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MECHANIZMY NAPRAWY UTLENIONYCH ZASAD DNA
GLIKOZYLAZY 8-HYDROKSYGUANINY I GLIKOLU TYMINY 

MODYFIKACJE ZASAD DNA PRZEZ AKTYWNE FORMY TLENU

DNA organizmów tlenowych jest stale nara­
żone na uszkodzenia przez aktywne formy tlenu 
(ang. reactive oxygen species — ROS), a uszko­
dzenia oksydacyjne DNA odgrywają istotną rolę 
w mutagenezie, kancerogenezie i w procesie 
starzenia (Am e s  i współaut. 1995). Nadtlenek 
wodoru, tlen atomowy czy rodnik hydroksylowy 
są produktami ubocznymi wielu procesów me­
tabolicznych, takich jak oddychanie tkankowe 
w mitochondriach, utlenianie w peroksyzo- 
mach czy metabolizm substancji egzo- i endo­
gennych w reticulum endoplazmatycznym 
przez cytochrom P-450. ROS są również bronią 
stosowaną przez makrofagi w obronie przed 
inwazją patogennych organizmów. W proce­
sach zapalnych obok aktywnych form tlenu 
powstają również aktywne formy azotu. Tlenek 
azotu pełni w komórce funkcję przekaźnika 
sygnałów, ale jest także związkiem, który może 
bezpośrednio lub pośrednio, poprzez interakcję 
z lipidami, uszkadzać DNA (B u r c h am  1998). 
Podczas utleniania wielonienasyconych kwa­

sów tłuszczowych następuje pękanie wiązań 
podwójnych i fragmentacja cząsteczek z wytwo­
rzeniem stabilnych produktów (dialdehyd ma- 
lonowy, akroleina, 2,3-epoksy-4-hydroksy- 
nonanal), które przyłączając się do egzocyklicz- 
nych atomów azotu zasad DNA indukują po­
wstawanie egzocyklicznych adduktów (B u r ­
ch am  1998). W Tabeli 1 podano najważniejsze 
oksydacyjne modyfikacje zasad, ich tworzenie 
oraz konsekwencje biologiczne.

Szkodliwe skutki utleniania DNA są niwelo­
wane przez jego naprawę. Wszystkie żywe ko­
mórki są wyposażone w dwa równolegle działa­
jące systemy naprawy w wycinanie, które w 
sposób bezbłędny eliminują uszkodzone zasady 
DNA: (i) system naprawy przez wycinanie zasad 
(ang. base excision repair BER); (ii) system 
naprawy przez wycinanie nukleotydów (ang. 
nucleotide excision repair NER). W naprawie 
utlenionych zasad najistotniejszą rolę odgrywa 
BER.

DNA GLIKOZYLAZY

Enzymami inicjującymi szlak naprawy 
przez wycinanie zasad i decydującymi o jego 
specyficzności są DNA glikozylazy. Są to małe 
(m.cz. 14 000-50 000), monomeryczne białka 
nie wymagające do aktywności kofaktorów 
(K ro kan  i współaut. 1997). DNA glikozylazy 
rozbijają wiązanie N-glikozydowe pomiędzy 
uszkodzoną zasadą a cząsteczką deoksyrybozy

uwalniając zasadę i pozostawiając w DNA miej­
sce apuiynowe/apiiymidynowe (AP). Niektóre 
glikozylazy są dwufunkcyjne, posiadając rów­
nież aktywność AP-liazową i dodatkowo przeci­
nają wiązanie fosfoestrowe od strony 3’ końca 
miejsca apurynowego utworzonego przez gliko- 
zylazę. Porównanie sekwencji różnych glikozy­
laz oraz ich konformacji ujawniło istnienie

Stosowane skróty: FapyG — 2,6-diamino-4-hydroksy-5-formamidopyrimidyna; FapyA — 2,4-diamino-5- 
formamidopirymidyna; MTH — homolog białka MutT; MYH — homolog białka MutY; ROS — aktywne formy 
tlenu; TG — glikol tyminy.
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wspólnych cech strukturalnych w centrach 
aktywnych filogenetycznie odległych od siebie 
białek i pozwoliło na stworzenie modelu ich 
katalitycznego działania (Dodson i współaut.
1994).

JEDNOLITY MECHANIZM DZIAŁANIA GLIKOZYLAZ DNA

Centra aktywne glikozylaz DNA mogą wią­
zać jedynie zasady ekstrahelikalne, które zosta­
ły wyciągnięte na zewnątrz podwójnej helisy 
DNA. Enzym rozpoznaje uszkodzoną zasadę i 
aktywnie uczestniczy w jej wyciągnięciu na zew­
nątrz helisy. Następnie wpasowuje ją do cen­
trum aktywnego. W ponad 20 znanych mono- 
i dwufuncyjnych glikozylazach w centrum 
aktywnym występuje taki sam motyw struktu­
ralny: dwa fragmenty białka skręcone w spiralę 
przedzielone fragmentem o strukturze spinki do 
włosów (ang. helix-hairpin-helix HhH) oraz re­
szta kwasu asparaginowego (Asp). Asp odgrywa 
istotną rolę w mechanizmie katalizy. Amino­
kwas ten albo powoduje deprotonację cząstecz­
ki wody, która dalej może działać jako atakująca 
cząsteczka nukleofilowa (glikozylazy monofun- 
kcyjne), albo deprotonować inny aminokwas w 
centrum aktywnym enzymu, najczęściej cząste­
czkę lizyny (glikozylazy dwufunkcyjne). Zakty- 
wowana nukleofilowa cząsteczka atakuje węgiel 
anomeryczny deoksyrybozy powodując prze­
grupowanie elektronów i uwolnienie zasady

(Rye. 1). Glikozylazy monofunkcyjne włączają 
cząsteczkę wody do produktów reakcji pozosta­
wiając w DNA miejsca AP (Rye. 1A). W glikozy­
lazach dwufunkcyjnych atakująca nukleofilo­
wa grupa aminowa przejściowo tworzy wiązanie 
kowalencyjne (zasadę Schiffa) z węglem anome- 
rycznym deoksyrybozy uwalniając uszkodzoną 
zasadę DNA (Rye. 1B-II). Przy wykorzystaniu 
innych, ujemnie naładowanych reszt amino- 
kwasowych glikozylazy, inicjowana jest (1-elimi­
nacja i rozbicie wiązania 3’-fosfoestrowego. 
Wtedy następuje przerwanie łańcucha DNA, ale 
enzym jest jeszcze kowalencyjnie związany z 
węglem anomerycznym deoksyrybozy poprzez 
zasadę Schiffa (Rye. 1B-IV, V). Z kolei, hydroliza 
zasady Schiffa uwalnia aktywny enzym i DNA 
zawierające na końcu 3’ trans a-(3 nienasycony 
aldehyd powstały z deoksyrybozy (Rye. 2B-V, 
VI) (Sun i współaut. 1995). Kowalencyjny inter- 
mediat glikozylazy/AP-liazy z DNA (zasada 
Schiffa) może ulec redukcji (w praktyce labora­
toryjnej wykorzystuje się najczęściej borowodo­
rek sodu), co uniemożliwia dalszą ^-eliminację 
i powoduje wytworzenie stabilnego, kowalen­
cyjnego adduktu (Rye. 2B-VII). Reakcja ta jest 
powszechnie wykorzystywana do identyfikacji 
AP-liazowych właściwości glikozylaz DNA (Nash 
i współaut. 1996).

Powszechnie wyróżnia się dwie funkcjonal­
ne grupy glikozylaz uczestniczące w naprawie 
utlenionych zasad DNA: (i) glikozylazy uczest-

Tabela 1. Podstawowe uszkodzenia oksydacyjne zasad DNA

Zasada
DNA

Modyfikacja
oksydacyjna

Efekt biologiczny Literatura

G
80HG (BI­ Mutacje G->T i G—>C, hamuje postreplikacyjną 

metyl ację DNA

Shibutani i współaut. (1991), 
Moriya (1993), W eitzman i 
współaut. (1994),

FapyG OS) Nieznane: postulowane blokowanie replikacji 
DNA

PropanoG (L) Mutacje G-»T Moriya i współaut. (1994)

A 20HA (B) Mutacje A—>G i A->T, delecje Kamiya i Kasai (1997)

80HA (B)
W komórkach eukariotycznych mutacje A—>G i 
A—»C

Kamiya i współaut. (1995)

FapyA (B) SOS-zależne mutacje A-»G Grąziewicz i współaut. (1999)

l,N6-etenoA (L)
W komórkach eukariotycznych mutacje A—>G 
» A —>T>A—>C Pandya i Moriya (1996)

T TG (B)
Blokuje replikację; nieliczne, sekwencjozależne 
mutacje T->C

Evans i w spółaut. (1993), 
Rouet i Essigman (1983)

50HMeU (B) Niemutagenna, nie blokuje replikacji Mi i współaut. (1997)

5-formyloU (B) G:C-»A:T, A:T->G:C, G:C->T:A Fujikawa i współaut. (1998)

C 50HC
50HU

(B)
(B)

C->T, C-»G 
C—>T, C->G

Purmal i współaut. (1994) 
Purmal i współaut. (1994)

3,N4-etenoC (L)
Mutacje C->T i C—>A Borys i współaut. (1994); 

Shibutani i współaut. (1996); 
Zhang i współaut. (1995)

*B —  zmodyfikowana zasada powstaje podczas bezpośredniej interakcji aktywnych form tlenu z D N A  L —  zmodyfikowana zasada 
powstaje podczas interakcji produktów peroksydacji lipidów z DNA
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Ryc. 1. Mechanizm działania glikozylaz: A. Monofunkcyjnych, na przykładzie glikozylazy uracylowej wyci­
nającej z DNA uracyl, powstający na skutek spontanicznej dezaminacji cytozyny w roztworach wodnych; B. 
Dwufunkcyjnych glikozylaz/AP-liaz, na przykładzie endonukleazy III z Escherichia coli.
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niczące w naprawie 8-hydroksyguaniny i in­
nych utlenionych puiyn, których przedstawi­
cielem u Escherichia coli jest białko Fpg; (ii)

glikozylazy uczestniczące w naprawie glikolu 
tyminy — rodzina bakteryjnej endonukleazy III 
(białka Nth).

NAPRAWA 8-HYDROKSYGUANINY

Guanina bardzo łatwo ulega utlenieniu w 
pozycji 8 i to zarówno jako składnik kwasów 
nukleinowych — DNA i RNA, jak i w postaci 
nukleozydów i nukleotydów w puli nukleotydów 
komórkowych. Uważa się, że w DNA pojedyn­
czej komórki gryzoni powstaje ok. 10 cząste­
czek 80HG w ciągu doby (Fraga  i współaut. 
1990). Obecność 80HG w DNA i puli nukleoty­
dów prowadzi do powstawania błędów w czasie 
replikacji i mutacji. Polimerazy DNA zarówno 
pro —, jak i eukariotyczne wbudowują cytozynę 
lub adeninę naprzeciw 80HG w matrycy, przy 
czym polimerazy replikacyjne chętniej włączają 
adeninę niż cytozynę, co prowadzi do substytu­
cji zasad G:C->T:A (Shibutani i współaut. 1991) 
(Rys 2A). 80HG może być również włączana do 
DNA z puli nukleotydów komórkowych. 8-OH- 
dGTP jest substratem dla polimeraz DNA, które 
wbudowują nukleotyd do wydłużanej nici na­
przeciw cytozyny albo adeniny w matrycy (Maki 
i Sekiguchi 1992), co w ostatnim przypadku 
prowadzi do powstawania transwersji AT—»CG 
(Rye. 2B).

Trzy, wzajemnie uzupełniające się drogi eli­
minacji 80HG z DNA (tzw. system GO; 
GO = 80HG), zostały początkowo wykryte u 
E. coli (Tudek 1993). Obecnie wydaje się, że 
system ten jest uniwersalny, albowiem znale­
ziono i sklonowano wiele eukariotycznych ana­
logów białek bakteryjnych (Krokan  i współaut. 
1997). Pierwsza droga polega na usuwaniu 
8-OH-dGTP z puli nukleotydów przez specyficz­
ną 8-OH-dGTPazę rozkładającą 8-OH-dGTP do 
8-OH-dGMP i zapobiegającą włączaniu tego ut­
lenionego nukleotydu do DNA przez polimerazy 
DNA (Maki i Sekiguchi 1992). U E. coli białko to 
jest kodowane przez gen mutT, a uszkodzenie 
funkcji genu w komórce prowadzi do 100-1000- 
krotnego wzrostu częstości spontanicznych 
transwersji A:T->C:G (Yanofsky i współaut. 
1966). W komórkach ludzkich wykryto istnienie 
funkcjonalnego analogu białka MutT, 8-OH- 
dGTPazy o masie 18 KDa (Sakumi i współaut. 
1993). Rozkład 8-OH-dGTP do 8-OH-dGMP 
skutecznie zapobiega ponownemu włączeniu 
tego nukleotydu do puli trój fosforanów nukleo­
tydów i DNA, gdyż kinaza guanylowa fosforylu- 
jąca dGMP do dGDP i dGTP jest zupełnie nie­
aktywna wobec 8-OH-dGMP, za to nukleotyda- 
za wydajnie defosforyluje 8-OH-dGMP do nu- 
kleozydu, który jest następnie wydalany poza

komórkę (Hayakawa i współaut. 1995). Druga 
droga polega na wycinaniu 80HG z DNA przez 
glikozylazy 80HG. U E.coli bierze w tym udział 
formamidopirymidyno-DNA glikozylaza (białko 
Fpg, inna nazwa — białko MutM). Mutanty fpg 
charakteryzują się 10-krotnie zwiększonym po­
ziomem spontanicznych mutacji typu G:C—>T:A 
(Cabrera  i współaut. 1988). Białko Fpg efektyw­
nie wycina 80HG z dwuniciowego DNA, jeśli 
zasada ta jest sparowana z resztą cytozyny, 
tyminy lub guaniny, jeśli jednak po replikacji 
80HG zostanie sparowana z A, uszkodzona 
zasada ulega przesunięciu do mniejszego rowka 
DNA i nie jest przez enzym wycinana (Castaign  
i współaut. 1993). Funkcjonalnym odpowiedni­
kiem białka Fpg w komórkach eukariotycznych 
(drożdże, człowiek) jest białko OGG1 (Auffret 
van der Kem p i współaut. 1996, Radicella  i 
współaut. 1997). Jeśli 80HG wymknie się spod 
kontroli białek MutT i Fpg i zostanie sparowana 
w DNA z resztą adeniny, adenina ta jest rozpo­
znawana i wycinana przez inną glikozylazę — 
białko MutY (M ichaels i współaut. 1992). Biał­
ko MutY wycina również adeninę sparowaną z 
niezmodyfikowaną guaniną lub cytozyną, ale z 
dużo mniejszą wydajnością. Brak tego enzymu 
w komórkach E. coli podnosi 100-1000 razy 
częstość spontanicznych transwersji G:C—>T:A 
(Nghiem  i współaut. 1988). Został również zna­
leziony ludzki homolog białka MutY-hMYH (hu­
man MutY homologue) (Słupska  i współaut. 
1996). Po wycięciu adeniny z pary A:80HG, 
polimerazy naprawcze uzupełniają luki w DNA, 
częściej wstawiając resztę cytozyny naprzeciw 
80HG niż resztę adeniny (Shibutani i współaut. 
1991). Wtedy białko Fpg może usunąć 80HG z 
DNA i zapoczątkować proces rekonstytucji paiy 
G:C (Ryc. 2). Jednak łatwo sobie wyobrazić, że 
naprawa 80HG przez białka MutY i Fpg przy­
wraca pierwotną sekwencję DNA jedynie wtedy, 
gdy utlenieniu ulega guanina pary G:C znajdu­
jąca się w DNA, a po replikacji naprzeciw 80HG 
zostanie wstawiona adenina. Jeśli jednak 
80HG pochodzi z puli nukleotydów i podczas 
replikacji 8-OH-dGTP zostanie wstawione na­
przeciw A, to wtedy jednoczesna aktywność Mu­
tY i Fpg będzie raczej stymulowała powstanie 
mutacji niż ją zniweluje (Rye. 2B). W komór­
kach eukariotycznych (drożdży i ludzkich) wy­
kryto i oczyszczono drugą glikozylazę wycinają­
cą z DNA 80HG, różniącą się od OGG1 specyfi-
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Ryc. 2. Konsekwencje utleniania guaniny do 8-hydroksyguaniny (GO) i wielostopniowy system jej naprawy 
w komórkach eukariotycznych.

cznością naprawy w zależności od parowania 
80HG z zasadą w nici komplementarnej. Gliko­
zylaza ta, nazwana OGG2, wycina 80HG z pary 
80HG:G oraz 80HG:A, ale pozostaje nieaktyw­
na wobec 80HG sparowanej z piiymidynami,

chociaż wiąże się z DNA zawierającym 80HG 
sparowaną ze wszystkimi czterema zasadami 
DNA (Hazra i współaut. 1998, Nash i współaut.
1996). Hazra i współaut. (1998) zaproponowali 
model, w którym każda z glikozylaz ma odrębne
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funkcje anty mutagenne, jednak wzajemnie się 
uzupełniające (Ryc. 2). OGG1 zapobiegałaby 
mutacjom G:C->T:A przez usuwanie 80HG po­
wstającej w DNA in situ i sparowanej z cytozyną, 
natomiast funkcją OGG2 byłoby usuwanie 
80HG włączanego do DNA jako 8-OH-dGTP 
podczas replikacji naprzeciw A. Model ten prze­
widuje, że OGG2 usuwałaby uszkodzoną zasa­
dę jedynie z nowosyntetyzowanej nici, co zapo­
biegałby powstawaniu mutacji A:T—»C:G i nie 
konkurowałoby z systemem OGGl-MutY. 
Czynnikiem umożliwiającym rozróżnienie „sta­
rej ”od „nowej’’nici DNA mogłaby być postrepli- 
kacyjna metylacja DNA, która odgrywa podo­
bną rolę w systemie naprawy niedopasowanych 
zasad (ang. mismatch repair). Dotychczas brak 
jednak danych eksperymentalnych, które mo­
głyby w pełni udokumentować tę hipotezę.

GLIKOZYLAZY 8-HYDROKSYGUANINY

Pierwszą opisaną glikozylazą 8-hydroksy- 
guaniny jest formamidopirymidyno-DNA gliko- 
zylaza z E. coli (białko Fpg). Enzym ten znany 
jest od dawna, ale początkowo był wykryty jako 
białko naprawcze dla wtórnych uszkodzeń alki- 
lacyjnych — 7-metyloguaniny z otwartym pier­
ścieniem imidazolowym, to znaczy Fapy-7MeG 
(Chetsanga i L indahl 1979). Pomimo sklonowa- 
nia genu (Boiteux  i współaut. 1987) i otrzyma­
nia mutanta E. coli, fpg (Boiteux i H uisman 
1989) długo nie można było ustalić fenotypu 
mutanta i fizjologicznego substratu. Dopiero w 
199 lr. okazało się, że sklonowany gen mutato- 
rowy E. coli— mutM, którego niedobór powoduje 
wzrost specyficznych transwersji G:C->T:A, jest 
identyczny z genem Jpg (M ichaels i współaut.
1991).

Białko Fpg jest monomerycznym enzymem 
złożonym z 269 aminokwasów o masie cząste­
czkowej 30,2 kD (Boiteux  i współaut. 1987). 
Enzym ma szerokie spektrum specyficzności 
substratowej wycinając z DNA oprócz 80HG 
również puryny z otwartym pierścieniem imida­
zolowym (FapyA i FapyG), puiyny z otwartym 
pierścieniem imidazolowym alkilowane w pozy­
cji N7 lub C8 podstawnikami o różnej wielkości 
od małych grup metylowych i etylowych (Tudek 
i współaut. 1998) do dużych adduktów, na 
przykład aflatoksyny B1 czy aminofluorenu (Tu­
dek 1993), a wreszcie niektóre utlenione piry­
midyny, takie jak: 50HU, 50HC, dihydrotymi- 
nę (Hatahet i współaut. 1994) i produkt frag- 
mentacji C5-hydratu tyminy (Jurado i współ­
aut. 1998). Białko Fpg ma trzy aktywności enzy­
matyczne: glikozylazy, AP-liazy oraz deoksy- 
rybofosfodiesterazy (dRpazy), a więc nie tylko 
usuwa zasadę, przecinając nić DNA w miejscu

uszkodzenia, ale może brać udział w naprawie 
miejsc apurynowych oraz być białkiem komple­
mentarnym dla innych glikozylaz i AP-endonu- 
kleaz, które pozostawiają w DNA 5-fosfodeo- 
ksyrybozę pozbawioną zasady. Białko Fpg wy­
cina 5-fosfodeoksyrybozę pozostawiając w DNA 
lukę, która może być następnie uzupełniana 
przez polimerazy DNA. Białko Fpg na C-końcu 
posiada 4 reszty cysteiny tworzące motyw palca 
cynkowego Cys-X2-Cys-X16-Cys-X2-Cys odpo­
wiedzialnego za wiązanie enzymu do DNA 
(Tchou i współaut. 1993). Wiąże się on z sze­
ścioma zasadami nici zawierającej uszkodzenie 
i tylko jedną zasadą leżącą naprzeciw uszkodze­
nia w niezmienionej nici komplementarnej (Ca - 
staing  i współaut. 1999). Elementami rozpo­
znawanymi przez białko Fpg w DNA jest tlen w 
pozycji 8 guaniny lub grupa karbonylowa 
formamidopirymidyn (Tchou  i współaut. 1994). 
Ważna jest także sekwencja nukleotydów ota­
czająca uszkodzoną zasadę. Fapy-7MeG jest 
wydajniej naprawiana w długich ciągach reszt 
guanylowych niż w innych sekwencjach (Gra­
ves  i współaut. 1992). Centrum aktywne enzy­
mu zbudowane jest z 72 N-końcowych amino­
kwasów (Tchou  i Grollman  1995), z których 
niezbędna do katalizy jest końcowa ośmio-ami- 
nokwasowa sekwencja „PELPEVET”występu- 
jąca we wszystkich znanych bakteryjnych gli- 
kozylazach 8-hydroksyguaniny (Duw at i współ­
aut. 1995). N-końcowa prolina-2, a nie reszta 
lizyny uczestniczy w katalizowanej reakcji i two­
rzy zasadę Schiffa z deoksyrybozą uszkodzone­
go nukleotydu uwalniając zasadę. Białko Fpg 
charakteryzuje się również nieco innym mecha­
nizmem działania niż inne glikozylazy/AP-liazy, 
gdyż przecina miejsce apurynowe na drodze 
(3-8-eliminacji, co prowadzi do powstaniajedno- 
nukleotydowych luk w DNA zakończonych na 
3’- i 5’-końcu resztą fosforanową, która musi 
być usunięta na końcu 3’ przez specyficzne 
fosfatazy (Zharkov  i współaut. 1997).

Udział Pro-2 w mechanizmie katalizy i two­
rzeniu kowalencyjnego intermediatu enzymu z 
deoksyrybozą DNA został jednoznacznie udo­
kumentowany metodami chemicznymi, jednak 
zmutowane białko Fpg posiadające pojedyncze 
podstawienie Pro-2->Gly zachowywało słabą 
aktywność glikozylazową, chociaż jego zdolność 
do katalizowania reakcji j3-eliminacji zanikała 
całkowicie. Inny mutant, Lys-57—>Gly, przy peł­
nej zdolności katalizowania p-eliminacji, chara­
kteryzował się obniżoną aktywnością glikozyla­
zową. Otrzymano również trzeciego mutanta 
Pro-2->Glu, u którego zdolność do wycinania 
zasady i przecinania wiązań fosfoestrowych za­
nikała całkowicie, ale również struktura białka 
ulegała usztywnieniu (Kuznetsov  i współaut.
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Ryc. 3. Końcowe etapy naprawy DNA przez wycinanie zasad w komórkach eukariotycznych. Usuwanie miejsc 
apurynowych i jednoniciowych przerw.

1998). Pomimo wielu lat intensywnych badań 
nad białkiem Fpg, do tej pory nie udało się 
otrzymać go w postaci krystalicznej i ustalić 
konformacji centrum aktywnego.

Glikozylazę o strukturze zbliżonej do białka 
Fpg, wycinającą z DNA 80HG sklonowano u 
rzodkiewnika pospolitego (Arabidopsis thalia- 
rta) (Ohtsubo  i współaut. 1998).

Funkcjonalne homologi białka Fpg u droż­
dży, człowieka i innych ssaków — rodzina bia­
łek OGGI (ang. 8-oxoguanine glycosylase) nie 
wykazuje podobieństwa strukturalnego do od­
powiednika bakteryjnego. Drożdżowy gen oggl 
został sklonowany poprzez komplementację 
mutacji fpg, mutY u E.coli (Auffret van der 
Kemp i współaut. 1996). Gen jest zlokalizowany 
na chromosomie XIII Sacharomyces cerevisiae. 
Enzym o masie 43 kDa jest glikozylazą/AP-liazą 
wycinającą z dwuniciowego DNA 80HG z nastę- 
pujących par nukleotydów 80HG:C 
80HG:T»80HG:G, ale nie z pary 80HG:A i 
przecinającą wiązanie fosfoestrowe na drodze 
(3-eliminacji (Auffret van der Kemp i współaut.
1996). Okazało się, że powinowactwo białka 
OGG1 do miejsc apuiy nowych jest również uza­
leżnione od zasady obecnej w nici komplemen­

tarnej. Enzym najbardziej wydajnie tnie DNA w 
miejscach apurynowych znajdujących się na­
przeciw cytozyny (Girard i współaut. 1997). 
Drożdżowa glikozylaza OGG1 wycina z DNA 
jedynie pochodne guaniny — FapyG powstającą 
w procesach oksydacyjnych i to wydajniej niż 
80HG, ale nie FapyA (Karahalil i współaut.
1998). Obecność grupy metylowej w pozycji N7 
Fapy-guaniny 10-krotnie zmniejsza efektyw­
ność wycinania (Auffret van der Kemp i współ­
aut. 1996). W przeciwieństwie do bakteryjnego 
białka Fpg, drożdżowa glikozylaza OGG1 elimi­
nuje również z DNA 80HA, ale tylko wtedy, gdy 
jest ono sparowane z C i może dać początek 
mutacjom A->G (Girard i współaut. 1998). 
80HAjest błędnie parowana z C i daje początek 
tranzycjom A—>G jedynie w komórkach eukario­
tycznych, aktywność OGG1 mogłaby stymulo­
wać powstawanie takich mutacji.

W drożdżowym białku OGG1, podobnie do 
wielu innych glikozylaz występuje konserwowa­
ny motyw HhH (postulowane aminokwasy 228- 
246). Lizyna-241 iAsp-260 są zaangażowane w 
mechanizmie katalizy. Zmutowane białko Liz- 
241->Gln było całkowicie niezdolne do wycina­
nia 80HG i tworzenia kowalencyjnych interme-
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diatów z DNA, chociaż enzym nie tracił zdolno­
ści do tworzenia kompleksu z uszkodzonym 
DNA. Zastąpienie Liz-241 resztą argininy spo­
walniało katalizę enzymatyczną, ale jej nie zno­
siło (G irard i współaut. 1997). Porównując se­
kwencje bakteryjnych i eukariotycznych gliko­
zylaz DNA wywnioskowano, że genetycznym 
przodkiem białka OGG1 jest prawdopodobnie 
endonukleaza III z E. coli, enzym zaangażowany 
w naprawę utlenionych zasad pirymidynowych 
(patrz: Naprawa utlenionych pirymidyn).

W kilku pracowniach sklonowano i scha­
rakteryzowano ludzkie glikozylazy, odpowiedni­
ki drożdżowego białka OGG1. Gen ludzkiej gli­
kozylazy 80HG jest zlokalizowany na chromo­
somie 3p25 i koduje białko o aktywności gliko­
zylazy/AP-liazy z motywem HhH oraz resztami 
Liz i Asp identycznymi, jak w białku drożdżo- 
wym. Specyficzność substratowa względem 
80HG, Fapy-7MeG i miejsc apurynowych oraz 
mechanizm działania enzymu ludzkiego jest ta­
ki sam jak drożdżowego (Radicella i współaut. 
1997, Roldan-Arjona i współaut. 1997, Abura- 
tami i współaut. 1997, Bjoras i współaut.
1997). W różnych pracowniach uzyskiwano jed­
nak białka o różnej wielkości. Okazało się, że 
ludzka glikozylaza OGG1 jest kodowana przez 
8 egzonów, a w komórkach występują 4 warian­
ty „splicingowe” o następującej liczbie amino­
kwasów 345 (typ la), 324 (typ lb), 410 (typ lc), 
424 (typ 2). Istnienie wariantów wynika ze 
zmiennego składania egzonów 6-8 (Aburatami i 
współaut. 1997). Glikozylaza o długości 424 
aminokwasów charakteryzowała się niepełną 
aktywnością AP-liazową, to znaczy ilość uwol­
nionej 80HG była 10-krotnie wyższa niż ilość 
przerw w nici DNA (Roldan-Arjona i współaut.
1997). Jedynie typ la  posiada sekwencję odpo­
wiedzialną za transport do jądra, pozostałe wa­
rianty mogą mieć inną lokalizację komórkową. 
Zaobserwowano, że w wielu tkankach ludzkich 
przeważającą ilościowo formą jest typ la i jest 
to prawdopodobnie podstawowa glikozylaza 
80HG u człowieka (Monden i współaut. 1999).

Nie jest pewne czy sklonowane enzymy o 
znanej sekwencji wyczerpują listę glikozylaz 
uczestniczących w naprawie 80HG. Wcześniej­
sze doniesienia wskazywały na obecność w ko­
mórkach ludzkich dwóch innych białek — mo-

nofunkcyjnej glikozylazy 80HG, która nie po­
siadała aktywności AP-liazowej oraz endonu- 
kleazy, która wycinała cały nukleotyd pozosta­
wiając końce 3’- i 5’-OH (Bessho i współaut.
1993). Nie jest również znana sekwencja ludz­
kiego białka OGG2 (Hazra i współaut. 1998), a 
pochodzenie drożdżowego odpowiednika także 
nie jest jednoznacznie wyjaśnione (patrz: Na­
prawa utlenionych pirymidyn).

Wszystkie opisane enzymy są białkami ją­
drowymi, o czym świadczy zarówno obecność 
sygnału transportu do jądra wewnątrz sekwen­
cji genu, jak i komórkowa lokalizacja fluoryzu­
jących przeciwciał dla OGG1. W komórce mito­
chondria są miejscem szczególnie intensywnie 
przebiegających procesów oksydacyjnych, a 
oksydacyjne uszkodzenia zasad nagromadzają 
się z wiekim raczej w DNA mitochondrialnym 
niż jądrowym. Uważa się również, że kumulacja 
uszkodzeń, a w konsekwencji mutacji w DNA 
mitochondrialnym jest odpowiedzialna za sta­
rzenie się i śmierć komórki. Do niedawna pano­
wało powszechne przekonanie, że w mitochon- 
driach nie ma naprawy DNA, co wynikało z 
obserwacji, że indukowane promieniowaniem 
UV dimery pirymidynowe nie były usuwane z 
DNA mitochondrialnego. Badania aktywności 
enzymatycznych w mitochondriach ujawniło, 
że potrafią one usuwać szereg oksydacyjnych 
uszkodzeń zasad purynowych i pirymidyno­
wych (Bohr i Dlanov 1999). Ponieważ większość 
z tych enzymów nie została jeszcze sklonowana, 
nie jest zupełnie jasne czy są to białka wyłącznie 
mitochondrialne, czy też pełnią funkcje napra­
wcze jednocześnie w jądrach i mitochondriach. 
Z mitochondriów szczura oczyszczono glikozy- 
lazę/AP-liazę 80HG, która wycina 80HG i prze­
cina nić DNA na drodze ^-eliminacji. Białko to, 
nazwane MtODE, ma masę cząsteczkową 25 00 
-30 000 i wycina z dwuniciowego DNA 80HG, 
ale nie Fapy-7MeG. Wydajność naprawy 80HG 
jest różna w zależności od zasady, z którą usz­
kodzenie to zostało sparowane: C »T , zaś pary 
80HG:G lub 80HG:A są metabolizowane w ilo­
ściach śladowych (Croteau i współaut. 1997). 
Drożdżowy enzym NTG1, usuwający z DNA ut­
lenione pirymidyny, jest innym przykładem po­
tencjalnego enzymu miotochondrialnego (patrz: 
Naprawa utlenionych pirymidyn).

NAPRAWA UTLENIONYCH PIRYMIDYN

Pierwszą glikozylazą opisaną jako enzym 
naprawiający w DNA utlenione pirymidyny była 
endonukleaza III z E. coli, kodowana przez gen 
nth (Weiss i Cunningham 1985). Jest to mono­

mery czne białko o masie cząsteczkowej 23 kDa, 
zbudowane z 211 aminokwasów o znanej struk­
turze Ill-rzędowej i mechanizmie działania. 
Białko Nth jest wydłużoną cząsteczką posiada­
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jącą głęboką szczelinę rozdzielającą dwie dome­
ny o zbliżonej wielkości, z których jedna zawiera 
6 odcinków spirali oraz centrum aktywne (ami­
nokwasy 22-132), druga zawiera 4 spiralne 
odcinki należące zarówno do N-końca (amino­
kwasy 1-21), jak i do C-końca (aminokwasy 
133-211) oraz żelazowo-siarkową grupę (4Fe- 
4S). Grupa (4Fe-4S) połączona jest z białkiem 
poprzez reszty cystein w sekwencji Cys-X6-Cys- 
X2-Cys-X5-Cys. Domena białka Nth zawierają­
ca grupę (4Fe-4S) jest naładowana dodatnio i 
wiąże DNA wzdłuż długiej osi enzymu. Obszar 
kontaktu białka z DNA wynosi 46 A. Grupa 
(4Fe-4S) wydaje się być zaangażowana w nakie- 
rowywaniu zasadowych aminokwasów biorą­
cych udział w katalizie do oddziaływania z DNA. 
Na dnie szczeliny znajduje się centrum aktyw­
ne w postaci konserwowanego motywu HhH 
(helix (aa. 107-113)-hairpin (aa. 114-118)-helix 
(aa. 119-120)). Utlenione pirymidyny aktywnie 
wyciągnięte przez enzym na zewnątrz podwój­
nej helisy DNA wiązane są przez oddziaływania 
wodorowe z hydrofilowymi aminokwasami frag­
mentu motywu HhH o strukturze spinki do 
włosów. Lys-120 i Asp-138 biorą udział w usu­
waniu zasady i przecinaniu wiązania 3-fosfoe- 
strowego w procesie p-eliminacji (Kuo i współ­
aut. 1992) (Rye. 1).

Nth jest glikozylazą wycinającą z DNA wiele 
utlenionych pochodnych zasad pirymidyno­
wych, takich jak: glikol tyminy, 5,6-dihydro- 
ksytyminę, glikol uracylu, 5,6-dihydroksyura- 
cyl, 5-hydroksy-6-hydrouracyl (Katcher i Wal­
lace 1983), a także 5-hydroksycytozynę, 5-hy- 
droksyuracyl (Hatahet i współaut. 1994), 5,6- 
dihydrotyminę, 5-hydroksy-5-metylohydantoi- 
nę, 5-hydroksy-6-hydrotyminę, 5,6-dihydrou- 
racyl, alloksan (Dizdaroglu i współaut. 1993). 
Determinantą aktywności enzymatycznej Nth 
jest prawdopodobnie podstawnik w pozycji 5 
zasady o odpowiednio dużych rozmiarach oraz 
zanik planarności pierścienia, co ma miejsce w 
wyniku nasycenia wiązania 5-6 w pirymidy- 
nach (Dizdaroglu i współaut. 1993, Hatahet i 
współaut. 1994). W komórkach E. coli występu­
je również endonukleaza VIII, kodowana przez 
gen nei o podobnej do białka Nth aktywności 
enzymatycznej (Melamede i współaut. 1994), 
która najprawdopodobniej jest enzymem „awa- 
ryjnym”dla komórki i może przejmować jego 
funkcje. Mutanty nth nie wykazują bowiem 
zwiększonej wrażliwości na promieniowanie jo­
nizujące (Cunningham i Weiss 1985).

Strukturalne analogi białka Nth — rodzinę 
białek NTG (ang. endonuclease of thymine gly­
col), znaleziono w komórkach eukariotycznych 
S. cerevisiae (Eide i współaut. 1996), Schizosac-

charomyces pombe (Roldan-Arjona i współaut.
1996) i w komórkach ludzkich (Aspimwall i 
współaut. 1997, Hilbert i współaut. 1997). 
Wszystkie te białka zawierają dwie silnie kon­
serwowane domeny — motyw HhH zaangażo­
wany w proponowanym mechanizmie działania 
oraz żelazowo-siarkową grupę (4Fe-4S), przy­
puszczalnie zaangażowaną w wiązaniu DNA 
(Kuo i współaut. 1992). Motyw (4Fe-4S) znale­
ziono we wszystkich białkach rodziny NTG, z 
wyjątkiem NTG1 z S. cerevisiae (Eide i współ­
aut. 1996). U S. cerevisiae istnieją dwa białka 
NTG o podobnej sekwencji i podobnie do bakte­
ryjnego enzymu Nth w centrum aktywnym po­
siadające dwie zaangażowane w katalizie reszty 
aminokwasowe Liz i Asp (dla NTG1 — Liz 243, 
Asp 262; dla NTG2 — Liz 248, Asp 267). Enzy­
my te jednak różnią się między sobą: (i) lokali­
zacją genów w chromosomach — gen ntgl po­
łożony jest w chromosomie I, ntg2 w chromoso­
mie XV; (ii) obecnością motywu (4Fe-4S) — 
białko NTG2 posiada tę grupę, NTG1 nie; (iii) 
lokalizacją wewnątrzkomórkową — białko 
NTG2 jest enzymem odnajdowanym wyłącznie 
w jądrze komórkowym, podczas gdy NTG1 zna­
leziono i w jądrze i w mitochondriach; (iv) pozio­
mem enzymu w odpowiedzi na stres oksydacyj­
ny — białko NTG2 jest enzymem konstytutyw­
nym, poziom NTG1 wzrasta pod wpływem dzia­
łania na komórki drożdży czynników utleniają­
cych, a wreszcie; (v) specyficznością substrato­
wą (Alseth i współaut. 1999). Obydwa enzymy 
naprawiają glikol tyminy, 5-hydroksyuracyl,
5-hydroksy-5-metylohydantoinę, 5-hydroksy-
6-hydrouracyl, 5-hydroksy-6-hydrotyminę 
(Senturker i współaut. 1998) , ale także puiyny 
z otwartym pierścieniem imidazolowym, co róż­
ni je od odpowiednika bakteryjnego, który wy­
daje się być specyficzny jedynie wobec utlenio­
nych pirymidyn. Ponieważ puiyny z otwartym 
pierścieniem imidazolowym przypominają piry­
midyny z dużymi grupami bocznymi, nie jest 
wykluczone, że białko NTG2 (strukturalny ho- 
molog Nth) posiada większą lub bardziej plasty­
czną szczelinę, w której mieści się centrum 
aktywne, niż białko Nth. NTG1 mniej wydajnie 
naprawia 50HC, które jest dobrym substratem 
dla NTG2 i białka Nth (Hatahet i współaut. 
1994). Z kolei NTG1 lepiej naprawia fotoprodu- 
kty cytozyny powstałe pod wpływem naświetla­
nia UV niż NTG2 (Alseth i współaut. 1999). 
Istnieją jednak kontrowersyjne dane na temat 
naprawy 80HG przez białko NTG1. Bruner i 
współaut. (1998) zaobserwowali, że produkt ge­
nu ntgl wycina 80HG z pary 80HG:A, podobnie 
jak białko OGG2, zaś unieczynnienie genu ntgl 
przez jego dysrupcję powoduje całkowity zanik
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aktywności OGG2 w komórce i wzrost sponta­
nicznych mutacji A:T—>C:G. Autorzy zapro­
ponowali, że białka NTG1 i OGG2 są kodowane 
przez ten sam gen w komórkach S. cerevisiae. 
Senturker i współaut. (1998) zaobserwowali z 
kolei, że NTG1 wycina 80HG sparowaną jedynie 
z guaniną. Jednak kolejne badania przeprowa­
dzone na oczyszczonych do homogenności pre­
paratach białka NTG1, przez Alseth i współaut. 
(1999) nie potwierdziły tego. Mutanty ntg f oraz 
ntg2' wykazują charakter mutatorowy, przy 
czym podwójny mutant jest dużo silniej muta- 
genizowany czynnikami utleniającymi niż mu­
tanty pojedyncze, co sugeruje, że funkcje oby­
dwu białek uzupełniają się nawzajem i być może 
spełniają różne role w komórce. Lokalizacja 
wewnątrzkomórkowa obydwu enzymów mogła­
by sugerować, że rolą NTG2 jest naprawa DNA 
jądrowego, zaś NTG1 uzupełniałby tę aktyw­
ność w stresie oksydacyjnym, w którym w mi- 
tochondriach wytwarzane są zwiększone ilości

ROS przekraczające pojemność naprawczą 
NTG2, jednak główną rolą NTG1 byłaby napra­
wa DNA mitochondrialnego (Alseth i współaut.
1999). Analizując sekwencję aminokwasową 
enzymów i ich siłę wiązania DNA, Alseth i 
współaut. (1999) zaproponowali również inny 
model, w którym NTG2 silniej wiążący DNA niż 
NTG1 byłby zdolny do wypierania histonów z 
kwasów nukleinowych i brałby udział w global­
nej naprawie genomu. Słabsze wiązanie NTG1 
z DNA i obecność domeny o charakterze kwa­
sowym na C-końcu białka, sugeruje że może 
być ono zaangażowane w oddziaływania białko- 
białko, na przykład z elementami systemu NER 
i brać udział w naprawie nici transkrybowanej. 
Wprawdzie jest to na razie jedynie model, obe­
cnie wiele laboratoriów podjęło badania nad 
wzajemną interakcją pomiędzy szlakami napra­
wy przez wycinanie zasad (BER) oraz nukleoty- 
dów (NER).

KOŃCOWE ETAPY NAPRAWY PRZEZ WYCINANIE ZASAD

Po wycięciu uszkodzonej zasady w DNA 
pozostają miejsca pozbawione zasad lub nić 
zostaje przerwana, gdy enzymem usuwającym 
uszkodzenie jest glikozylaza/AP-liaza. W ko­
mórkach eukariotycznych istnieje prawdopo­
dobnie kilka szlaków kończących naprawę. Je­
śli enzym biorący udział w naprawie był gliko- 
zylazą monofunkcyjną (np. glikozylaza uracylo- 
wa), endonukleaza HAP1 (Ape, Apex) (Wiseman 
i współaut. 1995) przecina wiązanie fosfoestro- 
we od strony 5’ miejsca AP pozostawiając 5’- 
fosfodeoksyrybozę i wolny koniec 3’OH (Demple 
i Harrison 1994). 5’-fosfodeoksyiyboza jest na­
stępnie usuwana przez deoksyrybofosfodie- 
sterazę (dRpazę), przez co wytwarzają się w 
naprawianej nici jednonukleotydowe luki. Jest 
to główny szlak przy naprawie 80HG (Dianov i 
współaut. 1998). Białko Fpg, jak jego eukario­
tyczne analogi — drożdżowe białko OGG1 i 
rybosomalne białko S3 z Drosophila melanoga- 
ster — mają dodatkowo aktywność dRpazy i z 
jednakową wydajnością działają na miejsca 
apurynowe nienaruszone, jak i przecięte przez 
AP-endonukleazę (Sandigursky i współaut.
1997). W komórkach ssaków jednonukleotydo­
we luki są uzupełniane głównie przez polimera- 
zę (3, a końce łączone przez ligazę III (Dianov i 
Lindahl 1994, Singhal i współaut. 1995) 
(Ryc. 3a). Ostatnio wykazano, że polimeraza (3 
ma również aktywność AP-liazy, a więc może 
wyciąć 5’-fosfodeoksyrybozę, a następnie uzu­
pełnić lukę (Piersen i współaut. 1996), lub też

w odwrotnej kolejności — najpierw wstawić nu- 
kleotyd, a następnie wyciąć 5’-fosfodeoksyiybo- 
zę (Srivastava i współaut. 1998) (Ryc. 3). Jedno­
nukleotydowe luki w DNA mogą być uzupełnia­
ne przez inne polimerazy (Ryc. 3B), gdyż w 
mysich komórkach pozbawionych aktywności 
polimerazy (3, ponad połowa reszt 80HG była 
naprawiana przez wstawienie jednego nukleo- 
tydu (Dianov i współaut. 1998). Jednakże nie 
jest zupełnie jasne, które DNA polimerazy i 
ligazy są zaangażowane w tym procesie. Gliko­
zylazy z grupy OGG i NTG, biorące udział w 
naprawie utlenionych zasad są jednocześnie 
AP-liazami przecinając wiązanie fosfoestrowe 
od strony 3’ miejsca AP pozostawiając pozba­
wiony zasady zredukowany cukier (Ryc. 1), któ­
ry musi być następnie wycięty przez AP-endo­
nukleazę (Ryc. 3).

Istnieje alternatywny szlak naprawy przez 
wycinanie zasad, w którym wycinane i wstawia­
ne jest kilka nukleotydów (Ryc. 3) (Frosina i 
współaut. 1996). Po przecięciu miejsca AP 
przez AP-endonukleazę, polimeraza DNA naj­
pierw wydłuża 3’-OH koniec w miejscu nacięcia 
o kilka nukleotydów (2-7) i „wypycha”fragment 
nici zakończony 5’-fosfodeoksyrybozą na zew­
nątrz podwójnej helisy. Taka „zwisająca”stru- 
ktura jest wycinana przez specyficzną endonu- 
kleazę — FEN1, a fragmenty DNA są łączone 
przez ligazę (Klungland i Lindahl 1997). W tym 
szlaku niezbędne są PCNA (proliferating cell 
nuclear antigen) oraz czynnik replikacyjny C
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(RF-C) (Li i współaut. 1995). W rekonstytuowa­
nym układzie in vitro polimeraza p i 8 były jed­
nakowo wydajne w naprawie utlenionych zasad 
szlakiem kilkunukleotydowym. W komórkach

ssaków jedynie 25% reszt 80HG w DNA jest 
naprawianych tą droga, reszta przez jednonu- 
kleotydowe luki (D ia n o v  i współaut. 1998).

CO SIĘ DZIEJE GDY W KOMÓRCE BRAKUJE GLIKOZYLAZY?

W ważnych procesach metabolicznych, ja­
kim jest również naprawa DNA, komórki często 
posiadają system „awaryjny” lub uzupełniający. 
Systemem uzupełniającym dla glikozylaz na­
prawiających uszkodzenia oksydacyjne zasad 
DNA jest NER. Wykazano, że bakteryjna Uv­
rABC endonukleaza w rekonstytuowanym sy­
stemie in vitro naprawia glikol tyminy (L in  i 
Sa n c a r  1989). Glikol tyminy jest również napra­
wiany przez NER w komórkach ludzkich, a 
białko XPG bierze udział w tworzeniu komple­
ksu niezbędnego do nacinania nici DNA zarów­
no w systemie NER, jak i BER. [Białko XPG jest 
jednym z białek systemu NER, zmutowane w 
chorobie żółtej pergaminowatej skóry (Xeroder­
ma pigmentosum, grupa komplementacyjna G) 
charakteryzującej się zwiększoną wrażliwością 
na światło UV i wczesnym powstawaniem no­
wotworów skóry]. Wyróżnia się dwa możliwe 
szlaki: (i) szlak szybki, związany z preferencyjną 
naprawą nici transkrybowanej wymagający od­
działywania białek XPG, oraz specyficznych dla 
naprawy nici transkrybowanej białek CSB lub 
CSA (CSB, CSA — białka zmutowane w syndro­
mie Cockneya, grupa komplementacyjna A lub 
B) oraz glikozylazy/AP-liazy; (ii) szlak związany 
z globalną naprawą genomu, który wymaga 
białka XPG oraz glikozylazy/AP-liazy (Le Pa g e  i 
współaut. 1999). Wydaje się, że 80HG również 
podlega naprawie przez NER, chociaż nie udało 
się tego wykazać w rekonstytuowanych syste­

mach in vitro. Istnieje jednak szereg danych 
pośrednich. U E. coli przeżycie bakterii z plazmi­
dami zawierającymi 80HG uwarunkowane było 
obecnością w komórce enzymów albo UvrABC 
endonukleazy (NER) albo Fpg (BER) (C ze c zo t  i 
współaut. 1991). U drożdży zaś przeżycie zale­
żało głównie od NER (S c o t t  i współaut. 1999). 
W komórkach CSB częstość mutacji pojedyn­
czej reszty 80HG znajdującej się na nici trans­
krybowanej była około 20-krotnie wyższa niż w 
normalnych komórkach, co sugeruje że być 
może glikozylaza OGG1 jest rekrutowana przez 
białko CSB do kompleksu transkrypcyjnego (Le 
Pa g e  i współaut. 1999).

Czy BER i NER potrafią się całkowicie kom­
plementować pozostaje jednak sprawą otwartą. 
W niektórych nowotworach (płuc, nerki) znale­
ziono zmutowane białka OGG1 i postulowano, 
że ich brak może być przyczyną powstawania 
mutacji w onkogenach lub genach supresoro- 
wych i prowadzić do transformacji nowotworo­
wej (C h e villa r d  i współaut. 1998). Z drugiej 
strony udało się uzyskać myszy z nieaktywnym 
białkiem OGG1, które dożyły już półtora roku 
(Se e b e r g , informacja ustna), co świadczy że 
naprawa 80HG przez OGG1 może być zastępo­
wana przez inne systemy. Charakterystyka 
tych myszy dostarczy więcej informacji na te­
mat konsekwencji obecności 80HG w DNA ssa­
ków.

MECHANISMS OF OXYDIZED DNA BASES REPAIR 

Sum m ary

Reactive oxygen species induce DNA damage that is 
implied in mutagenesis, carcinogenesis and aging, but 
deleterious effects of this damage can be abolished by DNA 
repair. Two main pathways of excision repair function in 
cells to restore DNA integrity: base excision repair (BER) 
and nucleotide excision repair (NER). The main pathway to 
repair oxidised bases is BER and this pathway is initiated 
by DNA glycosylases. Glycosylases that participate in re­
pairing most abundant oxidative base damages 8-hydroxy- 
guanine and thymine glycol are bifunctional enzymes, 
which excise the base and make DNA strand scission. The 
catalytic mechanism involves formation of intermediate 
Schiff base between an amino group of basic amino-acid in 
the enzyme active center and an anomeric carbon atom of 
deoxyribose of damaged nucleotide, followed by release of 
the base and strand scission by p-elimination. All bacterial 
80HG-DNA glycosylases are zinc finger proteins with char­

acteristic N-terminal PELPEVET sequence, in which Pro-2 
is engaged in catalysis. Eukaryotic 80HG-DNA glycosyl­
ases, the family of OGG proteins, represent different pri­
mary structure and internal lysine residue is involved in 
base elimination and strand scission, by p-elimination. The 
active centre and mechanism of catalysis of glycosylases 
repairing thymine glycol and other oxidised pyrimidines, 
the family of bacterial endonuclease III or Nth protein and 
eukaryotic NTG proteins, is similar to OGG proteins and 
internal Lys and Asp participate in the reaction. Nth and 
NTG2, but not NTG 1 proteins, have (4Fe-4S) cluster respon­
sible for DNA binding. NTG1 is probably a mitochondrial 
enzyme and mitochondrial 80HG-glycosylase is also de­
scribed. The backup system for repair of TG and 80HG is 
NER. Interaction of NER proteins participating in repair of 
transcribed strand and repair of global genome with DNA 
glycosylases is discussed.
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