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Produkty naprawy DNA: 8-oksy-7,8-di-
hydroguanina (8-oksyGua) i 8-oksy-7,8-
dihydro-2’-deoksyguanozyna (8-oksydG)
wyciete z DNA w procesie komdrkowej
naprawy, sa wydalane do moczu w po-
staci niezmienionej. Uznang metoda
oznaczania uszkodze DNA w moczu
jest wysokosprawna chromatografia cie-
czowa HPLC z nastepowa chromatogra-
fig gazowa z detektorem spektrometrii
masowe] (GC/MS). Udowodniono, ze
promieniowanie jonizujace jest zrédtem
wolnych rodnikéw tlenowych zaréwno
w miejscu leczenia, jak i na poziomie ca-
tego organizmu, powodujac indukcje
oksydacyjnych uszkodzen DNA. Analiza
pozioméw 8-oksyGua i 8-oksydG w mo-
czu pacjentéw pobranym przed radiote-
rapig i w réznym czasie po napromie-
nianiu powinna dostarczy¢ danych
informujacych o efektywnosci naprawy
oksydacyjnych uszkodzeh DNA. Poréw-
nanie wartosci poziomu tych modyfika-
cji z parametrami oceniajagcymi powo-
dzenie terapii, takimi jak dtugos¢
przezycia catkowitego czy czas do pro-
gresji choroby, powinno pozwoli¢ na
okreslenie, czy istnieje zwigzek przyczy-
nowo-skutkowy miedzy efektywnoscia
reperacji uszkodzen indukowanych pro-
mieniowaniem jonizujacym w DNA a ro-
kowaniem pacjenta.

Stowa kluczowe: oksydacyjne uszkodze-
nia DNA, radioterapia, 8-oksyGua,
8-oksydG.
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Kazda komorka aerobowa wytwarza w przebiegu metabolizmu pewne ilo-
Sci reaktywnych form tlenu (RFT) [1], ktére indukuja szereg uszkodzen zaréw-
no jadrowego, jak i mitochondrialnego DNA. Uszkodzenia oksydacyjne DNA
odgrywaja znaczaca role w patogenezie niektérych choréb cztowieka, m.in.
choréb nowotworowych, choréb uktadu krazenia oraz zmian zwigzanych
ze starzeniem sie organizméw [2, 3]. W warunkach fizjologicznych za uszko-
dzenia materiatu genetycznego jest odpowiedzialny gtéwnie rodnik hydrok-
sylowy (*OH) [4], uszkadzajacy przede wszystkim zasady azotowe, czego kon-
sekwencja jest powstanie szeregu pochodnych. Do chwili obecnej
zidentyfikowano ponad 20 réznego rodzaju oksydacyjnych modyfikacji za-
sad azotowych [5]. Poziom form wolnorodnikowych w organizmie jest zmien-
ny w czasie, dlatego organizmy tlenowe w trakcie ewolucji wyksztatcity ca-
ty szereg mechanizmoéw adaptacyjnych do takich zmiennych warunkéw,
indukujac synteze enzyméw antyoksydacyjnych i/lub enzymoéw naprawiaja-
cych oksydacyjne uszkodzenia DNA [6-8].

Wptyw promieniowania jonizujgcego na DNA

Oddziatywanie promieniowania jonizujacego stosowanego w radiotera-
pii nowotwordw z czgsteczka wody (tzw. radioliza wody) jest odpowiedzial-
ne za powstawanie wolnych rodnikéw tlenowych — RFT — (gtéwnie rodnika
hydroksylowego), ktére ze wzgledu na wysoka reaktywnos¢ oddziatuja z bio-
molekutami, tworzac wiekszos¢ oksydacyjnych uszkodzen DNA [9, 10]. Dla-
tego jest mozliwe, Ze oksydacyjne uszkodzenia DNA, ktére powstajg w wy-
niku radioterapii, sa w znaczacej czeSci odpowiedzialne za efekty
terapeutyczne i moga mie¢ wptyw na powstanie efektéw ubocznych. Meto-
dy pomiaru tych uszkodzeh moga by¢ wykorzystane, by zoptymalizowa¢ wa-
runki naswietlania i zmniejszy¢ ryzyko wtérnych nowotwordw, ktérych po-
wstanie jest zwigzane z radioterapia [11]. Jest szeroko akceptowane, ze
uszkodzenia DNA, takie jak oksydacyjnie zmodyfikowane zasady i nukleoty-
dy 8-oksy-7,8-dihydroguanina (8-oksyGua) i 8-oksy-7,8-dihydro-2’-deoksygu-
anozyna (8-oksydG) wyciete z DNA w procesie komadrkowe]j naprawy, sg wy-
dalane do moczu bez dalszego metabolizmu w postaci niezmienione;.

Jednym z czynnikéw decydujgcych o powodzeniu radioterapii jest napra-
wa uszkodzen DNA zaréwno w komérkach guza, jak i w komérkach prawi-
dtowych. Wtasciwoscig komérek nowotworowych nabyta w trakcie transfor-
macji, ktéra moze decydowac o odpornosci na radioterapie lub niektére
chemioterapeutyki, jest zwiekszona aktywnos¢ enzymow naprawiajacych
uszkodzone DNA. W wielu badaniach udowodniono, Ze zwiekszenie ekspre-

sji genow kodujacych biatka enzymatyczne biorace udziat w naprawie DNA
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The products of cellular repair 8-oxo0-7,8-
dihydroguanine (8-oxoGua) and 8-oxo-
7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine (8-oxodG)
are excreted in urine. Reliable assays
have been developed to measure
urinary DNA lesions, such as HPLC pre-
purification followed by gas chroma-
tography/mass spectrometry (GC/MS).
It is well known that ionizing radiation
is a source of oxygen-derived species
such as free radicals. Analysis of levels
of 8-oxoGua and 8-oxodG in urine taken
from patients before radiotherapy and
at various times after irradiation should
provide information about the efficiency
of repair of oxidative DNA damage.
Comparison of value level of these
modifications with parameters esti-
mating the success of therapy, such as
the length of total survival or time to
progression of disease, allows one to
determine whether a cause-effect
relationship exists between the
efficiency of repair of radiotherapy-
induced DNA damage and patient
prognosis.
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w napromienianym guzie nowotworowym, jest niekorzystnym czynnikiem
rokowniczym [12-14]. Na poziomie komorki nowotworowej wydajne systemy
naprawy DNA beda wiec przeszkoda w uzyskaniu wyleczenia.

Mechanizmy naprawy oksydacyjnych uszkodzerh DNA

Wyniki wielu prac eksperymentalnych wskazujg jednoznacznie, ze steze-
nie 8-oksydG w moczu jest bardzo czutym wskaznikiem stresu oksydacyjne-
g0 — przyjmuje sie, ze moze by¢ ono odzwierciedleniem aktywnosci enzymow
bioragcych udziat w naprawie typu NER (naprawa na drodze wycinania
nukleotydéw) lub biatka hMTH hydrolizujacego 8-oksydGTP [15, 16]. Jednak
gtownym mechanizmem naprawy oksydacyjnych uszkodzefh DNA sa mecha-
nizmy naprawy typu BER (naprawa na drodze wycinania zasad azotowych).
Potwierdzono to odkryciem i sklonowaniem specyficznych glikozylaz rozpo-
znajacych i usuwajacych z DNA oksydacyjnie zmodyfikowane zasady azoto-
we [17]. System naprawy typu NER w przypadku oksydacyjnie zmodyfikowa-
nych zasad azotowych ma znaczenie wspierajace [18]. Nalezy zatem
spodziewac sie, ze analiza zawartosci 8-oksyguaniny w moczu (zmodyfiko-
wanej zasady), ktéra jest produktem dziatania glikozylaz, pozwoli na petniej-
sz3 ocene procesow naprawy DNA [19]. Tymczasem, z nielicznymi wyjatka-
mi, prawie wszystkie prace dotyczace tej tematyki poswiecone byty detekcji
8-oksydG [20]. Wynikato to przede wszystkim z probleméw metodycznych;
analiza prob jest niezwykle skomplikowana. Problemy te zostaty pokonane
przez zespdt prof. Olinskiego z Katedry Biochemii Klinicznej Collegium Medi-
cum UMK w Bydgoszczy. Zaadaptowano technike, ktéra pozwala na jedno-
czesng analize zaréwno zmodyfikowanej zasady, jak i nukleozydu w jedne;j
prébce moczu. Polega ona na wstepnym oczyszczaniu frakeji zawierajgcych
zmodyfikowane zwiazki metoda HPLC (wysokosprawna chromatografia cie-
czowa) i ich pozniejszej analizie technika GC/MS (chromatografia gazowa ze
spektrometria masowa). Do precyzyjnej jakosciowej i ilosciowej oceny zasto-
sowano analogi badanych molekut znakowane stabilnymi izotopami [2].

Kliniczne znaczenie analizy oksydacyjnych uszkodzerh DNA

W duzych stopniach zaawansowania choroby (Il i IV stopien) leczenie prze-
ciwnowotworowe opiera sie zasadniczo na radioterapii i/lub chemioterapii.
Jednym ze wspdlnych czynnikdéw wystepujacych przy takim leczeniu jest tzw.
stres oksydacyjny na poziomie komérek nowotworowych i catego organizmu.

W pracy Roszkowskiego i wsp. [21] po raz pierwszy wykazano obecnosc¢
biomarkeréw uszkodzen oksydacyjnych DNA wywotanych promieniowaniem
u chorych na raka regionu gtowy i szyi: wydzielane w moczu 8-oksydG, 8-oksy-
-7, 8-0ksyGua, jak rowniez stezenia 8-oksyGua w DNA leukocytdw krwi ob-
wodowej (wszystkie te parametry obrazuja oksydacyjne uszkodzenia DNA na
poziomie catego organizmu). Wykazano wzrost wydzielania 8-oksydG w mo-
czu, wywotany promieniowaniem. Wyniki te byty zbiezne z pracg Haghdoost
i wsp. [22], ktorzy dostrzegli zwiekszenie tej modyfikacji u pacjentek z rakiem
piersi po radioterapii uzupetniajacej zabieg operacyjny. Jednakze pomiar wy-
tacznie moczowego wydzielania produktu naprawy 8-oksydG moze czasami
wprowadzaé w btad, poniewaz nie daje zadnej informacji o oksydacyjnym
stanie organizmu (tempo uszkodzen vs tempo naprawy) w komaérkowym DNA
i donosi tylko o wartosci sredniej naprawy uszkodzen wystepujacych w prze-
sztosci. Dlatego tez w cytowanym badaniu [21] pierwszy raz analizowano sze-
roki zakres parametréw, ktére opisujg oksydacyjne uszkodzenia DNA. W prze-
ciwienstwie do moczowego 8-oksydG, nie zanotowano wywotanego
promieniowaniem wzrostu moczowego poziomu zmodyfikowanej zasady.

Moczowe wydzielanie 8-oksydG i 8-oksyGua jest miarg aktywnosci enzy-
mow, ktdre sg wigczone w usuwanie oksydacyjnych uszkodzen DNA [23]. Pew-
na liczba danych literaturowych wskazuje, ze sciezka naprawy przez wycina-
nie zasad, mianowicie glikozylaza hOGGI, ktéra usuwa 8-oksyGua
z komérkowego DNA, jest odpowiedzialna za jej obecnos¢ w moczu [23-25].
Interesujace jest doniesienie, w ktérym u pacjentéw z rakiem gtowy i szyi zna-
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czaco zmniejszyta sie dziatalnos¢ naprawy 8-oksyGua po-
wstatej w DNA [26]. Autorzy tej pracy zasugerowali, ze
zmniejszona dziatalnos¢ gtdéwnego enzymu odpowiedzial-
nego za usuniecie 8-oksyGua z DNA powinna skutkowa¢
akumulacjg uszkodzen w komorkowym DNA. Dlatego jest
mozliwe, ze co najmniej w przypadku niektérych pacjentow
z najmniejsza aktywnoscig hOGGI potaczenie zredukowa-
nej aktywnosci hOGGI i radioterapii ma zwigzek ze zwiek-
szonym stezeniem 8-oksyGua pochodzacej z komérkowego
DNA. Widocznie zmniejszona naprawa DNA jest niezdolna
do tego, by poradzi¢ sobie z wywotang promieniowaniem
dodatkowa iloscia 8-oksyGua prowadzacej do wzrostu uszko-
dzen potencjalnie mutagennych w komérkach.

Zmienna wrazliwos¢ osobnicza na promieniowanie joni-
zujace i wynikajaca z tego faktu zmienna odpowied? sg
gtownymi problemami w radioterapii i nie moga wiarygod-
nie zostac¢ przewidziane przed terapia. Dlatego istnieje moz-
liwos¢, ze ta zmiennoS¢ moze czesSciowo wyjasnic réznice
w klinicznej odpowiedzi na terapie [27, 28].

W kazdej komorce obecna jest pewna ilos¢ oksydacyj-
nych modyfikacji zasad azotowych. Jest to wyraz réwnowa-
gi istniejacej miedzy powstawaniem RFT atakujacych DNA
w przebiegu wielu proceséw metabolicznych i usuwaniem
uszkodzen tych biomolekut przez swoiste enzymy reperu-
jace DNA. Europejski Komitet Standardéw Uszkodzen Oksy-
dacyjnych DNA (European Standards Committee on Oxida-
tive DNA Damage) ustanowit rzeczywiste poziomy 8-oksydG
w zakresie od 0,2 do kilku modyfikacji/106 par zasad dla ko-
marek prawidtowych [29].

Analizujgc zawartosci oksydacyjnych uszkodzen DNA
W moczu, mozna ocenic¢ skale naprawy na poziomie catego
organizmu. Wysokie poziomy wydalanych z moczem oksy-
dacyjnych uszkodzeh DNA s3 wskaznikiem nasilonego po-
ziomu stresu oksydacyjnego, ale moga réwniez odzwiercie-
dla¢ wysoka sprawnos¢ systemoéw naprawy tychze
uszkodzen (stres oksydacyjny moze by¢ duzy, a mecha-
nizmy naprawy usuwaja jego skutki). Potgczenie danych
0 poziomie podstawowym wtasciwym dla kazdego pacjen-
ta z analiza wydalanych w moczu 8-oksyGua i 8-oksydG,
moze natomiast wyraznie obrazowac informacje o mecha-
nizmach naprawy DNA.

Analiza stezef 8-oksyGua i 8-oksydG w moczu pacjen-
téw pobranym przed radioterapia i w réznym czasie po na-
promienianiu powinna dostarczy¢ danych informujacych
z jednej strony o efektywnosci naprawy oksydacyjnych
uszkodzen DNA, z drugiej — o natezeniu stresu oksydacyj-
nego na poziomie catego organizmu.

Poréwnanie wartosci poziomu tych modyfikacji z para-
metrami oceniajacymi powodzenie terapii, takimi jak dtu-
gos¢ przezycia catkowitego, czy czas do progresji choroby,
powinno pozwoli¢ na okreslenie, czy istnieje zwigzek przy-
czynowo-skutkowy miedzy efektywnoscia reperacji uszko-
dzen indukowanych promieniowaniem jonizujagcym w DNA
a rokowaniem pacjenta.

Stwierdzenie takiej korelacji mogtoby by¢ jednym z pa-
rametréw decydujacych o ewentualnym ponownym zasto-
sowaniu radioterapii lub odstgpieniu od napromienian
w przypadkach watpliwych klinicznie.
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Promieniowanie jonizujace oddziatuje bezposrednio z czgstecz-
ka DNA lub poprzez radiolize czasteczek wody obecnych w ko-
morce. Reakcja z czasteczka deoksyrybozy prowadzi do powsta-
nia pojedynczych, podwdjnych pekniec¢ nici DNA, tworzenia
wigzah poprzecznych DNA-biatko. Rodnik hydroksylowy jest uwa-
zany za gtéwna, aktywnga forme tlenu odpowiedzialng za powsta-
wanie wiekszosci oksydacyjnych uszkodzef w DNA, ktére napra-
wiane sg w procesach BER i NER. Produkty dziatania tych sciezek
naprawy to np. 8-oksyGua i 8-oksydG, ktére w postaci niezmie-
nionej sa wydalane z moczem.

Ryc. 1. Wptyw promieniowania jonizujacego (IR) na DNA komorki
Fig. 1. The effect of ionizing radiation (IR) upon cellular DNA
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