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Jest powszechnie znanym fakt,
ze w normalnej ludzkiej komor-
ce wraz z wiekiem nastepuje
Stata akumulacja uszkodzeri
DNA wynikajgcych z ataku wol-
nych rodnikow, szczegdlnie rod-
nika hydroksylowego (‘OH). Or-
ganizmy aerobowe wyksztatci-
ty systemy obrony, polegajgce
na wytworzeniu uktadow enzy-
matycznych i antyoksydacyj-
nych ostaniajgcych komdrke
przed toksycznymi formami tle-
nu. Do mechanizmdw obron-
nych nalezy rowniez zaliczyc¢
systerny naprawcze, majgce na
celu oksydacyjne uszkodzenia
DNA, polegajgce na wycinaniu
zmodyfikowanych zasad i nu-
kleozydow i wydalaniu ich z or-
ganizmu. Jest powszechnie ak-
ceptowane, ze uszkodzenia
DNA, takie jak oksydacyjnie
zmodyfikowane zasady i nukle-
otydy sg przy sprawnych syste-
mach naprawy wycinane i bez
dalszych zmian metabolicznych
wydzielane do moczu.

W aktualnym pismiennictwie pa-
nuje zgodnosc co do zastoso-
wania oznaczeri 8-oksy-2’-de-
oksyguanozyny (8-oksydQG) i
8-oksyguaniny  (8-oksyGua)
w moczu jako dobrego marke-
ra formowania uszkodzeri oksy-
dacyjnych DNA in vivo. Obec-
nosc¢ zmodyfikowanego nukle-
otydu guaniny (8-oksydG)
W moczu reprezentuje najwaz-
niejszg sciezke naprawy pro-
duktow oksydacyjnych uszko-
dzeri DNA in vivo, naprawe
przez wycinanie nukleorydow
NER (ang. nucleotide excision
repair). Jakkolwiek oksydacyj-
ne uszkodzenia zasad DNA
gfownie sg naprawiane przez
wyciecie zasad BER (ang. ba-
se excision repair). Analiza
w moczu 8-oksyGua przedsta-
wia szczegadlne trudnosci, i az
do niedawna stosowane meto-
dy nie byty wiarygodne. Ostat-
nio rozwinieto nowg technike
jednoczesnej ilosciowej analizy
w tej samej probce moczu zmo-
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WPROWADZENIE

Procesy, w wyniku ktérych do-
chodzi do uszkodzern DNA, sposo-
by jego naprawy i konsekwencje
wynikajgce z zaburzern w naprawie
dotyczg catego Swiata ozywionego.
Chociaz istniejg réznice w budowie
i organizacji DNA, w budowie
i specyficznosci dziatania systemow
naprawczych, ich schemat dziata-
nia w bakteryjnych organizmach
jednokomdrkowych, komdrkach di-
ploidalnych roslin czy w tkankach
ludzkich, jest podobny [1]. Walka
0 zachowanie i utrzymanie integral-
nosci genomu trwa nieustannie.

Mutacje nie tylko powodujg de-
strukcje genomu, czesto byty tez
motorem ewolucji, utatwiajgc orga-
nizmom przezycie w zmieniajgcych
sie warunkach.

Jest powszechnie akceptowane,
ze uszkodzenia DNA, takie jak
oksydacyjnie zmodyfikowane zasa-
dy i nukleotydy sg przy sprawnych
systemach naprawy wycinane i bez
dalszych zmian metabolicznych wy-
dzielane do moczu [2, 3, 4, 5].
Wsréd wielu mozliwych produktéw
reperacji w moczu zostaty zidenty-
fikowane: 8-oksy-2’-deoksyguanozy-
na (8-oksydG), 8-oksyguanina (8-
oksyGua), glikol tyminy (Tg), glikol
tymidyny (dTg), 5-hydroksymetylo-
uracyl (5-OHMU), 5-hydroksyuracyl
(5-OHU) i 8-oksyadenina (8-oksy-
Ade) [6, 7, 8, 9, 10, 11].

W aktualnym pismiennictwie pa-
nuje zgodnos¢ co do zastosowa-
nia oznaczen 8-oksydG i 8-oksy-
Gua w moczu jako dobrego mar-
kera formowania  uszkodzen
oksydacyjnych DNA in vivo. Uwa-
za sie, ze poziom 8-oksy-2’-deoksy-
guanozyny w moczu jest zdetermi-
nowany naprawg DNA in vivo przez
wycinanie nukleotydéw (NER) [4,
12]. Drugg mozliwoscig pojawiania
sie 8-oksydG jest usuwanie oksy-
dacyjnie zmodyfikowanych nukle-
otydéw z ich puli komdrkowej. 8-
oksy-dGTP jest rozktadane przez
8-oksy-dGTPaze do 8-oksy-dGMP,
po czym nastepuje defosforylacja
przy udziale kinazy guanylowej do
8-oksydG i w takiej postaci jest
wydzielana do moczu [13]. Przy-
puszcza sie takze, ze do usunie-
cia oksydacyjnie zmodyfikowanego
nukleozydu guaniny zdolna jest
niespecyficzna endonukleaza, kto-
ra wycina go w postaci 3',5,8-
oksy-dGDP, a dalej podobnie jak
w przypadku nuleotydow nastepu-
je hydroliza do 8-oksydG [13, 14].

Stezenie 8-oksydG w moczu zo-
stato zaproponowane jako nieinwa-
zyjny biomarker uszkodzen oksyda-
cyjnych DNA in vivo [4]. Loft poda-
je, ze wydalanie 8-oksydG przez
cztowieka zdrowego wynosi 200-600
pmol/kg/24 godz., co odpowiada
168-504 oksydacyjnym modyfika-
cjom guaniny na dzien dla kazdej
z 5 x 10" komorki organizmu [4].
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dyfikowanego nukleotydu
8-0ksydG i zasady 8-oksyGua
z wykorzystaniem wysoko-
sprawnej chromatografii cieczo-
wej HPLC i chromatografii ga-
zowej ze spektometrig masowg
(GC/MS).

W pracy przedstawiono aktual-
ne wyniki prac badawczych,
oceniajgcych wptyw niektorych
czynnikow, takich jak wiek, me-
tabolizm i wysitek fizyczny, pa-
lenie tytoniu, wptyw diety i cho-
roby nowotworowej na poziom
w moczu najlepiej poznanych
biomarkerdow naprawy uszko-
dzen oksydacyjnych DNA czto-
wieka 8-oksy-2-deoksyguano-
zyny i 8-oksy-guaniny.

Stowa kluczowe: biomarkery
w moczu, naprawa DNA,
8-0ksy-2-deoksyguanozyna,
8-oksy-guanina.

Nie mozna wykluczy¢, ze 8-oksydG
pojawia sie w moczu w wyniku de-
gradacji DNA, pochodzacego z mar-
twych komorek, powstatych w wyni-
ku apoptozy czy nekrozy.

Technikg HPLC analizowano
rowniez zawartos¢ 8-oksyguaniny
(8-oksyGua) w moczu. Stwierdzo-
no, ze stezenie tej czgsteczki
W moczu jest podobne do zawar-
tosci 8-oksydG [7]. Opisano kilka
glikozylaz, ktére w sposéb szcze-
golny rozpoznajg i usuwajg 8-oksy-
Gua z komorek cztowieka [15, 16].

Metoda, ktéra bytaby w stanie
okresli¢ ilos¢ 8-oksydG i 8-oksy-
Gua w tej samej prébce moczu
bytaby szczegdlnie przydatna do
poznawania mechanizmow repera-
cji oksydacyjnych uszkodzert DNA
u cztowieka.

Zbadano wptyw réznych czynni-
kéw, jak wiek, wysitek fizyczny, pa-
lenie tytoniu, pte¢, choroby nowo-
tworowe na wydalanie 8-oksydG.

WIEK

Porownawcza analiza zawartosci
8-oksydG w moczu ludzi zdrowych
z kilku badan wskazuje, ze poziom
zmodyfikowanego nukleozydu mo-
ze spadac¢ wraz z wiekiem [12].
Mozna to ttumaczy¢ spowolnionym
metabolizmem u 0sob starszych,
jak réwniez niewydolnoscig mecha-
nizmow naprawy [4].

W aktualnym pismiennictwie
brakuje badan, ktére stwierdzaty-
by zalezno$¢ poziomu 8-oksyGua
w moczu cztowieka od wieku.

METABOLIZM | WYSILEK
FIZYCZNY

Zaleznos¢ miedzy tempem me-
tabolizmu a wydalaniem 8-oksydG
zostata wykazana przez kilku ba-
daczy [3, 17, 18]. Z przeprowa-
dzonych badan wynika, ze osoby
otyte wydalajg mniej 8-oksydG niz
osoby szczupte. Mezczyzni wyda-
lajg ok. 30 proc. wiecej 8-oksydG
niz kobiety [19].

Ze wzgledu na przyspieszony
metabolizm tlenu, wysitek fizycz-
ny powinien generowac¢ oksyda-

cyjne uszkodzenia DNA. Jednak
krotkoterminowy wysitek nie po-
wodowat znaczgcego wzrostu
w moczu 8-oksydG, natomiast 10
godz. po intensywnym wysitku
w warunkach maratonu stwierdza-
no wzrost w moczu 8-oksydG do
130 proc. stanu wyjsciowego
w przeliczeniu do poziomu kreaty-
niny w moczu [20]. Ponadto po
okresie 30-dniowych intensywnych
¢wiczen od 8 do 11 godz. dzien-
nie u zotnierzy, poziom 8-oksydG
powiekszat sie znaczaco [21].

TYTON

Wptyw palenia tytoniu na pod-
wyzszenie zawartosci w moczu
oksydacyjnie zmodyfikowanego nu-
kleozydu guaniny jest ewidentnie
wykazany w licznych doswiadcze-
niach. Stwierdzono, ze palacze
wydalajg dziennie ok. 30 do 50
proc. wiecej 8-oksydG [19, 22, 23]
i ok. 100 proc. wiecej 8-oksyG niz
niepalgcy [7]. Ponadto 4 tyg. po
zaprzestaniu palenia, wydalanie
8-oksydG zmniejszato sie o 20
proc. u 65 0sob poddanych kon-
trolowanemu badaniu [24].

WPLYW DIETY

Przeprowadzono badanie, w kto-
rym monitorowano poziom tej po-
chodnej w moczu szczurow po-
dzielonych na 2 grupy. Jedna by-
ta karmiona normalnie, a u drugiej
zastosowano diete nie zawierajaca
kwasow nukleinowych. Okazafo sie,
ze poziom zmodyfikowanej zasady
8-oksyGua w moczu szczurow kar-
mionych normalng dietg byt o wie-
le wyzszy w poréwnaniu z warto-
gciami w drugiej grupie. Poziom
zmodyfikowanego nukleotydu 8-
oksydG w tym przypadku byt po-
rownywalny w obu grupach [25].

Inni autorzy po podaniu szczurom
dojelitowo znakowanej 8-oksydG
oraz dozylnie dG nie stwierdzili
w moczu znakowanej 8-oksydG, co
sugeruje, ze na jej poziom nie wpty-
wa 8-oksydG pochodzgca z pokar-
mu ani oksydacja dG podczas jej
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In a normal human cell there is
a steady accumulation of DNA
lesions with time. Substantial
parts of these lesions are due to
endogenous factors that dama-
ge DNA.

It has been shown that free ra-
dicals, attack upon DNA gene-
rates a whole series of DNA da-
mage, among them modified
bases. Hydroxyl radical ("OH)
attack on DNA leads to a large
number of pyrimidine- and pu-
rine-derived base damage. So-
me of these modified DNA ba-
ses have considerable potential
to damage the integrity of the
genome.

It is generally accepted that the
products of repair of 8-oxoGua
in cellular DNA are excreted in-
to the urine without further me-
tabolism.

There is a common belief that
the presence of the modified
nucleoside (8-oxodGuo) in uri-
ne represents the primary repa-
ir product of the oxidative DNA
damage in vivo, presumably
nucleotide excision repair
(NER). However, oxidatively da-
maged DNA bases are mostly
repaired by the base excision
repair pathway (BER) although
the nucleotide excision repair
pathway may also play a role in
the repair of some oxidised ba-
ses in DNA.

Therefore, the assays, which are
able to determine the level of 8-
oxodGuo as well as the amount
of 8-oxoGua in urine, may better
reflect oxidative damage of cel-
lular DNA.

The analysis of 8-oxoGua in uri-
ne presents particular difficul-
ties and until recently there has
been no reliably assay for its
detection. Recently a new tech-
nique was developed which al-
lowed for simultaneous determi-
nation of 8-oxodGuo and 8-oxo-
Gua in the same urine sample.
This method involved a HPLC
prepurification followed by gas
chromatography with isotope dli-

wydzielania do moczu [10]. Analiza
w moczu 8-oksyGua przedstawiata
jak dotychczas szczegdlne trudno-
$ci metodyczne [4, 26] i az do nie-
dawna metody prezentowane przez
autoréw nie byly godne zaufania.

Ostatnio opracowano metode po-
zwalajgcg na oznaczenie w tej sa-
mej prébce moczu produkiow repe-
racji DNA 8-oksydG i 8-oksyGua
przy wykorzystaniu jednoczesnie
techniki HPLC i GC/MS [27].

W Katedrze i Zaktadzie Biochemii
Klinicznej  Akademii  Medycznej
w Bydgoszczy przystosowano do wy-
mogow odczynnikowych i sprzeto-
wych metode opracowang przez Ra-
vanata i wsp. Wykorzystujgc te tech-
nike przeprowadzono badania majace
na celu ocene wptywu diety na po-
ziomy 8-oksy-dG i 8-oksy-Gua w mo-
czu cztowieka. Dla oceny doktad-
nosci pomiarow 8-oksy-dG i 8-
oksy-Gua w dobowej zbiérce moczu
(DZM), analizy byly powtarzane 7 ra-
zy w tych samych probkach moczu
dla kazdego z badanych. Poniewaz
poprzednie badania [28] sugerowa-
ty, ze ilos¢ 8-oksyG w moczu szczu-
ra osigga najnizszg wartos¢ w dru-
gim lub trzecim dniu diety wolnej od
kwasow nukleinowych, probki moczu
(dobowa zbidrka moczu) w tym ba-
daniu zbierane byty po trzech
dniach stosowania diety wolnej od
kwasoéw nukleinowych i od tych sa-
mych oséb w trzy do pieciu dni po
powrocie do normalnej nieograniczo-
nej diety. Srednie poziomy 8-oksy-
dG i 8-oksy-Gua analizowanych ze-
stawiert obu prébek moczu byty po-
rownywalne. Postawiono wniosek, ze
dobowa ilos¢ 8-oksy-dG i 8-oksy-
-Gua wydalana z moczem u cztowie-
ka nie zalezy od diety i moze byc¢
kompletnym obrazem ilosci tych
oksydacyjnych pochodnych zasad
azotowych pochodzacych z komor-
kowego DNA [29].

CHOROBY NOWOTWOROWE

Porownywano zawartos¢ 8-oksydG
w moczu pacjentdw chorych na cho-
robe nowotworowg z zawartoscig te-
go zwigzku w moczu ludzi zdrowych.
Wyniki tych badan pokazuje tab.

Produkty naprawy uszkodzen
materiatu genetycznego wydziela-
ne sg z moczem [17, 27, 35].
Przydatnym w odpowiedzi na wie-
le pytan o udziale oksydacyjnych
zmian w DNA cztowieka, w pro-
cesie powstawania nowotworow
i zaburzeniach mechanizmow na-
prawy uszkodzonego DNA, mo-
gtaby by¢ metoda umozliwiajgca
pomiar ilosci utlenionych zasad
w DNA w materiale pobieranym
w sposob nieinwazyjny. Materia-
tem klinicznym, ktéry pobiera sie
od pacjentow w sposob nieinwa-
zyjny jest mocz.

Poziom 8-oksy-dG i 8-oksy-Gua
w moczu cztowieka powinien od-
zwierciedla¢ z jednej strony poziom
uszkodzen oksydacyjnych w DNA
i puli nukleotydowej komorek,
a z drugiej sprawnos¢ mechani-
zmow naprawy DNA. Jednak praw-
dziwe relacje oraz roznorodnosc¢
miedzyosobnicza nie sg jeszcze
przebadane, poniewaz do niedaw-
na nie istniata metoda jednocze-
snego oznaczania tych zwigzkéw
W mOocCzu.

Otwierajgca sie mozliwos¢ sza-
cowania sprawnosci mechanizmow
naprawczych w oparciu o analize
moczu jest niestychanie pocigga-
jaca ze wzgledu na catkowitg bez-
inwazyjnosS¢ i moze umozliwié
opracowanie testéw stuzgcych do
indywidualizaciji terapii.
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lution mass spectrometric de-
tection.

Since the level of the modified
nucleoside/base in urine may
be a good indicator of oxidati-
ve DNA insult, and as a general
index of oxidative stress.

This review article presents da-
ta, which suggest some relation-
ship between the level of 8-oxo-
Gua and 8-oxodGuo in human
urine and: age, note of metabo-
lism, extent of physical exercise,
smoking of tobacco, of diet and
development of cancer.

Key words: biomarkers in urine,
DNA repair, 8-oxo-2’-deoxogu-
anosine, 8-oxoguanine.
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Tab. Prace dotyczace oznaczeii biomarkerdw reperacji oksydacyjnych uszkodzeri DNA w moczu pacjentow chorych na nowotwory

Grupa badana Uszkodzenie Metoda Warto$ci

10 zdrowych 435+120 i 347+156

i 20 z nowotworem dTg HPLC pmol/kg/24 godz.

10 zdrowych 174+54 i 125+45

i 20 z nowotworem Tg HPLC pmol/kg/24 godz.

2 pacjentéw z rakiem dTg GC/MS 8-10 i 20-37 nmol/24 godz.
przed i po radioterapii

2 pacjentoéw z rakiem

przed i po radioterapii 8-oksydG GC/MS 8-14 i 31-40 nmol/24 godz.
14 chorych z rakiem

przed i po chemioterapii

Adriamycyng 5-OHMU GC/MS 74+9 i 96+9 nmol/24h

7 pacjentéw zdrowych 1,1£0,6 i 1,8 do 3,4

i 10 z nowotworem 8-oksydG HPLC nmol/mmol kreatyniny

27 zdrowych 1,1£0,6 i 2,1+1,4

i 136 z nowotworem 8-oksydG HPLC nmol/mmol kreatyniny

27 zdrowych 15+£8 i 18+11

i 136 z nowotworem 8-oksydG HPLC nmol/24 godz.

79 pacjentéw
z nowotworem przed

1,9+1,0 i 2,6+2,5

i po chemioterapii 8-oksydG HPLC nmol/mmol kreatyniny
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