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Streszczenie

Choroba Alzheimera (AD - Alzheimer Disease), jest najczestsza choroba neurodegeneracyjna
u ludzi powyzej 65 roku zycia. Szacunkowe dane podaja, ze na AD w Polsce choruje prawie
200 tys. osdb, natomiast na $wiecie na ten typ schorzenia cierpi okoto 30 mln ludzi. Progno-
zy wskazuja, ze w krajach rozwinietych liczba oséb dotknietych chorobami otepiennymi,
w tym AD do 2025 r. wzroénie od kilkudziesieciu do kilkuset procent w poréwnaniu do 1980
r. Patogeneza AD nadal nie zostata do kotica wyjasniona, a wyniki badan przeprowadzonych
do tej pory sugeruja jej wieloczynnikowo$é, w ktérej istotng role odgrywaja wiek oraz czyn-
niki genetyczne i Srodowiskowe. Istniejg przestanki wskazujace zwigzek miedzy oksydantami
wprowadzajacymi uszkodzenia do materialu genetycznego oraz zmniejszeniem aktywnosci
enzyméw odpowiedzialnych za ich naprawe, a zmianami neurodegeneracyjnymi. W pracy
omdwiono doniesienia literaturowe obejmujace zwigzek miedzy poziomem aktywnosci gtéw-
nego systemu usuwajacego uszkodzenia oksydacyjne DNA, czyli systemu naprawy DNA przez
wycinanie zasad azotowych (BER - Base Excision Repair) a wystepowaniem AD. Podkre$la sie
takze istotna role zmiennos$ci w genach kodujacych biatka BER, w modulowaniu aktywnosci
tego systemu naprawy DNA. Wskazuje to na mozliwo$¢ poznania mechanizmu powstawania
AD opartego o system BER, co w przyszto$ci moze sie przyczynié do okre$lenia molekularnych
markerdw tego schorzenia.

choroba Alzheimera - oksydacyjne uszkodzenia DNA - naprawa DNA przez wycinanie zasad azotowych
« polimorfizm genetyczny

Summary

Alzheimer’s disease (AD) is the most common neurodegenerative disease in people over 65
years of age. Estimates indicate that about 200 thousand Pole suffer from AD while in the world
about 30 million people. Forecasts show that in developed countries the number of people with
neurodegenerative diseases by 2025 will increase by several hundred percent compared to
1980. Results of carried out tests suggest several causes of this disease, in which an important
role is played by age, genetic and environmental factors. An important role is played by oxi-
dizing agents. They damage the genetic material and reduce activity of enzymes responsible
for the repair of this damage contributing to the development of neurodegenerative diseases
including AD. In this paper we discuss the relationship between the activity level of the main
system removing oxidative DNA damage, named base excision repair (BER), which recognizes
and repairs damaged DNA bases, as well as the key proteins involved in this type of DNA re-
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pair and AD. We also describe the important role of genetic polymorphism in genes encoding
BER proteins, modulating the activity of this type of repair. This indicates the possibility to
increase the knowledge of the AD mechanism based on the BER system, which may contribute
to the identification of molecular markers of this disease in the future.
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Wsrep

Rola oksydacyjnych uszkodzerr DNA w chorobach neu-
rodegeneracyjnych jest intensywnie badana od wielu lat
[13,69,70,92]. Jednak szczegdtowe dane dotyczace moleku-
larnego mechanizmu wystepowania, rozwoju i progresji
tych choréb nie sa dostepne [105]. Nie ma réwniez wy-
starczajacych informacji na temat molekularnych mar-
keréw niezbednych do wczesnej identyfikacji i diagnozy
schorzen neurodegeneracyjnych, w tym réwniez choro-
by Alzheimera, a takze innych chordb otepiennych [24].
Gléwnym szlakiem biochemicznym usuwajacym uszko-
dzenia oksydacyjne DNA jest system naprawy DNA przez
wycinanie zasad azotowych (BER). Przeprowadzone dotad
badania nie dowodza jednoznacznie, czy w AD dochodzi
do jednoczesnego wzrostu uszkodzeti DNA, czy raczej do
zmniejszenia wydajno$ci naprawy tych uszkodzeri przez
system BER [36]. Dlatego jest istotne doktadne wyjasnienie,
na poziomie molekularnym, zaburzeti systemu BER, ktére
moga by¢ bezposrednig przyczyna powstawania i rozwoju
wielu choréb neurodegeneracyjnych, w tym AD.

UszKoDZENIA OKSYDACYINE GENOMU I ICH NAPRAW PRZEZ sysTEM BER

Nieodlacznym elementem zycia organizméw tlenowych
w $rodowisku utleniajacym jest narazenie ich materiatu
genetycznego na nieustanne uszkodzenia powodowane

przez tzw. reaktywne formy tlenu (RFT) [20]. Sa to po-
$rednie produkty podstawowego procesu generowania
energii chemicznej przez komdérke, czyli fosforylacji oksy-
dacyjnej [96]. Powyzszy tzw. wyciek tlenowy jest jednak
zjawiskiem naturalnym i czysto fizjologicznym, dopie-
ro ponadnormatywne wytwarzanie wolnych rodnikéw
przyczynia sie do powstania zjawiska stresu oksydacyj-
nego, czyli zaburzenia delikatnej réwnowagi miedzy po-
wstawaniem wolnych rodnikéw i zdolnoscia organizmu
do ich usuwania. Za nadprodukcja RFT odpowiadaja ta-
kie czynniki jak: leki [22], toksyny [56] promieniowanie
UV [78] oraz proces starzenia [8,85]. Reaktywne formy
tlenu, takie jak 0,* (anionorodnik ponadtlenkowy), OH®
(rodnik hydroksylowy), H,0, (nadtlenek wodoru) induku-
ja w genomie uszkodzenia oksydacyjne oraz pojedyncze
pekniecia taticucha DNA (SSBs - Single Strand Breaks).
Z licznych przyktadéw powstatych uszkodzert wymieni¢
mozna: glikol tyminy [26], 5-hydroksymetylouracyl [43],
5-formylouracyl [54], oksazolon [95] i obecnie najszerzej
badana 7,8-dihydro-8-okso-deoksyguanina (8-okso-dG)
[16,40,73]. Skutkiem dziatania czynnikéw utleniajacych
na DNA sg uszkodzenia siegajace dziesiatek tysiecy uszko-
dzonych zasad w komérce w przeciagu jednej doby. Dane
te sa zanizone, gdyz nie uwzgledniaja zasad naprawianych
na biezaco przez systemy naprawy DNA [97]. Stad glédw-
nym zagadnieniem z punktu widzenia integralnosci ge-
nomu komdrki jest wydajny system naprawy uszkodzen
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DNA. Zwtlaszcza, ze proces syntezy mimo uszkodzenia
(TLS - Translesion Synthesis) moze zupelnie zignoro-
wal zaistniate btedy i miejsca ich wystapienia podda¢
transkrypcji. Proces ten przyczynia sie wiec bezposred-
nio do utrwalenia btedéw w genomie [55,58]. Przyktad
taki doskonale ilustruje obecno$¢ 8-okso-dG w taticuchu
DNA, gdzie pojawienie sie utlenionej pochodnej guani-
ny, w obrebie sekwencji DNA, prowadzi do bardzo nie-
bezpiecznej mutacji typu transwersji G-C do T-A [30].
Dodatkowo bezposrednig konsekwencja reakcji szkiele-
tu cukrowego z wolnymi rodnikami jest powstanie pek-
nie¢ majacych niewigzace kotice blokowane przez grupy
chemiczne 3’-fosfoglicerynian (3’PGA) (3’PGA) na koricu
3’[10] i pochodna 5’ fosfodeoksyrybozy, czyli lakton 2-de-
oksyrybozy na koricu 5°[23].

Niezwykle konserwatywny ewolucyjnie system BER jest
odpowiedzialny za naprawe alkilowanych [86] i utlenio-
nych zasad DNA, a takze powstatych miejsc AP [93]. Sys-
tem naprawy DNA przez wycinanie zasad zostat odkryty
u Escherichia coli przez Thomasa Lindahla i wydawat sie
prostym systemem naprawczym DNA [63]. Dalsze bada-
nia dowiodty, ze u organizmdéw wyzszych jest on dalece
bardziej ztozony i wyszukany, niz sadzono na poczatku.

System BER jest zapoczatkowany przez glikozylazy DNA
(DG -DNA glycosylase), ktére rozpoznaja uszkodzone
zasady i wycinaja je z DNA, pozostawiajac miejsce apu-
rynowe/apirymidynowe (AP). Niektére glikozylazy wy-
kazuja réwniez aktywno$¢ AP liazy i katalizuja reakcje
B-eliminacji wigzania 3’fosfodiestrowego badZ wigzan
3", 5" fosfodiestrowych [52,83]. Powstate w wyniku §,5-
eliminacji reszty fosforanowe na koricu 3’ usuwa endo-
nukleaza AP (APE1 - AP endonuclease 1). Powstatg luke
w DNA, z wolnym koticem 3’ OH wypelnia polimeraza {3
(Pol B), ktéra nastepnie wypetnia ligaza 111 DNA, wspét-
dzialajaca z polimeraza za pomoca biatka XRCC1 [19,77].
W przypadku glikozylaz niemajacych aktywnosci liazy
AP, biora one udzial gtéwnie w naprawie zasad ulegaja-
cych deaminacji, alkilacji, czy tez uszkodzonych przez
RFT [52,83].

Nastepnie liaza AP wywotuje hydrolize wigzania 5’-fos-
fodiestrowego po stronie 5" uszkodzenia, ktére powstaje
po dziataniu glikozylaz bez aktywnosci liazy AP [9,32,84].
Powstaty koniec 3’ OH jest substratem dla Pol B, gdzie
réwnoczesnie przez ten sam enzym jest usuwany 5’ koti-
cowy fosforan deoksyrybozy (5’-dRP) [53,72]. Za synteze
nowych nukleotydéw w przypadku DNA mitochondrial-
nego odpowiada polimeraza y (Pol y) [2]. Powstate w ten
sposdb naciecie jest faczone przez ligaze DNA III przy
wspdtudziale biatka XRCC1 [37,57]. Mechanizm usuwa-
nia uszkodzonej zasady w DNA jest nazywany szlakiem
podstawowym BER [80].

Rozréznia sie réwniez alternatywny szlak BER, gdzie po-
limerazy § badzZ € (Pol §, Pol ¢) syntetyzuja kilka nukle-
otyd6éw przez przemieszczenie nici DNA zawierajacej 5'™-
dRP w kierunku 5’—3’ zaczynajac od miejsca AP [5,35,80].
Powstata w nastepstwie tej reakcji struktura tzw. odsto-

nietej nici (flap) jest usuwana przez endonukleazy FEN1
i FEN2[29]. W szlaku tym wymagana jest obecno$¢ jadro-
wego antygeny komérek proliferujgcych (PCNA - prolife-
rating cell nuclear antigen), ktéry oddziatuje z Pol §/Pol
€, FEN1/FEN2 oraz ligaza I DNA. Ten ostatni enzym taczy
powstate pekniecia.

Nie jest jednoznacznie okre$lone, ktére czynniki decyduja
za pomoca jakiego szlaku przebiegnie naprawa w komér-
ce. Obserwowano, ze przy duzych stezeniach ATP w pobli-
zu miejsca AP naprawa najcze$ciej przebiegata szlakiem
podstawowym [79]. Jeszcze jedng determinantg wybo-
ru szlaku naprawy moze by¢ efektywno$¢ usuwania dRP
przez Pol B, w przebiegu naprawy. Okazato sie bowiem,
ze w przypadku skuteczniejszego jego usuwania komdrka
czedciej ,decydowata sie” na przeprowadzenie naprawy
szlakiem podstawowym [53]. Réwniez obecno$é biatek, ta-
kich jak: PCNA i czynnik replikacyjny C (RF-C - replication,
factor-C), ktére stanowig element maszynerii replikacyj-
nej, w czasie procesu naprawy moze $wiadczy¢ o tym, iz
etap cyklu komdrkowego moze by¢ czynnikiem, ktéry
decyduje o wyborze alternatywnego szlaku naprawy [80].

Dotad u cztowieka zidentyfikowano jedenascie glikozylaz
zaangazowanych w rozpoznawanie i usuwanie uszkodzo-
nych zasad. Ze wzgledu na swoisto$¢ rozpoznawanych
uszkodzeri mozna je podzieli¢ na pie¢ nadrodzin: 1) gliko-
zylazy rozpoznajace uszkodzenia uracylowe pojedynczej
i podwdjnej nici DNA, 2) niedopasowane pochodne piry-
midyn, 3) uszkodzenia oksydacyjne, 4) alkilowane puryny,
5) utlenione lub nasycone pirymidyny [49,87]. Pierwsza
grupa obejmuje dwa enzymy UNG i SMUG,. Do drugiej
zaliczamy: MBD, i TDG. Przedstawiciele trzeciej nadrodzi-
ny to: 0GG1 i MYH. W grupie czwartej wystepuje jeden
enzym - MPG. Ostatnia, pigta grupa jest najliczniejsza,
w jej sktad wchodzg cztery enzymy: NTH i NEIL1-3 [14].
MYH, czyli homolog bakteryjnej glikozylazy MutY jest
enzymem klasy glikozylaz odpowiedzialnym za usuwanie
btednie podstawionej adeniny i 2-hydroksyadeniny sparo-
wanej z guaning lub 8-okso-dG [45]. UNG, czyli glikozylaza
N-uracylowa (UNG - uracil N-glycosylase) i monofunkcjo-
nalna glikozylaza uracylowa DNA (SMUG - single-strand-
-selective monofunctional uracil-DNA glycosylase 1) to
enzymy odpowiedzialne za usuwanie powstalego przez
deaminacje cytozyny uracylu w DNA [28]. MBD, i TDG to
enzymy, ktérych zadaniem jest usuwanie tyminy powsta-
tej w wyniku deaminacje 5-metylocytozyny. Ponadto bio-
rg one udzial w procesie apoptozy i regulacji transkrypcji
[91]. Hipoksantyna - produkt oksydacyjnej deaminacji
adeniny, 1,N6-etenoadeniny i alkilowane zasady, takie jak
3-metyloadenina, czy 7-metyloguanina to substraty dla
glikozylazy MPG (MPG - N-methylpurine DNA glycosy-
lase) [60]. Enzym NEIL1 dziata jako ,,straznik” replikacji.
Prawdopodobnie usuwa uszkodzenia oksydacyjne w obre-
bie widetek replikacyjnych. W przypadku biatka NEIL2 do-
tychczas zebrane dane wskazujg, iz usuwa on uszkodzenia
DNA w czasie procesu transkrypcji. Odnoszac sie do trze-
ciego i ostatniego cztonka rodziny NEIL, czyli NEIL3, nie
okreslono dotad jego funkcji. Przypuszczalnie enzym ten
jest zaangazowany w naprawe uszkodzeti oksydacyjnych
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w pojedynczej nici DNA w telomerach (zespoty G-kwadru-
pleksowe) [64,98]. Ostatnim czlonkiem tej rodziny jest
enzym Nth odpowiadajacy gtéwnie za usuwanie uszko-
dzeti oksydacyjnych pirymidyn [51]. Szczegdlnie wiele
uwagi po$wieca sie enzymom OGG1 i MYH, w zwiazku
z wystepowaniem chordb neurodegeneracyjnych, gdzie
zmianom patologicznym w schorzeniach tego typu towa-
rzysza uszkodzenia oksydacyjne, ktére sa substratem dla
tych biatek naprawczych [88].

Trwate uszkodzenia oksydacyjne genomu oraz ich wadli-
wa lub niezbyt efektywna naprawa mogg by¢ przyczyna
powstawania wielu ludzkich schorzen, takich jak: nowo-
twory, dziedziczne lub nabyte zaburzenia neurologiczne,
wiaczajac w to chorobe Alzheimera, chorobe Hunting-
tona, parkinsonizm, czy stwardnienie zanikowe boczne
(ALS - amyotrophic lateral sclerosis) [11].

ZnBURZENIA FUNKCJONOWANIA BER w cHOROBIE ALZHEIMERA

Choroba Alzheimera jest jednym z najczesciej diagnozo-
wanych schorzen neurodegeneracyjnych. Charakteryzuje
sie postepujacym zmniejszeniem funkcji poznawczych
(gtéwnie pamieci) oraz zaburzeniami zachowania, takimi
jak: apatia, pobudzenie oraz objawy psychotyczne. Pod
wzgledem neuropatologicznym AD charakteryzuje sie
wystepowaniem zwyrodniei neurofibrylarnych oraz ze-
wnatrzkomdrkowych ztogéw amyloidu w postaci blaszek
amyloidowych. Chociaz s3 one konglomeratem réznych
biatek, to ich rdzenie sa zbudowane z jednego peptydu
nazywanego p-amyloidem (Af) bedacym produktem pro-
teolizy biatka prekursorowego BAPP (3-amyloid precursor
protein) [81]. Z biatka prekursorowego, poddanego dzia-
taniu sekretazy-a, ktéra przecina biatko prekursorowe
w miejscu Lys-16 sekwencji AB (687/688 PAPP) orazy po-
wstajg nieamyloidowe produkty oddziatujace z receptora-
mi szlaku Notch [39]. Produktem ciecia przez a-sekretaze
APP jest biatko p3 oraz dtuzszy fragment sPAPP (83 aa).
Natomiast amylogenne procesowanie biatka APP opiera
sie na enzymatycznej aktywnosci - zamiast a-sekretazy.
W wyniku jej dziatania powstaje peptyd sktadajacy sie
299 reszt aminokwaséw, ktéry poddany proteolizie przez
y-sekretaze generuje odcinki peptydu o dtugosci 40 lub
42 aa stanowiace p-amyloid [6,76].

Podeszty wiek jest czynnikiem sprzyjajacym zwiekszo-
nej zapadalnosci na chorobe Alzheimera i inne choroby
neurodegeneracyjne. Pomimo zaznaczanej w wielu publi-
kacjach heterogennosci i ztozonej natury zjawisk zwigza-
nych z wystapieniem choroby Alzheimera istnieje wiele
doniesien, iz skorelowany z wiekiem wzrost poziomu RFT
moze by¢ jedna z przyczyn wystapienia tej oraz innych
choréb otepiennych [50]. Ze wzgledu na duze zapotrzebo-
wanie neuronéw w tlen oraz wzglednie niewielkie steze-
nie endogennych przeciwutleniaczy, tkanka mézgowa jest
miejscem szczegdlnie narazonym na uszkodzenia oksy-
dacyjne [75]. Powodem tak silnego oddziatywania RFT
z materialem genetycznym jest niezwykta reaktywno$¢
tych zwigzkéw. Niektdre z nich, np. rodnik hydroksylowy
wchodza w reakcje juz w miejscu jego wytworzenia [41].

Sposéréd ponad dwudziestu zidentyfikowanych i opisa-
nych oksydacyjnych modyfikacji DNA, te zwigzane z po-
wstaniem niezwykle mutagennej 8-okso-dG sa obecnie
intensywnie badane. Ocena poziomu 8-okso-dG jest mar-
kerem oksydacyjnych uszkodzeri DNA w wielu schorze-
niach, w tym w chorobach neurodegeneracyjnych. Zeby
przeciwdziataé mutacjom powodowanym obecno$cia
8-0kso-dG (nazywanym tez uszkodzeniem GO) w taficu-
chu DNA komérki wypracowaly tzw. system GO, sktada-
jacy sie z genéw kodujacych biatka BER:
« MUTYH - kodujacy glikozylaze DNA,
* 0GG1, 0GG2, NEIL1 - kodujace glikozylazy 8-oksoguaniny,
* MutT - gen mutatorowy, kodujacy GTP-aze hydrolizujaca
8-0kso-GTP do monofosforanu. Zapobiega to wiaczaniu
niewla$ciwej zasady w taricuchu DNA [34,68].
Schemat systemu GO przedstawia rycina 1.

OGGT1 jest odpowiedzialny za wlasciwe usuniecie 8-okso-dG
z uszkodzonego DNA, natomiast MUTYH wycina adenine,
wlaczong przez polimeraze DNA, ktdra jest potozona na-
przeciwko 8-okso-dG [90]. Biatka 0GG1, OGG2 oraz NEIL1
sg odpowiedzialne za usuniecie 8-okso-dG z helisy tworzac
miejsce AP, do ktdérego przylaczaja sie nastepne enzymy
systemu BER. Jeli faricuch DNA z wlaczonym 8-okso-dG
ulegnie replikacji, naprzeciw niej komplementarnie wbu-
dowana zostanie adenina zamiast guaniny [38]. MUTYH
z podwdjnej nici DNA usuwa btednie wstawiona adenine,
tworzac miejsce AP. Mutacje w genach MUTYH i OGGI s
bezposredniag przyczyna niektérych schorzen, w tym no-
wotworéw oraz rodzinnej gruczolakowato$ci polipowatej
[3,82]. W badaniach in vitro wykazano, ze katalityczna wy-
dajno$¢ 0GG1, gtéwnego biatka katalizujacego usuwanie
8-0kso-dG, jest zalezna od dwdch komponentéw systemu
BER, endonukleazy AP, ktdra tnie taticuch DNA w miejscu
apurynowo/apirymidowym w kierunku 5’ pozostawiajac
wolny koniec 3’-OH oraz biatka XRCC1, uczestniczacego
w naprawie pojedynczych peknie¢ DNA [44]. XRCC1 oddzia-
tuje fizycznie i funkcjonalnie z 0GG1 powodujac dwu- lub
trzykrotny wzrost jej aktywnosci glikozylacyjnej [71]. Su-
geruje to ztozona sie¢ potaczeni funkcjonalnych w obrebie
gléwnych elementéw tego systemu. Wykazano réwniez, ze
inne biatka sytemu BER, takie jak PARP1, MUTYH, NEIL1
lub NEIL3 s3 zaangazowane w rozwdj proceséw neurode-
generacyjnych u szczuréw [102]. Zmniejszona aktywno$¢
BER moze by¢ czynnikiem zwigzanym z rozwojem scho-
rzefi neurodegeneracyjnych, w tym AD [103]. Badania post
mortem wykazaly spadek aktywnosci glikozylaz DNA: UDG,
OGG1 oraz polimerazy DNA, a takze catego systemu BER,
w chorobowo zmienionych komdrkach mézgowych pa-
cjentéw z AD w poréwnaniu z komdrkami pobranymi od
pacjentéw z tagodnym zaburzeniem poznawczym (MCI -
mild cognitive impairment). Do wyciagniecia podobnych
wnioskéw sktaniajg wyniki badan autoradiograficznych
z wykorzystaniem radioizotopu fosforu 32 [101]. Wska-
zuje to na zwigzek miedzy wydajnoscia BER, a stopniem
zmian neurodegeneracyjnych zaobserwowanych w tych
komérkach. Chociaz nadal prowadzi sie eksperymenty za-
réwno na komdérkach ludzkich, jak i innych organizmdw,
nie ma wystarczajacych informacji na temat mechanizmu
AD opartego na akumulacji oksydacyjnych uszkodzeri DNA
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Ryc. 1. Schemat dziatania systemu GO w komdrce cztowieka; DNA pol — polimeraza DNA, Go — 7,8-dihydro -8- okso- deoksyguanina. 0GG1, 0GG2, NEIL1 -

glikozylazy DNA. Opis w tekécie

oraz nie sg réwniez znane markery molekularne niezbed-
ne do wczesnego wykrywania, czy monitorowania stopnia
rozwoju tego schorzenia.

W 1998 r. zespét badaczy pod kierownictwem Tana, dzieki
immunobarwieniu, zaobserwowal, iz aktywno$¢ endonu-

kleazy APE1 w prébie kontrolnej jest na niskim poziomie
w przeciwietistwie do ptytek amyloidowych w hipokampie
iinnych regionach mézgu pacjentéw cierpigcych na AD [94].
Jednocze$nie dowiedziono, ze w homogenacie kory mézgo-
wej uos6b z AD dochodzi do zwiekszonej ekspresji genu APE1
w poréwnaniu do kontroli, pobranej od pacjentéw w podob-
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nym wieku [21]. Zaobserwowany w plynie mézgowo-rdze-
niowym, wzrost uszkodzeti oksydacyjnych oraz spadek wy-
dajnosci systeméw naprawczych w mézgach zmienionych
chorobowo, jak sugeruje Lovell i wsp., jest zwigzany z po-
dwdjnym narazaniem na czynniki stresowe. Analizowali oni
mdézgi pacjentéw w zaawansowanej postaci AD pod katem
aktywnosci OGG1 i odkryli istotny jej spadek w prébkach
z AD w zakrecie przyhipokampowym i ptacie ciemieniowym.
Nie wykryto natomiast zadnych réznic w mézdzku w préb-
kach badanych i kontrolnych [65]. W komérkach ludzkiego
ciata wyrdzni¢ mozna dwie izoformy biatka OGG1 - jadro-
w3 (a-0GG1) oraz mitochondrialng (B-0GG1), ktére powsta-
ja w wyniku alternatywnego sktadania [42]. U chorych ze
zdiagnozowang AD obserwowano spadek poziomu mito-
chondrialnej $-0GG1, w poréwnaniu do kontroli. Dodatko-
wo, dzieki immunobarwieniu, dowiedziono, iz w splotach
fibrylnych oraz neuronach dystroficznych poziom 0GG1
ulega obnizeniu [46]. Nowsze eksperymenty prowadzone na
10 prébkach pobranych z mézgéw pacjentéw ze sporadycz-
ng odmiang choroby Alzheimera oraz na prébkach kontrol-
nych pobranych od pacjentéw w podobnym wieku, wykaza-
ty zmniejszong aktywno$¢ BER, zwigzana z ograniczeniem
naprawy uszkodzonych zasad w faicuchu DNA przez gli-
kozylaze i polimeraze DNA P. Autorzy zwracajg szczegblna
uwage na obnizong aktywno$¢ enzymu uracylowej gliko-
zylazy DNA (UDG), OGG1 i Pol-f w zaréwno zdrowych, jak
i patologicznie zmienionych rejonach mézgu. Poziom APE1
orazjej endonukleolityczna aktywno$¢é w prébach badanych
i kontrolnych byty na podobnym poziomie. Ponadto zaob-
serwowano réwniez upo$ledzenie dziatania BER u chorych
cierpiacych natagodne zaburzenie poznawcze z epizodyczna
amnezjg. Sugeruje to korelacje poziomu aktywnosci BER ze
stopniem zaawansowania schorzenia [34]. Analiza aktywno-
$ci systemu BER w modelach zwierzecych, z symptomatycz-
na i presymptomatyczng AD wykazata, w przeciwienistwie
do prébek pobieranych od ludzi, brak zaleznosci miedzy
spadkiem wydajnosci BER a wystapieniem patologii, jakie
towarzysza schorzeniom podobnym do AD [100]. Badania
wykorzystujace mysie komérki nerwowe wykazaly, ze brak
mysiego enzymu OGG1 uwrazliwia neurony dopaminowe
na toksyczne dziatanie manganu w czasie ich rozwoju [12].
Inne doniesienia glosza, ze w mézgach myszy w okresie pre-
natalnym potencjal naprawczy uszkodzeri spowodowanych
8-okso-dG jest 5-, 10-krotnie wiekszy niz u osobnikéw do-
rostych. Analiza aktywno$ci naprawczej i test Western blot
wykonane z ekstraktu biatkowego pozyskanego z mézgéw
zwierzat z inaktywowanym genem 0GGI wykazaty, ze my-
sie biatko OGG1 jest odpowiedzialne za wydajne usuwanie
8-0kso-dG u osobnikdéw w stadium prenatalnym. By dowie-
dzie¢ sie, jak mysie biatko 0GG1 chroni przed indukowana
stresem oksydacyjnym mutageneza ciezarne gryzonie rasy
Big Blue w wariancie dzikim i w wariancie 06G1”- podda-
no dziataniu nietoksycznej dawki promieniowania gamma.
Odnotowano 2,5-krotny wzrost czesto$ci mutacji u zwie-
rzat zwylaczonym genem 0GG1 poddanych dziataniu dawki
promieniowania o wartoéci 3,5 Gy 19 dni po zaptodnieniu.
Najczestszymi mutacjami byly transwersje GC na TA, co thu-
maczy sie dziataniem 8-okso-dG powodujgcym niewtasciwe
parowanie nukleotydéw podczas replikacji, co potwierdza
inny niezalezny zespSt badawczy [4]. Najprawdopodobniej

szybki podziat komdrek jest wymagany do utrwalenia muta-
cji, poniewaz podobna dawka promieniowania u dorostych
myszy nie spowodowala wiekszej liczby transwersji GC na
TA [59]. Oceniano tez aktywno$¢ tnaca 0GG1, UDG i homo-
loga endonukleazy Il (NTH1) w jadrze ogoniastym, placie
czotowym, hipokampie, mézdzku i pniu mézgu u 6- i 8-mie-
siecznych gryzoni C57BI/6. Obserwowano znaczacy i zalezny
od wieku spadek aktywno$ci enzymatycznej wszystkich ba-
danych glikozylaz w mitochondriach we wszystkich regio-
nach mézgu, podczas gdy w jadrach komérkowych pojawi-
ly sie zréznicowane wzory zmian molekularnych. Autorzy
zasugerowali, ze manipulacja mechanizmami naprawczymi
DNA moze by¢ istotnym elementem strategii zmierzajacej
do zapobiegania niszczeniu i utraty neuronéw w przebiegu
zaleznych od wieku schorzeri neurodegeneracyjnych [47].
Niezwykle interesujace sg réwniez wyniki najnowszych ba-
dan przeprowadzonych na innej bardzo ciekawej odmianie
myszy. Transgeniczne mutanty Tg-ArcSwe maja specyficzna
wlasciwos¢ polegajacg na tym, ze ztogi p-amyloidu odkta-
dajg sie juz w mézgach osobnikéw 4-miesiecznych, a obja-
wy podobne do tych towarzyszacych chorobie Alzheime-
ra pojawiaja sie u nich w wieku dorostym. Autorzy badati
wykazali, iz obecno$ci ztogdéw amyloidowych towarzyszy
zmiana wzorca ekspresji genéw podstawowych enzyméw
BER, takich jak OGG1, APE1, POLB i polimerazy ADP-rybozy
(PARP1 - poly-ADP-ribose polymerase). Zaobserwowali tez
podwyzszong ekspresje wszystkich czterech genéw u naj-
miodszych myszy Tg-ArcSwe w poréwnaniu do kontroli.
U osobnikdéw czteromiesiecznych poziom 0GG1 byt wyzszy
w poréwnaniu do kontroli, autorzy ttumaczg to odpowie-
dzig ustroju na stres oksydacyjny. Wyniki wskazuja, iz mie-
dzy zwiekszong depozycja f-amyloidu, a zmianami funkcjo-
nalnymi w systemie BER istnieje inna zalezno$¢, anizeli ta
wywodzaca sie z prostej reakcji ustroju na zjawisko stresu
oksydacyjnego [62].

R0zNORODNOSC WARIANTOW GENOW KODUJACYCH BlAtKA BER
A CHOROBA ALZHEIMERA

Opierajac sie na wynikach badan sugeruje sie, iz polimor-
tizmy genéw zwigzanych z systemem naprawy przez wy-
cinanie zasad wplywaja na obnizenie jego aktywnosci, co
moze zwiekszal ryzyko wystgpienia AD [48]. Z tego powodu,
odkad wykazano znaczacy spadek aktywnos$ci 0GG1 w tkan-
kach zmienionych chorobowo w przebiegu AD, bada sie,
czy istnieje korelacja miedzy czestym polimorfizmem Ser-
326Cys genu OGGI, a AD [18,27,66]. Uwaza sie, ze powyzszy
polimorfizm znaczaco wptywa na rozwéj pewnych odmian
nowotwordw oraz jest zwigzany z etiopatogeneza neuro-
degeneracyjnego schorzenia - ALS [17,99]. Dzieki zastoso-
waniu pomiaru stezenia 8-okso-2"-deoksyguanozyny, zaob-
serwowano redukcje aktywnosci systeméw naprawczych
DNA u 0s6b z polimorfizmem Ser326Cys [74]. Dalsze analizy
nie wykazaty réznic w rozktadzie polimorfizmu Ser326Cys
w genie 0GGI miedzy 178 pacjentami ze sporadyczng AD,
a146 osobami z grupy kontrolnej. Mao i wsp. zidentyfikowa-
li i scharakteryzowali delecje pojedynczej zasady C796 oraz
dwa podstawienia zasad prowadzace do substytucji Ala53Thr
lub Ala288Val w genie OGGI [68]. Autorzy testowali skutki
obserwowanych mutacji i stwierdzili, ze typ dziki genu 0GG1
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Tabela 1. Réznorodnos¢ wariantéw genéw BER w chorobie Alzheimera

Biatko Gen Wa.nant lub Funkja (jesli jest znana) Komentarz Irédto
polimorfizm
Liaza miejsca apurynowego/ Brak korelacji pomiedzy obecnoscia i
apirymidynowego DNA (APEX1) APEKT Asp148Glu polimorfizmu a wystapieniem AD (7
Ludzki homo!og gll!(ozylazy MUTYH His3246Gln Niejednoznaczna: obnizenie funkgji i (7
adeninowej poznawczych
. ) Obecnos¢ tej mutacji zwigzana jest z
Endonukleaza miejsca AP APE1 GIn51His - " - [61]
obnizeniem funkgji poznawczych
Obecnos¢ mutacji Ser326Cys w
. ) . allelu zwiazana jest z redukcja - )
Glikozylaza DNA 8-oksoguaniny 0GG1 Ser326(ys poziomu mocznikowego 8-okso-dG, Nmzwmzang z'r yykiem [32]
(0GGT) . o wystapienia AD
sugerowana zmniejszona aktywnos¢
enzymu 0GG1
Mutacja (796del prowadzi do ) )
Glikozylaza DNA 8-oksoguanin wytwarzania nieprawidtowego biatka najdowana w probkach
y guaniny 06G1 (796del y .p 9 e badanych w AD, brak w [24]
(0GGT) 0GG1 pozbawionego aktywnosci ,
) A probkach kontrolnych
katalitycznej
) . Substytucja Ala53Thr prowadzi do -~ !
Glikozylaza DNA 8-oksoguaniny 06G1 Ala53Thr wytwarzania nieprawidtowego biatka Obecna w prébie bafianej, [24]
(06G1) T o brak w kontroli
0 zmniejszonej aktywnosci glikozylazy
) . Substytucja Ala53Thr prowadzi do _~ .
Glikozylaza DNA 8-oksoguaniny 0GG1 Ala288Val wytwarzania nieprawidtowego biatka Obecna w prabie baqanej, [24]
(0GG1) I o brak w kontroli
0 zmniejszonej aktywnosci glikozylazy
Imniejszenie funkcjonalnej Koreladja pomigdzy
Polimeraza 1 poli-ADP-rybozy PARP1 Val762Ala ) L. J ) pewnymi haplotypamia [22]
aktywnosci PARP1 . -
ryzykiem wystapienia AD
Biatko uczestniczace w naprawie DNA ) ) . A
(X-ray repair cross-complementing XRCC1 Arg194Trp POI|morﬁzm A.r 9194"'?’ est,c.zgst? Gran‘lczne powm.zar.ue : (8]
. substytucja o nieznanej whasciwosci ryzykiem wystapienia AD
protein group 1)
B;?:krz u:ezeztirlccrzzfcv(\)/mna:J;;v:lneﬂ?]NA YRCC] Arg280His, Potencjalny wptyw na rozwoj chordh i 01
yrep P 9 Arg399GIn neurodegeneracyjnych

protein group 1)

koduje 345 reszt aminokwaséw, a pojedyncze usuniecie zasa-
dy (C796del) modyfikuje kodowanie ramki 0GG1 w miejscu
mutacji. W rezultacie translacja nie koiczy sie na kodonie
346, lecz zamiast tego powstaje produkt dtuzszy o 59 ami-
nokwaséw, dotaczonych za miejscem, w ktérym w dzikim
wariancie 0GG1 dochodzito do terminacji translacji. Bada-
cze dzieki ukierunkowanej mutagenezie stworzyli mutanta
zdelecja C796 biatka 0GG1 i dowiedli, Ze tak zmienione bial-
ko nie usuwa nieprawidtowego 8-okso-dG z taticucha DNA.
Aby okresli¢ wplyw substytucji Ala53Thr lub Ala288Val na
aktywnos¢ biatka OGG1 autorzy ponownie, dzieki metodzie
ukierunkowanej mutagenezy, stworzyli produkt z danymi
substytucjami i wykazali, ze tak zmutowana glikozylaza

8-okso-dG zachowuje jedynie 50-60% aktywnosci jej dzikiej
postaci. Nie wykryto zadnej mutacji u wszystkich 10 bada-
nych oséb, ktérzy stanowili reprezentacyjna pod wzgledem
wieku kontrole. Dlatego pozostate aberracje niezwiazane
z substytucja Ser326Cys moga sie okaza¢ gtéwnym czynni-
kiem patogenezy AD. Jednak dane te zostaly zgromadzone
ze stosunkowo niewielkiej grupy 14 pacjentéw ze zdiagno-
zowanym AD oraz 10 0séb stanowigcych kontrole. Nalezy do
tych wynikéw podchodzié ostroznie, a w celu wyciagniecia
ostatecznych wnioskéw, konieczne sg dalsze badania za-
krojone na szersza skale. Co wiecej, ta sama grupa badaczy
zaobserwowala, ze w niektdrych regionach mézgu dochodzi
do spadku poziomu jadrowego i mitochondrialnego biatka
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OGG1 u pacjentéw z fagodnym zaburzeniem poznawczym
oraz z AD o péznym poczatku (LOAD - late onset Alzheimer
disease). Autorzy sugeruja, ze spadek aktywnosci 0GG1 poja-
wia sie weze$nie w rozwoju AD i prawdopodobnie odbywa sie
to za posrednictwem HNE, czyli 4-hydroksy-2-nonenalu [89].

Biatko XRCC1 stanowigce rusztowanie dla dwéch enzy-
moéw - ligazy DNA III oraz polimerazy f, stuzy tez razem
z biatkiem PARP1, jako bardzo czuty wskaznik peknieé
pojedynczej nici DNA [1]. W obszarze kodujacym produkt
XRCC1 zidentyfikowano kilka polimorfizméw, ktére moga
odgrywa( istotng role w powstawaniu niektérych scho-
rzefi nowotworowych [104]. Znaczenie funkcjonalne tych
polimorfizméw jak na razie w wiekszosci nie jest znane.
Jednak 194 polimorfizm wystepujacy w genie (Arg194Trp)
wystepuje w rejonie niezwykle konserwatywnym pod
wzgledem ewolucyjnym, co sugeruje jego funkcjonalne
znaczenie. Udziat polimorfizmu Arg194Trp genu XRCC1
w rozwoju AD w ostatnich latach stanowi przedmiot wie-
lu eksperymentéw. Badania prowadzone byty wsréd 98
pacjentéw ze zdiagnozowanym AD. Wynikato z nich, ze
istnieje statystyczna zalezno$¢ miedzy polimorfizmem
Arg194Trp, a wystepowaniem AD. Jednak ze wzgledu na
zbyt maty odsetek 0séb z badanym polimorfizmem w ob-
rebie badanej grupy moc statystyczna eksperymentu jest
ograniczona [25,31]. Z tego wzgledu niezbedne sg dalsze
badania wptywu wariantu Arg194Trp genu XRCCI oraz
innych wariantéw polimorficznych genéw kodujacych
podstawowe biatka BER na patogeneze AD.

Zbidr najbardziej istotnych wariantéw polimorficznych

gendw kodujgcych biatka BER, mogacych mieé zwigzek
z AD przedstawiono w tabeli 1.

PismienNICTWO

PobsumowaNiE

Naprawa uszkodzeti genomowych, ktére obejmuja degra-
dacje zasad, powstawanie miejsc AP i produktéw ich utle-
niania w jadrze oraz w mitochondriach, jest niezbedna
do zachowania stabilnosci genomu i przezycia komérki,
gltéwnie u organizméw tlenowych, jako szczegdlnie nara-
zonych na wewnetrzne czynniki oksydacyjne. Poczatkowo
udziat BER w prewencji choréb neurodegeneracyjnych,
w tym réwniez choroby Alzheimera, byt kwestionowany
ze wzgledu na brak powiazar miedzy tymi schorzenia-
mi, a akumulacjg utlenionych zasad, miejsc AP, czy SSB
w genomie. Obecnie to sie zmienia i obnizenie wydajnosci
systemu BER zaczyna by¢ faczone z tymi przypadto$ciami.
Dodatkowo redukcja aktywnosci systeméw naprawczych
DNA uwazana jest za jedna z gtéwnych przyczyn starzenia
i zmian otepiennych wieku podesztego. Choroba Alzhe-
imera, jako schorzenie majace zréznicowang etiologie,
wymaga doktadnej analizy na poziomie molekularnym,
ito zaréwno na poziomie genetycznym, epigenetycznym,
jak i funkcjonalnym. Obecnie nie ulega watpliwosci, ze
jedna z gtéwnych przyczyn AD jest spadek aktywnosci
systeméw naprawczych DNA, w tym gtéwnie BER, jednak
jest potrzebna szczegdtowa analiza udziatu poszczegdl-
nych elementéw tego systemu w patogenezie tej choro-
by. Doktadne poznanie tych czynnikéw moze sie bowiem
przyczyni¢ do opracowania czutych testéw, niezbednych
do skutecznej diagnostyki oraz prewencji AD, czy tez in-
nych choréb neurodegeneracyjnych. Mozliwo$¢ ustalenia
doktadnego profilu genetycznego pacjenta z AD, nakie-
rowanego na geny kodujace biatka BER, moze pozwolié
na zastosowanie celowanej, spersonalizowanej terapii
pacjentéw z ta ciezka choroba.
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