
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Antymutagenne białko MTH1 - rola biologiczna, 

regulacja aktywności enzymatycznej  

oraz znaczenie w procesie nowotworzenia 
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czy chcę czy nie chcę 
patrząc wstecz 

na zadeptane ścieżki 
dostrzegam 

zwykłą 
l u d z k ą   r z e cz ..? 

to wierność serc 
to drwin uśmieszki 

 
mój okręt porwał szkwał 

odpłynął 
umknął w świat 

a czterokonnych kwadryg 
cwał 

pozrywał cugle 
zostawił bat 

 
więc mam tym batem 

teraz wybatożyć 
ironii głupawy los 

spodchmurykapelusza 
wzrok nasrożyć 

obojętności świata 
odparować cios..? 

 
czy chcę czy nie chcę 

późno już 
wyznaczać górnolotne cele 

ja niepokorny..? 
spokorniały 

cóż 
i nie żal nic 

i żal tak wiele 
 

wiem jedno 
że już umiem siebie ostrzec 

przed powszechnością zdrad 
spodchmurykapelusza 

miłość dostrzec 
gdyż ta najtrwalszy 

pozostawia ślad 
 

 

 

         Czesław Niemen 
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pozwoliła mi osiągnąć „naukową samodzielność” na długo przed 

powstaniem tej rozprawy. 
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Od autora 
 

Publikacje naukowe rzadko stwarzają sposobność do dzielenia się 

spostrzeżeniami natury osobistej. Tym skwapliwiej korzystam z unikalnej 

okazji, jaką daje szczególna forma rozprawy habilitacyjnej, by w skrócie 

opowiedzieć jak doszło do jej powstania.  

 

Praca ta stanowi publikacyjny zapis części moich eksperymentalnych 

zmagań zmierzających do rozwikłania tajemnic fascynującego białka MTH1, 

jego fizjologicznej roli, znaczenia w procesie nowotworzenia oraz regulacji jego 

aktywności enzymatycznej. Jej powstanie było możliwe dzięki skojarzeniu 

mojej fascynacji tematem ze szczęśliwymi zbiegami okoliczności, które 

pozwoliły mi spotkać na zawodowej drodze ludzi mądrych, serdecznych i 

tolerancyjnych.  

Moje zainteresowania enzymologiczne są w całości zasługą 

niedoścignionego Mistrza, Pana Doktora Antoniego Leźnickiego z Zakładu 

Biochemii Uniwersytetu Mikołaja Kopernika w Toruniu, który nadając mi 

magisterskie szlify w latach 1989-1992, udzielił mi niezapomnianej lekcji 

naukowej charyzmy, rzetelności, kreatywności i uczciwości. Gwoli ścisłości, 

lekcja ta ciągle trwa i nie spodziewam się, abym chciał z niej dobrowolnie 

zrezygnować.  

Jako samodzielny eksperymentator rozwinąłem skrzydła w Katedrze 

Biochemii Klinicznej, Akademii Medycznej w Bydgoszczy, w której miałem 

szczęście zostać zaangażowany w 1992 roku przez Pana Profesora Ryszarda 

Olińskiego. Jest to miejsce szczególne, w którym obłudzie, nieszczerości, 

próżności i marazmowi nie udało się zakorzenić dzięki wielkiemu wysiłkowi 

całego zespołu. Do dnia dzisiejszego stanowi ono dla mnie azyl, który pozwala 

na przynajmniej częściowe odizolowanie się od chaosu i mizerii świata 

zewnętrznego, oferując na osłodę nieskrępowaną swobodę twórczą i rodzinną 

atmosferę. Atmosfery takiej nie udałoby się nigdy wykreować bez wyjątkowej 

osobowości Pana Profesora Olińskiego. Właśnie w tym miejscu, żeglując 11 lat 

temu po oceanie wolnorodnikowej literatury biomedycznej, natknąłem się na 

przełomowe publikacje japońskich badaczy poświęcone antymutagennej funkcji 

bakteryjnego białka MutT i jego ludzkiego homologu, nazwanego MTH1. Jako 

człowiek uprzednio zarażony enzymologiczną pasją natychmiast zapałałem 

wielką ochotą, by poświęcić kolejne lata mojego życia zawodowego temu 

właśnie enzymowi. Białko to, jako strażnik wierności kopiowania informacji 

genetycznej, wydało mi się niezmiernie istotne dla najważniejszych procesów 
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biologicznych, które stanowią esencję życia. Nie mniej stymulujący był dla 

mnie fakt, iż światowa literatura dotycząca rodziny genów MutT i kodowanych 

przezeń enzymów zamykała się podówczas skromną liczbą 25 publikacji, 

pomimo że po raz pierwszy istnienie antymutagennego genu MutT postulowano 

już w roku 1954. Pierwsze kroki, koncentrujące się głównie na opracowaniu 

własnej metodologii badań nad enzymem, wykonałem w połowie lat 

dziewięćdziesiątych.  

Po obronie pracy doktorskiej w lutym 1997 roku łaskawy los pozwolił mi 

spędzić trzy lata pod skrzydłami Pana Profesora Kazimierza Kasprzaka, 

kierownika Sekcji Metali w Laboratorium Karcynogenezy Porównawczej, 

Narodowego Instytutu Raka we Frederick (Maryland, USA). Połączyła nas 

wspólna pasja, jaką jest odkrywanie tajemnic białka MTH1. Pasja ta stała się 

podstawą bardzo owocnej współpracy, która trwa nieprzerwanie od roku 1997. 

Większość eksperymentów stanowiących zrąb tej rozprawy mogła zostać 

przeprowadzona w prezentowanym kształcie dzięki doskonałym warunkom, 

jakich było mi dane doświadczyć w okresie pracy w Narodowym Instytucie 

Raka.  

Po dziesięciu latach pracy eksperymentalnej oraz wczytywania się w 

osiągnięcia innych badaczy, ilość pytań i nierozwiązanych zagadek dotyczących 

białka MTH1 wzrosła w mojej głowie nieproporcjonalnie do ilości poznanych 

odpowiedzi. Spodziewałem się tego i pocieszam się, że stan taki jest jedynym 

przewidywalnym rezultatem prowadzenia rzetelnej działalności naukowej.  
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I.  WSTĘP 

 
Rozprawa ta dotyka jednego z najistotniejszych, immanentnych 

fenomenów życia na Ziemi, a mianowicie zdolności do wiernego przenoszenia 

w czasie genetycznej informacji o budowie i funkcjonowaniu organizmów. 

Wierność kopiowania informacji genetycznej jest podstawą zachowania 

tożsamości gatunkowej organizmów oraz prawidłowego funkcjonowania 

osobników kolejnych generacji. Z drugiej strony wiemy jednak, że absolutna 

dokładność w kopiowaniu tej informacji nie jest zjawiskiem ani możliwym do 

osiągnięcia, ani pożądanym z punktu widzenia życia jako takiego, którego 

nadrzędnym „celem biologicznym” wydaje się być samo trwanie. Spróbujmy 

sobie wyobrazić praktyczne konsekwencje funkcjonowania dwu skrajnych, 

przeciwstawnych modeli powielania informacji genetycznej, z których jeden 

zasadzałby się na absolutnej wierności replikacji DNA, drugi zaś na znacznym 

upośledzeniu tejże. Model pierwszy uniemożliwiałby zjawisko ewolucji, 

procesów specjacji, mikroewolucji przystosowawczej oraz wewnątrzgatunkowej 

zmienności osobniczej, ponieważ każdy żywy organizm potomny (jedno- czy 

wielokomórkowy) musiałby stanowić idealnie wierną kopię osobnika 

poprzedniej generacji. Siłą rzeczy na nic zdałyby się również powszechne w 

przyrodzie procesy płciowe, jako metoda na kreowanie wewnątrzgatunkowej 

zmienności osobniczej. Mało tego, intuicja podpowiada nam, iż w takich 

warunkach powstanie ogromnej różnorodności form życia na ziemi byłoby z 

gruntu niemożliwe.  

Konsekwencje funkcjonowania drugiego teoretycznego modelu 

powielania informacji genetycznej byłyby również bardzo drastyczne. Z 

filogenetycznego punktu widzenia stabilne istnienie gatunków organizmów 

żywych w przyrodzie byłoby raczej wykluczone. W warunkach niskiej 

stabilności informacji genetycznej niemożliwy byłby nawet prawidłowy rozwój 

ontogenetyczny organizmów wielokomórkowych, który w przypadku 

kręgowców wymaga zajścia wielu bilionów podziałów komórkowych 

począwszy od chwili pierwszego podziału zapłodnionej komórki jajowej aż do 

chwili naturalnej śmierci organizmu. Funkcjonowanie przyrody ożywionej na 

naszej planecie przypomina więc kroczenie po cienkiej linie, odzwierciedlającej 

wąskie granice tolerancji w zakresie wierności przenoszenia informacji 

genetycznej w nieustającej sztafecie komórek macierzystych i potomnych.  

Jeśli porównamy ten proces do benedyktyńskiej pracy przepisywania 

ksiąg w czasach średniowiecznych, łatwo zrozumiemy jak wiele czynników 
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może wpływać na podobieństwo kopii i oryginału. Na przykład: czytelność 

samego oryginału, jakość użytego atramentu, pióra i papieru, zdolność 

rozumienia tekstu przez przepisującego, kondycja jego narządu wzroku, jego 

zdolności psychomotoryczne, stopień koncentracji… I tak można by je mnożyć 

niemal w nieskończoność, poczynając od powyższych, najbardziej oczywistych 

czynników, a kończąc na tak iluzorycznych, jak chociażby „niezamierzony” 

błąd literowy. Nie inaczej rzeczy mają się w przypadku kopiowania informacji 

genetycznej, nieodzownie poprzedzającej każdy podział komórkowy. Tutaj 

również zasadniczą rolę odgrywa stan matrycowego DNA, który jest nieustannie 

uszkadzany przez ogromny wachlarz czynników chemicznych i fizycznych 

przedostających się do komórki ze środowiska, jak i tych powstających w 

komórce. Oczywistą rolę w utrzymywaniu wierności kopiowania DNA ma 

efektywność wszystkich systemów naprawy DNA, które utrzymując matrycę w 

dobrej kondycji zapobiegają powstawaniu wszelkiego typu mutacji punktowych 

i aberracji chromosomowych. Bardzo ważną rolę odgrywa również dostępność 

substratów dla syntezy DNA w komórce, trifosforanów deoksynukleozydów, 

wzajemne stosunki ich stężeń oraz ich nienaruszona struktura chemiczna, o 

czym będzie mowa dalej. W sposób najoczywistszy na wierność replikacji DNA 

wpływają polimerazy DNA, enzymy katalizujące syntezę komplementarnych 

nici DNA na bazie nici matrycowych oraz zdolność polimeraz (oraz szeregu 

innych wyspecjalizowanych białek) do korekcji ewentualnych błędnych par 

nukleotydowych powstałych w procesie replikacji. Autor tej rozprawy nie ma 

ambicji usystematyzowanego przedstawienia ogromu czynników wpływających 

na wierność przenoszenia informacji genetycznej. Ilość danych 

eksperymentalnych zgromadzonych przez ludzkość w tym zakresie już dawno 

przekroczyła możliwości percepcyjne pojedynczego człowieka. 

Choć ograniczona stabilność informacji genetycznej niesionej przez 

genom jest źródłem ewolucyjnych zdolności przystosowawczych przyrody 

ożywionej, niesie jednak ze sobą wielkie zagrożenia dla życia poszczególnych 

osobników. Niestabilność ta jest bowiem odpowiedzialna nie tylko za 

genotypowe i fenotypowe zróżnicowanie osobników tego samego gatunku, ale 

również za choroby o podłożu genetycznym, w tym nowotworowe. 

Transformacja nowotworowa komórki jest nieodłącznie związana z akumulacją 

mutacji w genach strategicznie ważnych dla utrzymania komórki w rygorach 

narzucanych jej przez organizm jako całość. Ponieważ walka ze zmorą chorób 

nowotworowych stała się bodaj największym medycznym wyzwaniem naszych 

czasów, naturalny wydaje się burzliwy rozwój badań naukowych nad 
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molekularnymi mechanizmami utrzymywania integralności genomu w komórce. 

Jedną z grup czynników chemicznych wywołujących niestabilność genetyczną 

są reaktywne formy tlenu, które poprzez oksydacyjne reakcje wolnorodnikowe 

uszkadzają DNA, prowadząc m.in. do modyfikacji chemicznej zasad azotowych 

oraz pojedynczych i podwójnych pęknięć helisy DNA. Szereg modyfikacji DNA 

takiego typu powoduje powstawanie mutacji, do których dochodzi w procesie 

powielania informacji genetycznej (replikacji DNA), poprzedzającym każdy 

podział komórki. Uszkodzeniom oksydacyjnym podlegają nie tylko kwasy 

nukleinowe, ale również substraty do ich syntezy, 2'-deoksynukleozydo-5'-

trifosforany, których zasady azotowe mogą również podlegać oksydacyjnym 

modyfikacjom. Niektóre z tak zmodyfikowanych nukleotydów wykazują 

właściwości mutagenne z powodu ich zdolności do nietypowego parowania z 

różnymi zasadami matrycowej nici DNA. Polimerazy DNA inkorporują 

uszkodzone oksydacyjnie nukleotydy do nowosyntetyzowanych nici DNA na 

podobieństwo koni trojańkich, które ujawniają swój zdradziecki potencjał 

podczas kolejnych rund replikacyjnych. Oczywiście organizmy żywe nie 

pozostają bezbronne wobec zagrożeń związanych z metabolizmem tlenowym, 

dysponując orężem w postaci skomplikowanego, wielopoziomowego systemu 

obrony antyoksydacyjnej. Jednym z licznych obrońców komórki przed zgubnym 

działaniem reaktywnych form tlenu jest bakteryjne białko enzymatyczne MutT, 

którego homologi funkcjonalne w komórkach eukariotycznych opatrzono 

skrótową nazwą MTH1. Cechą wspólną tych białek jest (poza pewną homologią 

sekwencji aminokwasowej i struktury przestrzennej) zasadnicza rola jaką zdają 

się pełnić w komórce, polegająca na degradacji uszkodzonych oksydacyjnie 

trifosforanów deoksynukleozydów purynowych. Dzięki jego aktywności 

enzymatycznej, komórkowa pula wolnych nukleotydów jest oczyszczana z 

mutagennych substratów dla syntezy DNA, co przyczynia się do utrzymywania 

niskiej częstości mutacji punktowych. Białko to jest więc jednym z licznych 

strażników wierności kopiowania informacji genetycznej. Właśnie biologicznej 

roli białka MTH1, regulacji jego enzymatycznej aktywności oraz jego znaczeniu 

w procesach nowotworowych poświęcona jest ta rozprawa.  

Zanim jednak zapoznam Czytelnika ze szczegółowymi celami 

przeprowadzonych przeze mnie badań, pozostawiam Go sam na sam z lekturą 

pracy przeglądowej, która wprowadzi w zagadnienie na sposób bardziej 

naukowy i przedstawi fascynującą historię badań nad tym enzymem od roku 

1954 do roku 1996, w którym stał się on niepodzielnie moją zawodową pasją.  
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II.  CELE BADAŃ 
 

Warunkiem sine qua non prowadzenia badań dotyczących funkcji, 

regulacji i biologii enzymu jest posiadanie wiarygodnej metody oznaczania jego 

aktywności enzymatycznej. W czasie, gdy autor tej rozprawy rozpoczynał swoje 

zmagania z białkiem MTH1, w literaturze naukowej można było odnaleźć 

jedynie metody oznaczania aktywności oczyszczonych preparatów tego enzymu. 

Taki stan rzeczy wymógł na autorze opracowanie własnej (i jak do tej pory 

jedynej), ilościowej metody oznaczania aktywności 8-oxo-dGTPazowej białka 

MTH1 w komórkach i tkankach, która daje możliwość śledzenia zmian 

komórkowego poziomu aktywności enzymu pod wpływem różnych bodźców 

działających na organizm lub komórki hodowane in vitro. Ogólna idea 

ilościowego oznaczania specyficznej aktywności 8-oxo-dGTPazy w materiale 

biologicznym została wykreowana przez autora jeszcze w końcowym okresie 

przygotowywania pracy doktorskiej. Jednak jej usprawnianie, optymalizacja, 

badanie wpływu różnych czynników na jej skuteczność, modyfikacje w 

zależności od rodzaju używanego materiału badawczego oraz walidacja każdego 

etapu procedury, trwały przez kolejne lata. Stąd też wydzielono grupę celów 

metodycznych, których realizacja warunkowała osiągnięcie zasadniczych celów 

poznawczych.  

Skuteczne oczyszczanie puli wolnych nukleotydów z mutagennych 

substratów dla syntezy DNA (np. 8-oxo-dGTP) obniża ryzyko powstawania 

mutacji punktowych w DNA komórki, a tym samym przeciwdziała jej 

transformacji nowotworowej. Dlatego też główne cele poznawcze dotyczyły 

poszukiwania i opisu działania efektorów i stanów fizjologicznych komórki, 

które wpływają na poziom antymutagennej aktywności białka MTH1. 

Pod każdym z wymienionych poniżej celów podano w nawiasie numery 

porządkowe publikacji, w których opisano ich realizację.  

 

Cele metodyczne 
 

1. Opracowanie i optymalizacja procedur syntezy i oczyszczania 5'-mono-, di- 

oraz trifosforanu 8-oksy-2'-deoksyguanozyny (odpowiednio: 8-oxo-dGMP, 

8-oxo-dGDP i 8-oxo-dGTP), jako związków niezbędnych dla wykonywania 
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oznaczeń aktywności pirofosfohydrolazy 8-oksy-2'-deoksyguanozyno-5'-

trifosforanu (8-oxo-dGTPazy) (publikacja nr 2). 

2. Opracowanie metody selektywnego monitorowania aktywności 8-oxo-

dGTPazowej białka MTH1 w lizatach komórek i tkanek zawierających 

interferujące aktywności enzymatyczne (publikacja nr 2). 

3. Optymalizacja składu i stężeń składników mieszanin reakcyjnych 

używanych w standardowych oznaczeniach aktywności 8-oxo-dGTPazowej 

oraz badaniach kinetycznych (publikacja nr 2 i 6). 

4. Opracowanie procedur ekstrakcji 8-oxo-dGTPazy z komórek hodowanych in 

vitro oraz tkanek ssaków z uwzględnieniem wpływu typowych składników 

medium homogenizacyjnego na odzysk aktywności, takich jak detergenty, 

białka stabilizujące, inhibitory proteaz, związki redukujące (publikacje nr 2, 

3, 8). 

5. Opracowanie metody ilościowego oznaczania produktu reakcji 

katalizowanej przez 8-oxo-dGTPazę w obecności różnych inhibitorów 

enzymu, opartej na wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detekcją 

absorpcji promieniowania ultrafioletowego (publikacje nr 2 i 6). 

6. Walidacja opracowanej procedury oznaczania w materiale biologicznym 

aktywności 8-oxo-dGTPazowej białka MTH1 (publikacje nr 2 i 6). 

 

Cele poznawcze 

 
1. Charakterystyka parametrów kinetycznych reakcji hydrolizy 8-oxo-dGTP 

katalizowanej przez białka MTH1 ssaków (publikacje nr 2 i 6). 

2. Charakterystyka specyficzności substratowej ludzkiego białka MTH1 

opracowaną metodą, opartą na pomiarach inhibitorowych właściwości 

difosforanowych analogów substratów (publikacja nr 6). 

3. Eksperymentalna weryfikacja hipotezy o wpływie aktywności 8-oxo-

dGTPazowej białka MTH1 na zawartość 8-oksy-2'-deoksyguanozyny w 

DNA komórek (publikacja 3). 

4. Poszukiwanie oraz opis działania inhibitorów aktywności 8-oxo-

dGTPazowej białka MTH1 u ssaków, jako związków o potencjale 

mutagennym: 

a) charakterystyka wpływu karcynogennych jonów metali (Cd2+ i Ni2+) na 

aktywność 8-oxo-dGTPazową oraz poziom 8-oksy-2'-deoksyguanozyny 

w DNA na podstawie eksperymentów in vivo (publikacje 2, 4 i 5), 

 



 33 

b) kinetyczna charakterystyka inhibicji aktywności ludzkiej 8-oxo-dGTPazy 

przez nukleozydo-5'-difosforany oraz stworzenie teoretycznego modelu 

ich wpływu na efektywność degradacji 8-oxo-dGTP przez białko MTH1 

in vivo (publikacje 2 i 5). 

5. Poszukiwanie wyjaśnienia dla zróżnicowanego poziomu ekspresji genu 

MTH1 w różnych typach komórek fizjologicznych oraz nadekspersji tego 

genu w komórkach nowotworowych. Określenie wpływu różnych, 

fizjologicznych stanów komórek w populacji na poziom aktywności 8-oxo-

dGTPazy: 

a) oznaczenie poziomu aktywności 8-oxo-dGTPazy w różnych fazach 

cyklu komórkowego (publikacja nr 7), 

b) próba określenia relacji pomiędzy aktywnością 8-oxo-dGTPazy i 

kontaktem międzykomórkowym (publikacja nr 7), 

c) poszukiwanie potencjalnej zależności pomiędzy aktywnością 8-oxo-

dGTPazy i tempem proliferacji komórek (publikacje nr 7 i 8). 
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III.  MATERIAŁY, METODY, WYNIKI, 

        DYSKUSJA I LITERATURA 
 

 

Zgodnie z obraną formułą rozprawy habilitacyjnej wyniki badań oraz ich 

dyskusję przedstawiono w postaci opublikowanych prac. Publikacja nr 1, z 

uwagi na jej przeglądowy charakter oraz rok ukazania się drukiem, została 

zamieszczona we wstępie jako wprowadzenie do tematyki badawczej oraz zapis 

stanu wiedzy na temat białka MTH1 z roku 1997. Publikacje nr 2, 3, 4, 6, 7 i 8 

są oryginalnymi pracami eksperymentalnymi. Praca nr 5 zawiera podsumowanie 

eksperymentów dotyczących inhibicji enzymatycznej aktywności ssaczych 

białek MTH1 przez jony metali oraz dyskusję uzyskanych wyników w szerszym 

kontekście karcynogennego potencjału jonów metali. Artykuł nr 9, zamykający 

cykl publikacji przedstawionych w rozprawie, jest aktualnym przeglądem 

wiedzy na temat metabolizmu oraz roli 8-oksyguaniny w procesie 

nowotworzenia. Uwzględnia on bieżące odkrycia naukowe z zakresu regulacji 

ekspresji genu MTH1, biologicznych funkcji białka MTH1 i jego znaczenia w 

procesie karcynogenezy. 
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IV.  PODSUMOWANIE  
 

 

Bakteryjny gen mutT jest historycznie pierwszym odkrytym genem 

mutatorowym, opisanym w literaturze naukowej już w roku 1954. Jego 

mutatorowy potencjał w komórkach E. coli linii mutT jest ogromny i przejawia 

się podwyższeniem tempa mutacji spontanicznych nawet o 10,000 razy. Brak 

funkcjonalnego białka MutT w tych komórkach wywołuje niemal wyłącznie 

mutacje punktowe typu transwersji AT  CG. Badania nad przyczyną tego 

wyjątkowego zjawiska, prowadzone na przełomie lat osiemdziesiątych i 

dziewięćdziesiątych ubiegłego wieku, doprowadziły do ustalenia sekwencji 

genu mutT oraz do izolacji i scharakteryzowania jego białkowego produktu. Ku 

zaskoczeniu badaczy tej materii białko MutT nie pełniło żadnych funkcji w 

procesach replikacji lub naprawy DNA, jak w przypadku typowych produktów 

genów mutatorowych. Zostało natomiast zidentyfikowane jako enzym z grupy 

fosfohydrolaz o dość szerokiej specyficzności substratowej wobec różnych 5'-

trifosforanów rybo- i 2'-deoksyrybonukleozydów, które degraduje do 

nieorganicznego pirofosforanu oraz 5'-monofosforanu nukleozydu. Przełomem 

w badaniach nad antymutagennym działaniem białka MutT stało się odkrycie z 

początku lat dziewięćdziesiątych, kiedy wykazano, iż enzym ten degraduje z 

dużą specyficznością wysoce mutagenny nukleotyd, 8-oksy-2'-

deoksyguanozyno-5'-trifosforan (8-oxo-dGTP). Równocześnie udowodniono, że 

8-oxo-dGTP, który może powstawać w komórkach na skutek 

wolnorodnikowego uszkodzenia 2'-deoksyguanozno-5'-trifosforanu (dGTP), jest 

efektywnym substratem dla licznych polimeraz DNA, które wbudowują 

monofosforanową resztę tego nukleotydu do nowosyntetyzowanych nici DNA. 

Z uwagi na zdolność reszty 8-oksyguaniny do parowania zarówno z cytozyną 

jak i z adeniną, inkorporacja 8-oxo-dGTP do DNA wywołuje mutacje punktowe 

w kolejnych rundach replikacyjnych i są to głównie transwersje typu AT  CG. 

Rezultatem powiązania tych obserwacji było powstanie hipotezy na temat 

zasadniczej biologicznej funkcji białka MutT, którego główną rolę określono 

jako oczyszczanie puli wolnych nukleotydów komórkowych z mutagennych 

produktów oksydacji trifosforanów nukleozydów purynowych i tym samym 

utrzymywanie niskiego tempa mutacji punktowych.  
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Odkrycia te zaowocowały eksplozją zainteresowania genem i białkiem 

MutT ze strony badaczy procesów nowotworzenia. Zidentyfikowano bowiem 

podobne do MutT geny i białka w organizmach ssaków, w tym człowieka. 

Ssacze homologi białka MutT, nazwane MTH1 (skrót określenia „MutT 

homolog 1”), okazały się również enzymami efektywnie hydrolizującymi 8-

oxo-dGTP, a także inne mutagenne nukleotydy, jak 2-oxo-dATP lub 8-oxo-

dATP. Zachodziło podejrzenie, że inicjalna, spontaniczna mutacja w genie 

MTH1 może spowodować powstanie ssaczych komórek o silnie mutatorowym 

fenotypie. Zgodnie z jedną z teorii karcynogenezy pojawienie się takiej 

komórki, wykazującej wysoką niestabilność genetyczną, jest inicjalnym etapem 

powstawania pierwotnego ogniska nowotworowego. Komórka o fenotypie 

mutatorowym daje początek linii komórek potomnych, w których po kolejnych 

podziałach lawinowo wzrasta ilość mutacji w różnych genach, co warunkuje 

zajście pełnej transformacji nowotworowej. Do dnia dzisiejszego nie 

potwierdzono jednak istnienia powstałych spontanicznie komórek 

nowotworowych, które posiadałyby mutację typu „knockout” w genie MTH1.  

 

Badania dotyczące fizjologicznej roli białka MTH1 oraz jego wpływu na 

procesy zachodzące w komórce wymagały uprzedniego opracowania metodyki 

pomiarów jego enzymatycznej aktywności w komórkach i tkankach. 

Osiągnięcie tego celu stało się pierwszym wyzwaniem dla autora niniejszej 

rozprawy. Opracowano kompletną procedurę oznaczania specyficznej 

aktywności 8-oxo-dGTPazy w lizatach komórek i różnych tkanek ssaków 

(publikacje 2, 3, 4, 6, 8), na którą składają się:  

a) relatywnie tania i szybka metoda syntezy oraz izolacji fosforanowych 

pochodnych 8-oksy-2'-deoksyguanozyny o wysokiej czystości, związków 

niezbędnych do przeprowadzenia oznaczeń aktywności 8-oxo-dGTPazy, 

b) metoda separacji aktywności 8-oxo-dGTPazowej białka MTH1 od obecnych 

w ekstraktach komórkowych aktywności niespecyficznych fosfataz, 

degradujących 8-oxo-dGTP, 8-oxo-dGDP i 8-oxo-dGMP, które interferują z 

oznaczeniami specyficznej aktywności 8-oxo-dGTPazy, 

c) metoda ilościowego oznaczania produktu enzymatycznej hydrolizy 8-oxo-

dGTP przez białko MTH1, oparta na wysokosprawnej chromatografii 

cieczowej z detekcją absorpcji promieniowania ultrafioletowego.  

Procedurę oznaczania aktywności 8-oxo-dGTPazy optymalizowano dla 

poszczególnych rodzajów komórek i tkanek, testując wpływ na odzysk 

aktywności 8-oxo-dGTPazowej różnych metod homogenizacji, składu buforu 
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homogenizacyjnego, detergentów, związków stabilizujących białka, inhibitorów 

proteaz, związków redukujących. Cała procedura analityczna została poddana 

procesowi walidacji na każdym z etapów w celu określenia jej wiarygodności i 

ustalenia standardowego błędu jaki wprowadzać mogą poszczególne etapy 

procedury.  

         Za pomocą opracowanej metody scharakteryzowano pirofosfohydrolazową 

aktywność wobec 8-oxo-dGTP, która obecna jest w trzydziestokilodaltonowych 

ultrafiltratach ekstraktów komórek chomiczych i ludzkich (publikacje 2 i 6). 

Aktywność obu 8-oxo-dGTPaz jest całkowicie zależna od obecności jonów 

magnezu i osiąga maksimum przy pH = 8,5. Wyznaczono stałą Michaelisa-

Menten dla hydrolizy 8-oxo-dGTP przez 8-oxo-dGTPazę chomiczą i ludzką, 

które wynoszą odpowiednio 9,3 μM i 12,1 μM. Wartości powyższych 

parametrów kinetycznych tej aktywności zgodne są z literaturowymi 

wartościami oznaczonymi dla oczyszczonych preparatów białka MTH1, co 

pozwala założyć, iż aktywność 8-oxo-dGTPazowa mierzona w ultrafiltratach 

ekstraktów komórek ssaków należy do tego właśnie białka.  

 

Hipoteza dotycząca fizjologicznej funkcji białka MTH1 jako enzymu 

zapobiegającego wbudowywaniu mutagennej 8-oksyguaniny do DNA z puli 

wolnych nukleotydów była szeroko akceptowana od momentu jej 

sformułowania. Jednak do roku 1999 nie opublikowano żadnych danych 

eksperymentalnych, które przemawiałyby za tym, iż obecność tego enzymu w 

komórkach ssaków może w dostrzegalny sposób wpływać na zawartość 8-

oksyguaniny w DNA. Pierwszą próbę eksperymentalnej weryfikacji tej hipotezy 

zaprezentowano w publikacji nr 3. Zaobserwowano znacznie wyższy poziom 8-

oksy-2'-deoksyguanozyny (8-oxo-dG) w DNA płuc i wątrób myszy ciężarnych 

niż w analogicznych narządach ich osiemnastodniowych płodów. Obserwacja ta 

zbieżna jest z koncepcją akumulacji 8-oxo-dG w DNA wraz z wiekiem. 

Jednocześnie w tych samych narządach odnotowano znacznie wyższą 

aktywność 8-oxo-dGTPazy w przypadku narządów płodowych niż matczynych. 

Chociaż koincydencja ta nie może być dowodem na bezpośredni wpływ wyższej 

aktywności białka MTH1 na utrzymywanie niskiego poziomu 8-oxo-dG w 

DNA, to jednak wskazała, że rzeczywiście jest to możliwe.  

 W połowie lat 90’ zrodziła się hipoteza, iż czynniki obniżające ekspresję 

genu MTH1 lub hamujące in vivo aktywność 8-oxo-dGTPazową białka MTH1 

mogą wykazywać działanie mutagenne i karcynogenne, zwiększając ilość 8-

oxo-dG inkorporowanej do DNA z puli wolnych nukleotydów, które ulegają 
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nieuchronnej oksydacji w warunkach fizjologicznego funkcjonowania 

organizmów aerobowych. W ten sposób potencjalne inhibitory ekspresji lub 

aktywności tego enzymu, które bezpośrednio nie przejawiają właściwości 

prooksydacyjnych, mogłyby pośrednio podwyższać ilość oksydacyjnych uszko-

dzeń DNA w komórkach. Opisane w literaturze hamowanie aktywności enzy-

matycznej oczyszczonych preparatów bakteryjnej i ludzkiej 8-oxo-dGTPazy 

przez niektóre jony metali dało impuls do przebadania wpływu karcynogennych 

jonów kadmu i niklu na aktywność 8-oxo-dGTPazy in vivo. Jak wykazano w 

publikacji nr 2, przyżyciowe traktowanie hodowanych komórek CHO chomika 

chińskiego octanem kadmu(II) w stężeniach 0,3-3 μM przez okres do 24 godzin 

wywołuje obniżenie aktywności 8-oxo-dGTPazy do 70% wartości kontrolnej 

wprost proporcjonalnie do zastosowanego stężenia soli kadmu. W celu 

potwierdzenia zaobserwowanego efektu przeprowadzono analogiczny 

eksperyment z użyciem zwierząt doświadczalnych, opisany w publikacji nr 4. 

Jony kadmu(II) są efektywnym inhibitorem 8-oxo-dGTPaz in vitro oraz silnym 

karcynogenem dla szczurów, wywołującym głównie nowotwory jąder po poda-

niu podskórnym. Natomiast jony niklu(II) nie wywołują nowotworów jąder u 

szczura i są wielokrotnie słabszym inhibitorem 8-oxo-dGTPazowej aktywności 

MTH1. Kierując się powyższymi przesłankami, trzem grupom samców 

szczurzych wstrzyknięto podskórnie jednorazową dawkę odpowiednio: 20 μmoli 

octanu kadmu(II), 90 μmoli octanu niklu(II) i 180 μmoli octanu sodu (grupa 

kontrolna). Jądra zwierząt pobierano po czasie 2, 8, 24 i 48 godzin od iniekcji i 

oznaczano w nich aktywność 8-oxo-dGTPazową białka MTH1 oraz poziom 8-

oxo-dG w DNA. Jony kadmu powodowały systematyczny spadek aktywności 8-

oxo-dGTPazy w badanym czasie, aż do poziomu 50% wartości kontrolnej po 48 

godzinach. Jednocześnie zawartość 8-oxo-dG w DNA szczurów traktowanych 

octanem kadmu wzrastała aż do 48 godziny, kiedy osiągnęła 200% wartości 

kontrolnej. Jony niklu(II) natomiast spowodowały jedynie nieznaczny spadek 

aktywności 8-oxo-dGTPazy i wzrost poziomu 8-oxo-dG w DNA, który nie 

osiągnął znamienności statystycznej. Wyniki tego eksperymentu wskazują, że 

przynajmniej w części karcynogenny potencjał jonów Cd2+ może wynikać z ich 

zdolności do hamowania aktywności białka MTH1, co wywołuje podwyższoną 

inkorporację do DNA mutagennej 8-oksyguaniny z puli wolnych nukleotydów. 

To z kolei prowadzić może do akumulacji mutacji punktowych w genomie 

komórki i w konsekwencji do jej transformacji nowotworowej. Należy 

zaznaczyć, iż jądra wykazują w warunkach fizjologicznych szczególnie wysoką 

aktywność 8-oxo-dGTPazy na tle innych narządów szczura (dane 
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nieopublikowane), co sugeruje duże znaczenie tego enzymu dla utrzymania 

niskiego tempa mutacji w intensywnie proliferujących komórkach tego narządu. 

 

Badania kinetyki degradacji 8-oxo-dGTP przez ekstrakty komórek ssaków 

doprowadziły autora do odkrycia nowej klasy inhibitorów aktywności białka 

MTH1, 5'-difosforanów nukleozydów. Bardzo efektywnym inhibitorem 

aktywności 8-oxo-dGTPazowej białka MTH1 okazał się difosforanowy analog 

substratu, 8-oksy-2'-deoksyguanozyno-5'-difosforan (8-oxo-dGDP), którego 

stała inhibicji wynosi około 0,5 μM (publikacja nr 2).  

    Obserwacja ta nasunęła wątpliwość, czy aktywność 8-oxo-dGTPazowa białka 

MTH1 nie jest hamowana in vivo przez różne difosforany nukleozydów obecne 

fizjologicznie w komórce. Dlatego też zbadano właściwości kanonicznych 5'-

difosforanów 2'-deoksyrybonukleozydów i rybonukleozydów (publikacja nr 6), 

których fizjologiczne stężenia w komórce przekraczają hipotetyczne stężenie 8-

oxo-dGTP o 5 do 7 rzędów wielkości. Wykazano, iż najsilniejszymi 

inhibitorami kompetycyjnymi 8-oxo-dGTPazy ludzkiej pośród tej grupy 

związków są 2'-deoksyguanozyno-5'-difosforan (stała inhibicji Ki = 74 μM), 2'-

deoksyadenozyno-5'-difosforan (Ki = 147 μM) oraz guanozyno-5'-difosforan (Ki 

= 502 μM). Pozostałe 5'-difosforany nukleozydów kanonicznych, czyli 2'-

deoksycytydyny, 2'-deoksytymidyny, adenozyny, cytydyny i urydyny, są 

znacznie słabszymi inhibitorami enzymu, których wyznaczone stałe inhibicji 

lokują się w zakresie milimolowym. Uzyskane wyniki pozwoliły stworzyć 

teoretyczny model opisujący wpływ najsilniejszych inhibitorów z tej grupy na 

antymutagenną aktywność białka MTH1 w komórkach ludzkich. Obliczenia 

wykazały, że przy założeniu wewnątrzkomórkowego stężenia 8-oxo-dGTP 

poniżej 500 pM, średnim stężeniu dGDP i dADP rzędu 5 μM oraz 30 μM GDP, 

szybkość degradacji 8-oxo-dGTP przez białko MTH1 może zostać obniżona 

przez wymienione inhibitory jedynie o 15%. Oznacza to, iż obecność w komór-

ce fizjologicznych stężeń difosfonukleozydowych inhibitorów enzymu MTH1 

nie hamuje znacząco jego antymutagennej aktywności 8-oxo-dGTPazowej, tym 

samym nie stanowią one przeszkody w efektywnym oczyszczaniu przez to 

białko puli wolnych nukleotydów z promutagennych produktów uszkodzeń 

oksydacyjnych. 

  

      Dotychczasowe badania nie potwierdziły istnienia powstałych spontanicznie 

komórek i tkanek nowotworowych zawierających znokautowany gen MTH1, 

czyli nie zawierających funkcjonalnego białka MTH1. Nieoczekiwanie jednak 
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badania te doprowadziły do ciekawej obserwacji, że większość tkanek 

nowotworowych wykazuje podwyższony poziom ekspresji genu MTH1 

(zarówno na poziomie mRNAMTH1 jak i białka MTH1) w porównaniu do tkanek 

nie zmienionych nowotworowo, z których się wywodzą. Na tej podstawie 

wykreowano hipotezę, że wysoki poziom ekspresji genu MTH1 mógłby być 

markerem transformacji nowotworowej komórki. Niektórzy autorzy sugerują, iż 

bezpośrednim powodem tej nadekspresji jest permanentny stan stresu 

oksydacyjnego, jakiemu podlegają ogniska nowotworowe in vivo, sugerując tym 

samym, iż ekspresja genu MTH1 jest regulowana przez reaktywne formy tlenu 

w procesie sprzężenia zwrotnego. Innymi słowy zakłada się, że wysoka 

ekspresja genu MTH1 mogłaby być jednocześnie molekularnym markerem 

stresu oksydacyjnego. Jednocześnie zróżnicowany poziom ekspresji genu MTH1 

w zdrowych tkankach i różnych typach komórek ssaków nasuwał 

przypuszczenie, że poziom tej ekspresji może zależeć od funkcjonalnych stanów 

komórki, takich jak np. tempo proliferacji, faza cyklu komórkowego, czy też 

jakaś forma metabolicznej kooperacji komórek w populacjach. Gdyby tak było, 

podwyższona ekspresja MTH1 w komórkach nowotworowych mogłaby być 

związana z wyższym tempem proliferacji tych komórek, a MTH1 jako 

potencjalny marker transformacji nowotworowej lub stresu oksydacyjnego 

mógłby okazać się zwykłym markerem wysokiej aktywności proliferacyjnej lub 

przewagi jednej z faz cyklu komórkowego w populacji komórek. Badania 

poświęcone tym zagadnieniom opisano w publikacjach nr 7 i 8.  Pierwszą serię 

eksperymentów przeprowadzono w oparciu o kultury komórek pochodzących z 

jajnika chomika chińskiego (CHO K1-BH4), hodowanych in vitro. Podobnie jak 

większość niestransformowanych komórek fibroblastycznych, komórki CHO po 

umieszeniu w medium hodowlanym proliferują, pokrywając jednowarstwowo 

powierzchnię pojemnika hodowlanego, aż do momentu osiągnięcia stanu pełnej 

konfluencji. Ścisły kontakt pomiędzy komórkami i fizyczny brak miejsca na 

kolejne ich generacje wywołuje zahamowanie podziałów komórkowych i 

stabilizację komórek fazie G0 cyklu komórkowego. Zjawisko to wykorzystano 

do zbadania wpływu dynamiki podziałów komórkowych i kontaktu międzyko-

mórkowego na aktywność 8-oxo-dGTPazy w kulturach komórek CHO o róż-

nym stopniu konfluencji (30 – 95%). Zanotowano niewielki (30%), ale systema-

tyczny spadek aktywności enzymu wraz ze zbliżaniem się populacji komórek do 

stanu pełnej konfluencji. Jednoczesne oznaczenia ilościowe DNA, przepro-

wadzone metodą cytometrii przepływowej, potwierdziły tendencję populacji ko-

mórek do przechodzenia w fazy G0/G1 kosztem fazy S oraz G2 i M. Wyniki tak 
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skonstruowanego doświadczenia nie dawały jednak jasnej odpowiedzi na 

pytanie, czy tendencja do spadku aktywności 8-oxo-dGTPazy związana jest 

bezpośrednio z obniżeniem tempa proliferacji. W celu potwierdzenia 

ewentualnego wpływu zatrzymania podziałów komórkowych na aktywność 8-

oxo-dGTPazy, skorzystano z innego, charakterystycznego zjawiska 

zachodzącego w populacjach komórek hodowanych, zwanego efektem 

głodzenia. Polega ono na tym, że przeniesienie dynamicznie proliferującej popu-

lacji komórek do medium hodowlanego nie zawierającego cielęcej surowicy 

płodowej wywołuje gwałtowne zahamowanie tempa podziałów komórkowych, 

któremu towarzyszy masowe zatrzymywanie się komórek w fazie G0. 

Eksperyment taki przeprowadzono na komórkach CHO, porównując dystrybucję 

poszczególnych faz cyklu komórkowego oraz aktywność 8-oxo-dGTPazy w 

populacjach komórek głodzonych przez 48 godzin oraz tych utrzymywanych w 

kompletnym medium hodowlanym. Pomimo dramatycznego zahamowania 

tempa proliferacji komórek głodzonych, związanego z wejściem 80% komórek 

w fazę G0/G1, nie zanotowano zmian aktywności 8-oxo-dGTPazy. Wynik taki 

sugerował, że aktywność proliferacyjna komórek nie wpływa w istotny sposób 

na funkcjonalną ekspresję genu MTH1, mierzoną na poziomie aktywności białka 

MTH1. Dane te przemawiały także za tym, że komórkowa aktywność 8-oxo-

dGTPazy może pozostawać na tym samym poziomie w kolejnych fazach cyklu 

komórkowego, odmiennie niż w przypadku licznych enzymów metabolizmu 

nukleotydów. W celu ostatecznego potwierdzenia braku zależności aktywności 

8-oxo-dGTPazy od faz cyklu komórkowego przeprowadzono kolejne doświad-

czenie. Za pomocą metody przeciwprądowej elutriacji wirowniczej (ang. 

centrifugal elutriation) z populacji komórek CHO wyizolowano frakcje komórek 

znajdujących się w różnych fazach cyklu komórkowego. Efektywne 

wzbogacenie wyizolowanych frakcji w komórki znajdujące się w fazach G0/G1, 

S oraz G2/M potwierdzono za pomocą cytometrii przepływowej. W uzyskanych 

frakcjach komórek aktywność 8-oxo-dGTPazy pozostawała na niemal 

identycznym poziomie, co dowiodło braku regulacji aktywności tego enzymu w 

zależności od fazy cyklu komórkowego.  

Wyniki doświadczeń opisanych powyżej nie dostarczyły jednoznacznej 

odpowiedzi na pytanie, czy indukcja proliferacji komórek (zwłaszcza in vivo) 

związana jest z automatycznym podwyższeniem ekspresji genu MTH1. Aby 

rozwiać te wątpliwości przeprowadzono kolejne serie eksperymentów opisanych 

w publikacji nr 8. W tym celu wykorzystano model regenerującej wątroby 

gryzoni. Częściowa resekcja wątroby wywołuje procesy regeneracyjne, które 

polegają na masowej stymulacji podziałów mitotycznych hepatocytów, 



 120 

znajdujących się w fazie G0 cyklu komórkowego. Grupy myszy poddano 

częściowej resekcji wątroby lub jedynie operacji otwarcia i zamknięcia powłok 

brzusznych (grupa kontrolna). Trzeciego dnia po operacji pobrano wątroby 

wszystkich zwierząt w celu oznaczenia w nich funkcjonalnego poziomu 

ekspresji genu MTH1, mierzonego jako aktywność 8-oxo-dGTPazy. Pomimo 

silnej stymulacji podziałów komórkowych w wątrobach regenerujących, 

potwierdzonej za pomocą immunohistochemicznego oznaczenia białka PCNA 

(proliferating cell nuclear antigen), średnia aktywność 8-oxo-dGTPazy w 

wątrobach regenerujących pozostała na niezmienionym poziomie względem 

aktywności oznaczonej w wątrobach nie poddanych częściowej resekcji.  

Kolejnych danych na temat zależności pomiędzy tempem proliferacji 

komórek i aktywnością 8-oxo-dGTPazową białka MTH1 dostarczyły badania 

nad panelem nowotworowych komórek ludzkich, hodowanych rutynowo w 

ramach projektu „Developmental Therapeutics Program”, prowadzonego przez 

Narodowy Instytut Raka, Narodowych Instytutów Zdrowia USA. Aktywność 8-

oxo-dGTPazy oznaczono w pięćdziesięciu siedmiu różnych liniach komórek, z 

których 6 stanowiły linie komórek białaczki, 8 czerniaka złośliwego, 9 raka 

płuca, 7 raka jelita grubego, 6 raka centralnego układu nerwowego, 6 raka 

jajnika, 8 raka nerki i 7 raka piersi. Dzięki oznaczeniu czasu potrzebnego do 

podwajania się liczby komórek w populacjach poszczególnych linii hodowanych 

in vitro, możliwe było zbadanie potencjalnej korelacji pomiędzy 

charakterystycznym tempem proliferacji poszczególnych linii i specyficzną 

aktywnością 8-oxo-dGTPazy. Wyniki tej analizy wykazały, iż nie istnieje żadna 

znamienna statystycznie korelacja pomiędzy oboma parametrami zarówno w 

całej grupie 57 linii, jak i w obrębie poszczególnych grup linii o tym samym 

pochodzeniu tkankowym.  

Obie z powyżej opisanych serii eksperymentów wskazują zatem, że 

aktywność 8-oxo-dGTPazy nie jest zależna od tempa proliferacji komórek 

ssaków i nie ulega zmianom ani na skutek zahamowania, ani indukcji podziałów 

komórkowych.  

     Istotą badań opisanych w publikacjach nr 7 i 8 była próba weryfikacji hipotez 

sugerujących, że podwyższony, funkcjonalny poziom ekspresji genu MTH1 ssa-

ków jest specyficznym markerem molekularnym transformacji nowotworowej 

i/lub stresu oksydacyjnego. Choć wyniki przedstawionych badań nie mogły 

potwierdzić wprost tych hipotez, to jednak wykazały, że ich prawdziwość jest 

prawdopodobna. W szerszym kontekście zagadnienia dotyczące roli i znaczenia 

białka MTH1 w procesie nowotworzenia przedstawiono w końcowym artykule 

przeglądowym (publikacja nr 9).  

 



 121 

 

 

V. STRESZCZENIE  
 

Rozprawa ta stanowi podsumowanie opublikowanych wcześniej prac 

badawczych poświęconych antymutagennemu białku MTH1 ssaków, jego 

biologicznej roli, regulacji aktywności enzymatycznej oraz znaczeniu w 

procesie nowotworzenia. Białko MTH1 jest enzymem z grupy 

pirofosfohydrolaz, degradującym 5'-trifosforany nukleozydów purynowych do 

5'-monofosforanów nukleozydów oraz nieorganicznego pirofosforanu. Enzym 

ten wykazuje szczególnie wysokie powinowactwo do niektórych produktów 

oksydacyjnych uszkodzeń 2'-deoksyguanozyno-5'-trifosforanu (dGTP) oraz 2'-

deoksyadenozyno-5'-trifosforanu (dATP), które są substratami w procesie 

syntezy DNA. Jednym z najlepiej opisanych mutagennych nukleotydów, które 

mogą powstawać w komórce pod wpływem reaktywnych form tlenu, jest 8-

oksy-2'-deoksyguanozyno-5'-trifosforan (8-oxo-dGTP). Jest on substratem dla 

licznych polimeraz DNA, które inkorporują go w postaci monofosfonukleozydu 

do nowosyntetyzowanej nici DNA w trakcie procesu replikacji. Z uwagi na 

zdolność parowania 8-oksy-2'-deoksyguanozny z 2'-deoksyadenozyną i 2'-

deoksycytydyną, inkorporacja taka powodować może powstawanie mutacji 

punktowych po kolejnych rundach replikacyjnych (głównie transwersji AT  

CG). Obecnie zakłada się, że zasadnicza funkcja biologiczna białka MTH1 

polega na zapobieganiu mutacjom punktowym poprzez oczyszczanie puli 

wolnych nukleotydów z powstającego w komórkach 8-oxo-dGTP, który jest 

szczególnie efektywnie degradowany przez MTH1.  

W ramach przedstawionej rozprawy opracowano metodykę oznaczeń 

specyficznej aktywności 8-oxo-dGTPazowej białka MTH1 w komórkach i 

tkankach ssaków. Praktyczne zastosowanie tej metody umożliwiło:  

a) przeprowadzenie kinetycznej charakterystyki degradacji 8-oxo-dGTP przez 

białko MTH1 człowieka i chomika, 

b) poszukiwanie zależności pomiędzy poziomem aktywności 8-oxo-

dGTPazowej białka MTH1 a zawartością promutagennej 8-oksy-2'-

deoksyguanozyny w DNA tkanek mysich, 

c) zbadanie wpływu karcynogennych jonów kadmu i niklu in vivo na 

aktywność 8-oxo-dGTPazową białka MTH1 i zawartość 8-oksy-2'-

deoksyguanozny w DNA narządów szczura oraz zaproponowanie nowego 
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mechanizmu karcynogenezy wywoływanej przez jony Cd2+ w jądrach 

gryzoni,  

d) identyfikację całej klasy inhibitorów aktywności enzymatycznej białka 

MTH1 (5'-difosforanów nukleozydów), kinetyczną charakterystykę ich 

właściwości oraz analizę ich potencjalnego wpływu na efektywność 

hydrolizy 8-oxo-dGTP in vivo,  

e) poszukiwanie wyjaśnienia dla zróżnicowanego poziomu ekspresji białka 

MTH1 w różnych typach komórek fizjologicznych oraz jego nadekspresji w 

komórkach nowotworowych; w ramach tych poszukiwań określono wpływ 

różnych stanów fizjologicznych komórek w populacji na poziom aktywności 

8-oxo-dGTPazy, w tym: faz cyklu komórkowego, fizycznych oddziaływań 

międzykomórkowych oraz tempa proliferacji.  
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VI. ABSTRACT 
 

 

Antimutagenic MTH1 protein – biological role, 

regulation of its enzymatic activity and involvement 

in carcinogenesis 
 

 

This D.Sc. dissertation summarizes the results of the research devoted to 

antimutagenic MTH1 protein, its biological role, regulation of enzymatic 

activity, and involvement in carcinogenesis. The MTH1 protein is a 

pyrophosphohydrolase that degrades purine nucleoside 5'-triphosphates to the 

corresponding nucleoside 5'-monophosphate and inorganic pyrophosphate. The 

enzyme hydrolyzes most specifically some products of oxidative damage to 2'-

deoxyguanosine 5'-triphosphate (dGTP) and 2'-deoxyadenosine 5'-triphosphate 

which are substrates for DNA synthesis. One of the best characterized 

mutagenic nucleotides is 8-oxo-2'-deoxyguanosine 5'-triphosphate (8-oxo-

dGTP) which likely forms in the cells under attack of reactive oxygen species. It 

is an erroneous substrate for many DNA polymerases that incorporate its 

monophosphate residue to a nascent DNA strand during DNA replication. Such 

an incorporation causes point mutations during subsequent replication rounds 

due to mispairing properties of 8-oxo-2'-deoxyguanosine that may form stable 

pairs with deoxycytidine as well as with deoxyadenosine. As MTH1 protein 

very effectively hydrolyzes 8-oxo-dGTP, its widely accepted function is 

assigned to preventing point mutations by sanitization of this promutagenic 

nucleotide out of cellular free nucleotide pool.  

 

    Within the framework of this dissertation an assay of specific 8-oxo-dGTPase 

activity of MTH1 protein in biological material was developed and validated. 

The elaborated method allowed subsequently for the following research to be 

carried out: 

a) a kinetic characteristics of 8-oxo-dGTP hydrolysis by murine and human 

MTH1 proteins, 

b) investigations on the possible impact of 8-oxo-dGTPase activity on 8-oxo-2'-

deoxyguanosine (8-oxo-dG) content in DNA of mouse organs, 
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c) in vivo investigations on the effects of cadmium(II) and nickel(II) ions on 

the 8-oxo-dGTPase activity and 8-oxo-dG level in DNA of rat organs that 

resulted in a proposal of a new mechanism of cadmium testicular 

carcinogenesis in rodents, 

d) an identification and kinetic description of a whole class of mammalian 8-

oxo-dGTPase activity inhibitors (nucleoside 5'-diphosphates) and the 

analysis of their potential influence on the effectiveness of 8-oxo-dGTP 

decomposition in vivo, 

e) a search for explanation to diverse MTH1 expression levels in different 

physiological cell types and MTH1 overexpression in cancer cells; in order 

to partially elucidate those phenomena different experimental approaches 

were used to relate cellular 8-oxo-dGTPase activity of MTH1 protein to cell 

cycling, proliferation rate and cell-to-cell contact.  

 


