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Rosliny wytworzyly szereg mechanizméw odpowiadajacych za naprawe uszkodzen oksydacyjnych wywotanych
reaktywnymi formami tlenu. System naprawy poprzez wycinanie zasad wydaje si¢ gldwnym system naprawczym
prowadzacym do zniwelowania zmian wytworzonych przez reaktywne formy tlenu. UUwaza si¢, ze dwoma
waznymi enzymami odpowiadajacymi za usuwanie 8-oksoguaniny sa glikozylaza 8-oksoguaniny DNA i glikozylaza
DNA formamidopirimidyny. Wielu badaczy zauwaza zalezno$¢ pomi¢dzy nagromadzeniem zmian oksydacyjnych
w komorce, a aktywnoscig glikozylazy 8-oksoguaniny DNA i glikozylazy DNA formamidopirimidyny, oraz starzeniem
si¢ nasion. Potwierdzono, ze poziom FPG oraz OGG1 wzrasta podczas imbibicji nasion. Niniejsza praca ma na celu
przyblizenie dzialania systemu naprawczego BER w procesie napraw uszkodzen oksydacyjnych oddziatywujacych
na starzenie si¢ nasion. Celem pracy jest przedstawienie obecnego stanu na temat dziatania systemu BER (ang Base
Excision Repair) w naprawie uszkodzen oksydacyjnych wptywajacych na starzenie si¢ nasion.

Stowa klucze: system BER, starzenie nasion, ROS, uszkodzenia oksydacyjne, FPG, OGG1

Plants have developed a number of mechanisms that are responsible for repairing the oxidative damage caused by
reactive oxygen species. The base excision repair system is the main repair system for removing such changes. Herein,
8-oxoguanine DNA glycosylase and formamidopyrimidine DNA glycosylase are the two enzymes of importance for
removing 8-0x0G. Researchers have confirmed that FPG and OGG1 levels increase during seed imbibition. Indeed,
many researchers note the relationship between the accumulation of oxidative changes in the cell and the activity
of OGG1 and FPG and the aging of seeds. This short review aims at presenting the published data on the operation
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of the base excision repair system in the process of repairing oxidative damage affecting seed aging.
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Wstep

Reaktywne formy tlenu (Reactive Oxygen
Species — ROS) moga by¢ wytwarzane jako
produkty uboczne metabolizmu komorki i uwaza-
ne sg za jedng z gtownych przyczyn utraty
zywotnoS$ci nasion oraz pogorszenia si¢ ich zdol-
nosci kietkowania (El-Maarouf-Bouteau i wsp.,
2011). W trakcie przechowywania nasion, utrata
zywotno$ci zwigzana jest z nagromadzeniem si¢
peknig¢ nici DNA i aberracjami chromosomow,
co potwierdza zwigzek pomigdzy zmniejszo-
nym kietkowaniem podczas starzenia si¢ nasion,
auszkodzeniami DNA (Waterworth i wsp., 2011).
ROS indukuje wiele uszkodzen DNA w tym
powstawanie modyfikacji guaniny najczesciej
8-oksoguaniny (8-0ksoG), ktorej poziom znacznie
wzrasta podczas starzenia si¢ nasion. W naprawie
tych uszkodzen bierze udzial system napraw-
czy BER (Base Excision Repair), w ktorym

posrednicza dwa enzymy FPG (glikozylaza DNA
formamidopirimidyny) oraz OGG1 (glikozylaza
8-oksoguaniny DNA) odpowiedzialne za rozpo-
znawanie oraz usuwanie zmian oksydacyjnych.
Celem pracy jest przyblizenie dziatania systemu
naprawczego BER w procesie napraw uszkodzen
oksydacyjnych oddziatywujacych na starzenie si¢
nasion.

1. System naprawczy BER i jego rola w reduk-
¢ji uszkodzen oksydacyjnych

Jedna z glownych S$ciezek naprawy DNA
obecna we wszystkich organizmach jest naprawa
poprzez wycinanie zasad. BER zapobiega muta-
gennym 1 cytotoksycznym skutkom uszkodzen,
ktore wystepuja w zasadach azotowych DNA,
a jego rola w utrzymaniu integralno$ci genomu
jest istotna (Drohat i Coey, 2016). Uszkodzenia
oksydacyjne takie jak 8-oksoguanina (utleniona
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forma guaniny) naprawiane sa gltownie poprzez
system BER (Zharkov, 2008). Mechanizm napra-
wy BER jest inicjowany przez glikozylazy DNA
(specyficzne dla danego uszkodzenia), ktore prze-
cinaja wigzanie N-glikozydowe migdzy uszkodzo-
na zasada, a deoksyryboza tworzac w ten sposéb
miejsce apurynowe/apirymidynowe (AP). Nastep-
nie niezbedna do usunigcia miejsca AP jest endonu-
kleaza AP, badz liaza AP, powodujaca rozklad
do oligonukleotydow poprzez rozerwanie wigzan
fosfodiestrowych wewnatrz tancucha DNA (Zhar-
kov, 2008). W kolejnym etapie $ciezka naprawy
moze przebiega¢ w dwojaki sposdb za pomo-
ca mechanizmu ,krotkiej” badz ,dlugiej” Iaty.
O wyborze danego mechanizmu decyduje rodzaj
zaangazowanego enzymu oraz wystepujaca zmia-
na. Mechanizm ,krotkiej taty” generowany jest
w momencie gdy potrzebna jest wymiana jednego
niewtasciwego nukleotydu natomiast ,,dtuga lata”
aktywowana jest podczas naprawy 2—13 nukleoty-
dow. Obie $ciezki wymagaja fragmentow oflanko-
wanych poprzez 3°-OH i 5’-dRP. W proces naprawy
,dlugiej taty” jest zaangazowana polimeraza, ktora
uzupehia sekwencje wypychajac fragment oflan-
kowany 5’dRP wraz z kilkoma nukleotydami.
Nastepnie endonukleaza usuwa wypchniety przez
polimeraze fragment. W kolejnym etapie uzupet-
niona sekwencja zostaje potaczona z nicia DNA
poprzez dziatanie ligazy. Natomiast w mechanizmie
,Krotkiej taty” uczestniczy liaza 5°-dRP usuwajac
oflankowane miejsce. Nastepnie poprzez dzialanie
polimerazy DNA oraz ligazy DNA nastepuje uzupet-
nienie usuni¢tego miejsca AP oraz potaczenie nici.
Niestety tozsamos$¢ polimerazy DNA zaangazowa-
nej w ten proces nie jest jeszcze do konca pozna-
na. Badacze sugeruja, ze moze by¢ to Polimeraza
o jednak nie ma co do tego pewnosci, Niezbedne
sa dalsze badania, ktore dostarczg wiecej informa-
cji na ten temat (Roldan-Arjona T. i wsp., 2019).

(Rys. 1).

1.1. Glikozylazy

Glikozylazy DNA to enzymy, ktére rozpozna-
ja uszkodzone lub zmodyfikowane zasady w DNA
1 usuwaja je poprzez rozszczepienie wigzania
N-glikozydowego, ktore taczy zasady z cukrem
2-deoksyrybozowym (Brooks i wsp., 2013). Prze-
szukiwanie zasad w fancuchu DNA ufatwia loka-
lizowanie zmian, ktoére nie znieksztatcaja znacznie
ogolniej struktury DNA. Kazdy gatunek biologicz-
ny ma kilka réznych glikozylaz DNA (Zharkov,
2008). Roézne rodzaje glikozylaz DNA wyspecja-
lizowane sa w wyszukiwaniu konkretnych typow
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uszkodzen i zmian. W ro$linach wykryto cztery
nadrodziny strukturalne glikozylaz DNA, w tym
glikozylaze alkiladeniny DNA (AAG), glikozy-
laze¢ uracylu DNA (UDGQG), glikozylazy zawieraja-
ce motyw helisa-spinka-helisa (HhH-GPD) oraz
glikozylazy z nadrodziny biatek H2TH (Dalhus
i wsp., 2009). Na szczeg6lng uwage zastugu-
ja nadrodziny HhH-GPD oraz H2TH. Nadro-
dzina HhH-GPD posiada domen¢ wigzagca DNA
w sposob niezalezny od sekwencji. Do tej grupy
enzyméw zaliczamy glikozylazy 8-oksoguaniny
DNA (OGQG), ktére usuwaja gtéwne produkty utle-
niania puryny 8-oksoG. Nadrodzina H2TH zawiera
enzymy dwufunkcyjne majace zdolnosci przecina-
nia szkieletu cukrowo-fosforanowego (Huffman
i wsp., 2005). Do tej nadrodziny nalezy glikozylaza
DNA formamidopirimidyny (FPG) rozpoznajaca
produkty utleniania 8-oksoG takie jak formami-
dopirymidyny, spiroiminodihydantoing i guanidy-
nohydantoing (Kathe i wsp., 2009). Enzymy OGGl1
oraz FPG s3 zaangazowane w naprawe uszkodzen
oksydacyjnych.

1. 2. Endonukleazy AP

Endonukleazy te hydrolizuja wiazanie 5°-3’
fosfodiestrowe po stronie 5’ od miejsca AP. W efek-
cie nastgpuje pojedyncze pegknigcie nici z wolnymi
koncami 3’-OH i 5’-dRP. W genomach rzodkiewni-
ka, ryzu i trzciny cukrowej zidentyfikowano geny
trzech endonukleaz: ARP (ang. apurinic endonucle-
ase-redox protein), APEIL (ang. apurinic/apyrimi-
dinic endonuclease 1 ) i APE2 (ang. apurinic/
apyrimidinic endonuclease 2 ) (Murphy i wsp., 2009;
Joldybayayeva i wsp., 2014; Maira i wsp., 2014;
Cabral Medeiros 1 wsp., 2019). Endonukleaza ARP
jest niezbedna do przetwarzania nacig¢ produktow
posrednich naprawy DNA w starzejacych si¢ nasio-
nach. Aktywnos$¢ liaz OGGl1 i FPG podczas napra-
wy 8-0x0G powoduje powstawanie zablokowanych
koncoéw 3°, ktore musza zosta¢ przetworzone do
koncéw 3’-hydroksylowych, zanim nastgpi etap
uzupehnienia luki oraz ligacja DNA. Endonuklaza
ARP ma aktywnos¢ 3’-fosfodiestrazy, ktora usuwa
grupy blokujace konce 3’ (Cordoba-Cafiero i wsp.,
2014).

1.3. Polimerazy i ligazy
W syntezie DNA podczas naprawy BER bierze
udziat polimeraza nalezaca do jednej z trzech rodzin:
A (eukariotyczna mitochondrialna Pol y), B (euka-
riotyczna DNA Pol 9, €, a) oraz X (eukariotyczna
DNA Pol a, B) (Zharkov, 2008). Niestety badania
na temat polimeraz bioragcych udzial w naprawie
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BER u roslin nie sg jeszcze na tyle zaawansowa-
ne, aby w peli scharakteryzowaé¢ ich dziatanie.
W systemie BER uzupehienie jednoniciowych
koncowek DNA nastepuje poprzez aktywnos¢ liga-
zy DNA. Enzymy te biora udzial w wielu procesach
metabolizmu DNA i posiadajg zdolno$¢ do wytwo-
rzenia wigzania fosfodiestrowego (Tomkinson
1 wsp., 2000).

2. Rola systemu BER w starzeniu nasion

Nasiona  przechowywane dlugoterminowo
sa podatne na uszkodzenia oksydacyjne wywoty-
wane przez reaktywne formy tlenu (Jeevan Kumar
1 wsp., 2015). W badaniach nad zywotnoscia prze-
chowywanych nasion buka wykazano, ze poziom
H,0, jest silnie skorelowany ze zmniejszonym
poziomem kietkowania (Ratajczyk i wsp., 2015).
Wzrost poziomu H,O, wplywa rowniez negatywnie
na zdolno$¢ kietkowania u owsa, pszenicy, stonecz-
nika, debu i bawely (Kong i wsp., 2015; Kibinza
1 wsp., 2006; Goel i Sheoran, 2003; Romero-Rodri-
guez i wsp., 2018). W badaniach nad Arabidopsis
thaliana (Chen i wsp., 2012), Medicago trancatula
(Macovei i wsp., 2011) i Shorea robusta (Chandra
i wsp., 2018) wykazano, ze zwigkszony poziom
8-0ksoG wplywa negatywnie na proces kietkowania
i prowadzi do przys$pieszonego starzenia si¢ nasion.
Uszkodzenia oksydacyjne wywolane przez ROS
w szczegdlnosci 8-oksoG sa naprawiane poprzez
system BER, dzi¢ki udziatowi specyficznych enzy-
mow takich jak FPG oraz OGGl. Sg to glikozylazy

Uszkodzona zasad

DNA, ktore hydrolizuja wigzanie glikozydowe
migdzy deoksyryboza a btgdng zasada, uwalniajac
w ten sposdb uszkodzong zasade i tworzgc miejsce
AP (Roldan-Arjona i Ariza, 2009). Geny FPG
zostaty opisane w A. thaliana oraz trzcinie cukro-
wej (Murphy 1 George, 2005; Scortecci i wsp.,
2007). Roslinny OGGI po raz pierwszy zostal
wyizolowany 1 scharakteryzowany u A. thaliana
(Dany 1 Tisser, 2001). W badaniach na M. tranca-
tula wykazano, ze geny OGG1 i FPG biorg udziat
w mechanizmach naprawy nasion podczas stresu
oksydacyjnego. Potwierdzono, ze poziom ekspresji
obu genoéw wzrasta podczas imbibicji. Wskazuje
to na ich udzial w mechanizmach naprawy uszko-
dzen oksydacyjnych w nasionach (Macovei 1 wsp.,
2011).

Whioski

Starzenie si¢ jest powaznym problemem dla
utrzymania zywotnosci nasion podczas dlugoter-
minowego przechowywania zarowno w warunkach
naturalnych, jak i bankach genéw. Udowodniono,
7e starzenie jest powigzane z szeregiem pogar-
szajagcych si¢ zmian zachodzacych na poziomie
komoérkowym, biochemicznym i metabolicznym
(El-Maaraouf-Bouteau i wsp., 2011). Zrozumie-
nie mechanizméw fizjologii i biochemii zjawi-
ska starzenia si¢ jest niezbedne dla opracowania
odpowiednich protokotow przechowywania nasion
dla roznych gatunkow roslin (Chen i wsp., 2013;
Michalak i wsp., 2015). Uwaza si¢, ze nadmierna
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Rys. 1. Mechanizm systemu naprawczego BER — Base Excision Repair

Fig.1. Mechanism of system repair BER - Base Excision Repair
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akumulacja reaktywnych form tlenu przyczynia
si¢ do starzenia nasion podczas dlugoterminowego
przechowywania (Chandra i wsp., 2018). System
BER wydaje si¢ glownym system naprawczym
prowadzacym do zniwelowania zmian wytworzo-
nych przez ROS. Uwaza si¢, ze dwoma waznymi
enzymami odpowiadajacymi za usuwanie 8-oksoG
sa OGGI i FPG. Enzymy te dziatajg poprzez
wyszukanie i wycigcie uszkodzenia oksydacyjne-
go. Wielu badaczy zauwaza zalezno$¢ pomigdzy
nagromadzeniem zmian oksydacyjnych w komor-
ce, a aktywnoscia OGG1 i1 FPG oraz starzeniem
sie nasion. Niestety doktadny mechanizm dzialania
tych dwoch enzymow na proces starzenia wywota-
nego ROS nie jest jeszcze do konca poznany.
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