
WPROWADZENIE

Procesy, w wyniku których do-
chodzi do uszkodzeñ DNA, sposo-
by jego naprawy i konsekwencje
wynikaj¹ce z zaburzeñ w naprawie
dotycz¹ ca³ego œwiata o¿ywionego.
Chocia¿ istniej¹ ró¿nice w budowie
i organizacji DNA, w budowie
i specyficznoœci dzia³ania systemów
naprawczych, ich schemat dzia³a-
nia w bakteryjnych organizmach
jednokomórkowych, komórkach di-
ploidalnych roœlin czy w tkankach
ludzkich, jest podobny [1]. Walka
o zachowanie i utrzymanie integral-
noœci genomu trwa nieustannie. 

Mutacje nie tylko powoduj¹ de-
strukcjê genomu, czêsto by³y te¿
motorem ewolucji, u³atwiaj¹c orga-
nizmom prze¿ycie w zmieniaj¹cych
siê warunkach. 

Jest powszechnie akceptowane,
¿e uszkodzenia DNA, takie jak
oksydacyjnie zmodyfikowane zasa-
dy i nukleotydy s¹ przy sprawnych
systemach naprawy wycinane i bez
dalszych zmian metabolicznych wy-
dzielane do moczu [2, 3, 4, 5].
Wœród wielu mo¿liwych produktów
reperacji w moczu zosta³y 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 piœmiennictwie pa-
nuje zgodnoœæ co do zastosowa-
nia oznaczeñ 8-oksydG i 8-oksy-
Gua w moczu jako dobrego mar-
kera formowania uszkodzeñ
oksydacyjnych DNA in vivo. Uwa-
¿a siê, ¿e poziom 8-oksy-2’-deoksy-
guanozyny w moczu jest zdetermi-
nowany napraw¹ DNA in vivo przez
wycinanie nukleotydów (NER) [4,
12]. Drug¹ mo¿liwoœci¹ pojawiania
siê 8-oksydG jest usuwanie oksy-
dacyjnie zmodyfikowanych nukle-
otydów z ich puli komórkowej. 8-
oksy-dGTP jest rozk³adane przez
8-oksy-dGTPazê do 8-oksy-dGMP,
po czym nastêpuje defosforylacja
przy udziale kinazy guanylowej do
8-oksydG i w takiej postaci jest
wydzielana do moczu [13]. Przy-
puszcza siê tak¿e, ¿e do usuniê-
cia oksydacyjnie zmodyfikowanego
nukleozydu guaniny zdolna jest
niespecyficzna endonukleaza, któ-
ra wycina go w postaci 3’,5’,8-
oksy-dGDP, a dalej podobnie jak
w przypadku nuleotydów nastêpu-
je hydroliza do 8-oksydG [13, 14]. 

Stê¿enie 8-oksydG w moczu zo-
sta³o zaproponowane jako nieinwa-
zyjny biomarker uszkodzeñ oksyda-
cyjnych DNA in vivo [4]. Loft poda-
je, ¿e wydalanie 8-oksydG przez
cz³owieka zdrowego wynosi 200–600
pmol/kg/24 godz., co odpowiada
168–504 oksydacyjnym modyfika-
cjom guaniny na dzieñ dla ka¿dej
z 5 x 1013 komórki organizmu [4]. 

Jest powszechnie znanym fakt,

¿e w normalnej ludzkiej komór-

ce wraz z wiekiem nastêpuje

sta³a akumulacja uszkodzeñ

DNA wynikaj¹cych z ataku wol-

nych rodników, szczególnie rod-

nika hydroksylowego (•OH). Or-

ganizmy aerobowe wykszta³ci-

³y systemy obrony, polegaj¹ce

na wytworzeniu uk³adów enzy-

matycznych i antyoksydacyj-

nych os³aniaj¹cych komórkê

przed toksycznymi formami tle-

nu. Do mechanizmów obron-

nych nale¿y równie¿ zaliczyæ

systemy naprawcze, maj¹ce na

celu oksydacyjne uszkodzenia

DNA, polegaj¹ce na wycinaniu

zmodyfikowanych zasad i nu-

kleozydów i wydalaniu ich z or-

ganizmu. Jest powszechnie ak-

ceptowane, ¿e uszkodzenia

DNA, takie jak oksydacyjnie

zmodyfikowane zasady i nukle-

otydy s¹ przy sprawnych syste-

mach naprawy wycinane i bez

dalszych zmian metabolicznych

wydzielane do moczu. 

W aktualnym piœmiennictwie pa-

nuje zgodnoœæ co do zastoso-

wania oznaczeñ 8-oksy-2’-de-

oksyguanozyny (8-oksydG) i

8-oksyguaniny (8-oksyGua)

w moczu jako dobrego marke-

ra formowania uszkodzeñ oksy-

dacyjnych DNA in vivo. Obec-

noœæ zmodyfikowanego nukle-

otydu guaniny (8-oksydG)

w moczu reprezentuje najwa¿-

niejsz¹ œcie¿kê naprawy pro-

duktów oksydacyjnych uszko-

dzeñ DNA in vivo, naprawê

przez wycinanie nukleorydów

NER (ang. nucleotide excision

repair). Jakkolwiek oksydacyj-

ne uszkodzenia zasad DNA

g³ównie s¹ naprawiane przez

wyciêcie zasad BER (ang. ba-

se excision repair). Analiza

w moczu 8-oksyGua przedsta-

wia szczególne trudnoœci, i a¿

do niedawna stosowane meto-

dy nie by³y wiarygodne. Ostat-

nio rozwiniêto now¹ technikê

jednoczesnej iloœciowej analizy

w tej samej próbce moczu zmo-
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Nie mo¿na wykluczyæ, ¿e 8-oksydG
pojawia siê w moczu w wyniku de-
gradacji DNA, pochodz¹cego z mar-
twych komórek, powsta³ych w wyni-
ku apoptozy czy nekrozy. 

Technik¹ HPLC analizowano
równie¿ zawartoœæ 8-oksyguaniny
(8-oksyGua) w moczu. Stwierdzo-
no, ¿e stê¿enie tej cz¹steczki
w moczu jest podobne do zawar-
toœci 8-oksydG [7]. Opisano kilka
glikozylaz, które w sposób szcze-
gólny rozpoznaj¹ i usuwaj¹ 8-oksy-
Gua z komórek cz³owieka [15, 16]. 

Metoda, która by³aby w stanie
okreœliæ iloœæ 8-oksydG i 8-oksy-
Gua w tej samej próbce moczu
by³aby szczególnie przydatna do
poznawania mechanizmów repera-
cji oksydacyjnych uszkodzeñ DNA
u cz³owieka. 

Zbadano wp³yw ró¿nych czynni-
ków, jak wiek, wysi³ek fizyczny, pa-
lenie tytoniu, p³eæ, choroby nowo-
tworowe na wydalanie 8-oksydG. 

WIEK

Porównawcza analiza zawartoœci
8-oksydG w moczu ludzi zdrowych
z kilku badañ wskazuje, ¿e poziom
zmodyfikowanego nukleozydu mo-
¿e spadaæ wraz z wiekiem [12].
Mo¿na to t³umaczyæ spowolnionym
metabolizmem u osób starszych,
jak równie¿ niewydolnoœci¹ mecha-
nizmów naprawy [4]. 

W aktualnym piœmiennictwie
brakuje badañ, które stwierdza³y-
by zale¿noœæ poziomu 8-oksyGua
w moczu cz³owieka od wieku. 

METABOLIZM I WYSI£EK 

FIZYCZNY

Zale¿noœæ miêdzy tempem me-
tabolizmu a wydalaniem 8-oksydG
zosta³a wykazana przez kilku ba-
daczy [3, 17, 18]. Z przeprowa-
dzonych badañ wynika, ¿e osoby
oty³e wydalaj¹ mniej 8-oksydG ni¿
osoby szczup³e. Mê¿czyŸni wyda-
laj¹ ok. 30 proc. wiêcej 8-oksydG
ni¿ kobiety [19]. 

Ze wzglêdu na przyspieszony
metabolizm tlenu, wysi³ek fizycz-
ny powinien generowaæ oksyda-

cyjne uszkodzenia DNA. Jednak
krótkoterminowy wysi³ek nie po-
wodowa³ znacz¹cego wzrostu
w moczu 8-oksydG, natomiast 10
godz. po intensywnym wysi³ku
w warunkach maratonu stwierdza-
no wzrost w moczu 8-oksydG do
130 proc. stanu wyjœciowego
w przeliczeniu do poziomu kreaty-
niny w moczu [20]. Ponadto po
okresie 30-dniowych intensywnych
æwiczeñ od 8 do 11 godz. dzien-
nie u ¿o³nierzy, poziom 8-oksydG
powiêksza³ siê znacz¹co [21]. 

TYTOÑ 

Wp³yw palenia tytoniu na pod-
wy¿szenie zawartoœci w moczu
oksydacyjnie zmodyfikowanego nu-
kleozydu guaniny jest ewidentnie
wykazany w licznych doœwiadcze-
niach. Stwierdzono, ¿e palacze
wydalaj¹ dziennie ok. 30 do 50
proc. wiêcej 8-oksydG [19, 22, 23]
i ok. 100 proc. wiêcej 8-oksyG ni¿
niepal¹cy [7]. Ponadto 4 tyg. po
zaprzestaniu palenia, wydalanie
8-oksydG zmniejsza³o siê o 20
proc. u 65 osób poddanych kon-
trolowanemu badaniu [24]. 

WP£YW DIETY

Przeprowadzono badanie, w któ-
rym monitorowano poziom tej po-
chodnej w moczu szczurów po-
dzielonych na 2 grupy. Jedna by-
³a karmiona normalnie, a u drugiej
zastosowano dietê nie zawieraj¹c¹
kwasów nukleinowych. Okaza³o siê,
¿e poziom zmodyfikowanej zasady
8-oksyGua w moczu szczurów kar-
mionych normaln¹ diet¹ by³ o wie-
le wy¿szy w porównaniu z warto-
œciami w drugiej grupie. Poziom
zmodyfikowanego nukleotydu 8-
oksydG w tym przypadku by³ po-
równywalny w obu grupach [25]. 

Inni autorzy po podaniu szczurom
dojelitowo znakowanej 8-oksydG
oraz do¿ylnie dG nie stwierdzili
w moczu znakowanej 8-oksydG, co
sugeruje, ¿e na jej poziom nie wp³y-
wa 8-oksydG pochodz¹ca z pokar-
mu ani oksydacja dG podczas jej

dyfikowanego nukleotydu

8-oksydG i zasady 8-oksyGua

z wykorzystaniem wysoko-

sprawnej chromatografii cieczo-

wej HPLC i chromatografii ga-

zowej ze spektometri¹ masow¹

(GC/MS). 

W pracy przedstawiono aktual-

ne wyniki prac badawczych,

oceniaj¹cych wp³yw niektórych

czynników, takich jak wiek, me-

tabolizm i wysi³ek fizyczny, pa-

lenie tytoniu, wp³yw diety i cho-

roby nowotworowej na poziom

w moczu najlepiej poznanych

biomarkerów naprawy uszko-

dzeñ oksydacyjnych DNA cz³o-

wieka 8-oksy-2-deoksyguano-

zyny i 8-oksy-guaniny. 

S³owa kluczowe: biomarkery

w moczu, naprawa DNA,

8-oksy-2-deoksyguanozyna,

8-oksy-guanina. 
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wydzielania do moczu [10]. Analiza
w moczu 8-oksyGua przedstawia³a
jak dotychczas szczególne trudno-
œci metodyczne [4, 26] i a¿ do nie-
dawna metody prezentowane przez
autorów nie by³y godne zaufania. 

Ostatnio opracowano metodê po-
zwalaj¹c¹ na oznaczenie w tej sa-
mej próbce moczu produktów repe-
racji DNA 8-oksydG i 8-oksyGua
przy wykorzystaniu jednoczeœnie
techniki HPLC i GC/MS [27]. 

W Katedrze i Zak³adzie Biochemii
Klinicznej Akademii Medycznej
w Bydgoszczy przystosowano do wy-
mogów odczynnikowych i sprzêto-
wych metodê opracowan¹ przez Ra-
vanata i wsp. Wykorzystuj¹c tê tech-
nikê przeprowadzono badania maj¹ce
na celu ocenê wp³ywu diety na po-
ziomy 8-oksy-dG i 8-oksy-Gua w mo-
czu cz³owieka. Dla oceny dok³ad-
noœci pomiarów 8-oksy-dG i 8-
oksy-Gua w dobowej zbiórce moczu
(DZM), analizy by³y powtarzane 7 ra-
zy w tych samych próbkach moczu
dla ka¿dego z badanych. Poniewa¿
poprzednie badania [28] sugerowa-
³y, ¿e iloœæ 8-oksyG w moczu szczu-
ra osi¹ga najni¿sz¹ wartoœæ w dru-
gim lub trzecim dniu diety wolnej od
kwasów nukleinowych, próbki moczu
(dobowa zbiórka moczu) w tym ba-
daniu zbierane by³y po trzech
dniach stosowania diety wolnej od
kwasów nukleinowych i od tych sa-
mych osób w trzy do piêciu dni po
powrocie do normalnej nieograniczo-
nej diety. Œrednie poziomy 8-oksy-
dG i 8-oksy-Gua analizowanych ze-
stawieñ obu próbek moczu by³y po-
równywalne. Postawiono wniosek, ¿e
dobowa iloœæ 8-oksy-dG i 8-oksy-
-Gua wydalana z moczem u cz³owie-
ka nie zale¿y od diety i mo¿e byæ
kompletnym obrazem iloœci tych
oksydacyjnych pochodnych zasad
azotowych pochodz¹cych z komór-
kowego DNA [29]. 

CHOROBY NOWOTWOROWE

Porównywano zawartoœæ 8-oksydG
w moczu pacjentów chorych na cho-
robê nowotworow¹ z zawartoœci¹ te-
go zwi¹zku w moczu ludzi zdrowych.
Wyniki tych badañ pokazuje tab. 

Produkty naprawy uszkodzeñ
materia³u genetycznego wydziela-
ne s¹ z moczem [17, 27, 35].
Przydatnym w odpowiedzi na wie-
le pytañ o udziale oksydacyjnych
zmian w DNA cz³owieka, w pro-
cesie powstawania nowotworów
i zaburzeniach mechanizmów na-
prawy uszkodzonego DNA, mo-
g³aby byæ metoda umo¿liwiaj¹ca
pomiar iloœci utlenionych zasad
w DNA w materiale pobieranym
w sposób nieinwazyjny. Materia-
³em klinicznym, który pobiera siê
od pacjentów w sposób nieinwa-
zyjny jest mocz. 

Poziom 8-oksy-dG i 8-oksy-Gua
w moczu cz³owieka powinien od-
zwierciedlaæ z jednej strony poziom
uszkodzeñ oksydacyjnych w DNA
i puli nukleotydowej komórek,
a z drugiej sprawnoœæ mechani-
zmów naprawy DNA. Jednak praw-
dziwe relacje oraz ró¿norodnoœæ
miêdzyosobnicza nie s¹ jeszcze
przebadane, poniewa¿ do niedaw-
na nie istnia³a metoda jednocze-
snego oznaczania tych zwi¹zków
w moczu. 

Otwieraj¹ca siê mo¿liwoœæ sza-
cowania sprawnoœci mechanizmów
naprawczych w oparciu o analizê
moczu jest nies³ychanie poci¹ga-
j¹ca ze wzglêdu na ca³kowit¹ bez-
inwazyjnoœæ i mo¿e umo¿liwiæ
opracowanie testów s³u¿¹cych do
indywidualizacji terapii. 
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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 di-
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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 dotycz¹ce oznaczeñ biomarkerów reperacji oksydacyjnych uszkodzeñ DNA w moczu pacjentów chorych na nowotwory

GGrruuppaa  bbaaddaannaa UUsszzkkooddzzeenniiee MMeettooddaa WWaarrttooœœccii AAuuttoorr

10 zdrowych 435±120 i 347±156 [30]
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. [30]

2 pacjentów z rakiem dTg GC/MS 8–10 i 20–37 nmol/24 godz. [31]
przed i po radioterapii

2 pacjentów z rakiem
przed i po radioterapii 8-oksydG GC/MS 8–14 i 31–40 nmol/24 godz. [31]

14 chorych z rakiem
przed i po chemioterapii
Adriamycyn¹ 5-OHMU GC/MS 74±9 i 96±9 nmol/24h [32]

7 pacjentów zdrowych 1,1±0,6 i 1,8 do 3,4
i 10 z nowotworem 8-oksydG HPLC nmol/mmol kreatyniny [33]

27 zdrowych 1,1±0,6 i 2,1±1,4
i 136 z nowotworem 8-oksydG HPLC nmol/mmol kreatyniny [34]

27 zdrowych 15±8 i 18±11 
i 136 z nowotworem 8-oksydG HPLC nmol/24 godz. [34]

79 pacjentów
z nowotworem przed 1,9±1,0 i 2,6±2,5
i po chemioterapii 8-oksydG HPLC nmol/mmol kreatyniny [34]
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