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1. Wykaz publikacji bedacych podstawa rozprawy doktorskiej

Ponizej przedstawiono wykaz publikacji naukowych stanowiacych podstawe rozprawy doktorskiej
pt. “Wpltyw 5',8-cyklo-2'-deoksypuryn na mechanizmy naprawy uszkodzen zespolonych DNA
w ekstraktach mitochondrialnych”. Sumaryczny IF (ISI Journal Citation Reports) cyklu zgodny z rokiem
opublikowania jest réwny 13,849, natomiast punktacja MNiSW/MEIN cyklu zgodnie z rokiem

opublikowania wynosi 290.

Publikacja 1

Boguszewska K., Szewczuk M., Kazmierczak-Barariska J., Karwowski B.T.,

The Similarities Between Human and Bacteria in the Context of Structure, Genome and Base Excision Repair
[w]: Molecules, 2020, 25 (12), 2857, 1-30, doi: 10.3390/molecules25122857

IF2020=3,060, MNiSW201.=100 pkt

Publikacja I1

Boguszewska K., Karwowski B.T., Kazmierczak-Baranska J.,

The Usefulness of Autoradiography for DNA Repair Proteins Activity Detection in the Cytoplasm towards
Radiolabeled Oligonucleotides Containing 5',8-Cyclo-2'-deoxyadenosine [w:] Chemosensors, 2022, 10 (6), 204,
doi: 10.3390/chemosensors10060204

IF2022=4,229, MEiN2022=20 pkt

Publikacja 111

Boguszewska K., Kazmierczak-Baranska J., Karwowski B.T.,

The Influence of 5',8-Cyclo-2’-deoxypurines on the Mitochondrial Repair of Clustered DNA Damage in Xrs5
Cells: The Preliminary Study [w:] Molecules, 2021, 26 (22), 7042, 10.3390/molecules26227042

IF2021=4,411, MEiN2021=100 pkt

Publikacja IV

Boguszewska K., Kazmierczak-Baranska J., Karwowski B.T.,

Mutagenicity of a bi-stranded clustered DNA lesion containing (5°S) or (5'R) 5°,8-cyclo-2 "-deoxyAdenosine in
Escherichia coli model [w:] Acta Biochimica Polonica, 2022, 69 (4), 865-869, doi: 10.18388/abp.2020_6382
IF2022=2,149, MEiN2022=70 pkt






2. Wykaz skrotow

APE1
BER
CAT
CDL
DDR
DSB
ETC
FEN1
Gpx
GSH
HRR
MM
LET
LP-BER
Miejsce AP
MME]
MMR
mtDNA
MTS
nDNA
NER
0OGG1
OMM
OXPHOS
Pol
Prdx
RcdA
RedG
ROS
ScdA
ScdG
SOD
SP-BER
SSB
STO
Trx
UDG
XP

Endonukleaza AP

Szlak naprawy DNA przez wycigcie zasady
Katalaza

Uszkodzenia zespolone DNA

Szlak odpowiedzi komérkowej na uszkodzenia DNA
Pekniecie podwojnej nici DNA

Lanicuch transportu elektronow

Endonukleaza Flap

Peroksydaza glutationowa

Glutation

Szlak naprawy peknie¢ dwuniciowych DNA przez rekombinacje homologiczna
Wewnetrzna blona mitochondrialna

Liniowy wspotczynnik przenoszenia energii
Long-patch BER

Miejsce apurynowe/apirymidynowe

Szlak naprawy DNA poprzez taczenie koricow za posrednictwem mikrohomologii
Szlak naprawy zle sparowanych zasad azotowych
Mitochondrialny DNA

Sygnat kierowania biatek do mitochondriéw
Jadrowy DNA

szlak naprawy DNA poprzez wyciecie nukleotydow
Glikozylaza 8-oxoguaniny 1

Zewnetrzna btona mitochondrialna

Fosforylacja oksydacyjna

Polimeraza DNA

Peroksyredoksyna
(5'R)-5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyna
(5'R)-5',8-cyklo-2'-deoksyguanozyna

Reaktywne formy tlenu
(5'S)-5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyna
(5'S)-5',8-cyklo-2'-deoksyguanozyna

Dysmutaza ponadtlenkowa

Short-patch BER

Pekniecie pojedynczej nici DNA

Syntetyczne terapeutyczne oligonukleotydy
Tioredoksyna

Glikozylaza uracyl DNA

Xeroderma Pigmentosum
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Czes¢ teoretyczna

3. Uzasadnienie podjetej tematyki badawczej

3.1. Uszkodzenia DNA

3.1.1. Reaktywne formy tlenu

Reaktywne formy tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS) sq wysoce reaktywnymi czasteczkami
powstajacymi w wyniku niepelnej redukgji tlenu. O ich wysokiej reaktywnosci decyduje obecnos¢
co najmniej jednego niesparowanego elektronu [1]. Okoto 5% catkowitego tlenu wdychanego
z powietrzem jest przeksztalcane w ROS. Do najwazniejszych z nich naleza anionorodnik
ponadtlenkowy (O2*), rodnik wodoronadtlenkowy (HO:*), nadtlenek wodoru (H202), rodnik
hydroksylowy (*OH) i tlen singletowy ('Oz). ROS powstaja w komdrkach w wyniku dzialania
czynnikéw takich jak promieniowanie, stany zapalne i infekcje, choroby przewlekle (np. urazy,
nowotwory), zwiazki chemiczne (np. pestycydy, benzopiren, podtlenek azotu), procesy metaboliczne
(np. peroksydacja kwasow ttuszczowych) oraz zaburzenia metaboliczne (np. cukrzyca). Endogennie
rodniki te powstaja poprzez enzymatyczne uklady komdrkowe, takie jak reduktaza cytochromu P450,
syntaza tlenku azotu lub w wyniku , wycieku elektronéw” w ETC (ang. electron transport chain) [2,3].
Oddychanie komorkowe generuje okoto 90% ROS powstajacych w komorce [4]. Jonizacja i wzbudzenie
molekut w materii zywej to pierwsze ogniwo w tancuchu przemian prowadzacych do biologicznego
efektu promieniowania jonizujacego. Promieniowanie jonizujace moze bezposrednio uszkodzic
bioczasteczke poprzez jej jonizacje i moze generowa¢ wolne rodniki bezposrednio w wyniku np.
radiolizy wody, za$ powstale rodniki wyzwalajg tancuch wtérnych reakgji biologicznych i generuja
kolejne generacje ROS.

Obecnos¢ wolnych rodnikow w komorce jest nierozerwalnie zwigzana z jej metabolizmem.
W warunkach fizjologicznych ROS utrzymywane sg na odpowiednim poziomie. Nadmierna produkcja
ROS i niedostateczna efektywnos$¢ mechanizméw obrony antyoksydacyjnej moze prowadzi¢ do stanu
zwanego stresem oksydacyjnym [5]. Stres oksydacyjny jest definiowany jako zaburzenie réwnowagi
w  kierunku zmian prooksydacyjnych w  wyniku uposledzonej zdolnosci komorek
do detoksykacji/kompensacji ogdlnych uszkodzen i nadprodukcji ROS. Jest to zwigzane z nadprodukcja
wolnych rodnikéw w mitochondriach (ok. 2-3 nmol nadtlenkéw/min/mg biatka), powstawaniem
zaawansowanych produktéw koricowych glikacji lub w wyniku aktywagji szlaku kinazy biatkowej C,
poliolu lub heksoaminy w odpowiedzi na podwyzszony poziom glukozy [6,7]. Dziatanie rodnikow
moze obejmowac niemal wszystkie biomolekuly wystepujace w organizmie m.in. modyfikacje biatek,

peroksydacje lipidow [5]. Ich nadmiar prowadzi¢ moze do powstawania uszkodzernn DNA i zaburzenia
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integralnosci jadrowego i mitochondrialnego DNA, ktére przy zmniejszonej aktywnosci ukladow
antyoksydacyjnych wpltywaja na funkcje komodrkowe i prowadza do zaburzen zwiazanych
ze starzeniem, degeneracja lub kancerogennoscia [5]. Kiedy produkcja rodnikéw jest zbyt wysoka,
funkgja i struktura mitochondriow sa zaburzone, w tym integralno$¢ blony wewnetrznej. Ponadto
bliskos¢ genomu mitochondrialnego i tfanicucha oddechowego moze uposledzac¢ integralnos¢ mtDNA,
co prowadzi do zmniejszenia ogolnej aktywnosci mitochondriéow wraz z wiekiem. Poziom tlenu
w komorce jest kontrolowany przez specyficzne czynniki transkrypcyjne indukowane hipoksja
(ang. hypoxia induced factors, HIF). Hamuja one wytwarzanie ROS poprzez regulacje syntezy acetylo-
CoA, syntezy biatek mitochondrialnych i mitofagii. Obnizony poziom O: prowadzi do aktywacji HIF,
co z kolei hamuje produkcje ROS lub stymuluje produkcje zmiataczy wolnych rodnikow [8].

Ze wzgledu na charakter ROS oraz ich losowe powstawanie i rozmieszczenie, powstate
uszkodzenia DNA maja gtéwnie charakter izolowany [9]. Ostatecznie w przypadku statej ekspozycji
i/lub wysokiego stezenia ROS aktywowany zostaje proces zaprogramowanej $mierci komorki. H2Oz nie
stanowi bezposredniego zagrozenia dla komorki ze wzgledu na swoja umiarkowana aktywnosc
(potencjal utleniania 0,87-1,8 V w zaleznosci od wartosci pH), ale w pewnych warunkach moze
przeksztatcic¢ sie w wysoce reaktywny, krotko zyjacy *OH (8,7-10- s) o wysokim potengjale utleniajacym
(2,8 V) [10]. Rodnik *OH jako produkt radiolizy wody jest odpowiedzialny za wiekszos$¢ oksydacyjnych
uszkodzen DNA. Moze reagowac z atomem wegla C5 lub atomem wegla z grupy metylowej obecnej
w pirymidynach; atomem C8 w przypadku puryn lub grupa aminowa adenin [11]. Rodnik *OH moze
wystepowaé w komorkach réwniez jako produkt uboczny metabolizmu ksenobiotykéw lub produkt
reakcji Habera-Weissa katalizowanej jonami metali przejsciowych, takich jak Fe, Cu, Cd. Proces ten
poprzedzaja 2 etapy: przeniesienie elektronu z jonu metalu (reakcja Fentona) oraz przeniesienie jednego

elektronu z O2*- (reakcja Habera-Weissa, Rycina 1).

Fe2t+ H202 — Fe3*+ HO + *OH Reakgja Fentona

02 -+ H202 —_ 02 +HO +*OH Reakcja Habera-Weissa
H,0, Reakcja Habera-Weissa

02 -+ Fe3+ — 02 + Fe2+ — Fe3++ HO_ +° OH katalizowana jonami Fe3*

Rycina 1. Schemat reakcji Habera-Weissa katalizowanej jonami metali przejsciowych.

Zelazo jest pierwiastkiem niezbednym dla prawidtowego funkcjonowania komérki. W warunkach
fizjologicznych jest ono w znacznym stopniu sekwestrowane przez biatka wigzace Zelazo, takie jak
transferyna lub ferrytyna. W warunkach patologicznych moze dojs¢ do niekontrolowanego uwalniania

zelaza np. w przypadku talasemii lub hemochromatozy [12,13]. Zbyt wysoki poziom jondéw zelaza
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obserwuje sie tez u pacjentow cierpiacych na choroby genetyczne (np. zespoél Downa), choroby
neurodegeneracyjne i niedokrwienne [12,14-16].

Wiasciwe stezenie przeciwutleniaczy jest niezbedne do utrzymania podstawowych funkcji
komorek (proliferacji, roznicowania, produkcji energii) oraz funkcjonowania calych narzadéw, ktérych
aktywno$¢ moze zmieniac si¢ w zalezno$ci od wewnatrzkomoérkowego stezenia ROS. W przypadku
nadprodukcji ROS lub niewystarczajacej ilosci zmiataczy wolnych rodnikéow wewnatrzkomoérkowa
homeostaza redoks =zostaje zaklécona. Aby temu zapobiec organizmy wytworzyly szereg
mechanizmdéw antyoksydacyjnych, ktére obejmuja nastepujace przeciwutleniacze [17]:

e Enzymatyczne:

o dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase, SOD),

o katalaza (ang. catalase, CAT),

o tioredoksyna (ang. thioredoxin, Trx),

o peroksyredoksyna (ang. peroxiredoxin, Prdx),

o hemeoksygenaze-1 (ang. hemeoxygenase-1, HO-1),

o peroksydaza glutationowa (ang. glutathione peroxidase, Gpx),

o reduktaza glutationowa (ang. glutathion reductase, GR),

o S-transferaza glutationowa (ang. glutathione S-transferase, GST),

¢ Nieenzymatyczne (o niskiej masie czasteczkowej):

o witamina A,

o kwas askorbinowy (witamina C),

o a-tokoferol (witamina E),

o [p-karoten,

o kwas moczowy,

o glutation (ang. glutathion, GSH).

Najczesciej badanymi enzymami przeciwutleniaczami w kontekscie mitochondriéw sa SOD, CAT
i Gpx [14,17,18]. ROS powstaja w mitochondriach gléwnie w wyniku reakcji Oz z elektronami
pochodzacymi z kompleksu I i III ETC [7]. IMM jest nieprzepuszczalny dla Oz, dlatego aniony
tworzone przez kompleks I kierowane sa do macierzy mitochondrialnej, a kompleks III moze kierowac
pewna ich ilo$¢ takze do przestrzeni miedzyblonowej, gdzie moze zosta¢ przeksztatcony do Oz i H202

przez SOD1 lub SOD2 (Rycina 2) [3].
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Macierz Przestrzen Cytoplazma

miedzybtonowa

H,0

A eeex o N\ o
CAT 2-2

SOD2
(0%
,,,,,, ’ 02 .
NO
ONOO*-

““““ * Hy0,

Rycina 2. Schematyczne przedstawienie sygnalizacji ROS w ludzkich mitochondriach.

SOD stanowi ,pierwsza linie obrony” przed ROS w mitochondriach [4]. Co ciekawe, dostepne
wyniki wskazuja, Ze u pacjentdéw z trisomig chromosomu 21 (zespét Downa) poziomy SOD1
sa podwyzszone w roznych typach komdrek i narzadéw, a gen SODI zostat zidentyfikowany jako
zaangazowany w degeneracje tkanki nerwowej w pacjentéw z zespolem Downa [19]. Co ciekawe,
nadekspresja genu SODI moze prowadzi¢ do wzrostu poziomu ROS w komdrce. Oz2*- moze réwniez
reagowac z tlenkiem azotu (NO) tworzac peroksyazotyn (ONOO*-), ktéry blokuje konwersje O2*-
do H20:.

H>0: moze przedostawac sie przez btone do cytoplazmy, a w obecnosci jonéw metali (Fe?*) moze
generowac rodnik hydroksylowy (*OH). H:0: moze réwniez ulega¢ przeksztalceniu do Oz i H20
w reakdcji katalizowanej przez CAT lub Gpx/GSH [4]. Gpx wykorzystuje GSH, aby umozliwi¢ przemiane
H>02 do H20. GSH jest nastepnie regenerowany przez GR. Przyjmuje sie, ze GSH jest gléwnym
przeciwutleniaczem dla catej komorki, jednak w mitochondriach wystepuje w matych ilosciach. System
Prdx/Trx dziata podobnie — Prdx redukuje H20: do Oz i wykorzystuje Trx do samoregeneracji [4].
Obecnos¢ wolnych rodnikéw w komorce jest naturalnym zjawiskiem zwigzanym z metabolizmem
tlenowym. Zaréwno spadek, jak i nadmierny wzrost poziomu ROS w komdrce jest szkodliwy,
poniewaz sa one waznym czynnikiem sygnalizacyjnym. Zbyt niski poziom ROS moze hamowac
proliferacje lub réznicowanie komoérek, podczas gdy nadmierne ich ilosci moga powodowaé
hiperproliferacje [20].

Stres oksydacyjny indukuje peroksydacje lipidow, w efekcie ktérej powstaja reaktywne
produkty peroksydagji lipidéw, m.in. 4-hydroksy-2-nonenal (4-HNE). 4-HNE jest produkowany

gléwnie w mitochondriach i jest uwazany za biomarker stresu oksydacyjnego. Moze tworzy¢ addukty
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z DNA, biatkami i fosfolipidami btonowymi, zwtaszcza w mitochondriach [21]. Badania pokazuja,
ze takie addukty prowadza do karcynogenezy, zmniejszonej integralnosci blony, zmniejszonej
aktywnosci ETC i apoptozy (np. 4-HNE moze tworzy¢ masywne addukty HNE-DNA i/lub wiazac sie
ze wszystkimi zasadami azotowymi (reaguje z najwieksza wydajnoscia z G i C). Addukt 4-HNE i G
mozna usuna¢ z DNA za pomoca BER, NER lub HR [21]. W przypadku nDNA, 4-HNE-dG odgrywa
kluczowa role w $mierci komoérek nowotworowych powodujac mutacje biatka p53 [21]. Doktadna rola
4-HNE-dG w mtDNA nie zostala jeszcze opisana, ale interakcja 4-HNE z makroczasteczkami
mitochondrialnymi jest uwazana za potencjalny cel terapii przeciwnowotworowe;.

Podobne procesy powstawania i neutralizacji wolnych rodnikéw zachodza u bakterii tlenowych,
gdzie ROS réwniez odgrywaja wazna role w metabolizmie i powstaja w wyniku dziatania czynnikow
stresowych (np. ekspozycji na antybiotyki) [22]. Komoérka E. coli zawiera zestaw enzymow
wychwytujacych wolne rodniki — trzy rodzaje SOD (Fe-SOD, Mn-SOD, CuZn-S0OD), dwa rodzaje CAT
oraz reduktaze wodoronadtlenku alkilu (Ahp, ktéra redukuje H20: do H20). Enzymy te reguluja
wewnatrzkomorkowe stezenia ROS, ale w przypadku dodatkowych, egzogennych czynnikow
stresowych i wyzszych pozioméw ROS sa niewystarczajace. Bakterie maja zatem dwa uktady
neutralizujgce egzogenny stres oksydacyjny (OxyR i SoxRS) [23]. ROS powoduja powazne
konsekwencje dla bakterii. Upo$ledzaja strukture lipidéw, DNA lub bialek, co moze prowadzi¢ do
nagromadzenia ROS i pdzniejszej smierci komoérki. Wspomniany wczesniej 4-HNE jest mutagenny
zaréwno w komorkach ssakoéw, jak i bakterii [21]. W warunkach stresu oksydacyjnego poziomy HNE
moga wzrosnac¢ do 50 pM i tworzy¢ addukty z DNA [24]. W odpowiedzi na takie uszkodzenie moze
zostac¢ uruchomiony system SOS, ktory jest gléwnym systemem aktywowanym w przypadku dziatania
promieniowania na bakteryjne DNA. W obecnosci ROS bakterie i mitochondria doznaja
poréwnywalnych uszkodzen i uruchamiane sg zbliZone mechanizmy obronne.

Stres oksydacyjny jest powszechnie uznawany za epigenetyczny czynnik starzenia.
Antyoksydacyjne mikroskladniki zawarte w Zzywnosci odgrywaja kluczowa role w zmniejszaniu
odpowiedzi zapalnej w populacji 0séb starszych [20]. Zdolnos¢ enzymatyczna przeciwutleniaczy
komoérkowych zmniejsza sie¢ wraz z wiekiem, dlatego osoby starsze sa bardziej podatne na choroby
zwigzane z podwyzszonym stresem oksydacyjnym w komdrkach [25,26]. Co wazne, stosowanie
suplementacji zwiazkami o dziataniu antyoksydacyjnym musi by¢ dostosowane do wieku, poniewaz
przyswajanie i metabolizm przeciwutleniaczy takich jak wit. C lub E zmienia si¢ w réznych okresach
zycia [27]. Guarnieri i in. wykazali, Ze spozywanie antyoksydantéw zmniejsza poziom uszkodzen DNA
i/lub poprawia efektywnos¢ mechanizméw naprawy DNA [28]. Ponadto niedobory tych
mikroelementéw moga prowadzi¢ do powstawania uszkodzent DNA podobnych do tych powstatych

w wyniku promieniowania (pekniecia nici DNA lub chromosomoéw) [20,29]. Nieenzymatyczne
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antyoksydanty wplywaja bezposrednio (wit. C i E) lub bezposrednio (selen, cynk) na aktywnos¢
systemow obronnych komorki [30-33]. Niewystarczajace spozycie witaminy C prowadzi do wzrostu
poziomu uszkodzen oksydacyjnych DNA [34,35]. Witamina C obniza poziom ROS i jednoczesnie
regeneruje utleniong forme witaminy E do postaci zredukowanej, ktéra dzieki temu moze przyjaé
elektron i tym samym hamowac peroksydacje lipidow. Ponadto, wit. E moze neutralizowac¢ szkodliwe
dziatanie H202 na DNA oraz obniza¢ stres oksydacyjny wynikajacy z innych mutagennych czynnikéw
srodowiskowych zawartych np. w dymie tytoniowym. Wit. E jest dobrze znanym zmiataczem ROS,
ktéry chroni DNA przed uszkodzeniami wywolanymi promieniowaniem UV [36]. Moze zapobiegac
powstawaniu pirymidynowych dimeréw cyklobutanu w wyniku dzialania promieniowania UVA
(340-400 nm) w komorkach skory cztowieka. Zastosowanie wit. E (0,1 mM) przed lub po
napromieniowaniu (dawka w zakresie 5-40 J/cm?) skutkuje nizszym poziomem utleniania zasad
iuszkodzent DNA. Ponadto badania wykazuja, ze a-tokoferol chroni DNA komdrek raka watroby przed
zmianami oksydacyjnymi bedacymi skutkiem promieniowania jonizujacego [37]. Poziom 8-OHdAG
(8-hydroksy-2'-deoksyguanozyna) wzrasta po napromieniowaniu dawka 5 cGy, jednak efekt ten jest
odwracalny dzieki wzbogaceniu srodowiska w wit. E, co wskazuje na jej wlasciwosci genoprotekcyjne.
Witamina E neutralizuje roéwniez nadtlenki, a jej dzialanie jest synergistyczne z wit. C, selenem
i cynkiem. Selen w postaci selenocysteiny (SeCys) jest obecny w centrum aktywnym selenoprotein,
w tym GPX, ktdérego gtéwna funkgja jest neutralizacja H20: i nadtlenkow organicznych. Ponadto, selen
moze hamowac tworzenie adduktéw DNA m.in. cisplatyny, karboplatyny, polichlorowanego bifenylu
lub 7,12-dimetylobenz[a]antracenu i zmniejsza liczbe peknie¢ lub utraty chromosoméw wynikajacych
z czynnikdw rakotworczych. Ponadto selen prawdopodobnie wspomaga naprawe oksydacyjnych
uszkodzen DNA [38]. Cynk jest pierwiastkiem kluczowym dla ogdlnego dobrostanu organizmu
ludzkiego i stabilnosci jego genomu. Zn odgrywa role kofaktora enzyméw antyoksydacyjnych (np.
Zn/Cu-SOD), ktdre katalizuja reakcje przeksztalcenia Oz*- do H20:2 1 Oz, a takze enzymow zwigzanych
z naprawa DNA, takich jak glikozylaza 8-oksoguaninowa 1 (OGGIl), endonukleaza
apurynowa/apirymidynowa (APE1) czy polilADP -ryboza] polimeraza 1 (PARP-1) [39—41]. Niedobor
Zn zmniejsza aktywnos¢ PARP-1, a tym samym skuteczno$¢ naprawy DNA [20]. Cynk jest rowniez
czescia domeny wiazacej DNA biatka supresorowego p53, ktdre jest odpowiedzialne za zatrzymanie
cyklu komdrkowego. 50% niedobdr Zn prowadzi do dysfunkcji p53 uniemozliwiajac w ten sposob
naprawe DNA przed rozpoczeciem cyklu replikacji i w konsekwencji wplywa na odpowiedz

naprawcza DNA [42].

3.1.2. Oksydacyjne uszkodzenia DNA

Poprawna sekwencja podjednostek nukleozydowych w fanicuchu DNA ma wplyw na wiele

proceséw zachodzacych w komdrce, w tym replikacje materialu genetycznego, transkrypcje RNA
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i posrednio na synteze bialek. Uszkodzenie DNA moze by¢ spowodowane wieloma czynnikami, w tym
procesami metabolicznymi, w ktérych moga uwalnia¢ sie ROS, reaktywne formy azotu, produkty
peroksydagji lipidéw i inne. Uszkodzenia oksydacyjne DNA generowane sa minimum 10 000 razy
dziennie w organizmie Homo sapiens, a ich poziom jest wyzszy w mtDNA niz w nDNA [43]. Przyczyn
tego zjawiska mozna doszukiwac sie¢ w m.in. lokalizacji mtDNA w bliskiej odleglo$ci wewnetrznej
blony mitochondrialnej, gdzie generowana jest duza ilos¢ ROS; braku histonéw, ktére w przypadku
nDNA wchodza w sktad chromatyny wraz z biatkami niehistonowymi; braku intronéw, co powoduje
koniecznos¢ kazdorazowej ekspresji catego genomu; rozdzieleniu taricucha H w trakcie replikagji,
co czyni go bardziej podatnym na dziatanie czynnikéw mutagennych; nizszej niz w jadrze aktywnosci
SOD, ktora odpowiada za konwersje nadmiaru O2*- do H2021i O-.

Do chwili obecnej zidentyfikowano ponad 100 réznych typéw uszkodzen oksydacyjnych [44].
Wirdd nich wyrdznia sie utlenianie zasad i/lub fragmentéw cukrow, pekniecia pojedynczej/podwdijnej
nici (ang. single-/double-strand breaks, SSB/DSB), miejsca bezzasadowe/apurynowe/apirymidynowe (AP),
modyfikacje zwigzane z purynami, pirymidynami, cukrami, mutacje strukturalne zasad, sieciowanie
DNA-biatko, delecje i/lub translokacje fragmentow chromosoméw. Kumulacja takich uszkodzen moze
prowadzi¢ do zmian informacji genetycznej, a w konsekwencji do mutagenezy i apoptozy komorek
[45]. Modyfikacje zasad azotowych sa czesciowo pozadane, gdyz wspomagaja procesy molekularne
zachodzace w komorce. Przyktadem moze by¢ metylacga cytozyny prowadzaca do powstania
5-metylocytozyny, ktéra jest jednym z elementéw komoérkowej kontroli poziomu ekspresji gendw. Jesli
uszkodzenie pojawi si¢ w obszarze odpowiedzialnym za kodowanie gendéw kluczowych dla
poprawnego funkcjonowania komorki (np. genéw supresji nowotworowej) wynikajaca z niego mutacja
moze by¢ fatalna w skutkach, np. uposledzi¢ funkcje komorki czy prowadzi¢ do transformacji
nowotworowej. Obecnie, réwniez czynniki srodowiskowe, w tym zanieczyszczenia zywnosci, maja
ogromny wplyw na poziom uszkodzen DNA pojawiajacych sie w ludzkich komorkach.
Promieniowanie UV (UV-A: 380-320 nm, UV-B: 320-290 nm, UV-C: 290-190 nm), promieniowanie
jonizujace (promieniowanie X, y, B, czasteczki o) oraz genotoksyczne zwiazki chemiczne, takie jak
chlorek winylu, nadtlenek wodoru czy wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (wystepujace
np. w dymie) to tylko niektdére czynniki, ktére moga wchodzi¢ w interakcje z elementami ludzkiego
organizmu na poziomie molekularnym i w wielu przypadkach prowadzi¢ do powaznych chordb [46].
Uszkodzenia DNA mozna podzieli¢ na endogenne i egzogenne, ktore z chemicznego punktu widzenia
sa identyczne. Uszkodzenia endogenne powodowane m.in. przez wstawienie niewlasciwej zasady
podczas replikacji i/lub przez produkty proceséw metabolicznych (np. ROS i RNS) obejmuja

m.in. kompleksy DNA-topoizomeraza, SSB, deaminacje/utlenianie/metylacje zasad i miejsca AP [47].
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Uszkodzenia egzogenne sa powodowane przez czynniki zewngtrzne, m.in. promieniowanie, wysoka
temperature, toksyny pochodzenia roslinnego, mutageny aromatyczne czy radio- i chemioterapie.

Uszkodzenia DNA mozna podzieli¢ na wuszkodzenia pojedynczych nukleotydéw
(np. 7,8-dihydro-8-okso-2'-deoksyguanozyna, 8-oxo-dG), uszkodzenia zaburzajace strukture
(np. wigzania krzyzowe miedzy ni¢mi DNA lub w obrebie jednej nici DNA, ang. intrastrand/interstrand
crosslinking) lub uszkodzenie szkieletu DNA (np. miejsce pozbawione zasady lub pekniecie obu nici)
[9,48-50]. Przyjmuje sie, ze najczesciej wystepujace uszkodzenia zwiazane sa z modyfikacjq struktury
zasad azotowych. Powyzsze moze prowadzi¢ do zaburzenia i/lub wypaczenia geometrii przestrzennej
podwdijnej helisy DNA [51]. Gléwne produkty utleniania obecne w komoérkowym DNA wymieniono
w Tabeli 1.

Tabela 1. Rodzaje oksydacyjnych modyfikacji zasad nukleinowych obecnych w komoérkowym DNA [48,52]

Zasada Produkt modyfikacji w DNA
5,6-dihydroksy-5,6-dihydrotymina
5-hydroksy-5-metylohydantoina

Tymina
5-hydroksymetylouracyl

5-formylouracyl

5-hydroksycytozyna
5,6-dihydroksy-5,6-dihydrouracyl
5-hydroksyhydantoina
Cytozyna 1-karbamoilo-3,4-dihydroksy-2-oksoimidazolidyna
5-hydroksymetylocytozyna
5-formylocytozyna
5-karboksycytozyna

8-hydroksyguanina
8-okso-7,8-dihydroguanina
Guanina o S
2,6-diamino-4-hydroksy-5-formamidopirymidyna

2,2,4-triamino-5(2H)-oksazolon

8-okso-7,8-dihydroadenina
Adenina 4,6-diamino-5-formamidopirymidyna

Inozyna

Ponadto, mozna wyrézni¢ trzy gtéwne typy uszkodzert DNA: izolowane, tandemowe i zespolone
uszkodzenia DNA (ang. clustered DNA lesions, CDL) [53]. Uszkodzenia tandemowe wystepuja jako dwa
sasiadujace ze sobg uszkodzone nukleotydy generowane przez pojedyncze zdarzenie rodnikowe,
np. *OH i utleniacze jednoelektronowe.

Najczesciej utleniang zasada jest guanina (G) (powstaje 105 razy na dobe/na komorke) ze wzgledu
na jej niskg energie jonizacji [45]. Najbardziej powszechnym uszkodzeniem guaniny jest mutagenna

7,8-dihydro-8-okso-2'-deoksyguanozyna (8-oxo-dG, ktorej dziennie powstaje do 105w ludzkim DNA
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najedna komorke) i jej forma enolowa 8-hydroksy-2'-deoksyguanozyna (8-OHdAG). 8-oxo-dG zle paruje
z adening (A), co w nastepnym cyklu replikacyjnym moze prowadzi¢ do transwersji G::C—A:T.
8-0x0-dG moze by¢ dalej utleniana do postaci 2,6-diamino-4-hydroksy-5-formamidopirymidyny
(FapyG) [54]. Ten typ uszkodzenia DNA jest wygodnym wskaznikiem calkowitej puli uszkodzen
oksydacyjnych DNA, efektywno$ci naprawy i oceny ogolnego poziomu komoérkowego stresu
oksydacyjnego [45]. Sekwencje bogate w pary GC, np. w miejscach wigzania czynnika transkrypcyjnego
czy telomery (TTAGGG), wydaja sie by¢ najbardziej podatne na uszkodzenia, a obecno$¢ 8-oxo-dG
moze zmieni¢ profil ekspresji powigzanych z nimi genéw [55]. 8-ox0-dG jest dobrze opisana i czesto
stosowana w badaniach nad systemami naprawczymi w komdrkach ze wzgledu na swoja stabilnos¢
chemiczng. Adenina (A) ulega podobnym przemianom, jednak wydajnos$¢ tworzenia 8-okso-7,8-
dihydroadenina (8-ox0-A) i 4,6-diamino-5-formamidopirymidyny (FapyA) jest mniejsza. 8-oxo-A
i FapyA prowadza do transwersji A:T—G::C. Kolejnym przykltadem jest 5'8-cyklo-2'-
deoksyadenozyna (cdA) wystepujaca w sekwencji TATA ograniczajaca interakcje biatek z ta sekwencja,
co rowniez prowadzi do zahamowania transkrypcji genéw [56]. Glikol tyminowy jest najczestsza
zmiang T, ktora blokuje aktywnos¢ polimerazy podczas replikacji [57]. Inne przyklady uszkodzen T
to 5,6-dihydrotymina (DTH) i 5-hydroksymetyluracyl (sHmU). Podczas gdy DTH nie zostal opisany
jako cytotoksyczny lub mutagenny, SHmU powoduje tranzycje T::A—G:::C. 5SHmU powstaje w wyniku
utleniania 5-metylocytozyny (5-mC) i moze wprowadzaé¢ nieprawidtowe wzorce metylacji DNA,
co w konsekwencji prowadzi do wyciszenia gendéw, zaburzenia organizacji chromatyny
i nieprawidlowego przebiegu naprawy DNA [17]. Produktami utleniania C sg 5-hydroksy-2'-
dezoksycytydyna, ktdra prowadzi do tranzycji C:::G—T::A oraz 5-metylocytozyna (5-mC), ktéra poza
potencjalem tworzenia uszkodzen DNA, posiada funkcje regulatora genow [44].

Najczestsze endogenne uszkodzenia to miejsca SSB i AP (~600 komorka/godz.), 8-oxo-dG
(~200 komorka/godz.), glikol tyminowy (~100 komorka/godz.) i produkty deaminacji cytydyny,
tj. dU (192 komorka/godz.) [58,59]. Jak wykazali Ward i in., ekspozycja na promieniowanie jonizujace
i siarczan bleomycyny moze by¢ $miertelna dla komodrek ssakéw, tworzac odpowiednio 10% i 150 SSB,
podczas gdy w wyniku dziatania H202 wykryto 4-10° SSB [60]. Ward i in. zaproponowali, ze réznice

w $miertelnosci komorek zalezne sg od przestrzennego rozktadu uszkodzen w dupleksie DNA.

3.1.3. 5°,8-cyklo-2"-deoksypuryny

Do szkodliwych czynnikéw uszkadzajacych skladniki komodrkowe nalezy zaliczy¢
promieniowanie jonizujace. Wyréznia sie dwa rodzaje promieniowania o réoznym zakresie energii:
Low-LET (ang. linear transfer energy) ponizej 10 keV/mm (promieniowanie X i y, protony) i High-LET
powyzej 10 keV/mm (cigzkie jony, czasteczki o). Przyjmuje si¢, ze w wyniku dzialania promieniowana

High-LET moze powsta¢ nawet do 25 skumulowanych uszkodzen na krétkim fragmencie DNA
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(1-2 skrety helisy) [61,62]. Smiertelna dawka 4 Gy moze wygenerowa¢ okoto 5000 peknig¢ pojedynczej
nici (S5B), 160 peknie¢ podwdjnej nici DNA (DSB), 600 wigzan crosslinkowych lub ~5000 uszkodzen
zasad DNA [63]. Nawet dawki ponizej 1 Gy moga generowaé¢ powyzsze iloSci uszkodzen DNA
w postaci pojedynczych jak réwniez zespolonych uszkodzen DNA [64].

5',8-cyklo-2'-deoksypuryny (cdPu) zawierajg dwie zmodyfikowane podjednostki (zasade azotowa
i reszte cukrowa nukleozydu purynowego) w obrebie jednego nukleozydu/nukleotydu wytwarzane
w wyniku pojedynczego zdarzenia radiacyjnego [49]. CdPu powstaja w wyniku utworzenia wigzania
kowalencyjnego miedzy C5' i C8. Powstanie dodatkowego wiazania wynika z oderwania jednego
atomu wodoru przez *OH z grupy 5-CHz. CdPu zwiekszaja sztywno$¢ struktury DNA w poréwnaniu
z bardziej elastycznymi strukturami takimi jak 8-oxo-dG [65-67]. Dodatkowe wigzanie usztywnia
strukture zwigzku poprzez zahamowanie rotacji wokét wigzania glikozydowego, co w konsekwencji
zwigksza sztywnos¢ sasiedniej czesci DNA i w rezultacie znieksztalca strukture dwuniciowej helisy
DNA [68]. Obecnos¢ cdPu w dsDNA moze prowadzi¢ do zahamowania ekspresji genow
lub mutagenezy transkrypcyjnej [66,69,70], hamowa¢ replikacje i transkrypcje, ale takze znaczaco
utrudnia procesy naprawy DNA [71]. Ponadto wystepowanie cdPu moze prowadzi¢ do aberracji
chromatycznych i omijania takich fragmentéw podczas replikacji, co skutkuje delecjami
i niestabilnoscia genetyczna [72]. CdPu wystepuja w dwoéch formach diastereoizomerycznych —

(5'S) 1 (5'R) (Rycina 3), ktére wykazuja rozne dziatanie biologiczne [66,73-79].

o}
N
% NH /N NH
H, | /)\ HO, | /)\
SN N N NH, N N NH,
HO o

OH OH

ScdA RcdA ScdG RcdG

Rycina 3. Struktury chemiczne badanych 5',8-cyklo-2’-deoksypuryn.
(5'S)-5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyna (ScdA), (5'R)-5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyna (RcdA), (5'S)-5',8-cyklo-2'-
deoksyguanozyna (ScdG), and (5'R)-5',8-cyklo-2"-deoksyguanozyna (RedG).

Czestotliwos¢ powstawania indukowanych promieniowaniem cdPu w DNA ludzkich monocytéw
analizowano m.in. metoda HPLC-MS/MS. Wyniki wskazaly na powstawanie, odpowiednio,
20 czasteczek c¢dG (5',8-cyklo-2'-deoksyguanozyna) i 4 czasteczki cdA (5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyna)
na 10°normalnych nukleozydéw na Gy [38]. Inne wyniki wskazuja, ze na kazde 106 nukleozydow DNA

przypada 0,01 izomeru (5'R) i 0,1 izomeru (5'S) cdA [80]. Trudnos¢ jednoznacznego oszacowania ilo$¢
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powstajacych cdPu wynika z faktu, iz wyniki ilosciowych pomiaréw w duzej mierze zaleza od techniki
badawczej, doktadnej dawki promieniowania i badanych komorek (m.in. ich rodzaju i wieku), dlatego
tez wyniki podobnych analiz moga rozni¢ si¢ nawet w badaniach prowadzonych w tym samym
laboratorium [81,82].

Wiekszos¢ badan koncentruje sie¢ na wplywie cdPu na szlaki naprawy jadrowej [83-86]. Wyniki
pokazuja, ze zdolnos¢ naprawy komodrkowej zmienia si¢ w zaleznosci od rodzaju cdPu (tj. cdA/cdG,
postaci diastereomerycznej (5'S lub 5'R) oraz odlegtosci miedzy uszkodzeniami w obrebie klastra) [80].
Co ciekawe, diastereoizomer (5'R) jest naprawiany w jadrze komorki wydajniej niz (5'S) zaréwno dla
cdA, jak i cdG, co wskazuje na znaczenie biologiczne stereochemii cdPu [15]. Ponadto, diastereoizomery
cdPu wptywaly odmiennie na aktywnos¢ biatek bioracych udziat w BER wobec innych uszkodzen
obecnych w obrebie CDL [66,87]. Obecnosci cdPu wptywa réwniez na obnizong wydajno$¢ procesow
naprawy i replikacji Escherichia coli ze wzgledu na niezdolno$¢ wiekszosci polimeraz do ominigcia cdPu
[70,78,84]. Ponadto, cdPu moze potencjalnie obniza¢ aktywnos¢ enzymow restrykeyjnych, uposledzajac
w ten sposob zdolno$¢ prokariontéw do obrony przed obcym materialem genetycznym
np. pochodzenia wirusowego [88]. Wazne jest pelne poznanie i zrozumienie funkgji cdPu, ich znaczenia
biologicznego, wptywu na strukture DNA oraz kluczowe aspekty przezycia komorki, takie jak naprawa
uszkodzonego materialu genetycznego. Istotne jest rowniez sprawdzenie, czy uzyskane obserwacje
sa potwierdzone niezaleznie od wykorzystanego modelu komdérkowego.

Badania Brooksa i in. wykazaly, ze cdPu nie sa naprawiane przez BER ze wzgledu na brak
w komorce znanych glikozylaz specyficznych dla cdPu [89]. Co ciekawe, nowe doniesienia wykazaty,
ze BER moze usuwac ScdA z genomu, ale lokalizacja zmiany jest kluczowa dla prawidlowego dziatania
enzymow [90]. Gtownym szlakiem wykorzystywanym przez komorki ssakéw do usuwania uszkodzen
tego typu z DNA jest system NER. CdPu sa usuwane z DNA odpowiednio 40 i 150 razy wolniej niz
addukty cisplatyny [14]. Co ciekawe, diastereocizomery (5'R) cdA i cdG wykazuja wigksze
powinowactwo do biatek maszynerii NER i sg szybciej wycinane z DNA niz diastereoizomery (5'S)
[9,16]. Mechanizm naprawy zachodzi dwojako—jako globalna naprawa genomu (ang. global genome
repair, GGR) i jako naprawa podczas transkrypcji (ang. transcriptional repair, TCR) odnoszaca si¢ do
uszkodzonego DNA, ktory jest aktywnie transkrybowany. GGR-NER obejmuje liczne biatka, np.
kompleksy biatkowe XPC/HR23B lub XPE/DDR (XP, Xeroderma pigmentosum; C, E — grupy
komplementacyjne C, E; biatko naprawy wycinania UV RAD23). W wyniku dziatania NER fragment
DNA o dtugosci 27-32 nukleotyddw zawierajacy uszkodzenie zostaje wyciety i zrekonstruowany [91].
Problem pojawia si¢, gdy biatka systemu NER sg uszkodzone lub nieaktywne. Defekty systemu NER w
populacji ludzkiej sa zwigzane z mutacjami w genach kodujacych enzymy tego systemu naprawczego,

co wiaze sie ze zwigkszonym ryzykiem wystapienia chordb takie jak Xeroderma Pigmentosum (XP),
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zespot Cockayne'a (CS) lub trichotiodystrofia (TTD) [92,93]. Problemy zdrowotne pacjentéw z XP roznia
sie stopniem nasilenia i czasem wystapienia. Gtowne objawy kliniczne XP to wrazliwos¢ na swiatto UV,
nienormalnie cienka skora i zwigkszone ryzyko raka skory, zwlaszcza w obszarach narazonych
na dzialanie $wiatta slonecznego. Wsréd innych objawéw opisano rowniez zaéme i zmiany
neurologiczne [94,95]. U pacjentow z XP defekt w ukltadzie NER prowadzi do akumulacji uszkodzen
DNA, wynikajacych z nich mutacji, nieprawidlowego funkcjonowania komorek, nasilenia
kancerogenezy i przedwczesnej $mierci [93,96]. Obecnos¢ mutacji w genach réznych biatek szlaku NER
determinuje istnienie siedmiu grup komplementarnych, od XPA do XPG. Grupa XPC charakteryzuje
sie¢ nieprawidlowym funkgonowaniem GGR-NER. Biatko XPC jest glownym biatkiem
odpowiedzialnym za inicjacje GGR-NER - rozpoznaje uszkodzenia DNA, ktdre znaczaco znieksztalcaja
helise DNA [93]. Wyniki przedstawione przez D’Errico i in. wskazuja, ze obecnosé¢ XPC moze réwniez
stymulowa¢ naprawe DNA poprzez system BER i dziata¢ jako kofaktor w naprawie uszkodzen
oksydacyjnych stymulujac aktywnos¢ glikozylazy OGG1 [97,98].

CdPu staly sie atrakcyjnym celem badan ze wzgledu na ich potencjalne wykorzystanie
w diagnostyce nowotworow i ocenie skutecznosci leczenia [75]. Masi i in. zaobserwowali podwyzszone
poziomy cdPu w tkankach pacjentéw z nieswoistym zapaleniem jelit, gdzie poziom zmian w tkankach
objetych stanem zapalnym byl o okoto 20-40% wyzszy niz w tkankach zdrowych. Ponadto autorzy
wykazali, ze diastereoizomer (5'R) jest prawdopodobnie naprawiany wydajniej niz (5'S) na podstawie

nizszych pozioméw wykrytych w badanych prébkach [99].

3.2. Uszkodzenia zespolone DNA

Szczegdlng grupe stanowig uszkodzenia zespolone DNA (CDL). Definiuje si¢ je jako obecnosé¢
2 lub wigcej uszkodzen w obrebie 1-2 skretéw helisy DNA [100]. Obecnos¢ CDL w DNA moze hamowacé
procesy naprawcze i/lub prowadzi¢ do zwiekszenia czestosci powstawania DSB [101,102]. Izolowane
DSB, badane od ponad 70 lat, sa juz stosunkowo dobrze poznane. Nie mozna tego samego powiedzie¢
jednak o miejscach LMDS (ang. local multi-damage sites) lub CDL zlozonych z réznych typow uszkodzen,
zwlaszcza w kontekscie odpowiedzi komodrkowej [9,49,61,103]. Znaczenie CDL dostrzegli Ward
i Goodhead i in., podczas gdy Prize i in. zidentyfikowali ich obecnos¢ i opisali ich znaczenie
w Escherichia coli [104-106]. Dodatkowo potwierdzono, ze CDL sa indukowane w komoérkach ssakow
[105,107]. CDL skfadaja si¢ w duzej mierze z pojedynczych uszkodzert DNA, ktore sa rozpoznawane
i usuwane przez system BER lub bardziej ztozony system NER w okreslonej kolejnosci i pojedynczo,
aby unikna¢ ryzyka bledow, peknie¢ obu nici i dalszych mutacji [108-112]. Wykazano, iz obecno$é¢
skumulowanych w ten sposob uszkodzenn obniza aktywno$¢ enzymoéw systemu BER [113].

Uszkodzenia sg naprawiane pojedynczo, gléwnie przez SP-BER, aby unikna¢ ewentualnych bledow
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podczas wycinania catego fragmentu nukleotydéw. W zaleznosci od rodzaju i umiejscowienia
uszkodzenia w obrebie klastra, naprawie moze podlegac¢ tylko jedno z nich. Jednoczesne naciecie nici
DNA w przypadku dwoch miejsc AP zlokalizowanych w pozydcji +1 jest zahamowane ze wzgledu na
duze zmiany konformacyjne potrzebne w APE1 do naciecia uszkodzonego DNA [85,109,114]. Jednak
miejsca AP w pozycji -1 nie wymagaja wigkszych zmian w konformacji enzymu, co pozwala na
poprawne dziatanie APE1. Badania wykazuja, ze w klastrach zawierajgcych Scd A i miejsce AP naprawa
jest hamowana dla miejsc AP polozonych blizej niz 8 zasad nukleinowych od ScdA [12]. Co wigcej,
aktywno$¢ enzymow bioracych udziat w pierwszych dwoch etapach szlaku BER (UDG i APE1) jest
zmniejszona dla CDL zawierajacego cdA [25]. Obecnos$¢ dwdch uszkodzen 8-oxo-dG zlokalizowanych
w nici przeciwlegtej do miejsca AP obnizyta skuteczno$¢ naprawy tego ostatniego przez biatka obecne
w ekstraktach jadrowych [83,115]. Z drugiej strony, miejsca AP sa zwykle nacinane wczesniej
niz miejsca uszkodzonych zasad azotowych, gdy znajdujq sie w odleglosci 5 pz od siebie, a powstaly
SSB jest naprawiany jako pierwszy [108]. Ponadto, badania wykazaty, ze obecnos¢ cdA wptywa na
dziatanie enzymdw restrykcyjnych, bialek naprawczych i/lub skuteczno$¢ naprawy DNA drugiej
zmiany w obrebie CDL [66,86-88,116-120].

Wraz ze wzrostem ilosci pojedynczych uszkodzen skumulowanych na niewielkim fragmencie
DNA wzrasta ,trudnos¢” ich naprawy. Wystepowanie cdPu jako czesci CDL wplywa na strukture
helisy i w konsekwengji na przebieg naprawy DNA towarzyszacych uszkodzen [66,68,74,86,100].

Efektywna naprawa uszkodzen takich jak miejsca AP w obrebie CDL zawierajacego cdPu zalezy
od wzajemnej odlegtosci i wzglednego potozenia miedzy uszkodzeniami, co wykazano dla biatek
naprawczych w ekstraktach jadrowych (NE) komdrek xrs5, jako dobrze ugruntowanym modelu
eksperymentalnym [66,83,84,86,121,122]. Ponadto, zaobserwowano réznice w aktywnosci BER miedzy
diastereoizomerami (5'S) i (5'R) oraz miedzy purynami (cdA i ¢cdG). Inne badania wykazaty wzrost
aktywnosci biatek odpowiedzialnych za pierwsze etapy naprawy BER (UDG i hAPE1) [119]. Moze
to wskazywac na istotny wptyw cdPu na rozpoznawanie ztozonych uszkodzenn DNA przez enzymy
szlaku BER. Przedstawione wyniki wskazuja, ze cdG zwiekszata aktywnos$¢ badanych enzymow,
za$ dla cdA aktywnos¢ enzymatyczna byla rézna w zaleznosci od wzajemnego rozmieszczenia
uszkodzen w obrebie CDL, przy czym odleglos¢ pieciu par zasad pomiedzy uszkodzeniami zapewniata
efektywne dzialanie enzymoéw. Jednoczesnie zmiany w strukturze DNA wywotane przez cdPu moga
wplywac na szybsza rekrutacje bialek do miejsca uszkodzenia, jego rozpoznawanie i sprawniejsza
naprawe [123].

Uwzgledniajac powyzsze, przedmiotem niniejszej rozprawy doktorskiej staty sie 5',8-cyklo-2'-
deoksypuryny obecne w obrebie uszkodzen zespolonych DNA w genomie mitochondrialnym, ktory

przez wzglad na bliskos¢ tanicucha oddechowego jest szczegdlnie narazony na dziatanie ROS
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i powstawanie uszkodzen oksydacyjnych takich jak dU i miejsca AP, za naprawe ktérych odpowiada

gléwnie system naprawy uszkodzen przez wyciecie zasady BER.

3.3. Systemy naprawy uszkodzenn DNA

Kazda zywa komorka jest stale narazona na wiele czynnikdéw, zaréwno wewnetrznych, jak
i zewnetrznych, ktére wchodza w interakcje z jej materialem genetycznym. Produkty metabolizmu
komdrkowego, ROS, czynniki sSrodowiskowe, zanieczyszczenia zywnosci, promieniowanie jonizujace
i chemioterapeutyki moga powodowac uszkodzenia DNA (2-7-10* zmian tworzacych sie dziennie/na
komorke ludzka) [124]. Uszkodzenia niewykryte i/lub nienaprawione przez komdrkowa maszynerie
naprawcza moga blokowac transkrypcje genéw, zaburzac¢ translacje i prowadzi¢ do mutacji co moze
skutkowac przekazaniem powstalych zmian kolejnym pokoleniom w trakcie podzialu komérkowego.
Aby temu zapobiec komdrka posiada wyspecjalizowane systemy naprawy DNA, ktdre musza by¢ stale
aktywne, wykrywac¢ i niwelowac skutki uszkodzen. Komorki eukariotyczne wyksztalcity system
zapewniajacy integralno$¢ genomu, zwany szlakiem odpowiedzi na uszkodzenia DNA (ang. DNA
damage response, DDR). Podczas DDR progresja cyklu komorkowego zostaje zablokowana
i aktywowane zostaja mechanizmy naprawy DNA specyficzne dla rodzaju wykrytego uszkodzenia.
Wyrdznia sie sze$¢ gtéwnych mechanizméw naprawy DNA. Bezposrednia naprawa (ang. direct repair,
DR) uszkodzen zachodzi dzieki dziataniu specyficznych enzymow, ktére nie wymagaja matrycy
w postaci komplementarnej nici DNA. Przykltadem sa fotoliazy, ktdre rozdzielaja powstale dimery
pirymidynowe [125], alkilacja zasad azotowych odwracana przez alkilotransferazy oraz peknigcia
pojedynczych nici (bez zmian na koncach nici), ktére naprawiane sg przez bezposrednie dzialanie ligaz.
Pozostale procesy naprawcze pociagaja za soba wyciecie uszkodzonego i wstawienie nowego
fragmentu faficucha DNA. System NER (ang. nuclotide excision repair) zdolny jest do usuwania duzych
uszkodzen zaburzajacych strukture helisy np. cdPu i adduktéw ksenobiotyk-DNA [126]. Aktywnos$¢
systemu NER nie zostata jednak do tej pory zidentyfikowana w mitochondriach [127]. Mechanizm
naprawy zle sparowanych zasad azotowych (ang. mismatch repair, MMR) koryguje btedy polimerazy
powstate podczas replikacji DNA i na podstawie komplementarnej nici wstawia poprawny nukleozyd
[128]. Najpowazniejsze uszkodzenia DNA w postaci peknie¢ obu nici DNA oraz , crosslinkéw”
sa naprawiane poprzez taczenie niehomologicznych koncéow DNA (ang. non-homologous end joining,
NHE]) lub rekombinacje homologiczna (ang. homology recombination repair, HR), ktora jest niezbedna do
naprawy mtDNA w rodlinach i drozdzach, ale nie potwierdzono jej dziatania w ludzkich
mitochondriach [129]. Mechanizmy te sq dobrze poznane w przypadku zmian izolowanych, natomiast
naprawa CDL wymaga dalszych badan [123]. System BER koryguje gtéwnie uszkodzenia oksydacyjne
pojedynczych nukleotydéw (np. depurynacja, deaminacja cytozyny, oksydacja guaniny) poprzez
wyciecie uszkodzonej zasady [130]. Podczas gdy NER usuwa duze uszkodzenia DNA (w tym cdPu),
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najczestszym mechanizmem naprawy izolowanych uszkodzen oksydacyjnych DNA jest system BER.
Skuteczno$¢ mechanizmdéw naprawczych zalezy od wielu czynnikéw, w tym typu komorki i rodzaju

uszkodzenia.

3.3.1. Naprawa uszkodzernn DNA poprzez wyciecie zasady

BER jest najbardziej konserwatywnym ewolucyjnie systemem naprawczym i gléwnym
mechanizmem naprawy DNA w mitochondriach ssakow [4,5]. Moze korygowac pojedyncza zasade
(ang. short-patch BER, SP-BER) lub fragment o dlugosci 2-10 nukleotydow (ang. long-patch BER, LP-BER)
[131]. Zdolnos$¢ wycinania pojedynczej zasady azotowej to cecha, ktdra odroznia system BER od innych

systemow naprawy DNA [51].
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Rycina 4. Schemat systemu naprawczego BER.

(1) Uszkodzenie DNA. (2) Rozcigcie wigzania N-glikozydowego przez odpowiednia dla uszkodzenia glikozylaze,
DNA, usuniecie uszkodzonej zasady z nici i utworzenie miejsca AP. (3) Rozpoznanie miejsca AP przez endonukleze,
AP i utworzenie wolnego konca 3’-OH. (4) SP-BER: hydroliza wigzania fosfodiestrowego przez liaze i usuniecie
deoksyrybozy z tanicucha, LP-BER: dobudowanie nowego fragmentu DNA przez polimeraze, i wypchniecie z nici
starego fragmentu. (5) SP-BER: dobudowanie brakujacego nukleotydu przez polimeraze, LP-BER: hydroliza
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wiazania fosfodiestrowego przez endonukleaze FEN1 - usuniecie starego fragmentu DNA zawierajacego miejsce
AP. (6) SP-BER i LP-BER: potaczenie nowego fragmentu nici DNA ze starym przez ligaze.

Jest to wieloetapowy proces obejmujacy rozpoznanie uszkodzenia, wyciecie zmiany (tworzenie
miejsca AP), kolejne nacigecie nici (tworzenie luki), wbudowanie nieuszkodzonego nukleotydu
(wypelnienie luki) i ponowne potaczenie nici (Rycina 4) [133].

System BER opiera si¢ na identyfikacji i wycieciu zmodyfikowanej zasady azotowej oraz
wstawieniu w jej miejsce poprawnej zasady. Do miejsca uszkodzenia rekrutowane sg specyficzne biatka
naprawcze majace na celu zwigzanie si¢ z uszkodzonym miejscem DNA. Kompleksy enzymatyczne
skladajgq sie z réznych bialek w zaleznosci od typu komorki, rodzaju uszkodzenia i fazy cyklu
komodrkowego. Poprawny przebieg procesu BER zapewnia szereg enzymdw naprawczych. Glikozylazy
DNA znajduja uszkodzone miejsce i rozszczepiaja wiazanie -N-glikozydowe pomiedzy zasada
a dezoksyryboza. Tworzy to miejsce AP rozpoznawane przez endonukleaze AP [134]. Znane sg rézne
glikozylazy, z podziatem na glikozylazy monofunkcyjne hydrolizujace wigzania 3-N-glikozydowe oraz
B,v-glikozylazy dwufunkcyjne, ktére dodatkowo moga usuwac miejsca AP (na drodze (3-eliminagji),
co skutkuje luka w nici DNA dtugosci jednego nukleotydu (utworzenie SSB). Przyktadem glikozylaz
monofunkcyjnych moze by¢ uracylowa glikozylaza DNA (ang. uracil DNA glycosylase, UDG), ktdéra
odnajduje i wycina 2’-deoksyurydyne z jedno- lub dwuniciowej czasteczki DNA. Endonukleaza AP
hydrolizuje wigzanie fosfodiestrowe w kierunku 5’ od miejsca AP, a tym samym rozcina ni¢ DNA.
Utworzony w ten sposéb wolny koniec 3-OH pozwala polimerazie f (Polf) na dobudowanie
brakujacego nukleotydu. Ostatecznie, powstale fragmenty taricucha sq taczone dzieki dziataniu ligazy
[51,131,132,134]. W przypadku SP-BER zastepowany jest pojedynczy nukleotyd, zas w przypadku
LP-BER zastgpowany jest dtuzszy fragment nici od 2 do 12 zasad. Przed ligacja konieczny jest
dodatkowy krok — ,odcigcie” fragmentu ,starej nici” przez endonukleaze¢ FEN1. Tym sposobem
nastepuje ,wymiana” fragmentu tancucha DNA na nowy, a uszkodzenie zostaje naprawione (Rycina
5). System BER ma za zadanie ochrone genomu przed uszkodzeniami. Z drugiej strony btedy moga
réwniez wystgpi¢ w wyniku nieprawidlowego dziatania polimerazy podczas szlaku BER. Polimeraza
moze btednie sparowac zasade naprzeciwko pierwotnego miejsca uszkodzenia, co czesto pozostaje
niewykryte i skutkuje mutacjami [135]. Zdarza sie to $rednio 3-10+ razu na pare zasad w trakcie jednej

rundy replikagji [51].
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Rycina 5. Schemat naprawy SP-BER i LP-BER.

Glowne etapy naprawy to (1) rozpoznanie uszkodzenia przez glikozylazy DNA, (2) wyciecie uszkodzonej zasady
i utworzenie miejsca AP, (3) naciecie nici, (4) enzymatyczne trawienie koricow nici, (4a) enzymatyczne trawienie
koncoéw i przemieszczenie nici, (5) synteza DNA (wypelnianie luk) i (6) ligacja.

3.3.2. Mitochondrialny system naprawy DNA poprzez wycigcie zasady

W mtDNA udowodniono dzialanie jedynie kilku ze znanych systeméw naprawczych
[127,133,136-138]: bezposrednia rewersja uszkodzen (DR), naprawa btednego sparowania zasad
(MMR), naprawa peknie¢ dwuniciowych przez rekombinacje homologiczng (ang. homology
recombination repair, HRR), naprawe pekniecia pojedynczej nici (ang. single-strand break repair, SSBR);
faczenie koncdéw za posrednictwem mikrohomologii (ang. microhomology-mediated end joining, MMEJ])
[127,139]; tolerancja uszkodzen poprzez synteze DNA na podstawie uszkodzonej nici (ang. translesion
synthesis, TLS) oraz system naprawy poprzez wyciecie zasady BER [140]. System BER zostat dobrze
opisany w ciggu ostatnich kilku dekad. Jest to wysoce konserwatywny system naprawczy [127].
Chociaz mtBER jest najlepiej scharakteryzowanym z systemow naprawczych w mitochondriach, wiele
pytan w dalszym ciagu pozostaje bez odpowiedzi. Warto zauwazy¢, ze proces naprawy mtDNA jest
wolniejszy niz nDNA i wszelkie defekty w jego dziataniu moga spowodowac powazne konsekwencje
dla catej komorki [43]. Co ciekawe, bakteryjny system BER odpowiada mitochondrialnemu mimo réznic
W jego przebiegu w zaleznosci od gatunku bakterii i srodowiska, w ktérym zyje bakteria [141].
Ten system naprawczy ma kluczowe znaczenie dla utrzymania stabilnosci genetycznej, zwlaszcza

w kontekscie uszkodzen oksydacyjnych. Enzymy odpowiedzialne za naprawe DNA w mitochondriach
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i bakteriach wykazuja wspdlne cechy i funkcje [142]. Co wiegcej, bakterie sa ewolucyjnie starsze
niz mitochondria, a wigekszos¢ bakteryjnych biatek bioracych udziat w szlaku BER posiada homologi
w ludzkich mitochondriach.

Glikozylazy mitochondrialne sa kodowane przeznDNA, a te z nich zawierajace sygnat kierowania
do mitochondriéw (ang. mitochondria targeting signal, MTS) sa translokowane do mitochondriow
[132,143]. Co ciekawe, niektdre badania pokazuja, ze biatka naprawcze sa importowane
do mitochondriéw tylko w odpowiedzi na sygnaty stresowe [130]. Przykladami mitochondrialnych
monofunkcyjnych enzymoéw sa glikozylaza uracylowego DNA (UDG), ktéra znajduje i wycina uracyl
(U) z czasteczki jedno- lub dwuniciowego DNA (ssDNA lub dsDNA) oraz glikozylaza MUTYH, ktora
usuwa niepoprawnie sparowane z 8-oxo-dG reszty adeniny. UDG to jednofunkcyjna glikozylaza
szeroko stosowana jako enzym modelowy do badan systeméw naprawczych DNA [144-146].
Hydrolizuje wigzanie N-glikozydowe miedzy dezoksyryboza a zasada, uwalniajac w ten sposéb zasade
z DNA [51,143]. Endonukleaza AP (APE1) hydrolizuje wigzanie fosfodiestrowe 5' od miejsca AP na
drodze hydrolizy nici DNA generujac SSB z fosforanowymi koncami 3'-hydroksylu i 5'-dezoksyrybozy
[147]. Dwufunkcyjne glikozylazy, takie jak endonukleaza III homolog 1 (NTH1), przeprowadzaja oba
etapy — rozpoznanie i usunigcie zmiany oraz rozszczepienie miejsca AP. Jednak do prawidlowego
przetworzenia koricow nici potrzebne sa rowniez APE1 i kinaza polinukleotydowa 3’-fosfataza (PNKP).
Powstaty w ten sposdb wolny koniec 3'-OH umozliwia polimerazie DNA vy (Poly) dobudowanie do nici
brakujacego nukleotydu. Poly jest nadal powszechnie uznawana za jedyna (z 17) ssacza polimeraze
dzialajagca w mitochondriach [148,149]. Przebieg procesu naprawczy BER jest zblizony
w mitochondriach i w jadrze komorki (Rycina 6).

W przypadku SP-BER wstawiany jest pojedynczy nukleotyd, natomiast w przypadku LP-BER
wstawiany jest dtuzszy fragment. Przed ligacja nici fragment ten jest odcinany przez specyficzna
endonukleaze 1 (FEN1) przy pomocy egzo/endonukleazy G (EXOG1) [130]. Badania ostatnich lat
ujawnity alternatywny szlak dla LP-BER. Nie obejmuje dziatania FEN1, a zamiast tego wykorzystuje
helikaze/nukleaze replikaci DNA 2 (DNA2). DNA2 moze stymulowa¢ Poly samodzielnie
lub w koordynacji z FEN1 [150,151]. Ostatecznie fragment aricucha DNA pierwotnie zawierajacy
uszkodzenie zostaje ,zastagpiony” nowym. Ostatnim etapem mechanizmu BER jest potaczenie nowego
fragmentu ze ,starg” nicig poprzez dziatanie ligazy [130]. Poczatkowo sadzono, ze w mitochondriach
wystepuje tylko wariant SP-BER, jednak nowsze badania potwierdzily dziatanie LP-BER
m.in. na podstawie usuwania 2-dezoksyrybolaktonu (dL), ktory wiaze sie kowalencyjnie z Poly
i blokuje szlak SP-BER. Eksperymenty z wykorzystaniem dL wykazaty, iz jest on usuwany z mtDNA
przez endonukleaze FEN]1, ktdra jest kluczowym elementem szlaku LP-BER [150]. Mechanizm LP-BER
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pozwala na naprawe bardziej zlozonych uszkodzen, takich jak uszkodzenia tandemowe i/lub

uszkodzenia zespolone [49].
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Rycina 6. System naprawy SP-BER w mitochondriach.

(1) Pierwszym krokiem jest dziatanie glikozylaz DNA. W zaleznosci od rodzaju uszkodzenia do miejsca
uszkodzenia rekrutowane sa rézne glikozylazy: monofunkcyjne - MUTYH, SMUGTI lub dwufunkcyjne - NTH1,
OGG1, NEIL. Glikozylaza DNA rozszczepia wiazanie [-N-glikozydowe i uwalnia uszkodzong zasade.
(2) W przypadku glikozylaz jednofunkcyjnych powstaje miejsce AP. Dwufunkcyjne glikozylazy majg aktywnos¢
endonukleazy AP—tworza luke w nici bez udzialu endonukleazy AP. (3) Miejsce AP jest nacinane przez
endonukleaze AP (APE1). (3a) Miejsce AP jest przetwarzane przez APE1 lub PNKP. (4) Polimeraza DNA vy (Poly)
przetwarza 5’-koniec nici. (5) Luka w nici jest wypelniona prawidtowym nukleotydem przez Poly. (6) Nic¢ jest
ligowana przez ligaze DNA III [43].

Ze wzgledu na swoje zaangazowanie w najbardziej podstawowe funkcje mitochondriéw, mtDNA
dostarcza wielu informacji o warunkach stresowych oddziatujacych na komoérki. Ponadto, biorac pod
uwage, ze mitochondria sa odpowiedzialne za oddychanie komdrkowe, kazde uszkodzenie mtDNA
lub innych elementéw mitochondrialnych moze spowodowa¢ dlugotrwate uszkodzenia
wielonarzadowe, a tym samym prowadzi¢ do zwiekszonego ryzyka $miertelnosci [152]. Wiedza
w zakresie dziatania systemow naprawczych DNA stale sie zwigksza. Chociaz coraz wigcej elementow
mechanizmu BER jest dobrze opisanych, procesy te kryja w dalszym ciagu wiele tajemnic. Pomimo

znajomosci struktury prawie wszystkich elementéw systemu BER, sposob ich interakcji i dziatania

w dalszym ciggu nie zostat w petni poznany.
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3.4. Mitochondria — wstep

Mitochondria to organelle pochodzenia bakteryjnego obecne we wszystkich komdrkach
eukariotycznych [142]. Komorki eukariotyczne posiadaja od kilku do kilkunastu tysiecy
mitochondriéw, ktére stanowi¢ moga nawet 12% ich objetosci [140]. Obecne w cytoplazmie niemal
kazdej komdrki wytwarzaja energie ze sktadnikéw odzywczych, taczac utlenianie pirogronianu
i kwasow tluszczowych z laficuchem transportu elektrondéw w ramach proceséw oddychania
komorkowego zapewniajacego energie w postaci ATP dla catej komorki. Mitochondria
to wszechstronne organelle — oprécz utrzymywania komorki przy zyciu poprzez dostarczanie energii,
reguluja reakcje redoks [53], biora udzial w szlakach sygnalowych zwigzanych z apoptoza [153],
reguluja wrodzone reakcje immunologiczne [154], utrzymuja homeostaze gospodarki wapnia [155]
i synteze klastrow zelazowo-siarkowych [156,157].

Mitochondria zawieraja DNA wystepujace w postaci kolistej czasteczki o masie czasteczkowej
107 Da, ktéra sklada sie z 16569 par zasad [43]. Jedna ludzka komorka zawiera od kilku do kilku tysiecy
czasteczek mtDNA. Liczba kopii mtDNA przypadajaca na komorke zalezy od typu komorki
w organizmie cztowieka. Komorki energochlonne, takie jak migsien sercowy, maja 4000-6000 kopii
mtDNA na komorke, podczas gdy komorki nerki, watroby lub ptuc majg mniej — 500-2000 kopii
na komorke. Informacje kodowane przez mtDNA odgrywaja istotng role w biogenezie mitochondriéw,
utrzymaniu metabolizmu komoérkowego i homeostazie energii komoérkowej, gdyz mtDNA koduje
biatka niezbedne do produkcji energii [158]. Wszystkie 13 bialek mitochondrialnych bierze udziat
w wytwarzaniu ATP w procesie fosforylacji oksydacyjnej (ang. oxidative phosphorylation, OXPHOS).
Biatka te sa podjednostkami btonowymi faricucha oddechowego: 7 z 45 podjednostek kompleksu I
(NADH: oksydoreduktaza wubichinonu), 1 z 11 podjednostek kompleksu III (ubichinol:
oksydoreduktaza cytochromu C), 3 z 14 podjednostek kompleksu IV (cytochrom C oksydaza)i2 z 16
podjednostek kompleksu V (syntaza ATP) [159,160]. Wieksza cze$¢ proteomu mitochondrialnego jest
kodowana w jadrze komorki, ulega translacji do cytozolu i nastepnie jest transportowana
do mitochondriéw [161]. Ponadto, stres oksydacyjny moze hamowa¢ funkcjonowanie rybosomow
w cytozolu wptywajac na ogdlna biosynteze biatek [162]. Przyczyny kodowania podjednostek OXPHOS
u ludzi przez mtDNA pozostaja niejasne [43,154,158,163]. Istnieja jednak dwie hipotezy przedstawiajace
potengjalne przyczyny tego zjawiska. Jedna z nich mowi, ze aby skutecznie regulowac¢ ETC, niektére
geny musza ulega¢ ekspresji ,na miejscu”. W przypadku zmian stanu redoks konieczna
jest natychmiastowa regulacja komplekséw OXPHOS. Dlatego, gdy mtDNA jest obecny ,na miejscu”,
mitochondria mogga szybko regulowac ekspresje bialek, aby zapobiec nieprawidtowemu dziataniu ETC,
nadmiernej produkgji ROS i p6zniejszemu uszkodzeniu komorki [164]. Druga hipoteza podkresla fakt,

ze wiekszos¢ biatek kodowanych przez mtDNA to duze i hydrofobowe czasteczki, ktérych transport
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przez btone mitochondrialng bytby utrudniony i najprawdopodobniej bylyby kierowane do retikulum
endoplazmatycznego zamiast do mitochondriéw [165]. Warto wspomnie¢, Ze obie teorie nie wykluczaja
sie¢ wzajemnie, jednak dalsze badania w tym zakresie sa konieczne, aby w pelni zrozumie¢ powody,
dla ktérych mitochondria potrzebuja swojego materiatu genetycznego [163].

Kluczowa rola mitochondriéw w produkcji energii stanowi jednoczesne zagrozenie w kontekscie
powstawania uszkodzenn mtDNA. W szlaku OXPHOS wytwarzana jest znaczna ilos¢ ROS o wysokim
potengjale utleniajacym. Intensywne procesy oksydacyjne sa przyczyna licznych uszkodzen
mitochondrialnego materialu genetycznego, ktory ze wzgledu na swoje potozenie jest na nie
szczegOlnie narazony, dlatego tempo mutagenezy w mtDNA moze by¢ nawet 10-20-krotnie wyzsze niz
w nDNA [43,127]. MtDNA wydaje si¢ podatne na dziatanie wolnych rodnikéw réwniez ze wzgledu
na brak struktury chromatyny (ochrona histonéw). Nalezy tu jednak wspomnie¢ o mitochondrialnym
czynniku transkrypcyjnym A (TFAM) jako o biatku zdolnym do upakowania mtDNA w nukleoid [163].
Nukleoid przypomina zwartg strukture chromatyny, stad zaklada sie, ze mtDNA jest ostonigte przed
dzialaniem ROS przynajmniej do momentu rozluznienia struktury przed replikacja lub transkrypcja.
TFAM dziata réwniez w koordynacjii z POLRMT podczas transkrypcji, aby omina¢ uszkodzenia
oksydacyjne (np. 8-oxo-dG), ktére w przeciwnym razie zahamowalyby proces [166]. Uwaza sie
rowniez, ze TFAM jest powiazany z dziataniem mtBER, co wydaje sie prawdopodobne ze wzgledu na
bliskos¢ IMM i upakowanie mtDNA w nukleoidzie [167]. Badania pokazuja, ze TFAM wiaze sie
réwniez z DNA zawierajacym 8-oxo-dG i hamuje dziatanie BER w mtDNA. Przypuszczalnie jest to
niezbedny krok, aby zakres uszkodzen w mitochondriach zostat ,0szacowany” i nastapil import
odpowiednich biatek naprawczych z cytozolu [130]. Nukleoidy znajduja si¢ w macierzy
mitochondrialnej w poblizu wewnetrznej btony mitochondrialnej (ang. inner mitochondrial membrane,
IMM). Wang i in. wykazali, iz niektére biatka osadzone w IMM (np. translokator nukleotydow
adeninowych (ANT) i biatka z I kompleksu ETC) sa identyfikowane w nukleoidzie, co wskazuje,
ze struktury nukleoidéw przylegaja do IMM [168]. Do chwili obecnej zidentyfikowano okoto 20 bialek
obecnych w nukleoidach mitochondrialnych, w tym bialka bioragce udziat w replikacji
(np. mitochondrialna polimeraza DNA +y (Poly), replikacyjna helikaza DNA (Twinkle), mitochondrialne
biatko wigzace ssDNA (mtSSB)), transkrypcji (np. TFAM, polimeraza RNA zalezna od DNA
(POLRMT), mitochondrialny czynnik transkrypcyjny B2 (TFB2M), mitochondrialny czynnik
wydtuzania transkrypcji (TEFM)) i innych procesach (np. helikazy RNA, biatka przetwarzajace RNA,
bialka rybosomalne, biatka opiekuncze) [168,169]. Uwaza sig, ze Poly jest jedyna polimeraza
w mitochondriach bioraca udziat w procesie replikagji, ktéry wskazywany jest jako jedno z gtéwnych

zrodet mutacji genomu mitochondrialnego (btedy wystepujace podczas replikacji mtDNA) [170].
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Jednak Gustafsson iin. opisuja Poly jako polimeraze doktadna (<10-¢ bledéw na nukleotyd), co eliminuje
Poly jako gléwne zrédlo mutacji i zaprzecza wczesniejszym doniesieniom [163].

Mutacje gendéw mitochondrialnych musza wystapi¢ dla co najmniej 60% kopii mtDNA,
aby pojawily sie objawy kliniczne, przy czym juz wczesniej moga uposledza¢ produkcje energii
i zdrowie catego organizmu [171]. DNA mitochondrialny jest narazony gléwnie na uszkodzenia
oksydacyjne [124]. W mitochondriach w ciagu kazdej minuty powstaja 2-3 miliony nadtlenkow
w przeliczeniu na miligram biatka [172]. Uszkodzenia powstate w wyniku ich dziatania moga
przyczynia¢ sie do zmniejszenia sprawnosci energetycznej komoérki. Z powodu mniejszej wydolnosci
mitochondriéw nastapi¢ moze deficyt energetyczny, co obniza aktywnos¢ komorki i utrudnia
jej adaptacje w warunkach stresowych. Kumulacja oksydacyjnych uszkodzen mtDNA moze prowadzi¢
do zmian w kodowanych biatkach i tym samym do standw patologicznych takich jak nowotwory,
choroby neurodegeneracyjne, choroby uktadu krazenia, przyspieszone procesy starzenia si¢ organizmu
oraz przyczyniac si¢ do wystapienia choréb mitochondrialnych, ktére stanowia duza grupe zaburzen
genetycznych [173,174]. Dlatego tez niezmiernie istotne jest poprawne i wydajne funkcjonowanie
systemow naprawczych w mitochondriach, a w szczegoélnosci naprawy uszkodzen oksydacyjnych
przez system BER. Szczegdlowe zrozumienie genetyki mitochondriéw i mechanizméw naprawczych

jest niezbedne do opracowania nowych terapii.

3.5. Choroby mitochondrialne

Mutacje pojawiajace sie¢ w genach mitochondrialnych i/lub genach jadrowych kodujacych biatka
mitochondrialne maja swdj udziat w rozwoju standéw patologicznych zwigzanych z chorobami
mitochondrialnymi [173,175], choroba metaboliczna (jesli enzymy naprawcze systemu BER
sa nieaktywne, moze to zwiekszac ryzyko otylosci i insulinoopornosci [43]), nowotworami, chorobami
neurodegeneracyjnymi oraz przyspieszeniem procesu starzenia komorkowego [137], dlatego
tez sa przedmiotem licznych badan [43,176,177]. Starzenie si¢ i choroby zwiazane z wiekiem rowniez
koreluja ze wzrostem poziomu uszkodzen mtDNA [178]. W ostatnich latach szczegolne
zainteresowanie budzi zwigzek defektow systemu BER z chorobami neurodegeneracyjnymi.
Dotychczasowe badania wskazuja na zwigzek miedzy wyzszym poziomem uszkodzen DNA
(np. wynikajacym z nieaktywnego w wyniku mutacji biatka OGG1) z chorobg Alzheimera [179] oraz
miedzy mutacjami w genach kodujacych podjednostki kompleksu I ETC i chorobg Parkinsona [180-
182]. Co ciekawe, ogolny stan mitochondriéw moze wskazywac na aktywna infekcje SARS-CoV-2 [183].
Stwierdzono, ze u pacjentow z Covid—19 zaobserwowano degradacje i utrate funkcji mitochondriow
podobng do obserwowanej w trakcie starzenia organizmu. Ponadto podczas infekcji Covid—19
obserwowano gromadzenie si¢ w komdrce zwiekszonej liczby uszkodzonych mitochondridw,

co prowadzito do wyzszego wskaznika stanu zapalnego [183].

-33-



Choroby pochodzenia mitochondrialnego dotykaja okoto 1 osoby na 5000 i w dalszym ciagu
stanowia wyzwanie terapeutyczne [43]. Uposledzaja najbardziej energochlonne tkanki, takie jak serce,
miesnie, mozg, oczy, co objawia si¢ neuropatiami, miopatiami, slepota, utratg stuchu, chorobami nerek
czy watroby [43]. Przykladem jest ataksja Friedreicha, ktéra prowadzi do zwyrodnienia mies$nia
sercowego i czeci ukladu nerwowego. Jej przyczyna jest mutacja w intronie genu FXN (znajdujacym
sie na chromosomie 9) kodujacym biatko mitochondrialne — frataksyne, bioraca udziat w metabolizmie
zelaza. W przypadku wystgpienia mutacji transkrypcja tego genu jest zahamowana, co prowadzi
do kumulacji zelaza w mitochondriach, zwigkszonej generacji ROS i tym samym wyzszego poziomu
stresu oksydacyjnego. Przykladami choréb mitochondrialnych sa dziedziczna neuropatia nerwu
wzrokowego Lebera (ang. Leber’s hereditary optic neuropathy, LHON), padaczka miokloniczna
z nieprawidlowymi czerwonymi wtdéknami miesniowymi (ang. myoclonic epilepsy with ragged red fibers,
MERRF), neurogenna miopatia z ataksja i zwyrodnieniem barwnikowym siatkowki (ang. neurogenetic
myopathy, ataxia, retinitis pigmentosa, NARP), zespot Leigha — encefalopatia mitochondrialna z kwasica
mleczanowa (ang. subacute necrotizing encephalomyelopathy, SNEM) [184]. Pierwsza z choréb wywotana
jest tranzycja w jednym z genéw mtDNA (ND1, ND4, ND6) a w efekcie nastepuje inhibicja kompleksu
I ATPazy. Mutacja prowadzi do dziedzicznej neuropatii nerwu wzrokowego LHON, ktdra objawia sie
zanikiem nerwow wzrokowych i zwyrodnienia komorek siatkowki. U podstaw genetycznych zespotu
MERREF lezy mutacja A do G nukleotydu 8344, ktora jest przyczyng zahamowania transkrypcji genow
kodujacych enzymy kompleksu tancucha oddechowego — reduktazy NADH-CoQ i oksydazy
cytochromowej. Charakterystyczne objawy MERRF to postepujaca padaczka miokloniczna,
niskorostosc¢ i zlepki mitochondriéw widoczne podczas analizy jako tzw. czerwone poszarpane widkna.
Zespot NAPR jest rzadka choroba mitochondrialng wywotang przez punktowa mutacje w genie
kodujacym 6 podjednostke mitochondrialnej syntazy ATP. Objawy choroby to m.in. napady drgawek,
otepienie, ataksja mdzdzkowa, neuropatia czuciowa czy tez dysfunkcja pnia mézgu. SNEM moze by¢
wywolany mutacjami w nDNA, ktére wptywaja na prace mitochondriéw. Choroba wystepuje w wielu
postaciach w zaleznosci od genu, ktdéry ulegnie mutacji. Moga to by¢ geny kodujace biatka tancucha
oddechowego (ND2, ND6, COX10, ATP6) lub geny kodujace tRNA. Choroba rozwija si¢ gwattownie
i obejmuje uktad nerwowy, mieéniowy, a takze watrobe i nerki. NARP i zespot Leigha dotycza
czesciowo tej samej mutacji w podjednostce syntazy ATP. Gdy mutacja wystepuje z czestotliwoscia
<75% obserwuje sie NARP. Gdy ta sama mutacja wystepuje w ponad 95% kopiach genu czesciej
prowadzi do rozwoju zespotu Leigha [185,186].

Mitochondria moga zawiera¢ zaréwno zmutowane, jak i niezmutowane czasteczki DNA
(heteroplazmia), co moze mie¢ daleko idacy wplyw na funkcje komoérkowe [43]. Konkretne objawy

choroby i ich nasilenie w duzym stopniu zalezg od stosunku uszkodzonych do nieuszkodzonych
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czasteczek mtDNA wewnatrz kazdego mitochondrium. Ponadto prég heteroplazmii mtDNA rdzni sie
w zaleznosci od rodzaju mutacji i rodzaju tkanki, ktéra bierze udzial w procesie patologicznym [43].
W rezultacie u pacjenta moga wystepowac niektére tkanki z prawidtowym, a niektdre ze zmutowanym
mtDNA. Powoduje to zmienne objawy i przebieg choroby, co utrudnia diagnoze [187]. Choroby
dziedziczne diagnozuje sie gtownie na podstawie wywiadu rodzinnego ze wzgledu na brak technik
diagnostycznych, ktére bytyby w stanie poradzic sobie z tak wieloma zmiennymi w kontekscie mutacji
mtDNA. Pojawiaja si¢ nowe techniki np. sekwencjonowanie nowej generacji lub CRISPR/Cas9, ktdre sa
obiecujace w kontekscie badani nad chorobami mitochondrialnymi [188]. Choroby mitochondrialne sa
czesto zwiazane z defektami syntezy ATP, dlatego czestymi objawami sg ostabienie miesni, defekty
poznawcze i zwyrodnienie moézgu. Przyklady chorob zwigzanych z dysfunkcjami mitochondrialnych
mechanizmdéw naprawczych i proceséw biochemicznych przedstawiono w Publikagji I.

Mutacje mtDNA prowadzace do uposledzenia przebiegu oddychania komérkowego przyczyniaja
sie do propagacji fenotypu nowotworowego. Liczba kopii mtDNA zostata skorelowana z réznymi
typami nowotworédw —spadek ilosci kopii mtDNA odnotowano w przypadku raka piersi, watroby,
ptucinerek, podczas gdy w raku prostaty i glowy i szyi obserwuje si¢ nadmierna liczbe kopii mtDNA
[189-191]. Jednoczes$nie mitochondria komdrek nowotworowych uwazane sa za potengjalne , cele”
terapeutyczne m.in. dziatania chemio- i radioterapii [192]. Radioterapia jest szeroko stosowana terapia
przeciwnowotworowa [193]. Jej dziatanie skupia si¢ na indukcji ztozonych uszkodzen DNA
w komorkach nowotworowych (w tym CDL, ktore zawieraja DSB i uszkodzenia inne niz DSB) [123].
Kumulacja uszkodzenn prowadzi do $mierci uszkodzonych komdrek, co jest w tym przypadku
pozadanym efektem [194]. Niestety, w tym samym czasie uszkodzeniom moga podlegac tez zdrowe
komorki. W szczegolnosci dotyczy to komorek o podwyzszonym stopniu proliferacji takich jak komorki
mieszkéw wlosowych i pnia szpiku kostnego. Zostaja one uszkodzone w pierwszej kolejnosci,
co objawia sig jako charakterystyczny efekt uboczny u pacjentéw poddanych terapii, czyli wypadanie
wloséw i obnizona odpornosé. Radioterapia wykazuje mniejsza skutecznos¢ w komorkach
nowotworowych z regionami niedotlenionymi; dlatego stosuje sie kombinacje radio- i chemioterapii
w celu zwigkszenia réznorodnosci i liczby powstajacych uszkodzenn DNA.

Znanych jest wiele rodzajow radiosensybilizatoréw, jednak wciaz potrzebne jest opracowywanie
nowych podejs¢ terapeutycznych [123,195]. Przykladem lekéw nowej generacji sa syntetyczne
oligonukleotydy terapeutyczne (ang. synthetic therapeutic oligonucleotides, STO), np. AsiDNA (inhibitor
polimerazy PARP), mRNA, siRNA, czy oligodeoksynukleotydy z niemetylowanym CpG, ktére maja
odgrywac role w regulowaniu ekspresji gendéw, np. zwiazanych z opornoscia na promieniowanie [195-
200]. Dostarczanie STO do ich celéw biologicznych (odpowiednich przedziatéw jadrowych

lub cytoplazmatycznych zawierajacych DNA i mRNA) jest procesem pelnym wyzwan [198,201].
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Po pomyslnym wprowadzeniu do komorki, STO sa obecne przez pewien czas w cytoplazmie, gdzie sa
podatne na szkodliwe dziatanie czynnikéw, takich jak High-LET (np. czastki «) i Low-LET (np. UV, £,
Y, promieniowanie rentgenowskie), ROS i chemioterapeutykéw. Moze to nastepnie prowadzi¢
do powstania uszkodzen w ich sekwencji i w rezultacie do dysfunkcji w ich dziataniu terapeutycznym
[202-204]. Dlatego wazne jest okreslenie w jaki sposob komorka przetwarza uszkodzenia DNA takie
jak cdPu i CDL na poziomie cytoplazmy i czy biatka biorace udzial w BER sa aktywne juz na etapie
ich biosyntezy.

Tto chordb mitochondrialnych jest bardzo zlozone — diagnoza jest trudna ze wzgledu na wiele
zmiennych czynnikéw, a badania eksperymentalne sa trudne. Okoto 30% biatek mitochondrialnych jest
obecnych zaréwno w mitochondriach, jak i w cytoplazmie i/lub jadrze, stad wiele pytan dotyczacych
funkcji biatek mitochondrialnych pozostaje bez odpowiedzi ze wzgledu na trudnosci
z ich wyizolowaniem z tej organelli. Bakteryjne pochodzenie mitochondriéw jest wazne dla petnego
zrozumienia standw patologicznych pojawiajacych sie w wyniku mutacji mtDNA. Pelne poznanie
dziatania mitochondrialnego systemu BER wzgledem zlozonych uszkodzert DNA moze znacznie
przyczynic sie do rozwoju terapii chordb wynikajacych z mutacji mtDNA i/lub niesprawnych systemow
naprawy mtDNA. Dodatkowo, rozwazenie cech wspdlnych mitochondriéw i bakterii na poziomie
molekularnym moze potwierdzi¢, iz wybdr bakterii jako modelu eksperymentalnego moze by¢
przydatny w badaniach choréb wynikajacych z mutacji pojawiajacych sie w genach mitochondrialnych
i/lub genach jadrowych kodujacych biatka mitochondrialne. Uwzgledniajac powyzsze przestanki,
prezentowana rozprawa doktorska przedstawia analize wptywu 5',8-cyklo-2’-deoksypuryn
na mechanizmy naprawy uszkodzen zespolonych DNA w ekstraktach mitochondrialnych a takze
podejmuje probe przetozenia wynikéw uzyskanych na podstawie analizy ekstraktow komorek

eukariotycznych na potencjat mutagenny w komoérkach bakteryjnych.

-36-



4. Cele naukowe pracy

Celem niniejszej dysertacji byla analiza wpltywu 5,8-cyklo-2’-deoksypuryn na mechanizmy

naprawy uszkodzen zespolonych DNA przez biatka zawarte w ekstraktach mitochondrialnych a takze

przetozenie wynikdw uzyskanych na podstawie analizy wynikow uzyskanych dla ekstraktow komorek

eukariotycznych na potencjat mutagenny w komoérkach bakteryjnych.

Cel naukowy rozprawy zostal zrealizowany poprzez przeprowadzenie analiz catkowitej

aktywnosci bialek bioracych udziat w naprawie DNA poprzez wyciecie zasady z wykorzystaniem

eukariotycznych modeli in vitro i komorek bakteryjnych.

Plan badawczy przedstawionej pracy doktorskiej obejmowat:

D)

2)

Pozyskanie aktywnych ekstraktow komdrkowych z trzech linii komorkowych (xrs5, BJ, XPC),
w tym:

Hodowla komoérkowa komorek linii Xrs5 (komorki jajnika chomika chinskiego) — Publikacja I11 III,
Hodowla komoérkowa komorek linii B] (komdrki ludzkich fibroblastéw) — Publikacja II,

Hodowla komodrkowa komoérek linii XPC (komorki pozyskane ze skdéry pacjenta
z Xeroderma Pigmentosum) — Publikacja II,

Pozyskanie = komdrkowych  ekstraktéw  mitochondrialnych i  cytoplazmatycznych
z badanych linii komoérkowych, optymalizacja i walidacja metodyki pozyskiwania ekstraktow —
Publikacja II'i III,

Analiza ilosciowa pozyskanych ekstraktow komorkowych — Publikacja I1 i 11,

Ocena jakosciowa pozyskanych ekstraktow komorkowych pod katem catkowitej aktywnosci
biatek bioracych udziat w naprawie DNA poprzez wycigcie zasady — Publikacja IIi I1L

Analiza wplywu 5',8-cyklo-2’-deoksypuryn na proces naprawczy uszkodzen zespolonych przez
ekstrakty mitochondrialne pozyskane z wybranych linii komoérkowych, w tym:

Optymalizacja i walidacja metodyki przygotowania modelowych oligonukleotydéw do analiz [86]
Okreslenie wyjsciowego poziom aktywnosci enzymatycznej dla badanych proceséw naprawczych
do dalszych eksperymentow na podstawie ekstraktéw jadrowych linii xrs5 [86],

Ocena wptywu (5'S)-5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny (ScdA) i (5'R)-5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny
(RcdA) na proces naprawczy uszkodzen zespolonych przez biatka zawarte w ekstraktach
cytoplazmatycznych pozyskanych z linii komorkowych xrs5, B] i XPC — Publikacja I,

Ocena wplywu (5'S)-5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny (ScdA), (5'R)-5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny
(RcdA), (5'S)-5',8-cyklo-2'-deoksyguanozyny (ScdG) i (5'R)-5',8-cyklo-2'-deoksyguanozyny (RcdG)
na proces naprawczy uszkodzen zespolonych przez bialka zawarte w ekstraktach

mitochondrialnych pozyskanych z linii komoérkowej xrs5 — Publikacja III.
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3)

Zbadanie czestotliwosci powstawania mutacji podczas procesow naprawczych uszkodzen
zespolonych DNA, w tym:

Analiza literaturowa podobienstw ludzkich mitochondriow i bakterii w kontekscie pochodzenia
mitochondriéw, materialu genetycznego, mechanizmu naprawy przez wyciecie zasady BER
i biatek bioracych w niej udziat — Publikacja I,

Optymalizacja i walidacja metodyki przygotowania plazmidéw zawierajacych modelowe
oligonukleotydy do analiz i wprowadzenie ich do komdrki bakteryjnej — Publikacja IV,

Ocena wptywu (5'S)-5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny (ScdA) i (5'R)-5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny
(RcdA) na proces naprawczy uszkodzen zespolonych przez komdrki bakteryjne E.coli —
Publikacja IV,

Analiza poréwnawcza wptywu (5'S)-5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny (ScdA) i (5'R)-5',8-cyklo-2'-
deoksyadenozyny (RcdA) na czestotliwos¢é powstawania mutacji podczas proceséw naprawczych

uszkodzen zespolonych DNA — Publikacja IV.
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5. Realizacja celd6w naukowych — wyniki badan i dyskusja

5.1. Model badawczy
Przedstawiona praca skupia si¢ na zbadaniu wplywu (5'S) i (5'R) 5',8-cyklo-2'-deoksypuryn na
proces naprawy uszkodzen zespolonych DNA przez system BER. W moich badaniach uwzglednitam
wplyw odleglosci miedzy uszkodzeniami DNA zlokalizowanymi w obrebie uszkodzen zespolonych
oraz wpltyw diastereoizomeréw (5'S) i (5'R) c¢dPu na przebieg naprawy drugiego uszkodzenia
zlokalizowanego w obrebie CDL (miejsce AP) przez biatka z ekstraktéw cytoplazmatycznych (CE) oraz
mitochondrialnych (ME) uzyskanych z trzech eukariotycznych linii komorek xrs5, B] oraz XPC
[86,87,90].
Jako model eksperymentalny wykorzystatam syntetyczne dwuniciowe oligonukleotydy o dtugosci
40 pz zawierajace 2'-deoksyurydyne (dU, jako prekursor miejsca AP) i 5',8-cyklo-2"-deoksypuryny:
(5'S)-5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyne (ScdA), (5'R)-5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyne (RedA),
(5'5)-5',8-cyklo-2'-deoksyguanozyne (ScdG) i (5'R)-5',8-cyklo-2'-deoksyguanozyne (RedG).
Uszkodzenia zlokalizowane byly w obrebie dwu- (dsCDL) oraz jednoniciowych (ssCDL)
uszkodzen zespolonych w odleglosciach od 1 do 10 zasad nukleinowych (w odstepach co 3 pz)
w kierunku 3'-korica i 5-konica (Rycina 7). Badane oligonukleotydy zostaly opisane liczbami
odpowiadajacymi odleglosci pz pomiedzy uszkodzeniami, a dodatnie i ujemne numery oznaczaja
kierunek na nici DNA:
e dsCDL:
o ujemne (-) numery—dsDNA gdzie dU zlokalizowana jest w przeciwleglej nici w kierunku
3" od cdPu;
o dodatnie (+) numery —dsDNA gdzie dU zlokalizowane jest w przeciwleglej nici w kierunku
5" od cdPu;
e ssCDL:
o ujemne (-) numery—dsDNA gdzie dU zlokalizowane jest w tej samej nici w kierunku
5" od cdPu;
o dodatnie (+) numery—dsDNA gdzie dU zlokalizowane jest w tej samej nici w kierunku

3" od cdPu.

Odlegtosci miedzy uszkodzeniami DNA zostaly odpowiednio dobrane w celu uzupekienia
i poréwnania wynikdw z wcze$niejszymi badaniami na ekstraktach jadrowych linii komoérkowych xrs5,
BJ i XPC [66,85,86,118]. Jak wspomniano wczesniej, cdPu nie stanowig substratu dla mechanizmu BER.
W zwigzku z tym badanie to koncentruje si¢ na drugim uszkodzeniu w obrebie CDL (miejsce AP).

Badania przeprowadzone przeze mnie w ramach rozprawy doktorskiej obejmowaty analize
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poszczegdlnych etapéow procesu tj. wydajnosci naciecia nici w miejscu uszkodzenia przez
endonukleazy, pdzniejszej dobudowie/wstawieniu poprawnego nukleotydu przez polimerazy
i koncowej ligacji nici przez ligazy.

Kazdy etap przygotowania ds-oligonukleotydow zostal zweryfikowany poprzez ocene
skutecznosci reakgji i czystosci jej produktow z wykorzystaniem zeli poliakrylamidowych PAGE.
Skuteczne znakowanie konca 5'-32P jednoniciowych oligonukleotydéw i utworzenie dupleksow
potwierdzono na nie denaturujacych zelach poliakrylamidowych. Miejsca AP uzyskano w wyniku
reakcji z glikozylaza UDG, ktora uwalnia uracyl z DNA powstaly w wyniku deaminagji cytozyny
(powstaje mutagenna para U::G) lub wbudowania dUMP do nici DNA (powstaje para U::A) [205].
Czystos¢ dwuniciowych 32P-oligonukleotydow zawierajacych miejsca AP oraz wydajne tworzenie
miejsc AP zweryfikowano na denaturujacych zelach poliakrylamidowych (PAGE).

Woczesniejsze badania wykazaly, ze ScdA i ScdG sa stabilne podczas reakcji z jadrowymi
ekstraktami komorkowymi i wybranymi glikozylazami [66,73,86]. Celem potwierdzenia stabilnosci
oligonukleotydéw zawierajacych ScdA, RcdA, ScdG i RedG w warunkach eksperymentalnych
zbadatam wplyw ekstraktu mitochondrialnego i cytoplazmatycznego dla kontrolnych
oligonukleotydow zawierajacych cdPu jako pojedyncze zmiany (Kontrola 2). Aby zweryfikowad,
czy nie wystapily zadne dodatkowe interakcje miedzy ekstraktem a dsDNA, analizie poddatam
rowniez ni¢ natywna (Kontrola 3). Potwierdzitam, ze dsDNA zawierajace cdPu jest stabilne
w warunkach eksperymentu do 120 min. Wynik ten jest spdjny z wczesniejszymi eksperymentami
prowadzonymi dla ekstraktéw jadrowych [73,86,118]. Eksperymenty przeprowadzitam trzykrotnie,
zgodnie z opisem w pkt. 8.4.

Pierwszym z badanych etapdéw naprawy bata szybkosc rozciecia nici zawierajacej miejsce AP przez
endonukleazy obecne w ekstrakcie ME lub CE. Endonukleazy wytwarzaja SSB, ktére obserwowatam
na radiogramie jako prazki odpowiadajace fragmentom DNA o dlugosciach od 10-meru dla pozycji
dU-10 do 31-meru dla pozycji dU+10 (Rycina 7). Pojedyncze nukleotydy dobudowane w wyniku
aktywnosci polimeraz obserwowatam jako prazki na zelach poliakrylamidowych (PAGE) swiadczace
o wydluzeniu DNA o 1-6 nukleotydéw (opisane jako np. SSB+1, SSB+2 itd.). Ni¢, ktora ulegta naprawie

widoczna byta jako prazek odpowiadajacy 40-merowi.
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Rycina 7. Model badawczy.

Schematyczne przedstawienie badanych dwuniciowych oligonukleotydéw (40 pz) z oznaczonymi koricami nici
znakowanymi izotopem, lokalizacja uszkodzen oraz produktami ciecia nici. U—reprezentuje potozenie
2'-deoksyurydyny (dU); X —reprezentuje potozenie 5',8-cyklo-2'-deoksypuryn (cdPu); 3P —reprezentuje koniec nici
DNA znakowany izotopowo przy uzyciu [y-?P]ATP; niebieski kolor—reprezentuje ni¢ dsDNA znakowang
izotopowo oraz odpowiadajacy jej produkt ciecia nici o okreslonej dtugosci (obserwowane na autoradiogramie);
czarny kolor —reprezentuje ni¢ dsDNA nie znakowang izotopowo (nie widoczna na autoradiogramie).
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5.2. Analiza wptywu 5',8-cyklo-2’-deoksypuryn na mechanizmy naprawy uszkodzen zespolonych
DNA w ekstraktach mitochondrialnych — Publikacja 11 i IT1

Enzymy zaangazowane w proces naprawy BER w jadrze komorkowym, ktdére niweluja
pojedyncze, izolowane uszkodzenia DNA sa hamowane, gdy to samo uszkodzenie jest czescia dwu-
lub jednoniciowych uszkodzen zespolonych. Wczesniejsze badania potwierdzily, Zze zmiana
wzajemnego potozenia uszkodzen nawet o 1 nukleotyd moze zmieni¢ przebieg naprawy DNA lub go
zatrzymac [86,90]. ScdA jest jednym z najlepiej przebadanych cdPu w kontekscie badan uszkodzen
zespolonych DNA [66,73-78]. RedA wystepuje w DNA w mniejszych iloéciach niz ScdA [79]. Swiatto
stoneczne moze powodowac nieodwracalng fotoizomeryzacje ScdA do Rcd A [206].

Warunki eksperymentalne ustalono na podstawie analiz optymalizacyjnych (doboru wiasciwych
punktéw pomiaru w czasie trwania reakcji enzymatycznych oraz doboru wilasciwego sktadu buforu
reakcyjnego) z uwzglednieniem wczesniejszych badan [66,84,86,207]. Na tej podstawie
przeprowadzono wstepne badania ogolnej aktywnosci biatek bioracych udzial w systemie BER
z wykorzystaniem ekstraktow jadrowych trzech eukariotycznych linii komdrkowych: xrs5 (linia
komorkowa jajnika chomika chiniskiego wrazliwa na promieniowanie rentgenowskie; stosowana jako
linia modelowa dla badan nad uszkodzeniami DNA), B] (normalne ludzkie fibroblasty; stosowane jako
linia referencyjna z nieuszkodzonymi systemami naprawy) i XPC (komorki otrzymane od pacjenta
z Xeroderma Pigmentosum z grupy C uzupelniajacej; stosowane jako model komorek z defektem systemu
NER). Dokonano analizy poziomu poszczegélnych aktywnosci enzymatycznych dla badanych etapow
procesu naprawczego wykorzystujac ekstrakty jadrowe linii xrs5 jako punkt wyjscia do analizy
porownawczej aktywnosci bialek bioracych udzial w naprawie DNA pomiedzy ekstraktami
komorkowymi reprezentujacymi pule biatek pochodzacych z jadra komorki, cytoplazmy
i mitochondrium [86]. Analizie poddano oligonukleotydy zawierajace uszkodzenia oddalone od siebie
od 0 do 10 pz (odstepy 3 pz) w kierunku 3" oraz 5" konca nici DNA, co pozwolilo opisa¢ ogolne trendy
efektywno$ci przebiegu danego etapu naprawy BER katalizowanego przez bialka zawarte
w ekstraktach jadrowych linii komoérkowej xrs5 (Tabela 2). Wzgledne rozmieszczenie uszkodzen
zostato dobrane odpowiednio do poréwnania z wczesniejszymi badaniami prowadzonymi
z wykorzystaniem ekstraktow jadrowych [66,85,86]. Do analizy z wykorzystaniem NE z komorek B]J
i XPC wybrano oligonukleotydy zawierajace uszkodzenia oddalone od siebie w zakresie od 0 do 4 pz
w kierunku 3’ oraz 5" konca nici DNA. Ten zakres odlegtosci pomiedzy uszkodzeniami w obrebie CDL
okazat sie najbardziej problematyczny dla poprawnosci przebiegu naprawy BER w przypadku biatek
zawartych w NE komorek xrs5. Dokonane obserwacje pozwolily mi opisa¢ ogdlne trendy efektywnosci
przebiegu danego etapu naprawy BER w przypadku ekstraktow jadrowych komorek linii BJ i XPC
(Tabela 3).

-43 -



Tabela 2. Ogdlne trendy aktywnosci biatek zaangazowanych w proces naprawczy dsCDL zawierajacych (5'S)-5',8-

cyklo-2'-deoksyadenozyne

(ScdA),

(5'R)-5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyne (RedA), (5'S)-5',8-cyklo-2'-

deoksyguanozyne (ScdG) lub (5'R)-5',8-cyklo-2'-deoksyguanozyne (RcdG) w ekstraktach jadrowych linii xrs5 [86].

Rozciecie nici dU+4 <dU-10 < dU-1 <dU0 ~ dU+10 < dU+1 <dU-4 < dU+7 < dU-7
ScdA | Wydluzenie nici dU-10 < dU+4 < dU-7 < dU+7 < dU-4 < dU-1 < dU+10
Naprawa nici dU+4 <dU—4 <dU-1 <dU-10 < dU+7 <dU-7
Rozciecie nici dU+4 < dU+10 < dU-4 < dU+7 < dU-1 <dU+1 <dU0 < dU-10 < dU-7
RcdA | Wydtuzenie nici dU-4 <dU+4 <dU-7 < dU+7 <dU-1 <dU-10 < dU+10
Naprawa nici dU+4 < dU+7 <dU-7 <dU-1
Xe> Rozciecie nici dU-1<dU+4 <dU+1 <dU+10 < dU+7 < dUO0 < dU-4 < dU-10 ~ dU-7
ScdG | Wydluzenie nici dU+4 <dU-7 <dU-10 < dU+7 < dU-1 < dU-4 < dU+10
Naprawa nici dU+4 <dU+10 < dU-1 < dU-4 < dU+7 < dU-10 < dU-7
Rozciecie nici dU+4 <dU-1 <dU4 <dU+1 <dU+10 < dU+7 <dU0 < dU-7 < dU-10
RcdG | Wydtuzenie nici dU-10 <dU-7 < dU+4 < dU+7 < dU-4 < dU-1 <dU+10
Naprawa nici dU+10 < dU+4 < dU-1 < dU-4 < dU+7 < dU-7 <dU-10

Tabela 3. Ogdlne trendy aktywnosci biatek zaangazowanych w proces naprawczy ssCDL i dsCDL zawierajacych
(5'S)-5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyne (ScdA) i (5'R)-5',8-cyklo-2"-deoksyadenozyne (RcdA) w ekstraktach jadrowych
linii XPC i BJ [118].

ScdA RcdA
Rozcigcie nici dU+5 <dU-5/+5 ~ dU-5 dU+5 < dU-5 <dU-5/+5
ssCDL | Wydtuzenie nici dU+5 < dU-5/+5 <dU-5
Naprawa nici brak
XPC
Rozciecie nici | dU+4 <dU-1<dU-4 <dU0 <dU+1 |dU+4 <dU-4 <dU-1 ~ dU+1 <dUO0
dsCDL| Wydluzenie nici dU+4 <dU-1<dU—+4
Naprawa nici dU-4 <dU-1 dU-1<dU—+4
Rozciecie nici dU+5 < dU-5/+5 <dU-5 dU+5 <dU-5 <dU-5/+5
ssCDL | Wydtuzenie nici dU+5 < dU-5/+5 <dU-5
Naprawa nici dU-5 <dU+5 brak
b Rozciecie nici | dU+4 <dU-1 <dU+1 <dU0 <dU—4 |dU+4 < dU-1 <dU-4 <dU+1 <dUO0
dsCDL| Wydluzenie nici dU+4 <dU-1<dU—+4
Naprawa nici dU-4 <dU-1
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5.2.1. Ocena wptywu (5°S)-5",8-cyklo-2"-deoksyadenozyny (ScdA) i (5'R)-5",8-cyklo-2"-deoksyadenozyny
(RedA) na proces naprawczy uszkodzen zespolonych przez ekstrakty cytoplazmatyczne pozyskane z linii
komérkowych xrs5, B] i XPC — Publikacja II

W ramach prowadzonych badan po raz pierwszy poddano analizie efektywnos¢ naprawy
uszkodzen zespolonych DNA zawierajacych miejsce AP i cdPu w ekstraktach cytoplazmatycznych.
Zagadnienie to zostalo zbadane poprzez sprawdzenie czy Dbialka zaangazowane
w przetwarzanie/naprawe uszkodzen DNA sg aktywne w cytoplazmie oraz czy aktywnosc tych biatek
rézni sie¢ w zaleznosci od miejsca wystepowania w komorce. Oceniono wydajnos¢ naciecia nici dsDNA,
pozniejsza synteze DNA, rekonstytucje i degradacje nici dsDNA przez biatka cytoplazmatyczne.
Zbadano wptyw odleglosci pomiedzy uszkodzeniami wystepujacymi w obrebie CDL oraz wptyw
diastereoizomeréw cdPu na proces naprawy dsDNA w cytoplazmie komorek linii xrs5, BJ i XPC.
W zaleznosci od formy diastereoizomerycznej cdA zaobserwowano odmienny wplyw na proces
naprawy uszkodzen DNA. Przyjeto, ze obecnos¢ (5'S) i (5'R) cdG réwniez wpltywa odmienne na
dzialanie systemu BER. Z wczesniejszych badan wynika, ze ScdG moze blokowac¢ replikacje i procesy
naprawcze bakterii E. coli z powodu niezdolnosci polimerazy do ominiecia struktury ScdG obecnej w
DNA [70,73]. Wplyw RcdG na te procesy jest znacznie rzadziej badany ze wzgledu na problemy
pojawiajace sie¢ podczas syntezy RedG i wlaczania jej do nici modelowych oligonukleotydow [73].
Dlatego tez potrzebne sa badania uwzgledniajace oba izomery cdG zlokalizowane w obrebie dsCDL
oraz wplyw ich obecnosci na naprawe pozostatych uszkodzen obecnych w klastrze.

Dokonano analizy optymalizacyjnej reakcji enzymatycznych w szlaku BER w celu doboru
odpowiedniej ilosci ekstraktu CE, ktora ustalono na poziomie 50 pg biatek. Aktywnos¢ enzymatyczna
biatek zaangazowanych w mechanizmy naprawcze w CE wzgledem ds-oligonukleotydu zawierajacego
pojedyncze miejsce AP (Kontrola 1) przedstawiala sie nastepujaco: aktywnos¢ endonukleolityczna
(tworzenie SSB w wyniku hydrolizy miejsca AP) po 1 minucie, aktywno$¢ polimeraz (dobudowa
minimum 1 nukleotydu do naprawianej nici) po 5 min, oraz rekonstytucje nici DNA po 120 min
inkubacji dsDNA z odpowiednim CE. Ponadto, zaobserwowano aktywnos¢ egzonukleolityczna
po 5 min reakcji. Potwierdza to obecnos¢ biatek egzonukleolitycznych w CE odpowiedzialnych m.in.
za degradacje obcego materialu genetycznego, a tym samym ochrone komdrki w sytuacji
wprowadzenia do komorki obcego DNA (np. w przypadku infekcji wirusowej). Obecnos¢ cdA
w dsDNA wymuszata degradacj¢ DNA bardziej niz obecno$¢ cdG (wyjatki: RedG/dU+4 > Red A/dU+4
i RedG/dU+7 > RedA/dU+7). Poziom degradacji tancucha kwaséw nukleinowych byl podwyzszony
o ok. 10% dla oligonukleotyddéw zawierajacych diastereoizomer (5'R) cdA i cdG w poréwnaniu
z diastereoizomerami (5'S). Ilos¢ jednostek 2’-deoksyrybonukleotydowych (dNU) uwolnionych
z taricucha DNA réznila sie w zaleznosci od wzglednej pozycji cdPu i SSB w obrebie CDL (od jednej do

szesciu dNU). Ponadto, analiza wykazata, Ze im wyzszy poziom degradagji nici, tym nizszy poziom
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rekonstrukgji uszkodzonej nici DNA. Przykltadowo, najwyzszy poziom aktywnosci egzonukleolitycznej
odnotowano dla oligonukleotydéw oznaczonych jako dU+1 przy najnizszym poziomie rekonstytugji
docelowego dsDNA. Jak wykazaty wczesniejsze badania, uszkodzenia zlokalizowane w pozydji +1 pz
od cdPu nie byly przetwarzane przez polimerazy jadrowe [86,117,118], w wyniku czego DNA zostato
przekierowane na $ciezke degradacji w cytoplazmie. Trendy obserwowane wczesniej dla naprawy
zespolonych uszkodzen DNA przez bialka ekstraktéw jadrowych pokrywaja sie z trendami
obserwowanymi dla ekstraktéw cytoplazmatycznych pochodzacych z linii komérkowej xrs5 (Tabela 4),
BJ i XPC (Tabela 5).

Tabela 4. Ogdlne trendy aktywnosci biatek zaangazowanych w proces naprawczy dsCDL zawierajacych (5'S)-5',8-
cyklo-2'-deoksyadenozyne (ScdA), (5'R)-5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyne (RedA), (5'5)-5',8-cyklo-2'-

deoksyguanozyne (ScdG) lub (5'R)-5',8-cyklo-2'-deoksyguanozyne (RedG) w ekstraktach cytoplazmatycznych linii
xrsb.

Rozciecie nici dU+4 <dU-1 <dU+1 <dU—4 ~ dUO0 < dU+7 <dU+10 < dU-10 < dU-7
Wydtuzenie nici dU-10 <dU-7 < dU+4 < dU-4 < dU+7 < dU-1 <dU+10
SedA Naprawa nici dU+10 < dU+4 < dU-1 < dU-4 <dU-10 < dU+7 < dU-7
Degradacja nici dU+7 < dU+4 <dU-1 <dU0 < dU+1 <dU-10
Rozciecie nici dU+4 < dU-1 <dU-4 <dU+1 <dUO0 ~ dU+10 < dU+7 < dU-10 < dU-7
Wydtuzenie nici dU-1 <dU+4 <dU-7 <dU-4 <dU+7 <dU-1 <dU+10
RedA Naprawa nici dU-10 ~ dU—+4 ~ dU+4 < dU-1 < dU+7 <dU-7
Degradacja nici dU-7 < dU+7 <dU+4 < dU-4 <dU-1 <dU0 <dU-10 ~ dU+1
Xe> Rozciecie nici dU-1<dU+4 <dU+1 < dU+7 < dU+10 < dUO ~ dU-7 < dU-4 < dU-10
Wydtuzenie nici dU+4 <dU—-4 <dU+7 <dU-1 <dU+10 <dU-7
SedG Naprawa nici dU-4 <dU-7 < dU+7 <dU-10
Degradacja nici dU+7 ~ dU+10 < dU+4 < dU+1
Rozciecie nici dU-1 <dU+4 <dU+7 <dU+10 < dU+1 <dU-4 <dU-7 <dU0 < dU-10
Wydtuzenie nici dU+4 < dU+7 <dU-7 ~ dU-1 <dU-4 <dU+10
RedG Naprawa nici dU-1<dU+4 <dU—4 <dU-10 < dU+7 <dU-7
Degradacja nici dU—4 <dUO0 ~ dU+10 < dU+1 < dU-10 < dU+7 < dU+4
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Tabela 5. Ogdlne trendy aktywnosci biatek zaangazowanych w proces naprawczy ssCDL i dsCDL zawierajacych
(5'S)-5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyne (ScdA) i (5'R)-5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyne (RcdA) w ekstraktach
cytoplazmatycznych linii XPC i BJ.

ScdA RcdA
Rozciecie nici dU+5 <dU-5/+5 <dU-5 dU+5 < dU-5 < dU-5/+5
Wydtuzenie nici dU+5 < dU-5/+5 <dU-5
ssCDL
Naprawa nici dU-5
Degradacja nici dU+5 < dU-5 <dU-5/+5 dU-5 <dU-5/+5 <dU+5
XPC
Rozciecie nici dU-1<dU+4 <dU+1 <dU0 <dU+4 |dU+4 <dU-1 ~dU0 < dU+1 <dU-4
Wydtuzenie nici dU+4 <dU-1<dU-+4 dU+4 <dU-4<dU-1
dsCDL
Naprawa nici brak
Degradacja nici | dU-1 <dU+1 ~dUO ~ dU+4 <dU-4 |dU+4 <dU-4 <dU-1<dU+1 <dU0
Rozciecie nici dU+5 < dU-5/+5 <dU-5 dU-5 <dU+5 ~ dU-5/+5
Wydtuzenie nici dU+5 < dU-5/+5 <dU-5
ssCDL
Naprawa nici dU-5 brak
Degradacja nici dU-5 <dU-5/+5 <dU+5 dU+5 <dU-5/+5 <dU-5
BJ
Rozciecie nici | dU+4 <dU-1<dU+1 <dU-4 <dU0 |dU+4 <dU-1<dU+1 <dU0 < dU-4
Wydtuzenie nici dU+4 <dU-1<dU-+4
dsCDL
Naprawa nici dU+1 brak
Degradacja nici dU-1 <dU+1 <dU0 dU-1<dU0<dU+1

Przeprowadzone przeze mnie analizy wykazaly, ze biatka o funkcji endonukleolitycznej sa
aktywne we wszystkich analizowanych CE wzgledem dsDNA z dwuniciowym rozmieszczeniem CDL
zawierajacym cdPu i miejsce AP oddalonych od siebie w nici DNA w zakresie od 0 do 4 pz w kierunku
5"1 3'. Najnizsza aktywno$¢ endonukleolityczna zaobserwowano dla oligonukleotydéw oznaczonych
dU+4 w przypadku wszystkich trzech badanych linii komérkowych i obu diastereoizomeréw cdPu.
Jest to zgodne z wcze$niejszymi wynikami, w ktérych miejsce AP znajdujace sie¢ w pozycji +4 [86,118]
lub +5 [66] wzgledem ScdA hamowato aktywno$¢ endonukleaz obecnych w NE. Ogdlna aktywnos$¢
endonukleaz w badanych ekstraktach CE byla nizsza dla dsDNA zawierajacego (5'R) w pordwnaniu
z (5'S). Komoérkowe ekstrakty pozyskane z linii XPC wykazaly aktywnos$¢ endonukleolityczng nawet
do 30% nizsza w przypadku obecnosci RedA w nici DNA dla oligonukleotydéw oznaczonych dUO,
dU-4 i dU+4, podczas gdy dla oligonukleotydéw oznaczonych dU+1 i dU-1 poziomy byly
poréwnywalne miedzy izomerami. Ekstrakty pozyskane z komdrek B] prezentowaty odwrotny trend -
obecnos$¢ RedA w nici DNA stymulowata hydrolize nici DNA w miejscu AP nawet 0 14% w pordwnaniu

z obecnosdcig ScdA. Ogdlna aktywnos$¢ endonukleolityczna byta zblizona w ekstraktach CE i NE
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komorek linii xrs5 i XPC—pozycje dU-1 i dU+4 najsilniej hamowaty dzialanie endonukleaz [86,118].
Wydajno$¢ hydrolizy nici dsDNA w miejscu AP réznita sie¢ w zaleznosci od rozmieszczenia
modelowych uszkodzen i wzrastata w kolejnosci przedstawionej w Tabeli 5.

Polimeraza 3 (PolP) ,,omija” RcdA podczas replikacji i naprawy DNA, jednak nie jest w stanie
omina¢ struktury ScdA [69]. Niniejsze badania wykazaty, ze Polf3 wydaje si¢ wykazywac¢ odwrotny
trend wzgledem cdG. W NE pozyskanym z komorek xrs5 aktywnos¢ polimeraz byta o 8-20% nizsza dla
oligonukleotydow zawierajacych RcdA niz w obecnosci ScdA, co jest zgodne z obserwowanag
efektywnoscig polimeraz obecnych w cytoplazmie komdrek xrs5. Polimerazy w obecnosci RedA/dU—4
i RedA/dU-1 w dsDNA byly o ok. 10% mniej aktywne niz dla 5'S [86]. Polimerazy obecne w CE linii
komorkowej XPC wykazywaty analogiczne trendy aktywnosci do tych zaobserwowanych dla komorek
linii xrs5. Wydajno$¢ wydtuzania nici DNA podlegajacego naprawie po 30 minutach byta najnizsza dla
oligonukleotydu oznaczonego dU+4 (w zakresie od 13 do 33%). Nowe jednostki dNU zostaty wiaczone
najefektywniej do nici oligonukleotydéw zawierajacych (5'S) lub (5'R) cdA/dU-4 w CE pozyskanych
z komorek linii B] oraz XPC. Zaobserwowano wlaczenie wiecej niz jednego dNU zaréwno dla izomeru
(5'S), jak i (5'R) (dobudowano cztery dNU do nici DNA w pozycjach dU-4 i dU+4), co sugeruje
dominujace dziatanie mechanizmu LP-BER, ktéry obserwowano réwniez we wczesniejszych badaniach
z udziatem ekstraktow jadrowych linii komoérkowych xrs5 i XPC [86,118]. Moze to wskazywac na
obecnos$¢ w cytoplazmie biatek, ktore nie ulegly translokacji do jadra lub na wyzsza aktywnos¢ biatek
niezbednych w przebiegu systemu LP-BER w cytoplazmie [208]. Aktywnos¢ polimeraz w CE byla
podobna lub nawet wyzsza niz w NE badanych linii komdérkowych. Nalezy zauwazy¢, Zze rozne
powtorzenia eksperymentalne wykazaty wydluzenie nici DNA w réznym stopniu, co $wiadczy
o koniecznosci dokfadniejszej analizy warunkéw wymaganych do aktywacji mechanizmu LP-BER
wzgledem DNA zawierajacego cdPu.

Eksperymenty wykonane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej sa pierwszymi, ktore opisuja
efektywno$¢ procesu naprawy dsDNA zawierajacego CDL z cdPu przez biatka zawarte w CE.
Diastereoizomery cdA (5'S) i (5'R) moga mie¢ odmienny wplyw biologiczny na komorke [66,73-79].
Poréwnujac wyniki uzyskane dla ekstraktéw NE i CE pozyskanych z linii XPC i xrs5 wykazatam,
ze system BER naprawia uszkodzenia w sasiedztwie ScdA z wyzsza wydajnoscig niz w sasiedztwie
RcdA. Prawdopodobnie wynika to z faktu, ze izomer (5'R) znieksztalca helise DNA w wiekszym
stopniu niz (5'S) [209] oraz ze zmiany zlokalizowane w kierunku 3'-konca przeciwleglej nici dla dsCDL
i kierunku 5'-konca tej samej nici dla ssCDL sg efektywniej procesowane przez biatka jadrowe
zaangazowane w mechanizm BER, co potwierdzaja réwniez wczesniejsze badania [66]. Ogolne trendy
wczesniej oznaczone dla ekstraktow jadrowych pokrywaja sie z tymi obserwowanymi dla ekstraktow

cytoplazmatycznych pochodzacych z komorek linii xrs5, BJ i XPC [86,118].
ytop tycznych p y
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W przypadku CDL zawierajgcego uszkodzenia w pozycjach dUO oraz dU+1 nie zaobserwowano
wbudowywania nowych nukleotyddéw do nici DNA, a tym samym pdzniejszej rekonstytucji. Jest to
zbiezne z wynikami wczesniejszych badan z wykorzystaniem NE —dla oligonukleotydéw oznaczonych
dUO i dU+1 (dla obu diasterecizomeréw cdA) etap ligacji fragmentéw naprawianej nici nie byt
zaobserwowany [66,86]. Aktywnos¢ bialek zaangazowanych w naprawe DNA byla wyzsza dla
oligonukleotydéw zawierajacych ScdA niz RedA (wyjatki: RedA/dU-1 > ScdA/dU-1 i RedA/dU+4 >
ScdA/dU+4), co odpowiada obserwacjom dokonanym dla biatek zaangazowanych w naprawe w NE
[86]. W przypadku cdG aktywno$¢ bialek zaangazowanych w naprawe DNA byla wyzsza dla
oligonukleotydow zawierajacych RedG niz ScdG z wyjatkiem ScdG/dU-10>RcdG/dU-10. Efektywnos¢
rekonstytucji nici DNA zawierajacej ¢dG i miejsce AP w pozycjach dU—4 i dU+4 byla zblizona
do tej zaobserwowanej dla oligonukleotydéw zawierajacych w swojej sekwencji cdA—ScdG/dU—4
naprawiany byl 2,7-raza wydajniej niz ScdG/dU+4. Odwrotnie, w przypadku RedG, wartos¢ ta byla
1,7-krotnie wyzsza dla RcdA/dU-4 niz RcdA/dU+4, podczas gdy byly one poréwnywalne
w przypadku obecnosci cdA w nici DNA. Ogdlny trend aktywnosci biatek zaangazowanych w procesy
naprawy BER w ekstraktach cytoplazmatycznych byl zgodny z trendem opisanym dla ekstraktow
jadrowych. Wykazano, ze catkowita efektywno$¢ naprawy nici DNA byta nizsza w CE w poréwnaniu
z NE [86]. Wyniki analiz potwierdzily, iz rozmieszczenie zmian i diastereoizomer cdPu wplywaja na
efektywno$¢ naprawy miejsca AP wystepujacego w obrebie CDL zawierajacego cdPu w wyniku
aktywnosci biatek obecnych w ekstraktach cytoplazmatycznych badanych eukariotycznych linii

komorkowych.

5.2.2. Ocena wptywu (5'S) i (5'R) 5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyny (cdA) oraz 5',8-cyklo-2’-deoksyguanozyny
(RedG) na proces naprawczy uszkodzen zespolonych przez ekstrakty mitochondrialne pozyskane z linii
komérkowej xrs5 — Publikacja 111

Gléwnym elementem niniejszej pracy bylo zbadanie catkowitej aktywnosci dwdch etapdw szlaku
naprawy DNA mtBER (nacigcia nici wynikajace z calkowitej aktywnosci endonukleolitycznej
mitochondriéw i wydtuzenia nici poprzez dobudowe nowych nukleotydéw katalizowang przez
polimerazy) w obecnosci CDL zawierajacego miejsce AP i cdPu w niciach DNA. Mutacje powstajace
w wyniku dziatania ROS na genom pojawiajg si¢ w mtDNA przy nizszym stezeniu ROS niz w nDNA
[43]. Eksperymenty na kardiomiocytach szczuréw pokazuja, ze poddanie komérek dziataniu HO:
moze prowadzi¢ do spadku aktywnosci komplekséw I, IIT i IV 0 50% w ciagu 10 min [171]. Wiedza
o tym, jak obecnos¢ cdPu wplywa na naprawe mitochondrialnego DNA moze prowadzi¢ do nowych
zastosowart w medycynie i/lub rozwoju nowych farmaceutykéw ze wzgledu na diagnostyczny

potencjat cdPu [75,210,211].
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Analiza obejmowata ocene cdA i cdG, postaci diastereomerycznej cdPu oraz odlegtosci pomiedzy
cdPu a miejscem AP (1-7 par zasad w kierunku konca 3" i 5" nici DNA) pod katem ich aktywnosci
naprawczej w ekstraktach mitochondrialnych (ME) komorek xrs5 (linia komdrkowa jajnika chomika
chinskiego wrazliwa na promieniowanie rentgenowskie). Na podstawie analizy literaturowej
okredlitam, iz jest to pierwsza tego typu analiza wplywu zaréwno (5'S), jak i (5'R) cdPu na
mitochondrialny przebieg naprawy drugiego uszkodzenia zlokalizowanego w obrebie CDL
(prawdopodobnie z powodu trudnosci z chemiczng synteza RcdG). Przeprowadzono weryfikacje
aktywnosci enzymatycznej ME, ktdra zostata potwierdzona kwalifikujac otrzymany ME do dalszych
etapow badan.

Uzyskane wyniki wykazaty, iz wzgledna odleglo$¢ miedzy pojedyncza zmiang (miejscem AP)
zlokalizowana na jednej nici a cdPu zlokalizowanym na nici komplementarnej wptywa na zdolnosé¢

naprawy pierwszego z uszkodzen zgodnie z trendami przedstawionymi w Tabeli 6.

Tabela 6. Ogdlne trendy aktywnosci biatek zaangazowanych w proces naprawczy dsCDL zawierajacych (5'S)-5',8-
cyklo-2'-deoksyadenozyne (ScdA), (5'R)-5',8-cyklo-2'-deoksyadenozyne (RedA), (5'5)-5',8-cyklo-2'-
deoksyguanozyne (ScdG) lub (5'R)-5',8-cyklo-2'-deoksyguanozyne (RcdG) w ekstraktach mitochondrialnych linii
X1s5.

Rozciecie nici dU+4 <dU-1 <dU+7 ~dU0 < dU+1 <dU-4 <dU-7
Sedd Wydtuzenie nici dU+4 <dU+7 <dU—4 <dU-1 <dU-7
Rozciecie nici dU+4 <dU+7 <dU-1<dU+4 ~ dU+1 ~dU-7 <dU0
fed Wydtuzenie nici dU+4 <dU+7 <dU—4 <dU-1 <dU-7
Xre Rozciecie nici dU-1<dU+4 <dU+1 <dU-7 ~dU+7 <dU-4 <dU0
Sede Wydtuzenie nici dU+4 <dU+7 <dU-1 <dU-4 <dU-7
Rozciecie nici dU—4 <dU+1 ~dU+4 <dU+7 < dU-1 <dU0 < dU-7
ede Wydtuzenie nici dU+4 < dU-7 <dU-1 <dU-4 <dU0 <dU+7

Badania uwzgledniaty analize catkowitej aktywnosci endonukleolitycznej mitochondriéw, ktorej
wynikiem jest naciecie nici DNA w miejscu AP. Prawie wszystkie badane oligonukleotydy zostaty
nacigte po 30 min inkubacji z ME z ok. 80-92% wydajnoscia. Wyjatki stanowity wyniki uzyskane
dla ScdG/dU-1, ScdA/dU+4 i RedA/dU+4, gdzie po 6h osiagnieto wydajnos¢ na poziomie ok. 50-60%,
przy czym byta ona nizsza dla oligonukleotydéw zawierajacych cdG niz dla tych zawierajacych cdA.
Co ciekawe, aktywno$¢ endonukleaz wzgledem Kontroli 1 (z pojedynczym miejscem AP) byta nizsza
(71,92% po 30 min) niz ta odpowiadajaca dupleksom zawierajacym dwuniciowe CDL. Wskazuje to,
iz obecnos¢ cdA w CDL stymuluje aktywnos¢ endonukleaz. Wyniki wydaja sie by¢ zgodne z faktem,
ze gtéwna endonukleaza bioraca udziat w BER, APE1, musi pozostawa¢ zwiazana z dsDNA podczas

hydrolizy nici w miejscu AP. Miejsce AP w pozycji dU+4 hamuje aktywno$¢ endonukleolityczng ME,
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co jest zgodne z wczesdniejszymi obserwacjami dla NE i CE [66,86]. Efektywnos$¢ naciecia przeciwleglej
nici byta wyzsza dla oligonukleotydéw zawierajacych RedA Iub ScdG niz dla tych zawierajacych ScdA
lub RedG w swojej sekwencji. Jest to sprzeczne z wczesniej badanym NE, gdzie obecno$é¢ ScdA
w dsDNA zwiekszata poziom ciecia w miejscu AP w wigkszym stopniu niz obecno$¢ RcdA [86].
Pozwala to stwierdzi¢, ze obecnos¢ ScdA w mtDNA jest mniej korzystna niz obecnos¢ RedA dla
przebiegu reakcji enzymatycznego rozcinania nici DNA w miejscu AP przez endonukleaze APE1 lub
inne enzymy wykazujace aktywno$¢ endonukleolityczng (glikozylazy DNA/liazy AP np. NEIL1,
OGGI1, NTH). Aktywnos¢ endonukleolityczna biatek w ME byta o ok. 20% nizsza w poréwnaniu
z wczedniej badanymi ekstraktami jadrowymi (NE) [86]. Co wiecej, hydroliza miejsca AP trwata dtuzej
w przypadku ME (30 min) niz NE (1 min) [86]. Wiekszos¢ biatek mitochondrialnych zaangazowanych
w naprawe DNA jest translokowana do mitochondriéw dopiero po wykryciu uszkodzenia mtDNA
przez komorke. Jednym ze znanych przykladow jest APE1, ktdry jest , przechowywany” i w razie
potrzeby translokowany z przestrzeni miedzybtonowej do macierzy mitochondrialne;j.
Prawdopodobnie mniejsza ilos¢ APE1 jest obecna w mitochondriach z nieuszkodzonym DNA [212].
Dlatego tez moze uplynac¢ wiecej czasu, zanim uszkodzone mtDNA zostanie rozpoznane i wyciete
z genomu mitochondrialnego. Przeprowadzone przeze mnie badania dotyczyty komoérek w stanie
homeostazy (bez zewnetrznych czynnikéw uszkadzajacych hodowle komoérkowa), co mogto
skutkowa¢ matq iloscia biatek o aktywnosci endonukleolitycznej obecnych w ME. Miejsca AP
zlokalizowane w mtDNA w kierunku konca 5’ i 3' nici DNA od cdPu byty hydrolizowane ze zblizona
wydajnoscia. Jest to sprzeczne z wynikami dotyczacymi NE linii komoérkowej xrs5, w przypadku ktérej
miejsca AP zlokalizowane w kierunku konca 5 od cdPu w nici DNA byly hydrolizowane mniej
efektywnie [86].

Przeprowadzono analize calkowitej aktywnosci polimeraz obecnych w ME komorek linii xrs5.
Polimerazy odgrywaja kluczowa role w replikacji i naprawie materialu genetycznego zaréwno
w jadrze, jak i mitochondriach, jednak pula polimeraz mitochondrialnych rézni sie od puli jadrowej.
Oprécz najlepiej scharakteryzowanej mitochondrialnej polimerazy replikacyjnej vy (Poly),
w mitochondriach wykryto réwniez inne polimerazy np. polimeraza (3 (PolB), PrimPol, podjednostka
polimerazy C Rev3 (PolZ), polimeraza 0 (PolQ) [148]. Badania przeprowadzone przez Bohra i in.
wykazaly, ze Pol byla bardziej skuteczna podczas procesu naprawy w wypelnianiu
jednonukleotydowej luki powstatej po wycieciu uszkodzenia niz Poly [213].

Aktywno$¢ polimeraz zostata wykryta dla wiekszosci badanych oligonukleotydow. Wyjatek
stanowily oligonukleotydy oznaczone dUO i dU+1 dla ktdérych nie zaobserwowano syntezy DNA,
co jest zgodne z wczesniejszymi wynikami uzyskanymi z wykorzystaniem NE i CE. Wydajnosc¢

polimerazy dla Kontroli 1 osiggnela 35,16% po 6 h, co w przypadku NE osiagnieto po 30 min [86].
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Co ciekawe, dla RedG/dUO zaobserwowano dobudowanie jednej jednostki dNU we wszystkich
powtdrzeniach eksperymentalnych. Moze to wskazywac na dziatanie polimeraz, takich jak PrimPol
zdolnych do omijania zlozonych uszkodzen DNA takich jak cdPu. Dla wiekszosci badanych
oligonukleotydow wykazano dobudowanie 1 dNU, co moze wskazywa¢, ze SP-BER jest gtéwnym
szlakiem naprawczym w mitochondriach dla analizowanego modelu dsCDL. Ponadto, wyniki
uzyskane dla ScdG/dU-1 i RedG/dU-7 zaobserwowano wstawienie 2 dNU. Taka réznica w odlegtosci
i pomiedzy izomerami moze wynika¢ z faktu, ze (5'R) i (5'S) moga wymusza¢ rézne zmiany
strukturalne podwojnej helisy. W przypadku eksperymentéw z ekstraktem jadrowym, réwniez
odnotowano dobudowe 2 dNU (dla oligonukleotydéw oznaczonych RecdA/dU-7, RedA/dU+10,
RedG/dU+10, ScdG/dU+10 i RedG/dU-4) [86].

Ogdlny trendy aktywnosci polimeraz obserwowane dla ME sa zbiezne z trendami
obserwowanymi dla NE—uszkodzenia DNA zlokalizowane w obrebie CDL w strone konca 5’ nici
od cdPu stanowiq gorszy substrat dla polimeraz mitochondrialnych niz te zlokalizowane w strong
konca 3'. Diastereoizomery cdPu maja rézny wplyw na synteze DNA podczas naprawy genomu,
co wykazano w przedstawionych badaniach. Ogdélna efektywnos¢ dobudowy nowych nukleotydow
byta do 8% wyzszy dla RcdA niz ScdA (z wyjatkiem ScdA/dU+4) i 21-66% wyzsza dla ScdG niz RedG
(z wyjatkiem ScdG/dU+7). Obserwacje te moga wskazywac na zdolnos¢ polimeraz mitochondrialnych
do ominigcia RedA w nici DNA, co nie zostato zaobserwowane dla nici zawierajacej ScdA. Co ciekawe,
polimerazy wykazaly odwrotng aktywnos¢ wzgledem diastereoizomeréw cdG, co zaobserwowano
réwniez we wczesniejszych badaniach z wykorzystaniem NE [86]. Roznica nawet jednego nukleotydu
w odlegtosci pomiedzy uszkodzeniami w obrebie CDL moze w odmienny sposob wptynac na naprawe
mtDNA. Ze wzgledu na powyzsze, wazne jest szczegdtowe zbadanie mechanizmdéw naprawy tego typu
uszkodzen w genomie mitochondrialnym. Badania te nie sq jednak powszechne réwniez ze wzgledu
na trudno$ci zwigzane z pozyskaniem wystarczajacych ilosci ekstraktéw mitochondrialnych z komorek

réznego typu.

5.3. Wptyw 5°8,-cyklo-2"-deoksyadenozyny na mutagennosé w modelu bakteryjnym Escherichia coli —
Publikacja IV

W ramach przedstawionej rozprawy doktorskiej dokonano oceny wptywu (5'S)-5',8-cyklo-2'-
deoksyadenozyny (ScdA) i (5'R)-5',8-cyklo-2"-deoksyadenozyny (RcdA) na proces naprawczy
uszkodzen zespolonych przez komorki bakteryjne E.coli [214]. Nastepnie dokonano analizy
poréwnawczej wptywu ScdA i RcdA na czestotliwos¢ powstawania mutacji podczas procesow
naprawczych uszkodzen zespolonych DNA w komorkach bakteryjnych i ekstraktach

mitochondrialnych komorek eukariotycznych linii xrs5. Analiza optymalizacyjna procesu zostata
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przeprowadzona na podstawie wczesniejszych badan mechanizméw naprawczych w modelu
bakteryjnym E.coli [70,78,84,215-219]. Mutacje wynikajace z obecnosci CDL scharakteryzowatam na
podstawie analizy sekwencji DNA otrzymanych w wyniku transformacji bakterii plazmidowym DNA
zawierajacym badane oligonukleotydy. Uzyskane wyniki wykazaly, ze czesto$¢ mutacji byta znacznie
wyzsza dla badanych CDL niz dla oligonukleotydu nieposiadajacego uszkodzen i oligonukleotydow
zawierajacych pojedyncze uszkodzenia (dU lub cdA). Ponadto, nie zaobserwowano wystgpienia
mutacji dla oligonukleotydéw zawierajacych izolowane uszkodzenia w dsDNA (Kontrola 1-3) -
pojedyncze uszkodzenia (dU i cdA) zostaly skutecznie usunigte przez bakteryjne systemy naprawy
DNA a prawidlowa sekwencja DNA plazmidowego przywrdcona. Odmiennie sytuacja prezentowata
sie w przypadku obecnosci w DNA uszkodzen zespolonych zawierajacych Scd A lub Red A w jednej nici
i dU w nici komplementarnej (odleglos¢ miedzy uszkodzeniami < 4 pz). W przeprowadzonych
badaniach wykazatam, ze obecnos¢ RcdA w DNA prowadzita do mniejszej czestosci powstawania
mutacji niz obecnos¢ ScdA. Ta obserwacja jest zgodna z wczesniejszymi badaniami CDL, w ktérych
RcdA byto naprawiane efektywniej niz ScdA przez ekstrakty jadrowe i mitochondrialne z komdrek
eukariotycznych [86,117,118]. RedA powoduje wygiecie podwdjnej helisy DNA w wigkszym stopniu
niz ScdA, stad enzymy naprawcze DNA efektywniej rozpoznaja uszkodzenie i usuwaja je z sekwencji
plazmidu [209]. Ponadto, replikacja w Escherichia coli moze by¢ blokowana przez izomer (5'S) cdGicdA,
ale nie przez izomer (5'R) [69,70,72,78]. Z drugiej strony, wczesniejsze badania wykazaty, ze naprawa
uszkodzen w obrebie sekwencji zawierajacej uszkodzenia zespolone zachodzi w okreslonej kolejnosci,
aby zminimalizowaé¢ prawdopodobienstwo powstawania potencjalnie $miertelnych dla komorki
peknie¢ dwuniciowych [113,115,214] Uzyskane przeze mnie wyniki rowniez moga wskazywac na
hierarchiczno$¢ w naprawie uszkodzen DNA [115].

Wyniki pokazuja, ze odlegto$¢ 4 pz pomiedzy uszkodzeniami w kierunku obu koncow nici
DNA jest wystarczajaca do poprawnego usuwania dU i cdA z DNA. Oligonukleotydy oznaczone jako
dU+4 i dU—4 dla obu diastereoizomeréw nie wykazaly zmian w sekwencji (w poréwnaniu z natywnym,
nieuszkodzonym substratem). Jedyny wyjatek wystapit w przypadku oligomeru zawierajacego ScdA
w jednej nici i dU zlokalizowanego 4 pz w kierunku korica 3' w komplementarnej nici (oznaczonego
jako ScdA/dU-4) jako pojedynczy przypadek delecji 22 pz w miejscu ScdA. Ponadto, warto zauwazy¢,
ze pozycja dU+4 powodowala wiele istotnych trudnosci podczas naprawy dla komdrek
eukariotycznych, tj. zaburzone wydtuzanie nici przez polimerazy, brak ligacji i degradacje nici
w przypadku eksperymentdw z wykorzystaniem CE. Wydawac by sie mogto, ze w przypadku zywego
organizmu, takiego jak omawiany model bakterii E. coli dU+4 nie jest problematyczne. Wykazano,
iz najbardziej mutagenne warianty wsrod badanych dupleksow to te oznaczone jako dUO, dU-11i dU+1.

Obserwacja najwyzszego potencjalu mutagennego dla CDL zawierajacych dU zlokalizowane 1 pz
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w kierunku 5'-korica nici od cdA jest zgodna z wczesniejszymi badaniami [66,86,87,117,118,214,215].
Najczestsza mutacja w przypadku ScdA/dU+1 byla delecja dU::G (30,8%), za$ druga najczestsza
mutacjq byta tranzycja U:::G — T::A. Dla wariantu RedA/dU+1 zaobserwowano odwrotne wyniki, gdzie
najczestszq mutacja bylta tranzycja U:::G — T::A (36,4%), podczas gdy delecja pary dU::G byta druga
najczestsza mutacja w obszarze sekwencji zawierajacej uszkodzenie zespolone. Dla wariantu
ScdA/dU-1 najczestsza mutacje stanowita delecja pary dU:::G. W przypadku RedA/dU-1 delecje dU:::G
i C::G zlokalizowane w pozycji +1 wzgledem cdPu wykazywaly jednakowa czestos¢ mutacji (22,2%).
Zmiany zlokalizowane naprzeciwko siebie w obrebie CDL (pozycja dU0) powodowaty delecje gtéwnie
w miejscu uszkodzenia oraz w pozycjach +1 i +2. Co ciekawe, zaobserwowano réwniez delecje
w odlegltodci 4-5 pz od cdA w przypadku obu izomeréw dla cdA/dU+1 [220]. Moze to sugerowac
aktywno$¢ systemu naprawczego typu NER opartego o aktywnos¢ kompleksu UvrABC, ktéry nacina
ni¢ DNA w odlegtosci ok. 4 pz od uszkodzenia [221-224]. Do tej pory potwierdzono aktywnos¢ UvrABC
jedynie wzgledem ScdA i ScdG [70,225,226]. Czesto$¢ mutacji analizowana byta w poréwnaniu z DNA
zawierajacym wyjsciowo pojedyncze kontrolne uszkodzenie (dU). Ponadto dokonano oceny wpltywu
odleglo$ci miedzy uszkodzeniami oraz diastereoizomeréw cdA na efekt naprawy DNA przez komorki
bakteryjne. Przedstawione wyniki wskazuja, ze CDL zawierajace cd A zlokalizowane 0-1 pz od drugiego
uszkodzenia (miejsca AP) sa wysoce mutagenne dla E. coli. Uzyskane wyniki sg zbiezne z obserwacjami

dokonanymi dla ekstraktéw uzyskanych z komoérek eukariotycznych.
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6. Podsumowanie wynikéw i wnioski

Kazda komorka musi posiada¢ skuteczne systemy naprawcze, aby przeciwdziata¢ licznym
uszkodzeniom DNA powstajacym w wyniku dzialania czynnikow endo- i egzogennych,
np. promieniowania, metabolitéw, zanieczyszczen [227]. W komoérkach czlowieka pojawia sie okoto
3-10"7 uszkodzert DNA na godzine [74]. Dlatego tez dla przetrwania catego organizmu kluczowe jest
rozpoznanie i naprawa powstajacych uszkodzen. Uszkodzenia zespolone DNA sg szczegdlnym
ich rodzajem definiowanym jako obecnos¢ dwdch lub wiecej zmian w obrebie 1-2 skretow helisy DNA.
Ten rodzaj uszkodzen wystepuje posrednio w efekcie oddzialywania promieniowania jonizujacego
na materiat genetyczny. Poziom RcdA i ScdA u ludzi miesci sie w zakresie od 0,01 do 0,1 uszkodzen na
106 nukleozydéw DNA, podczas gdy dla RedG i ScdG jest to odpowiednio 2 i 10 uszkodzen na
106 nukleozydéw DNA [79,211]. CdPu ze wzgledu na swoja ztozona strukture wptywaja na strukture
przestrzenng DNA [66]. W konsekwencji, inne zmiany w obrebie CDL sa mniej podatne na dziatanie
bialek naprawczych [66,74]. Wyniki przedstawione w niniejszej pracy uzupelniaja wczesniejsze badania
w tej dziedzinie i pokazuja, ze proces naprawy CDL wymaga dalszych, szczegétowych badan.

Szczegdtowa wiedza o tym, jak rozklad uszkodzen na nici DNA w obrebie CDL wplywa
na efektywnos¢ proceséw naprawczych, moze mie¢ dalsze zastosowanie w radioterapii, np. przy
okreslaniu terapeutycznej dawki promieniowania. CdPu sa naprawiane gléwnie przez system NER,
ktdry jest nieaktywny w mitochondriach lub posiada defekty jak w przypadku trichotiodystrofii,
syndromu Cockayne’a i skory pergaminowej (Xeroderma Pigmentosum) [89,126]. Nagromadzenie cdPu,
ktére obserwowane jest u pacjentéw z XP moze by¢ przyczyna rozwoju i nasilenia objawow
wynikajacych z defektu systemu NER [76,228]. Diastereoizomer (5'R) jest naprawiany wydajniej
niz (5'S) zaréwno w przypadku 5'8-cyklo-2'-deoksyadenozyny (cdA) jak i 5',8-cyklo-2'-
deoksyguanozyny (cdG) wskazujac na biologiczne znaczenie stereochemii cdPu [229].
Diastereoizomery (5'S) i (5'R) cdPu wplywaja na system naprawczy BER w odmienny sposob, przy
czym przyjmuje sig, Ze nie stanowig one substratu dla tego systemu naprawczego ze wzgledu na brak
specyficznych glikozylaz wykrywajacych te struktury [73]. CdPu wplywaja na geometri¢ helisy DNA
w kierunku 5'-konica od zmiany i hamujg aktywno$¢ systemu BER [67,68].

Badania pokazuja, ze w klastrach zawierajacych ScdA i miejsca AP naprawa jest hamowana dla
miejsc AP zlokalizowanych w nici dsDNA blizej niz osiem zasad nukleotydowych od ScdA [66].
Aktywno$¢ enzymow zaangazowanych w pierwsze dwa etapy etapow szlaku BER (UDG i APEL1) jest
zmniejszona dla CDL zawierajacego cdA [87]. Aby zrozumie¢ potencjalne biologiczne konsekwencje
obecnosci CDL w genomie, konieczne jest szczegdlowe poznanie przebiegu naprawy CDL

w komodrkach o fizjologicznym poziomie enzymoéw naprawczych.
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Mitochondrialna naprawa zespolonych uszkodzen DNA zawierajacych cdPu nie jest dobrze
poznana. Ze wzgledu na techniczne trudnosci w badaniu wytacznie mitochondrialnych frakgji
biatkowych wiele pytan dotyczacych ich funkcji pozostaje bez odpowiedzi. Z drugiej strony, naprawa
mtDNA ma kluczowe znaczenie dla metabolizmu energetycznego i przezycia komoérek. CdPu
wplywaja na zmiany struktury DNA, a ich obecno$¢ w mtDNA moze prowadzi¢ do uposledzenia
mechanizmdéw molekularnych zwiazanych z zachowaniem niezmienionej informacji genetycznej [66].

Badania przedstawione w ramach niniejszej pracy wykorzystuja oligonukleotydy stanowiace
model uszkodzen zespolonych DNA. Badany uklad uszkodzen zawieral dU (bedacy prekursorem
miejsca AP w eksperymentach wykorzystujacych ekstrakty komorek eukariotycznych) oraz cdPu
(ScdA/RcdA lub ScdG/RedG) oddalonych od siebie w zakresie od 0 do 10 pz i zlokalizowanych
w tej samej lub w przeciwlegltych niciach badanego modelu dsDNA. Do badain wykorzystano
odpowiednie frakcje biatkowe zawarte w ekstraktach komdrkowych trzech linii komoérkowych (xrs5,
BJ, XPC).

Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaly wyrazne rdéznice w aktywnosci biatek
naprawczych w przypadku obecnosci diastereoizomerow (5'S) i (5'R) badanych uszkodzen cdPu
znajdujacych si¢ w obrebie CDL. Poszczegdlne etapy naprawy obserwowanej dla miejsca AP
reprezentowane przez produkty reakcji enzymatycznych pozwolily mi okresli¢ wplyw rodzaju cdPu,
diastereoizomeréw (5'S) i (5'R) oraz rozmieszczenia uszkodzen na proces naprawy miejsca AP.
Ze wzgledu na niewielka liczbe badan nad biatkami mitochondrialnymi zaangazowanymi w mtBER
w kontekscie uszkodzen zespolonych DNA konieczne sg dalsze, bardziej szczegélowe badania.
Pomimo uzyskanych wynikdw, pozostaje niewyjasnione, dlaczego obecno$¢ okreslonego izomeru
poszczegolnych cdPu w pewnych odlegtosciach od innej zmiany w CDL utatwia/umozliwia dziatanie
enzymow naprawczych, zas inne wzgledne pozycje uszkodzen w klastrze uniemozliwiaja prawidlowy
przebieg procesu naprawy DNA.

W ramach realizacji prac badawczych zaprezentowanych w niniejszej rozprawie doktorskiej:

o Ustalitam wyjsciowy poziom aktywnosci enzymatycznej poszczegoélnych etapéw procesu
naprawy przez wyciecie zasady BER dla ekstraktow jadrowych komodrek linii xrs5, BJ i XPC do
dalszych eksperymentdéw obejmujacych ekstrakty cytoplazmatyczne i mitochondrialne [86,118].
Wykazatam, iz wydajnos$¢ naciecia naprawianej nici (zawierajacej miejsce AP) jest nizsza, gdy
w dsDNA obecne jest RedA lub RedG w poréwnaniu z ScdA lub ScdG. Wykazatam, iz aktywnos¢
endonukleaz jest poréwnywalna lub wyzsza w obecnosci uszkodzen zespolonych zawierajacych
cdPu i miejsce AP niz dla kontrolnego oligonukleotydu zawierajacego pojedyncze uszkodzenie
(miejsce AP). W przypadku gdy przerwa o dtugosci 1 nukleotydu wynikajaca z trawienia miejsca

AP przez endonukleazy znajduje sie naprzeciwko cdPu (pozycja dUO) lub 1 pz w kierunku korica
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5' nici (pozycja dU+1) aktywnos¢ polimeraz jest zablokowana, co skutkuje brakiem pdzniejszej
naprawy uszkodzenia. Naprawa nici DNA zawierajacej miejsce AP zachodzi efektywniej
w obecnosci diastereoizomeréw (5'S) niz (5'R) obu cdPu zlokalizowanych na przeciwlegtej nici
DNA. Wykazatam, iz naprawa nici (koncowy etap procesu naprawy BER—odtworzenie
poprawnej sekwencji zasad w wyniku ligacji fragmentéw nici) jest utrudniona dla uszkodzen
znajdujacych sie <10 pz po stronie 5'-konica cdPu w poréwnaniu do tych zlokalizowanych <10 par
zasad po stronie 3'-konca cdPu;

Wykazatam, ze biatka zaangazowane w naprawe zespolonych uszkodzen DNA sa aktywne
w ekstraktach cytoplazmatycznych, czyli bezposrednio po ich biosyntezie a jeszcze przed ich
translokacjg do jadra lub mitochondrium. Wykazatam, iz catkowita wydajno$¢ naprawy jest nizsza
w ekstrakcie cytoplazmatycznym niz w jadrowym (niektdre biatka naprawcze zyskuja pelna
aktywnos$¢ dopiero po translokacji do miejsca docelowego dzialania np. jadra komorki).
Wykazatam, iz zarowno w cytoplazmie jak i w mitochondriach skuteczna naprawa dsDNA
zawierajacego dwuniciowy model CDL zalezy od pozydji i odleglosci pomiedzy cdPu a miejscem
AP. Dokonatam oceny ogolnych trendéw catkowitej aktywnosci bialek naprawczych
w cytoplazmie i wykazatam ich zbieznos¢ z trendami opisanymi dla ekstraktéw jadrowych
komorek linii xrs5, B] i XPC. Wykazalam réznice w ogdlnej aktywnosci biatek zaangazowanych
w naprawe dsDNA (zawierajacych jedno- i dwuniciowe CDL obejmujace dwa uszkodzenia
w obrebie CDL (cdPu i miejsce AP) oddalone do 7 zasad w kierunku 3’ i 5" konca nici) pomiedzy
izomerami (5'S) i (5'R) oraz pomiedzy cdA i cdG w ekstraktach cytoplazmatycznych linii
komoérkowych xrs5, BJ i XPC i ekstraktach mitochondrialnych linii xrs5. CdPu oraz miejsce AP
zlokalizowane w przeciwleglych niciach DNA naprzeciwko siebie lub oddalone o 1 pz (pozycja
dUO Iub dU+1) w kierunku 5-konca nici DNA wykazuja hamujacy wplyw na aktywnos¢
endonukleaz i polimeraz w eukariotycznych ekstraktach komdrkowych komdrek linii xrs5, BJ
i XPC. Ponadto, zaobserwowatam wzmozona degradacje nici DNA badanych oligonukleotydow,
w ktorych uszkodzenia byty zlokalizowane +1 pz od cdA w CDL (pozycja dU+1), co moze
wskazywa¢ na konkurencyjne dziatanie biatek bioracych udzial w naprawie i degradacji DNA
w ekstraktach cytoplazmatycznych linii komdrkowych xrs5, BJ i XPC;

Wykazatam zgodnos¢ trendéw catkowitej aktywnosci enzymatycznej poszczegdlnych etapow
naprawy systemu mtBER z trendami obserwowanymi w przypadku ekstraktéw
cytoplazmatycznych i jadrowych linii komdrkowej xrs5. Wykazalam, ze skutecznos¢
poczatkowych etapéw systemu naprawczego mtBER (rozcigcie i wydluzenie nici) zalezy
od odleglosci i kierunku miedzy miejscem AP a cdPu w obrebie dwuniciowego CDL oraz od

rodzaju i diastereomeru cdPu. Wykazatam, iz badane etapy mtBER przebiegaly z nizsza

-57-



wydajnoscia w przypadku miejsc AP zlokalizowanych po stronie 5'-konca cdPu, w poréwnaniu
z tymi po stronie 3'-konica cdPu. Wykazalam, iz calkowita aktywnos$¢ endonukleolityczna
ekstraktu mitochondrialnego komorek linii xrs5 byta wyzsza w przypadku obecnosci cdPu w CDL
w poréwnaniu z pojedynczym uszkodzeniem (miejscem AP), a takze w przypadku
oligonukleotydow zawierajacych RcdA lub ScdG niz ScdA lub RedG. Wykazatam, iz proces
dobudowania nowych nukleotydéw przez polimerazy w mtBER zostal zahamowany
w przypadku naprawy miejsc AP zlokalizowanych w kierunku 5'-konca od cdPu, podczas gdy
w przypadku naprawy miejsc AP zlokalizowanych w kierunku 3'-korica od cdPu zostat
wzmocniony w poréwnaniu z pojedynczym uszkodzeniem (miejscem AP);

Wykazatam, iz skutki uszkodzen zespolonych zawierajacych cdA i dU umiejscowionych
naprzeciwko siebie lub oddalonych o 1 pz zlokalizowanych w przeciwlegltych niciach DNA
sq zbiezne w przypadku eukariotycznych modeli in vitro oraz modelu bakteryjnego.
Wykorzystujac model bakteryjny Escherichia coli wykazatam, iz cdA zlokalizowane 0 lub 1 pz
od dU w przeciwlegtej nici DNA w obrebie CDL prowadzi do powstania licznych mutagji.
Obecnos¢ uszkodzen zespolonych zawierajacych ScdA i dU w pozycji +1 powoduje wieksza ilos¢
mutacji niz w przypadku RedA, szczegolnie delecji AdU:::G. Wykazatam, iz odleglos¢ 4 pz miedzy

L1

cdA i dU w klastrze uszkodzen DNA zapewnia wystarczajaca ,przestrzen” do prawidtowego
dziatania enzyméw naprawczych. Uszkodzenia zostaly usunigte z sekwencji oligonukleotydu

i odzyskano prawidtowa sekwencje zasad.
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Czes¢ doswiadczalna

7. Material badawczy

7.1. Oligonukleotydy

Oligonukleotydy (40-mery) wykorzystane jako substraty do opisanych badan zostaty
zsyntetyzowane i oczyszczone w Centrum Badan Molekularnych i Makromolekularnych Polskiej
Akademii Nauk w Lodzi przy uzyciu syntezatora Geneworld (K&A Laborgeraete GbR, Schaafheim,
Niemcy). Fosforoamidy nukleotydéw zakupiono z ChemGenes Corporation (Wilmington, MA, USA).
Fosforoamidowe pochodne cdPu zostaty zsyntetyzowane zgodnie z procedurg opisana przez Romieu
et al. przez Prof. dr hab. n. farm. Bolestawa Karwowskiego [230]. Oligonukleotydy zostaty oczyszczone
przy pomocy HPLC (kolumna C-18, Varian analytics z detekcjg UV (A =260 nm), Phenomenex (Synergi
4 um Fusion-RP 80A, 250 x 4.6 mm)). Sekwencje uzyskanych dwuniciowych oligonukleotydéw
zawierajacych ~ uszkodzenia  zespolone  skfadajace sie¢ z  2-deoksyurydyny  (dU)
i 5',8-cyclo-2'-deoksypuryny (cdPu) przedstawia Tabela 7. Kazdej z reszt dU przypisano numer
opisujacy jej odlegtos¢ w parach zasad od cdPu. Reszta dU potozona naprzeciwko cdPu opisana zostata
jako dUO, za$ odlegtosci od 1 do 10 pz opisane zostaly odpowiednio jako dU-1/dU+1
az do dU-10/dU+10. W przypadku modelu dwuniciowych uszkodzen zespolonych (oznaczonych jako
[ds]), numery dodatnie opisuja dU potozone w kierunku 5’ korica przeciwlegtej nici, zas numery ujemne
opisuja dU potozone w kierunku 3’ konca przeciwleglej nici. W przypadku modelu jednoniciowych
uszkodzen zespolonych (oznaczonych jako [ss]), numery dodatnie opisujq dU potozone w kierunku
3" konica tej samej nici, za$ numery ujemne opisuja dU polozone w kierunku 5’ korica tej samej nici.
Kontrola 1 zawierala pojedyncze uszkodzenie (dU) w jednej nici, zas Kontrole 2 i 3 zawieraly
pojedyncze uszkodzenie (cdPu) przy czym dla Kontroli 2 obserwowano ni¢ zawierajaca cdPu,
a dla Kontroli 3 obserwowano ni¢ natywna (nie zawierajaca uszkodzen). Wczesniejsze badania
wykazaly, iz temperatura migkniecia badanych duplekséw utrzymuje sie powyzej 70°C oraz
iz dupleksy te sa stabilne pod wptywem dzialania wybranych enzymoéw i jadrowych ekstraktow linii
komodrkowych xrs5, B i XPC co potwierdza stabilnos¢ oligonukleotydow w warunkach eksperymentu
[74,86,118]. Dokonano réwniez analizy stabilno$ci dwuniciowych, matrycowych 32P-oligonukleotydow
pod wptywem ekstraktdw cytoplazmatycznych i mitochondrialnych badanych linii komoérkowych

(Publikacja II i IT).
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Tabela 7. Lista sekwencji dwuniciowych oligonukleotyddéw wykorzystanych do badan z oznaczonymi
pozycjami 2"-deoksyurydyny (dU) i 5',8-cyclo-2'-deoksypuryn (cdPu).

Oligonukleotydy Sekwencje
5" —CTCTTGTCAGGAATATTGTCUCTATGCTCCCACCAAAGGC-3 '
Kontrola 1 3'-GAGAACAGTCCTTATAACAGAGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
57 —GCCTTTGGTGGGAGCATAGKGACAATATTCCTGACAAGAG-3 '
Kontrola 2/3 3'-CGGAAACCACCCTCGTATCTCTGTTATAAGGACTGTTCTC-5"
5" —CTCTTGTCAGUAATATTGTCTCTATGCTCCCACCAAAGGC-3 '
du-10 3'-GAGAACAGTCCTTATAACAGXGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
57" —CTCTTGTCAGGAAUATTGTCTCTATGCTCCCACCAAAGGC-3 '
du-7 3'-GAGAACAGTCCTTATAACAGXGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
5" —CTCTTGTCAGGAATATUGTCTCTATGCTCCCACCAAAGGC-3 '
du—4 3'-GAGAACAGTCCTTATAACAGXGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
57" —CTCTTGTCAGGAATATTGTUTCTATGCTCCCACCAAAGGC-3 '
[ds] du-1 3'-GAGAACAGTCCTTATAACAGXGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
57" —CTCTTGTCAGGAATATTGTCUCTATGCTCCCACCAAAGGC-3 '
duo 3'-GAGAACAGTCCTTATAACAGXGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
dU 5" —CTCTTGTCAGGAATATTGTCTUTATGCTCCCACCAAAGGC-3 '
3'-GAGAACAGTCCTTATAACAGXGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
qU 57" —CTCTTGTCAGGAATATTGTCTCTAUGCTCCCACCAAAGGC-3 '
3'-GAGAACAGTCCTTATAACAGXGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
e 57" —CTCTTGTCAGGAATATTGTCTCTATGCUCCCACCAAAGGC-3 '
3'-GAGAACAGTCCTTATAACAGXGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
dU+10 5'—CTCTTGTCAGGAATATTGTCTCTATGCTCCUACCAAAGGC-3 '
3'-GAGAACAGTCCTTATAACAGXGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
5" —CTCTTGTCAGGAATATTGUCTCTXTGCTCCCACCAAAGGC-3 '
du-5 3'-GAGAACAGTCCTTATAACAGAGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
5" —CTCTTGTCAGGAATATTGUCTCTXTGCTUCCACCAAAGGC-3 '
[ss] dU-5/+5 3'-GAGAACAGTCCTTATAACAGAGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
. 5" —CTCTTGTCAGGAATATTGTCTCTXTGCTUCCACCAAAGGC-3 '
3'-GAGAACAGTCCTTATAACAGAGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"

U—okresla potozenie 2'-deoksyurydyny; X— okresla potozenie (5'S) lub (5'R) 5',8-cyklo-2'-deoksypuryn;
[ds] —dwuniciowe uszkodzenia zespolone (uszkodzenia potozone na dwoéch niciach); [ss]—jednoniciowe
uszkodzenia zespolone (uszkodzenia potoZone na jednej nici).

7.2. Linie komodrkowe

Hodowle komdrkowe eukariotycznych linii komoérkowych prowadzone byly przez dr n. chem.
Julie Kazmierczak-Barariska w Zaktadzie Bromatologii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi zgodnie
z procedurg i w warunkach opisanych w Publikagji II.

Linia komoérkowa xrs5 (CRL-2348, ATCC) to linia komorek epitelialnych wrazliwych
na promieniowanie X, pochodzacych z jajnika chomika chiriskiego. Dodatkowo, pozbawiona jest biatka
Ku80, co w przypadku przeprowadzonych badan pozwala uniknac wigzania sie tego biatka do koricow
liniowego DNA lub w miejscu powstatego jednoniciowego peknigcia nici (SSB).

Linia komdrkowa BJ (CRL-2522, ATCC) to pierwotna linia ludzkich normalnych fibroblastéw
wyprowadzona z tkanki napletka noworodka. W przeprowadzonych badaniach zostata wykorzystana

jako linia kontrolna posiadajgca sprawne systemy naprawcze.
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Linia komoérkowa XPC (GM17420) to linia ludzkich fibroblastéw pozyskanych od pacjenta
cierpigcego na skore pergaminowa typu C (Xeroderma Pigmentosum). W przeprowadzonych badaniach
linia ta wykorzystana zostata jako model komodrek z uszkodzonym systemem naprawczym NER.
Komorki zakupiono z Coriell Institute for Medical Research (Camden, New Jersey, USA). Kliniczne,
komdrkowe i molekularne dane dotyczace linii komérkowej dostepne sa na zyczenie u sprzedawcy.
W poréwnaniu z normalnymi ludzkimi fibroblastami (linia BJ) komorki XP sa nadwrazliwe
na promieniowanie UV i/lub czynniki chemiczne, co skutkuje m.in. zwiekszona czestotliwoscia pekniec
chromosomow [98]. Ze wzgledu na uposledzenie proceséw naprawczych uszkodzenie utrzymuje sie w
komorce znacznie dtuzej [93,231]. Dokonatam analizy iloSciowej i oceny jakoSciowej pozyskanych
ekstraktow komorkowych pod katem catkowitej aktywnosci biatek bioracych udziat w naprawie DNA
poprzez wyciecie zasady (Publikagja II i III). Analiza potwierdzita ogdlna aktywnos¢ endonukleaz,

polimeraz i ligaz w przygotowanych ekstraktow komodrkowych linii xrs5, BJ i XPC.
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8. Metody badawcze

8.1. Analiza jednoniciowych oligonukleotydow

Analizy jakosciowej oligonukleotydow dokonano poprzez oznaczenie masy czasteczkowej
oligonukleotydow na kwadrupolowym hybrydowym spektrometrze masowym z analizatorem czasu
przelotu i jonizacja probek Waters Synapt G2-S5i HDMS. Analizy wykonane zostaty w Centrum Badan
Molekularnych i Makromolekularnych Polskiej Akademii Nauk w Lodzi. Obliczone i wykazane masy
czasteczkowe jednoniciowych oligonukleotydéw przedstawiono w Tabeli 8. Analiza ilosciowa (pomiar
stezenia i obliczenie wspotczynnikow ekstynkcji oczyszczonych dwuniciowych oligonukleotyddw)
przeprowadzona zostata w ramach wstepnych badan majacych na celu okreslenie poziomu aktywnosci
enzymatycznej dla badanych proceséw naprawczych na podstawie ekstraktéw jadrowych linii xrs5, B]

i XPC celem dokonania pdzniejszej analizy porownawczej [86,118].

Tabela 8. Obliczone i wykazane masy czasteczkowe badanych jednoniciowych oligonukleotyddow.

Oligonukleotyd Masa obliczona Masa wykazana
Kontrola 1 (ni¢ zawierajaca dU) 12167,90 12168,25
Kontrola 1 (ni¢ natywna) 12181,98 12182,42
Mix-ScdA 12407,00 12408,30
Mix-Rcd A 12407,00 12407,30
Mix-ScdG 12423,00 12423,30
Mix-RedG 12423,00 12424,00
dU(-5)-ScdA 12165,90 12166,50
dU(-5/+5)-Scd A 12166,89 12167,20
dU(+5)-ScdA 12180,90 12181,54

8.2. Przygotowanie oligonukleotydow do badan systemow naprawczych z wykorzystaniem
eukariotycznych ekstraktow komdrkowych

Przygotowanie dupleksow DNA zawierajacych cdPu w jednej nici oraz miejsce AP w nici
komplementarnej (ni¢ znakowana na 5'-koncu) wykonano zgodnie ze schematem przedstawionym na
Rycinie 8A. Pierwszy etap znakowania izotopowego na 5-konicu jednoniciowych 40-meréow
przeprowadzono przy uzyciu kinazy polinukleotydowej T4 oraz [y-?PJATP, po czym
3P-oligonukleotydy poddano hybrydyzacji z odpowiednig nicia komplementarng. Dwuniciowe
32P-oligonukleotydy zawierajace miejsce AP uzyskano w wyniku reakcji enzymatycznych z glikozylaza
UDG, ktora rozpoznaje dU w sekwencji DNA i katalizuje jego usuniecie z nici. Utworzenie miejsc AP
zostato zweryfikowane poprzez dodatkowe trawienie 32P-oligonukleotydow enzymem hAPE1 w celu
wytworzenia 1 nukleotydowej przerwy w nici (S55B), co obserwowano na zelu poliakrylamidowym
PAGE jako krétsze fragmenty DNA. Kazdy etap przygotowania ds-oligonukleotydéw zostat

zweryfikowany poprzez ocene skutecznosci reakcji i czystoSci jej produktéw na zelach
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poliakrylamidowych PAGE. Skuteczne znakowanie konca 5'-32P jednoniciowych oligonukleotydow
i utworzenie duplekséw potwierdzono na nie denaturujacych zelach poliakrylamidowych. Czysto$¢
dwuniciowych 32P-oligonukleotydéw zawierajacych miejsca AP oraz wydajne tworzenie miejsc AP
zweryfikowano na denaturujacych zelach poliakrylamidowych PAGE. Doktadng charakterystyke
zastosowanych metod badawczych, odczynnikéw, aparatury i warunkéw reakcji oraz obrazy zeli

poliakrylamidowych przedstawiono w Publikacjach II i III.

8.3. Przygotowanie ekstraktéw komorkowych

Ekstrakty jadrowe (NE) i ekstrakty cytoplazmatyczne (CE) zostaly przygotowane z komdrek
w fazie wykltadniczej wzrostu trzech linii komoérek eukariotycznych: xrs5, B] oraz XPC w Zakladzie
Bromatologii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi przez dr n. chem. Julie Kazmierczak-Barariska.
Ekstrakcje frakcji biatek jadrowych i cytoplazmatycznych oraz ich analize ilosciowq przeprowadzono
zgodnie z procedura przedstawiona w Publikacji II.

Ekstrakty mitochondrialne (ME) zostaly przygotowane z komorek linii xrs5 w fazie wykladniczej
wzrostu w Zakladzie Bromatologii Uniwersytetu Medycznego w btodzi przez dr n. chem. Julig
Kazmierczak-Baranska. Ekstrakcje calych mitochondriéw, przygotowanie ekstraktu frakcji biatek
mitochondrialnych oraz ich analize iloSciowa przeprowadzono zgodnie z procedura przedstawiona

w Publikagji IIL

8.4. Analiza aktywnosdci enzymatycznej biatek odpowiedzialnych za poszczegdlne etapy naprawy
uszkodzen zespolonych DNA zawierajgcych 5',8-cyklo-2’-deoksypuryny

Celem dokonania analizy aktywnosci enzymatycznej biatek odpowiedzialnych za poszczegdlne
etapy naprawy uszkodzen zespolonych DNA przeprowadzono szereg reakcji enzymatycznych sledzac
ich przebieg w czasie do 120 min dla CE (punkty dokonywania pomiaréw: 0, 1, 5, 15, 30, 60, 90 i 120
min) i do 6 h dla ME (punkty dokonywania pomiaréw: 0, 0,5 i 6 h). Dupleksy 32P-oligonukleotydow
inkubowano z frakcjami biatkowymi poszczegolnych ekstraktow komorkowych (10 ug NE, 50 pug CE
lub 20 ug ME). Ilo$¢ poszczegdlnych ekstraktow komdrkowych wykorzystana do badan zostata
zoptymalizowana  eksperymentalnie. ~ Produkty  reakcji  enzymatycznych  analizowano
na denaturujacych zelach poliakrylamidowych PAGE i wizualizowano przy pomocy autoradiografii
(Rycina 8B i 8C). Wszystkie eksperymenty przeprowadzono trzykrotnie, aby zapewni¢ spdjnosc
i wiarygodnos¢ wynikéw. Analizy iloSciowej otrzymanych wynikéw dokonano na podstawie
uzyskanych radiograméw przy pomocy oprogramowania Quantity One. Wydajno$¢ poszczegdlnych
etapOw systemu naprawczego w czasie (aktywnos¢ endonukleaz, polimeraz, egzonukleaz i catkowitej
naprawy) analizowano na podstawie intensywnosci prazkéw widocznych na autoradiogramach.

Poszczegolne aktywnosci enzymatyczne wyrazono jako procent catkowitej intensywnosci wszystkich
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prazkéw obecnych na radiogramie dla jednej probki (kazda probka naniesiona do 1 studzienki zelu).
Poniewaz aktywnos$¢ naprawcza réznych partii ekstraktéw komodrkowych roéznila sie nieznacznie,
otrzymane wyniki kazdorazowo poréwnano z Kontrola 1 (zawierajaca miejsce AP jako pojedyncze
uszkodzenie). Dokladna charakterystyke zastosowanych metod badawczych, odczynnikéw, aparatury

i warunkow reakgji oraz obrazy zeli poliakrylamidowych przedstawiono w Publikacjach IT i III.
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Rycina 8. Procedura badawcza okreslenia aktywnosci enzymatycznej biatek odpowiedzialnych za poszczegélne
etapy naprawy uszkodzen zespolonych DNA zawierajacych 5’,8-cyklo-2’-deoksypuryny.

(A) Przygotowanie oligonukleotydéw zawierajacych miejsce AP. U—reprezentuje potozenie 2'-deoksyurydyny
(dU) bedacej prekursorem miejsca AP; 3?P—reprezentuje koniec nici DNA znakowany izotopowo przy uzyciu
[y-3P]ATP; AP —reprezentuje miejsce AP utworzone w wyniku hydrolizy wigzania N-glikozydowego w obrebie
dU Kkatalizowanej przez glikozylaze uracyl-DNA (UDG); niebieski kolor—reprezentuje ni¢ dsDNA znakowang
izotopowo (obserwowana na autoradiogramie); czarny kolor —reprezentuje ni¢ dsDNA nie znakowana izotopowo
(nie widoczna na autoradiogramie). (B) Eksperyment naprawczy. (C) Wizualizacja wynikéw i analiza danych.

-65-



8.5. Przygotowanie oligonukleotydow do badan systemow naprawczych z wykorzystaniem modelu
prokariotycznego

Przygotowanie dupleksow DNA (insertéw) zawierajacych cdPu w jednej nici oraz dU w nici
komplementarnej wykonano zgodnie ze schematem przedstawionym na Rycinie 9A. Jednoniciowe,
nie znakowane izotopowo oligonukleotydy hybrydyzowano z odpowiednig nicia komplementarna.
Dwuniciowe oligonukleotydy fosforylowano na 5'-koncu przy pomocy kinazy polinukleotydowej T4
i oczyszczano z pozostatosci biatkowych. Kontrolne oligonukleotydy zawieraly sekwencje natywna (nie
posiadajaca uszkodzen), pojedyncza reszte dU (Kontrola 1) i pojedyncze cdA (diastereomery (5'S)
i (5'R), oznaczone odpowiednio jako Kontrola 2 i 3).

Przygotowanie plazmidu zawierajacego badane uszkodzenia zespolone DNA (5,8-cyklo-2’-
deoksyadenozyna i dU) przeprowadzono zgodnie ze schematem przedstawionym na Rycinie 9B.
Plazmid pUC18 liniowano za pomoca Smal (rozpoznawane miejsce restrykcyjne: CCC/GGG, w obrebie
polilinkera). Nastepnie, liniowy plazmid defosforylowano w reakgji katalizowanej przez cieleca
jelitowa fosfataze alkaliczng CIP. Liniowy, defosforylowany plazmid oczyszczono i ligowano
z przygotowanymi ds-oligonukleotydami. Dokladng charakterystyke zastosowanych metod

badawczych, odczynnikow, aparatury i warunkow reakcji przedstawiono w Publikacji IV.

8.6. Analiza mutagennosci badanych uszkodzen zespolonych zawierajgcych 5°,8-cyklo-2'-
deoksyadenozyne

Elektrokompetentne komorki bakteryjne E. coli poddawano transformacji na drodze elektroporacji
(1,8 mV ze stala czasowa ~ 5 ms) wprowadzajac do komorki bakteryjnej plazmidy pUC18 zawierajace
odpowiedni insert zawierajacy poszczegdlne uktady uszkodzen zespolonych DNA. Transformacje dla
wszystkich badanych insertow zostaly wykonane trzykrotnie. Uzyskane transformanty
selekcjonowano stosujac plytki agarowe LB z dodatkiem ampicyliny. Pojedyncze kolonie wyhodowane
na plytkach agarowych LB pobrano losowo do namnozenia (Rycina 9C). Dzigki temu namnozone
transformanty zachowaty jednorodno$¢ genetyczng pozwalajaca na dalsza analize. Przeprowadzono
izolacje plazmidowego DNA z uzyskanych transformantéw oraz dokonano analizy ilo$ciowej
ijako$ciowej otrzymanego materiatu. Wyniki sekwencjonowania plazmidowego DNA wyizolowanego
z bakterii uzyskano komercyjnie w firmie Genomed S.A. Wyniki analizowano przy uzyciu narzedzia
online Needleman-Wunsch Global Alignment dla sekwencji nukleotydowych oraz programu FinchTV
(Rycina 9D). Czesto$¢ wszystkich mutacji obliczono dzielac liczbe mutacji znalezionych
w oligonukleotydach przez catkowita liczbe zsekwencjonowanych oligonukleotydow. Czestosé
poszczegodlnych rodzajow mutacji obliczono dzielac liczbe wystapien mutacji przez catkowita liczbe

zmutowanych sekwengji oligonukleotydowych.
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Dokladna charakterystyke zastosowanych metod badawczych, odczynnikéw, aparatury,

warunkow reakgcji i hodowli bakteryjnej przedstawiono w Publikacji IV.
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Rycina 9. Procedura badawcza okreslenia mutagennosci badanych uszkodzen zespolonych zawierajacych 5’,8-
cyklo-2’-deoksyadenozyne.

(A) Przygotowanie insertow. U-—reprezentuje 2'-deoksyurydyne (dU); X-—reprezentuje 5'8-cyklo-2-
deoksyadenozyne (cdA); (B) Przygotowanie plazmidu do ligacji z insertem. (C) Ligacja plazmidu z insertem oraz
transformacja bakterii. (D) Sekwencjonowanie plazmidowego DNA transformantéw oraz analiza wynikow.
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9. Streszczenie w jezyku polskim

Kazda zywa komorka jest narazona w sposob ciagly na dzialanie wielu czynnikéw, zaréwno
zewnetrznych jak i wewnetrznych, ktére oddzialuja z jej materialem genetycznym. Promieniowanie
jonizujace, chemioterapeutyki, zanieczyszczenia zywnosci, ale takze produkty metabolizmu
komorkowego oraz reaktywne formy tlenu to czynniki potencjalnie wywotujace uszkodzenia DNA.
Uszkodzenia te moga powodowac¢ m.in. blokowanie ekspresji genéw lub prowadzi¢ do powstawania
mutacji. Mutacje moga prowadzi¢ do zaburzenia poprawnosci i stabilnodci informacji genetycznej.
Systemy naprawcze DNA musza by¢ stale aktywne, zdolne do wykrywania i niwelowania skutkow
uszkodzen zanim dojdzie do przekazania wadliwej informacji genetycznej nastepnym pokoleniom.
Skuteczno$¢ mechanizméw naprawczych zalezna jest od wielu czynnikéw m.in. rodzaju komorki
i rodzaju uszkodzenia DNA. W sytuacji, gdy ilos¢ uszkodzen w genomie przekroczy prog efektywnosci
naprawczej lub gdy systemy naprawy DNA nie funkcjonuja prawidlowo moze dojs¢
m.in. do skierowania komdrki na droge kontrolowanej $mierci lub do niekontrolowanych podziatéw
prowadzacych np. do rozwoju nowotworu.

Uszkodzenia zespolone DNA (ang. clustered DNA damage, CDL) definiowane jako obecnos¢
co najmniej 2 uszkodzen w obrebie 1-2 skretow helisy DNA moga zwiera¢ rézne rodzaje pojedynczych
uszkodzen, ktdrych zréznicowane uklady moga wywoltywac odmienne konsekwencje dla komorki.

System naprawy DNA poprzez wyciecie zasady (ang. base excision repair, BER), na ktérym skupiam
sie w niniejszej pracy jest najbardziej konserwatywnym systemem naprawczym obecnym w wiekszosci
rodzajow komorek, od bakteryjnych po ludzkie. Specyficzne enzymy rozpoznaja i usuwajg uszkodzone
nukleotydy/nukleozydy, po czym w wyniku dziatania szeregu enzymoéw wchodzacych w sklad
systemu BER wstawiony zostaje poprawny nukleotyd lub fragment 2-10 nukleotydéw. Przyjmuje sie,
ze w mitochondriach za naprawe wiekszosci uszkodzen odpowiada wtasnie system BER.

5,8-cyklo-2’-deoksypuryny (ang. 5’,8-cyclo-2’-deoxypurins, cdPu) powstaja w wyniku
oddzialywania na komodrke promieniowania jonizujacego generujacego rodnik *OH. To rodzaj
ztozonego uszkodzenia tandemowego zawierajacego wiecej niz jedna modyfikacje w obrebie
pojedynczego nukleotydu/nukleozydu. Obecno$¢ cdPu w strukturze DNA moze prowadzi¢
do uposledzenia proceséw naprawczych. Gdy cdPu wchodza w sktad CDL wydajnos¢ mechanizmow
naprawy komorek jest ostabiona, zwlaszcza w przypadku systemu BER. Ponadto, gdy CDL zawiera
uszkodzenia DNA naprawiane przez rézne mechanizmy skuteczno$¢ naprawy , prostszego” z nich
moze si¢ znaczaco zmniejszy¢. W ramach prac bedacych podstawa niniejszej dysertacji wykorzystatam
uklad uszkodzen zawierajacy miejsce apurynowe/apirymidynowe (ang. apurinic/apyrimidinic site,

miejsce AP) oraz 5',8-cyklo-2'-deoksypuryny.
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Mitochondria stanowia kluczowy element utrzymania komorki przy zyciu i zapewnienia
jej odpowiedniego poziomu energii. Mitochondria sa kluczowe dla proceséw komoérkowych, produkgji
i utrzymania stanu homeostazy energii, oraz przezycia komoérek. Zachodza w nich procesy oddychania
tlenowego i produkdji tréjfosforanu adenozyny (ang. adenosine triphosphate, ATP) u eukariontéw. Jednak
fosforylacja oksydacyjna (ang. oxidative phosphorylation, OXPHOS) jest rowniez zroédtem reaktywnych
form tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS), ktore sa zaréwno wazne, jak i niebezpieczne dla komorki.

Mitochondria sa niezwykle ciekawym elementem ludzkich komdrek réwniez ze wzgledu na swoje
pochodzenie. Przyjmuje sig, iz mitochondria stanowia pozostalos¢ po, wchlonietym przez wieksza
komorke, symbioncie bakteryjnym, co umozliwito rozwdj pierwszych prymitywnych organizmoéw
w ksztattujacych sie woéwczas na planecie warunkach tlenowych. Wiele argumentéw przemawia
za teoria endosymbiotyczna. Jednym z argumentow jest fakt, iz ludzkie mitochondria zawieraja
odrebny materiat genetyczny w postaci mitochondrialnego DNA. Jest ono szczegélnie narazone
na powstawanie uszkodzen w wyniku aktywnosci ROS (m.in. Oz*-, H202, *OH) generowanych w trakcie
oddychania komoérkowego. Z tego wzgledu poprawnie dziatajace systemy naprawy mtDNA, wsréd
ktérych gtéwnym jest BER, sa kluczowe dla zachowania funkcjonalnosci mitochondriow, a tym samym
catej komorki. Mitochondria stanowia niezwykle ciekawy przedmiot badait w kontekscie ztozonych
uszkodzen DNA i ich wplywu na przebieg naprawy mtDNA. Mutageneza genomu mitochondrialnego
moze objawiac sie stanami patologicznymi, takimi jak choroby mitochondrialne, neurodegeneracyjne
i/lub sercowo-naczyniowe, przedwczesne starzenie si¢ i nowotwory. Dodatkowo, w ostatnich latach
mitochondria stanowia temat badan pod katem ich udziatu w chorobach cywilizacyjnych m.in.
w zakresie metabolizowania skladnikéw pokarmowych takich jak tluszcze (m.in. dieta ketogeniczna)
czy ich udziatu w reakcjach organizmu na ekspozycje na zimno praktykowang przez coraz szersze
grono osob celem zapobiegania wymienionym stanom patologicznym. Mimo tego, w dalszym ciagu
brak badan, ktére uwzgledniaja zespolone uszkodzenia DNA zawierajace cdPu oraz ich wptyw
na przebieg procesdw naprawczych w mtDNA. Badania w tym zakresie sg kluczowe dla pelnego
zrozumienia tych proceséw oraz opracowania przyszlych terapii chordéb u podstaw ktorych leza
uszkodzenia mitochondriéw na poziomie molekularnym.

Niniejsza dysertacja przedstawia zagadnienia dotyczace uszkodzen DNA i skupia sie
na uszkodzeniach zespolonych DNA. Ponadto, rozprawa przedstawia holistyczne spojrzenie
na podobienstwa ludzkich mitochondriéow i bakterii (w konteksécie mechanizmu naprawy przez
wyciecie zasady BER), wskazujac, ze bakterie moga stanowi¢ interesujacy model badawczy m.in. dla
chorob mitochondrialnych. Zmiany aktywnosci biatek bioracych udziat w systemie BER zbadano
w oparciu o trzy eukariotyczne linie komdrkowe: xrs5 — linia komorek epitelialnych wrazliwych na

promieniowanie X pochodzacych z jajnika chomika chiniskiego, B] — pierwotna linia ludzkich
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normalnych fibroblastéw wykorzystana jako linia kontrolna posiadajaca sprawne systemy naprawcze,
oraz XPC - linia ludzkich fibroblastéw pozyskanych od pacjenta cierpigcego na skore pergaminowa
typu C (Xeroderma Pigmentosum). Poziom wydajnosci systemu naprawczego BER okreslitam wzgledem
uktadu uszkodzen zawierajacego jedno- i dwuniciowe CDL. Wykorzystany model badawczy zawierat
miejsce AP oraz jedna z cdPu ((5'S)5,8-cyklo-2'-deoksyadenozyna (ScdA), (5'R),5',8-cyklo-2'-
deoksyadenozyna (RcdA), (5'S),5,8-cyklo-2'-deoksyguanozyna (ScdG) lub (5'R),5',8-cyklo-2'-
deoksyguanozyna (RcdG)) zlokalizowane w réznych odlegtosciach od siebie w tej samej lub
przeciwleglej nici dsDNA. W prezentowanej pracy przeanalizowatam, czy obecno$¢ cdPu oraz
wzgledna odlegtos$¢ od , pojedynczej zmiany” (miejsca AP) w przeciwleglej lub tej samej nici DNA
wplywaja na zdolnosc i efektywnosc jej naprawy. W badaniach uwzglednitam rodzaj cdPu, jej postac
diastereoizomeryczng oraz wzajemna odlegltos¢ uszkodzen w zakresie do 10 pz. Celem ustalenia
bazowego poziomu aktywnosci systemu naprawczego dokonatam analizy naprawy DNA
zawierajacego uszkodzenia zespolone przez jadrowy system naprawczy BER. Nastepnie, dokonatam
analizy na poziomie cytoplazmy, aby okresli¢ czy bialka biorace udzial w naprawie DNA jadrowego
i mitochondrialnego wykazuja aktywnos¢ jeszcze przed translokacja do docelowego miejsca w komorce
oraz jak obecno$¢ ztozonych uszkodzen takich jak cdPu wplywa na catkowita aktywnos¢ bialek
zaangazowanych w naprawe BER na poziomie cytoplazmy. Nastepnie, podjelam proébe analizy
aktywnosci biatek zaangazowanych w poczatkowe etapy systemu BER w mitochondriach komorek linii
xrs5. Ostatnim etapem niniejszych badan byto sprawdzenie efektéw naprawy uszkodzen w komorkach
bakteryjnych i przetozenie wynikéw analizy wydajnosci systemu naprawczego na potencjal mutagenny
badanych uszkodzen zespolonych.

Uzyskane przeze mnie wyniki stanowia podstawe do dalszych badan w kontekscie opracowania
i/lub ulepszania metod terapii wywolujacych uszkodzenia DNA (np. radioterapia, chemioterapia,
nowoczesne terapie wykorzystujace syntetyczne terapeutyczne oligonukleotydy) a takze
ze wzgledu na ich potencjat diagnostyczny (cdPu jako biomarkery oksydacyjnych uszkodzen DNA).
Poznanie wplywu obecnosci cdPu, uszkodzen powstajacych m.in. w wyniku promieniowania,
na materiat genetyczny ma kluczowe znaczenie dla jego potencjalnie nowych zastosowan w medycynie,

farmagji i naukach o zywnosci.
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10. Streszczenie w jezyku angielskim

Each living cell is constantly exposed to many factors, both external and internal, that interact with
its genetic material. Ionizing radiation, chemotherapeutics, food contamination, but also products
of cellular metabolism, and reactive oxygen species (ROS) are factors that potentially cause DNA
damage. DNA lesions may block gene expression or lead to mutagenesis. Mutations can subsequently
lead to disturbances in the correctness and stability of genetic information. DNA repair systems must
be constantly active, able to detect and eliminate the effects of DNA damage before the incorrect genetic
information is passed on to the next generations. The efficiency of repair mechanisms depends on many
factors, including the type of cell and the occurring type of DNA damage. When the number of DNA
lesions in the genome exceeds its repair efficiency threshold or when DNA repair systems do not
function properly, the cell may enter the path of controlled death or the path of uncontrolled cellular
divisions leading to e.g., the development of cancer.

Clustered DNA damage (CDL), defined as the presence of at least 2 lesions within 1-2 turns of the
DNA helix, may contain various types of single DNA lesions and consequences for the cell may differ
according to the spatial arrangement of lesions.

In my doctoral research, I have focused on the base excision repair (BER) system which is the most
conservative repair system in most cell types, from bacterial to human. Specific enzymes recognize
and remove damaged nucleotides/nucleosides. It is followed by a series of enzymatic reactions leading
to the insertion of the correct nucleotide or longer fragment of 2-10 nucleotides. It is assumed that the
BER system is responsible for the repair of most DNA damage in the mitochondria.

5',8-cyclo-2'-deoxypurines (cdPu) are formed as a result of the ionizing radiation (generating
*OH) impact on the cell. It is a complex case of DNA damage containing more than one modification
within a single nucleotide. The presence of cdPu in the DNA structure may lead to impaired processes
of DNA repair. When CDL contains cdPu, the efficiency of DNA repair mechanisms is impaired,
especially in the case of the BER system. Moreover, when the CDL contains DNA lesions that
are repaired by different mechanisms, the repair efficiency of the “simpler” lesion can be significantly
reduced. As part of this dissertation, I used a CDL model containing an apurinic/apyrimidinic site
(AP site) and 5',8-cyclo-2"-deoxypurines.

Mitochondria are a key element in keeping the cell alive and providing it with an adequate level
of energy. Mitochondria are crucial for cellular processes such as energy production, homeostasis,
and cell survival. They carry out the processes of aerobic respiration and the production of adenosine
triphosphate (ATP) in eukaryotes. However, oxidative phosphorylation (OXPHQOS) is also a source

of ROS, which are important and dangerous to the cell at the same time.
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Mitochondria are an interesting element of human cells also due to their origin. It is assumed that
mitochondria are a remnant of a bacterial symbiont absorbed by a larger cell, which enabled the
development of the first primitive organisms in the aerobic conditions that were developing
on the planet at that time. There are many arguments in favor of the endosymbiotic theory. One
of the arguments is the fact that human mitochondria contain a separate genetic material in the form
of mitochondrial DNA. It is particularly vulnerable to DNA damage generation caused by ROS activity
(such as Oz, H202, *OH) formed during cellular respiration. For this reason, properly functioning
mtDNA repair systems, the main one being BER, are crucial for maintaining the function
of the mitochondria, and thus the entire cell. Mitochondria are an extremely interesting subject
of research in the context of complex DNA damage and their impact on mtDNA repair. Mutagenesis
of the mitochondrial genome can result in pathological conditions such as mitochondrial,
neurodegenerative, and/or cardiovascular diseases, premature aging, and cancer. In addition, in recent
years, mitochondria have been the subject of research in terms of their participation in civilization
diseases, e.g., in the field of metabolizing nutrients such as fats (e.g., ketogenic diet) or their participation
in the body's reactions to exposure to cold practiced by an increasing number of people to prevent the
above-mentioned pathological conditions. Despite this, studies that consider complex DNA damage
containing cdPu and their impact on mtDNA repair processes are scarce. Researching this area is crucial
to fully understand these processes and to develop new therapies for diseases linked to mitochondrial
DNA damage at the molecular level.

This dissertation focuses on clustered DNA damage. In addition, the dissertation presents a holistic
view of the similarities between human mitochondria and bacteria (in the context of the BER excision
repair system) and points out that bacteria might be an interesting research model for mitochondrial
diseases. Changes in the overall activity of proteins involved in the BER system were investigated based
on three eukaryotic cell lines: xrs5 - a cell line of X-ray sensitive epithelial cells derived from Chinese
hamster ovary, BJ - a primary cell line of human normal fibroblasts used as a control with efficient repair
systems, and XPC —human fibroblasts obtained from a patient suffering from type C Xeroderma
Pigmentosum. The performance level of the BER repair system was determined relative to a single-
and double-stranded CDL. The model oligonucleotides used in this study contained an AP site and one
of cdPu ((5'S)-5,8-cyclo-2-deoxyadenosine (ScdA), (5'R)-5',8-cyclo-2-deoxyadenosine (RcdA),
(5'5)-5',8-cyclo-2'-deoxyguanosine (ScdG) or (5'R)-5'8-cyclo-2'-deoxyguanosine (RcdG)) located
at different interlesion distances on same or opposite dsDNA strand. I have analyzed whether the
presence of cdPu and their relative distance from a single lesion (AP site) on the opposite or the same
DNA strand affect the ability to effectively repair the latter. The type of cdPu, its diastereomeric form,

and the mutual distance between lesions in the range of up to 10 bp were taken under consideration.
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To determine the baseline level of the repair system activity, I optimized and investigated the repair
of CDL by the BER nuclear repair system. Next, I performed an analysis at the cytoplasmic level
to determine whether the proteins involved in nuclear and mitochondrial DNA repair present
enzymatic activity even before translocation to the target site in the cell and how the presence
of complex damage such as cdPu affects the overall protein activity. I have performed the analysis
of the activity of proteins involved in the initial stages of the BER system in the mitochondrial extracts
of xrs5 cells. Moreover, I have investigated the mutagenic potential of the model CDL lesions and
assessed trend correlations between the procaryotic and eukaryotic models of DNA repair.

The results of the study presented in this dissertation may be the basis for further research
in the context of improving existing therapies that cause DNA damage, such as radiotherapy,
and/or chemotherapy, but also developing modern therapies (e.g., synthetic therapeutic
oligonucleotides) as well as due to their diagnostic potential (cdPu as biomarkers of oxidative DNA
damage). Understanding the impact of cdPu occurrence in DNA is crucial for its potential applications

in medicine, pharmacy, and food science.
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Abstract: Mitochondria emerged from bacterial ancestors during endosymbiosis and are crucial
for cellular processes such as energy production and homeostasis, stress responses, cell survival,
and more. They are the site of aerobic respiration and adenosine triphosphate (ATP) production in
eukaryotes. However, oxidative phosphorylation (OXPHOS) is also the source of reactive oxygen
species (ROS), which are both important and dangerous for the cell. Human mitochondria contain
mitochondrial DNA (mtDNA), and its integrity may be endangered by the action of ROS. Fortunately,
human mitochondria have repair mechanisms that allow protecting mtDNA and repairing lesions
that may contribute to the occurrence of mutations. Mutagenesis of the mitochondrial genome
may manifest in the form of pathological states such as mitochondrial, neurodegenerative, and/or
cardiovascular diseases, premature aging, and cancer. The review describes the mitochondrial
structure, genome, and the main mitochondrial repair mechanism (base excision repair (BER)) of
oxidative lesions in the context of common features between human mitochondria and bacteria.
The authors present a holistic view of the similarities of mitochondria and bacteria to show that
bacteria may be an interesting experimental model for studying mitochondrial diseases, especially
those where the mechanism of DNA repair is impaired.

Keywords: mitochondria; mtDNA; DNA repair; BER; ROS

1. Introduction

Mitochondria and mitochondrial DNA (mtDNA) have been of particular interest to researchers
in recent years. The endosymbiotic theory of mitochondrial origin is nowadays well confirmed—it
took place about 1.5 billion years ago and was related to the increase of O, level in the atmosphere [1].
The theory states that in the general view, mitochondria are ancestors of the ancient endosymbiotic
organisms (the host) and the symbiont resembling bacteria as we know them today. The symbiont
is believed to be an ancient x-proteobacteria related to Rickettsiales lineage that was included as a
part of the host [2,3]. The host is believed to be an archaeon, most probably an Asgard superphylum
archaea [4]. The mitochondria have gone through many evolutionary stages from free-living bacteria
to an integrated part of the cell as an organelle. As a result of the endosymbiosis, mitochondria
obtained transport proteins, cristae structure, biochemical pathways (e.g., glycolytic pathway and
lipid synthesis), and division mechanisms that were integrated between symbiont and host cell [2,5,6].
Moreover, the size of the symbiont’s genome was reduced due to endosymbiotic gene transfer (EGT)
or gene loss during evolution. Genes involved in nucleoside and amino acids’ biosynthesis, anaerobic
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glycolysis, and cellular regulation were conveyed to the host and are currently encoded by nuclear
DNA (nDNA) in humans [7]. Mitochondrial symbiosis is considered as the starting point of the
eukaryogenesis, as absorption of the symbiont promoted significant evolutionary advantage (e.g.,
functioning in broader environmental conditions) [8].

Human mitochondria play a crucial role in energy production for the whole organism through
the synthesis of adenosine triphosphate (ATP) in the oxidative phosphorylation (OXPHOS). At the
same time, a significant amount of reactive oxygen species (ROS), which have a high oxidation
potential, is generated. Therefore, mtDNA is particularly vulnerable to oxidative damage. Mutations
emerging within mtDNA can impair the energy production and the health of the entire organism,
as proteins encoded in the mtDNA are elements of the OXPHOS [9]. Therefore, mitochondria must have
efficient repair mechanisms to prevent mutations and permanent changes in their genetic information.
Mutations within mtDNA may lead to the onset of mitochondrial diseases, which are a major group of
genetic disorders [10,11]. Therefore, a detailed understanding of mitochondrial genetics and repair
mechanisms is essential for the development of new therapies. It is assumed that in the mitochondria,
the majority of lesions are repaired via the base excision repair (BER) system. It repairs the damage in
DNA by cutting out a single nucleobase (short-patch BER, SP-BER) or fragment of 2-10 nucleotides
(long-patch BER, LP-BER) [12,13]. As the first step, specific enzymes recognize and remove damaged
bases, and then a correct nucleotide is inserted, followed by DNA strand ligation.

This review shows similarities between human mitochondria and bacteria on many levels such
as structure, genome, and molecular machinery. The paper includes a description of the human
mitochondria, mtDNA, and its oxidative damage, and the BER system operating in this organelle.
The BER system is well described throughout the last few decades and is a highly conserved
molecular mechanism (somewhat different among species). We bring attention to the bacterial
origin of the mitochondrial BER basing on the recent literature and to its impact on the onset of
mitochondrial disorders.

2. Common Features of Mitochondria and Bacteria

Mitochondria are vital for the majority of eukaryotic organisms and are present in the cytoplasm
of almost every cell. They produce energy from nutrients by coupling the pyruvate and fatty acids’
oxidation with the electron transport chain (ETC). Mitochondria are versatile organelle with many
crucial functions for the cell—apart from keeping the cell alive by providing the energy; they also
regulate redox reactions [14], take part in apoptosis signaling [15], regulate innate immune reactions [16],
maintain calcium homeostasis [17], and synthesize Fe/S clusters [18,19]. Here, we focus on the structure
and division mechanisms of mitochondria and bacteria to emphasize common features that may be
argued in favor of the endosymbiotic theory of mitochondrial origin.

2.1. Structure

Mitochondria are usually presented as bacteria-shaped ellipsoids (2-8 um); however, they may
have different shapes and sizes [20]. The number of mitochondria per cell depends on the cell type and
the organism type—it can vary in the range of few to a few thousand. Cells that need more energy to
operate have a higher number of mitochondria e.g., cardiac muscle or liver cells [21]. The number of
mitochondrial proteins also corresponds with cell type and organism—in human cardiac muscles, over
600 proteins were identified [22]. Mitochondria are freely distributed in the cell and create a dynamic
network that moves along the microtubule filaments [9,23]. Eukaryotic cells contain three major
cytoskeletal systems: microfilaments, microtubules, and intermediate filaments, which are assembled
from actin, tubulin, and intermediate filament proteins, respectively. Up to date, those cytoskeletal
networks have been associated with different functions of mitochondria such as regulating membrane
permeability by tubulins which are located near voltage-dependent actin channels (VDAC) and
mitochondrial movement [24].
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All human mitochondria have the same basic structures—mitochondrial matrix, intermembrane
space, the smooth outer mitochondrial membrane (OMM), and the inner mitochondrial membrane
(IMM), which is very convoluted and forms a tubular cristae structure. IMM is where ETC complexes
and ATP synthase complexare located. Itis also the site of mtDNA repair enzymes action [25]. The OMM
consists of a phospholipid bilayer containing integral proteins—porin/VDAC transmembrane canals of
about 10 A diameter allowing nutrients, ions, ATP, and adenosine diphosphate (ADP) to penetrate
the membrane [26]. Only oxygen (O,), water (H,O), carbon dioxide (CO,), and hydrogen peroxide
(H,03) can freely penetrate through the OMM. MtDNA-encoded proteins constitute only a small part
of all respiratory enzymes’ subunits; nonetheless, they are essential for the proper operation of the
OXPHOS. Other mitochondrial proteins (approximately 1100), of which several hundred are needed
for mtDNA expression, are encoded by nDNA [27,28]. Proteins encoded in the nucleus are translated
in the cytosol as precursors of mature proteins [29]. They contain targeting signals that are recognized
by receptors on the mitochondrial surface. When needed, proteins are recruited and directed to
proper mitochondrial destination. The transport of most proteins’ precursors through the OMM into
the intermembrane space requires specific protein complexes—translocases of the outer membrane
(TOM) [26]. Almost all precursors enter the intermembrane space through TOMs and are subsequently
directed to different pathways, which will not be discussed in this review [26]. IMM is impermeable
for the majority of molecules. The selective transport of molecules (e.g., ions, ATP, proteins) through
IMM requires transporter proteins. This transport machinery is essential for distributing energy
within the cell. There are over 30 types of transporters embedded in the IMM [30]. Translocase
of the inner membrane (TIM) is one of them [26]. IMM’s impermeability, among others, is caused
by the presence of cardiolipin (CL) in its structure. CL is a signature phospholipid for IMM and
constitutes almost 20% of its total lipid content [31]. CL seems to be crucial also for overall mitochondria
maintenance. It takes part in the organization of channel proteins activity e.g., presequence translocase
of the inner membrane (TIM23) complex—presequence translocase-associated motor (PAM) and TOM
complexes [26]. Moreover, CL stabilizes OXPHOS complexes, allowing undisturbed ATP synthesis,
takes part in fission/fusion dynamics, regulates protein import, and regulates mitophagy [31-33]. It is
also present in the OMM, in particular at IMM/OMM contact sites [32]. Studies also show that CL
impacts membrane folding and cristae formation [34]. The structural complexity of IMM allows the
fast distribution of protein complexes in the matrix. Energy production through OXPHOS is the most
discussed topic concerning mitochondria. Energy carriers (FAD and NAD") are reduced in biochemical
pathways and transport energy to IMM where complexes of OXPHOS are located. Complexes of
OXPHOS include approximately 90 proteins encoded by nDNA and mtDNA [35]. The mitochondrial
matrix (aqueous space surrounded by IMM) contains enzymes involved in basic metabolic cycles such
as -oxidation and the Krebs cycle (except for the oxidation of succinate to fumarate on the IMM),
which provide energy carriers for ETC [35]. Genetic machinery is also located in the matrix and will be
discussed further in the text.

Bacterial cells are much smaller than eukaryotic cells, but their size may vary from nano- to
millimeters [36]. The standard size of Escherichia coli is about 2 um, while one of the biggest bacterial
cells (Thiomargarita namibiensis) has a diameter of 0.75 mm. The size of prokaryotic organisms is
limited mostly by their nutritional restrictions and the size of molecules diffusing through their
membranes [36]. However, there are also theories on bacterial homeostasis, which state that bacteria
grow only for a specific time or that they constantly monitor their size and switch off the cell cycle after
reaching their critical size [37]. Bacteria have filamentous morphology, which is partially responsible
for intracellular transport and cell division, and is associated with resistance to phagocytosis [38].
Communication between individual bacterial cells is crucial for colony survival. The network of
chemical signals allows cells to avoid overspreading the colony, which may result in the elevated levels
of toxic metabolites and cutting off the supply of nutrients [39,40]. Most bacteria have quite simple
cellular structure—in the simplest view, they consist of the cell wall, aqueous cytosol, and genetic
material. The majority of bacteria have a cell wall that maintains the shape of bacteria and protects it
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against osmotic lysis [41]. The rigidity of the cell wall is a result of a peptidoglycan (PG) layer presence.
PG is a covalent macromolecular structure of glycan chains (stiff) cross-linked with peptide bridges
(flexible) [42]. Two general classes of bacterial cell walls are described. Cell walls of Gram-positive
bacteria contain a thick (20-80 nm) PG multilayer with teichoic acids embedded and lipoteichoic acid,
which extends to the cytoplasmic membrane. In the case of Gram-negative bacteria, lipoproteins link
the outer membrane with a thin (1-7 nm) PG layer located in periplasmic space between the two
membranes [42].

Recent years brought to light new facts about lipid species making up bacterial membranes.
They tend to coalesce into functional membrane microdomains, which is a phenomenon known as
“lipid ordering” [43]. These microdomains contain lipid rafts that have a high density of specific lipids
and are a site of bacterial signal transduction cascades and transport proteins. Interestingly, the same
lipid structures were observed in eukaryotes long before that, but common opinion at the time was
that prokaryotic organisms are not as complex structurally, nor do they need such lipid-rich sites [44].
The lipid content of bacterial lipid rafts is still not fully known. It seems that only a few species (e.g.,
Helicobacter pylori) are able to incorporate cholesterol into its membranes, which is the major lipid
for eukaryotic cells. However, bacteria may contain cholesterol-like polyisoprenoid lipids that also
assemble microdomains [44]. Lipid rafts consist also of proteins, from which the most important is
flotillin. It is considered as a scaffold that favors the recruitment of other proteins. Flotillin keeps
lipid rafts functional by promoting the interactions of raft-associated proteins, organizing signaling
complexes, and thus, it is essential for cellular processes e.g., signal transduction or membrane
sorting [44]. The flotillin is also described in eukaryotic cells, and the lack of it may be related to
neurodegenerative diseases [45]. In the case of bacteria, flotillin-like proteins are also present and
seem to play the same role as a scaffold for other proteins [44]. The cytosol is the major environment
in all bacterial cells. It is an aqueous space that contains a high concentration of ions, metabolites,
macromolecules, and molecular assemblies [46]. The cytoplasmic membrane surrounds the cytoplasm
and separates it from the extracellular space or the periplasm in Gram-positive or Gram-negative
species, respectively. The membrane maintains a proton gradient that drives energy production,
the same as in mitochondria. The cytoplasm is not compartmentalized in most bacteria and archaea.
Instead, processes occur in specific cytoplasmic regions [47]. In the case of the bacterial cytoskeleton,
for many years, it was believed that there is none and that only the cell wall shapes the whole cell [48].
However, homologs of all three eukaryotic cytoskeletal elements have now been identified in bacteria:
FtsZ for tubulin, MreB for actin, and crescentin for intermediate filament proteins. FtsZ is the most
important one, as it takes part in cell division (discussed in the next section) [42,49]. MreB, a peripheral
protein, is a bacterial actin homolog that is widely distributed in rod-shaped bacteria and is involved in
cell shape and membrane fluidity maintenance [50]. Moreover, bacteria contain their genetic material
in the central region of the cell in the form of the nucleoid, which is presented in detail in Section 3.

Over the years, the increasing number of common features between bacteria and mitochondria
has been described [2,51-53]. As Rickettsia, a commonly accepted mitochondrial ancestor, is described
as coccobacillus, some authors indicate their anatomical correlation with modern mitochondria,
which mostly have a spherical, elongated shape corresponding with the shape of coccobacillus [54].
Eukaryotic cytoskeletal elements, which have their bacterial homologs, are detected in mitochondria.
Tubulin is present in mitochondrial membranes where it plays a role in mitochondrial permeability
mechanics [55]. Interesting, yet not fully explained, is the fact that mitochondria communicate with
each other and with other organelles. An example of such communication is the mitochondrial transfer
(MT). It may occur between mitochondria (during fusion) or between cells (through nanotube linkages
or extracellular vesicles) [56]. Although MT is assumed to be triggered mostly when the cell faces a
depletion of functioning mtDNA molecules, the transfer may result also in the spreading of mutations
between different tissues [57]. MT aims to restore cellular functions in the case of mtDNA deficiency in
the cell and prevent apoptosis or the activation of oncogenes [58,59]. However, examples of MT have
been described in mammalian cells concerning carcinogenesis [60]. The transfer occurs especially when
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tissues of growing tumors lack respiration capacity. Moreover, the transfer of the whole mitochondria
from healthy to cancerous cells has been described. It is a mechanism of oxidative stress avoidance
that is a major cause of cancer’s resistance to therapies [58,60]. To some extent, this network of signals
may be compared to bacterial communication within the colony, which is essential for their survival.

As described previously, mitochondria have two membranes (IMM and OMM) and two aqueous
compartments (matrix and intermembrane space), the same as is observed in Gram-positive bacteria
such as Rickettsia [26]. The fact that mitochondria have two membranes may support the endosymbiotic
theory. However, there are also different theories in this matter. It is probable to some extent that one
membrane could come from a prokaryotic ancestor and the other could indicate the vesicle that was
formed upon the symbiont engulfment [61]. On the other hand, a recent study confirms that protein
complexes responsible for cristae formation are of a-proteobacterial origin [62]. To elucidate this issue,
more studies must be completed. Mitochondrial membranes (IMM and OMM) have different lipid
compositions and asymmetric distribution of lipids, which is considered as a remnant of bacteria
symbiosis with the host [63]. CL is recognized as the major lipid in IMM (up to 20% of total lipids);
however, it is also present in OMM within contact sites of both membranes where fission/fusion is
believed to occur [31]. Bacterial membranes contain lipid rafts with structure and protein composition
corresponding to those found in eukaryotic cells. However, the lipid content differs among eukaryotes
and bacterial species [32,44]. Eukaryotic membranes contain mainly sterols (e.g., cholesterol) and
sphingolipids. In the case of bacteria, only a few Gram-positive bacteria have cholesterol in them,
while Gram-negative bacteria contain even three types of cholesterol glycolipids, but they are not able
to produce it [43]. The exact lipid content of bacterial membranes is still not fully known, also because
it varies among species. Additionally, porins are present in the outer membrane of both bacteria and
mitochondria, which allow the transmembrane transport of molecules [42]. Therefore, it seems that
mitochondria have some common aspects with bacteria regarding membranes and that structural
characteristics such as their double membrane may act in favor of the endosymbiotic theory. Moreover,
the molecular machinery within cells, especially ATP synthesis, may also be an argument. OXPHOS
operates similarly to bacterial aerobic ATP synthesis; both are located within membranes (IMM in
mitochondria and cytoplasmic membrane in bacteria) [64]. However, bacterial ATP synthase has a
simpler structure [65]. Furthermore, the majority of proteins present in the mitochondrial matrix
(with characteristic Fe/S cluster), which take part in crucial pathways (e.g., Krebs cycle, cofactor
biosynthesis, or -oxidation) have their homologs among bacteria, or their core subunits are of
bacterial origin [2,28,66]. In this review, we do not focus on discussing those pathways. Bacteria and
mitochondria are also similar in the light of genetic elements—both contain circular DNA and divide
through fission, which is presented in the next section.

2.2. Fusion/Fission Systems

The mitochondria control system consists of the regulation of mitochondrial fusion/fission
dynamics and the regulation of mitochondrial autophagy (mitophagy) [67]. Disruption of those
mechanisms may lead to pathological conditions (e.g., metabolic disorder, neurodegeneration) [68,69].
When minor stress affects mitochondrion, it can fuse with another healthy mitochondrion. The fusion
process includes sharing undamaged components and in the case of damaged genome fragments,
it allows genetic complementation. Fission is important for cellular division and the distribution of
mitochondria within the cell, and it occurs also when a mitochondrion gets heavily disrupted; it is
subsequently separated and fragmented [69]. Degradation occurs through mitophagy—mitochondria
are divided into smaller fragments suitable for autophagosomal encapsulation, and then the undamaged
components are recycled for further fusions or the synthesis of new mitochondria. Fusion and fission
are regulated transcriptionally and non-transcriptionally by various factors, e.g., cellular stress, redox
status, or metabolic and energetic balance within the cell [70]. Since both processes are closely
correlated, the balance between them is crucial for the cell functioning [67]. The two pathways are
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strictly dependent on the presence of lipid rafts along the mitochondrial membrane. These lipid rafts
contain e.g., cholesterol and sphingolipids that play a pivotal role in cell signaling [45].

Mitochondrial fusion machinery is controlled by three nuclear guanosine triphosphate proteins
(GTPases): mitofusin protein 1 and 2 (MFN1 and MFN?2) are located in the OMM and medjiate its fusion,
while optic atrophy protein 1 (OPA1) is responsible for the fusion of IMM [69]. After two mitochondria
get close to each other, the fusion process begins with the recruitment of MFN1 or MFN2 to the lipid rafts
localized along the OMM of both mitochondria. Studies show that mitofusin proteins are also essential
for OXPHOS and mtDNA maintenance [71]. The lipid fragment of both membranes gets shared and one
great mitochondrion is formed, still containing two separated IMMs. Then, OPA1 is recruited and the
lipid rafts located along IMMs start to fuse [70]. It is believed that besides the recruitment of necessary
proteins, lipid rafts play a crucial role as an optimal environment for chemical reactions underlying the
process of membranes fusion. The disruption of lipid microdomains impairs mitochondrial network
formation. The function of MFN2 and dynamin-related protein 1 (DRP1) depends on their proper
recruitment to lipid rafts, which is essential for the initiation of fusion/fission [67]. During fission,
the mitochondrion is divided into daughter mitochondria. The main mediator of the fission process
is DRP1, which is recruited from the cytosol to the mitochondrial surface at contact sites with the
endoplasmic reticulum. Lipids are responsible for membrane dynamics as they lower the energy
barrier for fusion/fission. CL recruits and binds DRP1 and stimulates its GTPase activity. Fission begins
with the IMM division inside the mitochondrion and is followed by the OMM division—two daughter
mitochondria emerge [23]. This process of division is also crucial for preventing the accumulation of
mtDNA mutations, as mtDNA is transferred to the new mitochondrion [69]. Recently, new mechanisms
of fission regulation were revealed such as the cooperation of mitochondria and lysosomes or the
recruitment of Golgi-related lipid to the fission sites [72,73].

In the case of most bacteria, fusion is not observed. However, bacterial filaments may be treated
as equivalent to some extent. Filaments may be a bacterial way to divide or connect with the host [74].
Such filaments are also created upon stress conditions, and it is suspected that filaments may have
been present in ancient bacteria species [23]. The situation is different for the fission process, as
it occurs in most organisms, including bacteria. The first steps of cytokinesis are DNA replication
and nucleoid segregation. Then, a Z-ring is formed—it contains the key division protein FtsZ [75].
The bacterial Z-ring serves as a scaffold to about 20 downstream proteins (e.g., PG synthases and
hydrolases), which are responsible for cell wall remodeling [49]. FtsZ (bacterial homolog of tubulin)
is conserved in almost all bacteria, many Archaea, and the mitochondria of some early-branching
eukaryotes [47]. On the other hand, mitochondrial FtsZ is absent from the genomes of yeast, plants,
and animals. It is assumed that during the evolution, DRP proteins replaced FtsZ in higher eukaryotes
to undertake the process of cell fission [76]. Moreover, a new study confirms that mitochondrial fission
machinery is structurally conserved. This hypothesis was tested by creating constructs and directing
an a-proteobacterial FtsZ protein to the mitochondrial matrix. The authors show that FtsZ localized at
fission sites and increased the rate of mitochondrial fission [77].

3. Human Mitochondrial DNA vs. Bacterial DNA

3.1. Human Mitochondrial DNA (mtDNA)

Human mtDNA plays an essential role in mitochondrial biogenesis, the maintenance of cell
metabolism, and cellular energy homeostasis. Mitochondrial genetic material exists in a form of
double-stranded circular molecules of deoxyribonucleic acid. Each human mtDNA molecule consists
of 16,569 base pairs and has a molecular mass of 107 Da [78]. The number of mtDNA copies per cell
depends on the type of cell in the human body. Energy-consuming cells such as cardiac muscles have
4000-6000 copies of mtDNA per cell, while kidney, liver, or lung cells have less—500-2000 copies per
cell. The individual mitochondrion contains normal and mutated mtDNA molecules, the phenomenon
which is known as heteroplasmy. Upon fission (e.g., during cell division), daughter mitochondria
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obtain random copies of mtDNA molecules, including mutated ones [57]. When the number of
mutated mtDNA increases, cellular energy production is more likely to be affected. If the ratio of
mutated and not mutated mtDNA is too high (threshold value), the odds for the disease occurrence
also increase [79]. The mtDNA is packed inside slightly elongated, irregularly shaped protein-DNA
complexes called nucleoids. Nucleoids are located in the mitochondrial matrix probably in proximity
to IMM. Wang et al. show that some proteins that are known to be embedded in IMM (e.g., adenine
nucleotide translocator (ANT) and proteins from complex I of ETC) are identified in the nucleoid,
which indicates that nucleoid structures are contiguous to IMM [80]. Moreover, the displacement loop
(D-loop) is believed to be anchored in IMM as a central point for nucleoid forming [9,81]. However,
it is not yet clear how the nucleoid’s location is regulated. Studies suggest that it may be dependent on
the fission and fusion mechanisms [82]. Recent findings also show that a single nucleoid contains a
single copy of mtDNA in opposition to previous studies, where up to 8 mtDNA copies were observed
in one nucleoid [80,83]. Up to date, around 20 proteins are identified in the mitochondrial nucleoids,
among which mitochondrial transcription factor A (TFAM) is the most abundant (approximately
1000 molecules of TFAM per one molecule of mtDNA) [80,82]. It is believed that TFAM is responsible
for the compacting of mtDNA, since it causes 90° bends in the DNA and cross-strand binding [82,84].
These compacted structures shield mtDNA and control gene expression. It resembles to some extent
the nucleosomes and chromatin structure in the nucleus. Besides mtDNA and TFAM, the nucleoid
contains several proteins involved in replication (e.g., mitochondrial DNA polymerase y (Poly),
replicative DNA helicase (Twinkle), mitochondrial ssDNA-binding protein (mtSSB)), transcription
(e.g., DNA-dependent RNA polymerase (POLRMT), mitochondrial transcription factor B2 (TFB2M),
mitochondrial transcription elongation factor (TEFM)) and other processes (e.g., RNA helicases, RNA
processing proteins, ribosomal proteins, chaperones) [80,82].

Early studies of mtDNA identified the strand-displacement model of replication [85].
Later discoveries of Y arcs and bubble arcs in mtDNA led to the belief that there are other models of
replication. Currently, there are several models and their variations proposed, such as the unidirectional
RITOLS model (RNA incorporation through the lagging strand) and the bidirectional strand-coupled
DNA model [86,87]. It is also reported that in different tissues and/or conditions, different replication
models may occur [88]. However, for mitochondria and bacteria comparison, this review focuses only
on the strand-displacement model. The replication process starts in the origin sites in both strands and
involves a coordinated work of minimum Poly, Twinkle, mtSSB, topoisomerases, POLRMT, and DNA
ligase III (LiglIll). Errors occurring during the replication of mtDNA are believed to be the main
source of mutations [89]. Poly is reported to be the only polymerase in mitochondria responsible
for replication and mtDNA repair. It is also described as very accurate (less than 10~ errors per
nucleotide), which eliminates Poly as a source of mutations and contradicts previous findings [35].
The mitochondrial gene expression has been recently reviewed by Kotrys et al. Transcription initiation
sites are located within the D-loop region of both heavy chain (H, rich in guanine) and light chain (L,
rich in cytosine). H chain is a template for the transcription of the majority of mitochondrial genes [90].
Transcription of the L chain results mostly in non-coding RNAs, which are degraded by mitochondrial
degradosome (a complex of polynucleotide phosphorylase (PNPT1) and ATP-dependent RNA helicase
(SUV3). Two long, polycistronic transcripts are created (from L and H strand promoters: LSP and
HSP2, respectively) and subsequently processed to obtain mature RNAs [91,92]. The mitochondrial
transcriptional machinery seems to be straightforward [84]. It contains DNA-dependent RNA
polymerase (POLRMT) and cofactors: TFAM can unwind mtDNA, initiates the transcription and
recruits POLRMT to the site; TFB2M stabilizes the open conformation of the mtDNA strands; TEFM
allows strand elongation; mitochondrial transcription termination factor 1 (MTERF1) flips specific
bases to terminate transcription [35]. On the other hand, new factors are described as engaged in the
transcription e.g., mitochondrial ribosomal protein L7/L12 (MRPL12) or mitochondrial transcription
rescue factor 1 (MTRES1), which is also involved in translation through binding to the mitochondrial
ribosome. New findings indicate that mitochondrial gene expression processes are yet to be fully

-102 -



Molecules 2020, 25, 2857 8 of 30

understood [90]. Translation in mitochondria consists of standard stages of initiation, elongation,
termination, and recycling. The process is crucial for the proper production of enzymes involved in ETC
and hence the proper functioning of the organelle. The mammalian mitochondrial ribosome is believed
to have bacterial origin, even though some rRNA fragments have been lost during endosymbiosis (e.g.,
55rRNA) [93]. Studies show that missing TRNA fragments are replaced by proteins—the mitochondrial
ribosome contains twice as many proteins as cytosolic or bacterial structures [94]. On the other hand,
about half of mitochondrial ribosomal proteins do not have bacterial homologs, and it is now clear that
the mitoribosome has unique proteins obtained during evolution [93,95]. Details of the mitochondrial
translation will not be discussed here, but it is important to remember that disturbances in this process
may lead to pathological states [93,96,97].

A total of 37 genes are included in mtDNA, encoding 11 mRNA molecules (translated to
13 proteins), 22 tRNA molecules, and 2 rRNA molecules (12S and 16S) (Figure 1). Encoding sequences
are embedded in both strands of mtDNA and divide among 12 proteins and 14 tRNAs encoded by the
H chain and 1 protein and 8 tRNAs encoded by the L chain [98]. The genetic code of mtDNA is slightly
different from nDNA. In nDNA, UGA is a stop codon and in mtDNA, it is coding Trp, AUA is coding
Met in mtDNA instead of Ile, and there are four possible stop codons in mtDNA: AGA, AGG, UAA,
and UAG [93,99].

D-loop

cYTB \\ [y 125 RNA
/ L oy,
A v 16S RNA
ND6/ E

ND5
Human
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—nSD
ND4
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CcOX3 ~\L
ATP 6/8 cox2

Figure 1. Schematic representation of human mitochondrial DNA (mtDNA). The circular molecule
(16,569 bp) contains genes coding for 7 subunits of complex I (ND1-ND6, NADH ubiquinone
oxidoreductase chain 1-6) (blue line), 1 subunit of complex III (CYTB, cytochrome B) (purple line),
3 subunits of complex IV (COX1-COX3, cyclooxygenase) (green line), and 2 subunits of complex V
(ATP synthase 6 and 8) (red line). Moreover, mtDNA encodes 2 rRNAs (orange line) and 22 tRNAs
for specific amino acids (marked with black lines with letter designation for specific amino acids)
(based on [9]).

Characteristic features of human mtDNA are a lack of introns and high gene density. The exception
is the non-coding region (NCR) that contains a D-loop—the starting point of replication and promoters
for transcription. D-loop contains hypervariable fragments that differ among individuals, which is
useful for population genetics and forensic medicine [100]. All 13 mitochondrial proteins take part
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in ATP generation by OXPHOS. These proteins are membrane subunits of the respiratory chain: 7 of
45 subunits of complex I (NADH: ubiquinone oxidoreductase), 1 of the 11 subunits of complex III
(ubiquinol:cytochrome C oxidoreductase), 3 of 14 subunits of complex IV (cytochrome C oxidase),
and 2 of 16 subunits of complex V (ATP synthase) [101,102]. Details of why the OXPHOS subunits
in humans are encoded by mtDNA are yet unclear [16,35,78,98]. Two hypotheses give reasons for
this phenomenon. One of the hypothesis is that to efficiently regulate ETC, some genes must be
expressed “on site”. In the case of changes in the redox state, the adjustment of OXPHOS complexes
is needed. Therefore, when mtDNA is present “on site”, mitochondria may rapidly regulate protein
expression to prevent malfunctions of ETC, excessive ROS production, and subsequent damage to the
cell [103]. The second hypothesis, which was recently revisited, stresses the fact that the majority of
mtDNA-encoded proteins are large and hydrophobic. Hence, if expressed in the nucleus, they would
be most probably directed to the endoplasmic reticulum instead of mitochondria [104]. It is worth
mentioning that both theories are not exclusive, but further studies in this field are necessary to fully
understand the reasons why mitochondria need its genetic material [2].

3.2. Comparison of Human mtDNA and Bacterial DNA

Since the endosymbiotic theory describes a-proteobacteria as an ancestor of mitochondria,
many common features have been discovered over the years between mitochondrial and prokaryotic
genomes. The bacterial genomes size varies in the range of approximately 1000-9000 kbp [105].
The genome of Escherichia coli is described as 4700 kbp, double-stranded, circular DNA (circular
bacterial chromosome), and it is the most popular model for molecular studies [106]. During the
endosymbiotic process, a significant reduction of bacterial genome size occurred as a result of gene
transfer to the host. Hence, mtDNA has a much smaller size than the average bacterial cell, and it
lost many functional genes [107]. The bacterial genome is located in the central part of bacteria in
the form of compacted nucleoid. In some bacteria, such as E. coli, DNA is supported by multiple
plasmids located nearby that encode e.g., antibiotic resistance genes. Human mitochondria have
many copies of double-stranded, circular DNA [39]. Same as in bacteria, mtDNA is associated
with proteins and shaped into nucleoids, which indicates a possible evolutionary correlation of
the two [9]. In the case of mitochondria, TFAM proteins are the main components that compact
DNA. The same phenomenon is observed in bacteria where the set of nucleoid-associated proteins
(NAPs) compacts genofor into nucleoid [108,109]. They are able to bind to DNA and change its
structure. Two major DNA binding proteins involved in this process are DNA-binding protein HU and
histone-like nucleoid-structuring (H-NS) protein. They have different functions within the bacterial
genome: HU takes part in transcription and cellular growth, while H-NS silences transcription and may
arrest the cell cycle [108]. Both proteins are involved in the compacting of the bacterial DNA, and by
regulating the dynamics of the nucleoid, they influence gene expression [47]. Bacterial DNA contains
mostly functional regions that encode proteins [105]. Therefore, usually, its genome size corresponds
with proteome size [110]. The length of DNA in bacteria is also associated with its content of G:::C pairs,
which is beneficial for the cell as it decreases the chance of denaturing [111]. Characteristic for bacterial
DNA are also conserved unmethylated CpG motifs. They are also described within mtDNA, which is
one more evidence for the evolutionary connection of bacterial and mitochondrial genomes [16].

Gene expression machinery in mitochondria is distinct from nuclear expression, which also aligns
with the endosymbiotic theory of mitochondrial origin. On the other hand, many of the proteins
involved in genome maintenance correspond not with bacterial but with bacteriophage lineage (e.g.,
POLMRT, Twinkle) [35]. POLRMT is homologous to T7-like bacteriophage’s polymerase. It may
indicate that the polymerase-based transcription system was incorporated in eukaryotes early in
the evolutionary process or that the proteobacterial system was replaced by phages in the process
of evolution [84]. On the other hand, Poly belongs to the family-A DNA polymerases to which
the bacterial DNA polymerase I (Poll) also belongs [35]. The bacterial chromosome is replicated
bidirectionally starting from the site of origin and transcription and translation occur simultaneously
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during the cell cycle. These processes are well known and will not be described here in detail [112-115].
The replication of prokaryotic and mitochondrial DNA has a different course. The bacterial replication
is bidirectional and starts at the same time on both strands. The replication of mtDNA is more
complex and requires partial replication of the H strand to activate the process on the L strand [35,116].
Mitochondria contain their own transcriptional and translational machinery—genes are transcribed as
mRNA, which is subjected to polyadenylation as post-transcriptional processing [95]. It is another
indicator that the mitochondria, as a semi-autonomous organelle, may be a remnant of bacteria
in the cell. Until recently, it was believed that mitochondrial transcription machinery is distinct
from the whole cell and operates on its own. What supported this theory was that mitochondria
create polycistronic transcripts, as bacteria do and have clustered RNA genes, which are typical for
eubacteria [7]. In addition, TFB2M is homologous to the rRNA methyltransferase family in bacteria
and archaea [35]. However, a new study shows that nuclear regulatory factors also take part in the
regulation of mitochondrial gene expression [117].

Taking into consideration common structural and genetic features linking mitochondria and
bacteria, it may be assumed that the endosymbiotic theory is correct in the light of current knowledge.
The mitochondrial genome seems to be a direct remnant of its prokaryotic ancestor despite differences
that arose throughout evolution. Therefore, it may be suspected that other molecular machinery such
as DNA repair in mitochondria may also have a bacterial origin. However, the presence of the genetic
material in mitochondria has its evolutionary consequences. The major drawback is that mtDNA is
exposed to ROS action and hence is highly vulnerable to oxidative DNA damage formation. The next
section describes oxidative DNA damage, its formation within mitochondria, and mechanisms of
mitochondrial redox homeostasis regulation.

4. DNA Damage in Human Mitochondria

4.1. Oxidative DNA Damage

The mitochondrial genome is subjected to the same damaging factors as nDNA and even more.
DNA damage may occur as single nucleotide damage (e.g., 8-oxoguanine (8-oxo-G)), structural damage
(e.g., intrastrand/interstrand cross-linking) or damage to DNA core (e.g., apurinic/apyrimidinic (AP)
site). The most frequently mentioned DNA damage types are the oxidation of bases, single-strand
breaks (SSBs, e.g., as a result of ROS), the alkylation or deamination of bases, insertion of the
incorrect base during replication, the formation of pyrimidine dimers (e.g., as a result of UV radiation),
double-strand breaks (DSBs, e.g., as a result of ionizing radiation), the formation of base derivatives
(e.g., as a result of H,O, or polycyclic hydrocarbons present in smoke), the formation of cross-links
between DNA strands (e.g., as a result of vinyl chloride) [118]. DNA damage is also divided into
endogenous or exogenous. Endogenous damage is caused by the products of cellular metabolic
processes (e.g., ROS and reactive nitrogen species (RNS)) or by the errors emerging during replication.
Exogenous damage is caused by external factors e.g., UV radiation, high temperature, toxins of plant
origin, aromatic mutagens, or radio- and chemotherapy. Ionizing radiation may lead to the formation
of cracks in both DNA strands and complex lesions that are a characteristic feature for radiation. As a
result of UV light, pyrimidine dimers may be formed between adjacent cytosine (C) and thymine (T) or
two T residues [14]. The likelihood of the oxidative damage in mtDNA is the highest of all cellular
locations due to OXPHOS reactions which occur close to mitochondrial genetic material. Furthermore,
in the process of mtDNA replication, the H-chain is separated for some time, making it more vulnerable
to mutagenic agents [78].

To date, more than 100 different types of oxidative DNA damage have been identified [119].
Each nucleobase is vulnerable to oxidative damage. Changes in base structures lead to
transversion or transitions in mtDNA, which causes mutations and subsequent diseases. The most
frequently oxidized base is guanine (G) due to its low oxidation potential: it occurs 10° times
per day/per cell [120]. The 8-oxo-G is generated through the oxidation of C8 in G and its
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presence leads to G::C—> AuT transversions. 8-oxo-G may be further oxidized to the form
of 2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidine (FapyG), which is reported to be even more
mutagenic [121]. 8-oxo-G is well described and is often used in studies on repair systems in cells due
to its chemical stability. Adenine (A) undergoes similar conversions; however, the yield of 8-oxo-A and
4,6-diamino-5-formamidopyrimidine (FapyA) formation is lower than for G. 8-oxo-A and FapyA lead
to A::T—> G::C transversions. FapyA is one of the most frequent A lesions resulting from radiation.
The mutagenic potential of A-derived damage is lower than those of G due to its lower structural
stability in the DNA strand. Thymine glycol (TG) is the most frequent lesion of T, which blocks
polymerase activity during replication [122]. Other examples of T lesions are 5,6-dihydrothymine (DTH)
and 5-hydroxymethyluracil (5SHmU). While the first one is not reported to be cytotoxic or mutagenic,
the latter causes T::A—>G:::C transitions. Oxidative products of C are 5-hydroxy-2’-deoxycytidine
(OH5C), which leads to C:::G—>T::A transitions and 5-methylcytosine (5mC) which, apart from lesion
forming potential, has a gene regulation function [119]. Oxidative DNA lesions are mostly formed
as a result of ROS action. Taking into consideration that proteins involved in OXPHOS are encoded
by mtDNA and are on the “first line” of exposure, the proper redox homeostasis is crucial for the
organism to support mitochondrial genome integrity [123].

4.2. Mitochondrial ROS Production and Redox Homeostasis

MtDNA is highly sensitive to oxidative lesions; therefore, the mutagenesis rate in mtDNA may
be even 10 to 20-fold higher than in nDNA [78,124]. The mtDNA seems to be an easy target for the
free radicals due to a lack of chromatin structure (protection of histones). However, TFAM must be
mentioned here, as the protein is able to compact mtDNA into a nucleoid [35]. Nucleoids resemble
the tight structure of chromatin; thus, it is assumed that mtDNA is shielded from the action of ROS
at least until the moment of loosening the structure before replication or transcription. TFAM also
operates in coordination with POLRMT during transcription to bypass oxidative damage (e.g., 8-oxo-G),
which otherwise would stop the process [125]. Apart from the mutagenic potential, ROS are important
regulators of the molecular pathways (e.g., gene expression or cell differentiation) [126]. ROS are mainly
generated during physiological processes, the metabolism of chemical compounds, or as a response
to a stress factor (e.g., ionizing radiation). Endogenously, radicals are formed through enzymatic
cellular systems such as cytochrome P450 reductase, nitric oxide synthase (NOS), or as a result of
“electron leakage” in ETC [127,128]. Respiration generates a high amount of ROS (about 90%) [129].
They include H,O,, superoxide anion (O,°~), singlet oxygen (10,), ozone (O3), and hydroxyl radical
(*OH). ROS are produced mostly as a result of the reaction between O, and electrons, which come
mostly from complexes I and III of ETC. Some electrons “leak” from the ETC before full, four-electron
reduction, causing a direct reduction of O, to O,°" that is the most devastating radical generated in
high quantities (2-3 nmol/min/mg of protein) [130]. IMM is impermeable for O,*~. The anion formed
by complex I is directed into the mitochondrial matrix, but complex III may direct some amount also
into the intermembrane space [128].

Free radicals are neutralized in mitochondria by a variety of endogenous enzymatic (e.g.,
superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (Gpx), peroxiredoxin (Prdx),
hemeoxygenase-1 (HO-1), and thioredoxin (Trx)) and non-enzymatic (e.g., urate, ascorbate, glutathione
(GSH), B-carotene, and flavonoids/polyphenols) antioxidants [131,132]. SOD seems to be the first
line of defense against ROS (Figure 2). It neutralizes O,°~ through its degradation to O, and H,O,.
The SOD1 gene is located on chromosome 21q22.1. SOD1 overexpression may lead to an increase
in the ROS level in the cell. Available results indicate that in patients with chromosome 21 trisomy
(Down Syndrome, DS), SOD1 levels are elevated in different types of cells and organs. In addition to
morphological disorders, DS is associated with impaired learning, memory, and mental development.
Genes actively involved in the degeneration of nerve tissue, among others, have been identified as
responsible for cognitive functions such as learning, memory, or behavioral disorders. The most
commonly described genes in this context include Sod1, App, or Sim2 [133]. Moreover, an important
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factor associated with DS pathologies is oxidative stress [134]. Trisomy 21 is associated with the
impairment of mitochondrial function, which leads to an increased level of free radicals and oxidative
stress. However, there is no clear evidence of whether SOD1 overexpression is directly responsible
or it is rather the result of damaged mitochondria in the DS patient’s brain. There are two types of
SOD in mitochondria—SOD1 in the intermembrane space and SOD2 in the mitochondrial matrix [129].
Gulesserian et al. observed differences in SOD expression in the brain of DS patients compared to
Alzheimer patients. SOD1 levels in DS were significantly elevated, while in the case of Alzheimer’s
disease, they were lowered. Interestingly, SOD2, which is necessary for the proper functioning of
mitochondria and neurite growth, did not show significant differences in its amount or distribution in
the brain [135]. The authors conclude that SOD1 overexpression in DS may be neuroprotective and
constitute a compensatory mechanism for increased oxidative stress, which is also supported by other
authors [136,137]. However, different studies show that SOD1 overexpression may partially cause the
DS [138].

H,0; has moderate reactivity and is not a direct threat to macromolecules, but in metal-catalyzed
reactions, it is converted to *OH. The hydroxyl radical is the most reactive radical that causes nucleobases
modifications impacting DNA structure [139]. Therefore, HyO, may be converted to O, and H,O by
CAT or Gpx/GSH [129]. CAT is less efficient than GSH, but while GSH is a major antioxidant for the
entire cell, in mitochondria, it occurs in low quantities. Gpx utilizes GSH to enable the transformation
of HyO, to HpO; then, GSH is regenerated by glutathione reductase (GR). The Prdx/Trx system operates
similarly—Prdx reduces H,O; to O, and utilizes Trx to regenerate itself [129]. The oxygen level is
controlled by specific hypoxia-inducible transcription factors (HIFs). They inhibit ROS generation by
the regulation of acetyl-CoA synthesis, mitochondrial proteins synthesis, and mitophagy. A decreased
level of O, leads to HIFs activation, which subsequently leads to a decrease in the production of
mtROS or an increase in the production of ROS scavengers. HIFs occur in abundance in tumor
tissues that are rich in hypoxic areas. Therefore, HIFs inhibition may serve as a potential therapeutic
target in the inhibition of tumor growth [140]. The consequences of ROS in cells are dependent
on their concentration. In non-stress conditions, when the ROS level is well-regulated, the redox
signaling maintains physiological cell functions, such as cellular differentiation and tissue regeneration.
However, in the case of ROS overgeneration or the inhibition of ROS scavengers, the intracellular
redox homeostasis is disrupted. It leads to the state of oxidative stress, which is the combination
of the impaired ability of tissues to detoxify/compensate overall damage with an overgeneration of
ROS. Oxidative stress may induce iron ions, which in turn catalyze the formation of highly reactive
*OH [131]. The accumulation of ROS can also disrupt the mitochondrial membrane stability and lead
to the activation of the fusion/fission control system or mitophagy [69,141]. Oxidative stress is the main
source of SSBs and DSBs, which are the most abundant damage in mtDNA. They impair mitochondria
functions through decreasing the ETC protein activity [98]. ROS action may result in substitutions,
deletions, and missense mutations at a lower concentration in mtDNA than in nDNA [78]. Experiments
on rat cardiomyocytes show that after treating cells with H,O,, the oxidative stress arises and causes a
decrease in the activity of complexes I, III, and IV by 50% within 10 min [9].

Furthermore, oxidative stress induces lipid peroxidation. As a result, reactive lipid peroxidation
products are generated e.g., 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE). 4-HNE is produced mainly in mitochondria
and is considered as an oxidative stress biomarker. It may form adducts with DNA, proteins,
and membrane phospholipids, especially within mitochondria [142]. Studies show that such adducts
lead to the onset of cancer, mtDNA damage, reduced membrane integrity, reduced ETC activity,
and apoptosis (e.g., through the regulation of proteins involved in cellular stress response to UV, H,O,,
or oxidants) [142,143]. 4-HNE may form HNE-DNA bulky adducts and/or bond with all nucleobases
(it reacts with the highest efficiency with G and C). The adduct of 4-HNE and G may be removed
from DNA by BER, nucleotide excision repair (NER), or recombination [142]. In the case of nDNA,
4-HNE-dG plays a crucial role in human cancers as it causes p53 mutation and subsequently may lead
to the death of cancerous cells [142]. The exact role of 4-HNE-dG within mtDNA is not yet described,
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but the interaction of 4-HNE with mitochondrial macromolecules is considered as a potential target for
cancer treatment.

Matrix Intermembrane Cytoplasm
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Figure 2. Schematic representation of reactive oxygen species (ROS) signaling in human mitochondria.
Superoxide anion (O,°”) emerges in the mitochondrial matrix and intermembrane space and can be
converted to hydrogen peroxide (H,O,) by superoxide dismutase (SOD1 or SOD2). H,O, gets through
the membrane into the cytoplasm. O,*~ may also react with nitric oxide (NO) forming peroxynitrite
(ONOO*7), which blocks O,*~ conversion into HyO,. In the presence of metal ions (Fe?*), H,O,
generates hydroxyl radical (*OH). Hydrogen peroxide may be transformed into the water by enzymes:
catalase (CAT), glutathione peroxidase (Gpx), or peroxiredoxins (Prdx) (based on [144]).

It is worth mentioning that similar processes of the generation and neutralization of free radicals
occur in aerobic bacteria, where ROS also play an important role in their metabolism and emerges
as a result of stressors (e.g., exposure to antibiotics) [145]. A model organism for such discussion is
E. coli (facultative anaerobe) [146]. A four-electron reduction of O, is observed in bacteria, resulting
in ROS production. E. coli cell contains a set of scavenging enzymes: three types of SOD (Fe-SOD,
Mn-SOD, and CuZn-SOD), 2 types of CAT, and alkyl hydroperoxide reductase (Ahp, which reduces
H,0; to HyO). Those enzymes regulate intracellular ROS concentrations, but in the case of additional,
exogenous stress factors and higher ROS levels, they are insufficient. Therefore, bacteria have two
systems neutralizing exogenous oxidative stress (OxyR and SoxRS), which will not be discussed
here [146]. ROS cause serious consequences for bacteria. They impair amino acids, lipids, DNA,
or proteins, which may lead to the accumulation of ROS and subsequent cell death. As previously
mentioned, 4-HNE is a result of ROS reactions with mitochondrial lipids. It is mutagenic in both
mammalian and bacterial cells [142]. During oxidative stress, levels of 4-HNE may increase up to
50 uM and form adducts with DNA [147]. As a response to such DNA damage, the SOS system may
be triggered, which is a main system activated in the case of UV action upon DNA. Bacterial defense
mechanism concerns also repair of damaged DNA, which is discussed further in this review. In E. coli,
4-HNE adducts may be repaired by NER or homologous recombination [147]. The interesting fact
is that in the light of ROS, bacteria and mitochondria suffer comparable damage and have similar
mechanisms of protection.

The impact of mitochondrial ROS (mtROS) on the cell and human health is considered to be
complex. Oxidative stress may cause cell death due to interactions of ROS with cellular proteins, lipids,
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and DNA [16]. Moreover, mtROS may target DNA repair proteins, which impairs repair systems and
increases the number of DNA lesions in the mitochondrial genome [148]. The main repair system in
mitochondria is BER, which targets oxidative lesions in mtDNA. Therefore, it is essential that the repair
mechanisms within the cell operate properly. A better understanding of the BER mechanism and its
elements will allow preventing genomic instability and later diseases.

5. Mitochondrial BER System

Every living cell is constantly exposed to many factors, both internal and external, that interact with
its genetic material. Products of cellular metabolism, ROS, environmental factors, food contaminants,
ionizing radiation, and chemotherapeutics can cause DNA damage (2-7-10* lesions forming per day/per
human cell) [148]. The lesions can block gene transcription and lead to mutations. Therefore, cellular
repair systems must be constantly active, detect, and mitigate the effects of damage. The effectiveness
of repair mechanisms depends on many factors, including the type of cell and the type of damage.
In a situation where there are too many lesions or DNA repair systems that do not function effectively,
the cell enters the path of apoptosis. Repair systems observed in mitochondria are base excision
repair (BER), mismatch repair (MMR), and non-homologous end-joining (NHE]) [149]. Homologous
recombination (HR) is essential for mtDNA repair in plants and yeast, but it is not confirmed to
operate in human mitochondria. In addition, nucleotide excision repair (NER) action is not identified
in mitochondria [124]. BER is recognized as a predominant system in mitochondria and repairs
lesions resulting from oxidation, deamination, alkylation, and SSBs [78]. It is worth noting that the
repair process of mtDNA is slower than nDNA, and any defects in its operation may cause serious
consequences for the entire cell. On the other hand, errors may also occur as a result of incorrect
polymerase action during BER. The polymerase may mispair a base opposite the original lesion site,
which often goes undetected and results in mutations. A majority of these mutations are single
nucleotide deletions—it is the most common error in BER system [150]. To avoid genetic instability
in mitochondria and an impaired action of respiratory pathways, the cell must be ready to repair
occurring damage in a highly controlled way.

5.1. Mitochondrial BER Overview

The BER system is designed to repair damaged DNA by cutting out a single base (SP-BER) or a
fragment of 2-10 nucleotides (LP-BER). The ability to excise a single base is a feature that distinguishes
BER from other DNA repair mechanisms [151]. The BER system removes about 10% lesions per day in
human cells and is based on the few steps (Figure 3): recognition of the lesion by specific glycosylases,
excision of the damaged base, AP site removal, processing of strand ends, insertion of the correct
nucleotide, and strands ligation [152].
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Figure 3. The base excision repair (BER) system in mitochondria. (1) The first step is the
action of DNA glycosylases. Depending on the type of damage, different glycosylases are
recruited: monofunctional—molecule and adenine DNA glycosylase (MUTYH), single-strand selective
monofunctional uracil DNA glycosylase (SMUGT1), or bifunctional—endonuclease III homolog 1
(NTH1), 8-oxo-G DNA glycosylase 1 (OGG1), Nei-like 1 (NEIL). DNA glycosylase cleaves the
-N-glycosidic bond and releases the damaged base. (2) In the case of monofunctional glycosylases,
an apurinic/apyrimidinic (AP) site is created. Bifunctional glycosylases have AP endonuclease
activity—they create a gap in the strand without AP endonuclease. (3) The AP site is incised by AP
endonuclease (APE1). (3a) The AP site is processed by APE1 or polynucleotide kinase 3’-phosphatase
(PNKP). (4) DNA polymerase y (Poly) processes the 5’-end of the strand. (5) The gap in the strand is
filled with correct nucleotide by Poly. (6) Strand is ligated by DNA ligase III (based on [78]).

Most of the lesions affect the spatial arrangement of the DNA helix, which improves the detection
of the lesion by the cell. Specific repair proteins are recruited to bind to the damaged site so that
subsequent repair elements can operate. Enzyme complexes consist of different proteins depending on
the type of cell, type of damage, and the phase of the cell cycle. DNA glycosylases find the damaged
site and cleave the (3-N-glycosidic bond between the base and deoxyribose. This creates an AP site
that is recognized by the AP endonuclease [153]. Various glycosylases are known, each of which
is responsible for identifying a different type of damage. There are monofunctional glycosylases
that cross 3-N-glycosidic bonds and bifunctional glycosylases, which additionally can remove AP
sites (by PB-elimination or (3,y-elimination), resulting in a gap of only one nucleotide (they create
SSB). Examples of mitochondrial monofunctional enzymes are uracil DNA glycosylase (UDG), which
finds and excises uracil (U) from a single- or double-stranded DNA (ssDNA or dsDNA) molecule
and adenine DNA glycosylase (MUTYH), which removes A mispaired with oxidized G. The AP
endonuclease (APE1) hydrolyzes the phosphodiester linkage 5" from the AP site and thereby cleaves
the DNA strand. Bifunctional glycosylases such as endonuclease III homolog 1 (NTH1) carries out
both stages—recognition and removal of the lesion and AP site cleavage. However, to properly process
strand ends, APE1 and polynucleotide kinase 3’-phosphatase (PNKP) are also needed. The free
3’-OH end formed this way allows DNA polymerase vy (Poly) to add the missing nucleotide. Poly is
still commonly accepted as the only one (from 17) mammalian polymerase reported functioning in
mitochondria, despite recent advances in the field [90,154]. BER in mitochondria resembles the one in
the nucleus. For SP-BER, a single nucleotide is inserted, while for LP-BER, a longer fragment is inserted:
the flap structure. Before the strands are ligated, the flap fragment is cut off by flap structure-specific
endonuclease 1 (FEN1) with the assistance of exo/fendonuclease G (EXOG1) [155]. The last few years
revealed an alternative LP-BER pathway. It does not involve FEN1 action and instead, it employs
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DNA replication helicase/nuclease 2 (DNA2). DNA2 can stimulate Poly on its own or in coordination
with FEN1 [149,156]. Eventually, a fragment of the DNA chain is “replaced” with a new one. The final
stage of the BER mechanism is the joining of the new nucleotide fragment with the “old” strand by the
action of LiglII [155]. At first, it was believed that in mitochondria, only SP-BER is present, but studies
have already confirmed the activity of LP-BER. The removal of 2-deoxyribonolactone (dL) may be an
example. DL covalently binds to Poly and blocks the SP-BER pathway. However, experiments with
dL show that it is removed from mtDNA with the FEN1 endonuclease, which is the key protein in
the LP-BER pathway [149]. LP-BER allows repairing more complex lesions such as tandem (lesions
of two subsequent nucleobases) and/or clustered lesions (2 or more lesions present within 1-2 turns
of the helix) [157]. However, the presence of accumulated damage sites may reduce the activity of
BER enzymes [158]. On the other hand, it is reported that in the case of clustered lesions, they are
preferentially repaired one by one, mainly by SP-BER, to avoid possible errors or DSBs while cutting out
the nucleotide fragments on both strands [159]. Besides, depending on the type and mutual location of
damage, only the first lesion can be effectively repaired. TFAM is also believed to be connected to BER
action [160]. As BER acts on mtDNA, which is located close to the IMM and compacted within the
nucleoid, the theory seems to be probable. Studies show that TFAM binds also to DNA containing
8-0x0-G and that it inhibits BER action in mtDNA. It is suggested that this inhibition is a necessary
step for the mitochondria to “assess” the extent of damage and have time to import repair proteins
from cytosol [155]. Mitochondrial glycosylases are encoded by nDNA, and those containing the
mitochondrial targeting signal (MTS) are translocated into mitochondria [161,162]. The evidence is still
limited, but some studies show that repair proteins are imported to mitochondria only in response to
stress signals [155]. It is believed that the BER system has a bacterial origin, as the organelle itself [124].
Hence, the next chapter describes human mitochondrial and bacterial BER proteins and stresses their
homology and overlapping functions.

5.2. BER Proteins in Human Mitochondria and Bacteria

The BER system is highly conserved throughout all organisms [124]. Bacterial DNA repair systems
differ according to the species of bacteria and are dependent on the environment they inhabit [163].
However, the bacterial BER corresponds with the mitochondrial one. This repair pathway is crucial for
maintaining genetic stability, especially in the context of oxidative damage. Enzymes responsible for
repairing DNA in mitochondria and bacteria show common characteristics and functions. Moreover,
bacteria are evolutionarily older than mitochondria, and the majority of bacterial BER proteins have
homologs in human mitochondria (Table 1). Therefore, it should be considered as at least partial
evidence for their shared origin, which supports to some extent the evolutionary theory of the bacterial
origin of mitochondria.

The most important proteins in the BER pathway are glycosylases, as they initiate the repair process
through detecting and the subsequent excision of DNA lesions. Glycosylases are divided into 4 families:
the UDG family (contains characteristic o/f fold), HtH family (contains characteristic helix-hairpin-helix
structure), 3-methyl-purine (MPG) family also known as alkyladenine DNA (AAG) family (focused
on alkylation damage), and formamidopyrimidine-DNA glycosylase (Fpg)/endonuclease VIII (Nei)
family (contains characteristic helix-two turn-helix structure) [162]. Human mitochondria contain a
set of glycosylases—UNG1, MUTYH, N-methylpurine DNA glycosylase (AAG/MPG), 8-oxoguanine
glycosylase (OGG1), NTH1, and Nei-like 1 and 2 (NEIL1 and NEIL2) [78,124]. Bacteria also contain
a set of glycosylases: Ung, Mug, endonucleases III (Nth), alkyladenine DNA glycosylases (AlkA),
adenine DNA glycosylase (MutY), 8-oxo-dGTP diphosphatase (MutT), MutM (also known as Fpg),
Nei, and N-methylpurine-DNA glycosylase II (MpgllI) [151,152].

The first glycosylase family (UDG family) contains 6 subfamilies, of which only the uracil
N-glycosylase (UNG) subfamily is found in mitochondria [161]. Its mitochondrial isoform (UNG1) has
a 30 amino acid MTS sequence, which is cleaved after entering IMM. UNG1 and its bacterial homolog
Ung are monofunctional conserved enzymes that have the same functionality—the excision of U from
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ss- and dsDNA [161]. U, in this case, may be paired with any canonical base. Interestingly, Ung was
the first glycosylase ever discovered in E. coli by Lindahl [164]. Human UNG and E. coli Ung genes
show over 55% identity and are believed to be one of the most ancient glycosylase genes [165].

Table 1. The BER system’s main proteins in human mitochondria and bacteria [151,155,161,162].

H. sapiens E. coli
DNA glycosylases
UDG family UNG1 Ung
Mug
HtH family NTH1 Nth
OGG1
MUTYH MutY
MTH1 MutT
Mpgll
AAG family AAG-A, AAG-B AlkA
Fpg/Nei family NEIL1, NEIL2 Fpg (mutM), Nei
AP endonucleases
Xth family APE1, APE2 ExollI (XthA)
Nfo family Endo IV (Nfo)
DNA polymerases
Family A Poly Poll
Family X Polp
Family AEP PrimPol
DNA ligases
ATP-dependent Liglllx
NAD™"-dependent LigA
Other
Flap endonuclease FEN1

The HtH family of glycosylases includes six subfamilies: Nth, MutY, AlkA, Mpgll, 8-oxo-G
DNA glycosylase 1 (Oggl), 8-oxo-G DNA glycosylase 2 (Ogg2), and OGG1. As the most abundant
damage excised by the BER system is 8-0x0-G, its repair is studied extensively. The first described
repair system that removed 8-0xo0-G from DNA was recognized in E. coli and named the “GO-system”.
It involved 3 repair enzymes: MutT (captures free, damaged bases from nucleotide pool to prevent their
incorporation to the DNA strand), MutM (cleaves 8-oxo-G from DNA), and MutY (removes A mispaired
with 8-0x0-G) [119]. In human mitochondria, the repair of 8-oxo-G is initiated by OGG1 [161]. OGG1 is
a bifunctional enzyme with N-terminal MTS. It has isoforms specific for mitochondrial repair (OGG1-1b
and ¢, OGG1-2a-2e), but their individual roles are still not fully understood [155,161]. Experiments on
mitochondrial extracts of 0gg1”~) mice show a higher amount of 8-0x0-G in mitochondria compared to
the nucleus. It implies that nDNA has alternative repair pathways for such damage that are not present
in mitochondria [166]. OGGT1 also repairs a product of 8-oxo-G oxidation—FapyG. Glycosylases
repairing 8-oxo-G in mitochondria have their bacterial homologs; for example, MutY corresponds with
MUTYH [167]. Interestingly, MutY, the representative of MutY subfamily, is the first described enzyme
that cleaves undamaged nucleobases—A mismatched with G. Monofunctional MUTYH has the same
role of removing mismatched A from A::8-oxo-G, A::G, or A::C pairs. Among about 15 transcripts of
the MUTYH enzyme, only one is present in mitochondria—MUTYH-«3 with 14 amino acid MTS [161].
Another pair of homologs is 7,8-dihydro-8-guanine triphosphatase (MTH]1, also known as NUDT1)
and bacterial MutT. MTHI1 neutralizes oxidized bases (e.g., 8-oxo-dGTP) from a nucleotide pool,
preventing their incorporation into DNA during replication [168]. However, MTH1 was also found in
mitochondria as an additional enzyme excising 8-oxo-G in the case of high 8-oxo-G concentration [169].
NTH]1, a bifunctional glycosylase, is also expressed in the mitochondria and named after its bacterial
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prototype Nth [161]. It recognizes lesions such as TG, 5-hydroxycytosine (5hC), 5-hydroxyuracil (5hU),
and Fapy.

Monofunctional glycosylases from the AAG family excise deaminated and/or alkylated
bases—3mA, 1-methylguanine (1mG), 7-methylguanine (7mG), hypoxanthine, and etheno adducts in
ss- and ds-DNA. Two isoforms are identified in mitochondria: AAG-A (17 amino acid MTS) and AAG-B
(12 amino acid MTS) [161]. AlkA glycosylase is present in many bacteria species and corresponds
with the AAG mitochondrial enzymes. Bacterial AIkA lacks one HtH motif in its structure, but it
recognizes the same substrates as AAG [161]. E. coli has also a second enzyme that is able to excise
3mA—DNA-3-methyladenine glycosylase 1 (Tag), which is about 10-fold less active than AIkA [152].
In Gram-positive bacteria and single-celled eukaryotes, other glycosylases are also observed as a part
of the BER pathway e.g., alkylpurine glycosylase D (AlkD), which excises bulky alkylpurine adducts
and alkylpurine glycosylase C (AlkC), which deals mostly with 3mA [170,171].

The Fpg/Nei family of human glycosylases recognizes oxidized pyrimidines such as G or FapyA,
hydroxyuracil (HydU), TG, and hydantoin lesions. In bacteria, Fpg and Nei scan the bacterial
genome for any distortions of the DNA helix, especially oxidized pyrimidines [152]. While Fpg
has no mammalian homologs, Nei corresponds with NEIL glycosylases. NEILs are bifunctional
glycosylases that excise damaged base through f3,6-elimination. They are responsible for the excision
of oxidative lesions such as 5hU, 5hC, and Fapy (8-oxo-G is not a preferred substrate). Two out of
three NEIL isoforms identified in eukaryotes are present in mitochondria—NEIL1 (with 89 amino acid
MTS), which repairs dsDNA, and NEIL2 (MTS length is not yet known), which repairs ssDNA [161].
NEIL glycosylases need a subsequent action of PNKP that removes 3’-phosphate and allows Poly to
work [155]. PNKP seems not to play a role in bacterial BER; however, studies show it is essential for
RNA repair in many bacteria species [172].

Endonucleases are another group of BER enzymes. They are translocated into mitochondria in
response to oxidative stress signals [173,174]. Mitochondrial APE1 (MTS not identified) and APE2
(15 amino acid MTS) are both homologs to exonuclease III (Exolll) in E. coli [175]. ExollI (also known
as XthA) and endonuclease IV (EndolV, also known as Nfo) excises ribose and allows Poll action
during BER in bacteria. If any errors appear, the post-replication recombination is another scenario
that bacteria use to repair their DNA.

Polymerases are crucial for the BER mechanism. In mitochondria, Poly is commonly accepted
as the only polymerase and well described [154]. The catalytic subunit of the enzyme has 3’'—>5’
polymerase activity and 5'-deoxyribose lyase activity, which is essential for proper base excision and
strand ends processing [176]. Poly is yet another BER component similar to bacterial ones. It is a
homolog of family A polymerases such as Poll from E. coli or polymerase from bacteriophage T7.
Recently, other types of polymerases are reported in mitochondria [177-180]. An interesting example
of novel polymerase is PrimPol [181,182]. It is responsible for replication maintenance. When bulky
damage appears and replication is stalled, PrimPol can bypass those lesions (e.g., 8-oxo-G or AP
sites) and restart replication. Cell lines lacking PrimPol show a slower mtDNA replication rate [181].
Interestingly, it belongs to the archaeal asparaginyl endopeptidase (AEP) superfamily of polymerases.
Studies describe in human mitochondria also other types of polymerases (e.g., polymerase 3), but results
are inconclusive and still need further verifying [177].

The final element of the BER system is ligase. Bacterial and mitochondrial ligases belong to
different subfamilies—mitochondrial LigIll is ATP-dependent, while LigA from E. coli needs a NAD* as
its cofactor. Liglll is essential for proper mtDNA repair. It also seems to play a role in mitophagy [183].
While in nDNA it acts in coordination with X-ray repair cross-complementing protein 1 (XRCC1),
in mitochondria, this cooperation is not observed [184]. However, some authors describe XRCC1
present in mitochondria as a scaffold for other BER proteins (e.g., NTH1 or NEIL1) [183]. An additional
protein related to BER is poly(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1). It forms a complex with LiglII
and mtDNA and interacts with EXOG1, TFAM, and Poly, serving as a negative regulator of repair
processes [155].
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Some human mitochondrial BER proteins do not have direct bacterial homologs described.
However, other enzymes in bacteria may play those roles. For example, FEN1 endonuclease activity
was first described in studies on bacterial polymerase complex, and now we know that bacteria use
exonuclease activity of Poll instead of FEN1 during LP-BER [185]. In addition, PARP1 has no homologs
in bacteria nor archaea—it may have been lost as a result of EGT during evolution [186]. On the other
hand, some repair enzymes are highly conserved in many organisms. Human and bacterial UDG
structures show identity in about 70% of amino acid residues [187]. Interestingly, enzymes of the BER
system are also reported in archaea with high homology to eukaryotes. It may be considered as another
piece of evidence of the archaeal origin of the ancestral host [188].

6. Conclusions

Mitochondria are crucial for maintaining the health of the cell and the integrity of the whole
organism. Therefore, the origin of mitochondria and their similarity to bacteria have been discussed for
many years. The theory of endosymbiosis is now well confirmed. It states that mitochondria originate
from ancient x-proteobacteria that have been engulfed by the host’s cells over the course of evolution.
Molecular machinery and mtDNA maintenance differ from their nuclear equivalents. It may yet be
another argument in favor of their dissimilar origin. Similarities between human mitochondria and
bacteria are observed in many aspects, ranging from the structure and physiology of the organelle to
the construction and regulation of the genetic material. The BER system is a particularly interesting
aspect to compare. As mitochondria are the site of OXPHOS, their genetic material is susceptible
to oxidative DNA damage resulting from ROS action. Radicals may affect nucleobases in mtDNA
and lead to subsequent mutations. Therefore, it is of crucial importance for the entire cell that the
mitochondrion has effective repair systems (e.g., BER) which protect the integrity of mitochondrial
genetic information. The majority of mtDNA mutations lead to degeneration diseases, e.g., in the heart
and muscles. However, given the role of mtDNA in ATP production, mtDNA mutations may influence
many other cell functions. As a result of its involvement in the most basic mitochondrial functionalities,
mtDNA provides a lot of information about stress conditions affecting the cells. Moreover, taking into
consideration that mitochondria are responsible for cellular respiration, any damage to mtDNA or
other mitochondrial elements may cause long-term multisystemic failures and therefore lead to high
morbidity and mortality [189]. To date, the main epidemiological factors of mitochondrial diseases
remain still to be investigated and described. Mitochondria may contain both mutated and not
mutated DNA molecules (heteroplasmy), which has far-reaching influence on cellular functions [78].
Specific symptoms of the disease and their intensity are highly dependent on the ratio of damaged
to undamaged mtDNA molecules inside each mitochondrion. Moreover, the threshold of mtDNA
heteroplasmy varies depending on the type of mutation and the type of tissue that is involved in
the pathological process [78]. As a result, the patient may have some tissues with healthy and some
tissues with mutated mtDNA. It causes variable symptoms throughout the course of the disease,
which makes diagnosis more difficult [57]. Several hereditary diseases are mainly diagnosed based on
family history due to a lack of diagnostic techniques that are able to cope with so many variables in the
context of mtDNA mutations. Novel techniques are emerging, such as next-generation sequencing
(NGS) or CRISPR/Cas9, which are promising in the context of mitochondrial disease studies [190].
Mitochondrial diseases are often associated with ATP synthesis defects; therefore, common symptoms
include muscle weakness, cognitive defects, and brain degeneration, as all those cell types need a
high amount of energy for proper functioning. It is roughly estimated that every 1 in 5000 people has
some kind of mitochondrial mutation [10]. One of the most interesting is chloramphenicol toxicity,
which results from mtDNA mutations. It is believed that mitochondrial sensitivity to antibiotics is
related to its bacterial origin [191]. Examples of diseases related to dysfunctions in mitochondrial
repair mechanisms and biochemical processes are presented in Table 2.
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Table 2. Examples of diseases related to mitochondrial repair system; FEN1—flap endonuclease,
AMP—adenosine monophosphate, dRP—deoxyribose phosphate lyase, PNKP—polynucleotide
kinase 3’-phosphatase, APTX—aprataxin, TDP1—tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1, ATM—ataxia
telangiectasia mutated, Liglll—ligase III, OMIM database—Online Mendelian Inheritance in Man
[192-196].

Disease Clinical Symptoms of Disease Impaired Protein  Protein Function in Mitochondria

Huntington’s disease (HD)
OMIM #143100

Microcephaly, seizures, and

decrease in cognitive and motor functions  FEN1 Endonuclease, takes part in LP-BER

early infantile epileptic encephalopathy, Occurs with Poly and NEIL2,

developmental delay (MCSZ) X PNKP L

OMIM #613402 cerebellar atrophy, peripheral neuropathy major 3’-phosphatase
Ataxia-oculomotor apraxia 1 cerebellar ataxia with perlpher-al axonal Removes 5/-AMP and 5'-AMP-dRP
(AOA1) neuropathy, oculomotor apraxia, APTX from DNA

OMIM #208920 hypoalbuminemia

Spinocerebellar ataxia with bellar atroph ipheral th Takes part in the repair of 3’-abasic
axonal neuropathy-1 (SCAN1) Ce‘jf d? tar i Tophy, peripheral neurop ta Y TDP1 sites and topoisomerase I-linked
OMIM #607250 gait disturbance, sensory impairmen DNA adducts
Ataxia-telangiectasia (A-T) cerebellar ataxia, immune defects, cells ATM Regulates mtDNA copy number,
OMIM #208900 are highly sensitive to ionizing radiation LiglIl, and mitophagy

Recently, mitochondrial disorders are also observed in relation to cancer development,
neurodegenerative diseases, aging, and metabolic syndrome [78,197,198]. In the case of cancer,
it is believed that mutations in mtDNA that lead to impaired respiration contribute to the propagation
of cancerous phenotype. Moreover, the number of mtDNA copies have been correlated with different
types of cancer. The decrease is reported for breast, liver, lung, and kidney cancers, while in prostate
and head and neck cancers, excessive mtDNA copies are observed [199-201]. At the same time, cancer
cell’s mitochondria are considered as therapeutic targets, which may be a feature of personalized
medicine in the future [202]. As for neurodegenerative disorders, our understanding of Alzheimer’s
and Parkinson’s disease is far from ideal. Up-to-date studies linked a higher level of DNA damage (e.g.,
resulting from inactive OGG1) with Alzheimer’s disease and mutations in genes coding for subunits
of complex I of ETC with Parkinson'’s disease [192,193,203]. Quite recently, “free radical theory of
aging” was the most commonly accepted. It states that aging is related to mitochondria and toxic ROS
action, which in time impair cellular integrity, leading to aging and subsequent cell death. The theory
has been challenged over the years, and interestingly, in recent studies, aging was shown from the
new perspective as the remnant of the symbiotic evolution of mitochondria [204]. The authors claim
that apoptosis (resulting in excessive fission) undergoes a process resembling phagosomal lysis in
Rickettsia. Moreover, novel observations correlate metabolic disease with mtDNA integrity—if repair
enzymes of the BER system are inactive, it may increase the risk of obesity and insulin resistance [78].
Mitochondrial functions have also been connected with physiological stress where interdependence is
discussed [205].

The origin of mitochondria is important for the full understanding of the pathologies that emerge
with mtDNA mutations. The background of mitochondrial diseases is highly complex—the diagnosis
is tricky due to many variable factors, and the experimental studies are challenging. Therefore, studies
on mtDNA damage and mutation may benefit from contrasting perspectives. Having this in mind,
we show that modern bacteria species are not as different from human mitochondria as previously
thought. Common features at the molecular level should be taken into account, because choosing
bacteria as the experimental model may be of great use in the field of mitochondrial disease studies.
Mitochondrial repair mechanisms are the central “protector” of mtDNA integrity from oxidative DNA
damage. Therefore, the full understanding of the mitochondrial BER system may contribute greatly to
the advancement of mitochondrial disease therapies [10,30].
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Abbreviations

mtDNA Mitochondrial DNA
nDNA Nuclear DNA

OXPHOS  Oxidative phosphorylation
ROS Reactive oxygen species
BER Base excision repair
SP-BER Short-patch BER

LP-BER Long-patch BER

ETC Electron transport chain

MM Inner mitochondrial membrane
OMM Outer mitochondrial membrane
CL Cardiolipin

PG Peptidoglycan

D-loop Displacement loop

Poly DNA polymerase y

Poll DNA polymerase I

POLRMT DNA-dependent RNA polymerase
TFAM Mitochondrial transcription factor A
Liglll DNA ligase III

8-oxo0-G 8-oxoguanine

SSB Single-strand break

DSB Double strand break

AP site Apurinic/apyrimidinic site

SOD Superoxide dismutase

CAT Catalase

Gpx Glutathione peroxidase

Trx Thioredoxin

Prdx Peroxiredoxin

GSH Glutathione

0OGG1 8-oxoguanine glycosylase

NEIL Nei-like endonuclease

NTH1 Endonuclease III homolog 1
MUTYH  Human adenine DNA glycosylase
UDG Uracil DNA glycosylase

UNG Uracil N-glycosylase

APE1 AP endonuclease

PNKP Polynucleotide kinase 3’-phosphatase
FEN1 Flap endonuclease

MTS Mitochondrial targeting sequence
Fpg Formamidopyrimidine-DNA glycosylase
Nei Endonuclease VIII

AAG N-methylpurine DNA glycosylase
AlkA Alkyladenine DNA glycosylase
MutY Adenine DNA glycosylase

MutT 8-0xo-dGTP diphosphatase
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Abstract: Autoradiography of 3?P-radiolabeled oligonucleotides is one of the most precise detection
methods of DNA repair processes. In this study, autoradiography allowed assessing the activity of
proteins in the cytoplasm involved in DNA repair. The cytoplasm is the site of protein biosynthesis
but is also a target cellular compartment of synthetic therapeutic oligonucleotide (STO) delivery. The
DNA-based drugs may be impaired by radiation-induced lesions, such as clustered DNA lesions
(CDL) and/or 5’,8-cyclo-2'-deoxypurines (cdPu). CDL and cdPu may appear in the sequence of STO
after irradiation and subsequently impair DNA repair, as shown in previous studies. Hence, the
interesting questions are (1) is it safe to combine STO treatment with radiotherapy; (2) are repair
proteins active in the cytoplasm; and (3) is their activity different in the cytoplasm than in the
nucleus? This unique study examined whether the proteins involved in the DNA repair are affected
by the CDL while they are still present in the cytoplasm of xrs5, BJ, and XPC cells. Double-stranded
oligonucleotides with bi-stranded CDL were used (containing AP site in one strand and a (5'S) or
(5'R) 5’ 8-cyclo-2'-deoxyadenosine (cdA) in the other strand located 1 or 4 bp in both directions). The
results have shown that the proteins involved in the repair were active in the cytoplasm, but less than
in the nucleus. The general trends aligned for cytoplasm and nucleus—lesions located in the 5'-end
direction inhibited the course of DNA repair. The combination of STO with radiotherapy should be
applied carefully, as unrepaired lesions within STO may impair their therapeutic efficiency.

Keywords: 5',8-cyclo-2’-deoxyadenosine (cdA); 5',8-cyclo-2’-deoxypurine (cdPu); nucleic acids;
DNA repair; DNA damage; clustered DNA lesions; cytoplasm; therapeutic oligonucleotides; gene
therapy; autoradiography

1. Introduction

Autoradiography of 3?P-radiolabeled material is one of the most precise detection
methods of DNA repair processes. The technique has been known for over 70 years in
the context of biological applications, such as single-cell analysis [1]. Although it requires
specially trained personnel, specialized instruments, and meeting special requirements
(which comprise the major limitations of the technique), it remains a low-cost, simple, and
highly sensitive detection technique. Thanks to its efficiency, it is commonly used in nucleic
acid studies [2-10]. In this study, the autoradiography of 3?P-radiolabeled oligonucleotides
allowed the detection of changes within oligonucleotides after treatment with cytoplasmic
extracts (CE). Samples were radiolabeled (Figure 1A), treated with CE (Figure 1B), and
subsequently separated by polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). The results were
visualized on the autoradiography film (Figure 1C). Ionizing radiation (IR) emitted during
the decay of 32P isotope (here, located on the 5'-end of double-stranded oligonucleotides)
interacts with the silver halide grains of the emulsion on the autoradiography film. The
visible image with blackened spots is obtained after photographic development [11]. The
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spatial distribution and the amount of the radioactivity corresponding to each reaction
product were assessed by densitometric analysis (Figure 1C) [12]. This way, the quantitative
changes of 3?P-5'-end-labeled oligonucleotides after reactions with CE have been detected.
Subsequently, the activity of proteins involved in the DNA repair was evaluated based on
the quantity of each reaction product (Figure 1C).

IR is one of the most dangerous factors acting upon the DNA molecule. As the base
of radiotherapy, it induces complex DNA damage that leads to the death of cancer cells
(including clusters containing double-strand breaks (DSB) and non-DSB lesions) [13]. The
dose of 4 Gy (considered lethal to humans) generates approximately 5000 base lesions,
5000 single-strand breaks (SSB), 600 cross-links, or 160 DSB per cell per day [14]. The
IR may lead, among others, to the 5,8-cyclo-2’-deoxypurines (cdPus) formation. CdPus,
represented in this article by a 5,8-cyclo-2’-deoxyadenosine (cdA), are bulky structures
(Figure 2A) assigned to the group of tandem lesions [15].

CdPus result from the formation of the covalent bond between C5’' and C8. This extra
bond stiffens the lesion structure. Subsequently, the rigidity of the neighboring part of the
DNA increases, leading to distortion of the double-stranded DNA helix [16]. CdA may
appear within clusters with non-DSB lesions resulting from IR action [17]. CdA occurs
in two diastereomeric forms—5'S and 5'R (Figure 2A), which show different biological
impacts, as previously described [10,18-24]. The levels of cdA are estimated as 0.01 (5'R
isomer) and 0.1 (5'S isomer) per every 10° DNA nucleosides [25].

Moreover, cdPus being part of the clustered DNA lesions (CDL, two or more lesions
within 1-2 DNA helical turns) impacts the helix structure and subsequently may impair the
repair of accompanying lesions [8,10,16,19,26]. The higher the number of individual lesions
accumulated on a small fragment of DNA, the more difficult the DNA repair. Such DNA
damage accumulation may lead to mutagenesis, subsequent cell death, or pathological
states such as carcinogenesis [27]. To prevent it, DNA repair systems coordinate lesion
recognition and removal followed by “rebuilding” DNA fragments to regain the correctness
of the genetic information [8,10,18]. The DNA repair proteins are synthesized in the
cytoplasm and, under certain conditions, are translocated into the nucleus to repair the
DNA in the case of lesion occurrence. The individual non-DSB lesions present within
the CDL are usually recognized and removed by base excision repair (BER) or the more
complicated nucleotide excision repair (NER) in a certain order to avoid the formation of
DSB. For example, AP sites are usually cleaved before base damage when located 5 bp
from each other, and the resulting SSB is repaired first [28]. Furthermore, studies have
shown that the presence of cdA impacts the action of repair proteins and/or the DNA
repair efficiency of the second lesion within the cluster [7,8,10,19,29-33].

CdPus, represented in this study by the cdA, are usually removed from the genome by
the NER system (with low efficiency) because no specific glycosylases are known (capable of
removing a single lesion via BER) [34]. The “problem” with cdA removal occurs when NER
machinery is defective/inactive [21,35-37]. In Xeroderma Pigmentosum (XP) patients, the
defect in the NER system may lead to DNA damage accumulation (mainly lesions caused
by IR), subsequent mutations, cells malfunctioning, and enhanced carcinogenesis [36,38].
New therapeutic approaches to increase radiotherapy efficacy are still needed [13,39].
New-generation drugs are represented by synthetic therapeutic oligonucleotides (STO)
such as antisense oligonucleotides (ASO), AsiDNA (Poly(ADP-Ribose) Polymerase (PARP)
inhibitor), mRNA, or siRNA, which are designed to play a role in regulating the expression
of genes, e.g., related to radioresistance [39-44]. The STO delivery to their biological
targets (nuclear or cytoplasmic compartments containing DNA and mRNA, respectively)
faces many challenges [42,45]. However, when successfully introduced to the cell, all
STO are present in the cytoplasm at some point during their trafficking. All molecules
present in the cytoplasm are susceptible to the damaging action of IR. It may subsequently
lead to dysfunctions in proteins’ biosynthesis and further impact the biological pathways
(e.g., DNA repair in the nucleus and/or mitochondria, the action of therapeutics such as
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STO) [46,47]. Therefore, it is worth investigating if damaged STO (e.g., by radiation) have a
chance to be repaired and act according to its therapeutic purpose.
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Figure 1. The schematic representation of an experimental procedure used in this study. (A) The sub-
strate oligonucleotides’ preparation (see Section 2.1). U represents the position of a 2’-deoxyuridine
(dU), which served as a precursor of an apurinic/apyrimidinic site (AP site); AP represents the
position of an AP site within the strand that was obtained from dU after treatment with uracil
DNA-glycosylase (UDG); green color represents a radiolabeled strand of ds-oligonucleotide (40 bp).
(B) The repair assay experiment (see Section 2.4). Reactions were conducted in 37 °C for 0, 1, 5, 15,
30, 60, 90, and 120 min. The 50 ug of cytoplasmic extracts (CE) was used (see Section 2.3). (C) The
visualization of obtained results by PAGE, autoradiography, and data analysis. SSB—single-strand
break, reaction product obtained after AP site cleavage resulting from the endonucleolytic activity of
CE; SSB+1, ... —reaction products obtained after adding 1 or more nucleotides to the cleaved strand
resulting from polymerase activity of CE; SSB—1, ... —reaction products obtained after removal of 1
or more nucleotides from the cleaved strand resulting from the exonucleolytic activity of CE; and
rejoined strand—reaction products obtained after reaching full repair of DNA strand.
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Figure 2. (A) The chemical structure of 5,8-cyclo-2’-deoxyadenosine (cdA) with its 5'S and 5'R
diastereomers. (B) The list of investigated double-stranded oligonucleotides. U—the position of
an AP site within the strand which was obtained from 2’-deoxyuridine (dU) after treatment with
uracil DNA-glycosylase (UDG); X—the position of the cdA within the strand; 32p marks the 5'-end of
the strand radiolabeled with [y-32P]ATP; green color—a radiolabeled strand of ds-oligonucleotides
(40 bp) and corresponding cleavage product (observed on autoradiograms; its length depends on the
AP site location); negative numbers—ds-oligonucleotides with clustered DNA lesions placed on two
strands where AP site is located 1-4 bp in 3/-end direction; positive numbers—ds-oligonucleotides
with clustered DNA lesions placed on two strands where AP site is located 1-4 bp in 5'-end direction.

This study mainly considered the safety of combining radiation treatment with ther-
apeutic oligonucleotides applied as a part of gene/anticancer therapy. If the proteins
involved in processing/repair of clustered, complex DNA lesions were to be determined
as not active in the cytoplasm, the use of STO before cancer cells’ irradiation should be
carefully considered in the context of other therapeutic schemes. In this scenario, irradi-
ation might damage the STO sequence, which when left unrepaired could give adverse
therapeutic effects. This issue has been investigated by (1) testing whether the proteins
involved in DNA damage processing/repair were already active in the cytoplasm and
(2) assessing the difference between protein activities involved in the DNA damage process-
ing in the cytoplasm and the nucleus. The article describes the complex case of CDL (con-
taining cdA and an AP site), which may be formed as a result of irradiation [26,29,48-50].
This study showed how (5'S) and (5'R) 5,8-cyclo-2’-deoxyadenosine affect the repair of
clustered DNA damage in the cytoplasm of three cell lines (xrs5, B], and XPC). The set of
double-stranded 40-mer oligonucleotides containing cdA in one strand and an AP site in
the complementary strand at different positions (Figure 2B) was used as an experimental
model, and autoradiography was used as a detection technique (Figure 1).
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The efficiency of proteins involved in nuclear and mitochondrial DNA repair processes
of CDL containing cdPu has been widely studied [6-10,19,30,32,51-55]. Nonetheless, the
activity of these proteins was not yet assessed in the cytoplasm. As new therapies arise,
specially designed to combine with radiation (such as STO), a detailed understanding of
the nature, mechanisms, and implications of the cdA and CDL is especially important.

2. Materials and Methods
2.1. Substrate Oligonucleotides-Containing AP Site

The substrate single-stranded oligonucleotides were synthesized as previously de-
scribed [56]. The sequences of dsDNA containing cdA in one strand and an AP site in the
opposite strand (distanced up to 4 bp in both directions) are presented in Figure 2B and
Table S1. Positive numbers (+) were used for dU located in the 5'-end direction and negative
numbers (—) were used for dU located in the 3'-end direction from cdA. Substrate oligos
were stable in the experimental conditions, as shown previously [8,19]. Moreover, ds-oligos
with cdA in their sequence (Control 2) were treated with CE to confirm no additional
interactions (Figure S1). Mass spectra of oligonucleotides are presented in Supplementary
Materials (Figure S2, Table S2).

The substrate ds-oligonucleotides containing AP sites were prepared as described
previously [6-8,10,19,30]. Briefly, ss-oligos were 5’ -32P_end-labeled using 2 uCi [y-32P]ATP
(3000 Ci/mmol, 10 mCi/mL, Hartmann Analytic GmbH, Braunschweig, Germany), hy-
bridized with 1.5-fold excess of the complementary strand and treated with 5U of UDG
(New England BioLabs, Ipswich, MA, USA). To confirm AP site formation, samples were
treated with 5U human apurinic/apyrimidinic endonuclease (hAPE1) (New England Bio-
Labs Ipswich, MA, USA). Each step of the process was verified on 15% native or denaturing
polyacrylamide gel (Figure S3). The experimental procedure is shown in Figure 1A.

2.2. Cell Cultures

Three cell lines were investigated: xrs5 (X-ray sensitive Chinese hamster ovarian
mutant cell line; used as an established model for in vitro studies on CDL repair), BJ
(normal human fibroblasts; used as a reference cell line with unimpaired repair systems),
and XPC (fibroblasts obtained from Xeroderma Pigmentosum patient complementation group
C; used as a model of NER-deficient cells). The xrs5 cell line (CRL-2348, ATCC, VA, USA)
was cultured in MEM Alpha (Corning Inc., Corning, NY, USA) supplemented with 10% FBS
(Biowest, MO, USA), the BJ cell line (CRL-2522, ATCC, Manassas, VA, USA) was cultured
in MEM with Earle’s salts and non-essential amino acids supplemented (Gibco, Shanghai,
China) with 10% FBS (Biowest LLC, Riverside, MO, USA), and the XPC cell line (GM17420
skin fibroblasts, purchased from the Coriell Institute for Medical Research (Camden, NJ,
USA)) was cultured in MEM with Earle’s salts and non-essential amino acids (Gibco) and
supplemented with 15% FBS (Biowest LLC, Riverside, MO, USA).

2.3. Preparation of Cytoplasmic Extracts

Cells were harvested in the exponential phase, and the CE was obtained using a NE-
PER™ Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents kit (ThermoFisher Scientific, Waltham,
MA, USA) according to the manufacturer’s instructions. The protein concentration in
CE aliquots was tested using colorimetric Pierce™ 660 nm Protein Assay (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA) and found between 7.4 and 17.3 mg/mL (xrs5), 7.8 and
21.7 mg/mL (B]), and 7.4 and 13.6 mg/mL (XPC). Aliquots were stored no longer than
6 months at —80 °C.

2.4. Repair Assays

The substrate ds-oligos (200 CPS) were incubated with 50 ug of CE in the repair buffer
(70 mM Tris-HCI (pH 7.5), 5 mM MgCl,, 10 mM DTT, 4 mM ATP, 40 mM PCr, 1.6 pug/mL
CK (EC 2.7.3.2), and 0.1 mM of each: dATP, dCTP, dGTP, and dTTP) for 0, 1, 5, 15, 30,
60, 90, and 120 min at 37 °C (Figure 1B). After the required time, a denaturing loading
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buffer was added, and samples were examined on a 15% denaturing polyacrylamide gel.
Results were visualized by autoradiography (Figure 1C). For consistency, experiments were
performed three times. Quantity One software (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) was used for
data quantification: the processing of AP sites in time was observed on radiograms and
expressed as the % of individual bands’ intensity (compared to the total intensity of bands
for each lane), as described previously [8].

3. Results

The study examined the changes in the activity of proteins involved in DNA damage
processing/repair in the cytoplasm of three cell lines (xrs5, B], and XPC). The influence
of the distance between lesions (cdA and AP site) within CDL was assessed. Moreover,
stereoisomers of cdA and their different impacts on protein activity toward the AP site
were evaluated.

The synthetic ds-oligonucleotides with AP sites in various positions in one strand and
cdA in an opposite strand (ScdA and RedA) were used as an experimental model (Figure 2,
Table S1). Each step of the substrates’ preparation was verified: 5’ -32P-end-labeling of
ss-oligos and hybridization (Figure S3), formation of AP sites (derived from dU after UDG
digestion), and subsequent formation of SSBs (derived from AP sites after hAPE1 digestion)
(Figure S3). The substrate ds-oligos containing cdA were stable during treatment with
cellular extracts and pure glycosylases, as shown previously [7,8,10,18,30]. An additional
test was performed to determine the influence of CE; the stability of substrate oligos in
experimental conditions was confirmed up to 120 min (Figure S1).

The activity of CE (containing proteins involved in DNA damage processing and repair
mechanisms) was verified. The enzymes’ activities towards ds-oligonucleotide containing a
single AP site (Control 1, Figure 2, Table S1) are presented in Table 1 (endonuclease activity
(strand incision, i.e., formation of SSB), polymerase activity (strand elongation, i.e., SSB+1,
SSB+2, etc.), and exonuclease activity (strand degradation, i.e., SSB-1, SSB—2, etc.)). The
presented values served as a reference activity of CE for further experiments.

Table 1. The enzymatic activities of cytoplasmic extracts for Control 1 oligonucleotide (containing a
single AP site). Raw numerical data are presented in Supplementary Materials in Tables S3-S5.

xrs5 [%] BJ [%] XPC [%]
Endonucleolytic activity (1 min) 71.0 78.73 64.01
Polymerase activity (30 min) 39.19 31.98 35.82
Exonucleolytic activity (120 min) 2.38 4.69 8.89

Double-stranded DNA (40 bp, Figure 2, Table S1) containing a single cdA lesion in one
DNA strand and a single AP site in the opposite DNA strand located up to four nucleobases
in both 3/-end and 5'-end directions was incubated with CE (50 pg). The relative positions
of lesions were chosen for this study as the most problematic ones based on the previous
data [5,7,8,10,30]. This work has focused on the observation of the AP site processing
(as a lesion accompanying cdA within CDL). The exemplary autoradiogram is shown in
Figure 3.

The evaluation included AP site incision efficiency (endonucleolytic activity), sub-
sequent DNA synthesis (polymerase activity), and strand degradation (exonucleolytic
activity) by cytoplasmic proteins involved in DNA damage processing/repair and their
comparison between cytoplasmic and nuclear extracts of three cell lines: xrs5, BJ, and
XPC (numerical data, graphs with SD, and autoradiograms of individual repeats of each
experiment are presented in Supplementary Materials).
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Figure 3. The exemplary autoradiogram of denaturing PAGE (cytoplasmic extract of xrs5 cells). The
following protein activities can be observed: the endonucleolytic activity (bands denoted as SSB;
dsDNA with single-strand break formed after strand incision by endonucleases), the polymerase
activity (bands denoted as SSB+1, SSB+2, etc.; dsDNA with a single-strand break after incorporation of
1 or more undamaged nucleotides by polymerases), and exonucleolytic activity (SSB—1, SSB—2, etc.;
dsDNA with a single-strand break after removal of 1 or more nucleotides by exonucleases). In some

cases, strand rejoining is also observed, but it is not the focus of this article. Each lane corresponds to

a different assay time: lane 1—0 min; lane 2—1 min; lane 3—5 min; lane 4—15 min; lane 5—30 min;

lane 6—60 min; lane 7—90 min; and lane 8—120 min. Each experiment was performed three times for
results consistency (individual replications, numerical data, and graphical representation of results
with SD are available in Supplementary Materials).
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3.1. The DNA Strand Incision—Endonucleolytic Activity of Cytoplasmic Extracts

The incision rate at which dsDNA with an AP site in one strand and cdA in the
complementary strand was examined. Endonucleases present in CE produce SSB (ob-
served as bands corresponding to 16-mer for —4 position up to 24-mer for +4 position)
(Figures 2, 3 and 54-59).

SSBs were formed for all investigated substrates in all three cell lines after 1 min of
incubation with CE (at a minimum rate of ~53%), showing that proteins with endonucle-
olytic function are active and quite efficient in all tested CE. Exceptions were noted for
xrsb ScdA/dU+4 and RcdA /dU+4, in the cases of which it took 5 min to reach 65.8% and
51.01%, respectively (Tables S6 and S7); also, RedA/dU+4 in XPC cells increased from
38.54% after 1 min to 86.58% after 5 min (Table S11). Rates for Control 1 ranged from ~64%
(XPC) to ~79% (BJ). Incision yields differed depending on the lesion distribution and were
increasing in the order presented in Table 2.

Table 2. The general trends of endonucleolytic activity observed after 1 min of reaction time for
oligonucleotides containing ds-CDL (shown in Figure 2 and Table S1) treated with cytoplasmic
extracts (CE) obtained from three cell lines (raw numerical data is presented in Supplementary
Materials in Tables S6-S11) and with nuclear extracts (NE) obtained from three cell lines in previous
studies [8,32]. Frames indicate substrates with incision efficiency higher than for corresponding
Control 1 (Table 1 and [8,30]).

Strand Incision

xrs5

BJ

XPC

CE

NE

+4<—1<+1<—4<0(ScdA)
+4<—-1<—4<+1<0(RecdA)
+4<—-1<0<+1<—4(ScdA)
+4 < —4<—-1<+1<0(RcdA)

+4<—-1<0<+1< —4(ScdA)
+4~—-1<+1<0< —4 (RcdA)
+4<—-1<+1<0< —4(ScdA)
+4<—-1<—4<+1<0(RcdA)

—1<+4<+1<0<—4(ScdA)
+4<—-1~0<+1<—4(RcdA)
+4<—-1<—4<0<+1(ScdA)
+4<—-1<—4<+1<0(RcdA)

The lowest endonucleolytic activity was observed for dU+4 in the case of all three
cell lines for both diastereomers, which corresponded with the activity noted in previ-
ous studies concerning NE (Table 2, Figure 4) [8,30]. In the cytoplasm, the lowest enzy-
matic efficiency for dU+4 ranged from 39.87% for ScdA in xrs5 to 67.57% for RcdA in BJ
(Tables S6-S11).

As described previously, RedA inhibited endonucleolytic activity in NE more than
ScdA [8,30]. This phenomenon seems to align with endonucleolytic activity in CE only
for xrs5 and, to some extent, for XPC. Xrs5 cells showed approximately 7-19% lower rates
for oligos with RcdA than ScdA (Tables S6 and S7, Figure 4). At the same time, the XPC
showed an incision efficiency 11-28% lower for RcdA in the cases of dU0, dU-4, and dU+4,
while for dU+1 and dU—1, levels were comparable between isomers (ScdA/dU—1: 58.17%,
RedA/dU—1: 60.64%, ScdA/dU+1: 69.91%, and RedA /dU+1: 70.52%) (Tables S10 and S11).
Interestingly, BJ cells presented the opposite trend. RcdA did not inhibit strand incision
but enhanced it by approximately 2-14% (except for dU+1, which showed similar levels of
~77-78% for 5'S and 5'R) (Tables S8 and S9).

Moreover, only some substrates have shown efficiency rates higher than their cor-
responding Control 1 level (Tables 1 and 2, Figure 4); for xrs5: ScdA/dUO, RedA /dUO,
and ScdA/dU—4 with a maximum of 79.41%, for BJ: ScdA/dU—4, RedA/dU—4, and
RedA/dUQ with a maximum of 85.61%; and for XPC: ScdA /dUO, ScdA/dU—4, RedA/dU—4,
ScdA/dU+1, RedA/dU+1, and ScdA /dU+4 with a maximum of 85.89% (Tables S6-S11).
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Figure 4. The endonucleolytic activity (observed after 1 min of reaction time) for oligonucleotides
containing ds-CDL (shown in Figure 2 and Table S1) treated with cytoplasmic extracts (CE) obtained
from three cell lines—xrs5, BJ, and XPC (raw numerical data is presented in Supplementary Materials
in Tables S6-S11) and with nuclear extracts (NE) obtained from the same cell lines in previous
studies [8,30].

3.2. The DNA Strand Elongation—Polymerase Activity of Cytoplasmic Extracts

The polymerase activity of CE towards oligonucleotides with CDL has also been
considered. In all investigated cases, for lesions denoted as dUO and dU+1, no incorporation
of new nucleotides (no SSB+1 bands) was observed, which is consistent with previous
studies [7,8,19,30]. Interestingly, the efficiency of DNA strand elongation after 30 min was
the lowest (all cell lines, both diastereomers) for dU+4 (13-33%) (Figure 5, Figures S4-59,
S12 and S13, and Tables S6-S11). It was lower than for Control 1 (32-39%) (Table 1). The
polymerase activities for the other oligos differed depending on the examined cell line and
diastereomeric form of cdA, which is shown in Table 3.
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Figure 5. The polymerase activity (observed after 30 min of reaction time) for oligonucleotides
containing ds-CDL (shown in Figure 2 and Table S1) treated with cytoplasmic extracts (CE) obtained
from three cell lines—xrs5, BJ, and XPC (raw numerical data is presented in Supplementary Materials
in Tables S6-511) and with nuclear extracts (NE) obtained from the same cell lines in previous
studies [8,30].

Table 3. The general trends of polymerase activity observed after 30 min of reaction time for
oligonucleotides containing ds-CDL (shown in Figure 2 and Table S1) treated with cytoplasmic
extracts (CE) obtained from three cell lines (raw numerical data is presented in Supplementary
Materials in Tables S6-511) and with nuclear extracts (NE) obtained from three cell lines in previous
studies [8,32]. Frames indicate substrates with elongation efficiency higher than for corresponding
Control 1 (Table 1 and [8,30]).

Strand Elongation xrs5 BJ XPC

+4 < —4 < —1(ScdA) +4 < —1 < —4(ScdA) +4 < —1 < —4(ScdA)
+4 < —4 < —1 (RedA) +4 < —1 < —4 (RcdA) +4 < —4 < —1 (RedA)
+4 < —4 < —1(ScdA) +4 < —1< —4(ScdA)
—4 <+4 < —1(RedA) +4 < —1 < —4 (RedA)

CE

NE

The highest activities of polymerases in CE were noted for ScdA/dU—1 (58.63%) and
RedA/dU—1 (45.68%) in xrs5, ScdA/dU—4 (54.53%) and RcdA /dU—4 (58.47%) in B, and
ScdA/dU—4 (71.65%) and RedA/dU—1 (44.0%) in XPC (Figure 5, Tables S6-5S11). Interest-
ingly, CE presented a common point with previously studied NE. New 2'-deoxynucleotide
units (ANUs) were incorporated the most efficiently for 5'S and 5'R dU—1 in xrs5, for 5'S
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and 5'R dU—4 in B, and for 5'S and 5'R dU—4 in XPC (except for RedA in CE, where dU—1
showed the highest polymerase activity) (Table 3).

Furthermore, in the NE of xrs5 cells, polymerase activity was 8-20% lower for RedA
than for ScdA, which agreed with the results obtained for the cytoplasm of xrs5: for
RcdA/dU—4 and RedA/dU—1 enzymes were 9% and 13% less active than for 5'S, respec-
tively [8]. On the contrary, RedA/dU+4 showed an approximately 10% higher yield than
a corresponding oligo with a 5’S isomer (Tables S6 and S7). Experiments involving BJ
cells showed different trends in polymerase activity between diastereomers: ScdA /dU+4
was approximately 11% lower than RedA/dU+4, and ScdA/dU—4 was approximately
4% lower than RcdA/dU—4. Oligo denoted as dU—1 showed a similar yield of strand
elongation after 30 min for both isomers (~50-51%) (Tables S8 and S9). Polymerases present
in the cytoplasm of the XPC cell line showed the same trends of enzymatic activity as xrs5.
Namely, in the case of dU—4 and dU—1, polymerases were 30% and 8% less efficient for
RedA than ScdA, respectively. Moreover, ScdA/dU+4 was elongated with approximately a
12% lower yield than RedA/dU+4 (Tables S10-511).

Importantly, the incorporation of more than one dNU was observed for both 5'S
and 5'R isomers; 4 dNUs were added to the DNA strand in positions dU—4 and dU+4
(Figures S4-59) in all three cell lines. This fact indicates that the LP-BER mechanism may
have been involved in these lesion processing in the cytoplasm [55]. It was not observed
in past studies for NE or ME obtained from xrs5, nor for NE obtained from BJ and XPC
cells [7,8,30]. Interestingly, the polymerase activity of the proteins in CE was similar to or
even higher than in the NE (Figure 5), which should be further studied.

3.3. The DNA Strand Degradation—Exonucleolytic Activity of Cytoplasmic Extracts

As expected, exonucleolytic activity was observed in the cytoplasm of all cell lines.
Speculations about the trace activity of exonucleases in NE were described in previous
studies. These studies concerned the band'’s intensity loss, which might have resulted from
some cross-contamination with cytoplasmic proteins [8]. Here, the strand degradation
was evident due to the presence of bands corresponding to SSB—1, SSB—2, etc., on the
autoradiograms (Figure 3, Figures S4-S9). Strand degradation was observed for oligos
denoted as dUO, dU—1, dU+1, and dU+4 (Figure 3, Figures 54-S9 and S14-515). Some
level of exonucleolytic activity was also noted for Control 1 (less than 10%; Table 1, Figures
54-59, Tables S3-S5); nonetheless, it was much lower than for investigated oligos in CE
from all three cell lines (Tables S6-511). The efficiency of strand degradation increased in
the following order (data compared for 120 min of reaction time) for 5'S and 5'R isomers of
all three cell lines: —1 <0 < +4 < +1 (Tables S6-S11).

The strand degradation rate in the cytoplasm differed between oligos containing the
5’'S and 5'R form of cdA. In xrs5, substrates with ScdA showed approximately 3% lower
exonucleolytic activity than RedA for dU+1 and dU+4 and approximately 7% lower for
ScdA/dU—1 and ScdA /dUO than for corresponding oligos with RedA (Tables S6-S7). In
the case of BJ cells, degradation rate was 4% and 6% lower for RedA/dUO and RedA/dU+4
than for ScdA, respectively. Oligo denoted as dU—1 showed comparable, low degradation
rates (~5%), while for dU+1, degradation was approximately 11% higher for 5'R than 5'S
(Tables S8-510). The CE from XPC cells presented exonucleolytic activity of the 5'R isomer
higher than 5'S for dUO (53.46% for Red A /dUO vs. 37.59% ScdA/dU0) and dU—1 (18.05%
for RedA/dU—1 vs. 9.38% ScdA/dU—1) and lower for dU+1 (88.76% for RcdA/dU+1
vs. 94.95% ScdA/dU+1) and dU+4 (61.05% for RedA/dU+4 vs. 74.41% ScdA/dU+4)
(Tables S10-S11).

What is more, the number of “cut off” dNUs differed depending on the relative
position of cdA and a gap/SSB (formed after the AP site’s digestion). For xrs5, 2 dNUs
were “cut off” in dUO, 1-3 dNUs in dU—1, 4-6 dNUs in dU+4, and 3 dNUs in dU+1
(Figures S4 and S5). For BJ, 2-4 dNUs were released from dUQ, 2 or 3 dNUs from dU—1, 6-8
dNUs from dU+4, and 4 dNUs from dU+1 (Figures S6 and S7). For XPC, 3 or 4 dNUs were
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removed from dUO, 1-3 dNUs from dU—1, 6 dNUs from dU+4, and 3-5 dNUs from dU+1
(Figures S8 and S9). Control 1 showed a loss of 1 or 2 dNUs in all tested CE (Figures 54-59).

4. Discussion

Every day, numerous DNA lesions are formed in the human genome because of
endogenous (e.g., replication errors, nucleobase modifications, AP site formation) and
exogenous (e.g., radiation, chemical agents, environmental stressors) factors [57]. Every
hour, approximately 3 x 10! lesions occur, including the daily formation of 10* mutagenic
AP sites in each human cell [19,57]. The chemical structures of lesions are the same,
irrespectively of their source (endogenous or exogenous). The most endogenously abundant
lesions include SSB and AP sites (~600 cell/hour), 8-oxo-dG (~200 cell/hour), thymine
glycol (~100 cell /hour) and cytidine deamination products, i.e., dU (192 cell/hour) [58,59].
The situation becomes different when external radiation or chemical factors are introduced
(e.g., in the form of chemotherapeutics, radiotherapy, or multimodality treatment [60]).
The formation of clustered DNA lesions (DSB and non-DSB) is a characteristic feature of
IR’s impact on the genetic material. Therefore, proper functioning and survival of the cell
depend to a great extent on effective DNA damage processing and repair mechanisms.

The observations presented in this study may find their future application in the
fast-growing field of oligonucleotide-based therapies [61-63]. Oligonucleotide-based ther-
apeutics are susceptible to the damaging action of factors such as ROS and IR and may
become ineffective after the development of complex lesions in their structures (for example,
cdA located within a cluster). Hence, it is worth knowing the consequences of those lesions’
occurrence and the mechanisms of their cellular processing. On the other hand, cdPus may
be intentionally implemented as a part of oligonucleotide-based drugs/therapies (e.g., to
inhibit proteins’ action). Therefore, a detailed understanding of cdPus” impact on DNA,
DNA damage processing, and DNA repair is highly demanded. Further investigation
should take into consideration future therapeutical contexts such as gene therapy, antisense
strategies, etc. [43,62].

In this study, for the first time, the cytoplasmic processing of dsDNA with CDL
containing cdA has been shown. CdA has two diastereomeric forms (5'S and 5'R), which
may have a different biological impact and occur in DNA in different amounts [10,18-24].
The lesion distribution and diastereomeric form of cdA affect the interaction of enzymes
with the other lesion within the cluster (AP site used as a precursor of SSB). The general
trends previously denoted for nuclear extracts align with those observed for cytoplasmic
extracts derived from the xrs5, BJ, and XPC cell lines [8,30]. Xrs5 was used, as it is an
established model for in vitro studies on CDL repair via the BER system; XPC was used as
a human model of NER-deficient cells; and BJ was used as a human reference cell line with
unimpaired DNA repair systems.

The endonucleases present in the cytoplasmic extracts of examined cell lines effectively
incised the AP site in the DNA with bi-stranded CDL containing two lesions (cdA and AP
site) located up to four bases in the 5'-end and 3’-end directions from cdA. Interestingly,
the strand incision was inhibited for dsSDNA with RedA compared to ScdA for xrs5 and
XPC, while in BJ the trend was reversed (Table 2, Figure 4). The overall incision efficiency
was similar in the cytoplasmic and nuclear extracts (Table 2, Figure 4) [8,30].

Polymerases are one of the most important elements of complex repair systems in the
cell. Nevertheless, the high-fidelity polymerases are not able to bypass the bulk structure
of cdPus, which may result in replication blockage [18,64]. In this study of short oligonu-
cleotides with bi-stranded CDL, for gaps located opposite to cdA (position dU0) and in
position dU+1, no dNU incorporation was observed (Figures 3 and 4, Figures S4-S9). Hence,
polymerases present in the cytoplasm were not able to bypass such clusters. This observa-
tion agreed with previous ones concerning nuclear and mitochondrial extracts [7,8,10,32].
The rate of new nucleotide incorporation was higher for dsDNA containing gaps located in
the 3/-end direction from cdA (i.e., dU—1 and dU—4). Up to four dNUs have been inserted
for oligonucleotides denoted as dU—4 and dU+4 with both isomers of cdA in all investi-
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gated cell lines. It may indicate the predominant action of a long-patch repair mechanism,
e.g., long-patch BER (LP-BER), during which a fragment of 2-12 nucleotides is excised
and replaced with correct nucleobases [65]. Interestingly, in previous studies with nuclear
extracts, LP-BER was also observed for xrs5 and XPC cell lines [8,30]. However, it occurred
randomly and only two dNUs were incorporated. It may indicate the presence of proteins
in the cytoplasm that were not translocated to the nucleus, or it may point to a higher
activity of proteins necessary for LP-BER in the cytoplasm, prior to their translocation to
the nucleus. This issue would need further and detailed investigation to conclude.

The exonucleolytic activity towards ds-oligonucleotides containing bi-stranded CDL
(i.e., cdA and a gap) located up to four bases in 5'-end and 3’-end directions was noted for
all investigated CE. It confirms the presence of exonucleolytic proteins in the cytoplasm
which are responsible, among others, for the degradation of foreign DNA, and therefore,
protection of the cell if such DNA appears (e.g., in case of viral infection). Noteworthy is
that the higher the level of degradation, the lower the level of lesion processing or strand
reconstitution. For example, the highest level of exonucleolytic activity was noted for
substrate oligos denoted as dU+1 (up to five removed bases). This study and past studies
have shown that the lesion placed +1 to cdPu was not processed by nuclear or mitochondrial
polymerases, so the strand could not be rejoined [7,8,30]. Possibly, in this situation, it was
redirected onto the degradation path. On the other hand, oligonucleotides denoted as
dU—4 have shown no strand degradation in all tested cytoplasmic extracts, but at the same
time, the high activity of polymerases was observed (including the incorporation of more
than one dNU). The high efficiency of polymerases was also observed for dU—4 treated
with nuclear extracts of xrs5, B], and XPC cells [8,30]. Moreover, in nuclear extracts of the
xrs5 strand, rejoining took place with high efficiency for oligos containing a lesion placed
—4bp from cdA and 5',8-cyclo-2'-deoxyguanosine (cdG), regardless of their diastereomeric
form [8]. Therefore, the competitive action of proteins responsible for DNA reconstitution
and DNA degradation may be assumed. From the practical point of view, in the case of
STO containing complex damage resulting from irradiation, the oligonucleotides might
be directed for degradation instead of repair if the AP site were in the most problematic
positions (i.e., dU+1, dU+4) in relation to cdPu; hence, the therapeutic effect of the STO
would be obstructed.

5. Conclusions

In conclusion, the presented study showed that the first steps of effective lesion
processing (strand incision and strand elongation) of dsDNA containing bi-stranded CDL
(with two lesions: AP site vs. (5'S)/(5'R)cdA) in the cytoplasm depend on the position and
distance between both lesions. The overall activity of proteins involved in DNA damage
processing/repair in cytoplasmic extracts from xrs5, B], and XPC cells differed between 5'S
and 5'R diastereomers. These observations aligned with the previous studies concerning
repair mechanisms in the nucleus [8,30].

This article has shown that proteins involved in DNA damage processing (demonstrat-
ing endonucleolytic, exonucleolytic, and polymerase activities) were active in cytoplasmic
extracts shortly after their biosynthesis and before translocation into the nucleus. Moreover,
5'S and 5'R diastereomeric forms of cdA have influenced differently the proteins’ enzy-
matic action. Despite the lower activity of proteins in the cytoplasm than in the nucleus,
the general trends aligned with the observations from past studies concerning nuclear
and mitochondrial extracts [7,8,10,30]. Moreover, enhanced DNA strand degradation was
observed when lesions were located +1 nucleobase from cdA within a cluster. These
oligonucleotides were not repaired in CE nor in NE from all tested cell lines, which may
indicate the competitive action of repair and degradation machinery (when lesions were
too complex for repairing, the cytoplasmic degradation rate increased).

Taking into consideration the presented results, the use of synthetic therapeutic
oligonucleotides (STO) as a part of anticancer therapy should be carefully considered.
The timing of its administration (before, during, or after radiotherapy) seems to be crucial.
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STO with complex and clustered DNA lesions in its structure (such as cdA resulting from
radiation) might not be effective (e.g., degraded by the cytoplasmic proteins) or even cause
adverse effects (due to the possibility of mutations following impaired repair pathway).
The results of this study may shed new light on the activity of proteins involved in the
DNA damage processing/repair of complex lesions such as CDL and cdPu. Moreover, this
article raises some issues to be considered about therapeutic oligonucleotides as a part of
anticancer treatment.
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Figure S1. The stability of ,, matrix” oligonucleotides (Control 2) after treatment with 50 pig of xrs5 cytoplasmatic extracts (CE).
Each lane number corresponds with different assay time: lane 1 - 0 min; lane 2 - 120 min.

Table S1. The full sequence list of substrate ds-oligonucleotides with 2'-deoxyuridine (dU) and cdPus.

Name Sequence
Control 1 5'"-CTCTTGTCAGGAATATTGTCUCTATGCTCCCACCAAAGGC-3'
3'-GAGAACAGTCCTTATAACAGAGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
C 12 5'-GCCTTTGGTGGGAGCATAGXGACAATATTCCTGACAAGAG-3"'
ontro 3'-CGGAAACCACCCTCGTATCTCTGTTATAAGGACTGTTCTC-5"
dU-4 5'-CTCTTGTCAGGAATATUGTCTCTATGCTCCCACCAAAGGC-3"'
N 3'-GAGAACAGTCCTTATAACAGXGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"'
dU-1 5'-CTCTTGTCAGGAATATTGTUTCTATGCTCCCACCAAAGGC-3'
3'-GAGAACAGTCCTTATAACAGXGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
JU0 5'-CTCTTGTCAGGAATATTGTCUCTATGCTCCCACCAAAGGC-3"'
3'-GAGAACAGTCCTTATAACAGXGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
dU+1 5'-CTCTTGTCAGGAATATTGTCTUTATGCTCCCACCAAAGGC-3"'
3" -GAGAACAGTCCTTATAACAGXGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
dU+4 5'-CTCTTGTCAGGAATATTGTCTCTAUGCTCCCACCAAAGGC-3"'

3'-GAGAACAGTCCTTATAACAGXGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"

U - represents 2'-deoxyuridine (a precursor of an AP site); X — represents (5'S)-5',8-cyclo-2"-deoxyadenosine (ScdA) or (5'R)-5',8-
cyclo-2'-deoxyadenosine (RedA).
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Figure S2. Mass spectra of substrate oligonucleotides containing cdPu. (A) ssDNA with (5'S)-5',8-cyclo-2"-deoxyadenosine (Mtx-
ScdA); (B) ssDNA with (5'R)-5',8-cyclo-2'-deoxyadenosine (Mtx-RcdA); (C) ssDNA with (5'S)-5',8-cyclo-2'-deoxyguanosine (Mtx-
ScdG); (D) ssDNA with (5'R)-5',8-cyclo-2'-deoxyguanosine (Mtx-RedG); (E) ssDNA with 2’-deoxyuridine (Control 1 - dU

strand); (F) native ssDNA (Control 1 — native strand).

Table S2. The masses (calculated vs. found) of chosen substrate oligos.

Oligonucleotide Calculated Mass Found Mass
Control 1 (dU strand) 12,167.90 12,168.25
Control 1 (native strand) 12,181.98 12,182.42
Mix-ScdA 12,407.00 12,408.30
Mitx-RedA 12,407.00 12,407.30
Mitx-ScdG 12,423.00 12,423.30
Mix-RedG 12,423.00 12,424.00
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Figure S3. (A) Verification of radiolabeling of single-stranded (ssDNA) and efficient annealing of double-stranded (dsDNA)
oligonucleotides on the 15% native polyacrylamide gel (B) Verification of AP sites’ stability/purity and SSBs formation (after APE1
treatment) on the 15% denaturing polyacrylamide gel. SSB — single stranded break.
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Table S3. Xrs5 — Control 1. Raw numerical data of densitometry obtained from Quantity One software.

Time [min]
0 1 5 15 30 60 90 120
Strand | Data set Endonuclease activity [%]
1. 27,16 87,28 83,54 73,30 54,33 22,16 14,80 12,67
2. 30,24 67,12 56,67 50,53 43,83 26,37 14,58 12,74
3. 2,70 53,70 52,80 43,71 35,69 23,62 14,76 7,31
4. 81,05 80,54 75,51 61,75 44,63 19,35 13,60 10,58
5. 3,41 64,10 52,09 43,44 38,29 24,70 17,44 9,71
6. 3,19 46,62 45,36 41,57 38,76 24,98 14,55 8,91
Control 7. 48,35 78,23 73,57 61,75 56,31 26,62 23,19 5,66
1 8. 33,91 85,42 83,60 57,12 44,71 28,11 3,59 1,65
9. 22,98 62,34 62,62 54,45 48,43 34,05 18,43 10,97
10. 84,45 82,38 70,51 52,59 33,69 6,89 5,49 6,42
11. 85,33 80,06 66,44 54,67 35,85 12,44 8,46 7,32
12. 27,35 64,21 57,68 45,84 36,30 7,69 11,04 6,17
Avg 37,51 71,00 65,03 53,39 42,57 21,42 13,33 8,34
SD 30,96 13,16 12,56 9,30 7,48 8,36 5,50 3,23
Time [min]
0 1 5 15 30 60 90 120
Strand | Data set Polymerase activity [%]
1. 4,54 2,75 7,14 19,16 37,93 36,26 10,28 5,79
2. 4,60 9,19 23,86 32,15 41,82 30,24 14,72 9,19
3. 11,39 10,74 20,75 35,97 43,28 37,15 24,37 9,56
4. 2,88 4,17 10,74 27,44 38,98 26,57 10,83 2,81
5. 2,44 8,15 16,86 30,99 35,29 31,52 17,12 7,93
6. 1,88 16,76 24,39 31,99 33,82 27,51 15,21 9,81
Control 7. 7,68 11,58 16,59 30,07 33,98 31,96 22,51 10,92
1 8. 4,70 6,32 10,53 33,82 44,58 42,06 3,20 0,51
9. 14,30 10,23 13,11 19,07 25,20 26,46 16,68 7,19
10. 7,42 9,72 20,65 40,36 51,18 29,88 11,61 3,58
11. 6,84 11,89 26,13 35,06 43,37 32,00 14,93 13,04
12. 1,15 8,07 18,05 32,67 40,89 25,79 21,87 7,50
Avg 5,82 9,13 17,40 30,73 39,19 31,45 15,28 7,32
SD 3,95 3,71 6,07 6,30 6,64 4,95 5,94 3,62
Time [min]
0 1 5 15 30 60 | 90 | 12
Strand | Data set Exonuclease activity [%]
1. 1,57 6,56 8,09 6,04 4,22 2,59 2,34 2,13
2. 1,11 17,49 16,85 14,62 7,25 4,41 2,07 2,34
3. 2,05 21,21 21,47 18,66 14,99 11,39 6,27 3,98
Control 4. 15,54 13,71 12,84 9,20 6,33 3,54 4,23 3,28
1 5. 0,00 18,20 25,10 19,99 15,45 9,07 9,65 5,17
6. 0,56 22,07 22,12 15,25 14,83 9,00 6,12 3,87
7. 2,39 4,72 6,17 6,08 4,87 3,14 3,05 0,87
8. 2,62 3,00 3,49 2,67 2,99 2,51 0,97 0,25
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9. 5,54 10,08 10,97 9,92 10,65 8,19 4,33 2,98
10. 4,80 7,73 8,71 5,34 2,13 0,77 0,51 0,81
11. 7,68 7,38 6,19 5,39 3,63 1,82 1,56 1,94
12. 2,35 20,94 20,98 17,19 10,22 1,73 2,72 0,97

Avg 3,85 12,76 13,58 10,86 8,13 4,85 3,65 2,38
SD 4,29 6,99 7,42 5,99 4,94 3,57 2,64 1,51

Table S4. B] — Control 1. Raw numerical data of densitometry obtained from Quantity One software. * rejected values.

Time [min]
0 1 5 15 30 60 90 120
Strand | Data set Endonuclease activity [%]
1. 2,57 68,18 62,02 56,17 47,33 31,18 18,17 14,96
2. 3,51 72,08 71,26 64,48 54,26 38,81 27,10 16,75
3. 0,14 83,51 78,13 31,25 62,51 50,45 38,85 27,99
Control 4. 1,53 90,92 89,78 84,89 64,48 39,20 23,65 14,83
1 5. 6,27 82,02 83,39 77,69 64,12 42,54 26,29 19,13
6. 0,79 75,68 65,38 51,44 42,91 34,93 30,60 29,85
Avg 2,47 78,73 75,00 60,99 55,94 39,52 27,45 20,58
SD 2,22 8,33 10,71 19,30 9,27 6,63 6,96 6,67
Time [min]
o [ 1 | s 15 30 60 90 120
Strand | Data set Polymerase activity [%]
1. 2,45 9,10 14,33 23,40 38,00 56,45 71,05 72,20
2 2,11 8,99 10,74 22,65 27,67 49,41 63,85 76,30
3 0,46 4,36 9,36 18,47 27,67 40,78 55,14 66,51
Control 4. 0,72 2,13 3,91 9,05 28,92 54,32 70,56 79,43
1 5 1,85 6,24 6,08 14,36 29,76 51,89 69,95 77,42
6 0,74 8,25 11,65 28,75 39,87 55,26 59,46 59,86
Avg 1,39 6,51 9,34 19,45 31,98 51,35 65,00 71,95
SD 0,85 2,82 3,80 7,03 5,48 5,76 6,65 7,49
Time [min]
0 1 5 15 30 60 | 90 | 120
Strand | Data set Exonuclease activity [%]
1. 0,45 21,39 22,36 20,28 14,52 11,03 7,76 6,98
2. 1,05 17,87 17,49 12,84 17,93 11,25 7,57 4,21
3. 0,04 10,83 12,42 1,58 9,69 8,39 4,72 2,05
Control 4. 0,18 5,92 5,81 5,79 5,76 4,18 3,26 2,52
1 5. 4,59 11,35 10,23 7,95 6,12 5,57 3,59 3,12
6. 0,15 15,61 22,77 19,77 17,10 9,16 8,56 9,27
Avg 1,08 13,83 15,18 11,37 11,85 8,26 5,91 4,69
SD 1,76 5,56 6,85 7,63 5,41 2,88 2,33 2,85
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Table S5. XPC — Control 1. Raw numerical data of densitometry obtained from Quantity One software. * rejected values.

Time [min]
0 1 5 15 30 60 90 120
Strand | Data set Endonuclease activity [%]
1. 0,62 71,04 68,78 61,72 48,16 34,55 30,01 17,16
2 8,64 66,97 63,32 54,93 43,37 24,96 18,53 11,46
3 7,04 64,27 63,85 57,44 44,03 28,74 5,98* 8,58*
Control 4. 518 53,37 46,01 46,36 40,94 34,45 30,64 26,27
1 5 0,97 63,01 54,92 57,99 46,49 40,74 31,34 19,44
6 0,57 65,40 54,26 52,19 43,80 39,13 40,61 31,96
Avg 3,84 64,01 58,52 55,11 44,47 33,76 30,22 21,26
SD 3,59 5,91 8,30 5,34 2,53 6,02 7,85 8,00
Time [min]
0 1 5 15 30 60 90 120
Strand | Data set Polymerase activity [%]
1. 3,79 8,11 13,72 20,81 34,53 47,47 48,41 48,44
2 12,30 12,66 13,46 26,63 41,82 56,56 52,68 47,71
3 5,76 14,21 13,38 24,24 36,20 43,08 13,66* 30,34
Control 4. 9,37 17,26 26,42 27,89 35,74 45,40 42,67 42,45
1 5 5,46 7,86 20,57 20,67 30,83 37,06 48,56 53,82
6 4,34 11,17 25,05 26,69 35,78 39,61 38,52 46,32
Avg 6,84 11,88 18,77 24,49 35,82 44,86 46,17 44,85
SD 3,31 3,63 6,07 3,13 3,54 6,86 5,57 8,00
Time [min]
0 1 5 15 30 60 90 120
Strand | Data set Exonuclease activity [%]
1. 0,17 18,73 15,97 17,15 15,98 9,89 9,77 4,84
2. 1,85 18,27 22,49 18,30 13,50 7,33 7,54 5,38
3. 1,25 16,72 19,90 16,78 15,21 10,72 1,72 2,92
Control 4. 0,69 23,06 26,55 25,57 22,52 15,36 19,13 16,06
1 5. 0,01 19,01 23,40 20,15 21,14 18,88 12,75 7,73
6. 0,07 20,37 19,68 20,74 19,47 18,76 19,91 16,43
Avg 0,67 19,36 21,33 19,78 17,97 13,49 11,80 8,89
SD 0,75 2,16 3,65 3,25 3,60 4,87 6,99 5,90
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Table S6. Xrs5 - ScdA. Raw numerical data of densitometry obtained from Quantity One software.

xrs5/ ScdA Time [min]
0 1 5 15 30 60 90 120
Strand | Data set Endonuclease activity [%]

1. 19,35 90,09 86,84 86,76 86,88 86,48 83,78 80,59
2. 16,68 74,70 72,80 68,97 63,98 63,69 60,44 56,61
duo 3. 0,61 73,44 73,08 68,24 62,93 60,14 62,70 58,25
Avg 12,21 79,41 77,57 74,66 71,26 70,11 68,97 65,15
SD 10,14 9,27 8,03 10,49 13,53 14,29 12,88 13,40
1. 2,02 73,91 62,55 30,61 19,89 17,80 16,37 16,80
2. 2,77 55,27 48,63 44,29 36,96 29,70 27,72 25,56
dU-1 3. 0,51 43,55 40,38 31,86 27,36 21,89 18,17 17,11
Avg 1,77 57,58 50,52 35,58 28,07 23,13 20,75 19,82

SD 1,15 15,31 11,21 7,56 8,56 6,04 6,10 4,97
1. 7,72 83,54 85,31 87,27 83,07 54,26 37,25 32,04

2. 17,91 86,88 76,85 57,37 39,12 2,95 1,49 2,29

du-4 3. 0,23 66,64 64,83 41,88 23,87 14,27 8,97 8,64
Avg 8,62 79,02 75,66 62,17 48,69 23,83 15,90 14,33
SD 8,87 10,85 10,29 23,08 30,74 26,96 18,86 15,67

1. 13,15 83,27 86,84 70,91 58,91 36,19 13,76 5,43
2. 29,74 55,38 51,46 48,97 42,01 30,36 21,76 23,78

dU+1 3. 0,97 74,23 70,84 60,04 38,76 20,43 11,20 3,52
Avg 14,62 70,96 69,71 59,98 46,56 28,99 15,57 10,91
SD 14,44 14,23 17,72 10,97 10,82 7,97 5,51 11,19

1. 0,14 24,44 77,11 78,71 57,71 29,69 10,82 4,62
2. 0,32 40,38 48,53 45,09 34,97 22,25 13,42 20,87

dU+4 3. 0,91 54,80 71,78 50,71 37,18 14,35 7,06 2,38
Avg 0,46 39,87 65,80 58,17 43,29 22,10 10,43 9,29
SD 0,41 15,18 15,20 18,01 12,54 7,67 3,20 10,09

Time [min]
xrs5 / SedA
0 1 5 15 30 60 90 120
Strand | Data set Polymerase activity [%]

1. 3,51 0,57 0,57 0,46 0,46 0,77 0,84 0,54

2. 2,29 2,11 1,92 1,85 2,38 2,95 2,45 1,77

duo 3. 3,42 3,23 2,34 2,93 1,91 1,55 1,65 1,12

Avg 3,07 1,97 1,61 1,75 1,58 1,76 1,65 1,14

SD 0,68 1,34 0,92 1,24 1,00 1,10 0,80 0,62
1. 0,73 8,57 25,18 62,55 73,30 67,09 57,36 43,49
2. 2,44 11,95 32,78 46,06 55,19 51,89 41,64 42,23
dU-1 3. 3,12 18,51 33,64 42,81 47,41 4591 39,54 35,57
Avg 2,10 13,01 30,54 50,47 58,63 54,96 46,18 40,43

SD 1,23 5,05 4,65 10,58 13,28 10,92 9,74 4,26
1. 0,40 6,53 8,25 7,13 9,81 24,34 26,62 25,39
2. 3,62 8,65 22,65 41,85 55,01 59,10 54,61 23,76
dU-4 3. 0,08 16,25 28,28 53,39 65,25 61,26 56,38 36,14
Avg 1,37 10,47 19,73 34,12 43,36 48,24 45,87 28,43

SD 1,95 5,11 10,33 24,08 29,50 20,72 16,70 6,73

-154 -




1. 1,32 1,26 1,10 0,37 0,29 0,09 0,04 0,02
2. 0,10 0,01 0,00 1,28 0,56 0,41 0,38 0,10
dU+1 1,60 3,23 1,48 2,32 0,60 0,36 0,02 0,00
Avg 1,01 1,50 0,86 1,32 0,48 0,29 0,15 0,04
SD 0,80 1,63 0,77 0,98 0,17 0,17 0,20 0,06
1. 0,26 1,41 4,62 10,61 20,73 24,14 14,38 6,83
2. 1,32 17,40 22,52 28,73 28,99 19,57 17,44 40,90
dU+4 3. 1,46 5,02 9,14 20,61 20,73 16,36 13,18 5,26
Avg 1,01 7,94 12,09 19,98 23,49 20,03 15,00 17,66
SD 0,65 8,38 9,31 9,08 4,77 3,91 2,20 20,14
Time [min]
xrs5 / ScdA
0 1 5 15 30 60 90 120
Strand | Data set Exonuclease activity [%]
1. 1,05 8,38 12,34 12,73 12,62 12,69 15,27 18,76
2. 0,68 21,55 24,82 28,59 32,97 32,58 35,98 40,18
duo 3. 0,08 19,86 24,20 28,75 35,09 38,25 35,57 40,57
Avg 0,60 16,60 20,45 23,36 26,89 27,84 28,94 33,17
SD 0,49 7,17 7,03 9,20 12,41 13,42 11,84 12,48
1. 0,67 7,18 8,52 4,24 2,77 2,04 2,32 2,81
2. 0,05 9,57 12,55 8,43 517 3,05 3,45 3,50
dU-1 3. 0,00 17,53 17,90 15,70 13,71 10,20 9,15 8,95
Avg 0,24 11,43 12,99 9,46 7,22 5,09 4,97 5,09
SD 0,38 5,42 4,71 5,80 5,75 4,45 3,66 3,36
1. 0,00 6,54 4,74 4,32 3,07 0,81 0,53 0,32
2. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
dU-4 3. 0,15 6,42 4,91 2,14 0,26 0,00 0,00 0,00
Avg 0,05 4,32 3,22 2,15 1,11 0,27 0,18 0,11
SD 0,08 3,74 2,79 2,16 1,70 0,47 0,31 0,18
1. 0,27 6,08 8,55 28,12 40,49 63,47 86,06 94,36
2. 2,67 18,84 33,57 47,89 56,40 66,04 76,63 75,62
dU+1 0,00 10,81 24,20 36,59 59,93 78,91 88,23 95,64
Avg 0,98 11,91 22,11 37,53 52,28 69,47 83,64 88,54
SD 1,47 6,45 12,64 9,91 10,36 8,27 6,17 11,21
1. 0,00 0,35 4,64 7,70 16,65 33,54 42,11 42,11
1,04 4,55 15,84 23,45 28,60 35,94 39,34 31,51
dU+4 3. 0,66 3,34 10,06 22,99 33,09 50,19 59,52 64,86
Avg 0,57 2,75 10,18 18,05 26,11 39,89 46,99 46,16
SD 0,53 2,16 5,60 8,97 8,49 9,00 10,94 17,04

- 155 -




Table S7. Xrs5 - RedA. Raw numerical data of densitometry obtained from Quantity One software.

xrs5 / RedA Time [min]
0 1 5 15 30 60 90 120
Strand | Data set Endonuclease activity [%]

1. 77,10 82,72 78,23 71,76 69,85 65,84 62,61 59,21
2. 0,86 64,58 64,30 60,99 57,99 57,60 55,85 53,80
duo 3. 0,87 60,76 59,46 59,11 58,90 52,00 51,59 56,45
Avg 26,28 69,35 67,33 63,95 62,25 58,48 56,68 56,49

SD 44,01 11,73 9,75 6,82 6,60 6,96 5,56 2,71
1. 56,57 57,45 53,38 41,19 30,18 30,37 24,58 18,89
2. 0,80 40,81 35,30 30,70 26,25 22,98 18,25 12,49
dU-1 3. 0,43 37,42 37,79 34,04 33,31 28,89 23,61 17,47
Avg 19,27 45,23 42,16 35,31 29,91 27,41 22,15 16,28

SD 32,31 10,72 9,80 5,36 3,54 3,91 3,41 3,36
1. 47,73 52,83 54,21 58,37 59,42 3891 47,36 3547

3,70 62,81 59,31 49,05 28,72 11,02 8,84 8,56
dU-4 14,30 65,76 69,75 72,18 69,56 56,72 60,00 56,84
Avg 21,91 60,47 61,09 59,87 52,57 35,55 38,73 33,62
SD 22,98 6,78 7,92 11,64 21,27 23,04 26,65 24,19
1. 74,57 83,80 77,65 66,67 52,03 30,01 15,84 11,99

3,82 56,35 53,19 43,36 35,70 7,96 11,86 4,42

dU+1 3,55 51,54 46,23 40,84 32,56 19,07 12,63 7,56
Avg 27,32 63,89 59,02 50,29 40,10 19,02 13,44 7,99

SD 40,93 17,41 16,50 14,24 10,45 11,03 2,11 3,80

1. 79,15 23,87 63,19 47,15 25,69 5,70 4,28 3,68

1,61 44,04 46,27 38,04 23,09 8,87 4,17 1,20

dU+4 1,70 37,45 43,58 39,64 30,98 13,67 5,16 1,00

Avg 27,49 40,74 51,01 41,61 26,59 9,41 4,54 1,96

SD 44,74 4,66 10,63 4,86 4,02 4,01 0,54 1,49

Time [min]
xrs5 / RedA
0 1 5 15 30 60 90 120
Strand | Data set Polymerase activity [%]

1. 0,72 0,96 0,90 2,55 3,06 2,63 1,97 2,52

2. 0,79 1,93 0,79 0,52 0,67 0,32 0,28 0,19

duo 3. 1,13 3,06 2,62 3,09 2,90 2,86 1,09 1,58

Avg 0,88 1,98 1,43 2,05 2,21 1,93 1,12 1,43

SD 0,22 1,05 1,03 1,35 1,34 1,40 0,85 1,17

1. 12,95 13,85 24,48 44,69 57,71 53,36 45,87 36,91
4,03 17,03 30,23 37,69 42,23 39,43 34,11 18,66
dUu-1 1,80 26,13 31,69 35,30 37,10 40,32 29,96 25,60
Avg 6,26 19,00 28,80 39,23 45,68 44,37 36,65 27,06

SD 5,90 6,37 3,82 4,88 10,73 7,80 8,25 9,21
1. 2,92 5,29 7,42 9,29 25,38 32,42 23,51 28,72
0,00 0,00 37,19 48,93 62,91 67,89 64,34 63,14
dU-4 2,35 11,91 10,70 16,06 19,62 20,89 19,23 14,70
Avg 1,75 5,73 18,44 24,76 35,97 40,40 35,70 35,52
SD 1,55 5,97 16,32 21,20 23,51 24,49 24,90 24,92
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1. 0,51 0,90 0,46 0,45 0,21 0,08 0,06 0,08

4,79 12,70 8,88 3,88 4,40 0,34 0,63 0,25

dU+1 4,64 11,03 10,45 7,58 4,55 1,29 0,48 0,03
Avg 3,31 8,21 6,60 3,97 3,05 0,57 0,39 0,12

SD 2,43 6,39 5,37 3,57 2,46 0,64 0,29 0,12
1. 2,96 0,27 12,43 28,24 37,83 19,92 14,88 21,45

5,48 9,22 15,94 26,14 30,86 25,74 18,46 8,71
dU+4 6,01 16,93 21,52 30,81 32,64 25,37 17,67 17,66
Avg 4,82 13,08 16,63 28,40 33,78 23,68 17,00 15,94

SD 1,63 5,45 4,58 2,34 3,63 3,26 1,88 6,54

Time [min]
xrs5 / RedA
0 1 5 15 30 60 90 120
Strand | Data set Exonuclease activity [%]

1. 21,94 15,97 20,63 25,11 25,08 27,57 30,75 34,10
2. 0,14 30,45 33,27 38,38 41,23 41,94 43,65 45,81
duo 3. 0,15 32,18 37,23 37,68 37,98 44,93 47,31 41,71
Avg 7,41 26,20 30,38 33,72 34,76 38,15 40,57 40,54

SD 12,59 8,90 8,67 7,47 8,54 9,28 8,70 5,94

1. 29,03 21,51 19,73 11,41 7,44 7,39 8,96 8,92
2. 0,00 15,92 22,07 20,34 17,45 16,13 13,39 12,93
dU-1 3. 0,06 25,22 23,78 21,98 18,85 14,84 18,00 14,22
Avg 9,70 20,88 21,86 17,91 14,58 12,78 13,45 12,03

SD 16,74 4,68 2,03 5,69 6,22 4,72 4,52 2,77

1. 48,86 39,62 37,32 30,37 5,98 1,74 2,83 1,91

1,00 2,73 3,50 2,02 0,49 0,06 0,00 0,05

dU-4 4,05 17,98 17,93 8,84 2,24 0,43 0,27 0,20
Avg 17,97 20,11 19,58 13,74 2,90 0,74 1,04 0,72

SD 26,80 18,54 16,97 14,80 2,81 0,89 1,56 1,03
1. 24,28 11,31 20,27 32,32 47,17 69,54 83,86 87,59
2. 0,00 24,51 35,08 51,80 59,21 91,45 87,05 94,66
dU+1 3. 0,28 33,01 42,35 51,21 62,67 79,54 86,85 91,93
Avg 8,19 22,94 32,57 45,11 56,35 80,18 85,92 91,40

SD 13,94 10,93 11,26 11,08 8,13 10,97 1,79 3,56
1. 5,38 0,98 11,01 21,41 29,54 41,82 50,69 48,70
0,26 9,60 15,76 28,18 36,20 47,02 53,59 59,85
dU+4 0,00 8,81 15,39 25,97 30,83 44,93 58,96 39,75
Avg 1,88 9,20 14,05 25,18 32,19 44,59 54,42 49,43
SD 3,03 0,56 2,64 3,45 3,53 2,62 4,20 10,07
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Table S8. B] - ScdA. Raw numerical data of densitometry obtained from Quantity One software. * rejected values, ** not applicable.

BJ/ ScdA Time [min]
0 1 5 15 30 60 90 120
Strand | Data set Endonuclease activity [%]
1. 1,31 87,04 83,06 77,28 71,67 68,00 70,11 71,58
2. 1,94 77,98 73,56 64,58 61,45 59,77 59,80 60,53
duo 3. 0,85 67,21 59,78 59,82 55,63 54,76 55,56 61,65
Avg 1,37 77,41 72,13 67,23 62,92 60,84 61,82 64,59
SD 0,55 9,93 11,70 9,02 8,12 6,69 7,49 6,08
1. 0,10 81,64 69,42 47,13 31,39 21,53 20,16 13,89
1,12 58,11 58,24 44,08 35,54 29,85 22,77 22,73
dU-1 - . . - - . - .
Avg 0,61 69,87 63,83 45,60 33,46 25,69 21,47 18,31
SD 0,72 16,64 7,91 2,16 2,94 5,89 1,85 6,25
1. 0,23 85,91 82,53 62,25 44,40 11,41 11,83 5,87
2. 1,47 75,18 71,83 60,67 42,19 10,80 4,02 7,45
du-4 o . . . o . o .
Avg 0,85 80,54 77,18 61,46 43,29 11,11 7,92 6,66
SD 0,88 7,59 7,57 1,12 1,56 0,43 5,52 1,12
1. 0,14 81,04 83,48 70,53 53,36 28,74 13,73 7,18
2. 0,86 76,30 76,87 65,84 49,70 29,18 14,58 5,76
du+1 ** - *% - - ot ot ot
Avg 0,50 78,67 80,17 68,18 51,53 28,96 14,16 6,47
SD 0,51 3,35 4,67 3,32 2,59 0,31 0,60 1,00
1. 0,49 56,07 76,66 71,32 8,68* 27,68 15,03 11,98
0,31 50,01 81,50 67,04 53,48 34,27 22,42 16,23
dU+4 3. - - - - ot - o I
Avg 0,40 53,04 79,08 69,18 53,48 30,97 18,72 14,11
SD 0,12 4,28 3,42 3,02 0,00 4,66 5,22 3,01
Time [min]
BJ / ScdA
0 1 5 15 30 60 90 120
Strand | Data set Polymerase activity [%]
1. 0,00 1,77 2,45 3,39 4,12 4,15 3,28 4,48
2. 5,17 2,89 3,94 6,89 6,14 5,57 7,13 6,49
duo 3. 1,16 8,36 8,39 7,80 8,64 6,78 8,28 2,86
Avg 2,11 4,34 4,93 6,03 6,30 5,50 6,23 4,61
SD 2,71 3,52 3,09 2,33 2,26 1,31 2,62 1,82
1. 0,25 3,52 19,07 44,70 59,15 72,71 73,58 83,36
0,84 7,58 25,30 39,43 43,52 54,72 67,92 66,63
du-1 3. - . . . o . - .
Avg 0,55 5,55 22,18 42,06 51,33 63,71 70,75 74,99
SD 0,42 2,87 4,41 3,72 11,05 12,72 4,00 11,82
1. 0,00 8,30 14,22 35,03 53,79 71,08 86,67 91,82
2. 2,27 10,28 17,16 35,74 55,27 87,19 94,24 90,82
du-4 - - - - - - - -
Avg 1,13 9,29 15,69 35,39 54,53 79,14 90,46 91,32
SD 1,60 1,40 2,08 0,50 1,05 11,40 5,35 0,71
dU+1 1. 0,90 2,80 1,99 2,26 1,42 0,95 0,60 0,32
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2. 0,97 1,83 2,14 2,03 0,85 0,35 0,23 0,96
3. - - - - - - - -
Avg 0,93 2,32 2,07 2,15 1,14 0,65 0,41 0,64
SD 0,05 0,68 0,10 0,17 0,40 0,42 0,26 0,45
1. 2,93 4,03 517 13,79 11,17 22,47 21,93 24,22
0,96 2,44 6,44 13,98 15,77 20,84 20,49 22,65
dU+4 - - - - - - - -
Avg 1,94 3,23 5,81 13,89 13,47 21,65 21,21 23,43
SD 1,39 1,12 0,90 0,14 3,25 1,15 1,02 1,11
Time [min]
BJ / ScdA
0 1 5 15 30 60 90 120
Strand | Data set Exonuclease activity [%]
1. 0,00 8,97 14,06 18,99 24,02 27,68 26,42 23,45
2. 0,00 18,70 22,37 28,40 32,33 34,56 32,96 32,61
duo 3. 0,09 22,87 31,34 32,31 35,71 38,43 36,07 35,38
Avg 0,03 16,84 22,59 26,56 30,69 33,56 31,82 30,48
SD 0,05 7,13 8,64 6,84 6,01 5,44 4,93 6,24
1. 0,00 7,69 9,35 7,58 8,40 5,29 5,72 1,91
2. 0,00 6,99 12,88 15,38 20,01 14,37 8,44 8,73
du-1 3 ot ot % % % % % %
Avg 0,00 7,34 11,11 11,48 14,20 9,83 7,08 5,32
SD 0,00 0,50 2,50 5,52 8,21 6,42 1,92 4,82
1. 0,00 1,14 2,03 2,02 0,86 0,00 0,00 0,00
2. 0,28 7,11 9,33 2,65 1,62 0,76 0,42 0,06
du4 3 ot ot % % % % % %
Avg 0,14 4,12 5,68 2,33 1,24 0,38 0,21 0,03
SD 0,20 4,22 5,17 0,44 0,54 0,54 0,29 0,04
1. 0,00 0,91 8,79 24,45 44,09 69,55 84,97 91,45
2. 0,00 11,59 16,57 30,37 48,61 70,04 84,69 60,40
dU+1 3. - - - - % 4 4 %
Avg 0,00 6,25 12,68 27,41 46,35 69,79 84,83 75,92
SD 0,00 7,55 5,50 4,18 3,19 0,34 0,20 21,95
1. 0,00 2,68 4,45 11,87 12,05 46,64 59,78 59,39
0,00 0,57 594 16,33 26,91 40,73 51,95 50,21
dU+4 - - % - - - - -
Avg 0,00 1,62 5,19 14,10 19,48 43,69 55,87 54,80
SD 0,00 1,49 1,05 3,16 10,51 4,18 5,54 6,49
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Table S9. B] - RedA. Raw numerical data of densitometry obtained from Quantity One software. * rejected values.

Time [min]

BJ /RedA
0 1 5 15 30 60 90 120
Strand | Data set Endonuclease activity [%]

1. 0,56 77,63 72,38 67,39 60,48 60,06 63,86 65,59

2. 0,37 89,00 84,93 77,88 70,97 69,55 67,17 66,51
duo 3. 0,25 77,19 78,91 70,46 72,99 68,81 68,32 72,29
Avg 0,39 81,27 78,74 71,91 68,15 66,14 66,45 68,13

SD 0,16 6,70 6,28 5,39 6,72 5,28 2,32 3,63
1. 0,28 69,62 58,90 48,20 33,04 25,69 21,25 18,72
0,41 66,00 59,77 54,08 43,00 34,20 30,28 35,03
dU-1 0,54 68,22 59,01 48,05 38,02 29,97 27,70 25,33
Avg 0,41 67,95 59,22 50,11 38,02 29,95 26,41 26,36

SD 0,13 1,82 0,47 3,44 4,98 4,25 4,65 8,21

1. 0,00 82,27 62,31 56,94 53,09 38,21 17,81 8,58

2,49 89,11 83,24 56,19 24,74 14,08 3,55 5,90
dU-4 5,80 85,44 82,95 64,18 37,46 11,27 9,38 10,72
Avg 2,76 85,61 76,17 59,10 38,43 21,19 10,25 8,40

SD 2,91 3,42 12,00 4,41 14,20 14,81 7,17 2,41
1. 0,68 79,72 77,63 65,63 59,92 36,50 20,98 11,27
2. 0,56 73,12 72,09 57,08 54,90 32,81 22,69 12,84
dU+1 3. 0,59 78,38 72,64 59,56 46,54 34,55 22,57 12,05
Avg 0,61 77,07 74,12 60,75 53,79 34,62 22,08 12,05

SD 0,06 3,49 3,05 4,40 6,76 1,84 0,95 0,79
1. 3,02 4,62* 4,58* 6,60* 37,10 39,81 36,13 34,29

0,85 66,97 72,19 60,99 45,74 25,52 15,34 10,91

dU+4 1,09 68,17 69,61 56,24 39,81 25,64 13,88 9,53
Avg 1,65 67,570 70,90 58,61 40,88 30,33 21,79 18,24
SD 1,19 0,85 1,83 3,36 4,42 8,21 12,45 13,92

Time [min]
BJ /RcdA
0 1 5 15 30 60 90 120
Strand | Data set Polymerase activity [%]

1. 2,04 1,74 3,92 3,83 5,25 7,09 4,84 3,31

2. 2,41 1,85 1,61 3,89 6,07 5,27 544 3,56

duo 3. 0,59 2,87 5,89 8,20 4,93 7,51 6,35 6,85
Avg 1,68 2,15 3,81 5,31 5,41 6,62 5,55 4,57

SD 0,96 0,62 2,14 2,51 0,59 1,19 0,76 1,97
1. 0,77 14,06 23,89 35,60 54,72 63,36 70,53 75,03
1,28 15,93 20,63 30,10 44,65 56,80 62,50 60,42
dU-1 0,94 14,93 25,32 37,81 50,90 60,69 64,67 67,26
Avg 1,00 14,97 23,28 34,50 50,09 60,28 65,90 67,57

SD 0,26 0,93 2,40 3,97 5,09 3,30 4,15 7,31
1. 3,09 12,40 32,26 37,35 43,62 59,91 80,59 89,53
3,01 5,57 5,01* 39,97 72,15 83,05 93,62 91,48
dU-4 6,11 7,91 10,00 32,09 59,64 86,95 89,17 87,69
Avg 4,07 8,63 21,13 36,47 58,471 76,64 87,80 89,56

SD 1,77 3,47 15,74 4,01 14,30 14,62 6,62 1,89

dU+1 1. 2,32 4,67 4,60 2,32 2,49 0,45 0,24 0,07
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2. 1,51 5,74 7,53 3,98 2,34 0,65 0,92 0,41

3. 2,75 5,22 4,01 2,83 1,15 0,89 0,67 0,57

Avg 2,19 5,21 5,38 3,04 1,99 0,66 0,61 0,35

SD 0,63 0,53 1,88 0,85 0,73 0,22 0,34 0,25
1. 7,05 8,86 8,45 9,08 14,25 12,38 10,97 13,87
4,18 11,22 15,84 22,54 31,30 37,56 39,92 44,23
dU+4 5,15 9,01 15,77 20,92 26,96 30,83 31,46 34,10
Avg 5,46 9,70 13,35 17,51 24,17 26,92 27,45 30,73
SD 1,46 1,32 4,24 7,35 8,87 13,03 14,89 15,46

Time [min]
BJ / RedA
0 1 5 15 30 60 90 120
Strand | Data set Exonuclease activity [%]

1. 0,15 20,04 23,36 28,78 34,22 32,82 31,27 30,94
2. 0,00 8,24 13,27 18,20 22,82 25,03 27,07 29,08
duo 3. 0,04 11,38 15,04 21,26 22,02 23,62 25,22 20,73
Avg 0,06 13,22 17,22 22,74 26,35 27,16 27,86 26,92

SD 0,07 6,11 5,39 5,45 6,82 4,95 3,10 5,44

1. 0,00 13,07 16,74 15,98 12,04 10,77 8,02 5,78

0,15 15,23 18,28 15,53 12,16 8,73 6,82 3,91

dU-1 0,14 12,97 13,72 13,58 10,66 8,88 7,10 6,75

Avg 0,10 13,76 16,24 15,03 11,62 9,46 7,32 5,48

SD 0,08 1,27 2,32 1,27 0,83 1,13 0,63 1,44

1. 0,00 3,32 4,17 3,89 2,76 0,52 0,00 0,00

0,83 3,58 11,29 3,20 1,41 0,67 0,16 0,09

dU-4 1,44 5,37 6,55 3,43 2,55 1,00 0,48 0,27

Avg 0,76 4,09 7,34 3,51 2,24 0,73 0,21 0,12

SD 0,72 1,12 3,63 0,35 0,72 0,24 0,25 0,14
1. 0,00 12,45 16,33 31,25 28,56 62,68 78,53 88,42
0,15 18,92 19,65 38,45 42,51 66,32 76,12 86,55
dU+1 0,21 14,51 22,15 36,82 51,81 64,15 76,44 87,09
Avg 0,12 15,29 19,38 35,51 40,96 64,38 77,03 87,35

SD 0,11 3,31 2,92 3,78 11,70 1,83 1,31 0,97
1. 0,12 0,50* 0,59* 1,06* 26,07 46,86 52,54 51,24
2. 0,20 1,97 6,85 14,89 20,91 33,79 40,89 40,86
dU+4 3. 0,55 6,30 10,28 20,75 30,68 40,79 51,94 52,76
Avg 0,29 4,14 8,57 17,82 25,89 40,48 48,46 48,29

SD 0,23 3,06 2,42 4,14 4,89 6,54 6,56 6,48
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Table S10. XPC - ScdA. Raw numerical data of densitometry obtained from Quantity One software. * rejected values.

XPC / ScdA Time [min]
0 1 5 15 30 60 90 120
Strand | Data set Endonuclease activity [%]
1. 0,20 69,78 66,83 61,13 54,39 49,94 53,49 56,75
2. 0,91 75,22 69,48 60,91 60,50 57,54 59,56 59,62
duo 3. 1,01 70,81 66,00 61,21 53,36 56,94 57,29 57,72
Avg 0,71 71,94 67,43 61,09 56,08 54,81 56,78 58,03
SD 0,44 2,89 1,82 0,16 3,86 4,23 3,07 1,46
1. 0,16 41,25 52,10 44,45 38,49 35,87 35,27 28,64
0,18 61,42 58,36 44,75 35,23 29,25 31,77 28,01
dU-1 3. 0,61 71,84 65,65 47,68 30,14 23,81 18,65 20,22
Avg 0,32 58,17 58,70 45,63 34,62 29,65 28,56 25,62
SD 0,25 15,55 6,78 1,79 4,21 6,04 8,76 4,69
1. 21,85 92,97 96,06 95,36 31,90 15,71 14,10 12,00
11,43 88,18 88,35 85,04 13,42 6,08 3,73 8,80
dU-4 3. 5,02 76,53 75,05 70,08 33,18 12,38 6,65 5,45
Avg 12,77 85,89 86,49 83,49 26,17 11,39 8,16 8,75
SD 8,49 8,45 10,63 12,71 11,05 4,89 5,35 3,27
1. 0,86 70,50 65,13 56,96 30,78 18,90 8,12 3,94
2. 2,02 61,05 60,54 50,49 35,03 16,62 11,24 511
dUu+1 3. 3,09 78,17 75,88 63,88 38,38 13,95 6,58 3,41
Avg 1,99 69,91 67,19 57,11 34,73 16,49 8,64 4,16
SD 1,12 8,57 7,87 6,70 3,81 2,48 2,38 0,87
1. 2,07 63,59 70,35 65,14 44,72 23,07 11,10 5,74
2. 2,27 53,74 58,25 50,63 39,93 23,88 17,78 12,78
dU+4 3. 3,37 82,34 74,55 62,33 39,84 8,28 8,03 5,90
Avg 2,57 66,561 67,72 59,37 41,50 18,41 12,30 8,14
SD 0,70 14,53 8,46 7,69 2,79 8,78 4,98 4,02
Time [min]
XPC/ScdA
0 1 5 15 30 60 90 120
Strand | Data set Polymerase activity [%]
1. 2,61 8,57 10,36 7,13 5,62 5,60 5,12 4,36
2. 9,18 6,00 7,37 7,19 4,14 4,31 3,30 3,21
duo 3. 5,98 9,15 10,87 9,92 6,08 6,44 4,83 4,62
Avg 5,92 7,91 9,53 8,08 5,28 5,45 4,42 4,06
SD 3,28 1,68 1,89 1,59 1,01 1,07 0,98 0,75
1. 1,51 9,16 23,42 34,32 47,97 51,59 52,75 62,42
1,98 11,45 23,38 33,47 47,58 58,17 54,16 58,28
dU-1 3. 1,74 8,76 18,16 36,15 59,96 69,37 72,70 68,06
Avg 1,74 9,79 21,65 34,64 51,84 59,71 59,87 62,92
SD 0,23 1,45 3,02 1,37 7,04 8,99 11,13 4,91
1. 2,33 0,10 0,17 1,72 66,19 81,01 83,98 86,05
2. 10,00* 2,94 3,35 4,66 83,50 91,59 93,80 89,02
dU-4 3. 7,62 8,40 12,94 23,53 65,26 85,73 90,92 92,18
Avg 4,98 3,81 5,48 9,97 71,65 86,11 89,57 89,08
SD 3,74 4,22 6,65 11,83 10,27 5,30 5,05 3,06
dU+1 1. 2,52 6,45 4,73 3,10 0,80 0,62 0,60 0,77
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2. 3,38 9,83 8,37 5,55 2,44 0,43 0,34 0,20
3. 9,84 8,00 7,04 4,15 2,16 0,97 0,68 0,58
Avg 5,25 8,09 6,71 4,27 1,80 0,67 0,54 0,52
SD 4,00 1,69 1,84 1,23 0,88 0,27 0,18 0,29
1. 3,71 7,46 10,47 12,75 14,49 13,26 12,02 10,97
2. 0,00* 0,02% 9,95 20,50 18,03 13,38 12,58 10,65
dU+4 3. 19,32 6,04 12,41 16,09 15,00 7,10 18,16 18,45
Avg 11,52 6,75 10,94 16,44 15,84 11,25 14,25 13,36
SD 11,04 1,00 1,30 3,88 1,91 3,59 3,40 4,41
XPC / ScdA Time (min}
0 1 5 15 30 60 90 120
Strand | Data set Exonuclease activity [%]
1. 0,02 19,01 21,95 31,68 39,98 44,46 41,38 38,89
2. 0,07 15,33 22,46 31,51 35,04 37,81 36,89 36,98
duo 3. 0,47 10,59 19,05 27,63 39,38 35,98 37,29 36,90
Avg 0,19 14,98 21,15 30,27 38,13 39,42 38,52 37,59
SD 0,25 4,22 1,84 2,29 2,70 4,47 2,49 1,13
1. 0,04 6,38 20,73 20,44 12,92 11,99 11,37 8,30
0,01 14,21 14,97 20,61 15,92 11,05 12,54 11,74
dU-1 0,14 13,75 13,70 14,16 7,57 519 5,13 8,09
Avg 0,06 11,45 16,47 18,41 12,14 9,41 9,68 9,38
SD 0,07 4,40 3,75 3,68 4,23 3,69 3,99 2,05
1. 1,01 3,35 3,21 2,66 1,13 0,18 0,06 0,07
0,99 6,30 7,30 9,67 1,95 0,37 0,00 0,00
dU-4 2,61 12,80 11,18 6,02 0,56 0,04 0,09 0,00
Avg 1,54 7,48 7,23 6,12 1,21 0,20 0,05 0,02
SD 0,93 4,83 3,98 3,50 0,70 0,17 0,05 0,04
1. 0,30 13,27 26,25 38,93 67,95 80,14 90,95 94,81
0,10 11,26 24,42 42,37 62,02 82,72 88,34 94,36
dU+1 1,72 7,67 14,90 30,81 58,86 84,72 92,39 95,67
Avg 0,71 10,73 21,86 37,37 62,94 82,53 90,56 94,95
SD 0,88 2,84 6,10 5,94 4,61 2,30 2,05 0,67
1. 0,67 3,73 11,17 20,46 38,70 61,39 74,27 79,50
0,09 6,68 13,28 24,79 37,36 58,64 65,98 72,39
dU+4 1,13 9,51 7,35 19,39 40,22 76,77 68,50 71,34
Avg 0,63 6,64 10,60 21,55 38,76 65,60 69,58 74,41
SD 0,52 2,89 3,01 2,86 1,43 9,77 4,25 4,44
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Table S11. XPC - RcdA. Raw numerical data of densitometry obtained from Quantity One software. * rejected values.

Time [min]
XPC/RedA
0 1 5 15 30 60 90 120
Strand | Data set Endonuclease activity [%]
1. 1,63 55,15 49,25 52,23 49,63 43,79 41,24 40,28
2. 1,61 65,24 57,65 53,54 47,02 45,36 44,47 40,82
duo 3. 2,34 62,15 53,37 54,19 54,30 46,96 47,12 46,84
Avg 1,86 60,85 53,42 53,32 50,32 45,37 44,28 42,65
SD 0,42 517 4,20 1,00 3,69 1,58 2,95 3,64
1. 0,58 46,02 67,87 38,43 34,81 28,19 27,98 29,69
2. 1,04 64,54 72,60 47,67 40,33 28,86 27,32 27,08
dU-1 3. 0,99 71,36 76,40 52,53 37,07 27,15 25,96 23,52
Avg 0,87 60,64 72,29 46,21 37,41 28,07 27,09 26,76
SD 0,25 13,11 4,27 7,16 2,78 0,86 1,03 3,10
1. 8,40 64,60 70,27 45,45 40,11 12,27 16,71 13,59
2. 3,44 79,59 87,39 83,62* 84,41* 86,52* 87,05* 84,49%
dU-4 3. 3,31 78,74 83,15 65,10 33,76 23,59 23,00 8,58
Avg 5,05 74,31 80,27 55,28 36,93 17,93 19,86 11,09
SD 2,91 8,42 8,91 13,90 4,49 8,01 4,45 3,55
1. 3,51 60,57 79,40 51,45 43,33 27,95 18,15 6,76
2. 1,46 70,59 80,35 60,36 46,06 22,87 17,03 6,42
dU+1 3. 0,00 80,40 92,06 65,05 51,09 1,41* 12,41 3,07
Avg 1,65 70,52 83,93 58,95 46,83 25,41 15,86 5,42
SD 1,76 9,91 7,05 6,91 3,94 3,59 3,04 2,04
1. 3,94 36,99 83,13 50,32 23,65 19,04 9,66 5,66
2. 2,23 32,15 84,51 62,04 47,74 41,44 14,20 7,65
dU+4 3. 3,81 46,48 92,10 64,33 51,34 4,87* 14,55 5,79
Avg 3,33 38,54 86,58 58,90 40,91 30,24 12,81 6,37
SD 0,95 7,29 4,83 7,52 15,06 15,84 2,73 1,12
XPC/RecdA Time [min]
0 1 5 15 30 60 90 120
Strand | Data set Polymerase activity [%]
1. 8,90 8,18 7,71 9,24 6,83 6,00 3,94 2,67
2. 10,52 7,29 5,58 6,79 5,44 4,60 4,22 2,24
duo 3. 12,83 11,99 8,37 11,44 9,50 7,53 6,43 4,28
Avg 10,75 9,15 7,22 9,16 7,26 6,04 4,87 3,06
SD 1,97 2,50 1,46 2,33 2,07 1,46 1,36 1,08
1. 2,68 9,65 17,69 36,21 43,08 50,84 50,33 46,06
2,40 6,72 16,65 33,59 38,80 51,36 44,87 51,58
dU-1 3. 3,45 9,86 15,30 36,21 50,12 62,75 62,96 66,04
Avg 2,85 8,74 16,55 35,34 44,00 54,98 52,72 54,56
SD 0,55 1,76 1,20 1,51 5,72 6,73 9,28 10,32
1. 15,77 15,89 25,31 50,71 56,93 69,38 81,13 83,24
3,12 6,50 3,44 4,76 6,24 8,67 11,42 13,08
dU-4 3. 5,98 9,81 8,14 29,42 62,21 74,69 75,15 89,91
Avg 8,29 10,73 12,30 28,30 41,80 50,91 55,90 62,08
SD 6,64 4,76 11,51 22,99 30,90 36,68 38,64 42,56
dU+1 1. 4,95 8,49 3,22 5,51 2,94 1,00 0,50 0,31
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2. 5,85 6,38 1,75 4,20 1,62 0,69 0,65 0,33
3. 6,11 8,17 1,19 4,96 1,72 10,53 0,00 3,23
Avg 5,64 7,68 2,05 4,89 2,09 4,08 0,38 1,29
SD 0,61 1,14 1,05 0,66 0,73 5,59 0,34 1,68
1. 16,21 11,27 6,73 25,19 40,15 27,75 31,64 26,02
2. 11,18 13,86 8,61 18,04 21,41 21,63 29,84 30,79
dU+4 3. 25,56 19,13 6,43 17,73 21,20 26,94 31,77 34,83
Avg 17,65 14,75 7,26 20,32 27,59 25,44 31,09 30,54
SD 7,30 4,01 1,18 4,22 10,88 3,33 1,08 4,41
XPC / RedA Time [min]
0 1 5 15 30 60 90 120
Strand | Data set Exonuclease activity [%]
1. 0,00 26,32 41,98 38,19 43,33 50,07 54,46 56,54
2. 0,10 16,14 35,56 38,30 45,93 48,60 50,12 55,07
duo 3. 0,17 19,42 37,96 34,00 36,05 45,40 46,31 48,77
Avg 0,09 20,63 38,50 36,83 41,77 48,02 50,30 53,46
SD 0,08 5,20 3,24 2,45 5,12 2,39 4,08 4,13
1. 0,23 10,69 13,52 24,63 21,72 20,37 21,15 23,30
2. 0,08 12,62 10,45 17,07 20,26 19,55 27,62 21,08
dU-1 3. 0,00 11,21 7,86 10,96 12,54 9,78 10,65 9,77
Avg 0,10 11,51 10,61 17,55 18,17 16,57 19,81 18,05
SD 0,12 1,00 2,83 6,85 4,93 5,89 8,56 7,26
1. 6,12 9,76 2,89 2,92 2,15 0,48 0,30 0,22
2. 2,33 9,13 4,92 11,12 9,06 3,27 1,17 1,48
dU-4 3. 2,81 7,63 7,46 512 2,16 0,92 1,18 0,00
Avg 3,75 8,84 5,09 6,39 4,46 1,56 0,89 0,57
SD 2,06 1,09 2,29 4,25 3,98 1,50 0,50 0,80
1. 0,74 13,99 16,37 41,81 52,93 70,68 81,12 92,66
2. 0,42 8,78 17,17 34,09 52,07 76,25 82,21 93,13
dU+1 3. 0,00 4,59 5,77 28,39 46,40 0,00* 87,07 80,48
Avg 0,39 9,12 13,10 34,76 50,46 73,46 83,47 88,76
SD 0,37 4,71 6,37 6,73 3,55 3,94 3,16 7,17
1. 0,84 1,71 7,54 22,16 25,71 51,65 57,52 67,06
2. 0,00 1,06 5,38 17,20 29,53 32,84 55,04 60,42
dU+4 3. 0,00 0,00 0,00 15,55 24,47 0,00 51,42 55,67
Avg 0,28 0,92 4,31 18,30 26,57 28,16 54,66 61,05
SD 0,49 0,86 3,88 3,44 2,64 26,14 3,07 5,73
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Figure S4. The autoradiograms presenting results of Control 1 and ds-CDL containing ScdA by xrs5 Cytoplasmic Extract.

Lanes correspond with different assay time: lane 1 - 0 min; lane 2 - 1 min; lane 3 — 5 min; lane 4 — 15 min; lane 5 — 30 min; lane 6 — 60

min; lane 7 — 90 min; lane 8 — 120 min. Three replications of the experiment are shown.
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Figure S5. The autoradiograms presenting results of Control 1 and ds-CDL containing RcdA by xrs5 Cytoplasmic Extract.

Lanes correspond with different assay time: lane 1 - 0 min; lane 2 - 1 min; lane 3 — 5 min; lane 4 — 15 min; lane 5 - 30 min; lane 6 — 60

min; lane 7 — 90 min; lane 8 — 120 min. Three replications of the experiment are shown.
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Figure S6. The autoradiograms presenting results of Control 1 and ds-CDL containing ScdA by BJ Cytoplasmic Extract.
Lanes correspond with different assay time: lane 1 - 0 min; lane 2 - 1 min; lane 3 — 5 min; lane 4 — 15 min; lane 5 — 30 min; lane 6 — 60
min; lane 7 — 90 min; lane 8 — 120 min. Three replications of the experiment are shown.
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Figure S7. The autoradiograms presenting results of Control 1 and ds-CDL containing RedA by BJ Cytoplasmic Extract.
Lanes correspond with different assay time: lane 1 - 0 min; lane 2 - 1 min; lane 3 — 5 min; lane 4 — 15 min; lane 5 — 30 min; lane 6 — 60
min; lane 7 — 90 min; lane 8 — 120 min. Three replications of the experiment are shown.
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Figure S8. The autoradiograms presenting results of Control 1 and ds-CDL containing ScdA by XPC Cytoplasmic Extract.
Lanes correspond with different assay time: lane 1 - 0 min; lane 2 - 1 min; lane 3 — 5 min; lane 4 — 15 min; lane 5 — 30 min; lane 6 — 60
min; lane 7 — 90 min; lane 8 — 120 min. Three replications of the experiment are shown.
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Figure S9. The autoradiograms presenting results of Control 1 and ds-CDL containing RedA by XPC Cytoplasmic Extract.
Lanes correspond with different assay time: lane 1 - 0 min; lane 2 - 1 min; lane 3 — 5 min; lane 4 — 15 min; lane 5 — 30 min; lane 6 — 60

min; lane 7 — 90 min; lane 8 — 120 min. Three replications of the experiment are shown.
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Figure S10. Endonucleolytic activity (strand incision) [%] of xrs5 vs.
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Abstract: The 5 ,8-cyclo-2’-deoxypurines (cdPus) affect the DNA structure. When these bulky
structures are a part of clustered DNA lesions (CDL), they affect the repair of the other lesions within
the cluster. Mitochondria are crucial for cell survival and have their own genome, hence, are highly
interesting in the context of CDL repair. However, no studies are exploring this topic. Here, the
initial stages of mitochondrial base excision repair (ntBER) were considered—the strand incision and
elongation. The repair of a single lesion (apurinic site (AP site)) accompanying the cdPu within the
double-stranded CDL has been investigated for the first time. The type of cdPu, its diastereomeric
form, and the interlesion distance were taken into consideration. For these studies, the established
experimental model of short oligonucleotides (containing AP sites located <7 base pairs to the cdPu
in both directions) and mitochondrial extracts of the xrs5 cells were used. The obtained results have
shown that the presence of cdPus influenced the processing of an AP site within the CDL. Levels
of strand incision and elongation were higher for oligos containing RedA and ScdG than for those
with ScdA and RedG. Investigated stages of mtBER were more efficient for DNA containing AP
sites located on 5’-end side of cdPu than on its 3’-end side. In conclusion, the presence of cdPus in
mtDNA structure may affect mtBER (processing the second mutagenic lesion within the CDL). As
impaired repair processes may lead to serious biological consequences, further studies concerning
the mitochondrial repair of CDL are highly demanded.

Keywords: 5',8-cyclo-2'-deoxyadenosine (cdA); 5 ,8-cyclo-2’-deoxyguanosine (cdG); clustered DNA
damage; DNA repair; base excision repair; mtDNA

1. Introduction

Mitochondria are unique organelles of bacterial origin that produce energy for the
cell through oxidative phosphorylation (OXPHOS) [1]. Mitochondria have their own DNA
(mtDNA), which encodes proteins crucial for energy production [2]. One human cell
contains from a few up to a few thousands of mtDNA molecules. Mitochondrial genes
are often damaged to some extent, and mutations within mtDNA genes often need to
occur within at least 60% of mtDNA copies for phenotypic manifestation. A major part of
the mitochondrial proteome is encoded by nuclear DNA, translated into the cytosol, and
transported into mitochondria [3]. Protein translocation is a process highly susceptible
to errors. Its dysfunctions may lead to decreased protein number due to their wrong
localization or premature degradation outside the mitochondria, which may lead to energy-
production impairment and subsequent cell death. Also, the byproducts of OXPHOS
(e.g., mitochondrial reactive oxygen species (mtROS)) can cause mtDNA damage [1].
Oxidative stress may inhibit the ribosome functioning in cytosol affecting the overall
protein synthesis [4]. Some neurogenerative, metabolic, and age-related diseases, and
cancers are suspected to result at least in part from mutations in mitochondrial and/or
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nuclear genes encoding mitochondrial proteins [5]. Diseases of mitochondrial origin affect
approximately 1 in every 5000 people and are still a therapeutic challenge [5]. They impair
the most energy-dependent tissues such as the heart, muscles, brain, and eyes, which
manifests as neuropathies, myopathies, blindness, hearing loss, kidney, or liver diseases [5].
Aging and age-related diseases also correlate with increasing mtDNA damage [6]. What
is even more interesting, the overall condition of mitochondria may indicate the active
SARS-CoV-2 infection [7]. The recent review stated that aging-like degradation and loss of
mitochondrial function have been observed in COVID-19 patients. Furthermore, during
COVID-19 infection increased number of damaged mitochondria accumulated in the cell
and led to a higher inflammation rate [7]. Approximately 30% of mitochondrial proteins are
present in both, mitochondria, and cytoplasm, and /or nucleus. Many questions concerning
the functions of mitochondrial proteins remain unanswered due to difficulties with isolating
specific proteins from this organelle. However, some novel solutions for mitochondrial
protein detection are considered e.g., the split-GFP system which gives fluorescent signal
only after proteins of interest enter the mitochondria [8].

MtDNA is particularly vulnerable to *OH activity, which may induce the formation
of the 5',8-cyclo-2'-deoxypurines (cdPus). The formation of the additional covalent bond
between C5' and C8 results from one of the hydrogen atom abstraction by *OH from the
C5' group. Approximately 102-10° DNA lesions are formed daily in every human cell [9].
Clustered DNA lesions (CDL) are observed as 2 or more individual lesions occurring
within 1-2 helical turns of DNA and may contain a different damage type [10]. CdPus show
different biological impact depending on the C5'chirality (5'S or 5'R diastereomer) [11].
CdPus represent a tandem DNA lesion type within one nucleotide that increases the rigidity
of DNA structure [10,12]. The previous studies have shown the geometry of the DNA
helix is changed 5’ from the lesion [13,14]. CdPus are removed from DNA via nucleotide
excision repair (NER) which does not take place in mitochondria [11]. Moreover, cdPus
interfere with replication and/or transcription [10,15,16]. Most cdPus studies focus on
the nuclear repair pathways [17-20]. The results show that the cellular repair capacity is
altered depending on the type of cdPu (namely, 5,8-cyclo-2’-deoxyadenosine (cdA) or 5,8-
cyclo-2’-deoxyguanosine (cdG)), their diastereomeric form (5'S or 5'R), and the distance
between lesions within a cluster. Moreover, these characteristics directly influenced the
activity of BER enzymes towards the other lesion within the CDL [10,21]. Due to the high
levels of cdPus detected in human cells (cdA: 0.01 (5'R) and 0.1 (5'S) lesions per 10° DNA
nucleosides; cdG: 2 (5'R) and 10 (5'S) lesions per 10° DNA nucleosides) and their different
biological consequences (e.g., mutations, replication blocks, and impaired repair pathways),
the impact of cdPus on the mitochondrial BER (mtBER) should be explored [11]. To our
knowledge, currently, no study showed the levels of cdPus in the mitochondrial genome.

The BER is the most evolutionarily conserved repair system and the main one in
mammalian mitochondria. It may correct a single base (short-patch BER, SP-BER) or a
fragment of 2-12 nucleotides (long-patch BER, LP-BER) [22]. It is a multistep process
consisting of damage recognition, lesion excision (AP site formation), subsequent strand
incision (gap formation), undamaged nucleotide incorporation (gap-filling), and strand
rejoining [23]. Other repair systems detected in mitochondria include mismatch repair
(MMR), single-strand break repair (SSBR), microhomology-mediated end joining (MME]),
and homologous recombination (HR) [24,25]. The BER process is impaired when repair
enzymes cannot form complexes with DNA due to structural changes in the double helix,
such as those resulting from cdPus occurrence [10]. Interestingly, a recent study showed
that BER can remove ScdA from the genome, but the lesion location was crucial for proper
enzymes’ action [26]. Even though the mitochondrial BER (mtBER) is the best-characterized
repair system in mitochondria, many questions remain to be answered.

This work investigated the two initial steps of the mtBER pathway (strand incision
and strand elongation) processing the single AP site lesion which was accompanied by the
cdPu within the bi-stranded cluster (Figure 1).
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Figure 1. (A) The representation of chemical structures of the 5',8-cyclo-2’-deoxypurines (cdPus):
(5’ S)-5,8-cyclo-2’-deoxyadenosine (ScdA), (5'R)-5,8-cyclo-2’-deoxyadenosine (RedA), (5'S)-5,8-
cyclo-2'-deoxyguanosine (ScdG), (5'R)-5',8-cyclo-2'-deoxyguanosine (RcdG); (B) The schematic pre-
sentation of investigated ds-oligonucleotides (40 bp) with labeled ends, lesion positioning and
cleavage products. U—represents location of an AP site obtained from 2’-deoxyuridine (dU) after
treatment with uracil DNA-glycosylase (UDG); X—represents location of the cdPu; 3?P—represents
strand end labeled with [y-*2P]ATP; blue color—represents radiolabeled strands of dsDNA and
corresponding cleavage products subsequently observed on radiograms; negative numbers—dsDNA
with clustered lesions on two strands where AP site is located 1-7 base pairs in 3’ direction; positive
numbers—dsDNA with clustered lesions on two strands where AP site is located 1-7 base pairs in
5’ direction.

The obtained results have shown that the relative distance between a single lesion
(AP site) on one strand and cdPu on the other strand influences the repairability of the first
one. In this study, the bi-stranded CDL (Figure 1) were tested in mitochondrial extracts
(ME) of xrs5 cells (X-ray sensitive Chinese hamster ovarian mutant cell line), which is an
established model for CDL studies. Moreover, the impact of different cyclopurines and
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their isomers was investigated. To our knowledge, this is the first demonstration of the
influence of both 5'S and 5'R cdPus on the repair of accompanying lesions located within
CDL in mitochondria (probably due to difficulties with the chemical synthesis of RedG). As
the cdPus have a diagnostic potential [27-29], knowing their implications in mitochondria
may lead to new applications in medicine and/or new pharmaceuticals development.

2. Results and Discussion

The formation of cdPus results from the hydroxyl radical action upon human genetic
material; hence, it is important to determine their impact on molecular processes. The
presented work examined whether the type, diastereomeric form of cdPu, and the dis-
tance between cdPu and AP site (1-7 base pairs in 3'-end and 5'-end direction) within
CDL impact the first two stages of mitochondrial BER pathway—the strand incision (gap
formation) resulting from total mitochondrial endonucleolytic activity and strand elon-
gation (incorporation of new nucleotides into the gap) catalyzed by polymerases. The
established model [10,20] for the experiments employed 40-mer synthetic double-stranded
oligonucleotides containing dU (as the AP site precursor) on one strand and cdPu on the
complementary strand (Figure 1, full sequences are listed in Table S1). The model cell line
of X-ray-sensitive Chinese hamster ovarian mutant cell line (xrs5, Ku80 deficient) was used
to obtain mitochondrial extracts (ME). The functional activity test has been performed to
evaluate the quality of ME in the context of mitochondrial proteins involved in BER repair
and to exclude the possibility of contamination with the nuclear BER proteins (Figure S14).

Here, the total activity of ME proteins involved in the first two stages of the mtBER
pathway was studied in the context of AP site repair located within CDL that also con-
tain cdPu. The activity of ME proteins was tested for a control oligonucleotide with a
single lesion, as the reference point for future studies (Control 1, Figure 1, Table S1). For
Control 1, the percentage of strand cleavage reached 71.92% after 30 min (Table S2). This
endonucleolytic activity was approximately 20% lower in comparison with nuclear extracts
(NE) studied previously [20]. It can be assumed it is a result of faster nDNA repair when
compared to mtDNA. The lesion recognition and removal must be rapid in the nucleus
due to the highest importance of maintaining correct genetic information for the whole
cell. Moreover, proteins involved in mitochondrial repair may act slower as they are
translocated into the organelle upon need, and only some molecules are present on-site
before DNA damage [30].

Polymerase activity assay was also performed for the control oligonucleotide (Con-
trol 1, Figure 1, Table S1). Incorporation of new nucleotide units (NU) was observed as
an elongated strand (e.g., SSB+1 indicated incorporation of 1INU to the DNA previously
cleaved) (Figure 2).

The polymerase efficiency for Control 1 reached 35.16% after 6 h with strand elongation
exclusively by 1INU (Figures 2, S2, S3 and S8, Table S3). For the NE presented in the related
study, a similar level of polymerases activity was reached after 30 min [20].

-200 -



Molecules 2021, 26, 7042

50f12

ScdA
Control 1 duo du-1 du4 du7 du+ du+s du+7
T2 4T 23 47 234723587234 T23 47 25872354
sONA (40-mer)
with APsite . ——> - - - - - - -
-
= |
SSB
-—— A - (27:men  sser
T SSB (28-mer)
! e
SsB SSB T - SS8 SSB41
(20-mer) (20-mer) B SSB+1 M- (21-men) (25-mer)
(19-mer) (20-mer) 1 -
s5B+1 SSB  ssBe =
(21-mer) (16-mer) 117vme¢)-.0 ‘]
SSB SSB+1
(13-mer)  (14-mer)
RcdA
Control 1 duo du-1 du4 du-7 du+ du+4 du+7
T23 47 2347 23472347234 T 2347 2340254
GSDNA (0-mer)
APste —> W -
- - - - -
™~
T SSB
— - sse (27-men) - ssget
T ] - T (24-mer) (28-mer)
ssB sss SSB+1
(20-men) - S8 (25-mer)
(20-mer) 58 ssger — (21-men)
sSB+1 (1910 20.mer)
(21-mer) SSB SB+1 -
(16-mer) (17-men) s
0
SSB SSB+1
(13-mer)  (1a-mer)
ScdG Control 1 duo du-1 du4 du7 dust duss du+7
T23 41 23 4T 23 47 234725472547 2347 234
dsDNA (40-mer)
WihAP sits | ——> W - prene—— & o . P
-
SSB
——— (@7-mer) ssB+1
T —— - sSB (28-mer)
-2 f (@4men)  geg.q
SSB (25-mer)
$ S8 oo sSB
(20-mer) (20-mer) SSB  ggget (21-mer)
(19-men) 20.men)| "y
$SB+1
(21-mer) SSB SSB+1 MM
(|6-mr)l|7~mer)” -
$8B8+2
SSB SSB+1
@1-men) (13-mer)  (14-mer)
RcdG
Control1  dUO du-1 du4 du7 du+ dusa du+7
T23 4 23 47 25 a1 23 4T 25 4723 47T 23547 234
‘GSDNA (40-mer) &
with AP site L T - . PR Rp——
- t
. ™ . 1 ssB
(27-mer)
T" - b i 22, SSB+1
(24-mer (28-mer)
t t o S892 o8
SSB sSB SSB (18-mer) (21-mer)
(20-mer) (20-mer) (19-mer)
SSB+1
SSB+1 SSB+1 (20-mer) SSB+1
@tmen  (2tmen) (17-men) ?..'] L=
ss8 o8 ssger (150
(16-mer)  (13-mer) (14-mer)

Figure 2. The representative autoradiograms of denaturing PAGE presenting the strand incision and
elongation of dsDNA containing clustered damage with AP site on one strand (observed on the gel)
and ScdA on the opposing strand (not observed on the gel). Control 1: dsDNA with a single AP
site lesion on one strand; dUO: dsDNA with clustered lesions on two strands opposite to each other;
negative numbers: dsDNA with clustered lesions on two strands where AP site is located 1-7 base
pairs in 3'-end direction; positive numbers: dsDNA with clustered lesions on two strands where
AP site is located 1-7 base pairs in 5'-end direction; SSB: dsDNA with single-strand break obtained
after AP site incision (gap formation); SSB+1/SSB+2: dsDNA with single-strand break obtained after
AP site incision (gap formation) and incorporation of 1 or 2 undamaged nucleotide units. Each lane
corresponds to a different assay time: lane 1-0 h; lane 2-0.5 h; lane 3-3 h; lane 4-6 h. Each experiment
was performed three times for consistency (individual replications and graphical representation of
results with SD are available in Supplementary Materials).
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2.1. The Influence of 5',8-Cyclo-2"-deoxypurines on the Endonucleolytic Activity in Mitochondria

The total mitochondrial endonucleolytic activity has been taken under consideration
and observed as the strand incision at the location of the AP site creating SSB. Double-
stranded oligonucleotides with cdA or ¢dG (5'S and 5'R isomers) on one strand and with
an AP site on the complementary strand were examined. The strand incision was observed
on the radiogram as bands corresponding to shorter oligonucleotide fragments: from
13-mer for —7 position up to 27-mer for +7 position (Figures 1, 2, S2, S3, S8 and S9). Almost
all examined strands with AP sites accompanied by cdA on the complementary strand
were incised after 30 min of incubation with ME with ~80-92% efficiency (Table S4). The
exceptions were observed for ScdA/dU+4 and RedA /dU+4 where it took 6 h to reach 61.4%
and 64.41%, respectively (Figures S4 and S5, Table S4). Interestingly, Control 1 (with a single
AP site) showed a lower level of strand cleavage (71.92% after 30 min) than duplexes with bi-
stranded CDL. It may indicate that the presence of cdA within CDL enhanced the first step
of the mtBER process (AP site incision). The fact that the AP site in the +4 position strongly
inhibits the endonucleolytic activity of the ME aligns with previous observations [10,20].
Surprisingly, the strand incision level was up to 10% higher for ds-oligos with RcdA than
ScdA (Figure S6). This is contrary to previously studied NE where the presence of ScdA
within the duplex increased AP site cleavage level more than RcdA [20]. It allows us to
conclude that the presence of ScdA in mtDNA is less beneficial than RedA for enzymatic
AP site scission by apurinic/apyrimidinic endonuclease (APE1) or other enzymes (DNA
glycosylases/AP lyases) possessing endonucleolytic activity (e.g., endonuclease VIII-like 1
(NEIL1), 8-oxoguanine glycosylase (OGG1), endonuclease III (NTH)). Substrate ds-oligos
were incised with the total efficiency increasing in the following order for RedA and ScdA,
respectively (data compared for 30 min reaction time): +4 <+7 < —1< —4 ~+1 ~ -7 <0
and +4 < —1<+7~0<+1< —4< 7.

For ds-oligonucleotides containing AP site and c¢dG, the trends of strand incision
varied depending on the distance between these lesions. For ScdG, the lowest efficiency
has been noted for ScdG/dU—1 (16.91% after 30 min) and the highest for ScdG/dUOQ
(97.51% after 30 min) (Table S6). AP sites located in positions 0, —4, —7, and +7 reached
incision levels up to 25% higher than Control 1, while for AP sites in positions —1, +1,
and +4 SSB formation was inhibited below Control 1 level (compared for 30 min reaction
time, Figure S10, Table S6). These results were in agreement with the past NE studies
where AP sites located —1, +1, and +4 from ScdA have also shown lower endonucleolytic
activity [20]. Oligonucleotides containing RcedG were incised less efficiently than those
containing ScdG (except for dU—7 where 5'R showed 3.5% higher efficiency than 5'S)
(Figure S12). Interestingly, ds-oligonucleotides containing cdA presented inverse trend
(5'R diastereomers reached higher rates of strand incision than 5'S, Figure S6). These
observations are in good agreement with previous results for the NE study [20]. The strand
incision efficiency increased as follows (data compared for 30 min reaction time): —4 < +1 ~
+4<+7<-1<0< =7 RecdG); =1 < +4 < +1 < =7 ~ +7 < —4 < 0 (ScdG). Noteworthy, in the
case of AP site located +4 nucleobases from 5'S and 5'R ¢dG, the level of total mitochondrial
endonucleolytic efficiency reached only ~55-58% after 6 h (Table S6). These levels of strand
cleavage were lower than for corresponding oligos with cdA (61.40% for ScdA/dU+4 and
64.41% for RcdA /dU+4 after 6 h, Table S4) and can be considered as inhibitory for this
mtBER stage. Surprisingly, an even stronger inhibitory effect was observed for ScdG/dU—1
(31.66% after 6 h) and RedG/dU—1 (55.27% after 6 h), which was not observed for cdA for
ME nor NE [20]. What is more, AP site hydrolysis took more time in the case of ME (30 min)
than NE (1 min) [20]. The majority of mitochondrial proteins involved in DNA repair are
translocated into mitochondria when needed (after DNA damage is detected). This study
concerned cells in their native state (without external damaging factors applied to the cell
culture), which might have resulted in the low quantity of proteins with endonucleolytic
activity in the ME. One of the known examples is APE1 that is “stored” and translocated
from intermembrane space into mitochondrial matrix when needed; therefore, it may take
more time before the enzyme processes the damaged mtDNA, and possibly a lower enzyme
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quantity is present in mitochondria with undamaged DNA [31]. In mitochondria, the AP
sites located in both directions from cdPus (in the 5'-end direction (positive numbers)
and the 3'-end direction (negative numbers)) were hydrolyzed with similar efficiency. It
was contrary to results concerning NE of the same cell line, where AP sites in the 5-end
direction from cdPus were incised slower [20].

2.2. The Influence of 5 ,8-Cyclo-2'-deoxypurines on DNA Synthesis in Mitochondria

The influence of cdPu located within the CDL on the gap-filling step of mtBER was
also taken under consideration. Polymerases play a crucial role in the replication and
repair of genetic material in both, nucleus and mitochondria. Previous reports showed that
both cdPus diastereomers have a different impact on the DNA synthesis during genome
repair. For example, replication in Escherichia coli may be blocked by the 5'S isomer of
¢dG and cdA, but not the 5'R isomer [15,16,32,33]. The mitochondrial pool of polymerases
differs from those present in the nucleus. Apart from the best characterized mitochondrial
replicative polymerase v (PolG), other types of this enzyme have also been detected in
mitochondria (e.g., polymerase 3 (PolB), PrimPol, Rev3 subunit of polymerase ¢ (PolZ),
polymerase 6 (PolQ)) [34]. Interestingly, a recent Bohr et al. study demonstrated that PolB
was more efficient in single nucleotide gap-filling during mtBER repair than PolG [35]. In
our study, the overall enzymatic activity of mitochondrial polymerases has been examined.

The total polymerases activity was observed on the radiogram as bands corresponding
to oligonucleotides fragments denoted as SSB+1 (1NU inserted) or SSB+2 (2NU inserted)
(Figure 2). Gap-filling was detected for the majority of investigated substrate oligonu-
cleotides (both isomers of cdA and cdG) (Figure 2, Figure S2, S3, S8 and S9). For the
dUO0 and dU+1 position, no DNA synthesis occurred, which was in agreement with the
previous study concerning NE [20]. However, RedG/dUO0 showed 1INU insertion in all
experimental repeats (Figure S9) and incidental SSB+1 band was observed for ScdG/dUOQ
(Figure S8) and RcdA/dUO (Figure S3). It may indicate the action of polymerases such
as PrimPol (capable of bypassing bulky lesions e.g., oxidative and UV-induced lesions or
cyclobutane pyrimidine dimers), Rev3 (capable of bypassing UV-induced DNA damage),
or PolQ (capable of inserting new nucleobases opposite AP site or thymine glycol on the
template strand) [34]. The majority of examined oligonucleotides revealed incorporation of
only 1INU, which can indicate that SP-BER is the main repair pathway in mitochondria for
the presented model of bi-stranded CDL. Surprisingly, insertion of 2NU was observed for
ScdG/dU—1 and RedG/dU—7. Such difference in distance and between isomers may come
from the fact, that 5'R and 5’S can force different structural changes of the double helix. In-
terestingly, for the nuclear extract experiments, bands representing SSB+2 were also noted
in individual experiments, but for different substrates than those detected in mitochondria
(i.e., RedA/dU-7, RedA/dU+10, RedG/dU+10, ScdG/dU+10, and RedG/dU-4) [20].

The total strand elongation (gap-filling) efficiency increased in the following order
(data compared for 6 h reaction time)—cdA: +4 < +7 < —4 < —1 < —7; ScdG: +4 < +7 <
—1<—-4<—-7,RedG: +4 < =7 < =1 < —4 < 0 < +7 (Figures 5S4, S5, 510 and S11, Tables S5
and S6). From the ME activity point of view, the most interesting is position dU-7, which
revealed the highest level of polymerases activity for ScdA, RedA, and ScdG. These results
are contrary to NE activity, where dU—7 had shown second to lowest efficiency of strand
elongation [20]. At the same time, RedG/dU—7 showed second to lowest polymerase
activity in ME (the lowest in NE [20]).

Based on the current and previous study of bi-stranded CDL, the general trend seems
to be maintained for nucleus and mitochondria—gaps located on the 5'-end side (positive
numbers) of cdPu are worse substrates for mitochondrial polymerases than those located
on its 3’-end side (negative numbers). Also, oligonucleotides with gaps in position dU+4
revealed the worst efficiency of strand elongation, which has been previously noted for
experiments considering xrs5 cell nuclear extracts [10,20]. When comparing different
diastereomers, the overall rate of DNA synthesis was up to 8% higher for RcdA than ScdA
(except for ScdA/dU+4) and 21-66% higher for ScdG than RedG (except for ScdG/dU+7)
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(Figures S7 and S13, Tables S5 and S7). These observations may point to the ability of
mitochondrial polymerases to bypass RedA, but not ScdA. Interestingly, the polymerases
seem to act inversely for cdG diastereomers, which was also observed in earlier studies
with NE [20]. In relation to Control 1 (35.16% efficiency after 6 h), the strand elongation
was more efficient for oligonucleotides containing gaps in positions —1, —4, and —7 (both
isomers) (Table S5). For the ds-oligos containing RedG within the investigated dsCDL,
only RedG/dU+7 surpassed the control level, while in the case of ScdG, gaps located in
positions denoted as dU—1, dU—4, dU—7, and dU+7 have shown higher polymerases’
gap-filling activity than Control 1 (Table S7). As one nucleotide shift may impact the DNA
repair differently, it is of high importance to investigate these mitochondrial mechanisms
in more detail.

3. Materials and Methods
3.1. The Substrate Oligonucleotides

The 40-mer oligonucleotides used in the study containing AP sites located on the
opposite strand and distanced from 1 to 7 bases in both directions from cdPu were prepared
as described previously [20]. Briefly, synthetic oligos were synthesized and HPLC-purified
in the Bioorganic Chemistry Department of the Polish Academy of Science (Lodz, Poland)
which was followed by mass spectrometry analysis. Their stability in the experimental
conditions was also examined. Here, chosen duplexes were tested for their stability in
the mitochondrial extracts (ME) to ensure no additional interactions with mitochondrial
proteins fraction (Figure S1). Single-stranded oligonucleotides were 5'-end-labeled with
2 uCi of [y-32P]ATP, hybridized with the suitable complementary strand (Table S1), and
treated with uracil-DNA glycosylase (UDG) to convert 2'-deoxyuridine residues (dU) to
the AP sites. It was followed by the human apurinic/apyrimidinic endonuclease (hAPE1)
treatment to confirm AP site formation (APE1 catalyzed the hydrolysis of DNA at AP sites
creating single-strand breaks (SSB), which were observed as shorter oligo fragments on
the gel). Each step of substrate preparation was verified on the 15% native or denaturing
polyacrylamide gel, as reported previously [20]. The full sequences of oligonucleotides are
presented in Supplementary Materials (Table S1).

3.2. Preparation of the Mitochondrial Extracts

The ME was derived from the Ku80-deficient xrs5 cell line (X-ray sensitive Chinese
hamster ovarian mutant cell line), which allows avoiding Ku80 binding to SSB or linear
DNA termini. The cells were purchased from ATCC (CRL-2348, Manassas, VA, USA)
and cultured in MEM medium (Gibco) with 10% FBS (Biowest, Riverside, MO, USA)
supplementation. The cells were harvested in exponential phase and after pelleting, they
were treated with Mitochondria Isolation Kit for Cultured Cells (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA) according to the manufacturer’s protocol. The whole mitochondria
fraction (WM) was stored at —80 °C for no longer than 6 months. The extract was prepared
immediately before use by addition of 100 puL of the lysis buffer (300 mM KClI, 1% NP-40)
and protease inhibitors (to final volume 1 x, ThermoFisher, Rockville, IL, USA) to the pellet
of WM, incubation in 4 °C for 60 min with occasional mixing and followed by centrifugation
(13,000% g, 4 °C, 5 min). The protein concentration in the obtained supernatants (ME)
was tested using colorimetric Pierce™ 660 nm Protein Assay (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA) and was found at 18.0-19.0 mg/mL. To evaluate the quality of ME in
the context of proteins involved in mtBER and to exclude the possibility of contamination
with the nuclear BER proteins, the functional activity test of mitochondrial extract has
been performed (Figure S14). The total repair activity of ME was assessed by comparison
with total repair activity of the WM, nuclear extract (NE), and cytoplasmic extract (CE) of
xrs5 cell line using Control 1 (ds-oligonucleotide with single AP site lesion). The NE and
CE demonstrated enzymatic activities for strand incision, elongation, and reconstitution
(CE showed also strand degradation resulting from exonucleolytic activity). The ME
exhibited endonucleolytic and polymerase activity responsible for strand incision and
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elongation, respectively (Figure S14). The WM showed no enzymatic activity, which led
to the conclusion that no nuclear contamination was present in the sample prior to lysis
of WM. Hence, enzymatic activities observed in ME repair assays were a consequence of
mitochondrial protein release and described solely mitochondrial repair activity.

3.3. Repair Assays

The 5'-32P-end-labeled double-stranded oligonucleotides (200 cps) were incubated
with 20 pg of ME. Titration studies were performed to determine the optimal amount of
ME for the repair assays (data not shown). Reactions were carried out in repair buffer
(70 mM Tris-HCI (pH 7.5), 5 mM MgCl,,10 mM DTT, 4 mM ATP, 40 mM phosphocreatine,
1.6 ug/mL phosphocreatine kinase, 0.1 mM dATP, 0.1 mM dCTP, 0.1 mM dGTP, and
0.1 mM dTTP) at 37 °C for 0, 0.5, 3, and 6 h. After the set time, reactions were stopped and
examined via PAGE electrophoresis, as described previously [20]. All experiments were
repeated three times for consistency and quantified as reported previously using Quantity
One software [20]. Briefly, the activity of proteins was expressed as the percentage of the
overall intensity of all bands observed within one lane; results were compared with Control
1 (containing only a single AP site, Table S1) to compensate for the slight differences in
enzymatic activities between repeats.

4. Conclusions

Mitochondrial repair of clustered DNA lesions containing 5 ,8-cyclo-2’ -deoxypurines
is barely understood. Due to difficulties with investigating solely mitochondrial protein
fractions many questions about their function remain unanswered. On the other hand, the
repair of mtDNA is crucial for energy metabolism and cell survival. CdPus, as a potential
biomarker of oxidative DNA damage, may be considered in the future as a diagnostic tool.
As cdPus affect DNA structure, their presence in mtDNA can lead to impaired genome
maintenance [10].

The model oligonucleotides containing CDL with AP site on one strand and cdPu on
the complementary strand separated by 1-7 bp were investigated in this study. Here, it
has been shown that the presence of cdPu influences the two initial stages of mtBER repair
(strand incision and elongation) of the accompanying lesion (AP site) within the bi-stranded
CDL. The results presented in this article are a valuable complement of observations noted
for xrs5 cells nuclear extracts [20].

1. In this study, it has been shown for the first time the efficiency of the initial mtBER
steps depends on the distance between AP site and cdPus within bi-stranded CDL,
and the type and diastereomeric form of the cdPu.

2. Inall cases, mitochondrial strand incision and gap-filling were detected for AP sites
accompanied by cdPus within bi-stranded CDL.

3. The strand incision step of mtBER was enhanced in the presence of cdPu within the
cluster compared to Control 1 (single AP site).

4. AP site incision was more efficient when AP site was accompanied by RcdA or ScdG
than by ScdA or RedG.

5. The gap-filling step of mtBER was inhibited for AP sites located on the 5'-end side of
cdPus while for AP sites located on the 3'-end side of cdPus was enhanced compared
to Control 1 (single AP site).

6. AP sites located in positions denoted as dUO and dU+1 inhibit endonuclease and
polymerases activity in ME, which aligns with previous observations for NE [20].

7.  Both investigated mtBER stages (strand incision and elongation) showed lower ef-
ficiency for AP sites located on the 5'-end side of cdPus, compared to those on the
3'-end side of cdPus. It may be assumed that mtBER is slowed down for AP sites
located on the 5'-end side of cdPus.

The mtBER initiation is slower than in the nucleus probably due to the protein translo-
cation from cytosol or intermembrane space before the starting point of the repair process.
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Due to a low number of studies on mitochondrial proteins involved in mtBER, further
studies are necessary. Despite the results we have managed to obtain and present, it
remains unexplained why the presence of a specific isomer of individual cdPus at certain
distances from another lesion in CDL facilitates/enables the performance of repair enzymes’
functions and other positions have an inhibitory effect. Nevertheless, indicating which
variants of CDL (cdPu type, isomer type, and interlesion distance within the cluster) and
how they affect repair is a good starting point for further research, e.g., computational and
structural analysis of DNA-protein complexes. It may especially contribute to the field of
mitochondrial diseases that are connected to the formation of large amounts of hydroxyl
radical that causes cdPu formation.

Supplementary Materials: The following are available online, Table S1: The sequences of double-
stranded substrate oligonucleotides, Table S2: Endonuclease activity—Control 1. Raw numerical
data, Table S3: Polymerase activity—Control 1. Raw numerical data, Table S4: Endonuclease
activity—Scd A and RedA. Raw numerical data, Table S5: Polymerase activity—ScdA and RedA. Raw
numerical data, Table S6: Endonuclease activity—ScdG and RedG. Raw numerical data, Table S7:
Polymerase activity—ScdG and RcdG. Raw numerical data, Figure S1: The stability of “matrix”
oligonucleotides, Figures S2 and S3: The autoradiograms—ScdA and RcdA, Figures S4 and S5:
Graphical representation of the results for ScdA and RedA, Figure S6: Endonuclease activity [%] of
ScdA vs. Red A—comparison of individual strands, Figure S7: Polymerase activity [%] of ScdA vs.
RcdA—comparison of individual strands, Figures S8 and S9: The autoradiograms—ScdG and RedG,
Figures S10 and S11: Graphical representation of the results for ScdG and RedG, Figure S12: Endonu-
clease activity [%] of ScdG vs. RedG—comparison of individual strands, Figure S13: Polymerase
activity [%] of ScdG vs. RedG—comparison of individual strands; Figure S14: Functional activity test
of mitochondrial extracts.
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Table S1. The sequences of double-stranded substrate oligonucleotides containing 2'-deoxyuridine (dU) and 5',8-cyclo-
2'-deoxyadenosine (cdA) or 5',8-cyclo-2'-deoxyguanosine (cdG).

Oligonucleotide Sequence
Control 1 *5 1 —CTCTTGTCAGGAATATTGTCUCTATGCTCCCACCAAAGGC-3 '
37 -GAGAACAGTCCTTATAACAGAGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
%5 -GCCTTTGGTGGGAGCATAGRGACAATATTCCTGACAAGAG-3 '
Control 2 3’ -CGGAAACCACCCTCGTATCTCTGTTATAAGGACTGTTCTC-5"
*5 ' —CTCTTGTCAGGAABATTGTCTCTATGCTCCCACCAAAGGC-3 "
du-7 3’ -GAGAACAGTCCTTATAACAGRGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
P AU *5 1 -CTCTTGTCAGGAATATHGTCTCTATGCTCCCACCARAGGC-3
5 3" -GAGAACAGTCCTTATAACAGRGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
& *5 1 —CTCTTGTCAGGAATATTGTHTCTATGCTCCCACCARAGGC-3 "
=z du-t 3’ -GAGAACAGTCCTTATAACAGRGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
B J *5 1 —CTCTTGTCAGGAATATTGTCUCTATGCTCCCACCARAGGC-3 "
37 -GAGAACAGTCCTTATAACAGKGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
— *5 1 —CTCTTGTCAGGAATATTGTCTHTATGCTCCCACCARAGGC-3"
37 -GAGAACAGTCCTTATAACAGRGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
U 4 *5 1 —CTCTTGTCAGGAATATTGTCTCTABGCTCCCACCARAGGC-3 "
3’ -GAGAACAGTCCTTATAACAGRGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
qU 7 *5 1 —CTCTTGTCAGGAATATTGTCTCTATGCHCCCACCARAGGC-3 "
37 -GAGAACAGTCCTTATAACAGRGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
*5 ' —CTCTTGTCAGGAATATTGTCUCTATGCTCCCACCAAAGGC-3 '
Control 1 3" -GAGAACAGTCCTTATAACAGAGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
Control 2 *5 1 -GCCTTTGGTGGGAGCATAGYGACAATATTCCTGACAAGAG-3 "
3’ -CGGAAACCACCCTCGTATCTCTGTTATAAGGACTGTTCTC-5'
U *5 1 -CTCTTGTCAGGAABATTGTCCCTATGCTCCCACCARAGGC-3
3" -GAGAACAGTCCTTATAACAGYGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
o AU *5 1 -CTCTTGTCAGGAATATHGTCCCTATGCTCCCACCARAGGC-3
3 37 -GAGAACAGTCCTTATAACAGYGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
7 *5 1 —CTCTTGTCAGGAATATTGTUCCTATGCTCCCACCARAGGC-3 "
) du-1 37 -GAGAACAGTCCTTATAACAGYGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
g J. *5 1 —CTCTTGTCAGGAATATTGTCUCTATGCTCCCACCARAGGC-3 "
37 -GAGAACAGTCCTTATAACAGYGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
e *5 1 —CTCTTGTCAGGAATATTGTCCHTATGCTCCCACCARAGGC-3 "
3’ -GAGAACAGTCCTTATAACAGEGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
U 4 *5 1 —CTCTTGTCAGGAATATTGTCCCTABGCTCCCACCARAGGC-3
3’ -GAGAACAGTCCTTATAACAGYGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
AU+ %51 —CTCTTGTCAGGAATATTGTCCCTATGCBCCCACCAAAGGC-3

3'-GAGAACAGTCCTTATAACAGYGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"

U - represents dU as an AP site (after treatment with UDG); X — represents (5'S)-5',8-cyclo-2'-deoxyadenosine (ScdA) or (5'R)-5',8-
cyclo-2"-deoxyadenosine (RedA); Y - represents (5'S)-5',8-cyclo-2'-deoxyguanosine (ScdG) or (5'R)-5',8-cyclo-2'-deoxyguanosine
(RedG); * — represents the 5’-end-labeled strand with [y-?P]JATP

< < [©] o
] ° S -]
3] 3] 0 o
(7] 14 (2] 14
1 2 M 2! 4 2 e

dsDNA (40 mer)

Figure S1. The stability of , matrix” oligonucleotides (Control 2) after treatment with 20 ug of mitochondrial extracts
(ME). Each lane number corresponds with different assay time: lane 1 - 0 min; lane 2 - 6 h.
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Table S2. Endonuclease activity — Control 1. Raw numerical data of densitometry.

Time [h]
0 o5 | 3 | s

Strand ]SDea:ta Endonuclease activity [%]
1. 139 | 8592 75,75 72,41
2. 094 | 82,68 76,83 71,90
3. 031 | 7743 73,06 69,80
4. 076 | 84,68 69,47 59,11
5. 267 | 70,72 59,86 55,64
Coqtml 6. 242 | 7221 62,02 52,42
7. 141 | 87,65 61,08 51,19
8. 009 | 7409 63,99 54,96
9. 0,00 | 99,06 83,54 53,02
Avg | 135 | 71,92 63,98 55,75
SD 166 | 21,93 13,23 11,42

Table S3. Polymerase activity — Control 1. Raw numerical data of densitometry.

Time [h]
0 o5 | 3 | &

Strand ?e?:ta Polymerase activity [%]
1. 0,00 0,65 12,74 19,65
2. 000 | 207 10,48 19,27
3. 0,00 0,93 11,08 18,72
4. 004 | 11,23 26,32 37,15
5. 0,00 | 12,05 29,14 34,96
COTIOI 6. 058 | 665 33,60 | 44,75
7. 0,00 6,83 35,72 46,86
8. 000 | 475 3387 | 44,15
9. 0,00 0,00 16,28 46,54
Avg | 018 | 588 21,65 35,16
SD | 047 | 506 10,36 10,53
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Control 1 duo du-1 du4 du-7 du+1 du+4 du+7
M2 3 41 2 3 4" 2 3 4' 2 3 4a'"1 2 3 4'"1 2 3 4'"1 2 3 41 2 3 &4
dsDNA (40-mer)
with AP site ~ ——» - - . - - - - -

-
——

al - -

- -
-
e
- e —
. -
-
Control 1 duo du-1 du4 du-7 du+1 du+4 du+7
M2 3 4" 2 3 41 2 3 4" 2 3 4a'"1 2 3 412 3 41 2 3 a1 2 3 4
dsD_NA (40—_mer)
with AP site = ——» - N - - - - - -
-
-

-
- e -
o -
-
J Control 1 duo du-1 du4 du-7 dU+1 du+4 du+7
M2 3 4" 2 3 4" 2 3 4'"1 2 3 4a'"1 23 41 2 3 41 2 3 41 2 3 a'
dsD_NA (40-mer)
with AP site ~——» - - - - P . - - -

Figure S2. The autoradiograms of denaturing PAGE presenting dsDNA containing clustered damage with AP site in
one strand and ScdA in the opposing strand. Each lane number indicates different assay time: lane 1 - 0 min; lane 2 -
30 min; lane 3 — 3h; lane 4 - 6h. Three experimental replications are presented.
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Control 1 duo du-1 du4 du-7 du+1 du+4 du+7
M2 3 4" 2 3 4" 2 3 4" 23 4" 2 3 4" 23 41 23 41 2 3 4
dsDNA (40-mer)
with AP site ~ ——» -
--
— -
D
-
-
Control 1 duo du-1 du4 du-7 du+1 du+4 dU+7
M2 3 4" 2 3 41 2 3 4" 2 3 4'"1 23 4'"1 23 4'1 23 41 2 3 4’
dsDNA (40-
swithA(Psirtrt‘:r)—b - -
- - - - - -
-
-_— . -
-
-
-
-
J Control 1 duo du-1 du4 du-7 du+1 du+4 dU+7
2 3 4" 2 3 4" 2 3 4" 2 3 4a'"1 2 3 4" 23 4'1 23 41 2 3 4
dsDNA (40-mer)
with AP site ~——> -
- - — -
--
Gl e — -
-
-
-
--—
-

Figure S3. The autoradiograms of denaturing PAGE presenting dsDNA containing clustered damage with AP site in
one strand and RcdA in the opposing strand. Each lane number indicates different assay time: lane 1 - 0 min; lane 2 -
30 min; lane 3 - 3h; lane 4 — 6h. Three experimental replications are presented.
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Table S4. Endonuclease activity — ScdA and RedA. Raw numerical data of densitometry obtained from Quantity One

software.
Time [h] Time [h]
RcdA ScdA
o | o5 | 3 | 6 0 o5 | 3 | s
Strand IS)eEtlta Endonuclease activity [%] Strand | Data set Endonuclease activity [%]

1. 7,61 86,52 89,54 90,68 1. 2,41 88,36 87,17 86,87

2. 4,81 98,53 96,19 99,53 2. 1,44 77,19 77,40 75,55

duo 3. 3,20 91,53 88,33 87,08 duo 3. 2,14 79,23 77,70 77,85
Avg 5,21 92,19 91,36 92,43 Avg 2,00 81,60 80,76 80,09

SD 2,23 6,03 4,23 6,41 SD 0,50 5,95 5,56 5,98

1. 0,00 87,13 62,86 45,04 1. 3,56 88,02 65,01 45,92

2. 3,74 99,08 63,51 41,13 2. 1,05 80,86 64,94 47,48

dU-1 3. 3,22 81,02 56,42 38,95 dU-1 3. 2,88 71,05 60,36 45,25
Avg 2,32 89,08 60,93 41,71 Avg 2,49 79,98 63,44 46,22

SD 2,02 9,19 3,92 3,09 SD 1,30 8,52 2,66 1,14

1. 0,73 95,03 57,62 51,65 1. 0,67 89,55 70,80 54,20

2. 0,00 93,20 67,45 42,47 2. 3,06 87,27 70,39 53,73

dU-4 3. 0,74 82,65 64,73 45,40 dUu-4 3. 2,71 88,65 67,32 46,49
Avg 0,49 90,29 63,27 46,51 Avg 2,15 88,49 69,51 51,47

SD 0,43 6,68 5,07 4,69 SD 1,29 1,15 1,90 4,32

1. 0,00 95,96 63,85 36,73 1. 0,00 90,35 64,23 49,59

2. 0,00 91,19 51,46 37,67 2. 0,96 96,02 68,46 47,22

du-7 3. 4,12 84,93 57,76 37,93 du-7 3. 0,91 90,48 70,07 45,66
Avg 1,37 90,69 57,69 37,44 Avg 0,62 92,28 67,59 47,49

SD 2,38 5,53 6,20 0,63 SD 0,54 3,23 3,01 1,98

1. 0,00 92,47 93,24 93,30 1. 0,78 81,26 80,73 67,58

2. 0,31 92,08 89,43 90,11 2. 0,52 90,49 88,68 87,66

dU+1 3. 2,83 86,40 80,96 83,67 dU+1 3. 1,79 83,76 81,79 82,84
Avg 1,05 90,32 87,88 89,03 Avg 1,03 85,17 83,73 79,36

SD 1,55 3,40 6,28 4,91 SD 0,67 4,77 4,32 10,48

1. 0,00 25,71 61,62 73,62 1. 1,27 32,49 65,11 57,37

2. 7,21 40,17 69,62 56,70 2. 0,10 31,21 82,32 67,64

dU+4 3. 2,19 29,95 48,10 62,93 dU+4 3. 0,91 33,91 48,46 59,19
Avg 3,13 31,94 59,78 64,41 Avg 0,76 32,53 65,30 61,40

SD 3,69 7,44 10,88 8,56 SD 0,60 1,35 16,93 5,48

1. 0,34 87,41 80,41 72,03 1. 0,59 80,00 64,00 59,18

2. 2,91 26,95* 79,84 60,60 2. 0,44 87,73 74,19 74,76

dU+7 3. 1,68 78,77 66,97 63,10 dUu+7 3. 0,64 76,63 72,02 57,54
Avg 1,64 83,09 75,74 65,24 Avg 0,56 81,45 70,07 63,82

SD 1,29 6,11 7,60 6,01 SD 0,10 5,69 5,37 9,50

* Rejected values
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Table S5. Polymerase activity — ScdA and RedA. Raw numerical data of densitometry obtained from Quantity One
software.

Time [h] Time [h]
RcdA ScdA
0 5 | 3 6 0 5 | 3 6
Strand | Data set Polymerase activity [%] Strand | Data set Polymerase activity [%]

1. 0,00 0,00 0,35 0,21 1. 0,32 2,87 2,90 3,66

2. 0,00 0,00 0,00 0,00 2. 1,54 8,52 7,47 7,15

duo 3. 3,12* 0,00 1,31 2,91 duo 3. 0,13 6,68 7,33 6,79

Avg 0,00 0,00 0,55 1,04 Avg 0,66 6,02 5,90 5,87

SD 0,00 0,00 0,68 1,62 SD 0,77 2,88 2,60 1,92
1. 0,00 3,73 30,12 49,29 1. 0,42 4,56 30,46 50,70
2. 0,00 0,00 36,19 57,94 2. 0,86 5,70 25,38 46,47
dU-1 3. 0,00 6,30 34,10 52,86 dU-1 3. 1,11 8,38 31,89 49,70
Avg 0,00 3,34 33,47 53,36 Avg 0,80 6,21 29,24 48,95

SD 0,00 3,17 3,08 4,35 SD 0,35 1,96 3,42 2,21
1. 0,00 1,55 38,17 45,40 1. 0,90 2,70 24,24 42,55
2. 0,00 0,00 27,19 54,04 2. 0,66 3,00 25,33 43,93
dU-4 3. 0,00 7,10 27,82 48,87 dU-4 3. 2,97 4,98 28,10 49,66
Avg 0,00 2,88 31,06 49,43 Avg 1,51 3,56 25,89 45,38

SD 0,00 3,74 6,17 4,35 SD 1,27 1,24 1,99 3,77
1. 0,00 0,00 32,73 58,42 1. 0,01 3,33 31,98 47,54
2. 0,00 512 45,94 58,37 2. 0,00 1,60 29,74 51,25
du-7 3. 0,00 6,34 33,68 54,37 du-7 3. 1,75 3,22 25,10 50,76
Avg 0,00 3,82 37,45 57,05 Avg 0,59 2,72 28,94 49,85

SD 0,00 3,36 7,37 2,32 SD 1,01 0,97 3,51 2,02
1. 0,00 0,00 0,00 0,00 1. 0,33 10,39 11,30 21,02

2. 0,00 0,00 0,42 0,39 2. 0,00 5,03 2,41 3,04

dU+1 3. 0,00 2,67 1,89 1,15 dU+1 3. 0,00 9,27 12,35 9,56
Avg 0,00 0,89 0,77 0,51 Avg 0,11 8,23 8,69 11,21

SD 0,00 1,54 1,00 0,58 SD 0,19 2,83 5,46 9,10
1. 8,18* 4,33 4,30 4,54 1. 0,02 0,13 22,57 29,00
2. 0,66 12,15 14,27 28,59 2. 0,02 4,48 12,01 16,42
dU+4 3. 0,41 19,59 24,36 19,79 dU+4 3. 0,10 11,82 17,86 24,27
Avg 0,54 12,02 14,31 17,64 Avg 0,05 5,48 17,48 23,23

SD 0,18 7,63 10,03 12,17 SD 0,04 5,91 5,29 6,35
1. 2,41 1,25 14,82 22,23 1. 0,26 18,49 33,96 39,46
2. 1,98 5,72 17,34 37,97 2. 0,32 8,08 16,15 13,24
du+7 3. 0,46 14,64 25,45 32,31 dU+7 3. 2,46 16,21 18,78 34,44
Avg 1,62 7,20 19,20 30,84 Avg 1,02 14,26 22,97 29,05
SD 1,03 6,82 5,55 7,97 SD 1,25 5,47 9,61 13,92

* Rejected values
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Figure S4. Graphical representation of the results for ScdA. (A) endonuclease activity +SD, (B) polymerase activity +
SD; (C) figure legend.
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Figure S5. Graphical representation of the results for RedA. (A) endonuclease activity +SD, (B) polymerase activity +
SD; (C) figure legend.
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Figure S6. Endonuclease activity [%] of ScdA vs. RedA — comparison of individual strands.
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Figure S7. Polymerase activity [%] of ScdA vs. RedA — comparison of individual strands.
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Figure S8. The autoradiograms of denaturing PAGE presenting repair of dSDNA containing clustered damage with
AP site in one strand and ScdG in the opposing strand. Each lane number indicates different assay time: lane 1 - 0
min; lane 2 - 30 min; lane 3 — 3h; lane 4 — 6h. Three experimental replications are presented.
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Figure S9. The autoradiograms of denaturing PAGE presenting repair of dsDNA containing clustered damage with
AP site in one strand and RedG in the opposing strand. Each lane number indicates different assay time: lane 1 - 0
min; lane 2 - 30 min; lane 3 — 3h; lane 4 — 6h. Three experimental replications are presented.
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Table S6. Endonuclease activity — ScdG and RedG. Raw numerical data of densitometry obtained from Quantity One

software.
Time [h] Time [h]
RedG ScdG
o | o5 | 3 | s 0 o5 | 3 | s
Strand | Data set Endonuclease activity [%] Strand | Data set Endonuclease activity [%]

1. 1,34 3,52 20,80 80,18 1. 0,92 99,54 99,53 94,41

2. 0,15 11,18 19,91 34,40 2. 0,61 93,19 96,39 91,56
duo 3. 0,29 16,50 26,36 38,06 duo 3. 0,00 99,82 99,91 99,87
Avg 0,59 10,40 22,36 50,88 Avg 0,51 97,51 98,61 95,28

SD 0,65 6,52 3,49 25,44 SD 0,47 3,75 1,93 4,22

1. 0,00 6,45 24,32 74,24 1. 0,00 8,07 38,34 33,08

2. 2,20 5,31 23,15 82,50 2. 0,00 11,18 34,38 36,89

dU-1 3. 0,33 3,20 6,32 9,06 dU-1 3. 1,15 31,47 27,36 25,02
Avg 0,84 4,99 17,93 55,27 Avg 0,38 16,91 33,36 31,66

SD 1,19 1,65 10,07 40,23 SD 0,66 12,71 5,56 6,06

1. 0,00 0,00 7,57 63,04 1. 0,00 89,74 52,47 38,80

2. 0,55 0,97 6,30 78,72 2. 0,00 91,49 54,07 39,32

dU-4 3. 0,00 2,24 18,02 23,49 dU-4 3. 1,24 57,67 48,13 44,72
Avg 0,18 1,07 10,63 55,08 Avg 0,41 79,63 51,56 40,95

SD 0,32 1,12 6,43 28,46 SD 0,71 19,04 3,07 3,28

1. 2,53 73,82 81,68 77,08 1. 0,28 79,48 39,88 18,78

2. 0,00 82,62 93,85 87,47 2. 1,87 90,66 41,51 13,46

du-7 3. 0,00 77,19 84,31 94,72 du-7 3. 0,72 52,53 39,74 28,23
Avg 0,84 77,88 86,61 86,42 Avg 0,96 74,22 40,38 20,16

SD 1,46 4,44 6,41 8,86 SD 0,82 19,60 0,98 7,48

1. 1,43 3,17 18,68 58,64 1. 0,00 69,95 86,05 85,67

2. 0,60 1,19 13,39 82,12 2. 0,00 57,01 88,82 95,16

dU+1 3. 0,13 4,81 19,43 74,05 dU+1 3. 0,49 47,27 58,87 69,80
Avg 0,72 3,06 17,17 71,60 Avg 0,16 58,08 77,91 83,54

SD 0,66 1,81 3,29 11,93 SD 0,28 11,38 16,55 12,81

1. 1,19 2,64 13,43 45,41 1. 1,07 27,69 66,03 56,93

2. 0,89 1,77 10,91 66,59 2. 2,90 31,21 53,65 66,57

dU+4 3. 0,33 7,52 22,42 61,76 dU+4 3. 2,24 37,85 42,39 43,19
Avg 0,80 3,98 15,58 57,92 Avg 2,07 32,25 54,02 55,56

SD 0,44 3,10 6,05 11,10 SD 0,93 5,16 11,83 11,75

1. 0,45 10,43 19,35 13,91 1. 2,27 86,81 63,04 54,57

2. 1,27 2,84 16,54 30,64 2. 0,21 84,48 66,20 60,46

dU+7 3. 1,47 5,89 19,34 32,14 dUu+7 3. 1,08 53,61 52,08 53,08
Avg 1,06 6,39 18,41 25,56 Avg 1,18 74,96 60,44 56,04

SD 0,54 3,82 1,62 10,12 SD 1,03 18,53 7,41 3,90
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Table S7. Polymerase activity — ScdG and RedG. Raw numerical data of densitometry obtained from Quantity One
software.

Time [h] Time [h]
RedG ScdG
0 o5 | 3 | s 0 o5 | 3 6
Strand | Data set Polymerase activity [%] Strand | Data set Polymerase activity [%]

1. 0,54 0,47 0,71 12,18 1. 0,00 0,11 0,39 5,48

2. 1,13 2,33 12,25 47,64 2. 0,00 5,08 3,60 6,88

duo 3. 2,08 5,22 17,95 44,40 duo 3. 0,00 0,00 0,00 0,00
Avg 1,25 2,67 10,30 34,74 Avg 0,00 1,73 1,33 4,12

SD 0,78 2,39 8,78 19,60 SD 0,00 2,90 1,97 3,64
1. 0,00 0,00 0,00 2,69 1. 1,41 5,04 28,71 61,81
2. 0,62 0,71 1,09 3,69 2. 1,94 1,16 21,72 39,25
dU-1 3. 1,15 11,76 29,72 81,46 dU-1 3. 0,00 8,99 23,41 51,96
Avg 0,59 4,16 10,27 29,28 Avg 1,11 5,06 24,61 51,01
SD 0,58 6,60 16,86 45,19 SD 1,00 3,92 3,64 11,31
1. 0,00 0,00 0,00 0,60 1. 0,00 9,70 47,47 61,13
2. 0,00 0,00 0,00 0,13 2. 0,00 6,09 45,34 60,05
dU-4 3. 0,00 5,34 17,32 72,03 dU-4 3. 0,00 30,25 47,09 52,01
Avg 0,00 1,78 5,77 24,25 Avg 0,00 15,35 46,64 57,73

SD 0,00 3,08 10,00 41,37 SD 0,00 13,03 1,13 4,98
1. 0,00 9,40 12,05 18,83 1. 2,50 17,11 58,97 81,01
2. 0,00 0,00 0,36 11,33 2. 0,34 6,89 57,65 85,37
dU-7 3. 1,36 0,83 4,27 4,20 du-7 3. 8,89 27,44 54,82 67,03
Avg 0,45 3,41 5,56 11,45 Avg 3,91 17,15 57,15 77,80

SD 0,78 5,20 5,95 7,32 SD 4,45 10,28 2,12 9,58

1. 0,33 0,31 0,84 5,83 1. 0,81 2,73 2,16 2,07

2. 0,25 0,20 0,42 2,48 2. 0,00 1,29 3,45 0,33

dU+1 3. 2,22 1,69 2,09 4,62 dU+1 3. 0,00 4,89 8,57 5,15
Avg 0,93 0,73 1,12 4,31 Avg 0,27 2,97 4,73 2,51

SD 1,11 0,83 0,87 1,70 SD 0,47 1,81 3,39 2,44
1. 1,07 0,77 0,90 1,07 1. 0,00 14,91 24,25 37,13
2. 1,03 0,97 0,77 1,87 2. 0,05 14,51 18,46 27,86
dU+4 3. 0,44 4,30 5,06 4,35 du+4 3. 0,00 25,93 36,99 38,93
Avg 0,85 2,01 2,24 2,43 Avg 0,02 18,45 26,57 34,64

SD 0,35 1,98 2,44 1,71 SD 0,03 6,48 9,48 5,94
1. 2,72 3,97 15,31 47,85 1. 0,00 11,11 36,85 45,40
2. 1,64 3,18 10,41 36,39 2. 0,04 10,19 32,92 39,18
dUu+7 3. 1,35 9,93 15,28 33,45 dUu+7 3. 1,93 16,69 30,97 33,33
Avg 1,90 5,69 13,66 39,23 Avg 0,66 12,66 33,58 39,30

SD 0,72 3,69 2,82 7,61 SD 1,10 3,52 3,00 6,03
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Figure S10. Graphical representation of the results for ScdG. (A) endonuclease activity +SD, (B) polymerase activity +
SD; (C) figure legend.
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SD; (C) figure legend.
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Figure 512. Endonuclease activity [%] of ScdG vs. RedG — comparison of individual strands.
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Figure S13. Polymerase activity [%] of ScdG vs. RedG — comparison of individual strands.
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Mutagenicity of a bi-stranded clustered DNA lesion containing
(5’S) or (5’R) 5',8-cyclo-2’-deoxyAdenosine in Escherichia coli

model

Karolina Boguszewska, Julia Kazmierczak-Baranska and Bolestaw T. Karwowski=

DNA Damage Laboratory of Food Science Department, Faculty of Pharmacy, Medical University of Lodz, +6dz, Poland

lonizing radiation induces DNA damage, including char-
acteristic clusters and tandem lesions e.g, 5',8-cyclo-2'-
deoxyPurines (cdPus). Clustered DNA Lesions (CDL) de-
fined as 2 or more lesions within 1-2 helical turns result-
ing from a single radiation track contribute to the harm-
ful effects of radiation. Moreover, the presence of CDL
and cdPus in human DNA may decrease the efficiency
of the DNA repair mechanisms, which in consequence
may lead to, e.g., carcinogenesis. This preliminary study
showed the mutagenic potential of CDL containing dU
on one strand and 5’,8-cyclo-2’-deoxyAdenosine (cdA) on
a complementary strand separated by up to 4 bp. Muta-
genicity was determined using Escherichia coli reporter
assay and 40-mer model ds-oligonucleotides with CDL.
Mutation frequencies were determined to be significant-
ly higher for CDL than for single isolated lesions (cdA or
dU placed only in one strand). The results demonstrated
that the dU lesion located on the opposite DNA strand
separated by 0 or 1 bp from cdA led to severe muta-
genicity. The most frequent mutations observed com-
prised point deletions and transitions. Oligonucleotides
with CDL containing ScdA/RcdA demonstrated even up
to 100% mutation rate. Interestingly, increasing the dis-
tance between lesions within CDL to 4 bp led to full re-
covery of the correct sequence of ds-oligonucleotides,
indicating an efficient repair process. The results ob-
tained with the bacterial model are in agreement with
previous in vitro studies on eukaryotic models. The high
mutagenicity and/or inhibited repair process of clusters
with lesions located in close proximity provides addi-
tional verification of the previously presented trends de-
scribing how the distance between cdPu and dU affects
DNA repair processes.

Keywords: 5,8-cyclo-2"-deoxyadenosine (cdA), clustered DNA lesion,
DNA damage, DNA repair, mutagenicity, Escherichia coli
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INTRODUCTION

Tonizing radiation (IR) induces the direct or indirect
formation of various DNA damage. From the chemical
point of view, the lesions produced by exogenous fac-

tors (e.g., ultraviolet, X-ray, y-rays, etc.) and endogenous
ones (e.g., estrogens, metabolites, respiratory cycles) are
structurally identical. Radiation-induced lesions (e.g., dut-
ing radiotherapy), such as Clustered DNA Lesions (CDL,
2 or more lesions within 1-2 helical turns created by the
passage of a single radiation track) and/or 5'8-cyclo-2"-
deoxyPurines (cdPus) can affect the spatial structure of
the double helix and subsequently impair the repair of ge-
netic material. CdPus being a unique DNA lesion have
the additional covalent bond between C5' and C8 of the
guanine or adenine moieties. Depending on C5' chirality
(5'S or 5'R diastereomer) cdPus demonstrated different bi-
ological impact (Kuraoka e a/., 2000). Changes in the ge-
ometry of the DNA double helix structure are more likely
to occur if rigid lesions such as cdPu appear (in compari-
son with the flexible lesions such as *°dG) (Kusumoto et
al., 2002; Brooks, 2017). Subsequently, cdPus may inter-
fere with repair and replication in Escherichia coli because in
most cases polymerases cannot bypass its complex struc-
ture and Nucleotide Excision Repair (NER) is inefficient
(Jasti ez al., 2011; David-Cordonniert ez al., 2000; Pednekar
et al., 2014). When CDL contains an aputinic/apytimidinic
site (AP site) and cdPu, the efficiency of proteins involved
in the repair of the AP site through the Base Excision
Repair (BER) machinery can decrease, as shown in our
previous studies on nuclear and mitochondrial extracts
of eukaryotic cells (Karwowski, 2019; Boguszewska ¢ al.,
2021a; Kazmierczak-Baraiska ef al, 2021; Boguszewska et
al., 2021b; Karwowski ¢t al., 2014; Karwowski, 2021). The
AP site located opposite to 5',8-cyclo-2-deoxyAdenosine
(cdA), or 1 nucleobase in the 5-end direction was found
to be a cause of the termination of ds-oligo repair, as pol-
ymerases cannot operate properly. Interestingly, when the
distance between lesions increased to 7 or 10 nucleobases
(in both directions), the repair process occurred quite ef-
ficiently, and the strand reconstitution was observed. The
most problematic CDL ‘variant” included AP site placed
4 bases in the 5-end ditection from cdA (inefficient
strand ligation). In contrast to above, the AP site settled
4 bases in the 3"-end direction from cdA resulting in its
proper repair. Interestingly, the proper enzymatic action
was observed when the distance between the lesions lo-
cated on the same strand increased to 5 nucleobases in
the 5%-end direction (Karwowski, 2021). The DNA repair
capacity differed depending on the type of cdPu, its dias-
tereomeric form (5'S or 5'R), and the intetlesion distance.
These features directly influenced the activity of proteins
involved in DNA repair (Karwowski, 2019; Boguszewska
et al., 2021a; Szewczuk e al., 2021; Kazmierczak-Barafska
et al., 2021; Boguszewska et al., 2021b). When eukatyotic
DNA repair enzymes cannot form active complexes with
DNA due to structural changes (e.g., resulting from cdPu
occurrence), the DNA lesion remains in the cell unre-
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Figure 1. (A) The chemical structures of the (5'S)-5’,8-cyclo-2’-deoxyAdenosine (SA), (5'R)-5’,8-cyclo-2’-deoxyadenosine (RA); (B) The

investigated ds-oligonucleotides (40 bp) with lesion positioning.
U - represents location of a 2'-deoxyUridine (dU); SA/RA - represents

location of the (5'S) or (5'R) 5',8-cyclo-2’-deoxyAdenosine; negative

numbers - represent dU location 1-4 bp in 3’-end direction; positive numbers —represent dU location 1-4 bp in 5-end direction.

paited, which can lead to mutations and finally to patho-
genic states (e.g., carcinogenesis and/or accelerated ag-
ing). The goal of this preliminary study was to i) assess
the general trends of CDL repair in the bacterial model,
i) to compare the impact of the distance between lesions
within the cluster and the diastereomeric form of cdPu
between bacterial model and previously studied eukaryotic
models, and iii) to additionally verify and justify the use
of #n vitro eukaryotic models in CDL studies. This article
has shown the biological consequences of complex CDL
using a plasmid-based assay and a set of 40-mer ds-oligos
containing dU (as a precursor of an AP site) and (5'R)
or (5'5) cdA separated by 1-4 bp. The frequency of CDL
mutation was evaluated and compared with the individual
model lesion (dU). Furthermore, the influence of the dis-
tance between the lesions and the diastereomeric form of
cdA has been assessed. The results presented show that
CDL containing cdA and dU separated by 0-1 bp are
highly mutagenic in FE. co/i.

MATERIALS AND METHODS

Preparation of oligonucleotides for the E. coli reporter
system

Oligos used in this study (40 bp) contained ds-CDL:
dU on one strand and cdA on the opposite strand dis-
tanced 0, 1, or 4 bases in both directions (Fig. 1, Table
S1 at https://ojs.ptbioch.edu.pl/index.php/abp/). Oligos
were obtained and characterized as previously described
(Boguszewska ez al., 2021b). The mass spectra of the oli-
gos are shown in the Supplementary Materials (Fig. S1,

Table S2 at https://ojs.ptbioch.edu.pl/index.php/abp/).
The single-stranded oligos were hybridized (90°C for 10
min, followed by slow cooling) with a 1.5-fold excess
of the complementary strand in pure H,O. The double-
stranded oligos were phosphorylated at the 5-end with
10 U T4 polynucleotide kinase (New England BioLabs,
Ipswich, MA, USA) with 10 mM ATP in 1X T4 kinase
reaction buffer at 37°C for 30 min. The duplexes were
precipitated with cold ethanol (250 pL), placed on dry
ice for 30 min, centrifuged (13000 rpm, 4°C, 30 min),
and dissolved in pure H,O. The control oligos contained
undamaged sequence (Native), single dU (Control 1),
and single cdA (5'S and 5'R diastereomers, denoted Con-
trol 2 and 3, respectively) as shown in Fig. 1 and Table
S1 at https://ojs.ptbioch.edu.pl/index.php/abp/.

Plasmid preparation and ligation

The plasmid pUCI8 (5 pg, ThermoFisher Scientific,
MA, USA) was linearized with 100 U Smal (New England
BiolLabs, Ipswich, MA, USA) in 1X rCutSmart buffer at
25°C for 24 h followed by Smal inactivaton (65°C, 20
min). The linear plasmid was then incubated with 5 U calf
intestinal alkaline phosphatase (New England BioLabs, Ip-
swich, MA, USA) at 37°C for 15 min followed by a sec-
ond incubation at 55°C for 45 min. The linear dephos-
phorylated plasmid was purified with a Monarch® PCR &
DNA Cleanup Kit (New England Biol.abs, Ipswich, MA,
USA) according to the manufacturer’s protocol. Aliquots
of 200 fmol pUC18 plasmid DNA were ligated to 5 pmol
of each oligo using the Quick Ligation Kit (New England
BioLabs, Ipswich, MA, USA) at 25°C for 24 h.
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Transformation of electrocompetent E. coli

The ligation products (50 ng) were added to 25 pl of
electrocompetent E. co/i bacteria (DH108, New England
BioLabs, Ipswich, MA, USA) and electroporated in an
electroporation cuvette using Bio-Rad pulser (1.8 mV
with a time constant ~5 ms). After electroporation, 975
ul of SOC was immediately added, followed by incuba-
tion at 37°C for 1 h with agitation (100 rpm). Transfor-
mants were selected using LB agar plates containing 100
pg/ml ampicillin at 37°C for 24 h. All transformations
were performed three times.

Sequence analysis of mutated plasmid DNA

Single colonies grown on LB agar plates containing
100 pg/ml ampicillin and incubated at 37°C for 24 h
were picked at random and used to inoculate separate al-
iquots of LB broth. The transformants were grown using

5 ml of LB broth containing 1 pg/ml ampicillin at 37°C
for 16 h. The plasmid DNA was isolated from bacteria
using the GeneMATRIX Plasmid Miniprep DNA Puri-
fication Kit (EURx, Gdansk, Poland) according to the
manufacturer’s protocol. The DNA of the bacterial plas-
mid was sequenced using the Applied Biosystems Big
Dye sequencing kit (ThermoFisher Scientific, MA, USA)
and the M13pUCr and M13pUCS primers that amplified
the sequence across the inserted oligo with the damaged
site. Sequencing data were analyzed using the Needle-
man-Wunsch global alighment tool online for nucleotide
sequences (Fig. S2 at https://ojs.ptbioch.edu.pl/index.
php/abp/). The mutation frequency was calculated by
dividing the number of mutations found in the oligo by
the total number of sequenced oligos. The frequency of
individual mutations was calculated by dividing the num-
ber of times a mutation occurred by the total number of
mutated sequences (Table 1).

Table 1. Mutations observed at the site of damage (+ 3 bp) resulting from the bi-stranded clustered DNA lesions containing 5’,8-cyc-
lo-2’-deoxyAdenosine (cdA) and 2’-deoxyUridine (dU) at different interlesion distances. The full sequences are shown in Supplemen-

tary materials (Fig. S2 at https://ojs.ptbioch.edu.pl/index.php/abp/).

Substrate oligonucleotide ~ Mutation frequency [%]

Type of mutation

Frequency of mutation type [%]

AdU:ScdA 20.0 (1/5)
AGC at +1 position 20.0 (1/5)
ScdA/dU0 45,5 ATA at +2 position 20.0 (1/5)
25 bp deletion at dU:ScdA 20.0 (1/5)
26 bp deletion at dU:ScdA 20.0 (1/5)
RcdA/dUO 18.2 AdU:RcdA 100.0 (2/2)
AT:ScdA 22.2 (2/9)
AdU:G 33.3(3/9)
ScdA/dU-1 90.0 4 bp deletion at T:ScdA 11.1 (1/9)
8 bp deletion at T:ScdA 11.1 (1/9)
U:Gto T:A 22.2 (2/9)
AdU:G 22.2 (2/9)
ACG at +1 position 22.2 (2/9)
ATA at +2 position 11.1 (1/9)
RcdA/dU-1 63.6 6 bp deletion at T:RcdA 11.1 (1/9)
22 bp deletion at T:RcdA 11.1 (1/9)
AT at 0 and AG at -1 positions 11.1 (1/9)
U:Gto T:A 11.1 (1/9)
AT:ScdA 7.7 (1/13)
AdU:G 30.8 (4/13)
ATA at +2 position 7.7 (1/13)
ScdA/dU+] 100.0 C:G to C:A transition at -1 position 7.7 (1/13)
U:G to T:G transition at + 1 position 7.7 (1/13)
5 bp deletion at T:ScdA 7.7 (1/13)
28 bp deletion at T:ScdA 7.7 (1/13)
UGto T:A 23.1 (3/13)
AdU:G 27.3 (3/11)
ATA at +2 position 9.1 (1/11)
RedA/dU+1 909 AC at +1 position 9.1 (1/11)
UGto T:A 36.4 (4/11)
5 bp deletion at T:ScdA 9.1 (1/11)
T:RcdA to C:G 9.1 (1/11)
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RESULTS AND DISCUSSION

IR (e.g., ultraviolet, X-ray) can lead to the forma-
tion of characteristic lesion clusters which may decrease
DNA repair efficiency (Sage & Harrison, 2011). This
study evaluated the mutagenic potential of bistranded
CDL (containing c¢dA and dU at different positions,
Fig. 1) using a plasmid-based assay and an E. c/i bac-
terial model (Cunniffe ¢ al, 2014). Mutations resulting
from the presence of investigated CDL were character-
ized by sequence analysis. The results obtained have
shown that the mutation frequency was much higher for
investigated CDL than for the oligo with an undamaged
sequence and oligos containing only dU or cdA lesions
(Fig. S2 at https://ojs.ptbioch.edu.pl/index.php/abp/).
The sequence of the undamaged oligonucleotide was in-
tact after recovery of the E. c/i plasmid. Furthermore,
no mutations were found for oligos containing isolated
lesions (Control 1-3, Fig. 1, Table S1 and Fig. S2 at
https://ojs.ptbioch.edu.pl/index.php/abp/).  Therefore,
isolated lesions (dU and cdA) were effectively removed
by the bacterial DNA repair systems and the correct ge-
netic information was recovered. The situation became
more complicated in the case of double-stranded CDL
containing (5'5) 5',8-cyclo-2-deoxyAdenosine (ScdA) or
(5'R) 5'8-cyclo-2'-deoxyAdenosine (RedA) on one strand
and dU on the complementary strand distanced up to
4 bp (Fig. 1, Fig. S2 at https://ojs.ptbioch.edu.pl/index.
php/abp/). The presence of RcdA has been shown to
lead to a lower frequency of mutation formation than
the presence of ScdA (Fig. 2). This observation was in
good agreement with our previous, recently published
studies of complex CDL in which RcdA was more eas-
ily repaired than ScdA by nuclear and mitochondrial ex-
tracts from eukaryotic cells (Boguszewska ez al., 2021a;
Kazmierczak-Baraniska ez al, 2021; Boguszewska e al.,
2021b). RedA bends the DNA double helix to a greater
extent than ScdA; therefore, DNA repair enzymes are
more likely to recognize and remove it from the plas-
mid sequence (Karwowski, 2013). On the other hand,
previous studies have shown that the repair of lesions
within the cluster occurs in a certain order to minimize
the formation of potentially lethal double-strand breaks
(DSB) (Cunniffe ez al, 2014; Lomax ef al., 2004; Eccles

100 —_
OScdA
mRcdA

Mutation frequency [%]

.

Oligonucleotides with lesion positioning

Figure 2. Mutation frequency caused by bi-stranded clustered
DNA lesions containing (5'S)-5',8-cyclo-2’-deoxyAdenosine
(ScdA) or (5'R)-5',8-cyclo-2’-deoxyadenosine (RcdA) and 2’-de-
oxyUridine (dU) separated by 0-4 bp.

Mutation frequency was calculated by dividing the number of mu-
tations found in the single sample sequence by the total number
of samples sequenced. The frequency of individual mutations was
calculated by dividing the number of times a mutation occurred
by the total number of mutated sequences.

et al., 2009). The results presented may also indicate hier-
archical repair (Eccles ez al., 2009). The results of the E.
coli-based assay show that the 4 bp distance between the
lesions within a cluster is sufficient for undisturbed re-
moval of dU and cdA (Fig. 2). Oligos denoted as dU+4
and dU-4 for both diastereomers have shown no chang-
es in the sequence (comparing to native, undamaged ds-
oligo, Fig. S2 at https://ojs.ptbioch.edu.pl/index.php/
abp/). The only exception occurted for the oligo de-
noted ScdA/dU-4, since a case of 22 bp deletion was
detected at the ScdA site (Fig. 2 and Fig. S2 at https://
ojs.ptbioch.edu.pl/index.php/abp/). It is noteworthy
that in our previous 7z vitro studies on the influence of
cdPu on the BER mechanism, dU+4 presented numer-
ous significant difficulties during repair, Ze, disturbed
strand elongation by polymerases, no strand ligation, and
strand degradation. However, it seemed that this mutual
placement of the dU+4 lesion is not problematic in the
case of a living organism, such as the discussed E. co/i
bacterial model.

The most mutagenic variants among the investigated
ds-oligos comprised dUO, dU-1, and dU+1 (Fig. 2, Ta-
ble 1). The mutation frequency increased in the follow-
ing order: RedA/dU0<ScdA/dUO0<RedA/dU-1<ScdA/
dU-1<RcdA/dU+1<ScdA/dU+1. The fact that clusters
containing dU+1 (for both diasterecomers of cdA) have
the highest mutagenic potential corresponded to previous
studies in eukaryotic models (Pearson e¢# al., 2004; Cun-
niffe et al., 2014; Karwowski, 2019; Boguszewska e/ al.,
2021a; Kazmierczak-Baraniska e al., 2021; Boguszewska
et al., 2021b; Karwowski ez al, 2014). It was found that
the most abundant mutation in the case of ScdA/dU+1
was dU:G deletion (30.8%). The second most frequent
change was U:G — T:A transition (Table 1). Interesting-
ly, for RedA/dU+1 the opposite results were observed.
The most repeated mutation was U:G—T:A transition
(36.4%) while deletion of the dU:G pair was the second
most frequent in the structure of the clustered lesion
area (Table 1). In the case of dU-1, the most common
mutation was dU:G deletion for ScdA. In the case of
RcdA/dU-1 dU:G deletion and C:G deletion located at
position +1 to cdPu showed the same mutation frequen-
cy (22.2%, Table 1). Lesions located opposite each other
within the cluster (position dU0) resulted in deletions
at the damage site. When the (5'R) isomer was present
within CDL, only the dU:RcdA pair was removed. On
the other hand, oligos containing the ScdA/dUO cluster
resulted in point deletions at 0, +1, and +2 positions
and a larger deletion of 26 bp (Table 1 and Fig. S2 at
https://ojs.ptbioch.edu.pl/index.php/abp/). The results
obtained and presented in this article of an E. w/-based
assay suggest that the bacteria were more prone to re-
move ‘problematic” base pairs from the DNA sequence
that cause deletions than to replace them with correct
or incorrect bases. This observation was made concern-
ing a dU distanced 0 or 1 bp from the discussed CDL
containing ScdA or RedA. The deletions occurred most
frequently at the location of dU, most probably due to
disturbed processes of repair and/or replication.

In conclusion, it has been shown that cdA separated
by 0 or 1 nucleobase from the other lesion located on
the opposite strand within the cluster causes numerous
mutations. The increased frequency of mutations may in-
dicate impaired E. /i DNA repair mechanisms by CDL
containing cdPus. On the other hand, the distance of 4
bp between cdA and dU within the cluster seemed to
provide sufficient “space” for the repair enzymes to op-
erate properly; therefore, the lesions were removed from
the DNA sequence and the correct genetic information
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was regained. In addition, the ScdA lesion seemed to
be efficiently managed by bacterial repair mechanisms.
This phenomenon is beneficial due to the more frequent
incidence of ScdA isomer than RcdA in dsDNA. Ad-
ditionally, transition mutations resulting from this com-
plex case of CDL are likely to impair protein structures
if they are located within a gene sequence. This study
shed some new light on the repair machinery of com-
plex CDL including cdA and dU by the entire living
organism. The discussed results of the E. co/i-based as-
say have confirmed some of our previous observations
from 7n vitro experiments with cellular extracts of eukary-
otic cells (xrs5, BJ, and XPC). Interestingly, the results
have shown that despite the model (eukaryotic or bacte-
rial) the distance between lesions within the cluster and
the diastereomeric form of cdPu present similar trends
of DNA repair disruptions. From our point of view, it
provided additional verification of the previously pre-
sented trends that describe how the distance between
cdPu and dU impacts the eukaryotic DNA repair pro-
cesses and provided additional justification for perform-
ing CDL studies with 7z »itro models, which is common
in the field. This study has shown for the first time the
differences between the impact of diastereomeric forms
of cdA on the repair of the second lesion in the E. co/i
model. This article presented preliminary and initial re-
sults that require further studies in the context of recog-
nition of DNA repair mechanisms involved in the repair
of CDL and tandem lesions induced by IR.
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Mutagenicity of a bi-stranded clustered DNA Lesion containing (5°S) or
(5'R) 5',8-cyclo-2"-deoxyAdenosine in Escherichia coli model

K. Boguszewska, J. Kazmierczak-Baranska and B. T. Karwowski

Table S1. The list of full sequences of double-stranded substrate oligonucleotides containing 2’-deoxyuridine (dU)

and 5',8-cyclo-2'-deoxyadenosine (cdA).

Sequence
) 5"-CTCTTGTCAGGAATATTGTCTCTATGCTCCCACCAAAGGC-3'
Native 3'"-GAGAACAGTCCTTATAACAGAGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
5"-CTCTTGTCAGGAATATTGTCUCTATGCTCCCACCAAAGGC-3"
Control 1

3'-GAGAACAGTCCTTATAACAGAGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"

5"'-GCCTTTGGTGGGAGCATAGXGACAATATTCCTGACAAGAG-3"'
Control 2 / Control 3

3'-CGGAAACCACCCTCGTATCTCTGTTATAAGGACTGTTCTC-5"

5'-CTCTTGTCAGGAATATUGTCTCTATGCTCCCACCAAAGGC-3'

du-4 3'-GAGAACAGTCCTTATAACAGXGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
5'-CTCTTGTCAGGAATATTGTUTCTATGCTCCCACCAAAGGC-3'
v 3'-GAGAACAGTCCTTATAACAGXGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
5"-CTCTTGTCAGGAATATTGTCUCTATGCTCCCACCAAAGGC-3"'
duo 3'-GAGAACAGTCCTTATAACAGXGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
5'-CTCTTGTCAGGAATATTGTCTUTATGCTCCCACCAAAGGC-3"'
du+l 3'-GAGAACAGTCCTTATAACAGXGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"
dU+4 5"-CTCTTGTCAGGAATATTGTCTCTAUGCTCCCACCAAAGGC-3"'

3'-GAGAACAGTCCTTATAACAGXGATACGAGGGTGGTTTCCG-5"

U — represents 2'-deoxyuridine (dU); X — represents (5'S)-5',8-cyclo-2'-deoxyadenosine (ScdA) or (5'R)-5',8-
cyclo-2'-deoxyadenosine (RcdA)

Table S2. The masses (calculated vs. found) of chosen substrate oligonucleotides (40 bp).

Oligonucleotide Calculated Mass Found Mass
Control 1 (dU strand) 12,167.90 12,168.25
Native 12,181.98 12,182.42
Mtx-ScdA 12,407.00 12,408.30
Mtx-RcdA 12,407.00 12,407.30
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A. ssDNA with (5'S)-5,8-cyclo-2'-deoxyadenosine (Mtx-ScdA)

210218_Mitx_5s_dA_ 53 (0.551) M1 [Ev-332559,1119] (Sp,0.030,847:1854,0.10,L33,R33); Sb (25,35.00 ); Cm (24:197)

1: TOF MS ES-
2.50¢
1004 12408.3008 e
12407.6006.
12424.6006
6203.7002 12273.0010 |12443.7002
5573.9004 (6212.0005 12095.6008) | 12461.2002
Y Y S S S — || . W_— mass
5000 6000 7000 8000 9000 10000 11000 12000 13000
B. ssDNA with (5'R)-5",8-cyclo-2'-deoxyadenosine (Mtx-RcdA)
210219_Mix_5R_dA 73 (0.757) M1 [Ev-344592,1t25] (Sp,0.030,850:1820,0.10,L33,R33); Cm (57:197) 1: TOF MS ES.
12407.3008 107
100+
12445.0010
6203.6001
12093.6006 | 12500.8008
T rhe-t T At t L T T L T T T U . T \l T J‘ U T ‘ - mass
5000 6000 7000 8000 9000 10000 11000 12000 13000
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C. ssDNA with 2'-deoxyuridine (Control 1 — dU strand)

190705_dUO 17 (0.197) M1 [Ev-417777,21] (Gs.1.500,1351:3190,0.05,L33,R33); Sb (20,15.00 ); Cm (3:32)
12168.2510

1: TOF MS ES-
8.25e4

11918.0010
ES
. e
10000 10500 11000 11500 12000 12500 13000 13500
D. native ssDNA
191002_Sspl5 13 (0.151) M1 [Ev-333107,1t13] (Sp,0.030,978:2000,0.02,L.30,R30); Sb (25,20.00 ); Cm (4:197) 1: TOF MS ES-
12182.4209 1.30e6
100
12203.5410
S
12219.9404
12240.7207
12261.8809
6091.1602
16101.8203
ol ek s
4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 11000 12000 13000

Figure S1. Mass spectra of substrate oligonucleotides containing cdPu.
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A. Native

tion

E.coli t

Oligo

|

CTCTTGTCAG GAATATTGTTC®TCTA AT GT CTT CTCCACTCA AAMRAGSGEGCZ3

51

’ Native ‘

GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATACGAGG GG GTGGTTTTCTCGS5'

30

Sequence - after plasmid recovery from E.coli
CTCTTGTCAG GAATATTS GTT CT®TCTATSGT CTT CCCACCARARAGSGEGCZ3

GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATACGAGG GG GTGGTTTTCTC GS5'

51
30

CTCTTGTCAG GAATATTGTTCTCTA AT GT CTT CCCACCA AARAGSGEGCZ3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATA ACGAGSGSGTGGTTTTCTCGS5'

50
30

CTCTTGTCAG GAATATTGTT CTCTA AT GT CTT CCCACTCA AARAGSGCZ3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATA ACGAGG GG GTGGTTTTCTCGS5'

51
30

CTCTTGTCAG GAATATTGTTCTCTA AT GT CTT CCCACCA AAMRAMLGSGCZ3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATA ACGAGSGSGTG GG GTTTTCTCGS5'

50
30

CTCTTGTCAG GAATATTGTTCTCTA AT GT CTT CTCCACTCA AARLAGEGCZ3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATA ACGAGGGTGGTTTTCTCGS5'

51
30

CTCTTGTCAG GAATATTGTTCTCTA AT GT CTT CTCCACTCA AARAGSGCZ3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATACGAGG GG GTGGTTTTCC GS5'

51
30

CTCTTGTCAG GAATATTSGTTCTCTA AT GT CTT CTCCATCCAARAGSEGCZ3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATA ACGAGGSGTG GG GTTTTCTCGS5'

50
30

Sample 1

Sample 2

Sample 3

Sample 4

Sample 5

Sample 6

Sample 7

B. Control 1

tion

bef: E.coli
CTCTTGTCAG GAATATTSGTTCUCTA AT G CTT CCCACCA AARAGSGEGCZ3

Oligo

GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATA ACGAGGG GTG GG GTTTTCTC GS5'

50
30

Control 1

Sequence - after plasmid recovery from E.coli
CTCTTGTCAG GAATATTGTTCTCTA AT GT CTT CCCACCA AARAGSEGCZ3

GAGAACAGT C C T T ATA AACAGAGA AT ACGAGGS GTG GG GTTTTCTCGS5

51
3

CTCTTGTCAG GAATATTGTT C®TCTA AT G CTT CCCACCA AARAGSGCZ3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATA ACGAGG GG GTG GG GTTTTCTCGS5'

51
3

CTCTTGTCAG GAATATTSGTT CTCTA AT G CTT CTCCACTCA AARAGSGCZ3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATA ACGAGS GG GTG GG GTTTTCTC GS5'

5
31

CTCTTGTCAG GAATATTGTT CTCTA AT G CTT CCCACTCA AARAGSEGCZ3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATA ACGAGG GG GTG GG GTTTTCTCGS5'

50
30

CTCTTGTCAG GAATATTGTT C®TCTA AT G CTT CTCCACTCA AARAGSEGC3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATA ACGAGG GG GTG GG GTTTTCTC GS5'

51
30

CTCTTGTCAG GAATATTGTTCTCTA AT G CTT CCCACCA AARAGSEGCZ3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATA ACGAGGS GTG GG GTTTTCTCGS5'

50
30

CTCTTGTCAG GAATATTGTT C®TCTA AT G CTT CTCCACTCA AARAGTGEGCZ3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATA ACGAGG GG GTG GG GTTTTCTCGS5'

50
30

— o~ Ll <« 0 © ~
(] ] ] o [] 9] [
ala|la|e|e]|e|e
g £ 5 g £ £ £
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C. Control 2

Sequence - before E.coli transformation

CTCTTGTCAG GAATATTGTT CTCTA AT GT CTT CTCCACTCA AARAMRAGSGCZ3

Oligo

|

GAGAACAGT C CTTATA AATCA AGSXGA AT ACGAGGGTG GG GTTTTCTCGS5

50
3

Control 2

Sequence - after plasmid recovery from E.coli
CTCTTGTCAG GAATATTGTTCTCTA AT G CTT CCCACTCA AARLAGSGCZ3

GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATACGAGG GG GTG GG GTTTTCTC GS5'

51
30

CTCTTGTCAG GAATATTGTTCTCTA AT GT CTT CTCCACTCA AARAGSEGCZ3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATACGAGG GG GTGGTTTTCTC GS5'

5
30

CTCTTGTCAG GAATATTSGTT CTCTA AT GT CTT CTCCACTCA AARARAGSGEGCZ3
GAGAACAGT C CTTATA AACAGAGATA ACGAGGGTG GG GTTTTCTCGS5

50
31

CTCTTGTCAG GAATATTGTT C®TCTA AT GT CTT CTCCACTCA AARAGSGCZ3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATA ACGAGG GG GTG GG GTTTTCTC GS5'

51
30

CTCTTGTCAGGAATATTSGT CT®TCTATGT CTT CCCACTCAAAGSGCZ3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATACGAGG GG GTG GG GTTTTCTC GS5'

5
30

CTCTTGTCAG GAATATTGTT C®TCTA AT GT CTT CTCCACTCA AR AMRALGSGCZ3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATA ACGAGGSGTGGTTTTCTCGS5'

50
3

CTCTTGTCAG GAATATTGTTC®TCTA AT GT CTT CTCCACTCA AAMRAGSGEGCZ3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATA ACGAGGGTGGTTTTCTCGS5'

51
30

CTCTTGTCAG GAATATTSGTTCTCTA AT GT CTT CTCCACTCA AARAGSGCZ3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATA ACGAGSGSGTGGTTTTCTCGS5'

50
30

CTCTTGTCAG GAATATTGTTCTCTA AT GT CTT CCCACCA AARAGSEGCZ3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATA ACGAGG GG GTGGTTTTCTCGS5'

51
30

Sample 1

Sample 2

Sample 3

Sample 4

Sample 5

Sample 6

Sample 7

Sample 8

Sample 9
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D. Control 3

ion

E.coli

CTCTTGTCAG GAATATTGTTCT®TOCTATG G CTT CCCACCA ARAMARAGSGC3"

Oligo

50

Control 3 |

|

GAGAACAGT C C T TATA AACAGRKGATACGAGG GG GT GG GTTTTCTCGS5'

30

Sequence - after plasmid recovery from E.coli
CTCTTGTCAG GAATATTGTC CTOCTATG G CTTCCCACTCAAAGGCZ3

GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATACGAGGG GT GG GTTTT CCGS5'

50
30

CTCTTGTCAG GAATATTGTT CT®TOCTATG G CTT CCCACCA AAAGSGC 3"
GAGAACAGT C C T TATAACAGAGATACGAGGG GTGGTTTTCTCGS5'

51
30

CTCTTGTCAG GAATATTGTC CT®TOCTATG G CTT CCCACCA AARARGSGC 3
GAGAACAGT C C TTATA AACAGAGATA ACGAGGS GTS GSGTTTTCTCGS5'

Bl
30

CTCTTGTCAG GAATATTGTT CT®TCTATG G CTT CCCACCA AARARGSGC 3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATACGAGGG GT GG GTTTTCTCGS5'

50
30

CTCTTGTCAG GAATATTGT CT®TOCTATG G CTT CCCACTCA AARAARAGSGC3"
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATACGAGGG GT GG GTTTTCTCGS5'

50
30

CTCTTGTCAG GAATATTGTTCT®TCTA AT G CTT CCCACCA AARARARGSGC 3
GAGAACAGT C C T TATAACAGAGATACGAGGG GT GG GTTTTCTCGS'

50
30

CTCTTGTCAGGAATATTGT CT®TOCTATG G CTT CCCACTCA AARARARGSGC 3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATA ACGAGGS GTS GGTTTTCTCGS5'

Bl
3

CTCTTGTCAG GAATATTS GTTCT®T CTA ATG GT CTT CCCACCA ARAAGTGC 3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATA ACGAGGS GTS GSGTTTTCTCGS5'

50
3

Sample 1

Sample 2

Sample 3

Sample 4

Sample 5

Sample 6

Sample 7

Sample 8

E. ScdA/dU0

tion

E.coli

CTCTTGTCAG GAATATTGTT CUCTATSGT CTT CTCCACTCARAMRAGTG CZ3'

50

Oligo

| ScdA/du0 |

GAGAACAGT C C T TATA AACAGRKGATA ACGAGG G GTG GG GTTTTCC GS5'

30

Sequence - after plasmid recovery from E.coli
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F. RedA/dUO

tion

E.coli
CTCTTGTCAGGAATATTS GTT CUCTATS GT CTT CC CCACCA AARAMRAGSG G C3

GAGAACAGT C C T T AT AACAGRKGA AT ACGAGG GG GTG GG GTTTTCTCGS5'

50
30

Oligo
RcdA/dU0

Sequence - after plasmid recovery from E.coli

™ o|m b|m blo bo b0 b6 b6 b6 b6 ble -
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G. ScdA/dU-1

E.coli tion
CTCTTGTCAGGAATATTGTUT CTATGT CTT CT CTC CATCT C® ARARAGG G C 3"

GAGAACAGT C C T T AT AACA AGSXGA AT ACGAGG GG GTG GG GTTTTCTCGS5'

50
30

Oligo
ScdA/du-1

Sequence - after plasmid recovery from E.coli

C TATGCTO CCCACCAAAGGC3

A GATACGAGGGTG GG GTTTTCCGS'

CTCTTGTCAG GAATATTGT C
GAGAACAGT C C T TA AT AA ATCAG

51
30

T CTATGT CTT CC CCACCA AAR AGSGCZ3
A GATACGAGGG GTG GG GTTTTCTCGS'

A
CTCTTGTCAGGAATATTSGT® CTCTA AT GT CTT CC CTCACCA AARAGTGC3

CTCTTGTCAG G AATA ATTGT
GAGAACAGT C C T TATAATCA

EX
3

GAGAACAGT C CTTA AT AACAGAGATACGAGS GG GTU GG GTTTTCTCGS5'

50
30

T CTATGT CTT CC CCACCA AAR AGSGCZ3
A GATACGAGGG GTG GG GTTTTCTCGS5'

A
CTCTTGTCAGGAATATTSGTTT®TCTA AT GT CTT CC CTCACCA AARAGGC3

CTCTTGTCAG G AATATTGT
GAGAACAGT C C T TATA AATCA

EX
30

GAGAACAGT C CTTA AT AACAAAGATACGAGGG GTG GG GTTTTCTCGS'

EX
30

T CTATGT CTT CCCACCA AAR AGSGCZ3

GAGAACAGT C C T TATA AATCA A A GATACGAGGG GTG GG GTTTTCTCGS5'
CTCTTGTCAG GAATATTSGTTTCTA AT GT CTT CT CTCATCTCA AR ARAGG

CTCTTGTCAG GAATATTGT

50
30

ER
50

A

C TATGC CTO CCCACCARAMAGSGCZ3
GATACGAGGG GTGGTTTTCTC GS5"'

GAGAACAGT C C TTATA AACAAAGA AT ACGAGG GG GTG GG GTTTCC

CTCTTGTCAG G A A T A

EX
30

T G T C
A CAG A

A

CTCTTGTCAG GAATATTGTC

GAGAACAGT C C T T AT

50
30

ccCcCACCAAAGGCZ3
G G6GGTGGTTTTCC G5

TATGC CTO CCCACCARAAGSGCZ3
A TACGAGGGTGGTTTTCTCGS

GAGAACAGT C C T T AT AATCAG

CTCTTGTCAG GAATATT G

50
30

GAGAACAGT C C T TATAAC

5
30

Sample 1

Sample 2

Sample 3

Sample 4

Sample 5

Sample 6

Sample 7

Sample 8

Sample 9

Sample 10
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H. RcdA/dU-1

ion

E.coli

CTCTTGTCAG GAATATTGTUT CTA ATG G CTT CTCTCACCA ARAMAAR AGSGC3'

5t

Oligo
RcdA/dU-1 ‘

GAGAACAGT C C T TATA AACAGRGA AT ATCGAGS GG GTG GG GTTTTCTCGS5'

30

Sequence - after plasmid recovery from E.coli

ED

51
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I. ScdA/dU+1

ion

E.coli
CTCTTGTCAG GAATATTGTT CTUTATG GT CT CC CTCACCARAMARAGSTEGC3

5t

Oligo

| ScdA/dU+1 ‘

GAGAACAGT C C T T AT AACAGSXGATA ACGAGSGG GTG GG GTTTTCTCGS5'

31

Sequence - after plasmid recovery from E.coli

3

51
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J. RcdA/dU+1

tion

E.coli t

CTCTTGTCAGGAATA ATTGTT CTUTATSGT CTT CCTCACTCAARAGTGCZ3

Oligo

GAGAACAGT C C T TATA AACAGRGA ATA ACGAGS GG GTTG GG GTTTTCTCGS5"

50
30

RcdA/dU+1

Sequence - after plasmid recovery from E.coli
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K. ScdA/dU-4

tion

E.coli tran
CTCTTGTCAGGAA AT ATUGT CT CTATSGT CTT CTCTCACTCAARARAGSGCZ3

Oligo

GAGAACAGT C C TTATAACAGSXGA AT ACGAGG GG GT GG GTTTTCTCGS5'

5
3

Scda/du-4

Sequence - after plasmid recovery from E.coli
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L. RcdA/dU-4

|

tion

E.coli tr

CTCTTGTCAG GAATATUGT CTT CTATG GT CTT CCCACCARAMAAGSGCZ3

GAGAACAGT C C T TATA AACAGRGATACGAGS GG GTT GG GTTTTCTCGS5'

5
31

Oligo
RcdA/dU-4 ‘

Sequence - after plasmid recovery from E.coli
CTCTTGTCAGGAATATTGTTCTCTATG GT CTT CCCACCAAMAGSEGC3

GAGAACAGT C C T TATAACAGAGATACGAGSGS GTS GGTTTTCCGS'

CTCTTGTCAGGAATATTGTTCTCTATG GT CTT CC CCACCARAMAGSGC3
GAGAACAGT C C T TATAACAGAGATACGAGSGS GTS GGTTTTCCGS'

CTCTTGTCAG GAATATTGTT CTCTA ATG GT CTT CC CTCACTCARAMARAGSEGCZ3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATACGAGS G GTT GG GTTTTCTCGS5'

CTCTTGTCAGGAATATTGTT CTCTATG GT CTT CC CTCACCARAAGSEGCZ3
GAGAARACAGT C C T TATA AACAGAGATA ACGAGSG®GTS GG GTTTTCTCGS'

CTCTTGTCAGGAATATTGTTCTCTATG GT CTT CC CCACCARAARAGSEGCZ3
GAGAARCAGT C CTTA AT AACAGAGATA ACGAGG®GTS GG GTTTTCTCGS

CTCTTGTCAGGAATATTGTTCTCTA ATG GT CTT CC CCACCARAMAGSGCZ3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATACGAGG G GTS GG GTTTTCTCGS5'

CTCTTGTCAG GAATATTGTTCTCTA ATG GT CTT CC CTCACCARAMARAGSGCZ3
GAGAACAGT C C T TATAACAGAGATACGAGGS GTS GG GTTTTCCGS'

CTCTTGTCAGGAATATTGTTCTCTATG GT CTT CCCACCARAMAGSGCZ3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATA ACGAGSG®GTS GG GTTTTCTCGS'

A TATTGTT CTCTATGT CT CCCACTCAARAMGSG GCZ3
T ATAACAGAGATACGAGG GG GTS GG GTTTTCTCGS5'

A TTGTTC®TCTA AT GT CTT CT CCACCARAARAGTGC3
T AACAGAGATA ACGAGSGG GTG GG GTTTTCTC GS5'

i

e

g | =

0 ol o

O ol O

Ll o ]

[SRRUE (SRR}

B (ST

O ol o

[ (S

[ [

O olo O

[EE (S
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ElEe|E|e|e|E|E] ]| E| &
© © © © © © © © © @
12} (2] w w (2] 12 L2 (2} v 0

M. ScdA/dU+4

|

tion
GATACGAGGG GTG GG GTTTTCC GS5'

E.coli

CTCTTGTCAGGAATATTSGT CTU CTA AUGT CTT CT CTCACTCARAAGSEGCZ3

GAGAACAGT C C T TATAATC A G SX

5t
3

Oligo
ScdA/du+4

Sequence - after plasmid recovery from E.coli
CTCTTGTCAG GAATATTS GT CTCTA AT GT CTT CCCACCA ARAMRAGSGEGCZ3

GAGAACAGT C C T TATAACAGAGATACGAGGGT GGTTTTCCGS'

5
3

CTCTTGTCAGGAATATTGTTCTCTA AT GT CTT CCCACCARAMAGSGC3
GAGAACAGT C C T TATAACAGAGATACGAGGGT GGTTTTCCGS'

51
3

CTCTTGTCAGGAATATTGTTCTCTA AT GT CTT CCCACCAAMAAGSGC3
GAGAACAGT C C T TATAACAGAGATACGAGS G GTS GG GTTTTCTCGS

5
3

CTCTTGTCAGGAATATTGTTCTCTA AT GT CTT CCCACCARAAGSGCZ3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATACGAGG G GTS GG GTTTTCTCGS5'

5
3

CTCTTGTCAGGAATATTGTTCTCTA AT GT CTT CCCACCARAMAGSEGCZ3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATACGAGG GG GTS GG GTTTTCCGS5'

5
31

CTCTTGTCAGGAATATTGTTCTCTA AT GT CTT CC CCACCAAAGSGC3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATACGAGGGTS GG GTTTTCTCGS

5
3

CTCTTGTCAGGAATATTGTTCTCTA AT GT CTT CCCACCAAMAAGSGCZ3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATACGAGG G GTS GG GTTTTCTCGS'

5
31

CTCTTGTCAGGAATATTGTTCTCTA AT GT CTT CT CTCACCA AR AMAGSEGCZ3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATACGAGG GG GTT GG GTTTTCTCGS5'

5
31

CTCTTGTCAGGAATATTGTTCTCTA AT GT CTT CT CCACCAAAGSGC3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATACGAGSG®GTS GG GTTTTCTCGS

5
3

Sample 1

Sample 2

Sample 3

Sample 4

Sample 5

Sample 6

Sample 7

Sample 8

Sample 9
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N. RcdA/dU+4

Sequence - before E.coli transformation
CTCTTGTCAGGAATA ATTGTT CTT CTA AUDGT CTT CCCACTCAARAGTGC3

Oligo

|

GAGAACAGT C C TTATAACAGRGATA ACGAGG GG GTG G GTTTTCTCGS5'

5t
30

RcdA/dU+4

Sequence - after plasmid recovery from E.coli
CTCTTGTCAGGAATATTGTTCTCTATG G CTT CCCACTCAAABAGTGC3

GAGAACAGT C C T TATAACAGAGATACGAGGG GTGGTTTTCTCGS'

ot
3

CTCTTGTCAGGAATATTGTTCTCTATG G CTT CCCACTCARARBAGTGCZ3
GAGAACAGT C C TTATAACAGAGATACGAGGG GTGGTTTTCTCGS'

v

5
31

CTCTTGTCAGGAATA ATTSGTTCTCTA ATG G CTT CCCACTCAAABAGTGC3
GAGAACAGT C C TTATAACAGAGATACGAGG GG GTUGGTTTTCTCGS

5t
30

CTCTTGTCAGGAATA ATTSGTT CTCTATG G CTT CCCACTCAAABAGTGC3
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATA ACGAGS G GTS GG GTTTTCTCGS5'

o
30

CTCTTGTCAG GAATATTGTT CTCTATG G CT CCCACTCAAAGSGCZ3
GAGAACAGT C CTTATAACAGAGATA ACGAGGGTG GG GTTTTCTCGS'

5t
30

CTCTTGTCAGGAATA ATTGTTC®TCTA ATG G CTT CCCACCARARAGTGC3
GAGAACAGT C C TTATAACAGAGATACGAGG GG GTGGTTTTCTCGS5'

5t
30

CTCTTGTCAGGAATA ATTGTTCTCTA AT G CTT CC CCACTCAARBAGTGC3
GAGAACAGT C CTTATAACAGAGATA ACGAGGS GTS GGTTTTCTCGS

o
30

CTCTTGTCAG GAATATTSGTT CTCTATG G CTT CCCACTCAARAMARAGSGCZ3
GAGAACAGT C C TTATAACAGAGATACGAGG GG GTG GGTTTTCTCGS'

5t
30

CTCTTGTCAGGAATATTSGT CTCTATSGT CTT CCCACCAAAGTGC3'
GAGAACAGT C C T TATA AACAGAGATACGAGS G GTS GG GTTTTCTCGS5'

5
31

Sample 1

Sample 2

Sample 3

Sample 4

Sample 5

Sample 6

Sample 7

Sample 8

Sample 9

Figure S2. The full sequence comparison of investigated oligonucleotides before E.coli transformation and after

plasmid recovery from bacteria. Grey color — marks the nucleobases corresponding to the location of lesions.

Red color — marks the mutations found within the site of damage (+ 3 bp).
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14. Oswiadczenia osoby ubiegajacej sie o stopien doktora

um

Lodz, 10052023 r
mgr inz. Karolina Boguszewska
Zakiad Bromatologii
Wydnal Farmaceutyczny
Umiwersytet Medyczny w Lodzi
Przewodniczgca Rady Nauk
Farmaceutycznych/Prodziekan ds. Nauki*
Uniwersytetu Medyeznego w Lodzi

OSWIADCZENIE AUTORA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

Swiadomy/a odpowiedzialnosci prawnej o$wiadczam, Ze niniejsza rozprawa doktorska zostala
przygotowana przeze mnie samodzielnic i nie zawiera tresci uzyskanych w sposob niezgodny
z obowiazujagcymi przepisami.

Oéwiadczam rowniez, ze prezentowana przeze mnie rozprawa doktorska nie byla wezesnic)

podmiotem procedur zwigzanych z uzyskaniem stopnia naukowego w zadnej wyzszej uczelni,
instytucie badawczym i/lub jednostce badawczo-rozwojowe).

N.,g»mm Aol
L (data i podpis Kandydata)

® mocw bascrwe shrenln
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Zalgcznik nr 2 do zarzadzenia nr 110/2021
z dnia 28 pazdziemika 2021 r
Rektora Uniwersytetu Medycznego w Lodzi

Lodz, 10052023 r
mgr inz. Karolina Boguszewska
karolina boguszewska@stud umed.lodz pl
+48 508 075 160

Wydzial Farmaceutyczny

Przewodniczaca Rady Nauk Farmaceutycznych
UM w Lodzi

prof. dr hab. Anna Kilanowicz-Sapota

OSWIADCZENIE

Oéwiadczam, ze zapoznalem sig z postanowieniami zarzadzenia nr 110/2021 z dnia 28 pazdziemika
2021 r. Rektora Uniwersytetu Medycznego w Lodzi w sprawie przeprowadzania w Uniwersytecie
Medycznym w Lodzi obrony rozprawy doktorskiej w Uniwersytecie Medycznym w Lodzi oraz
zobowigzuje si¢ do ich przestrzegania.

okt + podpis Karwivedata)

_(bukmm R (T
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Zalacznik nr 3 do zarzadzenia nr $3/2020
z dmia S czerwca 2020 ¢
Rektora Uniwersytetu Medycznego w Lodzi

Lodz, 10052023 1.
mgr inz. Karolina Boguszewska
karolina boguszewska@stud umed lodz. pl
+48 508 075 160
Wydzial Farmaceutyczny

Przewodniczgca Rady Nauk Farmaceutycznych
UM w Lodz
prof. dr hab. Anna Kilanowicz-Sapota

OSWIADCZENIE*

mumemMWkwakimmkim
Centrum Informacyjno-Bibliotecznego rozprawy doktorskiej pt.:

“Wplyw §' 8-cyklo-2"-deoksypuryn na mechanizmy naprawy uszkodzen zespolonych DNA w
ekstraktach mitochondnalnych™

w celu umozliwienia zapoznania si¢ z jej trescig wszystkim osobom zainteresowanym, zgodnie
z § 7 ust. 3 rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 19 styczmia 2018 r.
w sprawie szczegolowego trybu i warunkow przeprowadzania czynnosci w przewodzie doktorskim,
w postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie tytutu profesora (Dz. U. z 2018 r.
poz. 261) oraz zobowigzuj¢ si¢ do pfnkmninegzcmphmmpnwydohonkiej w formie pisemne)
oraz w formie elektronicznej w formacie PDF - na oznaczone) imieniem i nazwiskiem plycie CD lub
DVD, w celu jej archiwizaci.

Jednoczesnie oswiadczam, ze jestem wylacznym tworcg ww. rozprawy doktorskie), w rozumieniu
ustawy z dnia 4 lutego 1994 r. o prawie autorskim (Dz. U. 22020 r. poz. 288).

Bypaandun Karolius

*odwiadczenic dotyczy posigpowan wzczgtych przed | pasdziemika 2019 ¢
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15. O$wiadczenia wspdlautorow

16dz, dnia 10.05.2023 1.

mgr inz. Karolina Boguszewska
Zaklad Bromatologii

Wydziat Farmaceutyczny
Uniwersytet Medyczny w Lodzi

OSWIADCZENIE

Oswiadczam, ze méj udziat w ponizszych pracach przedstawia sig nastgpujaco:

W publikacji Boguszewska K., Szewczuk M., Kazmierczak-Baranska J., Karwowski B.T., The Similarities
Between Human and Bacteria in the Context of Structure, Genome and Base Excision Repair, Molecules, 2020,

25 (12), 2857, 1-30, doi: 10.3390/molecules25122857

méj udziat polegat na wspottworzeniu koncepcji i przygotowaniu pierwszej wersji manuskryptu, wspotautorstwie
manuskryptu, korekcie jezykowej koncowej wersji manuskryptu oraz wspdtprzygotowaniu odpowiedzi dla

recenzentow. Moj udziat szacuj¢ na 70%.

W publikacji Boguszewska K., Kazmierczak-Baranska J., Karwowski B.T., The Influence of 5'8-Cyclo-2'"-
deoxypurines on the Mitochondrial Repair of Clustered DNA Damage in Xrs5 Cells: The Preliminary Study,
Molecules, 2021, 26 (22), 7042, 10.3390/molecules26227042

moj udziat polegat na wspdttworzeniu planu pracy, koordynowaniu procesu przygotowania i pomiarze stezenia
biatek ekstraktu mitochondrialnego linii xrsS, analizie stabilnosci oligonukleotydow matrycowych pod wptywem
wybranych enzyméw i ekstraktu komoérkowego, przygotowaniu oligonukleotydow do badan systemow
naprawczych z wykorzystaniem eukariotycznych ekstraktow komoérkowych (znakowanie jednoniciowych
oligonukleotydow na 5°-koficu izotopem 2P, hybrydyzacja **P-oligonukleotydow, przygotowanie dwuniciowych
oligonukleotydéw zawierajacych miejsce apurynowe/apirymidynowe, analiza i weryfikacja poprawnosci
przebiegu kazdego etapu), analizie aktywnosci enzymatycznej biatek odpowiedzialnych za poszczegdlne etapy
naprawy uszkodzen zespolonych DNA  zawierajacych  5°,8-cyklo-2’-deoksypuryny —w ekstrakcie
mitochondrialnym linii xrs5, walidacji metodyki badawczej, analizie i interpretacji otrzymanych wynikéow,
przygotowaniu pierwszej wersji manuskryptu, wspotautorstwie manuskryptu, korekcie jezykowej kofnicowe] wersji

manuskryptu oraz wspdtprzygotowaniu odpowiedzi dla recenzentéw. Moj udziat szacujg na 50%.

W publikacji Boguszewska K., Karwowski B.T., Kazmierczak-Barafiska J., The Usefulness of Autoradiography
for DNA Repair Proteins Activity Detection in the Cytoplasm towards Radiolabeled Oligonucleotides Containing
5" 8-Cyclo-2'-deoxyadenosine, Chemosensors, 2022, 10 (6), 204, doi: 10.3390/chemosensors10060204

mdj udziat polegat na wspdttworzeniu planu pracy, koordynowaniu procesu przygotowania 1 pomiarze stgzenia
biatek ekstraktow cytoplazmatycznych linii xrsS, BJ i XPC, analizie stabilnosci oligonukleotydow matrycowych
pod wplywem wybranych enzyméw i ekstraktu komorkowego, przygotowaniu oligonukleotydéw do badan

systemOw naprawczych z wykorzystaniem eukariotycznych ekstraktow komorkowych  (znakowanie
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jednoniciowych oligonukleotydéw na 5’-koncu izotopem *°P, hybrydyzacja 2p_oligonukleotydow, przygotowanie
dwuniciowych oligonukleotydéw zawierajacych miejsce apurynowe/apirymidynowe, analiza i weryfikacja
poprawnosci przebiegu kazdego etapu), analizie aktywnosci enzymatycznej biatek odpowiedzialnych za
poszczegblne etapy naprawy uszkodzen zespolonych DNA zawierajacych 5°,8-cyklo-2’-deoksypuryny w
ekstraktach cytoplazmatycznych, analizie i interpretacji otrzymanych wynikow, przygotowaniu pierwszej wersji
manuskryptu, wspotautorstwie manuskryptu, korekcie jezykowej koncowej wersji manuskryptu oraz

wspotprzygotowaniu odpowiedzi dla recenzentow. M6j udziat szacuje na 60%.

W publikacji Boguszewska K., Kazmierczak-Baranska J., Karwowski B.T., Mutagenicity of a bi-stranded
clustered DNA lesion containing (5'S) or (5'R) 5',8-cyclo-2 "-deoxyAdenosine in Escherichia coli model, Acta
Biochimica Polonica, 2022, 69 (4), 865-869, doi: 10.18388/abp.2020_6382

méj udziat polegat na wspdttworzeniu planu pracy, przygotowaniu dwuniciowych oligonukleotydow do badan
systemow naprawczych z wykorzystaniem komorek bakteryjnych E.coli, przygotowaniu plazmidu zawierajgcego
uszkodzenia zespolone zawierajace 5’,8-cyklo-2’-deoksyadenozyne, przeprowadzeniu transformacji bakterii
E.coli i selekgji transformantéw, izolacji DNA plazmidowego z wyselekcjonowanych kolonii transformantow,
koordynowaniu procesu sekwencjonowania pozyskanego DNA plazmidowego, analizie mutagennosci badanych
uszkodzen zespolonych zawierajacych 5’,8-cyklo-2’-deoksyadenozyne, walidacji metodyki badawczej,
opracowaniu, analizie i interpretacji otrzymanych wynikow, przygotowaniu pierwszej wersji manuskryptu,
wspotautorstwie manuskryptu, korekcie jezykowej koncowej wersji manuskryptu oraz wspOtprzygotowaniu

odpowiedzi dla recenzentow. M6j udziat szacujg na 70%.

%oguwm;mmwbw

(podpis)
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Prof. dr hab. n. farm. Bolestaw Karwowski t6dz 17-V-2023 r.

Katedra Bromatologii
Wydziat Farmaceutyczny
Uniwersytet Medyczny w todzi

Oswiadczenie
Oswiadczam, iz w pracach:

Publikacja I Boguszewska K., Szewczuk M., Kazmierczak-Baranska J., Karwowski B.T., The
Similarities Between Human and Bacteria in the Context of Structure, Genome and Base
Excision Repair [w]: Molecules, 2020, 25 (12), 2857, 1-30, doi: 10.3390/molecules25122857,

Publikacja II Boguszewska K., Karwowski B.T., Kazmierczak-Baranska J., The Usefulness of
Autoradiography for DNA Repair Proteins Activity Detection in the Cytoplasm towards
Radiolabeled Oligonucleotides Containing 5',8-Cyclo-2'-deoxyadenosine [w:] Chemosensors,
2022, 10 (6), 204, doi: 10.3390/chemosensors10060204,

Publikacja III Boguszewska K., Kazmierczak-Baranska J., Karwowski B.T., The Influence of
5',8-Cyclo-2"-deoxypurines on the Mitochondrial Repair of Clustered DNA Damage in Xrs5
Cells:  The  Preliminary  Study [w:] Molecules, 2021, 26 (22), 7042,
10.3390/molecules26227042,

Publikacja IV Boguszewska K., Kazmierczak-Baranska J., Karwowski B.T., Mutagenicity of
a bi-stranded clustered DNA lesion containing (5°S) or (5'R) 5',8-cyclo-2 -deoxyAdenosine in
Escherichia coli model [w:] Acta Biochimica Polonica, 2022, 69 (4), 865-869, doi:
10.18388/abp.2020_ 6382,

moj udziat polegal na nadzorze nad prawidtowos$cia prowadzonych badan eksperymentalnych
oraz interpretacjg wynikéw w ramach realizacji utworzonej przeze mnie koncepcji badan oraz
syntezie odpowiednich amidofosforynowych analogow 5',8-cyklo-2'-deoksypuryn. W ramach
mojej opieki nad prowadzonymi przez Paniag magister Karoling Boguszewska pracami
wspotudzial moj polegal na konsultacjach merytorycznych oraz finalnej korekcie
merytorycznej artykutow naukowych.

Jednocze$nie wyrazam zgode na przedlozenie w/w prac przez Panig magister Karoling
Boguszewska jako cze$ci rozprawy doktorskiej w formie spojnego merytorycznie cyklu
opublikowanych artykutéw naukowych.

Oswiadczam, ze samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czg$¢ prac wskazuje na
indywidualny wktad Pani mgr Karoliny Boguszewskiej w opracowanie koncepcji i wykonanie
czesci eksperymentalnej, opracowanie i interpretacje wynikow w w/w pracy.

/
j, s (x v «rwauSk'

Prof. dr hab. n. farm. Bolestaw Karwowski

-262 -



L6dz, dnia 18.05.2023 r.

dr n. chem. Julia Kazmierczak-Baranska
Zaklad Bromatologii

Wydziat Farmaceutyczny

Uniwersytet Medyczny w Lodzi

OSWIADCZENIE
Os$wiadczam, iz w pracach:

1. Boguszewska K., Szewczuk M., Kazmierczak-Baranska J., Karwowski B.T., The Similarities Between Human
and Bacteria in the Context of Structure, Genome and Base Excision Repair, Molecules, 2020, 25 (12), 2857, 1-
30, doi: 10.3390/molecules25122857,

2. Boguszewska K., Kazmierczak-Baraiska J., Karwowski B.T., The Influence of 5',8-Cyclo-2'-deoxypurines
on the Mitochondrial Repair of Clustered DNA Damage in Xrs5 Cells: The Preliminary Study, Molecules, 2021,
26 (22), 7042, 10.3390/molecules26227042,

3. Boguszewska K., Karwowski B.T., Kazmierczak-Baranska J., The Usefulness of Autoradiography for DNA
Repair Proteins Activity Detection in the Cytoplasm towards Radiolabeled Oligonucleotides Containing 5',8-
Cyclo-2'"-deoxyadenosine, Chemosensors, 2022, 10 (6), 204, doi: 10.3390/chemosensors10060204,

4. Boguszewska K., Kazmierczak-Baranska J., Karwowski B.T., Mutagenicity of a bi-stranded clustered DNA
lesion containing (5°S) or (5'R) 5',8-cyclo-2’-deoxyAdenosine in Escherichia coli model, Acta Biochimica
Polonica, 2022, 69 (4), 865-869, doi: 10.18388/abp.2020_ 6382,

moj udziat polegat na konsultacji metodyki oraz nadzorze nad poprawnoscia prowadzonych eksperymentow z
wykorzystaniem ekstraktéw komorkowych linii xsr5, BJ i XPC; na prowadzeniu hodowli komérek
eukariotycznych linii xsr5, BJ i XPC i otrzymaniu aktywnych ekstraktéw komérkowych wykorzystanych do
dalszych etapéw badaf; na wspélautorstwie i korekcie koricowej wersji manuskryptu oraz wsparciu w
rozwiazywaniu probleméw naukowo-badawczych podniesionych przez recenzentéw.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie ww. bracy przez mgr inz. Karoling Boguszewska jako
czg$¢ rozprawy doktorskiej w formie sp6jnego tematycznie zbioru artykutéw opublikowanych w czasopismach
naukowych.

Oswiadczam, Ze samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia czg$¢ prac wskazuje na indywidulany wktad

mgr inz. Karoliny Boguszewskiej w wykonanie czgsci eksperymentalnej i interpretacje wynikow ww. pracy.

Kokowi o el Pooroislea

. } ..............................................
(podpis)
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Lodz, dnia 10.05.2023 r.

mgr inz. Michal Szewczuk
Zaktad Bromatologii

Wydziat Farmaceutyczny
Uniwersytet Medyczny w Lodzi

OSWIADCZENIE
Oswiadczam, iz w pracy:

1. Boguszewska K., Szewczuk M., Kazmierczak-Baranska J ., Karwowski B.T., The Similarities Between Human
and Bacteria in the Context of Structure, Genome and Base Excision Repair, Molecules, 2020, 25 (12), 2857, 1-
30, dot: 10.3390/molecules25122857,

moj udziat polegat na wspétautorstwie i korekcie koficowej wersji manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przeditozenie ww. pracy przez mgr inz. Karoling Boguszewskg Jako
czesc rozprawy doktorskiej w formie spéjnego tematycznie zbioru artykutéw opublikowanych w czasopismach
naukowych.

Oswiadczam, ze samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cze$¢ prac wskazuje na indywidulany wktad

mgr inz. Karoliny Boguszewskiej w przygotowanie ww. pracy.

Lt Suw>>

(p(;;ipis)
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16. Wyksztalcenie i calkowity dorobek naukowy osoby ubiegajacej sig o stopien

doktora

Wyksztalcenie
2020 - 2021

2018 — 2023

2016 - 2018

2013 -2015

2011 -2014

Politechnika Warszawska, Wydzial Elektroniki i Technik Informacyjnych,
Instytut Automatyki i Informatyki Stosowanej

Studia podyplomowe

Zarzadzanie projektami: metodyki, praktyka, techniki, narzedzia

Uniwersytet Medyczny w Lodzi, Wydziat Farmaceutyczny

Studia doktoranckie

Pracownia Uszkodzen Kwaséw Nukleinowych, Zaktad Bromatologii

Promotor: prof. dr hab. Bolestaw T. Karwowski

Realizacja pracy doktorskiej:

“Wpltyw  5.8-cyklo-2'-deoksypuryn na mechanizmy naprawy uszkodzen
zespolonych DNA w ekstraktach mitochondrialnych”

Uniwersytet Medyczny w Lodzi, Wydziat Farmaceutyczny

Studia doktoranckie

Zaklad Farmacji Aptecznej

Opiekun: dr hab. Katarzyna Blaszczak-Swiatkiewicz

Realizacja projektu badawczego:

“Badanie molekularnych mechanizméw dziatania zwiazkéw chemicznych
w kontekscie nowoczesnej terapii przeciwnowotworowej”

Politechnika Lédzka, Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci

Tytul magistra Biotechnologii

Specjalizacja: Biotechnologia Molekularna i Biochemia Techniczna

Opiekun: dr hab. Edyta Gendaszewska-Darmach

Promotor: prof. dr hab. Maria Koziotkiewicz
Realizacja pracy dyplomowej:
»Wptyw tiofosforanowych analogéw nukleotydéw na wydzielanie kolagenu przez
szczurze fibroblasty skory”

Politechnika Eédzka, Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci

Tytut inzyniera Biotechnologii

Specjalizacja: Biotechnologia Molekularna i Biochemia Techniczna

Opiekun: dr hab. Edyta Gendaszewska-Darmach
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Promotor: prof. dr hab. Maria Koziotkiewicz
Realizacja pracy dyplomowej:
~Wptyw tiofosforanowych analogéw nukleotydéw na przezywalno$¢ szczurzych
fibroblastow skory”
2008 - 2013 Politechnika Lédzka, Wydziat Biotechnologii i Nauk o Zywnosci
Tytut inzyniera Technologii Zywnosci i Zywienia Czlowieka
Specjalizacja: Chemia Zywnosci i Surowcéw Kosmetycznych
Promotor: dr hab. inz. Joanna Leszczyniska
Realizacja pracy dyplomowej:

»~Nowe tendencje rozwoju metod immunometrycznych”

Dziatalnosé dydaktyczna
2018 — 2022 Prowadzenie zaje¢ dydaktycznych z przedmiotow Dietetyka, Bromatologia,
Higiena i Epidemiologia, Podstawy zywienia cztowieka
2022 Pelnienie roli opiekuna 1 pracy magisterskiej

2019 - 2022 Opieka nad cztonkami Kota Naukowego przy Zakladzie Bromatologii

Nagrody i stypendia za dziatalnos$é naukowaq
2021 Zespolowa Nagroda Naukowa Rektora Uniwersytetu Medycznego w Lodzi za
publikacje , Effects of 5',8'-Cyclo-2"-Deoxypurines on the Base Excision Repair of
Clustered DNA Lesions in Nuclear Extracts of the XPC Cell Line", IF2021=6,6
2018 — 2022 Stypendium Rektora Uniwersytetu Medycznego w todzi dla najlepszych

doktorantéw za osiagniecia naukowe

Lista publikacji

Prace oryginalne

1. Boguszewska K., Szewczuk M., Kazmierczak-Baranska J., Karwowski B.T.,
How (5°S) and (5'R) 5°,8-Cyclo-2'-Deoxypurines Affect Base Excision Repair of Clustered DNA Damage
in Nuclear Extracts of xrs5 Cells? A Biochemical Study
[w:] Cells, 2021, 10 (4), 725, 1-18, IF2021=4,366, MEiN2021=140 pkt;

2. Szewczuk M., Boguszewska K., Kazmierczak-Bararnska J., Karwowski B.T.,
The Influence of 5'S and 5'R cdA and cdG on the Activity of BsmAlI and Sspl Restriction Enzymes
[w:] Molecules, 2021, 26 (12), 3750, IF2021=3,267, MEiN2021=100 pkt;

3. Szewczuk M., Boguszewska K., Kazmierczak-Baranska J., Karwowski B.T.,
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