)ScdG (E, F). (A, C, E)
autoradiogramy przedstawiajace 14 torow kazdy, odpowiadajace czasom reakeiji 0, 1, 5, 10, 15, 20,
25,30, 35, 40, 45, 50, 55 1 60 minut, poczawszy od lewej strony. (B, D, F) wykresy przedstawiajace
spadek ilosci substratu (kolor niebieski), wzrost ilosci produktu (kolor pomaranczowy) oraz
zawarto$¢ produktu posredniego (kolor szary).

4.23.4. Wplw obecnosci (5'S)-5',8-cyklo-2'-deoksyguanozyny (ScdG) w dsDNA na
aktywnos¢ enzymow UDG i hAPE1 wobec 2'-deoksyurydyny

Dla substratow zawierajacych uszkodzenia w postaci dU i ScdG, aktywnos$¢ UDG oraz

hAPEI byta podobna jak w przypadku substratow zawierajacych uszkodzenia dU i RcdA.

Czasteczki uracylu zlokalizowane po stronie konca 5' (pozycja +5) byly usuwane szybciej,
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co stwierdzono rowniez wczesniej dla substratow zawierajagcych w swojej sekwencji
czasteczki ScdA. Poziom 50% wydajnosci reakcji hydrolizy osiggnieto po 10 minutach dla
dU(+5)ScdG oraz po 15 minutach dla dU(—5)ScdG (Rysunek 19, 20).
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Rysunek 20. Kinetyka reakcji 0,5 U UDG i 0,02 U hAPE1 wobec dsDNA zawierajacych w swojej
sekwencji dU i ScdG — dU(-5)ScdG (A, B), dU(+5)ScdG (C, D), dU(-5)(+5)ScdG (E, F). (A, C, E)
autoradiogramy przedstawiajace 13 torow kazdy, odpowiadajace czasom reakcji 0, 1, 5, 10, 15, 20,
25,30, 60, 90, 120, 150 i 180 minut, poczawszy od lewej strony. (B, D, F) wykresy przedstawiajace
spadek ilosci substratu (kolor niebieski) oraz wzrost ilosci produktu (kolor pomaranczowy).

Ponadto, szybkos¢ postepu tej reakcji dla dU(—5)(+5)ScdG byta podobna do obserwowanej dla
dU(—5)(+5)ScdA, ale nie dla dU(—5)(+5)RcdA, co bylo szczegdlnie widoczne porownujgc wyniki
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aktywnosci UDG. Postep reakcji dla oligonukleotydu dU(—5)(+5)ScdG osiagnat poziom 95% po
50 minutach (aktywno$¢ UDG) oraz 99% po 90 minutach (aktywnos¢ hAPE1), w poréwnaniu do

substratu dU(—5)(+5)RcdA (odpowiednio 76% po 55 minutach oraz 96% po 150 minutach
(Rysunek 19, 20).
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Rysunek 21. Kinetyka reakcji 0,02 U UDG i 0,5 U hAPE1 wobec dsDNA zawierajacych w swojej
sekwencji dU i RedG — dU(-5)RcdG (A, B), dU(+5)RcdG (C, D), dU(-5)(+5)RcdG (E, F). (A, C,
E) autoradiogramy przedstawiajace 14 torow kazdy, odpowiadajace czasom reakcji 0, 1, 5, 10, 15,
20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 1 60 minut, poczawszy od lewej strony. (B, D, F) wykresy
przedstawiajace spadek ilosci substratu (kolor niebieski), wzrost ilosci produktu (kolor
pomaranczowy) oraz zawarto$¢ produktu posredniego (kolor szary).
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Rysunek 22. Kinetyka reakcji 0,5 U UDG 10,02 U hAPE1 wobec dsDNA zawierajacych w swojej
sekwencji dU i ScdA — dU(-5)RcdG (A, B), dU(+5)RcdG (C, D), dU(-5)(+5)RcdG (E, F). (A, C,
E) autoradiogramy przedstawiajace 13 torow kazdy, odpowiadajace czasom reakcji 0, 1, 5, 10, 15,
20, 25, 30, 60, 90, 120, 150 i 180 minut, poczawszy od lewej strony. (B, D, F) wykresy
przedstawiajace spadek ilosci substratu (kolor niebieski) oraz wzrost ilosci produktu (kolor
pomaranczowy).

4.2.35.  Wphw obecnosci (5'R)-5',8-cyklo-2'-deoksyguanozyny (RcdG) w dsDNA na
aktywnosé enzymow UDG i hAPE1 wobec 2'-deoksyurydyny

Obecnos$¢ uszkodzenia w postaci RedG wplyneta na aktywnos$¢ obu enzymoéw w innym

stopniu niz obecno$¢ RcdA. Ponadto, aktywno$¢ obu enzymow wobec substratow

zawierajacych pojedynczg czasteczke dU byla nizsza w przypadku obecnosci uszkodzenia
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RcdG niz uszkodzenia ScdG. Jedyny wyjatek stanowit substrat w postaci dU(+5)RcdG —
maksymalny postep reakcji dla UDG uzyskano po 30 minutach, w poré6wnaniu do 35 minut
dla dU(+5)ScdG. 50% aktywnosci UDG wobec dU(=5)ScdG i dU(+5)ScdG
zaobserwowalem odpowiednio po 15 minutach i 10 minutach, w poréwnaniu do
odpowiednio 20 minut i 10 minut reakcji dla substratow zawierajacych RcdG. Aktywno$¢
hAPE1 réwniez byla rdézna dla poszczegdlnych diastreoizomerow cdPus w niciach
zawierajacych pojedynczg czaseczke¢ dU. Hydroliza miejsc AP dla dU(-5)ScdG
I dU(+5)ScdG osiaggneta po 20 minutach poziom opowiednio 42% oraz 62% wydajnosci
reakcji. W przypadku substratoéw dU(—5)RcdG i dU(+5)RcdG, warto$ci te wynosity po 20
minutach odpowiednio 30% i 40%. Wyniki te sa odwrotne do uzyskanych dla uszkodzenia
cdA, gdzie aktywno$¢ obu enzymdéw byta wyzsza wobec substratow zawierajgcych
diastereoizomer 5R. Pomimo tego, trend obserwowany dla oligonukleotydow
zawierajacych ScdA i ScdG, polegajacy na szybszym wycinaniu czasteczki uracylu
zlokalizowanej w kierunku konca 5' nici podlegajacej naprawie (pozycja +5) zostat

utrzymany rowniez dla RcdG (Rysunek 21, 22).

4.2.4. Wnioski — wphyw obecnosci 5'8-cyklo-2'-deoksyadenozyny i 5',8-cyklo-2'-
deoksyguanozyny w dsDNA na aktywnos¢ glikozylazy UDG i endonukleazy hAPE1
wobec 2'-deoksyurydyny

Wyniki uzyskane w ramach pierwszej czesci przeprowadzonych prac badawczych

pozwolity na sformutowanie nastgpujacych wnioskow. Jezeli substrat oligonukleotydowy

zawiera w swojej sekwencji jedng lub dwie czasteczki dU, znajdujace si¢ w pozycjach -5

oraz/lub +5 nukleotydow wzgledem cdPus, to:

e aktywnos¢ enzymow UDG i hAPE1 wobec czasteczek dU jest wyzsza niz w przypadku
substratu oligonukleotydowego niezawierajacego cdPus (proba kontrolna);

e wzrost aktywnos$ci enzymow UDG 1 hAPE1 wobec czasteczek dU jest wyzszy jezeli
cdPus wystegpuje w postaci izomerow 5'S-cdG i 5'R-cdA niz w przypadku 5'R-cdG i 5'S-
CdA;

e aktywnos¢ enzymoéw UDG 1 hAPE1 jest wyzsza wobec czasteczek dU znajdujacych si¢
w pozycji +5 nukleotydow wzgledem cdPus, a wiec blizej konca 3' nici uszkodzone;j.

Obreswacjg t¢ potwierdzitem dla oligonukleotydéw zawierajacych cdPus w postaci 5'S-
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cdA, 5'S-cdG i 5'R-cdG. Wyjatkiem jest dsSDNA zawierajace uszkodzenie w postaci 5'R-
cdA — w tym przypadku aktywnos$¢ enzymow UDG i hAPE1 jest wyzsza wzgledem

czasteczki dU znajdujacej sie blizej kosca 5' nici uszkodzonej.

4.3. Wplyw obecnosci 5',8-cyklo-2'-deoksyguanozyny w dsDNA na aktywnos$é
glikozylaz OGGL1 i FPG wobec 7,8-dihydro-8-oksoguaniny

4.3.1. Charakterystyka OGG1

Glikozylaza 8-oksoguaninowa 1 (OGG1) jest to glikozylaza dwufunkcyjna o aktywnosci
liazy-AP, dziatajaca zgodnie z mechanizmem beta eliminacji. OGG1 odpowiada usuwanie
8-0xodG i FapyG z podwojnej helisy DNA, z dalszg hydroliza miejsca AP i wytworzeniem
SSB. Enzym ten wystepuje u organizmow eukariotycznych. Szczegoély dotyczace
dwufunkcyjnej natury OGG1 nie zostaty do konca poznane. Réznica migdzy glikozylaza
monofunkcyjng i dwufunkcyjng polega wykorzystywaniu innego substratu nukleofilowego
do ataku na atom wegla C1' w wigzaniu N-glikozydowym. Glikozylazy monofunkcyjne
uzywaja czasteczek wody, a dwufunkcyjne uzywaja reszty aminowej z miejsca aktywnego
(jest to Prol w przypadku FPG i Lys249 w przypadku OGG1).
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i i — i 1 i
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Rysunek 23. Proponowany mechanizm reakcji enzymatycznej katalizowanej przez OGG1 zgodnie
z zasada beta-eliminacji. Etap pierwszy przedstawia hyrdoliz¢ wigzania C1'-N9 w czasteczce 8-
oxodG, katalizowanej przy udziale reszt aminokwasowych Lys249 i Asp268. Nastepuje otwarcie
pierscienia 2'-deoksyrybozy z utworzeniem produktu posredniego (zasady Schiffa) (etap 1). Etapy
2 1 3 przedstawiajg hydrolize wigzania fosfodiestrowego z wytworzeniem SSB zawierajacego wolne
konce 5'-fosforanu oraz 3'-hydroksyaldehydu. Rysunek zaadoptowatem wg. Popov A. V. 2020
[113].




Rysunek 24. Struktura miejsca aktywnego czasteczki OGG1 (kolor ciemnozielony) w potaczeniu
z substratem w postaci dsDNA. Ni¢ uszkodzong zaznaczono kolorem purpurowym, ni¢
kmplementarng zaznaczono kolorem bragzowym. W centralnej czesci rusynku wida¢ czasteczke 8-
oxodG, ktora jest ulozona w ptaszczyznie poziomej, przez co nie widaé struktury pierscienia
pirymidynowego. Czasteczka 8-oxodG jest zwrocona do wnetrza miejsca aktywnego OGG1, w
przeciwienstwie do nieuszkodzonych nukleozydow sagsiednich: 2'-dA (na gorze), oraz 2'-dG (na
dole). Wida¢ potaczenia czasteczki 8-0x0dG z czterema resztami aminokwasowymi: Phe319,
GIn315, Asp368 i Pro266. Rysunek wykonatem na podstawie pozycji w bibliotece Protein Data
Bank o numerze 3IH7.

Mechanizm reakcji OGG1 wobec 8-0xodG jest nastepujacy. Pierwszy etap obejmuje atak
nukleofilowy na atom wegla C1' przez reszte Lys249, co prowadzi do rozerwania wigzania
N-glikozydowego C1'-N9 i uwolnieniu 8-oxoG. Nastepuje otwarcie pierScienia 2'-
deoksyrybozy i powstanie produktu posredniego w postaci zasady Shiffa, stabilizowanego
przez reszt¢ Asp268. Nastepnie, zgodnie z mechanizmem beta-eliminacji, rozerwaniu ulega

wigzanie C3'-03' i uwolnienie reszty fosforanu znajdujacej si¢ po stronie 3' od uszkodzenia.
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Powstaje miejsce AP z wolnym koncem 5'-fosforanu. Po stronie 5' od uszkodzenia

pozostatosci zasady Shiffa tworza wolny koniec 3'-hydroksyaldehydowy [113], [119].

Oprécz obecnosci atomu O8 zamiast H8 w 8-0xodG, kluczowa dla dziatania enzymu jest

obecnos$¢ protonu zamiast wolnej pary elektronowej przy atomie azotu N7. Utworzenie

wigzania wodorowego pomigdzy N7 w 8-oxodG a reszta Gly42 enzymu determinuje

rozpoznanie uszkodzenia. Istnieja jednak dowody na to, ze OGGl moze wykazywac

aktywno$¢ opartag o mechanizmy beta i delta eliminacji, co zaobserwowatem roéwniez

w trakcie prowadzonych badan. Przypuszczalnie, ze wzgledu na nietrwalos¢ miejsca AP

I jego wlasciwosci zalezne od srodowiska reakcji, mozliwe jest, ze mechanizm rozcinania

miejsca AP przez dany enzym rowniez zalezy od $rodowiska reakcji 1 innych czynnikow,

np. pH lub temperatury.

Tabela 6. Charakterystyka OGGL1.

Informacje podstawowe

Nazwa Glikozylaza 8-oksoguaninowa 1

3.2.2.23 (aktywnos¢ glikozylazy DNA)
Numer EC

4.2.99.18 (aktywnosc¢ liazy DNA)

3 —hydrolaz
Klasa -y Y

4 — liazy

3.2 — glikozylazy
Podklasa . .

4.2 — liazy wegiel-tlen

3.2.2 — glikozylazy hydrolizujace wigzanie N-glikozydowe
Podpodklasa

4.2.99 — inne liazy wegiel-tlen

Informacje dodatkowe
Organizm Oznaczenie Gen Dtugos$¢ [aa] | Masa [Da] Kod
Cztowiek hOGGl-a | OGG1 354 38782 015527-1
(Homo sapiens) hOGG1-f | OGG1 424 47237 015527-4
Mysz domowa
OGGl-a 0OGG1 345 38883 008760
(Mus musculus)
Drozdze Saccharomyces
yOGG1l 0OGG1 376 42781 P53397

cerevisiae ATCC 204508
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Rysunek 23 przedstawia schemat mechanizmu reakcji hydrolizy katalizowanej przez
OGG1. Rysunek 24 przedstawia strukture chemiczng miejsca aktywnego OGGl.

Material badawczy zostal zakupiony w firmie Trevigen. Produkt komercyjny stanowita
izoforma hOGG1-a, wytworzona oraz wyizolowana metodami inzynierii genetycznej
z bakterii Escherichia coli. Tabela 6 przedstawia najwazniejsze informacje dotyczace

klasyfikacji i budowy enzymu.

4.3.2. Charakterystyka FGP

Glikozylaza DNA formamidopirymidynowa (FPG, ang. Formamidopyrimidine-DNA
glycosylase). Enzym znany rowniez jako MutM, odkryty przez Chirtophera J. Chetsanga
w 1975 roku u Escherichia coli jako usuwajgcy Fapy-G z DNA i opisany w 1979 przez
Chetsanga i Lindahl [120]. W 1991 roku okres$lono, ze usuwa réwniez uszkodzenia
w formie utlenionych zasad azotowych, takie jak 8-oxodG. Jest to glikozylaza
dwufunkcyjna, wykazujaca aktywnos¢ liazy AP (EC 4.2.99.18) i zdolna do rozcinania
tancucha DNA po obu koncach miejsca AP na zasadzie beta i delta eliminacji. Sekwencje
FPG z réznych organizmoéw posiadaja podobienstwo miedzy soba na poziomie
maksymalnie 35%. Jedynym znanym enzymem o sekwencji podobnej do FPG jest
endonukleaza VIII z Escherichia coli — poziom podobienstwa ich sekwencji
aminokwasowej wynosi tylko 12%. FPG odpowiada za wycigcie 8-0x0dG, FapyG i FapyA
z dalszym rozcigciem miejsca AP 1 wytworzeniem SSB. Enzym ten nie wystepuje
w komorkach ludzkich, stanowi podstawe BER u prokationtow. Chociaz w organizmach
eukariotycznych odkryto homologi enzymu, nie wykazuja one zauwazalnej aktywnosci jak
w przypadku OGGL.

Mechanizm reakcji FPG wobec 8-0xodG jest nastepujacy. Pierwszy etap obejmuje atak
nukleofilowy na atom wegla C1' przez reszte Prol, co prowadzi do rozerwania wigzania N-
glikozydowego C1'-N9 i uwolnieniu 8-oxodG. Nastgpuje otwarcie pierScienia 2'-
deoksyrybozy i powstanie produktu posredniego w postaci zasady Shiffa. Nastepnie, na
drodze beta i delta eliminacji, uwolnieniu ulega produkt posredni w postaci 4-0kso-2-
pentanalu. Podczas tego etapu czasteczka enzymu pozostaje potaczona poprzez reszte Prol
z atomem wegla C1' stanowigcym pozostato$¢ 2'-deoksyrybozy. Nastepnie, zgodnie

z mechanizmem beta-eliminacji, rozerwaniu ulega wigzanie C3-O3' i uwolnienie reszty
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fosforanu znajdujacej si¢ po stronie 3' od uszkodzenia — powstaje wolny koniec 5'-
fosforanu. Nastepnie, zgodnie z mechanizmem beta-eliminacji, rozerwaniu ulega wigzanie
C5'-05' i uwolnienie reszty fosforanu znajdujacej si¢ po stronie 5" od uszkodzenia —
powstaje wolny koniec 3'-fosforanu. Przed rozpoczeciem beta- i delta-eliminacji,
W interakcje z resztg 3'-fosforanu zaangazowane sa reszty Lys57 i Arg259, a przypadku 5'-
fosforanu sa to Asnl69, Arg259 1 Tyr242, przy czym pozycje poszczegolnych
aminokwasoéw w sekwencji czgsteczki enzymu r6znig si¢ w zaleznosci od organizmu [119],
[121], [122]. Rysunek 25 przedstawia schemat mechanizmu reakcji hydrolizy
katalizowanej przez FPG. Rysunek 26 przedstawia strukture chemiczng miejsca aktywnego
FPG.
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Rysunek 25. Proponowany mechanizm reakcji katalizowanej przez enzym FPG zgodnie z zasada
beta- (etap 6) i delta-eliminacji (etap 8). Powstanie zasady Schiffa przedstawiono w etapie 1, gdzie
widoczne jest otwarcie pierscienia 2'-deoksyrybozy w czasteczce 8-oxodG. Odlaczenie wolnej
czasteczki 8-0x0G przedstawiono w etapie 4. Produkt reakcji stanowi SSB z wolnymi koncami 3'-
OH i 5'-OH, powstatymi po usui¢ciu produktu przej$ciowego (zasady Schiffa) w postaci 4-okso-2-
pentanalu (etap 8). Widoczne reszty aminokwasowe czgsteczki FPG, ktore biorg udziat w katalizie
reakcji: Prol oraz Glu2. Rysunek zaadoptowatem wg. Boiteux S. 2017 [119].
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Asnl68

Rysunek 26. Struktura miejsca aktywnego czasteczki FPG z E. coli (kolor czerwony), zwigzanego
z substratem w postaci dSDNA. Ni¢ uszkodzong zaznaczono kolorem jasnozielonym, fragment nici
komplementarnej zaznaczono kolorem ciemnozielonym. W centralnej cze$ci rysunku zaznaczono
piccioweglowy szkielet produktu posredniego (zasady Schiffa), stabilizowany przez reszty
aminokwasowe Arg258, Tyr236, Prol oraz Glu2. Po prawej stronie rysunku widaé struktury
sasiednich nukleozydow: 2'-dG (na gorze) oraz 2'-dA (na dole). Kolorem z6ttym zaznaczono atom
siarki w strukturze reszty aminokwasowej Met73, niebioracej udziatu w reakcji. Rysunek
wykonatem na podstawie pozycji w bibliotece Protein Data Bank o numerze 1K82.

Material badawczy zostat zakupiony w firmie New England Biolabs. Produkt komercyjny
zostal wytworzony oraz wyizolowany metodami inzynierii genetycznej z bakterii
Escherichia coli, u ktorych jest kodowany przez gen FPG. Tabela 7 przedstawia

najwazniejsze informacje dotyczace klasyfikacji 1 budowy enzymu.
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Tabela 7. Charakterystyka FPG.

Informacje podstawowe

Nazwa Glikozylaza DNA formamidopirymidynowa
Numer EC 3.2.2.23
Klasa 3 — hydrolazy
Podklasa 3.2. —glikozylazy
Podpodklasa 3.2.2. — glikozylazy hydrolizujace wigzanie N-glikozydowe
Informacje dodatkowe
Organizm Oznaczenie Gen Dhugosé [aa] | Masa [Da] Kod
Bakterie Mycobacterium
_ FPG1 FPG1 289 31951 POWNC3
tuberculosis ATCC 25618
Bakterie
o ) FPG FPG 269 30290 P05523
Escherichia coli K12
Bakterie
_ N FPG FPG 276 31002 034403
Bacillus subtilis 168
Rzodkiewnik pospolity FPG1 FPG1 390 43194 080358-1
(Arabidopsis thaliana) FPG2 FPG2 274 30762 080358-2

4.3.3. Wyniki — wplyw obecnosci 5',8-cyklo-2'-deoksyguanozyny w dsDNA na aktywnosé
glikozylaz OGGL1 i FPG wobec 7,8-dihydro-8-oksoguaniny

W celu zbadania wptywu obecnosci cdPus w dsDNA na aktywno$¢ enzymoéw OGG1 i FPG

zaprojektowano substraty w postaci dwuniciowych oligonukleotydéw o dlugosci 40 par

zasad (Rysunek 27, Tabela 8).
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Tabela 8. Charakterystyka materiatu badawczego w postaci oligonukleotydow stosowanych do
okreslenia aktywnosci enzymow OGG1 i1 FPG.

Oligonukleotyd | Wartos¢ OD Objetos¢ [ul] 0,1 OD [ul] 0,2 OD [u]
Matrix H/A 40,7 1000 4,91
Matrix H/G 323 1000 6,19
-6/+6(H/dA) 24.4 1000 4,10

-6/+6(H/ScdG) 18,0 1000 5,56

-6/+6(H/RcdG) 2,7 100 3,70

4.3.3.1.  Wplyw obecnosci 5',8-cyklo-2'-deoksyguanozyny (cdG) w dsDNA na aktywnos¢
enzymu OGG1 wobec 7,8-dihydro-8-oksoguaniny
Wplyw obecnos$ci obydwu diastereoizomeréw c¢dG (5'S oraz 5'R) w strukturze
dwuniciowych oligonukleotydow na aktywnos¢ OGGI1 przedstawia Rysunek 28.
Oligonukleotydy zawierajace uszkodzenia zespolone w postaci -6/+6(H/ScdG) lub —
6/+6(H/RcdG) inkubowano z 0.5 U enzymu przez 5 godzin w celu uzyskania catkowitej
hydrolizy substratu. Dla obu diastereoizomeréow cdG aktywno$¢ enzymu OGG1 byla
wyzsza niz w przypadku prob kontrolnych. Wydajnoé¢ reakcji hydrolizy na poziomie 50%
zostala osiggnicta po 140 minutach dla uszkodzenia w postaci ScdG oraz po 110 minutach
dla uszkodzenia w postaci RedG. W przypadku préb kontrolnych taka sama wydajno$é
reakcji hydrolizy uzyskana zostata po uptywie 180 minut. Po 240 minutach wydajno$¢ tej
reakcji dla substratu —6/+6(H/ScdG) wyniosta 94,28%, a dla substratu —6/+6(H/RcdG)
wyniosta 99,63%. W przypadku proby kontrolnej wynik ten wyndst 79,24%. Oprocz
wzrostu aktywnosci OGG1, uzyskane wyniki wskazujg, ze wzrost aktywnosci OGG1 jest
bardziej znaczacy w przypadku substratdéw zawierajacych uszkodzenie cdG w postaci

diastereoizomeru 5'R.

4.3.3.2.  Wplyw obecnosci 5',8-cyklo-2'-deoksyguanozyny (cdG) w dsDNA na aktywnosé
enzymu FPG wobec 7,8-dihydro-8-oksoguaniny

Wpltyw obecno$ci obydwu diastereoizomeréw c¢dG (5'S oraz 5R) w strukturze

dwuniciowych oligonukleotydow na aktywnos¢ FPG przedstawia Rysunek 29.

Oligonukleotydy zawierajace uszkodzenia w postaci -6/+6(H/ScdG) lub —6/+6(H/RcdG)
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Rysunek 28. Kinetyka reakcji hydrolizy dsSDNA zawierajacego 8-0x0dG i cdG przez 0,5 U OGG1.
Badane oligonukleotydy sktadaja si¢ z nici matrycowej (komplementarnej) Matrix H/G oraz nici
badanej (wiodacej) -6/+6(H/ScdG) (A, B) lub -6/+6(H/RcdG) (C, D). (A, C) autoradiogramy
przedstawiajace 7 torow kazdy, ktore odpowiadaja czasom reakcji 0, 30, 60, 120, 180, 240 i 300
minut, poczawszy od lewej strony. (B, D) wykresy przedstawiajace spadek ilosci substratu (kolor
niebieski), wzrost ilosci produktu (kolor pomaranczowy) oraz zawartos¢ produktu posredniego
(kolor szary).

inkubowano z 0.5 U enzymu przez 2 godziny w celu uzyskania calkowitej hydrolizy
substratu. Uzyskane wyniki sg zblizone do wynikéw eksperymentu z wykorzystaniem
enzymu OGGIl 1 wskazuja na wzrost aktywnosci enzymu jezeli substrat zawiera
uszkodzenie, w poréwnaniu do prob kontrolnych. Wydajno$¢ reakceji hydrolizy na poziomie
50% zostata osiggni¢ta po okoto 6 minutach dla uszkodzenia w postaci ScdG oraz po okoto
3 minutach dla uszkodzenia w postaci RcdG. W przypadku prob kontrolnych,
niezawierajacych dodatkowych uszkodzen, ten sam poziom wydajnosci reakeji hydrolizy
uzyskany zostal po uptywie okoto 9 minut. Po 30 minutach wydajnos¢ tej reakcji dla
substratu —6/+6(H/ScdG) wyniosta 96,88%, a dla substratu —6/+6(H/RcdG) wyniosta
99,13%. W przypadku proby kontrolnej wynik ten wyndst 78,07%. Roznice we wpltywie
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obecnosci poszezegolnych diastereozomerow sg wigksze jezeli porownane zostang wyniKki
uzyskane po 15 minutach czasu trwania reakcji enzymatycznej. Woéwczas wydajnosé
reakcji dla substratu zawierajgcego uszkodzenie w postaci RcdG wyniosta 97,98%, dla
uszkodzenia w postaci ScdG wyniosta 84,08%, a dla proby kontrolnej wyniosta57,24%.
Powyzsze wyniki sa podobne do uzyskanych z wykorzystaniem enzymu OGG1. Wskazuja
one na to, ze obecno$¢ w nici uszkodzenia cdG w postaci diastereoizomeru 5'R prowadzi
do silniejszego wzrostu aktywnosci OGG1 wzgledem proby kontrolnej niz obecnosé

diastereoizomeru 5'S.
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Rysunek 29. Kinetyka reakcji hydrolizy dsSDNA zawierajacego 8-0xodG i cdG przez 0,5 U FPG.
Badane oligonukleotydy skladaja si¢ z nici matrycowej (komplementarnej) Matrix H/G oraz nici
badanej (wiodacej) -6/+6(H/ScdG) (A, B) lub -6/+6(H/RcdG) (C, D). (A, C) autoradiogramy
przedstawiajace 7 torow kazdy, ktore odpowiadaja czasom reakceji 0, 30, 60, 120, 180, 240 i 300
minut, poczawszy od lewej strony. (B, D) wykresy przedstawiajace spadek ilosci substratu (kolor
niebieski), wzrost ilo$ci produktu (kolor pomaranczowy) oraz zawarto$¢ produktu posredniego
(kolor szary).
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4.3.4. Wnioski — wplyw obecnosci 5',8-cyklo-2'-deoksyguanozyny w dsDNA na aktywnosé
glikozylaz OGGL1 i FPG wobec 7,8-dihydro-8-oksoguaniny

Wyniki uzyskane w ramach drugiej czesci przeprowadzonych prac badawczych pozwolity

na sformutowanie nastgpujacych wnioskow. Jezeli substrat oligonukleotydowy zawiera

w swojej sekwencji dwie czasteczki 8-oxodG znajdujace si¢ w pozycjach -6 oraz +6

nukleotydow wzgledem cdG, to:

e aktywnos¢ enzymow OGGI1 i FPG wobec czasteczek 8-0x0dG jest wyzsza niz
w przypadku substratu oligonukleotydowego niezawierajagcego cdG (proba kontrolna);

e aktywno$¢ enzymow OGGI1 i FPG wobec czasteczek 8-0x0dG wzrasta wzgledem
proby kontrolnej, przy czym w przypadku substratu zwierajacego diastereoizomer 5'S-
cdG ten wzrost jest wigkszy niz w przypadku substratu zawierajacego diastereoizomer
5'R-cdG;

e aktywnos¢ enzymoéw OGGL i FPG jest wyzsza wobec czasteczki 8-o0xodG znajdujacej

si¢ w pozycji +6 nukleotydow wzgledem c¢dG, blizej konca 5' nici uszkodzonej.

4.4. Wplyw obecnosci 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny i 5',8-cyklo-2'-
deoksyguanozyny w dsDNA na aktywno$¢ endonukleaz restrykcyjnych Sspl i
BsmAl

4.4.1. Charakterystyka endonukleazy restrykcyjnej Sspl

Deoksyrybonukleaza specyficzna typu Il, enzym restrykcyjny typu Il (ang. type Il site-
specific deoxyribonuclease). Pierwotnie zostal wyizolowany z gatunku bakterii
Sphaerotilus species ATCC 13925, jest kodowany przez gen Sspl, posiada sekwencje
0 dlugosci 281 aminokwaséw oraz mase czgsteczkowg 32168 Da [A; B]. Materiat
badawczy zostal zakupiony w firmie New England Biolabs. Produkt komercyjny stanowit
enzym wytworzony oraz wyizolowany metodami inzynierii genetycznej z Escherichia coli.
Wedtug bazy UniProt, wersja enzymu pochodzaca z Stenotrophomonas sp. posiada
sekwencje o dlugos¢ 330 aminokwasOw oraz mas¢ czasteczkowg wynoszaca 36399 Da
(kod: AOA3Q8FDJ8) [C]. W literaturze nie sg dostgpne szczegdtowe informacije
charakteryzujgce struktur¢ chemiczng oraz mechanizmy dzialania bakteryjnych

endonukleaz restrykcyjnych. We wszystkich przeanalizowanych przeze mnie publikacjach
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naukowych enzym Sspl jest opisywany jako narzgdzie stosowane w pracach badawczych
z zakresu biologii molekularnej i stuzy do hydrolizy czasteczek kwasoéw nukleinowych
[123]-[127]. Wedtug oficjalnej bazy REBASE (ang. Restriction Enzyme Database),
wszystkie bakteryjne endonukleazy restrykcyjne posiadaja przydzielony ten sam numer
klasyfikacji enzymatycznej — EC 3.1.21.4 [128].

Sspl nalezy do grupy endonukleaz restrykcyjnych typu IIP. Rozpoznaja one krotkie
sekwencje palindromowe (stad typ ,,P”). Sg to takie fragmenty DNA, w ktorych sekwencje
obu nici sg identyczne, przy zalozeniu odczytu obu przeciwbieznych tancuchéw DNA
w jednakowym kierunku [129]. Miegjsce cigcia dwuniciowego DNA przez enzym Sspl
znajduje si¢ w obrgbie zdefiniowanej sekwencji zasad azotowych, a hydroliza
enzymatyczna konczy si¢ wytworzeniem “t¢pych koncoéw”. Oznacza to, ze hydrolizowane
wazania fosfodiestrowe w obu niciach dSDNA znajduja si¢ doktadnie naprzeciwko siebie

(Rysunek 30).

Sspl BsmAlI

N <4
5TAJA|THA|T|T]|3 5'GTCTCN‘NNNNN3‘
3|T|IT[ART[A[A]S 3 [CIAIGJA|G[IN ININ[IN[NEN]|5

T T

Rysunek 30. Schematyczne przedstawienie sekwencji rozpoznawanych przez enzymy Sspl (kolor
zielony) i BsmAlI (kolor niebieski). Strzatki wskazujg miajsca hydrolizy wigzan fosfodiestrowych.
Litera “N” oznacza dowolny nukleotyd.

4.4.2. Charakterystyka endonukleazy restrykcyjnej BsmAl

Deoksyrybonukleaza specyficzna typu Il, enzym restrykcyjny typu Il (ang. type Il site-
specific deoxyribonuclease). Pierwotnie zostal wyizolowany 2z gatunku bakterii
Geobacillus stearothermophilus A664, jest kodowany przez gen BsmAl, posiada sekwencje
o dtugosci 465 aminokwasow oraz masg¢ czasteczkowa 54697 Da (UniProt, kod: Q6UQ64)
[D] lub 54694 Da [E; F]. Materiat badawczy zostal zakupiony w firmiec New England
Biolabs. Produkt komercyjny stanowil enzym wytworzony oraz wyizolowany metodami
inzynierii genetycznej z bakterii Escherichia coli. Podobnie jak w przypadku enzymu Sspl,
w literaturze nie sg dost¢pne szczegoétowe informacje charakteryzujace strukture chemiczng

oraz mechanizmu dziatania enzymu BsmAl. Stuzy on do hydrolizy oligonukleotydow
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w ramach prac badawczych z zakresu biologii molekularnej i posiada przypisany numer
klasyfikacji enzymatycznej EC 3.1.21.4 [128], [130].

BsmALI nalezy do grupy endonukleaz restrykcyjnych typu IIS. Hydrolizuja one wigzanie
fosfodiestrowe przynajmniej jednej nici DNA poza obrebem rozpoznawanej sekwencji
[129], [131]. W przypadku BsmAl, dotyczy to obu tancuchow dsDNA. Hydroliza nici
wiodacej odbywa si¢ w odlegtosci +1 w kierunku konca 3', a nici komplementarnej
w odlegtosci +5 w kierunku konca 5', w odniesieniu do rozpoznawanej sekwencji [132].

W efekcie, reakcja konczy si¢ wytworzeniem ,,lepkich koncow” (Rysunek 30).

4.4.3. Wyniki — wplyw obecnosci 5'8-cyklo-2'-deoksyadenozyny i 5',8-cyklo-2'-
deoksyguanozyny w dsDNA na aktywnos¢ endonukleaz restrykcyjnych Sspl i BsmAI
Trzecim etapem czes$ci dosSwiadczalnej niniejszej pracy byto zbadanie wptywu obecnosci
jednoniciowych oraz dwuniciowych uszkodzen zespolonych na aktywno$¢ endonukleaz
restrykcyjnych BsmAl 1 Sspl. Znakowane izotopowo dwuniociowe oligonukleotydy
(dupleksy, fragmenty dsDNA), ktoére wytypowano do eksperymentow w tej czesci,
zawieraly sekwencje rozpoznawane przez oba enzymy. Pomimo tego, ze wzgledu na r6zne
wartosci temperatur inkubacji (37°C dla Sspl oraz 55°C dla BsmAl), reakcje byly
prowadzone z kazdym enzymem oddzielnie. Jednocze$nie wyeliminowatem dzigki temu
ewentualny wptyw dodatkowego sktadnika mieszanin reakcyjnych (drugiego enzymu) na
wyniki  zaplanowanych  doswiadczen.  Szczegdélowe  informacje  dotyczace
zaprojektowanych oligonukleotyddéw, wraz z zaznaczonymi sekwencjami rozpoznawanymi
przez poszczegdlne enzymy, znajduja si¢ ponizej (Rysunek 31, Tabela 9).
Dwuniciowe fragmenty oligonukleotydowe zaprojektowano w taki sposob, aby mozliwa
byta ocena wptywu odlegtosci uszkodzenia od miejsca restrykcyjnego danego enzymu na
jego aktywno$¢. Kazde dsDNA poddawatem badaniu dwukrotnie, za kazdym razem
znakujac izotopowo inng ni¢. Dzigki temu mozliwa byla obserwacja wynikéw reakcji
enzymatycznej wobec kazdej nici, nawet takiej, ktora nie posiadata uszkodzenia w swojej
sekwencji. Badaniu poddatem 15 dwuniciowych fragmentoéw oligonukleotydowych, ktore
oznaczonytem literami od A do O. Nastepnie, nici wchodzgce w sktad kolejnych dSDNA
oznaczytem liczbami od 1 do 30. Nici, ktorych sekwencje na Rysunku 31 rozpoczynaja si¢

od konica 5' otrzymaty numery nieparzyste i na potrzeby niniejszej pracy sa opisywane jako
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,»hici wiodace”. Nici komplementarne do nich otrzymaty numery parzyste i na potrzeby
niniejszej pracy sa opisywane jako ,,nici komplementarne”. Na przyktad, dSDNA A ze
znakowang nicig wiodaca posiada numer 1, a ten sam fragment dSDNA A ze znakowang
nicig komplementarng posiada numer 2 (Rysunek 31). Dupleks A stanowit probe kontrolng
dla wszystkich eksperymentow przeprowadzonych w tej czesci i nie posiadat on zadnych
uszkodzen w obrebie sekwencji obu nici (11 2).

Efektem przeprowadzonych reakcji enzymatycznych byty prazki widoczne na kliszach
rentgenowskich, utrwalone metoda autoradiografii. Prazki stanowity wynik elektroforezy
PAGE w denaturujacym zelu poliakrylamidowym o stezeniu 15% Iub 20%. Dhugos¢
sekwencji oligonukleotydowych, uwidocznionych w formie prazkoéw, zalezata od rodzaju
uzytego enzymu. W przypadku Sspl, z dwuniciowych substratow o dlugosci 40
nukleotydow, uzyskiwatem jednoniciowe produkty o dlugosci 14 oraz 26 nukleotydow.
W przypadku enzymu BsmAl, produkty posiadaty dtugos¢ 13 lub 23 nukleotydoéw. Po
zakonczeniu kazdego eksperymentu, na kliszy rentgenowskiej widoczne byty prazki
odpowiadajace fragmentom oligonukleotydowym o dwoch dlugo$ciach: substratowi
0 dhugosci 40 nukleotydéow oraz jednemu z produktow reakcji enzymatycznych. Jezeli
w dsDNA znakowana byta ni¢ wiodgca, widoczny byt produkt o dtugosci 14 (dla Sspl) lub
23 (dla BsmAlI) nukleotydow. Jezeli w dSDNA znakowana byla ni¢ komplementarna,
widoczny byl produkt o dtugosci 26 (dla Sspl) lub 13 (dla BsmAI) nukleotydow.
W przypadku prob kontrolnych z dSDNA A, postep reakcji enzymatycznych dla BsmAlI
wynidst 99% (nic¢ 1) 1 98% (ni¢ 2) po 60 minutach, a dla Sspl wynidst 86% (ni¢ 1) i 82%
(ni¢ 2) po 60 minutach.
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Rysunek 31. Sekwencje oligonukleotydow zaprojektowanych w celu okreslenia wptywu cdPus na aktywno

Pogrubione linie symbolizujg miejsca cigcia oligonukleotyd

4

J4

OW przez enzymy, zaznaczono rowniez se

(kolor zielony) i BsmAI (kolor niebieski). Litery od A do O oznaczajg kolejne dwuniciowe fragmenty oligonukleotydowe (dsDNA), liczby
od 1 do 30 oznaczaja kolejne pojedyncze nici, ktore wchodza w sktad zaprojektowanych dsDNA. Kolorem czerwonym zaznaczone s3

uszkodzenia DNA w formie cdPus.



Tabela 9. Charakterystyka materialu badawczego w postaci oligonukleotydow stosowanych do
okreslenia aktywnosci enzymow Sspl i BsmAL

Oligonukleotyd Warto$é OD Objetosé [l 0,1 OD [u]] 0,12 OD [pl]
1 40,8 1103 2,70 3,24
2 42,0 1049 2,50 3,00
3 18,7 1000 5,35 6,42
4 42,0 1049 2,50 3,00
5 0,47 45 0,96 1,15
6 42,0 1049 2,50 3,00
7 21,0 1000 4,76 5,17
8 42,0 1049 2,50 3,00
9 0,33 34 1,03 1,24
10 42,0 1049 2,50 3,00
11 40,8 1103 2,70 3,24
12 25,4 1000 3,94 4,72
13 40,8 1103 2,70 3,24
14 0,35 35 1,00 1,20
15 40,8 1103 2,70 3,24
16 27,2 1000 3,68 4,41
17 40,8 1103 2,70 3,24
18 0,36 3,6 1,00 1,20
19 40,8 1103 2,70 3,24
20 16,5 549,5 3,33 4,00
21 40,8 1103 2,70 3,24
22 0,8 26,6 3,33 4,00
23 20,0 1000 5,00 6,00
24 16,2 1000 6,17 741
25 26,2 241 0,92 1,10
26 0,8 13,4 1,67 2,00
27 26,2 241 0,92 1,10
28 16,2 1000 6,17 741
29 20,0 1000 5,00 6,00
30 0,8 13,4 1,67 2,00




4.4.3.1. Wptyw obecnosci 5'R 1 5'S cyklodeoksypuryn w dsDNA na aktywnosé
endonykleazy restrykcyjnej Sspl

Ze wzgledu na fakt, ze miejsce hydrolizy zaprojektowanych fragmentow dsDNA przez Sspl
znajduje si¢ w obrgbie sekwencji rozpoznawanej przez enzym, dSDNA podzielono na te
posiadajace uszkodzenie w obrebie lub poza obrgbem rozpoznawanej sekwencji.
W pierwszej grupie znalazty si¢ dsSDNA B, C, F, G, L, M, N, O (Rysunek 31). W tych
dsDNA uszkodzenie znajdowalo si¢ w nast¢pujgcych pozycjach wzgl¢dem miejsca ciecia:
+1 w kierunku konca 3' na nici wiodacej (nici 3 i 5), -1 w kierunku konca 3' na nici
komplementarnej (nici 12 i 14) oraz -2 w kierunku konca 5' na nici wiodade;j (nici 23, 25,
27 1 29) (Rysunek 31). Dla wszystkich tych substratow zaobserwowano wyniki w postaci
pojedynczych prazkow na Kkliszach, ktore odpowiadaty jednonciowym znakowanym
substratom o dtugosci 40 nukleotyddéw. Swiadczy to o braku hydrolizy dsDNA przez
enzym, a wigc o jego inhibicji jezeli badane uszkodzenie w postaci cdPus znajduje si¢
W obrebie rozpoznawanej sekwencji (Rysunek 31).

Zbadatem rowniez wptyw uszkodzen znajdujacych si¢ poza obrebem rozpoznawanej
sekwencji na aktywno$¢ enzymu. W tej grupie znalazty si¢ dSSDNAD, E, H, I, J, K (Rysunek
31). W tych dsDNA uszkodzenie znajdowalo si¢ w nastepujacych pozycjach wzgledem
miejsca cigcia: +10 w kierunku konca 3' na nici wiodacej (nici 71 9), +9 w kierunku konca

5' na nici komplementarnej (nici 16 i 18) oraz +13 w kierunku konca 5' na nici
komplementarnej (nici 20 i 22) (Rysunek 31). Dla wszystkich tych substratow
zaobserwowano hydroliz¢ dsDNA, a aktywno$¢ enzymu byla wyzsza niz w przypadku
proby kontrolnej (dSDNA A). Postgp reakcji enzymatycznej na poziomie 50%
zaobserwowatem po okoto 20-30 minutach dla nici o numerach 7-10 oraz po okoto 30-35
minutach dla proby kontrolnej. Wyniki doswiadczenia wskazuja ponadto na brak wplywu
rodzaju diastereoizomeru cdPus na aktywnos$¢ enzymu Sspl. Poréwnujgc miedzy sobg
wyniki uzyskane dla dsDNA D i H (zawierajacych uszkodzenie w postaci 5'S-cdA) oraz
E i I (zawierajacych uszkodzenie w postaci 5'R-cdA), nie zauwazytem widocznych rdznic.
Postep reakcji po uptywie 60 minut wynosit 89-99% dla nici o numerach 7-10 oraz od 78-
86% dla nici 0 numerach 15-18. Jedynym wyjatkiem byt wynik uzyskany dla dsSDNA K,
w przypadku ktorego uszkodzenie dsSDNA w postaci 5'R-cdG na nici komplementarnej (ni¢

22) spowodowato obnizenie aktywnosci enzymu. Wynik byt o 38% nizszy niz w przypadku
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dsDNA J zawierajacego w analogicznej pozycji uszkodzenie w postaci 5'S-cdG (ni¢ 20)
(Rysunek 32).

Ponadto zbadatem wplyw zmiany pozycji uszkodzenia w oligonukleotydach na aktywno$é
enzymu. Badane fragmenty dsDNA zawierajace SCAA lub RcdA w pozycji 24 nici wiodace;j
(nici 7-10) ulegly hydrolizie z maksymalng wydajno$cig 89-96% w porownaniu do 82-86%
dla kontroli. Jednakze dla dSDNA zawierajacych ScdA/RcdA w pozycji 23 nici
komplementarnej (nici 15-18) lub zawierajagcych ScdG/RcdG w pozycji 27 nici
komplementacnej (nici 19-22) aktywnos¢ enzymu byta nizsza niz w przypadku proby
kontrolnej i wynosita odpowiednio 78-86% oraz 46-84%. Uszkodzenie RcdG znajdujace
si¢ w pozycji +10 w kierunku konca 5' od sekwencji rozpoznawanej przez enzym obnizyto

wydajnos¢ reakcji do 68% dla nici 21 oraz do 46% dla nici 22 (Rysunek 32).

Wydajnosc reakcji [%]

=
(=]
o

100 A

~
w

—15

w
o
oo

50 - —16
17

[}
w

25 -

Wydajnosc reakcji [%]

—18

o
o

0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60

A Czas [min.] B Czas [min.]
= 0 1 5 15 30 45 60 [min]
® 100 -
375 — - e .- 40-mer
:‘Z’ 50 - — 20
£
<
3 25 - A
3 —_—
0 T T T T T ]
0 10 20 30 40 50 60
Czas [min.] D S - - 26-mer

Rysunek 32. Kinetyka reakcji hydrolizy dsDNA przez 1,5 U Sspl. Substraty zawierajg cdPus poza
obrgbem sekwencji rozpoznawanej przez enzym. (A) dsDNA zawierajace cdA na nici wiodacej (7-
10). (B) dsDNA zawierajace cdA na nici komplementarnej (15-18). (C) dsDNA zawierajace cdG
na nici komplementarnej (19-22). (D) Przyktadowy autoradiogram przedstawiajacy wynik reakcji
dsDNA zawierajacego znakowang ni¢ 8, ktora nie zawiera uszkodzenia w swojej sekwencji. Ni¢ 8
jest komplementarna do nici 7, ktéra zawiera ScdA w swojej sekwencji i razem tworza dsDNA D.
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4432. Wplyw obecnosci 5'R-cdA 1 5'S-cdA w dsDNA na aktywnos¢ endonukleazy
restrykcyjnej BsmAl

Badajac wptyw cdPus na aktywnos$¢ BsmAI wziglem pod uwagg fakt, Ze miejsce hydrolizy
ds-DNA przez enzym znajduje si¢ poza obr¢bem sekwencji rozpoznawanej przez enzym,
a takze fakt, ze hydroliza obu nici odbywa si¢ w innym miejscu. W przypadku dsDNA
zawierajacych uszkodzenia w postaci diastereoizomerow cdA poza obrebem sekwencji
rozpoznawanej oraz poza miejscem hydrolizy substratu, aktywnos$¢ enzymu byta zblizona
do wynikéw uzyskanych dla préby kontrolnej (50% produktu uzyskane w czasie ponizej
15 minut dla nici 3-6 1 11-14 oraz dla dsDNA A). Wyniki te byty podobne dla ScdA i RcdA,
co $wiadczy o tym, ze cdA — bez wzgledu na rodzaj izomeru — oddalone od sekwencji
rozpoznawanej o 3-4 pary zasad nie wptywa na aktywnos$¢ enzymu (Rysunek 33).

W przypadku uszkodzen przylegajacych do miejsca hydrolizy dsDNA przez enzym (nici
7-10) zauwazylem znaczng inhibicje enzymu. W przypadku uszkodzenia w postaci SCdA
doszto do catkowitej inhibicji enzymu (nici 7-8), a w przypadku RcdA aktywnos¢ enzymu
spadta do poziomu 45% (nici 9-10). Przesunigcie uszkodzenia cdA o 1 parg zasad
I przeniesienie go na ni¢ komplementarng zniosto inhibicje enzymu (nici 15-18). Jednakze,
w tym przypadku nici komplementarne zawierajace uszkodzenie (nici 16 i 18) byly
hydrolizowane wolniej niz nici wiodace, ktore tego uszkodzenia nie zawieraty (nici 15
i 17). Swiadczy to zmianie struktury przestrzennej podwojnej helisy DNA, ktora jest
wywotana przez uszkodzenie i jest na tyle niewiclka, ze nie doprowadza do catkowitej
inhibicji enzymu. Prawdopodobne jest jednak, ze modyfikacja ta zaburza proces
przylaczania si¢ enzymu do substratu obnizajac jego aktywnos$¢. Dodatkowo, nié
zawierajaca uszkodzenie w postaci RcdA (ni¢ 18) byla hydrolizowana szybciej niz ni¢
zawierajaca uszkodzenie w postaci ScdA (ni¢ 16). Maksymalna wydajnos¢ reakcji wyniosta
74% 1 zostata osiagnieta po 30 minutach dla nici 18 oraz po 45 minutach dla nici 16
(Rysunek 33). Potwierdza to mniejszy wplyw diastereoizomeru 5'R a aktywno$¢ enzymu,
uzyskany dla substratow D i E.
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Rysunek 33. Kinetyka reakcji hydrolizy dsDNA zawierajacego ScdA i RedA przez 0,5 U BsmAl.
(A) Trawienie nici 3-6, ktore tworza dupleksy B i C, zawierajagce cdA w obrebie sekwencji
rozpoznawanej przez Sspl. (B) Trawienie nici 7-18, ktore tworza dupleksy D, E, H oraz
I, zawierajace cdA w obregbie miejsca cigcia dsSDNA przez BsmAL

4.4.33.  Wplyw obecnosci 5'R-cdG i 5'S-cdG w dsDNA na aktywnosé¢ endonukleazy
restrykcyjnej BsmAl

Oligonukleotydy zaprojektowane do badania aktywno$ci enzyméw restrykcyjnych nie
posiadaty w swojej strukturze uszkodzen w postaci izomerow ¢cdG w obrebie sekwencji
istotnych dla funkcjonowania enzym Sspl. Powodem jest bardzo trudna i czasochtonna
synteza oligonukleotygéw zawierajacych takie uszkodzenia. Dlatego tez wptyw obecnosci
cdG w DNA na aktywno$¢ endonukleaz restrykcyjnych zbadano tylko przy uzyciu enzymu
BsmAI. W doswiadczeniu zastosowano fragmenty dsDNA oznaczone jako J, K, L, M, N
oraz O (Rysunek 31).
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Rysunek 34. Kinetyka reakcji hydrolizy dsDNA zawierajacego ScdG i RedG przez 0,5 U BsmAl.
(A) Trawienie nici 19-22, ktore tworza dupleksy J i K, zawierajace cdG w obrebie miejsca ciecia
dsDNA przez BsmAl. (B) Trawienie nici 23-30, ktore tworza dupleksy L-O, zawierajace cdPus
w obu niciach, w obrebie sekwencji rozpoznawanych przez oba enzymy.

Substraty J oraz K zawieraly uszkodzenie c¢dG w bezposrednim sgsiedztwie miejsca
hydrolizy substratu przez enzym. W tym przypadku, obecnos¢ diastereoizomeru 5'S
skutkowata bardziej zauwazalng inhibicja enzymu, potwierdzajac wczesniejsze wyniki
uzyskane dla dsDNA zawierajgcych uszkodzenia w postaci cdA. Pomimo tego, ze dla nici
wiodacych (nieuszkodzonych) trend jest odwrotny (wyzsza aktywno$¢ enzymu wobec nici
19 niz 21), to w przypadku nici komplementarnych, ni¢ zawierajaca uszkodzenie ScdG (nié
20) nie ulegta hydrolizie. W przypadku nici zawierajacej uszkodzenie w postaci RedG (nié
22) hydroliza byla widoczna. Obie nici dsDNA K (nici 21 i 22) ulegly hydrolizie

W podobnym tempie, chociaz o 76% wolniej niz w przypadku kontroli. Zdolno$¢ enzymu
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do hydrolizy nici natywnej dsDNA J (ni¢ 19) moze wynika¢ z duzej odleglosci
(5 nukleotydéw) pomiedzy uszkodzeniem zawartym w nici, a sekwencjg rozpoznawang
przez enzym. W przypadku dsDNA D zawierajacego ScdA, ta odleglos¢ byta mniejsza
(2 nukleotydy) i enzym pozostat nieaktywny (Rysunek 34).

W przypadku dwuniciowych oligonukleotydow zawierajacych uszkodzenia w obu niciach,
obecnos¢ ScdG i RedG powodowata nizsza zdolnos¢ do inhibicji enzymu BsmAl gdy
znajdowaly si¢ w obrebie rozpoznawanej sekwencji (20-28% aktywnos$ci enzymu dla nici
24, 26, 28 1 30) niz w poblizu miejsca hydrolizy (5-22% aktywnosci enzymu dla nici 20
I 22). Biorac pod uwage, ze dSSDNA J i K nie posiadaty dodatkowego uszkodzenia w obrebie
sekwencji dsDNA rozpoznawanej przez enzym, mozna wywnioskowac, ze istnienie takich
dodatkowych uszkodzen w dsDNA L-O nie miato wptywu na aktywno$¢ BsmAlI. Ponadto,
najwyzsza obliczona réznica aktywnos$ci enzymu wobec nici 24, 26, 28 1 30 wyniosta 8%
po 60 minutach reakcji. Tak niska warto$¢ wskazuje na niewielki wptywu formy
diastereoizomerycznej uszkodzenia znajdujacego si¢ w obrebie rozpoznawanej sekwencji

na aktywnos$¢ enzymu (Rysunek 34).

4.4.4. Wnioski — wphyw obecnosci 5'8-cyklo-2'-deoksyadenozyny i 5',8-cyklo-2'-

deoksyguanozyny w dsDNA na aktywnos¢ endonukleaz restrykcyjnych Sspl i BsmAI
Wyniki uzyskane w ramach trzeciej cz¢sci przeprowadzonych prac badawczych pozwolity
na sformutowanie nastepujacych wnioskow:

e aktywno$¢ enzymu Sspl wobec dsDNA jest catkowicie hamowana jezeli uszkodzenia
cdPus znajduja si¢ w obrebie sekwencji olgonukleotydowej rozpoznawanej przez ten
enzym;

e inhibicja aktywnosci enzymu Sspl przez uszkodzenia cdPus znajdujace si¢ poza
obrebem sekwencji nukleotydowej rozpoznawanej przez ten enzym jest odwrotnie
proporcjonalna do dystansu pomig¢dzy uszkodzeniem a rozpoznawang sekwencja;

e jezeli uszkodzenie w postaci cdPus znajduje si¢ poza obrgbem rozpoznawanej
sekwencji nukleotydowej oraz poza miejscem hydrolizy dsDNA przez enzym BsmaAl,
to jego inhibicja jest niewielka i nie zalezy od rodzaju izomeru cdA lub cdG;

e jezeli uszkodzenie w postaci cdA znajduje si¢ w odlegtosci +1 nukleotydu od miejsca

hydrolizy dSDNA przez enzym BsmAl, aktywnos¢ enzymu jest hamowana, przy czym

91



w przypadku obecnosci diastereoizomeru 5'R inhibicja zachodzi w wigkszym stopniu
niz w przypadku obecnosci diastereoizomeru 5'S;

e obecnos¢ ¢cdG w poblizu miejsca hydrolizy dSDNA przez enzym BsmAl obniza jego
aktywno$¢ w wigkszym stopniu niz obecno$¢ cdA, przy czym obserwacja ta jest
prawdziwa bez wzgledu na formy diastereoizomeryczne badanych cdPus;

¢ inhibicja enzymu BsmAlI przez cdG zachodzi w mniejszym stopniu jezeli uszkodzenie
znajduje sie w obrebie sekwencji nukleotydowej rozpoznawanej przez enzym, niz jezeli

znajduje s¢ w odleglosci +1 nukleotydu do miejsca hydrolizy dsSDNA przez ten enzym.

4.5. Podsumowanie wynikow

Prezentowana praca jest kontynuacja badan dotyczacych wplywu cdPus na inicjacje szlaku
naprawy BER, w ktorych wykazano wplyw obu diastereoizomeréw cdA na wycinanie
czgsteczek dU przez UDG i hAPEL [13]. Do tej pory oba diastereoizomery cdG nie
stanowity podstawy badan ze wzgledu ich trudny i czasochtonny proces syntezy oraz niska
wydajno$¢ procesu wiaczania we fragmenty DNA. Jest to szczegélnie widoczne
w przypadku diastereoizomeru 5'R-cdG [133].

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan prowadzonych w ramach rozprawy doktorskiej
mozna stwierdzi¢, ze aktywno$¢ enzumoéw szlaku BER (UDG, hAPEL, OGG1 i FPG)
wobec substratow oligonukleotydowych zawierajacych cdPus byla wyzsza niz
w przypadku prob kontrolnych, w ktorych substraty nie zawieraty cdPus. Wzrost
aktywno$ci enzymu wobec substratu zawierajagcego uszkodzenie mozna wyjasnié
W nast¢pujacy sposob. Odlegtosc 5 lub 6 par zasad pomiedzy cdPus a dU/8-0xodG moze
zapobiega¢ wystgpieniu interakcji pomiedzy czasteczkg enzymu a cdPus. Dodatkowo,
znieksztalcenie struktury przestrzennej podwojnej helisy DNA w miejscu wystepowania
cdPus moze by¢ kompensowane przez strukture przestrzenna dalszych fragmentow nici.
W innych pracach badawczych wykazano, ze bezposrednia interakcja enzymu z cdPus
obniza jego aktywnos¢, ale efekt ten ulega ,wygaszeniu” jezeli odlegto$¢ pomigdzy
czasteczka enzymu a cdPus wzrasta do 7 i wigcej par zasad [12], [13]. Dzigki temu, jezeli
odlegtos¢ pomiedzy naprawianym uszkodzeniem dU/8-oxodG a cdPus jest wystarczajaco

duza, dostep enzymu do substratu moze by¢ utatwiony.
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W przypadku substratow oligonukleotydowych zawierajacych w swojej sekwencji
pojedynczg czasteczke dU, obecnos¢ cdPus wptyneta na aktywnosé hAPE1 w wigkszym
stopniu (wzrost do okoto 82% w stosunku do kontroli) niz na aktywno$¢ UDG (wzrost do
okoto 66% w stosunku do kontroli). W przypadku czasteczek dU znajdujacych si¢ po
stronie konca 3’ nici wydajnos¢ reakcji hydrolizy dsDNA przez UDG wzrastata wolniej niz
wydajno$¢ reakcji hydrolizy miejsc AP przez hAPE1. Dla oligonukleotydow zawierajacych
czasteczki dU zlokalizowane w kierunku 5'-konca nici wydajnos$¢ reakcji katalizowanej
przez UDG byta podwyzszona tylko w obecnosci uszkodzen 5'R-cdA i 5'S-cdG, podczas
gdy wydajno$¢ reakcji katalizowanej przez hAPE1 wzrastata dla wszystkich badanych
diastereomerow cdPus. Moze to sugerowac, ze obecno$¢ cdPus wptywa na mechanizm
hydrolizy miejsca AP przez hAPEL bardziej niz na mechanizm usuwania czasteczek
uracylu przez UDG.

Przyjmuje si¢, ze mechanizm naprawy obu diastereomerow cdA i cdG przez system NER
moze by¢ rozny, ze wzgledu na réznice w stopniu znieksztalcenia podwojnej helisy DNA
[102]. W tego powodu inicjacja szlaku BER rowniez moze opieraé si¢ o rozne
mechanizmow rozpoznawania czasteczek dU, w zalezno$ci od rodzaju cdPus znajdujacego
si¢ w poblizu. Diastereoizomer 5'R — zaréwno cdA, jak i ¢cdG — powoduje wigksze
znieksztalcenie 1 destabilizacj¢ podwojnej helisy DNA niz diastereoizomer 5'S. Moze to
prowadzi¢ do wyzszej skutecznosci szlaku NER wobec izomerow 5'R niz 5'S [50]. Ponadto
badania dotyczace ekstraktow komoérkowych Hela wykazaty, ze skuteczno$¢ dzialania
szlaku NER zmienia si¢, gdy uszkodzenia w postaci 5'S-cdA i 5'S-cdG sg sparowane
z r6znymi zasadami azotowymi [133]. Moze to sugerowac, ze skutecznos¢ naprawy CDL
zalezy od wielu czynnikow 1 w pewnym stopniu moze uzasadnia¢ uzyskane wyniki. Warto
zauwazy¢, ze dla oligonukleotydow zawierajacych kombinacje dwoch czasteczek dU
i uszkodzenie w formie cdPus obserwowano mniejszy wzrost aktywno$ci zarowno UDG,
jak i hAPE1, w porownaniu z oligonukleotydami z zawierajacymi jedng czasteczke dU.
Aktywnos¢ UDG wzrosta dla oligonukleotydow zawierajacych uszkodzenie w postaci 5'R-
cdG, podczas gdy aktywnos¢ hAPE1 wzrosta dla oligonukleotydow zawierajacych
uszkodzenia 5'S-cdA i 5'S-cdG. W przypadku obecnosci innych uszkodzen cdPus nie
odnotowano zadnych zauwazalnych zmian w aktywnos$ci enzyméw wzgledem prob

kontrolnych. Moglo to nastapi¢ z powodu jednoczesnego rozpoznania obu miejsc nacigcia
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przez czasteczki biatka. Zatem czasteczka dsDNA moze by¢ mniej podatna na rozluznienie
skrecenia podwdjnej helisy w dwoch miejscach jednoczesnie. Dzigki temu ,,dziatanie”
dwoch czgsteczek enzymu w bliskiej odlegtosci od siebie moze by¢ utrudnione.
Dotychczas nie prowadzono badan naukowych dotyczacych wpltywu uszkodzen
jednoniciowego lub dwuniciowego DNA na aktywno$¢ bakteryjnych endonukleaz
restrykcyjnych. Biorgc pod uwage kluczowg role tych enzyméw w bakteryjnym
mechanizmie restrykcji-modyfikacji [87], [90], wyniki uzyskane w niniejszej pracy
stanowig krok w kierunku zrozumienia proceséw biochemicznych zachodzacych
w komorkach bakterii. System restrykcji-modyfikacji stuzy komorkom bakteryjnym do
obrony przed infekcjami wirusowymi [88], [90]. Mechanizm ten prowadzi do fragmentacji
materialu genetycznego, ktory jest wprowadzany do wnetrza bakterii przez czasteczki
wirusa [87]. Zahamowanie aktywno$ci endonukleaz restrykcyjnych, na przyktad wskutek
obecnosci uszkodzen w obrebie DNA bakteriofagdéw, moze uniemozliwi¢ zatrzymanie
infekcji wirusowej.

Na podstawie wynikow uzyskanych w niniejszej pracy mogtem stwierdzi¢, ze hamowanie
aktywnosci endonukleaz restrykcyjnych zachodzi przede wszystkim w przypadku
obecnosci uszkodzenia dsDNA w poblizu miejsca hydrolizy substratu przez enzym. Jezeli
dany enzym hydrolizuje dsDNA w obrebie rozpoznawanej przez siebie sekwencji, to
obecno$¢ uszkodzenia DNA w obrgbie tej sekwencji prowadzi do catkowitej inhibicji
enzymu. W przypadku enzymu Sspl, rozpoznawana sekwencja posiada dtugos¢ 6 par zasad,
a miejsce hydrolizy wigzan fosfodiestrowych znajduje si¢ w srodku sekwencji. W zwigzku
z tym, obecno$¢ uszkodzenia DNA w obrgbie tej sekwencji oznacza, ze znajduje si¢ ono
maksymalnie w odlegtosci 3 par zasad od miejsca hydrolizy dsDNA. Tak niewielki dystans
powoduje catkowitg inhibicje aktywno$ci enzymu, co zaobserwowatem w przypadku
dsDNA B, C, F i G (uszkodzenie 5'R/S-cdA przylegajace do miejsca hydrolizy substratu
przez enzym) oraz L, M, N i O (uszkodzenie 5'R/S-cdA w odleglosci 1 pary zasad od
miejsca hydrolizy substratu przez enzym). Jezeli uszkodzenie DNA znajduje si¢ poza
obrebem sekwencji rozpoznawanej przez enzym Sspl, to jego wptyw na aktywnos¢ tego
enzymu spada wraz ze wzrostem odleglosci uszkodzenia od miejsca hydrolizy dsDNA.
Aktywnos$¢ enzymu Sspl wynosita od 89 do 96% wobec nici wchodzgcych w sktad dSDNA
D i E (uszkodzenie 5'R/S-cdA w odlegtosci 10 par zasad od miejsca hydrolizy substratu
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przez enzym) oraz od 78 do 86% wobec nici wchodzacych w skad supleksow H oraz
I (uszkodzenie 5'R/S-cdA w odlegltosci 9 par zasad od miejsca hydrolizy substratu przez
enzym).

Enzym BsmAl jest przedstawicielem endonukleaz restrykcyjnych, ktore hydrolizuja
dsDNA poza obrgbem rozpoznawanej sekwencji. W takim przypadku, celem catkowitej
inhibicji enzymu, uszkodzenie DNA musi znajdowac si¢ w poblizu miejsca hydrolizy.
Inhibicj¢ enzymu zaobserwowano w przypadku dsDNA D i E, zawierajgcych uszkodzenia
przylegajace do miejsca hydrolizy. Obecno$¢ uszkodzenia w postaci 5'S-cdA spowodowata
catkowitg inhibicj¢ aktywnosci enzymu (dsDNA D), a w postaci 5'R-cdA spowodowata
spadek aktywnosci enzymu do poziomu 45% (dsDNA E). “Oddalenie” uszkodzen cdA
0 1 pare zasad oraz jednoczesne “przeniesienie” go na ni¢ przeciwlegla (dSDNA H, 1)
czesciowo zniosto inhibicje enzymu, ale nadal byla ona silniejsza dla diastereoizomeru 5'S
niz dla 5'R. Obecno$¢ uszkodzenh DNA w obrebie sekwencji rozpoznawanej przez enzym
wykazuje znaczaCy wplyw na aktywnos$¢ enzymu, ale nie hamuje jej calkowicie. Dla
dsDNA L, M, N i O, zawierajacych uszkodzenia w postaci 5'S-cdG i 5'R-cdG, aktywnos¢
enzymu wobec nici uszkodzonych wynosita od 20 do 29% (nici 24 26, 28, 30), natomiast
wobec nici nieuszkodzonych od 54 do 69% (nici 23 i 27). Réznice pomiedzy wplywem
form diastereoizomerycznych cdG nie byly tak widoczne jak w przypadku cdA.
W przypadku endonukleaz restrykcyjnych hydrolizujacych dsDNA z wytworzeniem
lepkich koncow, uszkodzenie znajduje si¢ W innej odlegtosci od miejsca hydrolizy nici
uszkodzonej niz nici komplementarnej. Powyzsze wyniki wskazuja, ze dla takich enzymow
wystepuja znaczne roéznice w szybkosci hydrolizy podwojnej helisy DNA jezeli zawiera
ona cdPus w swojej sekwencji.

Podsumowujagc  wptyw cdPus na aktywno$¢ wszystkich enzyméw badanych
W przedstawionej pracy, nie jest mozliwe jednoznaczne wskazanie rdznic pomig¢dzy
diastereoizomerami. Aktywnos¢ enzymow UDG i hAPEl byla nizsza w przypadku
obecnosci uszkodzen w postaci 5'S-cdA i 5'R-cdG, niz w przypadku 5'R-cdA i 5'S-cdG.
Aktywno$¢ enzymow OGGI1 1 FPG byla nizsza w przypadku obecnosci uszkodzenia
w postaci 5'R-cdG, niz w przypadku 5'S-cdG.

W przypadku endonukleaz restrykcyjnych, korelacje wida¢ w odniesieniu do enzymu

BsmAlI i jest ona nast¢pujaca: aktywno$¢ enzymu jest nizsza w przypadku obecnosci
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uszkodzenia w postaci 5'S-cdA, niz w przypadku 5'R-cdA. Jednakze wniosek ten jest
prawdziwy tylko dla uszkodzeh znajdujacych sie¢ w bezposredniej bliskosci miejsca
hydrolizy dsDNA przez enzym. W przypadku diastereoizomerdéw cdG, roznice pomiedzy
wpltywem 5'S-cdG i 5'R-cdG na aktywno$¢ BsmAl sg nieznaczne.

Na podstawie przedstawionych wynikow mozna stwierdzié, ze uszkodzenie w postaci 5'R-
cdG prowadzi do silniejszej inhibicji enzymoéw szlaku BER niz obecno$¢ uszkodzenia
w postaci 5'S-cdG. Natomiast w badaniach dotyczacych uszkodzenia w postaci cdA,
obecnos¢ diastereoizomeru 5'S powodowala silniejsza inhibicj¢ enzyméw UDG, hAPE1
oraz BsmAl. Wynik ten jest zgodny z wczesniejszymi badaniami okreslajagcymi wplyw
diastereoizomeréw cdA na aktywno$¢ UDG i hAPE1 [13] i jest najprawdopodobniej
efektem wystepowania zawady sterycznej w przypadku obecnosci 5'S-cdA w sekwencji
badanych fragmentow dsDNA. W przypadku diastereoizomeru 5R, efekt ten wpltywa na
aktywnos$¢ UDG i hAPE1 w mniejszym stopniu niz w przypadku 5'S-cdA. W odniesieniu
do cdG, zalezno$¢ jest odwrotna i moze wynika¢ na przyktad z réznic w budowie
przestrzennej pomi¢dzy cdA 1 cdG.

Badajac aktywnos$¢ enzymow szlaku BER stosowalem dwuniciowe oligonukleotydy
zawierajace w swojej sekwencji po 2 czasteczki dU lub 8-o0xodG. Na podstawie wynikow
uzyskanych z wykorzystaniem takich substratow mozna przedstawi¢ nastgpujaca
zalezno$¢. Enzmy UDG 1 hAPE1 wykazuja wyzsza aktywno$¢ wobec czasteczek dU
zlokalizowanych blizej konca 3' nici uszkodzonej (zawierajacej cdPus). Jednoczesnie,
enzymy OGG1 i FPG w pierwszej kolejnosci usuwajg czasteczki 8-0xoG zlokalizowane
blizej konca 5' nici uszkodzonej. Taka obserwacja moze mie¢ zwigzek ze specyfika
dziatania konkretnych enzymoéw, co jest szczegdlnie widoczne w przypadku enzymow
z klasy polimeraz. W przedstawionej pracy badawczej stosowatem substraty w postaci
dsDNA o dlugosci zaledwie 40 par zasad, co dodatkowo utatwia rozpoznawanie wolnych
koncow nici przez enzymy. Mozliwe jest, ze w zaleznosci od rodzaju enzymu, porusza si¢
on wzdluz czasteczki dsSDNA w konkretnym kierunku, napotykajac na swojej drodze
uszkodzenia potozone blizej konca 3' lub 5' nici.

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie prac badawczych w ramach przedstawionej

rozprawy doktorskiej mogg w przysztosci przyczyni¢ si¢ do zrozumienia mechanizmow
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dzialania enzymow odpowiedzialnych za ochron¢ genomu przed negatywnym wpltywem

uszkodzen zespolonych DNA zawierajgcych cdPus.
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5. Czes¢ doswiadczalna

5.1. Materialy i metody

5.1.1. Sprzeti odczynniki
W toku mojej pracy badawczej korzystalem z nastepujacego sprzgtu laboratoryjnego
(Tabela 10) oraz odczynnikéw chemicznych (Tabela 11). Skitady jakosciowo-ilosciowe

oraz numery serii odczynnikéw do reakcji enzymatycznych znajduja si¢ w Tabeli 12.

Tabela 10. Wykaz sprzetu stosowanego w kolejnych etapach prac badawczych. Etap 1 — synteza
materialu badawczego, etap 2 — znakowanie izotopowe oligonukleotydow, etap 3 — hybrydyzacja
oligonukleotydow, etap 4 — reakcje enzymatyczne, etap 5 — elektroforeza PAGE, etap 6 —
autoradiografia, etap 7 — kwantyfikacja wynikoéw w programie Quantity One. Wykaz nie
uwzglednia drobnych materiatéw laboratoryjnych zuzywalnych.

Sprzet Marka i model Etap
Spektrofotometr Varian Cary 1E 1
Dejonizator wody SolPure VENA UV 1,2,3,4,5

Eppendorf Research Plus
] HTL Discovery Comfort
Pipety automatyczne 2,3,4
Socorex Acura 825

Socorex Calibra 822

Detektor
o ) Polon Ekolab EKO-C 2,3,4,5,6
promieniowania

Waga precyzyjna Radwag WPS 510/C/2 2,3,4,5

_ Axis AD500
Waga analityczna 2,3,4,5

Radwag WAS 220/C/2

DLAB D1008

Wiréwka laboratoryjna 2,3,4,5

LMS MCF-2360

Vortex Bio-Rad BR-2000 2,3,4,5
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Wiréwka préozniowa Savant SpeedVac SVC-100M 2,3

Wirowka z chtodzeniem MPW-365 2,3
Faznia wodna AJL LW102 2,4
Termoblok Grant Instruments QBA1 2,3, 4
Thermo Scientific Owl S3S oraz S4S
Aparat do PAGE 4
TVS 1400
) Consort EV232
Zasilacz do PAGE 4
Consort EV2320
pH-metr Mettler Toledo SevenCompact S220 5
Pompa proézniowa do
) § KNF N820AN.18 5
filtracji
Klisze RTG Fujifilm Super RX-N 6
Kasety do klisz RTG Agfa Ortho Gradual 6
Skaner Epson L386 7

Tabela 11. Wykaz odczynnikow chemicznych stosowanych w kolejnych etapach prac badawczych.
Etap 1 — synteza materialu badawczego, etap 2 — znakowanie izotopowe oligonukleotydow, etap
3 — hybrydyzacja oligonukleotydow, etap 4 — reakcje enzymatyczne, etap 5 — elektroforeza PAGE,
etap 6 — autoradiografia, etap 7 — kwantyfikacja wynikow w programie Quantity One.

) Etap prac
Odczynnik Producent Kod produktu
badawczych
Akrylamid PanReac AppliChem A1089.1000 5
Bisakrylamid Sigma-Aldrich M7256-250G 5
40096-AP0-G1000-
Mocznik Pol-Aura 1 5
GenoPlast
Tris BMGPB0026-3 5
Biochemicals
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Kwas borowy POCH 005-007-00-2 5
EDTA MP Biomedicals 800683 5
NaOH POCH 011-002-00-6 5

Nadsiarczan VWR 0486-100G .
amonu MP Biomedicals 802829
TEMED VWR 0761-100ML 5
Formamid Sigma-Aldrich F9037-100ML 2,3,4,5
Biekit ) )
MP Biomedicals 193990 2,3,4,5
bromofenolowy
Cyjanol ksylenu Sigma-Aldrich X4126-10G 2,3,4,5
Etanol bezwodny
POCH 603-002-00-5 2,3
czysty
v-32P ATP Hartmann Analytic SRP-301 2,3
Piperydyna Sigma-Aldrich 104094-100ML 2,3,4
Wl Foma Bochemia 6
otywacz -
FWOW Foma GD-L
Kwas cytrynowy Chempur 425382101 6
Foma Bochemia
Utrwalacz - 6

Fomafix
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Tabela 12. Wykaz odczynnikoéw biologicznych stosowanych w pracy badawczej.

Odczynnik Sktad Numery serii
5000 U/ml UDG, 50 mM chlorku potasu, 10
_ 0121412
mM chlorowodorku Tris (pH =7,4), 1 mM
UDG ) 10061206
DTT, 0,1 mM EDTA, 50% glicerolu, 100
10081986
ug/ml BSA
10000 U/ml hAPE1, 10 mM chlorowodorku
HAPEL Tris, 50 mM chlorku sodu, 1 mM DTT, 0,05 0041501
mM EDTA, 200 pg/ml BSA, 50% glicerolu, 10019494
pH=8,0
3,42 U/ml hOGGL1-a, 20 mM chlorku Tris (pH
0GG1 =7,8),1mMDTT, 1 mM EDTA, 100 mM P223581
chlorku sodu, 50% glicerolu
20 mM chlorowodorku Tris, 50 mM chlorku
FPG sodu, 0,5 mM EDTA, 200 pg/ml BSA, 50% 10040529
glicerolu, pH=28,0
10 mg/ml BSA, 20 mM chlorowodorku Tris,
BSA 100 mM chlorku potasu, 0,1 mM EDTA, 50% 10014762
glicerolu, pH=28,0
Bufor APEX 50 mM octanu potasu, 20 mM octanu Tris, 10 0041411
NEBuffer 4 mM octanu magnezu, 1 mM DTT, pH=7,9 10012689
Bufor do FPG 10 mM chlorowodorku Bis-Tris-propanu, 10
0101804
NEBuffer 1 mM chlorku magnezu, 1 mM DTT, pH=7,0
Bufor do OGGL1 20 mM chlorku Tris (pH = 8,0), 1 mM 20479
REC buffer 6 EDTA,1mM DTT, 100 pg/ml BSA
100000 U/ml Sspl, 10 mM chlorowodorku
Sspl-HF _ 10020697
Tris, 250 mM chlorku sodu, 1 mM DTT, 0,1
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mM EDTA, 200 pg/ml BSA, 50% glicerolu,
0,15% Triton X-100, pH =7,4

5000 U/ml BsmAl, 10 mM chlorowodorku
Tris, 300 mM chlorku sodu, 1 mM DTT, 0,1
BsmAl _ 10025061
mM EDTA, 500 pg/ml BSA, 50% glicerolu,

pH=7,4

Bufor do Sspl 50 mM octanu potasu, 20 mM octanu Tris, 10 0041411
NEBuffer 4 mM octanu magnezu, 1 mM DTT, pH=7,9 10012689

Bufor do BsmAl | 50 mM octanu potasu, 20 mM octanu Tris, 10 0041411
NEBuffer 4 mM octanu magnezu, 1 mM DTT,pH=7,9 10012689

10000 U/ml kinazy T4, 10 mM chlorowodorku
) Tris, 50 mM chlorku potasu, 1 mM DTT, 0,1

Kinaza T4 10064352
mM EDTA, 50% glicerolu, 0,1 uM ATP, pH =

7,4

Bufor do kinazy

T4
_ 70 mM chlorowodorku Tris, 10 mM chlorku
Polynucleotide 10056315
) ) magnezu, 5 mM DTT, pH=7,6
Kinase Reaction

Buffer

5.2. Material badawczy

Material badawczy stanowily jednoniciowe oligonukleotydy zsyntezowane oraz
oczyszczone w Instytucie Chemii Bioorganicznej Centrum Badan Molekularnych
I Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk w todzi. Substraty do syntezy
oligonukleotydéw w postaci fosforamidowych pochodnych deoksypuryn uzyskano
w Zaktadzie Bromatologii Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi, wedlug metody opisanej w literaturze naukowej [134]. Komercyjnie dostgpne
niemodyfikowane deoksyrybonukleotydy zakupiono w Sigma Aldrich. Produkty syntezy,
sktadajace si¢ z 40 nukleotydéw kazdy, oczyszczono metoda HPLC na kolumnie
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Phenomenex C-18, a czystos¢ analizowano spektrofotometrycznie przy diugosci fali
A = 260 nm. Jakos¢ procesu syntezy potwierdzono przeprowadzajgc spektroskopie¢ masowa
oligonukleotydow 1 wyznaczajac ich jony molekularne. Sekwencje wuzyskanych
oligonukleotydéw oraz ich wlasciwosci przedstawiono na Rysunkach 10, 19 i 23 oraz w
Tabelach 5, 8 1 9. Wszystkie badane oligonukleotydy przygotowano w postaci roztworow
o stezeniach wyrazonych w jednostkach OD. Warto§¢ OD oznacza ggsto$¢ optyczng
roztworu (OD, ang. optical density) i ustala si¢ ja mierzagc absorbancj¢ roztworu przy
dhugosci fali A =260 nm. Uzyskang warto§¢ OD przelicza si¢ wedtug ponizszego wzoru na
stezenie oligonukleotydu w probie i wyraza zwykle w pikomolach (pmol) lub

mikrogramach (pg).

mol] — 100 - n [OD]
MmO = 54 A+117-G+075-C+092-T

gdzie:
n [mol] — iloé¢ oligonukleotydu w roztworze wyrazona w nanomolach,
n [OD] — warto$¢ OD roztworu,

A, G, C, T — liczba poszczegolnych nukleotydow w sekwencji oligonukleotydu

Ze wzgledu na rozne objetosci i wartosci OD roztworéw oligonukleotydow, ich ilos¢
pobierang do reakcji enzymatycznych przeliczatem indywidualnie (Tabela 5, 8, 9). Dla
jednoniciowych oligonukleotydéw o dtugosci 40 nukleotydow przyjmuje si¢, ze 1 OD

odpowiada ilosci 2,3 nmol.

5.3. Znakowanie izotopowe oligonukleotydéw

W  pierwszym etapie prac badawczych przeprowadzitem znakowanie izotopowe
oligonukleotydéw na 5'-koncu przy uzyciu promieniotworczego izotopu fosforu 32P.
Metoda polegata na pobraniu kazdego oligonukleotydu w ilosci 230 pmol (0,1 OD)
i dodaniu 2 pCi (0,2 pl) [y-32P] ATP oraz 5 U kinazy polinukleotydowej T4 jako
katalizatora reakcji. Srodwisko reakcji stanowit dedykowany bufor reakcyjny (T4
Polynucleotide Kinase Reaction Buffer), a catkowita objeto$¢ pojedynczej mieszaniny
reakcyjnej wynosita 20 pl. Reakcje prowadzitem w temperaturze 37 °C przez 30 minut,
nastepnie denaturowalem enzym umieszczajac probki na 5 minut w temperaturze 95 °C. Po
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denaturacji probki chlodzitem umieszczajac w lodowatej tazni wodnej. Tabela 13

przedstawia przyktadowy sktad mieszaniny reakcyjnej podczas znakowania izotopowego

oligonukleotydéw. Tabele 14 i 15 przedstawiajg sposoby przygotowania poszczegolnych

sktadnikéw mieszaniny reakcyjnej. Tabela 16 przedstawia specyfikacj¢ enzymu. Tabela 17

przedstawia specyfikacje [y-32P] ATP.

Tabela 13. Skifad jako$ciowy i ilo§ciowy mieszaniny reakcyjnej stosowanej w etapie znakowania

izotopowego oligonukleotydow.

Sktadnik Mos¢
Oligonukleotyd 0,1 OD (2,3 pmol)
Bufor reakcyjny 10x 2ul
Enzym 1:10 Sul
[y-¥P] ATP 1:10 2 ul
Woda dejonizowana do 20 ul
Suma: 20 ul

Tabela 14. Sktad jakosciowy i ilo§ciowy roboczego roztworu enzymu stuzacego do znakowania

izotopowego oligonukleotydow.

Sktadnik Mos¢
Enzym 2 ul
Bufor reakcyjny 10x 1,8 ul
Woda dejonizowana 16,2 ul
Suma: 20 ul

Tabela 15. Sktad jakoSciowy i iloSciowy roboczego roztworu [y-32P] ATP stuzacego do
znakowania izotopowego oligonukleotydow.

Sktadnik Mos¢
[y-32P] ATP 1 ul
Woda dejonizowana 9ul
Suma: 10 pl
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Tabela 16. Specyfikacja stosowanej kinazy T4.

Parametr Kinaza T4
Typ Kinaza polinukleotydowa
Substrat ssDNA, dsDNA, y-Pi-ATP
Kofaktor Mg?*
Producent New England Biolabs
Dystrybutor Lab-Jot
Stezenie 10000 U/ml

Kod produktu

M02015S (500 U)

T4 Polynucleotide Kinase Reaction

Bufor reakcyjny BUffer
Dodatki -
[lo$¢ do reakeji 5U
Objetos¢ do reakeji 0,5 ul
Temperatura 37°C
Czas reakcji 0,5h
Tabela 17. Specyfikacja stosowanego [y-32P] ATP.
Parametr [y-32P] ATP
Producent Hartmann Analytic
Radionuklid 32p
Aktywnos¢ 111 TBq (3000 Ci)/mmol
Stezenie 10 mCi/ml
Kod produktu SRP-301
Ilo$¢ do reakcji 2 uCi
Objetos¢ do reakcji 0,2 ul

Ze wzgledu na prace z materialem promieniotworczym, kazdy etap prac badawczych

wymagal stosowania urzadzenia monitorujgcego poziom promieniowania. W tym

przypadku byto to promieniowanie 3~ emitowane przez wysokoenergetyczne atomy izotopu
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fosforu 3?P. Do tego celu stosowalem monitor skazen radioaktywnych EKO-C
wyprodukowany przez firme Polon-Ekolab. Czytnik ten mierzy i podaje poziom
promieniowania X i gamma w zakresie 0,01 — 1000 uSv/h, promieniowania o w zakresie
0,1 - 10000 Bg/cm? oraz promieniowania p w zakresie 0,1 — 10000 cps. Jednostka cps (ang.
counts per second) wskazuje na czgstotliwos¢ wykrywania pojedynczych czastek
B w czasie 1 sekundy. W wyniku znakowania izotopowego oligonukleotydow, pojedyncza
probka o objetosci 20 ul (Tabela 13) wykazywata poziom promieniowania wykraczajacy
poza skale czytnika (>10000 cps).

Czas polowicznego rozpadu — inaczej okres pottrwania — promieniotwdrczego izotopu
fosforu 2P wynosi 14,3 dnia. Oznacza to, ze po uplywie 2 tygodni izotop traci potowe
swojej wyjsciowe] aktywno$ci promieniotworczej. Z tego wzgledu ilos¢ izotopu
dodawanego do pojedynczej mieszaniny reakcyjnej byla ustalana indywidualnie na
podstawie daty produkcji danej serii.

5.4. Hybrydyzacja oligonukleotydéw

Drugi etap prac badawczych polegat na uzyskaniu wilasciwych substratow dla reakcji
enzymatycznych w postaci oligonukleotydow dwuniciowych. W tym celu
przeprowadzilem  hybrydyzacj¢  wszystkich ~ znakowanych  oligonukleotydow
jednoniciowych z komplementarnymi do nich matrycami. Metoda polegata na dodaniu
nadmiaru matrycy w stosunku do ilo$ci znakowanego substratu oraz podgrzaniu
mieszaniny do temperatury 95 °C na 10 minut. Nadmiar byt 1,2-krotny (0,12 OD)
w badaniach nad aktywnos$cig enzymow UDG, hAPE1, Sspl i BsmAlI, natomiast 2-krotny
(0,2 OD) w badaniach nad aktywnoscig OGGI i FPG. Po zakonczeniu inkubacji probki
pozostawialem do powolnego ostygnigcia (okolo 3-4 godziny), co umozliwiato
komplementarne polaczenie si¢ nici badanej z nicig matrycowa. Po hybrydyzacji
prowadzitem wytracanie oligonukleotydow do postaci osadu poprzez dodatek 250 pl
lodowatego suchego etanolu oraz wirowanie przez 30 minut z predkoscia 13 tys. obr./min.
w temperaturze 4 °C. Po wirowaniu dekantowatem rozwtor znad osadu, mierzytem poziom
promieniowania probek 1 suszytem osad z nadmiaru etanolu w warunkach podci$nienia
przez okoto 30 minut. Nast¢gpnie osad rozpuszczalem w wodzie i zamrazalem do

pézniejszego wykorzystania jako substrat do reakcji enzymatycznych.
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Dekantacja roztworu znad osadu byla obarczona ryzykiem utraty cze$ci znakowanego
materialu badawczego. Z tego wzgledu, oprécz pomiaru mocy promieniowania probek
przed i po dekantacji, mierzytem réwniez poziom promieniowania dekantowanego
roztworu. Do dalszych eksperymentéw kierowalem jedynie tak przygotowane probki
(w postaci osadu), dla ktorych poziom promieniowania dekantowanego roztworu byt
pomijalnie maty. W przypadku probek (osadu) o mocy przekraczajacej 10000 cps,
akceptowalna moc dekantowanego roztworu wynosita 50-300 cps. Wowczas, po
rozcienczeniu osadu do objetosci 100 ul, uzyskiwatem materiat badawczy na 100 kolejnych
reakcji enzymatycznych). Moc promieniowania 1 pl materialu badawczego wynosita
wowczas okoto 200 cps.

Minimalny poziom promieniowania probki poddawanej reakcji enzymatycznej powinien
wynosi¢ 50 cps. Wowczas mozliwe byto obrazowanie wynikéw metodg autoradiografii po
uplywie 24 godzin od zakonczenia eksperymentu. W przypadku probek, ktorych moc

promieniowania przekraczata 200 cps, wynik uzyskiwatem po 2 godzinach.

5.5. Reakcje enzymatyczne

Celem mojej pracy badawczej byto okreslenie aktywnosci wybranych enzymow wobec
oligonukleotydowych substratow zawierajacych w swojej strukturze konkretne
uszkodzenia sekwencji DNA. W tym celu przeprowadzitem reakcje enzymatyczne
z wykorzystaniem otrzymanych dwuniciowych fragmentéw oligonukleotydowych. Catos¢

prac badawczych zostata podzielona na trzy etapy.

5.5.1. Badanie aktywnosci enzymow UDG i APE]

Pierwszy etap prac obejmowat reakcje enzymatyczne wobec 14 jednoniciowych
oligonukleotydéow hybrydyzowanych z komplementarnymi matrycami do postaci
dwuniciowej. Znakowane izotopowo dwuniciowe oligonukleotydy w ilosci 2,3 pmol kazdy
inkubowatem w 5 pul buforu reakcyjnego (NEBuffer 4) z UDG i hAPE1 w temperaturze 37
°C. W celu okreslenia aktywnos$ci UDG uzywatem enzymow w ilo$ciach 0,02 U UDG1 0,5
U hAPE, prowadzac reakcje przez 0, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 i 60 minut.
W celu okreslenia aktywnos$ci hAPE1 uzywatem enzymoéw w ilosciach 0,5 U UDG 1 0,02
hAPE1, prowadzac reakcje przez 0, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 60, 90, 120, 150 i 180 minut.
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Tabela 18. Specyfikacja enzymoéw UDG i hAPE1 stosowanych w pracach badawczych.

Parametr UDG hAPE1
Typ Glikozylaz.a Endonukleaza
monofunkcyjna
Substrat dU w dsDNA miejsce AP w dsDNA
Kofaktor - Mg?*
Producent New England Biolabs New England Biolabs
Dystrybutor Lab-Jot Lab-Jot
Stezenie 5000 U/ml 10000 U/ml
Kod produktu M0280S (1000 U) M0282S (1000 U)
Bufor reakcyjny NEBuffer 4 (10x) NEBuffer 4 (10x)
[lo$¢ do reakeji 0,02U lub0,5U 0,02U lub0,5U
Objetos¢ do reakeji 0,004 lub 0,1 pl 0,002 lub 0,05 pl
Temperatura 37°C 37°C
Czas reakcji 0-1h 0-3h

Tabela 19. Sktady jakosciowe i ilosciowe mieszanin reakcyjnych w ramach analizy aktywnosci

enzyméw UDG i hAPE].
Etap Aktywnos¢ UDG Aktywnos¢ hAPEI
Sktadnik Mos¢
Substrat 1 ul
UDG 0,004 pl 0,002 pl
hAPE1 0,05 ul 0,1 ul
Bufor reakcyjny 10x 0,5 ul
Woda dejonizowana do 5 pul
Suma: Sul

Proby kontrolne stanowily reakcje enzymatyczne wobec fragmentow dsDNA natywnych,
nieposiadajacych uszkodzen DNA w swojej strukturze (dUO oraz dU(-5)(+5)dA). Préby te
potwierdzity aktywno$¢ enzymow wobec oligonukleotydéw natywnych. Dodatkowo

wykonatem proby zerowe polegajace na trawieniu wszystkich dsSDNA przez badane
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enzymy stosowane oddzielnie w ilosci 0,5 U, prowadzac reakcje przez 0 i 60 minut dla
UDG lub 0 i 180 minut dla hAPE1. Proby te potwierdzity brak aktywnos$ci hAPE1 wobec
substratow, jak rowniez brak hydrolizy miejsca AP w probach zawierajacych tylko UDG.
Tabela 19 przedstawia sktady mieszanin reakcyjnych podczas badania aktywnosci
enzymow UDG oraz hAPEI.

5.5.2. Badanie aktywnosci enzymow Sspl i BsmAI

Drugi etap prac obejmowal reakcje enzymatyczne wobec 30 jednoniciowych
oligonukleotydow tworzacych 15 dwuniciowych dsDNA. Kazde dsDNA analizowatem
dwukrotnie, w zalezno$ci od tego ktora z nici byta znakowana izotopowo. Sumarycznie
uzyskatem 30 prob badawczych. Znakowane izotopowo dwuniciowe oligonukleotydy
wilo$ci 2,3 pmol kazdy inkubowatem w 5 pl dedykowanego buforu reakcyjnego
(NEBuffer 4) z 0,5 U BsmAlI (reakcja prowadzona w temperaturze 55 °C) lub 1,5 U Sspl
(reakcja prowadzona w temperaturze 37 °C). Czasy reakcji dla obu enzymow wynosity:
0,1, 5, 15, 30, 45 i 60 minut. Préby kontrolne stanowily reakcje enzymatyczne wobec
dsDNA natywnych, nieposiadajacych uszkodzen DNA w swojej strukturze (reakcje
zdsDNA A, w ktorym znakowana izotopowo byta ni¢ 1 lub 2). Proby te potwierdzity
aktywno$¢ enzymow wobec oligonukleotydéw natywnych. Dodatkowo wykonalem proby
zerowe polegajace na trawieniu wszystkich 30 jednoniciowych oligonukleotydow przez
badane enzymy. Proby te potwierdzity brak interakcji enzymow z jednoniciowymi
substratami. Tabela 21 przedstawia sktady mieszanin reakcyjnych podczas badania

aktywnos$ci enzymow Sspl oraz BsmAl.

5.5.3. Badanie aktywnosci enzymow OGGIl i FPG

Trzeci etap prac obejmowal reakcje enzymatyczne wobec 3 jednoniciowych
oligonukleotydéw hybrydyzowanych z komplementarnymi matrycami do postaci
dwuniciowej. Znakowane izotopowo dwuniciowe oligonukleotydy w ilosci 2,3 pmol kazdy
inkubowatem w 5 pl buforu reakcyjnego z 0,5 U OGGI1 lub FPG w temperaturze 37 °C.
W celu okreslenia aktywnosci OGG1 reakcje prowadzilem z uzyciem dedykowanego
buforu (REC buffer 6) przez 0, 30, 60, 120, 180, 240 1 300 minut. W celu okreslenia
aktywnos$ci FPG reakcje prowadzitem z uzyciem dedykowanego buforu (NEBuffer 1) przez
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0, 1, 5, 15, 30, 60 i 120 minut. Proby kontrolne stanowily reakcje enzymatyczne wobec
dsDNA natywnego, niezawierajgcego uszkodzen DNA w swojej strukturze (-6/+6(H/dA).
Proby te potwierdzity aktywno$¢ enzymoéw wobec oligonukleotydow natywnych.
Dodatkowo wykonatem proby zerowe polegajace na trawieniu wszystkich
trzech jednoniciowych oligonukleotydow przez badane enzymy. Proby te potwierdzity brak
interakcji enzymow z jednoniciowymi substratami. Tabela 23 przedstawia sktady

mieszanin reakcyjnych podczas badania aktywnosci enzyméw OGG1 oraz FPG.

Tabela 20. Specyfikacje enzymow Sspl i BsmAlI stosowanych w pracach badawczych.

Parametr Sspl BsmAl
- Deoksyrybonukleaza Deoksyrybonukleaza
1P 1S
Substrat dsDNA dsDNA
Kofaktor Mg?* Mg?*
Producent New England Biolabs | New England Biolabs
Dystrybutor Lab-Jot Lab-Jot
Stezenie 100000 U/ml 5000 U/ml
Kod produktu R0132S R0529S (1000 V)
Bufor reakcyjny NEBuffer 4 (10x) NEBuffer 4 (10x)
Dodatki - -
Ilo$¢ do reakeji 15U 05U
Objetos¢ do reakeji 0,015 ul 0,1l
Temperatura 37°C 55°C
Czas reakcji 0-1h 0-1h
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Tabela 21. Sktady jakosciowe i ilosciowe mieszanin reakcyjnych w ramach analizy aktywnosci
enzymow Sspl i BsmAL

Etap Aktywnos¢ Sspl Aktywno$¢ BsmAlI
Sktadnik los¢
Substrat 1wl
Sspl 0,015 pl -
BsmAl - 0,1 ul
Bufor reakcyjny 10x 0,5 ul
Woda dejonizowana do5ul
Suma: Sul

Tabela 22. Specyfikacje enzymow OGG1 i FPG stosowanych w pracach badawczych.

Parametr 0GG1 FPG
Typ Glikozylaza dwufunkcyjna
Substrat 8-o0xodG, FapyG 8-0x0dG, I;a:pyG, ~apy
Kofaktor - -
Producent Trevigen New England Biolabs
Dystrybutor - Lab-Jot
Stezenie 3,42 U/ul 8000 U/ml
Kod produktu 4130-100-EB (100 U) M0240S (500U)
NEBuffer 1 (10x)
Bufor reakcyjny REC Buffer 6 (10x) (kod produktu:
B7001S)
BSA 100x (10 mg/ml)
Dodatki - (kod produktu:
B9001S)
[lo$¢ do reakeji 05U 05U
Objetos¢ do reakeji 0,146 pul 0,0625 ul
Temperatura 37°C 37°C
Czas reakcji 0-5h 0-2h

111



Tabela 23. Sktady jakosciowe i ilosciowe mieszanin reakcyjnych w ramach analizy aktywnosci
enzyméw OGGl i FPG.

Etap Aktywnos¢ OGG1 Aktywnos¢ FPG
Sktadnik los¢
Substrat 1wl
OGG1 0,146 ul (0,5 U) -
FPG - 0,0625 pl (0,5 U)
Bufor reakcyjny 10x 0,5 ul
Woda dejonizowana do5ul
Suma: Sul

5.6. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym

Jako$¢ procesow znakowania, hybrydyzacji i stracania oligonukleotydow, a takze efekt
reakcji enzymatycznych sprawdzalem metoda elektroforezy w zelu poliakrylamidowym
(PAGE, ang. polyacrylamide gel electrophoresis). Metoda ta pozwala na rozdziat
mieszaniny czasteczek chemicznych pod wptywem przytozonego napiecia elektrycznego,
w zaleznos$ci od ich masy czgsteczkowej, budowy przestrzennej lub fadunku elektrycznego.
W przypadku rozdzialu mieszaniny zawierajacej oligonukleotydy stosuje si¢ zel
poliakrylamidowy, charakteryzujacy si¢ obojetnoscia elektryczna oraz duza gestoscia
usieciowania widkien w strukturze zelu. Stopien usieciowania zelu reguluje si¢ poprzez
zmiang proporcji akrylamidu do bisakrylamidu w jego sktadzie. Dzigki temu mozliwy jest
rozdzial mieszaniny oligonukleotydow réznigcych si¢ miedzy sobg dlugoscia pojedynczego
nukleotydu. W mojej pracy badawczej uzywatem zelu o stgzeniu 15% lub 20% akrylamidu
(w zaleznosci od etapu badawczego), wzbogaconego 0 mocznik w stgzeniu koncowym
8 mol/dm® (Tabela 24). Mocznik stanowi czynnik denaturujacy, powodujacy zerwanie
wigzan wodorowych i oddzielenie nici od siebie, a w konsekwencji roéwniez zapobiega
przypadkowemu parowaniu si¢ zasad azotowych. Dzieki temu mozliwa jest obserwacja
znakowanych jednoniciowych fragmentéw oligonukleotydow jako produktéw reakcji.
W zalezno$ci od miejsca oddzialywania enzymu z substratem, jednoniciowe fragmenty
oligonukleotydowe posiadaja r6zng dlugosé, przez co migruja w zelu z roé6znymi

predkosciami. W efekcie, po zakonczeniu procesu elektroforezy, znajdujg si¢ wewnatrz
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warstwy zelu w r6znych miejscach (dalej lub blizej w stosunku do miejsca natozenia probek
na zel). Przeplyw napigcia elektrycznego przez warstwe zelu jest mozliwy dzigki zalaniu
koncow zelu roztworem buforowym. W mojej pracy badawczej uzywatem buforu TBE
(Tabela 25, 26).

Przed rozpoczeciem wlasciwego procesu elektroforezy przeprowadzatem pre-
elektroforeze, polegajaca na naniesieniu na gotowy zel czystego buforu obciazajacego (LB,
ang. loading buffer) (Tabela 27, 28). Pre-clektroforeza stuzy oczyszczeniu zelu z kationéw
amonowych oraz innych czasteczek, ktorych obecnos$¢ moglaby wptyna¢ na wynik
eksperymentu. LB pehit funkcje barwnika, a takze — podobnie jak mocznik — czynnika
denaturujacego. W skladzie LB znajdowaly si¢ dwa barwigce zwigzki chemiczne: blekit
bromofenolowy i cyjanol ksylenu FF. Migruja one w zelu z predko$cig zblizong do
fragmentow oligonukleotydowych o dlugosci odpowiednio 8 i 28 nukleotydow. Rozdziat
frakcji barwigcych na odleglo$¢ okoto 8 cm oznaczal gotowos$¢ do analizy badanych
probek. Przed naniesieniem probek na zel dodawatem do nich LB celem ich pelnej
denaturacji oraz utatwienia obserwacji procesu. Po zakonczeniu procesu, postgp migracji
probek analizowatem metodg autoradiografii, wykorzystujac  zjawisko emisji

promieniowania B~ przez izotop 32P.

Tabela 24. Sktad jakosciowy i ilosciowy denaturujacych zeli poliakrylamidowych w przeliczeniu
na 1 litr roztworu.

Rodzaj zelu 15% PAGE 8 M Urea 20% PAGE 8 M Urea
Sktadnik Mos¢
Akryl 19:1 375 ml 500 ml
TBE 10x 100 ml
Mocznik 480 g
Woda dejonizowana do 1000 ml
Suma: 1000 ml
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Tabela 25. Sktad jakosciowy i ilosciowy mieszaniny akrylamidu i bisakrylamidu w stosunku 19:1,
w przeliczeniu na 1 litr roztworu gotowego.

Sktadnik Mos¢
Akrylamid 3809
Bisakrylamid 209
Woda dejonizowana do 1000 ml
Suma: 1000 ml

Tabela 26. Sktad jakosciowy i ilosciowy buforu TBE (10x) w przeliczeniu na 1 litr roztworu

gotowego.
Sktadnik Mos¢
Tris(hydroksymetylo)aminoetan 108 g
Kwas borowy (HsBOs3) 55¢
Kwas wersenowy (EDTA) 5840
Wodorotlenek sodu (NaOH) 169
Woda dejonizowana do 1000 ml
Suma: 1000 ml

Tabela 27. Sktad jakosciowy i ilosciowy LB zawierajacego 2 mM EDTA-NA; (10x) w przeliczeniu
na 30 ml roztworu gotowego.

Sktadnik Ios¢
Biekit bromofenolowy 75 mg
Cyjanol ksylenu FF 75 mg
Formamid 28,5 mi
EDTA-Na; - 2H20 223,2 mg
Woda dejonizowana do 30 ml
Suma: 30 mi
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Tabela 28. Sktad jakosciowy i ilosciowy LB zawierajacego 2 mM EDTA-Naz (1x) w przeliczeniu
na 10 ml roztworu gotowego.

Sktadnik Mos¢

LB 10x 1ml
Formamid 8,55 ml
Woda dejonizowana 0,45 ml
Suma: 10 ml

Oprocz whasciwych prob badanych, metoda PAGE sprawdzalem jako$¢ przeprowadzonych
procesOw znakowania izotopowego oraz hybrydyzacji oligonukleotydéw. Do tego celu
wykorzystywatem niedenaturujacy zel poliakrylamidowy o stezeniu 15% akrylamidu,
niezawierajacy mocznika w skladzie. Brak mocznika zapobiegal denaturacji probek
zawierajacych oligonukleotydy dwuniciowe (po hybrydyzacji). Dzigki temu mozliwe byto
odroznienie od siebie probek zawierajacych oligonukleotydy jednoniciowe (ssDNA)
i dwuniciowe (dsDNA) (Rysunek 35). Podczas pracy z zelem niedenaturujgcym, uzywany
byt LP natywny, niezawierajacy w sktadzie EDTA i formamidu (Tabela 29).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

L T R S TN

- - - - ’ . - - - - - ssDNA

Rysunek 35. Przyktadowy skan kliszy rentgenowskiej po wizualizacji wynikow rozdziatu
elektroforetycznego dotyczacego sprawdzenia poprawnosci znakowania i hybrydyzacji
oligonukleotydéw. Dolny rzad przedstawia jednoniciowe oligonukleotydy (ssDNA) po znakowaniu
izotopowym, gorny rzad przedstawia te same oligonukleotydy w formie dwuniciowej (dsDNA), po
hybrydyzacji z niciami matrycowymi. Prazki oznaczaja kolejno: dU(-5)(+5)dA (3, 4), dU(+5)ScdA
(5, 6), dU(-5)(+5)ScdA (7, 8), dU(+5)RcdA (9, 10), dU(-5)(+5)RcdA (11, 12), dU(-5)ScdG (13,
14), dU(+5)ScdG (15, 16), dU(-5)(+5)ScdG (17, 18), dU(-5)RcdG (19, 20), dU(+5)RcdG (21, 22),
dU(-5)(+5)RcdG (23, 24).

115



Tabela 29. Sktad jakosciowy i ilosciowy LB natywnego (6x) w przeliczeniu na 30 ml roztworu
gotowego.

Sktadnik Mos¢
Blekit bromofenolowy 25 mg
Cyjanol ksylenu FF 25 mg
Sacharoza 44
Woda dejonizowana do 30 ml
Suma: 30 ml

5.1.Autoradiografia

Celem wizualizacji wynikéw rozdziatu elektroforetycznego korzystatem z metody
autoradiografii, utrwalajac na kliszy rentgenowskiej efekt promieniowania badanych
probek. Metoda ta polega na oddziatywaniu promieniowania emitowanego przez probke
z materialem $wiatloczutym znajdujagcym si¢ na powierzchni kliszy rentgenowskiej.
Nastepnie klisz¢ poddaje si¢ standardowej obrébce fotograficznej z wykorzystaniem
roztworu utrwalajacego 1 odwiesza do wyschnigcia. Uzyskana w ten sposob klisza
przedstawia utrwalony obraz promieniowania poszczegoélnych probek, ktory nastepnie

mozna podda¢ dalszej analizie.

5.2. Analiza wynikéw — kwantyfikacja w programie Quantity One

Celem kwantyfikacji wynikow rozdzialu elektroforetycznego, klisze rentgenowskie
skanowalem przy uzyciu skanera biurowego, a nastgpnie odczytywatem w programie
Quantity One firmy BioRad. Odczyt wynikéw polegal na pomiarze objetosci prazkow na
kliszy przez program oraz zapisie wynikow pomiarow w formie liczbowej. Nastepnie
wykonywatem obrobke warto$ci liczbowych w programie Microsoft Excel celem
uzyskania odpowiednich krzywych na wykresach. Przyktad obliczen w postaci kinetyki
reakcji enzymu FPG wobec nici dU(-6)(+6)H/dA znajduje si¢ ponizej (Rysunek 36, Tabela
30).

Wynik kazdego eksperymentu stanowil wykres koncowy kinetyki reakcji enzymatycznej

konkretnego enzymu wobec konkretnej nici (oligonukleotydu), zawierajacy usrednione
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wyniki z trzech powtorzen (Rysunek 37). Na podstawie wykresow oraz wartosci

liczbowych oceniano wptyw uszkodzen DNA na aktywnos$¢ badanych enzymow.

| us | s | u10 || (1] " u12 " U3 ” i |
*on- - =
A s | |- | |
.l

U || u30 || U3t ” U2 ” U3 U3t " u3s |
I E =]
| vz “ u2s v H u2s | Uz " vz7 | U8 |

eeee [ weeoes

Rysunek 36. Tlustracja metody kwantyfikacji wynikoéw autoradiografii w programie Quantity One.
Lewa strona rysunku przedstawia skan kliszy rentgenowskiej z wynikiem pierwszego powtorzenia
reakcji enzymatycznej hydrolizy nici dU(-6)/(+6)H/dA przez enzym FPG. Prawa strona rysunku
przedstawia sposob zaznaczania prazkow oraz tet w programie Quantity One. Pola 1-7 zawieraja
objetos$¢ prazkow dla nienaruszonej nici. Pola 8-14 zawierajg tta dla pol 1-7. Pola 15-21 zawieraja
objetos¢ prazkow dla nici rozcigtej. Pola 22-28 zawieraja tta dla pol 15-21. Pola 29-35 zawieraja
objetos¢ prazkow dla produktu posredniego reakcji. Pola 36-42 zawieraja tla dla pol 36-42.
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Tabela 30. Wyniki liczbowe objgtosci prazkow prob badanych oraz tet dla pierwszego powtdrzenia
reakcji enzymatycznej hydrolizy nici dU(-6)/(+6)H/dA przez enzym FPG. Przedostatnia kolumna
przedstawia sume objetosci wszystkich prazkéw dla danego czasu reakcji po odjeciu tla. Ostatnia
kolumna przedstawia wynik procentowy objetosci konkretnych prazkéw w odniesieniu do
swszystkich prazkow dla danego czasu reakc;ji.

Czas Proba badana Tto Czas )
reakcii Objetosé Objetoge | PP | i | suma | M
[min] Pole orazka Pole orazka minus tto [min] [%]

0 Ul | 45263192 | U8 3381,305 41881,887 0 42260,345 | 99,104
1 U2 | 43663675 | U9 3165,750 40497,925 1 44130,735 | 91,768
5 U3 | 32946,758 | U10 | 2336,927 30609,831 5 55997,707 | 54,663
15 U4 | 17611,348 | U1l | 1440,456 16170,892 15 61521,897 | 26,285
30 us 5954,117 | U12 929,030 5025,087 30 55840,733 | 8,999
60 U6 2311,042 | U13 657,977 1653,065 60 55532,748 | 2,977
120 u7 2021,028 | U14 667,002 1354,026 120 55230,010 | 2,452
0 u15 934,120 u22 817,045 117,075 0 0,277
1 U16 | 3973,003 | U23 864,005 3108,997 1 7,045
5 UL7 | 24922301 | U24 | 1195,166 23727,135 5 42,372
15 U18 | 44376,491 | U25 | 1533746 42842,745 15 69,638
30 U19 | 50667,446 | U26 | 1844,670 48822,776 30 87,432
60 U20 | 54508,090 | U27 | 1853,000 52655,091 60 94,818
120 U21 | 54528062 | U28 | 1593,151 52934,911 120 95,844
0 u29 741,920 U36 480,537 261,383 0 0,619
1 U30 | 1037,360 | U37 513,547 523,813 1 1,187
5 U31 | 2340232 | U38 679,490 1660,742 5 2,966
15 U32 | 3178531 | U39 670,271 2508,260 15 4,077
30 U33 | 2668,375 | U40 675,504 1992,871 30 3,569
60 U34 | 1708434 | u4l 483,841 1224,593 60 2,205
120 U35 | 1356,771 | U42 415,698 941,073 120 1,704 |
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Kinetyka FPG - dU(-6)(+6)H/dA

100,00

[%] 50,00 - === i nienaruszona
= i rozcieta

Produkt posredni

0,00 f& : . ' ‘ :
0 20 40 60 80 100 120

Czas reakcji [min.]

Rysunek 37. Koncowy wykres krzywych kinetyki reakcji enzymu FPG dla nici dU(-6)(+6)H/dA
uwzgledniajacy usrednione wyniki z trzech powtorzen ekspetymentu.

5.3. Walidacja metod badawczych

W celu walidacji metod badawczych, w obrebie kazdego eksperymentu wykonatem proby
kontrolne i zerowe. Proby kontrolne przeprowadzitem 2z wykorzystaniem
oligonukleotydow natywnych, niezawierajacych dodatkowych uszkodzen DNA w swojej
sekwencji, potwierdzajac w ten sposOb, ze stosowane substraty w reakcjach
enzymatycznych sg wilasciwe dla badanych enzyméw. Proby zerowe przeprowadzitem
z wykorzystaniem takich warunkow reakcji, w ktorych niemozliwe jest uzyskanie produktu
danej katalizy enzymatycznej. W ten sposob potwierdzitem, Zze w zaprojektowanej
metodzie badawczej, oprocz spodziewanej aktywnosci enzymatycznej, nie wystepujg zadne
inne procesy mogace wptywac¢ na wynik eksperymentu. Kazdy pojedynczy eksperyment

przeprowadzilem trzykrotnie celem uzyskania powtarzalnych i wiarygodnych wynikow.
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6. Dane tabelaryczne

Tabele

31-36 przedstawiaja kompletne

wyniKi

wszystkich  przeprowadzonych

eksperymentow w ramach zadan badawczych. Odniesienia do tych wynikéw znajdujg si¢

w czesci dyskusji niniejszej pracy.

Tabela 31. Dane liczbowe uzyskane w ramach analizy aktywnosci enzymu UDG.

1 2 3 Avg SD 1 2 3 Avg SD 1 2 3 Avg SD
o Czas
Nie [min.]
Wydajnos¢ reakeji (ni¢ nienaruszona) [%] Wydajnos¢ reakeji (ni¢ rozcigta) [%] Wydajnos¢ reakcji (produkt posredni) [%]
Natywne kontrolne oligonukleotydy
0 100,00 | 100,00 99,93 99,98 0,04 0,00 0,00 0,07 0,02 0,04
1 100,00 99,75 99,69 99,81 0,17 0,00 0,25 0,31 0,19 0,17
5 95,16 80,34 74,26 83,25 10,75 4,84 19,66 2574 | 16,75 | 10,75
10 77,13 67,90 62,99 69,34 7,18 22,87 32,10 37,01 30,66 7,18
15 66,07 53,91 49,78 56,59 8,47 33,93 46,09 50,22 | 43,41 8,47
20 59,68 46,89 42,35 49,64 8,99 40,32 53,11 57,65 | 50,36 8,99
25 60,31 36,45 27,19 41,32 17,09 | 39,69 63,55 72,81 | 5868 | 17,09
duo
30 47,44 28,22 23,99 33,22 12,50 | 52,56 71,78 76,01 | 66,78 | 12,50
35 8,89 1,95 1,14 3,99 4,26 91,11 98,05 98,86 | 96,01 4,26
40 1,96 1,11 4,85 2,64 1,96 98,04 98,89 95,15 97,36 1,96
45 2,43 191 2,91 2,41 0,50 97,57 98,09 97,09 | 97,59 0,50
50 1,77 0,35 1,59 1,24 0,78 98,23 99,65 98,41 | 98,76 0,78
55 5,60 0,00 1,10 2,23 2,97 94,40 100,00 98,90 97,77 2,97
60 2,78 0,16 0,81 1,25 137 97,22 99,84 99,19 | 98,75 1,37
0 100,00 99,78 99,75 99,84 0,14 0,00 0,22 0,25 0,16 0,14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 99,21 97,65 95,76 97,54 1,73 0,40 1,17 1,92 1,16 0,76 0,39 1,18 2,32 1,30 0,97
5 65,08 51,87 64,52 60,49 747 11,82 19,59 14,02 | 1515 4,01 2311 | 28,54 | 21,46 | 24,37 3,70
10 47,80 46,66 34,77 43,08 7,22 21,53 23,94 30,89 | 2545 4,86 30,67 | 29,40 | 34,34 | 3147 2,57
15 41,20 26,99 15,87 28,02 12,70 25,90 36,84 46,44 36,39 10,28 32,90 36,18 37,70 35,59 2,45
dU(-5)
20 21,33 13,86 2,91 12,70 9,26 40,85 46,75 64,31 | 50,64 | 12,20 | 37,82 | 39,38 | 32,78 | 36,66 3,45
(+5)dA
25 7,08 9,90 2,39 6,46 3,79 54,49 50,38 65,95 | 56,94 8,07 38,43 | 39,72 | 31,66 | 36,60 4,33
30 7,16 5,19 1,60 4,65 2,82 54,68 57,38 7559 | 62,55 | 11,37 | 38,16 | 37,43 | 22,81 | 32,80 8,66
35 1,84 3,39 1,49 2,24 101 94,17 63,76 96,88 | 84,94 | 18,39 3,99 32,85 1,64 12,82 | 17,38
40 2,03 4,22 0,67 2,31 1,79 89,76 61,27 98,66 83,23 19,53 8,21 34,51 0,67 14,46 17,77
45 1,73 4,80 1,06 2,53 2,00 89,75 61,32 94,10 81,72 17,80 8,51 33,88 4,84 15,74 15,81
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50 2,65 3,28 0,70 2,21 1,35 85,87 94,44 97,98 | 92,76 6,22 11,48 2,28 1,33 5,03 5,61
55 14,17 2,15 0,68 5,67 7,40 46,93 77,23 99,22 | 74,46 | 26,25 | 38,89 | 20,62 0,10 19,87 | 19,40
60 1,02 1,91 0,37 1,10 0,77 92,92 76,24 99,13 | 89,43 | 11,84 6,06 21,85 0,50 9,47 11,08
ScdA
0 99,99 99,99 99,77 99,92 0,12 0,01 0,01 0,23 0,08 0,12
1 99,96 100,00 99,70 99,88 0,16 0,04 0,00 0,30 0,12 0,16
5 99,69 99,91 88,48 96,03 6,54 0,31 0,09 11,52 3,97 6,54
10 95,54 82,16 64,86 80,85 15,38 4,46 17,84 35,14 19,15 15,38
15 87,94 75,66 57,04 73,54 15,56 | 12,06 24,34 42,96 | 26,46 | 15,56
20 70,53 59,95 33,00 54,49 19,35 | 29,47 40,05 67,00 | 4551 | 19,35
25 60,73 41,06 20,77 40,85 19,98 39,27 58,94 79,23 59,15 19,98
dU(-5)ScdA
30 56,82 88,05 24,24 56,37 31,91 | 43,18 11,95 75,76 | 43,63 | 31,91
35 3,16 14,25 30,85 16,09 13,94 | 96,84 85,75 69,15 | 8391 | 13,94
40 20,20 25,36 3,67 16,41 11,33 79,80 74,64 96,33 83,59 11,33
45 22,61 3,08 1,97 9,22 11,61 | 77,39 96,92 98,03 | 90,78 | 11,61
50 14,48 5,66 5,26 8,47 521 85,52 94,34 94,74 | 91,53 521
55 15,14 6,05 541 8,87 5,44 84,86 93,95 94,59 91,13 5,44
60 11,03 14,64 4,79 10,16 4,99 88,97 85,36 9521 | 89,84 | 4,99
0 99,53 99,84 100,00 99,79 0,24 0,47 0,16 0,00 0,21 0,24
1 97,73 98,36 99,04 98,37 0,66 2,27 1,64 0,96 1,63 0,66
5 47,91 44,18 24,11 38,73 12,80 | 52,09 55,82 75,89 | 61,27 | 12,80
10 27,41 25,20 13,99 22,20 7,19 72,59 74,80 86,01 77,80 7,19
15 15,83 8,11 3,97 9,30 6,02 84,17 91,89 96,03 90,70 6,02
20 7,72 7,11 3,69 6,17 2,17 92,28 92,89 96,31 | 93,83 2,17
25 8,46 4,89 2,50 5,28 3,00 91,54 95,11 97,50 | 94,72 3,00
dU(+5)ScdA
30 5,33 2,83 11,76 6,64 4,61 94,67 97,17 88,24 | 93,36 4,61
35 4,06 1,98 2,30 2,78 1,12 95,94 98,02 97,70 | 97,22 1,12
40 4,00 1,89 1,86 2,58 1,23 96,00 98,11 98,14 | 97,42 1,23
45 3,16 2,00 2,53 2,56 0,58 96,84 98,00 97,47 | 97,44 0,58
50 3,10 2,12 2,39 2,54 0,51 96,90 97,88 97,61 | 97,46 0,51
55 3,29 1,59 2,30 2,39 0,86 96,71 98,41 97,70 | 97,61 0,86
60 3,95 1,82 1,78 2,52 1,24 96,05 98,18 98,22 | 97,48 1,24
0 99,88 99,35 99,69 99,64 0,27 0,10 0,00 0,18 0,10 0,09 0,02 0,65 0,13 0,26 0,34
dU(-5)
1 96,43 94,16 92,95 94,51 1,77 1,62 1,70 2,81 2,04 0,66 1,95 4,14 4,25 3,44 1,30
(+5)ScdA
5 44,86 32,84 33,11 36,93 6,86 27,72 32,83 29,42 | 29,99 2,60 27,42 | 34,34 | 37,47 | 33,08 5,14
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10 35,54 30,60 33,36 33,17 2,47 34,32 34,69 29,55 | 32,85 2,87 30,14 | 3471 37,09 33,98 3,53
15 27,50 12,45 7,33 15,76 10,48 | 39,94 45,31 58,95 | 48,07 9,80 32,56 | 42,24 | 33,72 36,17 5,29
20 5,90 4,75 5,47 5,38 0,58 60,58 58,38 60,13 | 59,70 1,16 33,52 36,87 34,40 34,93 1,74
25 4,81 3,37 3,21 3,80 0,88 62,26 64,55 69,85 65,56 3,89 32,93 | 32,08 26,94 | 30,65 3,24
30 4,10 2,11 1,66 2,63 1,30 67,78 79,07 76,32 74,39 5,89 28,12 18,82 22,02 22,98 4,73
35 1,61 2,04 1,23 1,63 0,40 97,45 95,79 97,77 | 97,00 1,06 0,94 2,17 0,99 1,36 0,69
40 1,43 1,79 1,08 1,43 0,35 97,93 88,60 98,24 | 94,92 5,48 0,63 9,62 0,67 3,64 5,17
45 1,62 1,19 0,95 1,26 0,34 94,99 95,51 98,23 96,24 1,74 3,39 3,30 0,82 2,50 1,46
50 2,32 1,10 0,97 1,46 0,75 92,31 97,55 98,11 95,99 3,20 5,37 1,35 0,92 2,54 2,45
55 11,07 1,42 0,97 4,49 5,70 73,60 96,71 97,02 | 89,11 13,43 15,33 1,87 2,02 6,40 7,73
60 1,75 0,86 0,58 1,06 0,61 97,31 97,68 98,47 97,82 0,59 0,94 1,47 0,95 1,12 0,30
RcdA

0 100,00 100,00 99,97 99,99 0,02 0,00 0,00 0,03 0,01 0,02
1 99,93 99,91 98,58 99,47 0,77 0,07 0,09 1,42 0,53 0,77
5 93,37 95,63 53,90 80,97 23,47 6,63 4,37 46,10 19,03 23,47
10 63,87 60,52 40,45 54,95 12,67 | 36,13 39,48 59,55 | 45,05 12,67
15 45,57 42,05 16,38 34,67 15,93 54,43 57,95 83,62 65,33 15,93
20 45,60 32,78 6,76 28,38 19,79 54,40 67,22 93,24 | 71,62 19,79
25 15,70 25,84 5,33 15,62 10,26 84,30 74,16 94,67 | 84,38 10,26

dU(-5)RcdA
30 7,32 16,19 6,60 10,04 5,34 92,68 83,81 93,40 | 89,96 5,34
35 4,37 2,76 1,09 2,74 1,64 95,63 97,24 98,91 97,26 1,64
40 4,31 2,10 0,75 2,39 1,80 95,69 97,90 99,25 | 97,61 1,80
45 3,19 1,48 1,60 2,09 0,95 96,81 98,52 98,40 97,91 0,95
50 0,66 0,20 2,23 1,03 1,06 99,34 99,80 97,77 98,97 1,06
55 8,25 0,23 0,30 2,93 4,61 91,75 99,77 99,70 | 97,07 4,61
60 0,40 0,54 1,40 0,78 0,54 99,60 99,46 98,60 | 99,22 0,54
0 98,00 100,00 99,96 99,32 114 2,00 0,00 0,04 0,68 1,14
1 93,74 100,00 97,15 96,96 3,13 6,26 0,00 2,85 3,04 3,13
5 60,28 69,96 68,17 66,14 5,15 39,72 30,04 31,83 | 33,86 5,15
10 58,21 56,61 58,63 57,82 1,07 41,79 43,39 41,37 | 42,18 1,07

dU(+5)RcdA 15 47,38 53,60 47,52 49,50 3,55 52,62 46,40 52,48 50,50 3,55
20 37,08 38,67 30,48 35,41 4,34 62,92 61,33 69,52 64,59 4,34
25 29,29 16,94 28,51 24,91 6,92 70,71 83,06 71,49 75,09 6,92
30 31,07 30,72 7,10 22,96 13,74 | 68,93 69,28 92,90 77,04 13,74
35 18,54 28,67 6,11 17,78 11,30 81,46 71,33 93,89 | 82,22 11,30
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40 1570 | 9,85 717 | 1091 | 436 | 84,30 | 9015 | 92,83 | 89,09 | 436
75 1657 | 1067 | 1043 | 1256 | 348 | 8343 | 89,33 | 8957 | 87,44 | 348
50 1643 | 21,69 | 958 | 1590 | 607 | 8357 | 7831 | 9042 | 8410 | 607
55 1999 | 2233 | 1644 | 1959 | 297 | 80,01 | 77,67 | 8356 | 8041 | 2097
60 17,38 | 26,08 | 19,06 | 20,84 | 461 | 8262 | 7392 | 80,94 | 79,16 | 461
0 9630 | 9874 | 9939 | 9814 | 163 | 132 | 126 | 061 | 1,06 | 040 | 239 | 000 | 000 | 080 | 1,38
1 90,05 | 9604 | 9761 | 9457 | 399 | 395 | 318 | 239 | 317 | 078 | 600 | 077 | 000 | 226 | 326
5 6261 | 69,34 | 7471 | 6889 | 606 | 17,39 | 1542 | 11,34 | 1472 | 309 | 1999 | 1525 | 1395 | 1640 | 3,18
10 5142 | 5037 | 4827 | 50,02 | 1,60 | 2319 | 2424 | 2508 | 2417 | 095 | 2538 | 2539 | 26,65 | 2581 | 0,73
15 4664 | 3728 | 5058 | 4483 | 683 | 2581 | 3279 | 2343 | 27,34 | 486 | 2755 | 2993 | 2599 | 27,82 | 199
20 3820 | 4214 | 3423 | 3819 | 3,96 | 31,09 | 30,18 | 34,70 | 31,99 | 2,39 | 30,71 | 27,68 | 31,07 | 29,82 | 1,87
du(-5) 25 3802 | 2814 | 3051 | 3222 | 516 | 31,19 | 42,33 | 37,87 | 3713 | 561 | 30,79 | 2953 | 3162 | 30,65 | 1,05
(+5)RcdA 30 3701 | 16,83 | 1679 | 2355 | 11,66 | 3206 | 5508 | 5309 | 46,75 | 12,75 | 30,92 | 28,08 | 30,12 | 29,71 | 1,46
35 11,81 | 1626 | 647 | 1150 | 490 | 64,33 | 56,96 | 84,92 | 68,74 | 14,49 | 2386 | 26,78 | 8,61 | 1975 | 9,76
40 1519 | 1851 | 1451 | 1607 | 214 | 59,12 | 56,14 | 68,96 | 6141 | 6,71 | 2570 | 2535 | 16,52 | 2252 | 520
5 1530 | 1652 | 1489 | 1557 | 085 | 61,20 | 6560 | 67,82 | 6487 | 337 | 2350 | 17,87 | 17,29 | 19,55 | 343
50 2033 | 7272 | 1286 | 3530 | 32,62 | 5959 | 1505 | 82,73 | 5246 | 34,39 | 2008 | 12,23 | 442 | 12,24 | 7,83
55 1847 | 2024 | 19,75 | 1948 | 091 | 77,66 | 74,81 | 74,69 | 7572 | 168 | 3.87 | 496 | 556 | 480 | 086
60 1891 | 2022 | 2497 | 21,36 | 319 | 70,21 | 7377 | 7065 | 7154 | 194 | 1083 | 602 | 438 | 7,09 | 338
ScdG
0 99,67 | 100,00 | 10000 | 99,89 | 019 | 033 | 000 | 000 | 011 | 019
1 99,62 | 99,86 | 9986 | 9978 | 014 | 038 | 014 | 014 | 022 | 014
5 9011 | 83,76 | 77,97 | 8395 | 607 | 989 | 1624 | 2203 | 1605 | 607
10 68,94 | 6308 | 5322 | 61,75 | 7,94 | 31,06 | 3692 | 46,78 | 38,25 | 7,94
15 5941 | 5049 | 4570 | 5187 | 696 | 4059 | 49,51 | 54,30 | 4813 | 6,96
20 4319 | 4098 | 3852 | 4090 | 2,33 | 56,81 | 59,02 | 6148 | 59,10 | 2,33
25 3571 | 39,87 | 2787 | 3449 | 609 | 6429 | 60,13 | 7213 | 6551 | 6,09
dU(-5)ScdG
30 27,86 | 3042 | 13,96 | 2408 | 886 | 7214 | 69,58 | 86,04 | 7592 | 886
35 10,74 | 085 2,69 476 | 526 | 89.26 | 9915 | 97,31 | 9524 | 526
40 11,84 | 026 | 1009 | 7,39 | 624 | 88,16 | 99,74 | 89,91 | 9261 | 624
5 1718 | 347 | 1234 | 1100 | 695 | 8282 | 9653 | 87,66 | 89,00 | 695
50 6,59 3,02 219 260 | 1082 | 9341 | 9698 | 9581 | 9540 | 1,82
55 745 534 459 579 | 148 | 9255 | 94,66 | 9541 | 94,21 | 1,48
60 184 6,83 0.74 314 | 325 | 9816 | 9317 | 9926 | 96,86 | 3725
dU(+5)ScdG 0 100,00 | 100,00 | 100,00 | 100,00 | 0,00 | 0,00 | 000 | 0,00 | 000 | 000
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1 100,00 99,81 100,00 99,94 0,11 0,00 0,19 0,00 0,06 0,11
5 77,55 78,42 67,68 74,55 5,96 22,45 21,58 32,32 25,45 5,96
10 63,30 58,53 37,58 53,14 13,68 36,70 41,47 62,42 | 46,86 13,68
15 49,94 36,41 28,40 38,25 10,88 50,06 63,59 71,60 61,75 10,88
20 34,68 28,64 15,19 26,17 9,98 65,32 71,36 84,81 73,83 9,98
25 27,97 23,31 19,94 23,74 4,03 72,03 76,69 80,06 76,26 4,03
30 24,12 11,10 1,12 12,11 11,54 | 75,88 88,90 98,88 | 87,89 11,54
35 0,24 0,85 0,08 0,39 0,40 99,76 99,15 99,92 99,61 0,40
40 0,41 0,99 0,12 0,51 0,44 99,59 99,01 99,88 99,49 0,44
45 0,74 1,05 0,16 0,65 0,45 99,26 98,95 99,84 | 99,35 0,45
50 1,12 0,75 0,25 0,70 0,44 98,88 99,25 99,75 99,30 0,44
55 0,36 0,88 0,25 0,50 0,34 99,64 99,12 99,75 99,50 0,34
60 0,28 0,43 0,15 0,29 0,14 99,72 99,57 99,85 99,71 0,14
0 100,00 99,98 100,00 99,99 0,01 0,00 0,02 0,00 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 99,99 98,02 96,03 98,02 1,98 0,01 1,04 1,34 0,79 0,70 0,00 0,95 2,63 1,19 1,33
5 75,09 70,15 59,62 68,29 7,90 12,19 16,35 19,99 16,18 3,90 12,72 13,49 20,38 15,53 4,22
10 48,10 31,26 37,12 38,82 8,55 27,40 41,64 32,57 33,87 7,21 24,50 27,10 30,32 27,31 2,91
15 36,61 16,85 27,00 26,82 9,89 35,84 53,74 39,72 | 43,10 9,42 27,55 | 29,42 33,28 30,08 2,92
20 28,65 9,62 15,37 17,88 9,76 43,76 62,52 49,99 52,09 9,55 27,58 | 27,86 34,64 | 30,03 4,00
dU(-5) 25 15,57 2,98 27,08 15,21 12,05 55,43 72,70 40,73 | 56,29 16,01 29,00 | 2431 32,19 28,50 3,96
(+5)ScdG 30 5,18 0,59 4,73 3,50 2,53 69,08 81,65 61,27 70,67 10,28 2573 | 17,76 34,00 25,83 8,12
35 0,19 1,57 3,75 1,84 1,80 99,43 77,03 63,20 79,89 18,28 0,38 21,39 33,05 18,27 16,56
40 0,77 0,12 1,86 0,92 0,88 89,18 94,83 75,32 86,44 10,04 10,05 5,05 22,82 12,64 9,16
45 10,05 0,19 0,41 3,55 5,63 60,47 95,08 99,51 | 85,02 21,38 29,48 4,73 0,08 11,43 15,81
50 0,51 0,01 0,43 0,32 0,27 86,30 99,01 99,53 | 94,95 7,49 13,19 0,97 0,04 4,74 7,34
55 0,12 0,02 0,72 0,29 0,38 90,66 99,98 98,92 | 96,52 5,10 9,23 0,00 0,36 3,20 5,22
60 0,29 0,04 0,40 0,24 0,18 93,15 99,79 94,23 95,72 3,56 6,56 0,17 5,37 4,03 3,40
RcdG
0 99,50 99,98 100,00 99,83 0,28 0,50 0,02 0,00 0,17 0,28
1 99,30 99,94 99,36 99,53 0,35 0,70 0,06 0,64 0,47 0,35
5 92,74 90,06 75,41 86,07 9,33 7,26 9,94 24,59 13,93 9,33
dU(-5)RcdG 10 76,26 70,53 52,30 66,36 12,51 23,74 29,47 47,70 33,64 12,51
15 67,65 65,08 35,81 56,18 17,69 | 32,35 34,92 64,19 | 43,82 17,69
20 58,52 49,25 27,19 44,98 16,10 | 41,48 50,75 72,81 55,02 16,10
25 50,10 54,18 27,26 43,85 14,51 49,90 45,82 72,74 56,15 14,51
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30 49,96 | 2887 | 17.63 | 3215 | 1641 | 5004 | 7113 | 8237 | 67,85 | 16,41
% 246 | 1835 | 044 708 | 981 | 9754 | 8165 | 9956 | 9292 | 9,81
20 1494 | 1285 | 281 | 1020 | 649 | 8506 | 87,15 | 97,19 | 8980 | 6.49
5 7,44 568 025 446 | 375 | 9256 | 9432 | 9975 | 9554 | 375
50 5,95 6,94 1,33 4,74 2,99 94,05 93,06 98,67 95,26 2,99
55 1331 | 1321 | 128 927 | 602 | 8669 | 8679 | 9872 | 90,73 | 6,92
60 2995 | 1232 | 064 | 1431 | 1475 | 7005 | 87,68 | 9936 | 8569 | 14,75
0 100,00 99,84 100,00 99,95 0,09 0,00 0,16 0,00 0,05 0,09
1 99,91 | 9695 | 100,00 | 9895 | 173 | 009 | 305 | 000 | 105 | L73
5 6389 | 5879 | 8452 | 69,06 | 1362 | 3611 | 4121 | 1548 | 30,94 | 13,62
10 44,58 30,67 41,16 38,80 7,25 55,42 69,33 58,84 61,20 7,25
15 2867 | 2351 | 1428 | 2215 | 729 | 7133 | 7649 | 8572 | 77.85 | 7.29
20 1214 | 501 372 695 | 453 | 87,86 | 94909 | 9628 | 9305 | 4,53
25 8,46 4,31 1,03 4,60 3,73 91,54 95,69 98,97 95,40 3,73
dU(+5)RcdG
30 4,98 2.10 031 246 | 235 | 9502 | 97,00 | 9969 | 9754 | 2,35
3% 094 1,99 0,19 104 | 090 | 99,06 | 98,01 | 99,81 | 9896 | 0,90
40 7,00 2,49 0,02 3,17 3,54 93,00 97,51 99,98 96,83 3,54
5 322 114 001 146 | 163 | 96,78 | 9886 | 99,99 | 9854 | 1,63
50 1,42 1.54 0,03 099 | 084 | 9858 | 9846 | 9997 | 99,01 | 084
55 0,40 1,87 0,10 079 | 005 | 9960 | 9813 | 99,00 | 9921 | 0,95
60 038 1,20 001 053 | 061 | 9962 | 9880 | 9999 | 99.47 | 0,61
0 99,71 | 9979 | 9986 | 9979 | 008 | 012 | 000 | 003 | 005 | 007 | 016 | 021 | 011 | 016 | 005
1 85,07 82,78 86,66 84,84 1,95 6,12 7,44 5,93 6,49 0,82 8,82 9,78 7,41 8,67 1,19
5 51,45 | 4645 | 4863 | 4884 | 251 | 2205 | 26,88 | 26,86 | 2556 | 227 | 2560 | 26,67 | 2451 | 2559 | 1,08
10 1645 | 3040 | 2290 | 3325 | 1203 | 2607 | 3834 | 4829 | 37,87 | 10,67 | 2658 | 31,26 | 28.81 | 28,88 | 2,34
15 28,93 | 1764 | 1896 | 21,84 | 617 | 39,02 | 5062 | 5459 | 4838 | 759 | 8L15 | 31,74 | 2645 | 29,78 | 2,90
20 1999 | 1009 | 1455 | 1487 | 496 | 47.82 | 6454 | 6252 | 5829 | 9,13 | 3219 | 2537 | 2293 | 26,83 | 4,80
du(-5) % 1760 | 464 | 2839 | 1687 | 11,89 | 5292 | 79,70 | 4810 | 6024 | 17,02 | 29,48 | 1567 | 2351 | 22,88 | 693
(+5)RedG 30 398 859 6,57 638 | 231 | 77,03 | 7469 | 8098 | 7757 | 3,18 | 1899 | 1671 | 1245 | 16,05 | 332
S 1414 | 58 8,26 941 | 428 | 7705 | 9226 | 8483 | 8471 | 7,60 | 880 | 101 | 691 | 588 | 356
40 32,14 9,71 21,77 21,21 11,22 56,58 87,56 69,15 71,10 15,58 11,28 2,73 9,08 7,70 4,44
45 18,96 12,18 17,79 16,31 3,63 72,47 86,88 74,65 78,00 7,77 8,57 0,94 7,56 5,69 4,14
50 21,46 | 1718 | 1597 | 1820 | 288 | 70,88 | 8218 | 8111 | 7806 | 624 | 7.66 | 064 | 291 | 374 | 358
55 2419 | 3408 | 1304 | 2377 | 1053 | 7371 | 6225 | 8216 | 7271 | 999 | 210 | 367 | 480 | 352 | 136
60 1073 | 2310 | 1849 | 2044 | 238 | 8027 | 7266 | 7910 | 77,34 | 410 | 000 | 425 | 240 | 222 | 213
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Tabela 32. Dane liczbowe uzyskane w ramach analizy aktywnoS$ci enzymu hAPE1.

1 2 3 Avg SD 1 2 3 Avg SD
Ni¢ Czas [min.]
Wydajnos¢ reakcji (ni¢ nienaruszona) [%] Wydajnos¢ reakeji (ni¢ rozcigta) [%]
Natywne kontrolne oligonukleotydy

0 99,29 96,84 100,00 98,71 1,66 0,71 3,16 0,00 1,29 1,66

1 100,00 98,74 100,00 99,58 0,73 0,00 1,26 0,00 0,42 0,73

5 99,40 94,82 100,00 98,07 2,83 0,60 5,18 0,00 1,93 2,83

10 98,97 93,65 99,88 97,50 3,37 1,03 6,35 0,12 2,50 3,37

15 97,98 91,36 99,54 96,29 4,35 2,02 8,64 0,46 371 435

20 95,94 87,18 98,85 93,99 6,07 4,06 12,82 1,15 6,01 6,07

duo 25 92,19 84,92 97,08 91,40 6,12 7,81 15,08 2,92 8,60 6,12
30 79,20 61,86 70,79 70,62 8,67 20,80 38,14 29,21 29,38 8,67

60 57,27 36,75 53,17 49,06 10,86 42,73 63,25 46,83 50,94 10,86

90 33,05 27,38 36,75 32,39 4,72 66,95 72,62 63,25 67,61 4,72

120 12,49 3,99 0,56 5,68 6,14 87,51 96,01 99,44 94,32 6,14

150 5,95 0,00 0,32 2,09 3,35 94,05 100,00 99,68 97,91 3,35

180 7,23 0,00 0,10 2,44 4,15 92,77 100,00 99,90 97,56 4,15

0 99,93 99,99 99,80 99,91 0,10 0,07 0,01 0,20 0,09 0,10

1 100,00 100,00 99,92 99,97 0,04 0,00 0,00 0,08 0,03 0,04

5 99,84 97,84 96,09 97,92 1,87 0,16 2,16 3,91 2,08 1,87

10 83,76 90,22 87,68 87,22 3,25 16,24 9,78 12,32 12,78 3,25

15 73,53 77,18 73,06 74,59 2,26 26,47 22,82 26,94 25,41 2,26

20 59,71 60,79 63,61 61,37 2,02 40,29 39,21 36,39 38,63 2,02

du(-5)
25 55,73 50,66 64,42 56,94 6,96 44,27 49,34 35,58 43,06 6,96
(+5)dA

30 34,06 26,12 36,18 32,12 5,30 65,94 73,88 63,82 67,88 5,30

60 8,14 6,86 10,33 8,44 1,75 91,86 93,14 89,67 91,56 1,75

90 0,18 1,45 0,00 0,54 0,79 99,82 98,55 100,00 99,46 0,79

120 0,02 2,71 0,00 0,91 1,56 99,98 97,29 100,00 99,09 1,56

150 0,36 1,20 0,00 0,52 0,62 99,64 98,80 100,00 99,48 0,62

180 0,06 0,67 0,00 0,24 0,37 99,94 99,33 100,00 99,76 0,37

ScdA
0 99,54 99,81 99,79 99,71 0,15 0,46 0,19 0,21 0,29 0,15
1 99,97 99,64 99,76 99,79 0,17 0,03 0,36 0,24 0,21 0,17
dU(-5)ScdA

5 98,01 98,31 99,15 98,49 0,59 1,99 1,69 0,85 151 0,59

10 96,38 96,36 98,04 96,93 0,96 3,62 3,64 1,96 3,07 0,96

126



15 93,24 91,40 96,01 93,55 2,32 6,76 8,60 3,99 6,45 2,32
20 78,57 82,29 92,32 84,39 7,11 21,43 17,71 7,68 15,61 7,11

25 79,68 79.18 87,31 82,06 456 20,32 20,82 12,69 17,94 456

30 14.22 56,13 80,56 50,30 33,55 85,78 4387 19,44 49,70 33,55

60 13,09 6,79 9,32 9,73 3,17 86,91 93,21 90,68 90,27 3,17

90 2,01 2,88 483 324 144 97,99 97.12 95,17 96,76 144

120 141 0,78 0,63 0,94 041 98,59 99,22 99,37 99,06 041

150 0,71 0,90 2,06 1,22 0,73 99,29 99,10 97,94 98,78 0,73

180 067 0,67 042 0,59 015 99,33 99,33 99,58 99,41 0.15

0 100,00 100,00 99,84 99,95 0,09 0,00 0,00 016 005 0,09

1 99,89 97,76 98,85 98,83 1,07 0,11 2,24 1,15 1,17 1,07

5 88,41 88,56 90,93 89,30 1,41 11,59 11,44 9,07 10,70 1,41

10 75.35 65,81 70,51 70,56 477 24,65 34,19 29.49 29,44 477

15 57,09 51,77 51,38 53,41 3,18 42,91 48,23 48,62 46,59 3,18

20 52,08 41,53 43,19 45,60 567 47,92 58,47 56,81 54,40 567

dU(+5)ScdA 25 0,78 29.27 3855 36,20 6,10 59,22 70,73 61,45 63,80 6,10
30 38,40 25,29 29,24 30,97 6,72 61,60 74,71 70,76 69,03 6,72

60 11,34 1375 850 11,20 2.63 88,66 86,25 91,50 88,80 2.63

90 2.96 324 768 3.63 092 97,04 96,76 95,32 96,37 092

120 2,69 343 346 319 0,44 97,31 96,57 96,54 96,81 044

150 214 2,82 3.46 2.81 0,66 97,86 97.18 96,54 97,19 0,66

180 1,91 357 13,00 6,16 598 98,09 96,43 87,00 93,84 598

0 100,00 99,48 99,49 99,66 0,30 0,00 052 051 034 0,30

1 99,92 99,24 99,66 99,60 034 0.08 0,76 034 0,40 034

5 89,17 71,69 96,49 85,78 12,74 10,83 28,31 3,51 14,22 12,74

10 71,05 46,53 90,37 69,32 21,97 28,95 53,47 9,63 30,68 21,97

15 56,28 28,22 60,58 48,36 1757 43,72 71,78 39,42 51,64 1757

20 35,53 18,09 60,63 38,09 21,39 64,47 81,01 39,37 61,91 21,39

du(-5)
% 31,34 1225 B2 26.27 12,29 68,66 87,75 64,78 73,73 12,29
(+5)ScdA

30 42,70 2,66 10,04 1847 21,31 57,30 97,34 89,96 81,53 21,31

60 9,32 1,89 323 781 3.96 90,68 98,11 96,77 95,19 3.96

90 367 112 1,88 2.22 131 96,33 98,88 98,12 97,78 131

120 2,38 0,62 172 157 0,89 97,62 99,38 98,28 98,43 0,89

150 173 131 119 141 029 98,27 98,69 98,81 98,59 029

180 087 0,48 0,87 0,74 023 99,13 99,52 99,13 99,26 023
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RcdA

0 99,89 99,85 97,23 98,99 1,52 0,11 0,15 2,77 1,01 1,52

1 99,79 99,34 94,37 97,83 3,01 0,21 0,66 5,63 2,17 3,01

5 91,32 76,60 78,02 81,98 8,12 8,68 23,40 21,98 18,02 8,12

10 76,77 51,80 37,80 55,46 19,74 23,23 48,20 62,20 44,54 19,74

15 50,25 35,84 48,58 44,89 7,88 49,75 64,16 51,42 55,11 7,88

20 31,83 11,18 10,53 17,85 12,12 68,17 88,82 89,47 82,15 12,12

dU(-5)RcdA 25 27,93 10,01 4,91 14,28 12,09 72,07 89,99 95,09 85,72 12,09
30 8,27 3,20 1,25 4,24 3,63 91,73 96,80 98,75 95,76 3,63

60 0,10 0,68 0,40 0,39 0,29 99,90 99,32 99,60 99,61 0,29

90 0,14 0,76 0,36 0,42 0,31 99,86 99,24 99,64 99,58 0,31

120 0,30 0,90 0,20 0,47 0,38 99,70 99,10 99,80 99,53 0,38

150 0,33 0,87 0,23 0,48 0,34 99,67 99,13 99,77 99,52 0,34

180 0,59 1,13 0,05 0,59 0,54 99,41 98,87 99,95 99,41 0,54

0 99,98 99,91 99,83 99,90 0,08 0,02 0,09 0,17 0,10 0,08

1 97,00 94,31 94,40 95,24 1,53 3,00 5,69 5,60 4,76 1,53

5 81,86 79,20 73,89 78,32 4,06 18,14 20,80 26,11 21,68 4,06

10 70,97 62,27 60,04 64,43 5,78 29,03 37,73 39,96 35,57 5,78

15 62,09 87,61 44,78 64,83 21,55 37,91 12,39 55,22 35,17 21,55

20 50,36 41,04 41,99 44,46 513 49,64 58,96 58,01 55,54 513

dU(+5)RcdA 25 44,15 40,79 36,96 40,63 3,60 55,85 59,21 63,04 59,37 3,60
30 41,05 22,36 24,16 29,19 10,31 58,95 77,64 75,84 70,81 10,31

60 19,78 4,25 8,49 10,84 8,03 80,22 95,75 91,51 89,16 8,03

90 14,51 2,19 3,22 6,64 6,84 85,49 97,81 96,78 93,36 6,84

120 6,74 3,18 6,28 5,40 1,93 93,26 96,82 93,72 94,60 1,93

150 5,56 3,56 8,63 591 2,56 94,44 96,44 91,37 94,09 2,56

180 6,51 3,15 513 4,93 1,69 93,49 96,85 94,87 95,07 1,69

0 99,94 99,87 100,00 99,94 0,07 0,06 0,13 0,00 0,06 0,07

1 97,43 97,75 100,00 98,39 1,40 2,57 2,25 0,00 1,61 1,40

5 90,46 82,48 100,00 90,98 8,77 9,54 17,52 0,00 9,02 8,77

du(-5) 10 73,49 72,85 72,40 72,92 0,55 26,51 27,15 27,60 27,08 0,55
(+5)RcdA 15 61,51 62,10 57,42 60,34 2,55 38,49 37,90 42,58 39,66 2,55
20 59,55 50,29 56,59 55,47 4,73 40,45 49,71 43,41 44,53 4,73

25 44,39 32,23 44,05 40,22 6,93 55,61 67,77 55,95 59,78 6,93

30 50,30 20,77 34,06 35,04 14,79 49,70 79,23 65,94 64,96 14,79
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60 37,27 29,28 28,30 31,62 492 62,73 70,72 71,70 68,38 492
90 11,30 3.92 8,82 8,02 376 88,70 96,08 91,18 91,98 376

120 471 6,04 7.93 6,02 1.62 95,29 93,96 92,07 93,78 1.62

150 419 2,36 523 3,93 145 95,81 97,64 94,77 96,07 145

180 542 103 3,50 3,62 175 94,58 98,07 96,50 96,38 175

ScdG

0 99,87 100,00 99,77 99,88 011 013 0,00 0.23 012 011

1 100,00 100,00 99,60 99,90 018 0,00 0,00 0,31 0,10 018

5 89,73 98,93 95,28 94,65 463 10,27 1,07 472 535 463

10 74,02 91,22 83,61 82,95 8,62 25,98 8,78 16,39 17,05 8,62

15 57,17 79,51 69,58 68,75 11,19 42,83 20,49 30,42 31,25 11,19

20 14,84 67,24 61,06 57,71 11,57 55,16 32,76 38,94 42,29 1157

dU(-5)ScdG 25 1413 56,96 51,53 50,87 6,44 55,87 13,04 18,47 49,13 6,44
30 28,53 18.13 22,33 23,00 523 71,47 81,87 77,67 77,00 523

60 6,22 6.95 8,31 7.16 1,06 93,78 93,05 91,69 92,84 1,06

90 1,42 098 2,06 148 0,54 98,58 99,02 97,94 98,52 0,54

120 0,84 0.94 2,08 1,29 0,69 99,16 99,06 97,92 98,71 0,69

150 0,66 1,03 1,40 1,03 0,37 99,34 98,97 98,60 98,97 037

180 027 059 1,20 0,68 0,47 99,73 99,41 98,80 99,32 047

0 99,82 100,00 99,97 99,93 0,10 018 0,00 0,03 0,07 0,10

1 94,37 100,00 99,17 97,85 3,04 563 0,00 0,83 215 3,04

5 81,24 97,00 86,87 88,37 7,99 18,76 3,00 13,13 11,63 7,99

10 69,39 74,92 67,07 70,46 2,03 30,61 25,08 32,93 29,54 2,03

15 54,72 61,49 64,31 60,17 293 5,28 38,51 35,69 39,83 493

20 1352 30,93 20,15 38,20 6,52 56,48 69,07 50,85 61,80 652

dU(+5)ScdG 25 40,68 28,94 35,90 35,17 591 59,32 71,06 64,10 64,83 591
30 22,03 598 9,56 12,52 8,42 77,97 94,02 90,44 87,48 8,42

60 541 0,00 223 2,55 272 94,59 100,00 97,77 97,45 272

90 0.75 0,00 0,33 0.36 0,37 99,25 100,00 99,67 99,64 0,37

120 0.75 0,00 135 0,70 0,68 99,25 100,00 98,65 99,30 0,68

150 0,90 0,00 023 038 0,47 99,10 100,00 99,77 99,62 047

180 0,62 0,00 0,29 0,30 0,31 99,38 100,00 99,71 99,70 031

0 99,99 100,00 100,00 100,00 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00

du(-5)
1 99,57 100,00 99,98 99,85 0,24 043 0,00 0,02 015 0,24
(+5)ScdG

5 87,73 99,95 97,74 95,14 6,51 12,27 0.05 2.26 4,86 6,51
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10 74,06 86,44 86,05 82,18 7,03 25,94 13,56 13,95 17,82 7,03
15 60,77 68,02 61,17 63,32 4,07 39,23 31,98 38,83 36,68 4,07
20 47,50 47,50 49,65 48,21 1,24 52,50 52,50 50,35 51,79 1,24
25 38,59 57,63 43,18 46,47 9,94 61,41 42,37 56,82 53,53 9,94
30 29,64 21,44 22,35 24,48 4,49 70,36 78,56 77,65 75,52 4,49
60 10,72 4,81 17,49 11,01 6,35 89,28 95,19 82,51 88,99 6,35
90 2,57 0,75 0,77 1,36 1,05 97,43 99,25 99,23 98,64 1,05
120 0,85 0,01 0,17 0,34 0,44 99,15 99,99 99,83 99,66 0,44
150 0,59 0,00 0,01 0,20 0,34 99,41 100,00 99,99 99,80 0,34
180 2,43 0,11 0,00 0,85 1,37 97,57 99,89 100,00 99,15 1,37
RcdG

0 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 99,84 98,93 96,98 98,58 1,46 0,16 1,07 3,02 1,42 1,46
10 91,84 87,39 84,14 87,79 3,87 8,16 12,61 15,86 12,21 3,87
15 79,42 80,11 66,97 75,50 7,40 20,58 19,89 33,03 24,50 7,40
20 79,27 73,43 58,18 70,29 10,89 20,73 26,57 41,82 29,71 10,89
dU(-5)RcdG 25 47,85 56,14 55,39 53,13 4,59 52,15 43,86 44,61 46,87 4,59
30 12,29 30,89 37,77 26,98 13,18 87,71 69,11 62,23 73,02 13,18
60 1,91 19,81 9,29 10,34 9,00 98,09 80,19 90,71 89,66 9,00
90 2,34 1,05 3,28 2,22 1,12 97,66 98,95 96,72 97,78 1,12
120 1,89 0,59 2,61 1,70 1,02 98,11 99,41 97,39 98,30 1,02
150 1,23 0,58 11,22 4,34 5,96 98,77 99,42 88,78 95,66 5,96
180 1,43 0,52 1,82 1,26 0,67 98,57 99,48 98,18 98,74 0,67
0 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
1 98,38 100,00 100,00 99,46 0,93 1,62 0,00 0,00 0,54 0,93
5 93,27 99,98 99,18 97,48 3,66 6,73 0,02 0,82 2,52 3,66
10 84,33 91,38 92,38 89,36 4,39 15,67 8,62 7,62 10,64 4,39
15 59,69 70,30 83,95 71,31 12,16 40,31 29,70 16,05 28,69 12,16
dU(+5)RcdG 20 70,80 44,57 63,97 59,78 13,61 29,20 55,43 36,03 40,22 13,61
25 0,00 33,83 56,36 30,06 28,37 100,00 66,17 43,64 69,94 28,37
30 11,31 6,06 26,67 14,68 10,71 88,69 93,94 73,33 85,32 10,71
60 6,54 5,12 7,70 6,45 1,29 93,46 94,88 92,30 93,55 1,29
90 0,11 0,00 0,35 0,15 0,18 99,89 100,00 99,65 99,85 0,18
120 0,01 0,00 0,00 0,00 0,01 99,99 100,00 100,00 100,00 0,01
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150 0,01 0,00 0,00 0,00 0,01 99,99 100,00 100,00 100,00 0,01

180 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 100,00 100,00 100,00 100,00 0,00

0 100,00 99,96 99,55 99,84 0,25 0,00 0,04 0,45 0,16 0,25

1 99,90 96,73 99,61 98,75 1,75 0,10 3,27 0,39 1,25 1,75

5 97,26 92,30 96,16 95,24 2,61 2,74 7,70 3,84 4,76 2,61

10 82,94 83,41 96,96 87,77 7,97 17,06 16,59 3,04 12,23 7,97

15 85,43 68,08 81,35 78,29 9,07 14,57 31,92 18,65 21,71 9,07

20 68,14 68,01 72,83 69,66 2,75 31,86 31,99 27,17 30,34 2,75

du(-5)
25 39,90 54,89 68,07 54,29 14,10 60,10 45,11 31,93 45,71 14,10
(+5)RcdG

30 0,72 39,54 20,70 20,32 19,41 99,28 60,46 79,30 79,68 19,41

60 0,01 62,91 1,19 21,37 35,98 99,99 37,09 98,81 78,63 35,98

90 0,00 30,08 0,81 10,30 17,14 100,00 69,92 99,19 89,70 17,14

120 241 0,33 0,27 1,01 122 97,59 99,67 99,73 98,99 122

150 0,00 0,59 0,04 0,21 0,33 100,00 99,41 99,96 99,79 0,33

180 0,00 0,21 0,00 0,07 0,12 100,00 99,79 100,00 99,93 0,12

Tabela 33. Dane liczbowe uzyskane w ramach analizy aktywnosci enzymu OGGl.
1 2 3 Avg SD 1 2 3 Avg SD 1 2 3 Avg | SD
- Czas
Nie [min.]
’ Wydajno$¢ reakcji (ni¢ nienaruszona) [%] Wydajnos¢ reakeji (nié rozcieta) [%] Wydajnos¢ reakcji (produkt posredni) [%]
Natywne kontrolne oligonukleotydy
0 98,58 98,95 99,99 99,17 0,73 1,36 1,03 0,01 0,80 0,70 0,06 0,02 0,00 0,03 0,03
30 95,73 97,22 98,40 97,12 1,34 4,27 2,47 154 2,76 1,39 0,00 0,31 0,06 0,12 0,16
60 90,13 94,70 94,84 93,23 2,68 9,44 5,30 5,04 6,59 2,47 0,43 0,00 0,12 0,18 0,22
-6/+6
120 64,17 77,51 76,60 72,76 7,45 35,28 22,49 23,22 26,99 7,18 0,55 0,00 0,18 0,24 0,28
(HIdA)
180 45,33 53,14 52,15 50,21 4,25 54,42 46,70 47,60 49,58 4,22 0,24 0,16 0,25 0,22 0,05
240 18,42 19,48 23,87 20,59 2,89 81,25 80,49 75,99 79,24 2,84 0,33 0,03 0,15 0,17 0,15
300 4,40 5,96 4,90 5,09 0,80 95,26 93,77 94,70 94,58 0,75 0,34 0,27 0,40 0,34 0,06
Oligonukleotydy zawierajace cdG

0 98,11 99,14 99,91 99,06 0,90 1,63 0,59 0,09 0,77 0,78 0,26 0,26 0,00 0,18 0,15
30 92,99 96,30 97,30 95,53 2,26 6,67 3,49 2,27 4,14 2,27 0,34 0,21 0,43 0,33 0,11
-6/+6 60 86,47 88,14 89,31 87,97 1,43 13,24 11,68 10,17 11,70 1,53 0,29 0,19 0,52 0,33 0,17
(H/ScdG) 120 54,11 59,45 61,41 58,32 3,78 45,89 40,05 37,90 41,28 4,13 0,00 0,50 0,69 0,39 0,35
180 16,64 26,91 29,76 24,43 6,90 83,07 72,73 69,39 75,06 7,13 0,29 0,36 0,86 0,50 0,31
240 4,38 6,52 4,41 511 1,23 94,99 92,92 94,93 94,28 1,18 0,62 0,56 0,65 0,61 0,05
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300 0,00 0,16 0,56 0,24 0,29 99,38 99,36 98,71 99,15 0,38 0,62 0,48 0,73 0,61 0,13
0 98,96 99,32 99,75 99,34 0,39 1,04 0,24 0,21 0,50 0,47 0,00 0,44 0,04 0,16 0,24
30 90,23 94,78 95,70 93,57 2,93 9,77 5,07 3,96 6,27 3,08 0,00 0,15 0,33 0,16 0,17
60 73,92 86,71 82,76 81,13 6,55 26,08 12,80 17,24 18,71 6,76 0,00 0,49 0,00 0,16 0,28
-6/+6
120 26,26 55,45 45,88 42,53 14,88 73,74 43,93 53,96 57,21 15,17 0,00 0,62 0,16 0,26 0,32
(H/RcdG)
180 6,59 12,83 12,54 10,66 3,52 93,07 86,51 87,43 89,00 3,55 0,34 0,66 0,03 0,34 0,31
240 0,00 0,31 0,30 0,20 0,18 99,61 99,69 99,59 99,63 0,05 0,39 0,00 0,11 0,16 0,20
300 0,00 0,00 0,01 0,00 0,01 100,00 100,00 99,95 99,98 0,03 0,00 0,00 0,04 0,01 0,03
Tabela 34. Dane liczbowe uzyskane w ramach analizy aktywnosci enzymu FPG.
1 2 3 Avg SD 1 2 3 Avg SD 1 2 3 Avg SD
o Czas
Nie [min.]
' Wydajnos¢ reakcji (ni¢ nienaruszona) [%] Wydajnos¢ reakcji (ni¢ rozcigta) [%)] Wydajnos¢ reakeji (produkt posredni) [%]
Natywne kontrolne oligonukleotydy
0 99,10 99,89 99,41 99,47 0,39 0,28 0,11 0,54 0,31 0,22 0,62 0,00 0,05 0,22 0,34
1 91,77 92,68 92,23 92,23 0,46 7,04 6,48 6,64 6,72 0,29 1,19 0,85 1,13 1,05 0,18
5 54,66 63,77 65,86 61,43 5,95 42,37 33,68 31,47 35,84 5,76 2,97 2,55 2,66 2,73 0,22
-6/+6
15 26,28 40,14 50,61 39,01 12,20 69,64 56,43 45,65 57,24 12,01 4,08 3,43 3,73 3,75 0,32
(H/dA)
30 9,00 17,09 28,60 18,23 9,85 87,43 79,42 67,35 78,07 10,11 3,57 3,50 4,04 3,70 0,30
60 2,98 4,88 11,99 6,62 4,75 94,82 92,86 85,57 91,08 4,87 2,21 2,26 2,44 2,30 0,12
120 2,45 1,48 2,09 2,00 0,49 95,84 97,75 96,84 96,81 0,95 1,70 0,77 1,07 1,18 0,48
Oligonukleotydy zawierajace cdG
0 99,75 99,58 99,34 99,56 0,21 0,25 0,27 0,58 0,37 0,19 0,00 0,15 0,08 0,08 0,07
1 95,93 94,09 92,40 94,14 1,76 4,07 5,49 6,88 5,48 1,40 0,00 0,41 0,72 0,38 0,36
5 45,91 52,21 58,36 52,16 6,22 53,70 46,63 40,11 46,81 6,79 0,39 1,16 1,53 1,03 0,58
-6/+6
15 10,00 10,62 23,36 14,66 7,54 89,60 87,94 74,70 84,08 8,16 0,40 1,45 1,94 1,26 0,79
(H/ScdG)
30 0,45 4,80 1,65 2,30 2,24 99,49 94,09 97,08 96,88 2,70 0,06 1,11 1,27 0,82 0,66
60 0,04 0,45 0,86 0,45 0,41 99,96 98,98 98,29 99,08 0,84 0,01 0,57 0,84 0,47 0,43
120 0,01 0,08 0,21 0,10 0,10 99,97 99,53 99,07 99,52 0,45 0,02 0,39 0,72 0,38 0,35
0 99,51 99,63 99,55 99,56 0,06 0,42 0,33 0,00 0,25 0,22 0,07 0,04 0,45 0,19 0,23
1 89,11 90,27 90,85 90,07 0,89 10,23 9,33 7,70 9,09 1,29 0,66 0,40 1,46 0,84 0,55
-6/+6 5 24,20 15,33 31,86 23,80 8,27 74,24 83,57 64,99 74,27 9,29 1,57 1,10 3,15 1,94 1,07
(H/RcdG) 15 1,04 0,62 1,92 1,19 0,66 98,32 99,02 96,62 97,98 1,24 0,64 0,36 1,46 0,82 0,57
30 0,00 0,00 1,77 0,59 1,02 99,92 99,87 97,62 99,13 1,31 0,08 0,13 0,61 0,28 0,29
60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 99,81 99,80 99,43 99,68 0,21 0,19 0,20 0,57 0,32 0,21
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‘ 120 ‘ 0,00 ‘ 0,00 ‘ 0,08 ‘ 0,03 ‘ 0,04 ‘99,82 ‘ 99,82 ‘99,35 ‘ 99,66‘ 0,27 ‘ 0,18 ‘ 0,18 ‘ 0,58 ‘ 0,31 ‘ 0,23 ‘

Tabela 35. Dane liczbowe uzyskane w ramach analizy aktywnosci enzymu Sspl.

Czas reakcji [min.]
Sspl
0 1 5 15 30 45 60
dsDNA Ni¢ Dane Wydajnosé reakcji [%)]

1. 0,08 0,36 2,73 14,48 46,87 83,75
2. 0,37 1,17 4,79 16,21 37,64 85,93
1 3. 0,00 0,00 2,84 24,16 49,31 87,62
Avg 0,15 0,51 3,45 18,29 44,60 85,77
SD 0,19 0,60 1,16 5,16 6,15 1,94

A
1. 0,02 0,13 1,85 19,74 60,40 88,89
2. 0,00 0,16 3,94 17,60 47,57 72,72
2 3. 0,37 0,86 6,14 23,15 40,29 85,02
Avg 0,13 0,39 3,97 20,17 49,42 82,21
SD 0,21 0,41 2,15 2,80 10,18 8,44
1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,25 0,00 0,11
3 3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Avg 0,00 0,00 0,00 0,00 0,08 0,00 0,04
SD 0,00 0,00 0,00 0,00 0,15 0,00 0,06

B
1 0,00 0,00 0,13 0,00 0,00 0,00 0,00
2 0,07 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
4 3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02 0,02
Avg 0,02 0,00 0,04 0,00 0,00 0,01 0,01
SD 0,04 0,00 0,08 0,00 0,00 0,01 0,01
1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
5 3 0,37 0,26 0,28 0,11 0,04 0,12 0,35
Avg 0,12 0,09 0,09 0,04 0,01 0,04 0,12

C
SD 0,21 0,15 0,16 0,06 0,02 0,07 0,20
1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
6 2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3 0,13 0,16 0,12 0,21 0,10 0,04 0,01
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Avg 0,04 0,05 0,04 0,07 0,03 0,01 0,00

SD 0,08 0,09 0,07 0,12 0,06 0,02 0,00

1 0,06 0,47 3,50 217,30 55,23 79,33 94,81

2. 0,00 0,00 1,38 18,20 48,04 67,24 92,72

7 3. 0,00 0,00 1,80 14,96 50,93 63,46 98,73
Avg 0,02 0,16 2,22 20,15 51,40 70,01 95,42

SD 0,04 0,27 1,12 6,40 3,62 8,29 3,05

1 0,01 0,16 2,62 33,42 54,89 66,74 80,17

2. 0,07 0,47 2,17 13,71 47,75 74,59 92,86

8 3. 0,00 0,00 0,49 15,44 44,40 84,93 94,09
Avg 0,03 0,21 1,76 20,86 49,01 75,42 89,04

sD 0,04 0,24 1,12 10,91 5,35 9,13 7,71

1 0,00 0,63 5,99 32,31 71,12 91,25 97,23

2. 0,74 1,37 4,07 21,52 56,38 87,71 94,68

9 3. 0,00 0,59 4,86 28,14 62,66 79,19 94,94
Avg 0,25 0,86 4,97 27,32 63,39 86,05 95,62

sSD 0,43 0,44 0,96 544 7,40 6,20 1,40

1 0,00 0,06 4,86 30,40 72,92 94,44 97,96

2. 0,00 0,28 2,78 21,99 62,68 89,16 91,44

10 3. 0,25 0,79 5,83 24,66 67,39 84,05 93,40
Avg 0,08 0,37 4,49 25,68 67,66 89,22 94,27

SD 0,14 0,37 1,56 4,30 5,13 5,19 3,34

1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

2. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

11 3. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Avg 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

sD 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

2. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

12 3. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Avg 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

sD 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

1 0,09 0,11 0,12 1,01 0,35 0,69 181

13 2. 0,14 0,00 0,00 0,13 0,06 0,00 0,00
3. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Avg 0,08 0,04 0,04 0,38 0,14 0,23 0,60

SD 0,07 0,06 0,07 0,55 0,19 0,40 1,05

1 1,02 0,31 0,49 0,06 0,00 0,00 0,00

2. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

14 3. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Avg 0,34 0,10 0,16 0,02 0,00 0,00 0,00

SD 0,59 0,18 0,28 0,03 0,00 0,00 0,00

1 0,00 0,00 2,31 12,34 38,45 66,54 83,94

2. 0,47 1,36 4,51 14,39 36,84 53,96 75,05

15 3. 0,00 0,05 132 14,89 35,23 59,59 82,67
Avg 0,16 0,47 2,71 13,87 36,84 60,03 80,55

sD 0,27 0,77 1,63 135 1,61 6,30 4,81

1 0,00 0,00 1,72 13,34 42,17 77,84 93,28

2. 0,00 0,00 2,17 15,22 32,27 53,84 60,49

16 3. 0,00 0,00 2,33 15,43 38,80 50,35 82,63
Avg 0,00 0,00 2,07 14,66 37,74 60,68 78,80

sSD 0,00 0,00 0,31 1,15 5,04 14,96 16,73

1 0,00 0,82 2,92 17,79 37,52 57,45 73,24

2. 2,24 3,28 6,20 22,34 43,38 65,53 73,41

17 3. 0,00 0,93 6,68 2521 54,69 74,13 87,41
Avg 0,75 1,68 5,26 21,78 45,20 65,70 78,02

SD 1,29 1,39 2,05 3,74 8,73 8,34 8,14

1 0,00 0,03 1,79 19,21 38,94 65,55 85,84

2. 0,00 0,75 7,30 28,89 51,60 66,14 82,84

18 3. 0,00 0,00 4,08 20,79 49,54 83,06 91,21
Avg 0,00 0,26 4,39 22,96 46,70 71,58 86,63

sD 0,00 0,42 2,77 519 6,79 9,94 4,24

1 0,00 0,20 2,42 16,63 39,34 47,82 73,51

2. 0,14 0,96 4,82 23,30 45,63 66,37 80,01

19 3. 0,00 0,00 2,26 15,45 38,10 55,56 67,57
Avg 0,05 0,39 3,17 18,46 41,02 56,58 73,70

sD 0,08 0,51 1,44 4,23 4,04 9,32 6,22

1 0,04 0,46 11,22 39,73 56,74 73,61 83,45

20 2. 0,00 0,17 10,08 3521 44,93 56,57 78,79
3. 0,30 0,73 8,18 38,37 51,62 78,38 91,28
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Avg 0,11 0,45 9,83 37,77 51,10 69,52 84,51

SD 0,16 0,28 153 2,32 5,92 11,46 6,31

1 0,00 0,00 1,13 7,87 17,34 36,06 55,52

2. 0,00 0,43 3,05 24,52 56,18 74,87 88,33

21 3. 0,00 0,34 2,88 12,07 31,04 57,92 60,86
Avg 0,00 0,26 2,35 14,82 34,85 56,29 68,24

SD 0,00 0,23 1,06 8,66 19,69 19,46 17,61

1 0,10 0,04 0,57 4,78 17,09 33,38 44,22

2. 0,00 0,00 0,86 9,35 19,13 22,79 45,87

22 3. 0,00 0,00 1,56 12,57 25,99 39,94 48,76
Avg 0,03 0,01 1,00 8,90 20,74 32,04 46,28

sD 0,06 0,02 0,51 3,91 4,66 8,66 2,30

1 0,52 0,60 0,67 0,64 0,60 0,59 0,52

2. 0,20 0,72 0,39 0,64 0,93 0,93 1,28

23 3. 0,51 0,55 0,76 0,34 0,35 0,33 0,18
Avg 0,41 0,62 0,61 0,54 0,63 0,62 0,66

sSD 0,18 0,08 0,20 0,17 0,29 0,30 0,56

1 0,19 0,20 0,16 0,22 0,26 0,38 0,41

2. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

24 3. 0,03 0,06 0,02 0,01 0,00 0,00 0,06
Avg 0,08 0,09 0,06 0,08 0,09 0,13 0,15

SD 0,10 0,10 0,09 0,12 0,15 0,22 0,22

1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,04 0,11

2. 0,00 0,00 0,09 0,41 0,53 0,35 0,27

26 3. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,18 0,02 0,24
Avg 0,00 0,00 0,03 0,14 0,24 0,14 0,21

sD 0,00 0,00 0,05 0,24 0,27 0,18 0,08

1 0,64 0,68 0,70 0,64 0,59 0,37 0,54

2. 0,46 0,93 1,29 161 1,82 2,00 181

27 3. 0,18 0,20 0,21 0,09 0,18 0,25 0,02
Avg 0,43 0,60 0,74 0,78 0,86 0,87 0,79

sD 0,23 0,37 0,54 0,77 0,85 0,98 0,92

1 0,54 0,75 0,71 0,75 0,83 0,88 1,05

28 2. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
3. 0,20 0,19 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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Avg 0,25 0,32 0,24 0,25 0,28 0,29 0,35
SD 0,27 0,39 0,41 0,43 0,48 0,51 0,61
1. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,13 0,00
2. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
o 30 3. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Avg 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,04 0,00
sD 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,07 0,00
Tabela 36. Dane liczbowe uzyskane w ramach analizy aktywnosci enzymu BsmAl.
Czas reakcji [min.]
BsmAl
0 1 5 15 30 45 60
dsDNA Ni¢ Dane Wydajno$¢ reakcji [%]
1. 0,03 0,08 2,44 32,13 93,13 99,32
2. 0,00 2,30 21,70 63,20 92,75 96,82
1 3. 0,12 1,59 28,70 78,82 99,12 100,00
Avg 0,05 1,32 17,62 58,05 95,00 98,71
SD 0,06 1,13 13,60 23,77 3,57 1,68
A
1. 0,00 0,00 8,61 68,13 98,67 99,38
2. 0,97 4,33 39,65 82,72 95,06 95,07
2 3. 0,00 2,71 42,67 94,24 98,86 99,26
Avg 0,32 2,35 30,31 81,70 97,53 97,90
sD 0,56 2,19 18,86 13,08 2,14 2,45
1. 0,08 1,03 10,18 72,40 99,78 99,70 99,44
2. 0,00 0,70 13,01 69,39 98,91 99,53 90,07
3 3. 0,00 1,89 17,12 75,81 99,50 99,38 96,15
Avg 0,03 121 13,44 72,53 99,40 99,54 95,22
sD 0,05 0,61 3,49 3,21 0,44 0,16 4,75
B
1. 0,00 1,32 18,48 90,86 98,99 99,39 99,05
2. 0,00 1,22 22,26 71,10 99,06 99,24 99,13
4 3. 0,25 1,70 14,14 84,96 97,07 98,76 99,36
Avg 0,08 1,41 18,30 82,31 98,37 99,13 99,18
SD 0,14 0,25 4,06 10,15 1,13 0,33 0,16
1. 0,00 2,60 31,86 89,16 99,10 98,11 99,01
C 5
2. 0,43 5,94 27,90 88,30 95,66 95,78 95,39
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3. 0,00 3,57 35,63 92,49 99,62 99,44 98,77
Avg 0,14 4,04 31,80 89,99 98,12 97,78 97,72
sD 0,25 172 3,87 2,21 2,15 185 2,03
1 0,00 2,39 26,36 85,04 98,57 98,14 96,86
2. 0,13 3,33 22,23 79,32 94,42 92,81 92,42
6 3. 0,20 512 42,24 91,17 98,88 97,80 97,67
Avg 0,11 3,61 30,28 85,18 97,29 96,25 95,65
sD 0,10 1,39 10,57 5,93 2,49 2,98 2,82
1 0,01 0,00 0,00 0,15 0,29 0,46 0,54
2. 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
7 3. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Avg 0,00 0,00 0,00 0,05 0,10 0,15 0,18
SD 0,00 0,01 0,00 0,09 0,17 0,26 0,31
1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,02 0,00
2. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
8 3. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Avg 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00
sD 0,00 0,00 0,00 0,00 0,02 0,01 0,00
1 0,00 0,03 1,34 9,96 33,18 42,84 36,25
2. 0,00 0,55 4,53 15,26 31,68 39,47 48,03
9 3. 0,01 0,09 2,96 17,35 43,74 55,53 49,32
Avg 0,00 0,22 2,94 14,19 36,20 45,95 44,53
SD 0,01 0,28 1,59 3,81 6,57 8,47 7,20
1 0,00 0,00 183 7,41 22,47 44,16 41,10
2. 0,52 1,18 3,89 13,26 23,83 32,71 37,64
10 3. 0,63 153 6,72 26,26 49,73 52,33 54,74
Avg 0,38 0,90 4,15 15,64 32,01 43,07 44,49
SD 0,34 0,80 2,45 9,65 15,36 9,85 9,04
1 0,92 1,46 19,19 89,49 99,70 99,84 99,84
2. 0,09 1,03 17,08 73,97 99,02 98,66 98,35
11 3. 0,00 0,19 26,48 94,16 99,96 99,97 99,92
Avg 0,34 0,89 20,92 85,87 99,56 99,49 99,37
sD 0,51 0,65 4,93 10,57 0,49 0,72 0,89
1 0,00 0,50 22,35 84,63 98,49 99,67 99,51
12
2. 0,00 0,92 11,74 81,80 96,75 99,08 98,61

138




3. 0,00 2,73 32,82 91,65 99,75 99,93 99,90
Avg 0,00 1,38 22,31 86,02 98,33 99,56 99,34
sD 0,00 118 10,54 5,07 1,51 0,43 0,66
1 0,00 0,49 14,28 71,43 98,85 98,93 99,12
2. 0,00 1,63 17,03 52,65 94,71 96,78 97,72
13 3. 1,24 3,61 19,53 56,36 95,49 98,15 95,66
Avg 0,41 191 16,94 60,15 96,35 97,95 97,50
sD 0,72 1,58 2,63 9,95 2,20 1,09 174
1 0,40 4,67 23,92 64,85 95,12 97,15 94,58
2. 0,52 5,87 30,11 64,77 92,19 97,03 96,25
14 3. 0,02 4,14 19,79 69,41 96,16 97,40 96,64
Avg 0,31 4,89 24,61 66,34 94,49 97,19 95,83
SD 0,26 0,88 519 2,66 2,06 0,19 1,09
1 0,13 0,77 18,92 61,18 93,62 96,78 94,55
2. 0,56 1,86 16,68 70,88 93,74 93,17 94,02
15 3. 0,00 0,13 20,23 72,77 97,30 99,58 99,04
Avg 0,23 0,92 18,61 68,28 94,89 96,51 95,87
sD 0,29 0,88 1,80 6,22 2,09 3,21 2,76
1 0,00 0,00 4,81 38,53 54,82 74,45 74,14
2. 0,00 0,00 2,38 26,67 55,98 67,21 65,06
16 3. 0,31 1,47 10,15 46,88 79,22 85,53 87,41
Avg 0,10 0,49 5,78 37,36 63,34 75,73 75,54
SD 0,18 0,85 3,97 10,15 13,76 9,23 11,24
1 0,40 3,51 24,71 67,47 88,06 88,92 89,59
2. 0,00 4,34 24,95 65,47 86,61 90,49 90,66
17 3. 0,74 6,07 30,44 72,58 91,64 92,79 89,70
Avg 0,38 4,64 26,70 68,51 88,77 90,73 89,99
SD 0,37 131 3,24 3,67 2,59 1,94 0,59
1 0,82 3,77 16,63 43,86 63,25 68,22 73,44
2. 1,49 4,45 16,54 40,31 74,52 71,87 71,29
18 3. 0,00 3,11 14,94 45,21 83,58 79,55 76,87
Avg 0,77 3,78 16,04 43,13 73,78 73,21 73,87
sD 0,75 0,67 0,95 2,53 10,18 5,78 2,81
1 0,00 0,12 2,48 31,98 69,29 87,67 82,97
19
2. 0,00 0,00 0,35 16,44 69,66 93,46 85,55
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3. 0,00 0,14 152 24,17 62,86 89,04 88,41
Avg 0,00 0,09 1,45 24,20 67,27 90,06 85,65
sD 0,00 0,07 1,07 77 3,82 3,03 2,72
1 0,39 0,48 0,67 0,88 1,32 1,58 1,72
2. 1,66 1,62 2,29 3,58 5,94 7,21 7,28
20 3. 1,84 1,95 2,29 3,51 5,29 5,84 5,80
Avg 1,30 135 175 2,65 4,18 4,88 4,93
SD 0,79 0,77 0,94 1,54 2,50 2,94 2,88
1 0,00 0,07 0,49 4,10 13,23 21,79 24,12
2. 0,00 0,00 0,00 1,73 10,06 20,97 21,18
21 3. 0,16 0,25 0,46 4,54 12,04 19,40 19,35
Avg 0,05 0,11 0,32 3,46 11,78 20,72 21,55
SD 0,09 0,13 0,28 151 1,60 1,22 2,40
1 2,72 2,81 3,38 4,38 8,24 11,77 14,29
2. 12,54 10,78 12,75 15,29 22,03 28,11 28,14
22 3. 9,81 8,06 8,96 10,78 15,67 21,13 22,93
Avg 8,36 7,22 8,36 10,15 15,31 20,33 21,78
sD 5,07 4,05 4,71 5,48 6,90 8,20 7,00
1 0,08 1,01 9,91 39,00 49,55 47,99 52,19
2. 0,14 2,85 12,13 38,25 48,85 59,89 56,63
23 3. 0,00 2,22 13,03 34,87 56,11 60,09 55,30
Avg 0,07 2,03 11,69 37,37 51,50 55,99 54,71
SD 0,07 0,94 161 2,20 4,01 6,93 2,28
1 0,00 0,00 2,15 8,33 16,71 12,83 13,05
2. 0,00 0,00 1,86 6,38 14,39 13,98 17,56
24 3. 0,00 0,00 3,13 13,86 15,14 19,59 27,37
Avg 0,00 0,00 2,38 9,52 15,41 15,47 19,33
SD 0,00 0,00 0,67 3,88 1,19 3,62 7,32
1 3,90 3,88 6,07 15,08 25,00 26,85 2391
2. 16,22 14,73 16,87 22,92 35,97 37,36 33,50
26 3. 9,59 10,04 10,65 17,87 24,43 24,28 20,34
Avg 9,90 9,55 11,20 18,62 28,47 29,50 25,92
sD 6,17 5,44 5,42 3,97 6,51 6,93 6,81
1 0,00 0,44 10,08 41,33 58,28 67,25 67,92
27
2. 0,00 135 13,38 42,41 63,41 62,84 72,20

140




3. 0,00 2,77 16,60 42,59 60,11 65,77 67,91

Avg 0,00 1,52 13,35 42,11 60,60 65,29 69,34

sD 0,00 118 3,26 0,68 2,60 2,25 2,48

1 0,00 0,72 3,12 12,91 32,35 29,83 29,70

2. 0,00 0,00 1,06 12,50 31,67 28,39 22,48

28 3. 0,84 1,65 7,22 20,21 34,03 33,62 30,20
Avg 0,28 0,79 3,80 15,21 32,68 30,61 27,46

sD 0,48 0,83 3,14 4,33 121 2,70 4,32

1 4,02 4,43 6,37 16,48 22,70 22,61 23,20

2. 11,90 13,03 15,48 21,79 27,81 31,66 29,41

30 3. 7,32 6,25 771 12,91 16,57 12,99 11,03
Avg 7,74 7,91 9,86 17,06 22,36 22,42 21,21

SD 3,96 4,53 4,92 4,47 5,63 9,34 9,35
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7. Wykaz skrotéow

DNA
RNA
dAMP
dTMP
dGMP
dCMP
ROS
RNS
UVR
IR
LET
RBE
6TG
dTTP
dUTP
TET
TDG
SMUG1
HIV
AAG
CDL
DSB
cdPus
CPD
6-4 PP
NER
FAD
AP-site
SSB

deoxyribonucleic acid

ribonucleic acid

2'-deoxyadenosine 5'-monophosphate
2'-deoxythymidine 5'-monophosphate
2'-deoxyguanosine 5'-monophosphate
2'-deoxycytidine 5'-monophosphate
reactive oxygen species

reactive nitrogen species

ultraviolet radiation

ionising radiation

linear energy transfer

relative biological effectiveness
6-thioguanine

2'-deoxythymidine 5'-triphosphate
2'-deoxyuridine 5'-triphosphate
ten-eleven translocation

thymine-DNA glycosylase

specific monofunctional uracil-DNA glucosylase 1

human immunodeficiency virus
3-alkyladenine DNA glycosylase
clustered DNA lesions

double strand break
cyclodeoxypurines

cyclobutane pyrimidine dimers
pyrimidine(6-4)pyrimidone photoproducts
nucleotide excision repair

flavin adenine dinucleotide
apurynic/apyrimidinic site
single-strand break

142



8-0x0G
8-0x0dG
FPG
FapyG/Gua
FapyA/Ade
OGG1
yOGG1
hOGG1
8-0x0A
cdG

cdA
BER
TC-NER
GG-NER
TLS
MMR
NHEJ
HRR
SP-BER
LP-BER
FEN1
ATP
TFIIH
sSDNA
RPA
RFC
PCNA
DNA-PKcs
DNA-PK
HDR
DSBR

7,8-dihydro-8-oxoguanine
7,8-dihydro-8-oxo0-2'-deoxyguanosine
formamidopyrimidine DNA glycosylase
2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidoguanosine
2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidoadenosine
oxoguanine glycosylase 1

yeast OGG1

human OGG1

7,8-dihydro-8-oxoadenine
5',8-cyclo-2'-deoxyguanosine
5',8-cyclo-2'-deoxyadenosine

base excision repair

transcription-coupled nucleotide excision repair
global genomic nucleotide excision repair
translesion synthesis

mismatch repair

non-homologous end joining

homologous recombination repair

short-patch BER

long-patch BER

flap endonuclease 1

adenosine 5'-triphosphate

transcription factor Il human

single-stranded DNA

replication protein A)

replication factor C)

proliferating cell nuclear antigen)
DNA-dependent protein kinase catalytic subunit
DNA-dependent protein kinase
homology-directed repair)

double strand break repair)
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SDSA
SSA
BIR
MtDNA
NDNA
MGMT
XP
AIDS
TLS
CS
HGPS
TTD
HP
BNCT
UDG
APE1
hAPE1
cps

LB

synthesis-dependent strand annealing)
single-strand annealing)

break-induced replication)

mitochondrial DNA)

nuclear DNA)

O8-methylguanine DNA methyltransferase
xeroderma pigmentosum

acquired immunodeficiency syndrome
translesion synthesis

Cockayne syndrome

Hutchinson-Gilford progeria syndrome
trichothiodystrophy

halogenated pyrimidines

boron neutron capture therapy
uracil-DNA glycosylase
apurynic/apyrimidinic (AP) endonuclease 1

human apurynic/apyrimidinic (AP) endonuclease 1

counts per second

loading buffer
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8. Wykaz rysunkow

Rysunek 1. Struktura chemiczna zasad azotowych DNA. ........cccccov i 15
Rysunek 2. Poréwnanie struktury chemicznej par zasad Watsona-Cricka (po lewej) i
Hoogsteena (po prawej). Pary A-T i AT znajdujg si¢ na gorze, pary G-C i G-C na dole.16
Rysunek 3. Spektrum fal elektromagnetycznych. Wartosci dtugosci i czgstotliwosci fal sg
(o LT a1 = To3Y PSSR 19
Rysunek 4. Schematyczne przedstawienie réznicy pomiedzy tranzycjg a transwersjg.
Tranzycja polega na zastapieniu w sekwencji DNA jednej puryny przez inng lub jednej
pirymidyny przez inng. W przypadku tranzycji puryna ulega zamianie na pirymidyn¢ lub

(00 111V (0] 10 =TRSO P R TTRSPR PP 23
Rysunek 5. Wzory strukturalne cytozyny, 5-metylocytozyny, 5-formylocytozyny i 5-
1 01011} [0 (074 1) 28OS 25

Rysunek 6. Wzory strukturalne 2'-deoksyadenozyny (dA), 2'-deoksyguanozyny (dG), ich
pochodnych, a takze substratow FPG i OGGI1. Oznaczenia: ScdG — (5'S)-5',8-cyklo-2'-
deoksyguanozyna; RcdG — (5'R)-5',8-cyklo-2'-deoksyguanozyna; 8-oxodG - 7,8-dihydro-
8-oksodeoksyguanozyna; 8-oxodA - 7,8-dihydro-8-oksodeoksyadenozyna...................... 29
Rysunek 7. Struktury chemiczne 2'-deoksypuryn i 5',8-cyklo-2'-deoksypuryn. ............... 31
Rysunek 8. Schematyczne przedstawienie dwuniciowego DNA oraz podstawowych
rodzajow jego uszkodzen: miejsca AP (na goérze po lewej), peknigcia jednej nici (SSB) (na
gorze po prawej) oraz peknie¢ obu nici (DSB) (na dole po lewej 1 na dole po prawej).....31
Rysunek 9. Schemat SP-BER i LP-BER. .........ccccovoiiiii i 35
Rysunek 10. Mechanizm reakcji enzymatycznej katalizowanej przez UDG. W pierwszym
etapie wida¢ hyrdolize wigzania C1'-N9 w czasteczce dU, co skutkuje uwolnieniem
czasteczki uracylu. Widoczne potaczenia w postaci wigzan wodorowych pomigdzy DNA a
resztami aminokwasowymi w strukturze biatka: Cysl57, Asn204, GInl44, Aspl45,
Prol146, His148 i His268. Rusynek zaadoptowatem wg. Schormann N. 2014 [112]......... 49
Rysunek 11. Struktura potaczenia miejsca aktywnego ludzkiej czasteczki UDG (kolor
purpurowy) z fragmentem dsDNA zawierajagcym miejsce AP. Nici dsDNA zaznaczono
kolorem ciemnozielonym (ni¢ uszkodzona) oraz bragzowym (ni¢ komplementarna).
Kolorem pomaranczowym zaznaczono atomy fosforu wchodzace w sktad kolejnych
nukleotydow. W centralnej cze$ci rysunku zaznaczono czasteczke 2'-deoksyrybozy,
pozostatg po hydrolizie wigzania C1'-N9 w czgsteczce dU. Jest ona zwrdécona w kierunku
wnetrza miejsca aktywnego UDG, w przeciwienstwie do dwoch nieuszkodzonych
sasiednich nukleozydow: 2'-dA (powyzej) oraz 2'-dT (ponizej). Reszty aminokwasowe
Leu272, Tyr275 i Arg276 sa wskazano bez widocznych struktur ze wzgledu na wigksza
odlegtos¢ od centrum rysunku. Rysunek wykonatem na podstawie pozycji w bibliotece
Protein Data Bank 0 NUMEIZE 2SSP. ........ccoiiiiiiiiiiiiesieeiee e 50
Rysunek 12. Mechanizm hydrolizy miejsca AP przez enzym hAPE1l przedstawiony
zuwzglednieniem fragmentu nici uszkodzonej. Zaznaczono obecno$¢ reszty
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aminokwasowej Asp210, zaangazowanej w atak nukleofilowy atomu tlenu z czasteczki
wody (kolor pomaranczowy) na atom fosforu konca 5' miejsca AP (lewa strona rysunku).
Produkt reakcji stanowi SSB z wolnymi koncami 3'-OH oraz 5'-fosforanu, widoczne po
prawej stronie rysunku. Rysunek zaadoptowatem wg. Aboelnga M. M. 2019 [114]. ....... 53
Rysunek 13. Struktura miejsca aktywnego hAPE1 (kolor ciemnozielony) zwigzanego z
miejscem AP w dsDNA. Koniec 5' miejsca AP zaznaczono kolorem czerwonym z
widocznym atomem fosforu (kolor pomaranczowy). Koniec 3' miejsca AP zaznaczono
kolorem jasnozielonym z widocznym pierscieniem 2'-dC. Ni¢ komplementarng zaznaczono
kolorem brazowym. W centrum rysunku znajduja si¢ zaznaczone kolorem jasnozielonym
kationy Mg?*, stabilizowane przez reszty aminokwasowe Asn68, Asp70 i Glu96. Rysunek
wykonatem na podstawie pozycji w bibliotece Protein Data Bank o numerze 4IEM. Kolor
czerwony: 5'-fosforan, kolor zielony: 3'-OH w 2'-deoksycytydynie. Kolor jasnozielony:

JONY MAGNEZU. ..e.vveveeie ettt e te et steesteete e s e et e eseesseesteasseaseeaseanseaseesseenseaseenseenaenneesreensenneens 54
Rysunek 14. Sekwencje oligonukleotydow zaprojektowanych w celu okres§lenia wptywu
cdPus na aktywno$¢ enzymOw UDG 1 hAPEL. ... 58

Rysunek 15. Kinetyka reakcji 0,02 U UDG i 0,5 U hAPE1 wobec dsDNA zawierajacych
w swojej sekwencji dU i ScdA — dU(-5)ScdA (A, B), dU(+5)ScdA (C, D), dU(-5)(+5)ScdA
(E, F). (A, C, E) autoradiogramy przedstawiajace 14 torow kazdy, odpowiadajace czasom
reakcji 0, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 i 60 minut, poczagwszy od lewej strony.
(B, D, F) wykresy przedstawiajace spadek ilosci substratu (kolor niebieski), wzrost ilosci
produktu (kolor pomaranczowy) oraz zawartos¢ produktu posredniego (kolor szary)......60
Rysunek 16. Kinetyka reakcji 0,5 U UDG i 0,02 U hAPE1 wobec dsDNA zawierajacych
w swojej sekwencji dU i ScdA — dU(-5)ScdA (A, B), dU(+5)ScdA (C, D), dU(-5)(+5)ScdA
(E, F). (A, C, E) autoradiogramy przedstawiajace 13 torow kazdy, odpowiadajace czasom
reakcji 0, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 60, 90, 120, 150 i 180 minut, poczawszy od lewej strony.
(B, D, F) wykresy przedstawiajgce spadek ilosci substratu (kolor niebieski) oraz wzrost
losci produktu (KOIOr pOMATaNCZOWY). ....eeevviieiiiieiiiieiiie sttt 61
Rysunek 17. Kinetyka reakcji 0,02 U UDG 1 0,5 U hAPE1 wobec dsDNA zawierajacych
w swojej sekwencji dU i RcdA — dU(-5)RcdA (A, B), dU(+5)RcdA (C, D), dU(-
5)(+5)RcdA (E, F). (A, C, E) autoradiogramy przedstawiajace 14 toréw kazdy,
odpowiadajace czasom reakcji 0, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 1 60 minut,
poczawszy od lewej strony. (B, D, F) wykresy przedstawiajace spadek ilosci substratu
(kolor niebieski), wzrost ilosci produktu (kolor pomaranczowy) oraz zawartos¢ produktu
POSTEdNiegO (KOLOT SZATY). ...vviiiiiiiiiiciiiiee s 62
Rysunek 18. Kinetyka reakcji 0,5 U UDG i 0,02 U hAPE1 wobec dsDNA zawierajacych
w swojej sekwencji dU i RcdA — dU(-5)RcdA (A, B), dU(+5)RcdA (C, D), dU(-
5)(+5)RcdA (E, F). (A, C, E) autoradiogramy przedstawiajagce 13 torow kazdy,
odpowiadajace czasom reakcji 0, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 60, 90, 120, 150 i 180 minut,
poczawszy od lewej strony. (B, D, F) wykresy przedstawiajace spadek ilosci substratu
(kolor niebieski) oraz wzrost ilo$ci produktu (kolor pomaranczowy). .........ccccevevververnnnne 63

146



Rysunek 19. Kinetyka reakcji 0,02 U UDG i 0,5 U hAPE1 wobec dsDNA zawierajacych
w swojej sekwencji dU i ScdG — dU(-5)ScdG (A, B), dU(+5)ScdG (C, D), dU(-5)(+5)ScdG
(E, F). (A, C, E) autoradiogramy przedstawiajace 14 torow kazdy, odpowiadajace czasom
reakcji 0, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 i 60 minut, poczagwszy od lewej strony.
(B, D, F) wykresy przedstawiajace spadek ilosci substratu (kolor niebieski), wzrost ilosci
produktu (kolor pomaranczowy) oraz zawarto$¢ produktu posredniego (kolor szary)......64
Rysunek 20. Kinetyka reakcji 0,5 U UDG i 0,02 U hAPE1 wobec dsDNA zawierajacych
w swojej sekwencji dU i ScdG — dU(-5)ScdG (A, B), dU(+5)ScdG (C, D), dU(-5)(+5)ScdG
(E, F). (A, C, E) autoradiogramy przedstawiajace 13 toréw kazdy, odpowiadajace czasom
reakcji 0, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 60, 90, 120, 150 i 180 minut, poczawszy od lewej strony.
(B, D, F) wykresy przedstawiajace spadek ilosci substratu (kolor niebieski) oraz wzrost
ilosci produktu (KOIOr pOMATraNCZOWY). ....veevvvieiiiieiiiieiiie et 65
Rysunek 21. Kinetyka reakcji 0,02 U UDG i 0,5 U hAPE1 wobec dsDNA zawierajacych
w swojej sekwencji dU i RcdG — dU(-5)RcdG (A, B), dU(+5)RcdG (C, D), dU(-
5)(+5)RcdG (E, F). (A, C, E) autoradiogramy przedstawiajace 14 torow kazdy,
odpowiadajace czasom reakcji 0, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55 1 60 minut,
poczawszy od lewej strony. (B, D, F) wykresy przedstawiajace spadek ilosci substratu
(kolor niebieski), wzrost ilosci produktu (kolor pomaranczowy) oraz zawarto$¢ produktu
POSTEANICZO (KOLOT SZATY). ..evvveuiiiiiiiiieie st 66
Rysunek 22. Kinetyka reakcji 0,5 U UDG i 0,02 U hAPE1 wobec dsDNA zawierajacych
w swojej sekwencji dU i ScdA - dU(-5)RcdG (A, B), dU(+5)RcdG (C, D), dU(-5)(+5)RcdG
(E, F). (A, C, E) autoradiogramy przedstawiajace 13 torow kazdy, odpowiadajace czasom
reakcji 0, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 60, 90, 120, 150 i 180 minut, poczawszy od lewej strony.
(B, D, F) wykresy przedstawiajace spadek ilosci substratu (kolor niebieski) oraz wzrost
ilosci produktu (Kolor pOMATaANCZOWY). ..c..eiviiiieiiiiiiieii e 67
Rysunek 23. Proponowany mechanizm reakcji enzymatycznej katalizowanej przez OGG1
zgodnie z zasadg beta-eliminacji. Etap pierwszy przedstawia hyrdoliz¢ wigzania C1'-N9 w
czasteczce 8-0x0dG, katalizowanej przy udziale reszt aminokwasowych Lys249 i Asp268.
Nastepuje otwarcie pierscienia 2'-deoksyrybozy z utworzeniem produktu posredniego
(zasady Schiffa) (etap 1). Etapy 2 1 3 przedstawiajg hydrolize¢ wigzania fosfodiestrowego z
wytworzeniem SSB zawierajacego wolne konce 5'-fosforanu oraz 3'-hydroksyaldehydu.
Rysunek zaadoptowatem wg. Popov A. V. 2020 [113]. cceeeiiiiiiiiiiieiee e 69
Rysunek 24. Struktura miejsca aktywnego czasteczki OGGI1 (kolor ciemnozielony) w
polaczeniu z substratem w postaci dsDNA. Ni¢ uszkodzong zaznaczono kolorem
purpurowym, ni¢ kmplementarng zaznaczono kolorem bragzowym. W centralnej czesci
rusynku widac¢ czasteczke 8-oxodG, ktora jest utozona w plaszczyznie poziomej, przez co
nie wida¢ struktury pierscienia pirymidynowego. Czasteczka 8-0xodG jest zwrocona do
wnetrza miejsca aktywnego OGG1, w przeciwienstwie do nieuszkodzonych nukleozydow
sgsiednich: 2'-dA (na gorze), oraz 2'-dG (na dole). Wida¢ potaczenia czasteczki 8-0xodG z
czterema resztami aminokwasowymi: Phe319, GIn315, Asp368 i Pro266. Rysunek
wykonatem na podstawie pozycji w bibliotece Protein Data Bank o numerze 3IH7. ....... 70
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Rysunek 25. Proponowany mechanizm reakcji katalizowanej przez enzym FPG zgodnie z
zasadg beta- (etap 6) i delta-eliminacji (etap 8). Powstanie zasady Schiffa przedstawiono w
etapie 1, gdzie widoczne jest otwarcie pierscienia 2'-deoksyrybozy w czgsteczce 8-0x0dG.
Odtaczenie wolnej czasteczki 8-0x0G przedstawiono w etapie 4. Produkt reakcji stanowi
SSB z wolnymi konicami 3'-OH i 5'-OH, powstatymi po usui¢ciu produktu przejsciowego
(zasady Schiffa) w postaci 4-okso-2-pentanalu (etap 8). Widoczne reszty aminokwasowe
czasteczki FPG, ktore biorg udzial w katalizie reakcji: Prol oraz Glu2. Rysunek
zaadoptowatem wg. Boiteux S. 2017 [119]..ciriiiiiii e 73
Rysunek 26. Struktura miejsca aktywnego czasteczki FPG z E. coli (kolor czerwony),
zwigzanego z substratem w postaci dsDNA. Ni¢ uszkodzong zaznaczono kolorem
jasnozielonym, fragment nici komplementarnej zaznaczono kolorem ciemnozielonym. W
centralnej cze$ci rysunku zaznaczono piecioweglowy szkielet produktu posredniego
(zasady Schiffa), stabilizowany przez reszty aminokwasowe Arg258, Tyr236, Prol oraz
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