
Produkty naprawy DNA: 8-oksy-7,8-di-
hydroguanina (8-oksyGua) i 8-oksy-7,8-
dihydro-2’-deoksyguanozyna (8-oksydG)
wycięte z DNA w procesie komórkowej
naprawy, są wydalane do moczu w po-
staci niezmienionej. Uznaną metodą
oznaczania uszkodzeń DNA w moczu
jest wysokosprawna chromatografia cie-
czowa HPLC z następową chromatogra-
fią gazową z detektorem spektrometrii
masowej (GC/MS). Udowodniono, że
promieniowanie jonizujące jest źródłem
wolnych rodników tlenowych zarówno
w miejscu leczenia, jak i na poziomie ca-
łego organizmu, powodując indukcję
oksydacyjnych uszkodzeń DNA. Analiza
poziomów 8-oksyGua i 8-oksydG w mo-
czu pacjentów pobranym przed radiote-
rapią i w różnym czasie po napromie-
nianiu powinna dostarczyć danych
informujących o efektywności naprawy
oksydacyjnych uszkodzeń DNA. Porów-
nanie wartości poziomu tych modyfika-
cji z parametrami oceniającymi powo-
dzenie terapii, takimi jak długość
przeżycia całkowitego czy czas do pro-
gresji choroby, powinno pozwolić na
określenie, czy istnieje związek przyczy-
nowo-skutkowy między efektywnością
reperacji uszkodzeń indukowanych pro-
mieniowaniem jonizującym w DNA a ro-
kowaniem pacjenta. 
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Wstęp

Każda komórka aerobowa wytwarza w przebiegu metabolizmu pewne ilo-
ści reaktywnych form tlenu (RFT) [1], które indukują szereg uszkodzeń zarów-
no jądrowego, jak i mitochondrialnego DNA. Uszkodzenia oksydacyjne DNA
odgrywają znaczącą rolę w patogenezie niektórych chorób człowieka, m.in.
chorób nowotworowych, chorób układu krążenia oraz zmian związanych 
ze starzeniem się organizmów [2, 3]. W warunkach fizjologicznych za uszko-
dzenia materiału genetycznego jest odpowiedzialny głównie rodnik hydrok-
sylowy (•OH) [4], uszkadzający przede wszystkim zasady azotowe, czego kon-
sekwencją jest powstanie szeregu pochodnych. Do chwili obecnej
zidentyfikowano ponad 20 różnego rodzaju oksydacyjnych modyfikacji za-
sad azotowych [5]. Poziom form wolnorodnikowych w organizmie jest zmien-
ny w czasie, dlatego organizmy tlenowe w trakcie ewolucji wykształciły ca-
ły szereg mechanizmów adaptacyjnych do takich zmiennych warunków,
indukując syntezę enzymów antyoksydacyjnych i/lub enzymów naprawiają-
cych oksydacyjne uszkodzenia DNA [6–8]. 

Wpływ promieniowania jonizującego na DNA 

Oddziaływanie promieniowania jonizującego stosowanego w radiotera-
pii nowotworów z cząsteczką wody (tzw. radioliza wody) jest odpowiedzial-
ne za powstawanie wolnych rodników tlenowych – RFT – (głównie rodnika
hydroksylowego), które ze względu na wysoką reaktywność oddziałują z bio-
molekułami, tworząc większość oksydacyjnych uszkodzeń DNA [9, 10]. Dla-
tego jest możliwe, że oksydacyjne uszkodzenia DNA, które powstają w wy-
niku radioterapii, są w znaczącej części odpowiedzialne za efekty
terapeutyczne i mogą mieć wpływ na powstanie efektów ubocznych. Meto-
dy pomiaru tych uszkodzeń mogą być wykorzystane, by zoptymalizować wa-
runki naświetlania i zmniejszyć ryzyko wtórnych nowotworów, których po-
wstanie jest związane z radioterapią [11]. Jest szeroko akceptowane, że
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) wycięte z DNA w procesie komórkowej naprawy, są wy-
dalane do moczu bez dalszego metabolizmu w postaci niezmienionej.

Jednym z czynników decydujących o powodzeniu radioterapii jest napra-
wa uszkodzeń DNA zarówno w komórkach guza, jak i w komórkach prawi-
dłowych. Właściwością komórek nowotworowych nabytą w trakcie transfor-
macji, która może decydować o odporności na radioterapię lub niektóre
chemioterapeutyki, jest zwiększona aktywność enzymów naprawiających
uszkodzone DNA. W wielu badaniach udowodniono, że zwiększenie ekspre-
sji genów kodujących białka enzymatyczne biorące udział w naprawie DNA



The products of cellular repair 8-oxo-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 komórki nowotworowej wydajne systemy
naprawy DNA będą więc przeszkodą w uzyskaniu wyleczenia. 

Mechanizmy naprawy oksydacyjnych uszkodzeń DNA

Wyniki wielu prac eksperymentalnych wskazują jednoznacznie, że stęże-
nie 8-oksydG w moczu jest bardzo czułym wskaźnikiem stresu oksydacyjne-
go – przyjmuje się, że może być ono odzwierciedleniem aktywności enzymów
biorących udział w naprawie typu NER (naprawa na drodze wycinania 
nukleotydów) lub białka hMTH hydrolizującego 8-oksydGTP [15, 16]. Jednak
głównym mechanizmem naprawy oksydacyjnych uszkodzeń DNA są mecha-
nizmy naprawy typu BER (naprawa na drodze wycinania zasad azotowych).
Potwierdzono to odkryciem i sklonowaniem specyficznych glikozylaz rozpo-
znających i usuwających z DNA oksydacyjnie zmodyfikowane zasady azoto-
we [17]. System naprawy typu NER w przypadku oksydacyjnie zmodyfikowa-
nych zasad azotowych ma znaczenie wspierające [18]. Należy zatem
spodziewać się, że analiza zawartości 8-oksyguaniny w moczu (zmodyfiko-
wanej zasady), która jest produktem działania glikozylaz, pozwoli na pełniej-
szą ocenę procesów naprawy DNA [19]. Tymczasem, z nielicznymi wyjątka-
mi, prawie wszystkie prace dotyczące tej tematyki poświęcone były detekcji
8-oksydG [20]. Wynikało to przede wszystkim z problemów metodycznych;
analiza prób jest niezwykle skomplikowana. Problemy te zostały pokonane
przez zespół prof. Olińskiego z Katedry Biochemii Klinicznej Collegium Medi-
cum UMK w Bydgoszczy. Zaadaptowano technikę, która pozwala na jedno-
czesną analizę zarówno zmodyfikowanej zasady, jak i nukleozydu w jednej
próbce moczu. Polega ona na wstępnym oczyszczaniu frakcji zawierających
zmodyfikowane związki metodą HPLC (wysokosprawna chromatografia cie-
czowa) i ich późniejszej analizie techniką GC/MS (chromatografia gazowa ze
spektrometrią masową). Do precyzyjnej jakościowej i ilościowej oceny zasto-
sowano analogi badanych molekuł znakowane stabilnymi izotopami [2]. 

Kliniczne znaczenie analizy oksydacyjnych uszkodzeń DNA

W dużych stopniach zaawansowania choroby (III i IV stopień) leczenie prze-
ciwnowotworowe opiera się zasadniczo na radioterapii i/lub chemioterapii.
Jednym ze wspólnych czynników występujących przy takim leczeniu jest tzw.
stres oksydacyjny na poziomie komórek nowotworowych i całego organizmu. 

W pracy Roszkowskiego i wsp. [21] po raz pierwszy wykazano obecność
biomarkerów uszkodzeń oksydacyjnych DNA wywołanych promieniowaniem
u chorych na raka regionu głowy i szyi: wydzielane w moczu 8-oksydG, 8-oksy-
-7, 8-oksyGua, jak również stężenia 8-oksyGua w DNA leukocytów krwi ob-
wodowej (wszystkie te parametry obrazują oksydacyjne uszkodzenia DNA na
poziomie całego organizmu). Wykazano wzrost wydzielania 8-oksydG w mo-
czu, wywołany promieniowaniem. Wyniki te były zbieżne z pracą Haghdoost
i wsp. [22], którzy dostrzegli zwiększenie tej modyfikacji u pacjentek z rakiem
piersi po radioterapii uzupełniającej zabieg operacyjny. Jednakże pomiar wy-
łącznie moczowego wydzielania produktu naprawy 8-oksydG może czasami
wprowadzać w błąd, ponieważ nie daje żadnej informacji o oksydacyjnym
stanie organizmu (tempo uszkodzeń vs tempo naprawy) w komórkowym DNA
i donosi tylko o wartości średniej naprawy uszkodzeń występujących w prze-
szłości. Dlatego też w cytowanym badaniu [21] pierwszy raz analizowano sze-
roki zakres parametrów, które opisują oksydacyjne uszkodzenia DNA. W prze-
ciwieństwie do moczowego 8-oksydG, nie zanotowano wywołanego
promieniowaniem wzrostu moczowego poziomu zmodyfikowanej zasady. 

Moczowe wydzielanie 8-oksydG i 8-oksyGua jest miarą aktywności enzy-
mów, które są włączone w usuwanie oksydacyjnych uszkodzeń DNA [23]. Pew-
na liczba danych literaturowych wskazuje, że ścieżka naprawy przez wycina-
nie zasad, mianowicie glikozylaza hOGG1, która usuwa 8-oksyGua
z komórkowego DNA, jest odpowiedzialna za jej obecność w moczu [23–25].
Interesujące jest doniesienie, w którym u pacjentów z rakiem głowy i szyi zna-
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cząco zmniejszyła się działalność naprawy 8-oksyGua po-
wstałej w DNA [26]. Autorzy tej pracy zasugerowali, że
zmniejszona działalność głównego enzymu odpowiedzial-
nego za usunięcie 8-oksyGua z DNA powinna skutkować
akumulacją uszkodzeń w komórkowym DNA. Dlatego jest
możliwe, że co najmniej w przypadku niektórych pacjentów
z najmniejszą aktywnością hOGG1 połączenie zredukowa-
nej aktywności hOGG1 i radioterapii ma związek ze zwięk-
szonym stężeniem 8-oksyGua pochodzącej z komórkowego
DNA. Widocznie zmniejszona naprawa DNA jest niezdolna
do tego, by poradzić sobie z wywołaną promieniowaniem
dodatkową ilością 8-oksyGua prowadzącej do wzrostu uszko-
dzeń potencjalnie mutagennych w komórkach. 

Zmienna wrażliwość osobnicza na promieniowanie joni-
zujące i wynikająca z tego faktu zmienna odpowiedź są
głównymi problemami w radioterapii i nie mogą wiarygod-
nie zostać przewidziane przed terapią. Dlatego istnieje moż-
liwość, że ta zmienność może częściowo wyjaśnić różnice
w klinicznej odpowiedzi na terapię [27, 28]. 

W każdej komórce obecna jest pewna ilość oksydacyj-
nych modyfikacji zasad azotowych. Jest to wyraz równowa-
gi istniejącej między powstawaniem RFT atakujących DNA
w przebiegu wielu procesów metabolicznych i usuwaniem
uszkodzeń tych biomolekuł przez swoiste enzymy reperu-
jące DNA. Europejski Komitet Standardów Uszkodzeń Oksy-
dacyjnych DNA (European Standards Committee on Oxida-
tive DNA Damage) ustanowił rzeczywiste poziomy 8-oksydG
w zakresie od 0,2 do kilku modyfikacji/106 par zasad dla ko-
mórek prawidłowych [29].

Analizując zawartości oksydacyjnych uszkodzeń DNA
w moczu, można ocenić skalę naprawy na poziomie całego
organizmu. Wysokie poziomy wydalanych z moczem oksy-
dacyjnych uszkodzeń DNA są wskaźnikiem nasilonego po-
ziomu stresu oksydacyjnego, ale mogą również odzwiercie-
dlać wysoką sprawność systemów naprawy tychże
uszkodzeń (stres oksydacyjny może być duży, a mecha-
nizmy naprawy usuwają jego skutki). Połączenie danych
o poziomie podstawowym właściwym dla każdego pacjen-
ta z analizą wydalanych w moczu 8-oksyGua i 8-oksydG,
może natomiast wyraźnie obrazować informacje o mecha-
nizmach naprawy DNA. 

Analiza stężeń 8-oksyGua i 8-oksydG w moczu pacjen-
tów pobranym przed radioterapią i w różnym czasie po na-
promienianiu powinna dostarczyć danych informujących
z jednej strony o efektywności naprawy oksydacyjnych
uszkodzeń DNA, z drugiej – o natężeniu stresu oksydacyj-
nego na poziomie całego organizmu. 

Porównanie wartości poziomu tych modyfikacji z para-
metrami oceniającymi powodzenie terapii, takimi jak dłu-
gość przeżycia całkowitego, czy czas do progresji choroby,
powinno pozwolić na określenie, czy istnieje związek przy-
czynowo-skutkowy między efektywnością reperacji uszko-
dzeń indukowanych promieniowaniem jonizującym w DNA
a rokowaniem pacjenta. 

Stwierdzenie takiej korelacji mogłoby być jednym z pa-
rametrów decydujących o ewentualnym ponownym zasto-
sowaniu radioterapii lub odstąpieniu od napromieniań
w przypadkach wątpliwych klinicznie.
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