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Coraz to z ciebie, jako z drzazgi smolnej,
Wokoto lecq szmaty zapalone;

Gorejqc, nie wiesz, czy stawasz sie wolny,
Czy to, co twoje, ma byc¢ zatracone.

Czy popidt tylko zostanie i zamet,

Co idzie w przepas¢ z burzq ? Czy zostanie
Na dnie popiotu gwiazdzisty dyjament,
Wiekuistego zwyciestwa zaranie ?...

Cyprian Kamil Norwid
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1  WSTEP

Wigkszos$¢ organizmow zyjacych na Ziemi jest catkowicie zalezna od obecnosci tlenu
w atmosferze. Produkty uboczne metabolizmu tlenowego okazaty si¢ jednak toksyczne dla
zywych organizmow. Sa to przede wszystkim wolne rodniki tlenowe: anionorodnik
ponadtlenkowy (0,"), rodnik hydroksylowy (‘OH), tlen singletowy ('O,), a takze nadtlenck
wodoru (H,0,) 1 kwas podchlorawy (HCIO), ktéore moga by¢ przeksztalcone w formy
wolnorodnikowe. Reaktywne formy tlenu (RFT) powstaja zarowno w trakcie fizjologicznych
proceséw zachodzacych w komorce (endogenne RFT), jak i pod wptywem dzialania na
organizm zewngtrznych czynnikéw $rodowiskowych wywolujacych ich formowanie
(promieniowanie jonizujace, UV, formy wolnorodnikowe zwiazkéw stanowiacych
zanieczyszczenia Srodowiskowe oraz zwiazki powodujace tworzenie wolnych rodnikow po
aktywacji metabolicznej w organizmie) (Bartosz, 1995).

Organizmy zyjace na naszej planecie zabezpieczyly si¢ przed szkodliwym dziataniem
wolnych rodnikéw tlenowych przez wytworzenie systemow enzymatycznych, ktoére wraz z
drobnoczasteczkowymi antyoksydantami 1 biatkami chelatujacymi (sekwestr metali) chronia
je przed uszkodzeniami oksydacyjnymi (Bartosz, 1995; Liczmanski 1988; Sies, 1993).
Réwnowaga migdzy tworzeniem reaktywnych form tlenu i obrona antyoksydacyjna tatwo
ulega przesunigciu na strong wzmozonego generowania RFT (Halliwell i Aruoma, 1993).
Stwarza to sytuacj¢ stresu oksydacyjnego, ktory prowadzi do peroksydacji lipidow
btonowych, oksydacji biatek, spadku zawarto$ci nukleotydow nikotynamidoadeninowych w
komoérce, zwickszenia wewnatrzkomorkowej puli jonéw Ca”" oraz bardzo niebezpiecznych
dla zycia komoérki - uszkodzen oksydacyjnych kwaséw nukleinowych, ktére sa obiektem
prezentowanej pracy.

Wiele obserwacji wskazuje , ze wolne rodniki tlenowe odgrywaja istotng rolg w
etiologii wielu chorob (Olinski 1 Jurgowiak, 1996).- w tym nowotworowych (Olinski, 1993,
Ames 1 wsp., 1993; Loft i Poulsen, 1996), jak rowniez w powstawaniu zmian towarzyszacych
starzeniu si¢ organizmow (Sohal, 1993; Jurgowiak i1 Olinski 1995) 1 zwiazanych z wiekiem

choréb degeneracyjnych (Knight, 1995).



10

1.1 Wolne rodniki tlenowe

Wolne rodniki tlenowe sa to atomy Ilub czasteczki zawierajace atom tlenu i
posiadajace na powloce walencyjnej co najmniej jeden niesparowany elektron. Cecha ta
decyduje o ich duzej reaktywno$ci chemicznej oraz nietrwatosci. Powstaja one w procesach
homolitycznego rozrywania wiazan w czasteczkach zwiazkéw chemicznych (reakcja 1) lub w

wyniku przenoszenia elektronow (reakcja 2).

A-B > A"+ B (1)

A"+B > A" + B (2)

Procesy te moga by¢ skutkiem absorpcji promieniowania (jonizujacego, UV, widzialnego)

badz reakcji red-oks (Liczmanski, 1988).

1.2 Powstawanie endogennych reaktywnych form tlenu w warunkach fizjologicznych

W komorce zachodzi wiele reakcji prowadzacych do tworzenia RFT. Chemicznym
podtozem tych procesow jest zwykle czg$ciowa redukcja czasteczki tlenu. W wyniku
stopniowej, jednoelektronowej redukcji czasteczki tlenu powstaje kilka reaktywnych form

tlenu:

(] (] (] (]
0, > 0, > 0> s O > OF
IH d2H" IH $2H"
HOZ. H202 — °‘OH HQO

Pierwszym produktem redukcji czasteczki tlenu jest anionorodnik ponadtlenkowy (0,%),
ktéry moze ulec protonacji i w warunkach fizjologicznego pH tworzy¢ do$¢ reaktywny rodnik
hydroksyponadtlenkowy (HO;"). Przylaczenie kolejnego elektronu prowadzi do powstania
jonu nadtlenkowego (0,”), ktory nie jest wolnym rodnikiem, gdyz nie posiada
niesparowanego elektronu. Jego protonowana forma to nadtlenek wodoru (H,O,). Redukcja

jonu nadtlenkowego prowadzi do powstania rodnika O, ktory wystepuje w postaci rodnika
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hydroksylowego (*OH) po przylaczeniu protonu (Halliwell, 1987; Farber, 1994; Davies,
1994).

W  lancuchu oddechowym, zwiazanym 2z blona wewngtrzna mitochondriow,
czasteczka tlenu ulega czteroelektronowej redukcji z wytworzeniem dwoch czasteczek wody.
W warunkach fizjologicznych w trakcie funkcjonowania tancucha oddechowego elektrony
przenoszone sa na kolejne akceptory tancucha, ktéorego ostatnim ogniwem jest oksydaza
cytochromowa (a+aj), katalizujaca redukcje tlenu z wytworzeniem czasteczki wody. Jednak
na skutek ,,nieszczelno$ci” tego tancucha, w sprawnych czynnosciowo mitochondriach ok. 1-
2% tlenu czasteczkowego ulega redukcji nickompletnej z wytworzeniem wolnych rodnikow
tlenowych (Bartosz, 1995). Z elementéw tancucha oddechowego, takich jak dehydrogenaza
NADH i ubichinon, moze dochodzi¢ do ,przecieku” elektrondow na czasteczki tlenu, w
wyniku czego powstaja anionorodniki ponadtlenkowe oraz wolne rodniki semichinonowe.
Uwaza si¢, ze w warunkach fizjologicznych mitochondrialny tancuch oddechowy jest
najwydajniejszym zrodlem RFT w komorce.

Redukcja czasteczki tlenu poza mitochondriami réwniez moze prowadzi¢ do
powstania RFT, zaburzajacych prawidlowa czynno$¢ komorki. Anionorodnik ponadtlenkowy
powstaje rowniez w takich organellach komérkowych jak retikulum endoplazmatyczne roslin
i zwierzat, peroksysomach, chloroplastach oraz w blonach cytoplazmatycznych. Zrodtem O,*
jest samoutlenianie si¢ zredukowanych zwiazkow wystepujacych w komoérkach (adrenalina,
ferredoksyna, flawiny) (Liczmanski, 1988), a takze reakcje katalizowane przy udziale takich
enzymow jak dioksygenaza tryptofanowa, oksydaza ksantynowa, dehydrogenazy flawinowe,
oksydaza aldehydowa (Poli, 1993).

0," oraz wolne rodniki semichinonowe powstaja takze we frakcji mikrosomalnej komorek,
podczas cyklu red-oks zwiazkow endogennych (np. estrogendéw). W czasie takiego cyklu
zwiazek zostaje przeksztatcony w chinon przez cytochrom P-450, a nastgpnie przez reduktaze
cytochromu P-450 w hydrochinon. Anionorodnik ponadtlenkowy i semichinon moga by¢

produktami posrednim tej redukcji (reakcja 3) (Sato 1 wsp., 1992; Koymans i wsp., 1993).
chinon,eq + O, — semichinon® + 0, + H' 3)
Anionorodniki ponadtlenkowe moga podlega¢ dysmutacji spontanicznej lub

katalizowanej przez enzym - dysmutazg¢ ponadtlenkowa (SOD). W wyniku tej reakcji
powstaje nadtlenek wodoru (reakcja 4) (Kwiatowski, 1988).
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20, + 2H" — H,0, + 0, (lub'0y) 4)

W badaniach in vivo stwierdzono powstawanie H,O, w mitochondriach, retikulum
endoplazmatycznym, chloroplastach roslin wyzszych oraz peroksysomach. W duzych
stezeniach nadtlenek wodoru wystepuje takze w aktywowanych komorkach fagocytarnych,
plemnikach, wielu szczepach bakteryjnych, a nawet w wydychanym przez czlowicka
powietrzu (Halliwell 1 Gutteridge, 1989). Niewielkie ilosci H,O, sa tworzone podczas
biosyntezy hormondéw tarczycy. Nadtlenek wodoru jest niezbedny do prawidlowego
funkcjonowania peroksydazy tyrozynowej, katalizujacej jodowanie tyreoglobulin. Powstaje
takze w trakcie dzialania innych enzymow, takich jak: oksydaza monoaminowa, oksydaza

galaktozowa, cyklooksygenaza, lipoksygenaza, oksydaza ksantynowa (Frenkel, 1992).

Nadtlenek wodoru jest prekursorem rodnika hydroksylowego, podchlorynu i tlenu
singletowego.

Rodniki hydroksylowe moga powstawa¢ w tzw. reakcji Fentona. W reakcji tej jony
metali grup przejsciowych znajdujace si¢ na nizszym stopniu utlenienia (np. jony zelaza II)
reaguja z nadtlenkiem wodoru, w wyniku czego powstaje rodnik hydroksylowy, anion
wodorotlenowy i utleniony jon metalu (reakcja 5) (Sies, 1993). Anionorodnik ponadtlenkowy
moze redukowac jony metali grup przejSciowych dostarczajac substratu do reakcji Fentona.
Sumaryczny bilans tych dwu proceséw, znany pod nazwa reakcji Habera-Weissa opisuje
wzor 6, gdzie jony metali traktowane sa jako katalizatory, z uwagi na cykliczne zmiany

stopnia utlenienia.

Fe*" + H,0, —» °OH +OH + Fe’* (5)
0,” + H,0, 5°OH + OH + 0, (6)

Rodnik *OH, najbardziej reaktywna z form tlenu, jest odpowiedzialny za uszkodzenia DNA,
bialek oraz inicjacjg peroksydacji lipidow.

W wyniku reakcji nadtlenku wodoru z jonami Cl° powstaje podchloryn. Reakcje tg
katalizuje mieloperoksydaza (MPO), uwalniana w duzych ilosciach przez granulocyty

obojetnochtonne podczas eksplozji oddechowej (reakcja 7) (Babior, 1991).
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ClI' + H,0, _ ™7 OCI' + H,0 (7)
Obecnos¢ nadmiaru H,O, powoduje odwrocenie reakceji 1 nadtlenek wodoru redukuje wtedy

OCI do CI', z wytworzeniem tlenu singletowego (reakcja 8).

OCI' + H,0, —» CI' + H,0 + 'O, (8)

Tlen singletowy ('O,) jest reaktywna forma tlenu, ktéra powstaje w wyniku
wzbudzenia elektronowego czasteczki tlenu w stanie podstawowym (tripletowym->0,)
(Halliwell i Aruoma, 1993). Zjawisko to jest mozliwe dzigki obecno$ci w organizmach
zwierzeeych 1 roslinnych fotouczulaczy (np. porfiryn, flawin, retinalu, chlorofili), ktére moga
absorbowa¢ promieniowanie widzialne lub UV, w wyniku czego ulegaja wzbudzeniu.

Moga one nastgpnie przekazaé energi¢ czasteczce tlenu, co prowadzi do powstania tlenu

singletowego w reakcji fotouczulania typu II (reakcja 9).

wzbudzony fotouczulacz + 0, — fotouczulacz w stanie podstawowym + 'O, 9)
Wzbudzony fotouczulacz moze przekaza¢ czasteczce tlenu nie energig, lecz jeden ze swoich
elektronow (transfer elektronu), dzigki czemu powstaje anionorodnik ponadtlenkowy i
kationorodnik fotouczulacza w reakcji fotouczulania typu I (reakcja 10).

wzbudzony fotouczulacz + 0, — fotouczulacz™ + O, (10)
Tworzenie tlenu singletowego in vivo udokumentowano w naswietlanych chloroplastach,
siatkowce i soczewce oka ssakow (Liczmanski, 1988). Moze tez powstawa¢ w wyniku reakcji
anionorodnika ponadtlenkowego z wodoronadtlenkami lipidowymi tworzonymi w procesie
peroksydacji lipidow (reakcja 11).

0," + LOOH — '0, + LO® + OH (11)

Proces peroksydacji lipidow polega na serii tancuchowych reakcji wolnorodnikowych,

prowadzacych do rozpadu wielonienasyconych kwasow ttuszczowych, skladnikéw bton
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komorkowych (Bartosz, 1995) i moze by¢ zapoczatkowany przez rodnik hydroksylowy, tlen
singletowy, rodnik hydroksyponadtlenkowy lub rodnik ferrylowy. W procesie tym mozna
wyroznié trzy etapy: inicjacje, propagacje i terminacjeg.

Etap inicjacji polega na ataku wolnego rodnika na czasteczk¢ nienasyconego kwasu
thuszczowego (LH), w wyniku czego od czasteczki tego kwasu zostaje oderwany atom
wodoru, pozostawiajac w obrgbie atomu wggla niesparowany elektron i powstaje pierwotny
rodnik lipidowy (L°). L* w etapie propagacji przylacza czasteczke tlenu tworzac rodnik
nadtlenkowy (LOO®), ktéry odszczepiajac atom wodoru z kolejnej czasteczki LH przyczynia
sie do powstania nowego rodnika L° i wodoronadtlenku lipidowego (LOOH). LOOH pod
wplywem Fe’™ moze ulec przeksztalceniu do rodnika alkoksylowego (LO®), ten za$ do
rodnikoéw alkilowych, dajacych w etapie terminacji duza liczbg nierodnikowych produktow,
takich jak: alkany, alkeny, aldehydy, ketony, hydroksykwasy (Vaca i wsp., 1988).

Udowodniono, ze reaktywne formy tlenu moga takze powstawaé w trakcie syntezy
tlenku azotu (Pou 1 wsp., 1992) oraz w wyniku przemian kwasu arachidonowego (Porter,
1980).

Tlenek azotu (NO) petni u cztowieka funkcje srodbtonkowego czynnika rozluzniajacego
migsnie gladkie naczyn krwiono$nych (EDRF), neuroprzekaznika, ale jest rowniez zwiazkiem
bakteriobojczym wytwarzanym przez aktywowane makrofagi. NO powstaje z argininy w

reakcji katalizowanej przez syntazg tlenku azotu (NOS) (reakcja 12).

L-arginina + NADPH + 0, =25 L-cytrulina + NADP" + NO (12)

NOS moze tez redukowaé tlen czasteczkowy do rodnika hydroksyponadtlenkowego lub
anionorodnika ponadtlenkowego, ktéry na drodze dysmutacji zostaje przeksztalcony w
nadtlenek wodoru (Pou i wsp., 1992).
Tlenek azotu, ktory sam jest wolnym rodnikiem, moze tez reagowa¢ z anionorodnikiem
ponadtlenkowym, tworzac nadtlenoazotyn (reakcja 13), ktéry po uprotonowaniu (reakcja 14)
moze si¢ rozpadac si¢ dajac rodnik hydroksylowy (reakcja 15) (Freeman, 1994).

NO®* + 0, - ONOO (13)

ONOO" + H" — ONOOH (14)

ONOOH — °*OH + NO, (15)
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1.3  Generowanie reaktywnych form tlenu pod wplywem czynnikow egzogennych

Waznymi zrédtami znacznej ilosci wolnych rodnikow czyniacych szkody zywym
organizmom s3 szeroko rozumiane zanieczyszczenia S$rodowiskowe. Szereg zwiazkow
chemicznych stanowiacych zanieczyszczenia srodowiskowe moze dostawac si¢ do organizmu
w postaci form wolnorodnikowych. Spalaniu wigkszosci zwiazkow pochodzenia
organicznego towarzyszy tworzenie si¢ wielu stabilnych rodnikéw zwiazkow organicznych i
nieorganicznych (np. tlenkow azotu). Moga by¢ one wprowadzane do organizmu w trakcie
palenia tytoniu, czy po prostu poprzez oddychanie atmosfera zanieczyszczona spalinami
paliw organicznych. Najwigksze jednak zagrozenie stwarzaja nie wolnorodnikowe formy, ale
czynniki fizyczne 1 chemiczne prowadzace do powstawania wolnych rodnikow w
organizmach. Do tych pierwszych =zaliczy¢ nalezy zaliczy¢ przede wszystkim
promieniowanie jonizujace oraz promieniowanie ultrafioletowe.

Promieniowanie jonizujace oddzialujac z zywa materia wywoluje reakcje radiolizy czasteczek
na nig si¢ skladajacych, gléwnie czasteczek wody (Von Sonntag, 1987), z ktérych materia
ozywiona zbudowana jest przeciez w ok. 70-80%.

W trakcie radiolizy wody dochodzi do powstania rodnika hydroksylowego ("OH), atomu
wodoru (*H), i elektronu uwodnionego (euq-), ktore odznaczaja si¢ ogromna reaktywnoscia.
Proces ten moze by¢ zainicjowany przez jonizacj¢ czasteczki wody (reakcja 16) lub

wzbudzenie elektronu (reakcja 17).

H,0 —» H,0™ + ¢ (16)

H,0 - H,0' (17)
Powstajacy w wyniku reakcji 16 kationowy rodnik wody jest silnym kwasem i tatwo oddaje
proton otaczajacym go czasteczkom wody, ulegajac przy tym przeksztatlceniu w rodnik
hydroksylowy (reakcja 18).

H,0*" + H,0 — H30" + ‘OH (18)

W reakcj¢ z czasteczkami wody wchodzi takze uwolniony elektron i powstaje aktywna

czasteczka e,q- (elektron uwodniony) (reakcja 19).
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e + nH,O — ey (19)

Wzbudzona czasteczka wody (HO") moze z kolei ulec rozbiciu na atom wodoru i rodnik

hydroksylowy (reakcja 20).

H,0" - °H + "OH (20)

Wsrod czynnikdéw chemicznych przyczyniajacych si¢ do tworzenia wolnych rodnikéw
w komorkach wyrdzni¢ mozna kilka podstawowych klas zwiazkow. Najwigksza grupa
czynnikow tego rodzaju sa zwiazki organiczne, najczesciej pierscieniowe, ktore po aktywacji
metabolicznej w komdrkach podlegaja reakcjom redoks z wytworzeniem wolnych rodnikow
tlenowych. Klasycznym przyktadem zwiazku nalezacego do tej grupy jest parakwat (PQ),
ktory dziata fitotoksycznie, co spowodowane jest mozliwo$cia utleniania go przez elementy
fotosystemu I roslin. Powstajace kationorodniki PQ®" gwalttownie reagujac z O, ulegaja

utlenianiu do dwuwarto$ciowego kationu, a czasteczka tlenu redukcji do O," (reakcja 21).

PQ"" + 0, » PQ* + O, 21)

Powstaty anionorodnik ponadtlenkowy podlega¢ moze dysmutacji do H,O,, a ten w reakcji
Fentona moze by¢ przeksztalcany do rodnika hydroksylowego.

Do generowania reaktywnych form tlenu wedtug tego modelu prowadzi¢ moga takze zwiazki
nieorganiczne, jak np. dwutlenek siarki. Wprawdzie SO, jest przeksztalcany do siarczanow
przez enzymy utleniajace, jednak powstajace przejSciowo jony wodorosiarczynowe (HSO3")
moga indukowa¢ reakcje wolnorodnikowe, prowadzace migdzy innymi do peroksydacji
lipidow (Olinski, 1993).

Bardzo powazna czg$¢ zanieczyszczen $rodowiskowych to jony metali. Szczegdlnie
niebezpieczne sa jony metali, ktore katalizuja reakcjg Habera-Weissa. W reakcji z endogennie
powstajacym nadtlenkiem wodoru przyczyniaja si¢ do formowania rodnikéw
hydroksylowych. Do jondéw o takich naleza np. jony niklu, chromu, Zelaza, miedzi, kobaltu,
kadmu (Kasprzak, 1995). Analogiczne dzialanie wykazuja pewne mineralty (np. azbest), ktére

Ww postaci pylow moga dostawac si¢ do drég oddechowych.
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1.4 Strategia obrony przed dziataniem i skutkami dziatania reaktywnych form tlenu

Organizmy wyposazone sa w zlozony uklad antyoksydacyjny, ktory zabezpiecza je
przed powstawaniem i skutkami dziatania reaktywnych form tlenu.

Najogoélniej, obrona przed destrukcyjnym wptywem RFT realizowana jest na trzech
poziomach:

Pierwsza linig¢ obrony stanowi uklad zapobiegajacy powstawaniu nadmiernych ilo$ci
RFT. Elementami tego uktadu sa biatka wiazace jony metali grup przejsciowych (sekwestr
metali), ktore tym sposobem odsunigte sa od mozliwosci katalizowania reakcji Fentona, w
ktorej powstaje najgrozniejsze indywiduum posréd RFT - rodnik hydroksylowy. Do bialek
takich zaliczy¢ nalezy (Sato i Bremner, 1993): ferrytyne, transferyng i laktoferyng, wiazace
jony zelaza; ceruloplazming - wiazaca jony miedzi; grupe metalotionein, wiazacych szereg
réznych jonéw metali oraz w pewnym sensie takze albuminy, ktoére cho¢ niespecyficznie, to
jednak zdolne sa do wiazania jonow wielu metali.

Jezeli juz dojdzie do pojawienia si¢ reaktywnych form tlenu w ustroju, do akcji
wchodzi druga linia obrony, ktorej elementy maja za zadanie ,,neutralizacje” RFT. W skifad
tego uktadu wchodza enzymy antyoksydacyjne oraz drobnoczasteczkowe antyoksydanty. Do
gltownych enzymdw o takim dziataniu naleza (Sies, 1993):

e dysmutazy ponadtlenkowe, katalizujace reakcj¢ dysmutacji anionorodnika
ponadtlenkowego do nadtlenku wodoru

e katalazy, rozktadajace gtownie nadtlenek wodoru do wody i tlenu czasteczkowego

e peroksydazy glutationowe i askorbinianowe, rozktadajace nadtlenek wodoru i
wodoronadtlenki zwiazkéw lipidowych z uzyciem zredukowanych form glutationu i
askorbinianu

o (S)-transferazy glutationowe, sprze¢gajace czasteczke glutationu ze zwiazkami
endogennymi (np. wodoronadtlenki lipidowe) jak 1 egzogennymi ksenobiotykami,
uniemozliwiajac w ten sposob ich dalsza aktywacj¢ metaboliczna prowadzaca do
tworzenia RFT.

W ,zmiataniu” RFT dopomagaja enzymom antyoksydacyjnym tzw. drobnoczasteczkowe

antyoksydanty, ktore przyjmuja na siebie atak wolnych rodnikow. Za fizjologicznie

najistotniejsze czasteczki o takim dziataniu uwaza sig: glutation, kwas askorbinowy, cysteing,

tokoferole (witamina E), retinoidy (analogi witaminy A), kwas moczowy, karotenoidy,

bilirubing, ubichinol, a nawet glukozg i pirogronian (Sies, 1991; Briviba i Sies, 1994).
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Trzecia liniag obrony jest likwidowanie niebezpiecznych skutkéw reakcji wolnych
rodnikéw tlenowych z najwazniejsza ze strategicznego punktu widzenia makromolekuta
komorkowa - DNA. Uszkodzenia oksydacyjne DNA jako nos$nika informacji,
koordynujacego caty metabolizm komodrkowy, podlegaja intensywnej naprawie przez szereg

enzymoOw naprawczych, o ktorych bedzie jeszcze mowa w dalszej czgsci pracy.

1.5 Uszkodzenia DNA spowodowane atakiem wolnych rodnikow tlenowych

Mimo ze zaréwno H,0, jak i O," w warunkach fizjologicznych nie reaguja
bezposrednio ze sktadnikami DNA, zaklada sig¢ istnienie dwoch drég umozliwiajacych
uszkadzanie DNA w wyniku oddziatywania tych czastek.

Pierwsza z nich przewiduje powstawanie rodnika ‘OH w jadrze komoérkowym, z fatwo
przenikajacego przez btony komérkowe H,0,, w wyniku reakcji Fentona z jonami Cu'" lub
Fe*" (Halliwell i Gutteridge, 1989). Ze wzgledu na niezwykle wysoka reaktywnos$¢ rodnika
hydroksylowego, ograniczajaca mozliwo$¢ jego dyfuzji, oddzialywanie “OH z DNA jest
mozliwe tylko w przypadku, gdy wspomniane jony metali wystgpuja w kompleksie z
chromatyna (Halliwell i Gutteridge, 1989).

Niektore obserwacje wskazuja na obecno$¢ Cu w chromosomach (Apelgot 1 wsp., 1984).
Mozliwe, ze Cu'" i Fe*" sa uwalniane w komoérce z innych struktur komérkowych w wyniku
stresu tlenowego 1 dopiero wtedy tacza si¢ z DNA (Halliwell, 1987).

Udowodniono, ze takze swobodnie dyfundujacy tlen singletowy moze wchodzi¢ w reakcje z
komponentami DNA (Feig i wsp., 1994).

Inne wyjasnienie powstawania uszkodzen DNA w wyniku ataku RFT na komorki zaktada
seri¢ przemian metabolicznych w komoérce, prowadzacych do aktywacji nukleaz,
odpowiedzialnych za degradacje DNA. Uwaza si¢, ze wynikiem zaistnienia stanu stresu
oksydacyjnego jest wzrost wewnatrzkomorkowego stezenia wolnych jonow Ca™, co
prowadziloby do aktywacji endonukleaz Ca*'-zaleznych (Halliwell i Aruoma, 1993).
Prawdopodobnie w komorce wystgpuja oba wspomniane mechanizmy powstawania
uszkodzen DNA (w wyniku ataku rodnika *OH i 'O, oraz aktywacji nukleaz).

Najbardziej reaktywna forma tlenu w uktadach biologicznych - rodnik hydroksylowy -
moze reagowac zarowno z czasteczka deoksyrybozy jak i zasadami azotowymi, wchodzacymi

w sktad DNA (Von Sonntag, 1987).
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Reakcja *OH z czasteczka deoksyrybozy prowadzi do powstania pojedynczych i podwojnych
pekni¢g¢ DNA oraz miejsc wrazliwych na alkalia (Halliwell 1 Aruoma, 1993; Von Sonntag,
1987). Pojedyncze i podwojne peknigecia tancucha DNA sa odpowiedzialne za blok
replikacyjny 1 moga by¢ przyczyna $mierci komorki, rzadziej zmian mutacyjnych. Te ostatnie
natomiast moga by¢ rezultatem obecnosci zmodyfikowanych zasad azotowych, powstajacych
w wyniku reakcji DNA z wolnymi rodnikami tlenowymi.

Rodnik *OH faczy si¢ najczesciej w pozycji C5 lub C6 z pirymidynami oraz w pozycjach C8,
C4 1 C5 z purynami (Hutchinson, 1985), dajac r6znorodne produkty modyfikacji. Obecnie
poznano okoto trzydziestu takich oksydacyjnych modyfikacji zasad azotowych (Dizdaroglu i
Aruoma, 1993), niektére z nich przedstawiono na rys. 1. Poza indukowaniem uszkodzen
zasad azotowych i cukrow rodnik hydroksylowy powoduje tez powstawanie wigzan
poprzecznych DNA-biatko w nukleoproteinach (Olinski, 1992; Nackerdien, 1991), ktérych
przyktadem moze by¢ polaczenie kowalencyjne tyminy z tyrozyna.

Oksydacyjnym uszkodzeniom ulega zarowno DNA jadrowy jak i DNA mitochondrialny czy
chloroplastowy, przy czym ilos¢ oksydacyjnych uszkodzen wykrywanych w DNA
mitochondrialnym i chloroplastowym jest znacznie wigksza (Richter 1 wsp., 1988; Floyd i
wsp., 1989), najprawdopodobniej z powodu szczegoélnie duzych ilosci RFT produkowanych
w tych organellach, braku biatek histonowych (petniacych rol¢ ostonowa) oraz by¢ moze z

powodu mniej wydajnych mechanizméw naprawy uszkodzen.
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1.6 8-Oksyguanina jako produkt modyfikacji guaniny przez RFT

Guanina w stanie wolnym, badZz jako sktadnik nukleozydu, nukleotydu lub
polinukleotydu (DNA, RNA) szczegolnie podatna jest na utlenienie w pozycji C8 (rys. 1), co
powoduje powstanie zmodyfikowanej zasady zwanej 8-oksyguaning (8-oxoGua).

Pochodna deoksyguanozyny, powstajaca pod wplywem uktadow generujacych rodnik
hydroksylowy, zidentyfikowana zostata poczatkowo jako 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyna i
taka nazwa silnie zakorzenita si¢ w literaturze naukowej nastgpnych dziesigciu lat (Kasai i
Nishimura, 1983). W ostatnich latach dalo si¢ zauwazy¢ pewien chaos nomenklaturowy
zwiazany z nazewnictwem zasady 1 nukleozydow bedacych efektem takiej modyfikacji.
Jeszcze do dzi$ obok siebie egzystuja w literaturze rézne nazwy tego samego zwiazku; dla
utlenionej w pozycji C8 guaniny: 8-hydroksyguanina, 7,8-dihydro-8-oksyguanina, 8-
oksyguanina, 7-hydro-8-oksyguanina, a dla deoksynukleozydu analogicznie: 8-hydroksy-2’-
deoksyguanozyna, 7,8-dihydro-8-oksy-2’-deoksyguanozyna, 7-hydro-8-oksy-2’-
deoksyguanozyna i 8-oksy-2’-deoksyguanozyna. Zamieszanie to wynikato zrazu z braku
wiadomosci na temat tautomeryzacji zwiazku, a po przedstawieniu licznych dowodéw na to,
ze zdecydowanie przewazajacym tautomerem w warunkach zblizonych do fizjologicznych
jest forma 6,8-diketonowa - z pewnej inercji nomenklaturowej panujacej w $rodowisku
naukowym. Przewage formy tautomerycznej 6,8-diketo (rys. 1) potwierdzono z uzyciem
wielu technik eksperymentalnych i1 za pomoca teoretycznych metod z zakresu chemii
kwantowej (Culp 1 wsp., 1989; Oda i wsp., 1991; Kouchakdjian i wsp., 1991; Gannett i Sura,
1993). Z uwagi na to, najpowszechniej uzywana obecnie nazwa zasady 1 deoksynukleozydu

sa odpowiednio: 8-oksyguanina i 8-oksy-2’-deoksyguanozyna.

Najlepiej rozpoznanym czynnikiem powodujacym przeksztatcenie guaniny do 8-
oksyguaniny jest rodnik hydroksylowy. Dotychczas opisano bardzo wiele uktadow
generujacych rodnik hydroksylowy, ktore powoduja konwersje guaniny do 8-oksyguaniny
(przeglad w nastepnych rozdziatach).

Potencjalne mechanizmy tej reakcji przedstawiono na rys. 2. Pierwszy z tych mechanizmow
zaktada bezposrednie formowanie adduktu rodnika hydroksylowego z guaning w pozycji C8,
drugi za$, jako etap poczatkowy zaklada abstrakcje elektronu z czasteczki guaniny pod
wptywem rodnika hydroksylowego. Nalezy zaznaczy¢, iz do poczatkowej abstrakcji

elektronu z czasteczki guaniny (schemat 2) moze potencjalnie dochodzi¢ nie tylko pod
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wptywem rodnika hydroksylowego, ale takze na skutek jonizacji spowodowanej
oddziatywaniem kwantu promieniowania jonizujacego lub na skutek kontaktu z réwnie
silnym jak rodnik hydroksylowy utleniaczem, np. rodnikiem ferrylowym lub nadferrylowym
(Von Sonntag, 1987; Floyd, 1990). Pojawity si¢ takze dane przemawiajace za tym, iz taka
abstrakcja elektronu z czasteczki Gua moze zachodzi¢ pod wptywem fotouczulaczy w reakc;ji

fotouczulania typu I (Kasai i wsp., 1992; Ito i wsp., 1993; Nicotera, 1994).
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Rys. 2
Potencjalne  mechanizmy powstawania  8-oksyguaniny pod wplywem rodnika

hydroksylowego.

Kolejnym czynnikiem zdolnym do wprowadzenia oksydacyjnej modyfikacji guaniny
w pozycji C8 jest tlen singletowy (Floyd i wsp., 1990; Schneider i wsp., 1990 i 1993; Sies,
1993; Ravanat 1 Cadet, 1995; Sheu i1 Foote, 1995). Najprawdopodobniej reakcja reszty
guaniny z tlenem singletowym zachodzi z wytworzeniem przejsciowego 4,8-endonadtlenku,
ktory ulega natychmiast rozpadowi. Dwa potencjalne szlaki prowadzace do powstania 8-
oksyguaniny w reakcji z 'O, przedstawiono na rys. 3. Niektorzy autorzy sugeruja rowniez
mozliwos¢ abstrakcji elektronu z reszty guaniny przez tlen singletowy z wytworzeniem

kationowego rodnika guaniny i anionorodnika ponadtlenkowego (Gua + 'O, — Gua® + 0,")
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(Boiteux 1 wsp., 1992). W takiej sytuacji oksydacja do 8-oksyguaniny zachodzitaby wedtug

schematu 2 przedstawionego na rys. 2.
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Rys. 3
Proponowane mechanizmy modyfikacji guaniny przez tlen singletowy, prowadzacej do

powstania 8-oksyguaniny.

1.7 Metody oznaczania sladowych ilosci 8-oksyguaniny w DNA

Do oznaczania $ladowych ilosci 8-oksyguaniny w preparatach DNA uzywa si¢
obecnie dwu zasadniczych technik (Halliwell i Dizdaroglu, 1991; Ravanat i wsp., 1995).
Pierwsza z nich to technika wysokosprawnej, kolumnowej chromatografii cieczowej (HPLC),
potaczona z detekcja elektrochemiczna. W trybie tej chromatografii oznacza si¢ najczgscie]
obecno$¢ 8-oksyguaniny w DNA w formie deoksynukleozydu (po uprzedniej, enzymatycznej
degradacji DNA do nukleozydow), stad tez wigkszo$¢ prac dotyczacych biologicznego
znaczenia tej modyfikacji traktuje o 8-oksy-2’-deoksyguanozynie. Alternatywnie stosuje si¢
metodg chromatografii gazowej, potaczona ze spektrometria masowa w trybie selektywnego
monitorowania jonéw (GC/MS-SIM), za pomoca ktérej oznacza si¢ 8-oksyguaning w
kwasnych hydrolizatach DNA. Uzycie tej techniki wymaga termicznej, kwasnej hydrolizy
DNA do wolnych zasad azotowych oraz ich pozniejszej derywatyzacji w celu

przeprowadzenia ich w lotne pochodne. Rzadziej do detekcji 8-oksyguaniny w DNA stosuje
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si¢ techniki immunologiczne, z uzyciem monoklonalnych przeciwciat skierowanych
przeciwko reszcie 8-oksyguaniny (Yarborough i wsp., 1996). Opisano réwniez posrednie
metody szacowania ilosci 8-oxoGua w DNA z uzyciem Fapy-DNA glikozylazy, wycinajacej
8-oxoGua z DNA (Epe i wsp., 1993; Czene i Harms-Ringdahl 1995; Hartwig i Schlepegrell,
1995).

1.8 Generowanie 8-oksy-2’-deoksyguanozyny w uktadach in vitro

8-0xodG mozna uzyska¢ in vitro inkubujac 2’-deoksyguanozyng z systemami
generujacymi rodnik hydroksylowy, inne bardzo reaktywne utleniacze, tlen singletowy lub
wzbudzone fotouczulacze. Wydajnos¢ tworzenia 8-oxodG pod wpltywem tych systemow w
eksperymentach in vitro nigdy nie przekraczata kilku procent. Niektore z takich systemow
(zawierajacych tlen czasteczkowy w wodnym $rodowisku reakcyjnym) powodujacych

oksydacje¢ dG w pozycji C8, w eksperymentach in vitro przedstawiono ponizej:

kwas askorbinowy / bufor fosforanowy / jony Fe (Kasai i Nishimura, 1984)

e kwas askorbinowy / Fe (II) / EDTA (uktad Udenfrienda, Udenfriend,1954) (Kasai i
Nishimura, 1984)

e kwas askorbinowy / H,O; (Kasai i Nishimura, 1984)

e katechol / Fe (II) / H,O, (Kasai i Nishimura, 1984)

e ADP /Fe (I) / H,O, (Floyd i wsp., 1985)

e Fe (II) / bufor dwuweglanowy (Floyd 1 wsp., 1985)

e czynniki redukujace: hydroksylamina, hydrazyna, kwas dihydromaleinowy, dwusiarczek
sodowy, acetol w obecnos$ci Fe-EDTA (Kasai i Nishimura, 1983)

e kompleksy metali: Fe(II), Sn(II), Ti(III), Cu(I) z EDTA (Kasai i Nishimura, 1984)

Dodanie H,O; znacznie zwigksza generacje 8-oxodG (Marnett i Burcham, 1993).

e jony siarczynowe / Cr(VI) - uktad generujacy anionorodnik trojtlenku siarki (Shi 1 Mao,
1994)

e zawiesiny mineralow zawierajacych zelazo, w buforze fosforanowym (Berger i wsp.,
1993)

e Co(II) w obecnosci roznych chelatoréw i HO, (Mao i wsp., 1996)

e Cr(VI) /kwas askorbinowy / H,O; (Shi i wsp., 1994)

e Ni(Il) / H>O, / bialka heterochromatyny (Huang i wsp., 1995)

e Ni(Il) / HO, / histydyna (Datta 1 wsp., 1992)
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e blekit metylenowy / $wiatto widzialne (system produkujacy 'O,) (Ravanat i Cadet, 1995)

Przeprowadzono réwniez wiele badan poswigconych formowaniu 8-oxodG w
wyizolowanym DNA (lub chromatynie) eksponowanym na dzialanie podobnych systemow in

vitro. Niektore z systemoéw generujacych 8-oxodG w DNA lub chromatynie przedstawiono w

tabeli 1, podajac literaturg, w ktorej mozna znalez¢ blizsze dane na ten temat.

Tabela 1. Czynniki indukujace powstawanie 8-oxodG w DNA/chromatynie in vitro.

Czynniki ekspozycyjne Badany Literatura
material
Cr(VI), Fe(I1)-NTA, Co(II), Ni(II)/ H,O, DNA Halliwell i Aruoma 1993
Cr(VI]) / askorbinian / H,O, DNA Shi i wsp., 1994
Cr(VI) / GSH lub H,0, DNA Aiyar i wsp., 19901 1991
Fe - NTA / H,0O, chromatyna Inoue i wsp., 1987
Aruoma i wsp., 1989
Cu' / 1-10-fenantrolina chromatyna| Halliwell i Aruoma 1993
Fe(Il) / oksydaza:hipoksantyna - ksantyna chromatyna | Halliwell i Aruoma 1993
mineraly zawierajace zelazo (hematyt, piryt) DNA Berger, 1993
azbest / H,O, DNA Kasai 1 Nishimura, 1984
bleomycyna / Fe(Il) DNA Kasamatsu i wsp., 1994
kwas 5-aminolewulinowy / Fe(Il) DNA Fraga i wsp., 1994
doksorubicyna / dehydrogenaza NADH / chromatyna| Halliwell i Aruoma 1993
Fe(I1I) lub Cu(Il)
4HAQO / Cu (II); DNA Yamamoto 1 wsp., 1993
NH,OH (hydroksylamina) / Cu(II)
4HAQO / serylo-AMP-seryna DNA Kohda i wsp., 1987
NiCl, / H,O, / L-histydyna DNA Datta i wsp., 1992
azydotymidyna / NADH / KCN mtDNA Hayakawa i wsp., 1992
H,0, / cytochrom ¢
mitomycyna C / NaBH,4 DNA Maccubbin i wsp., 1994
rifamycyna / Cu” DNA Muniz i wsp., 1995
tetrachlorohydrochinon / Cu®” DNA Naito i wsp., 1994
KBrO; chromatyna Sai i wsp., 1994
mikrosomy / NADPH / dietylstilbestrolo-4’, DNA Roy i wsp. 1991
4°’-chinon (estrogeny) / FeCls Han i Liehr, 1995
AA lub LA/lipoksydaza lub syntaza prostagl. H DNA de Kok i wsp., 1994
promieniowanie jonizujace DNA Fischer-Nielsen i wsp., 1994
promieniowanie UVA w obecnosci DNA Ito 1 wsp., 1993
ryboflawiny lub hematoporfiryny
blekit metylenowy (r6z bengalski)/§wiatlo biate RNA Schneider i wsp., 1993
wodoronadtlenki furokumaryny / UVA DNA Adam i wsp., 1995

NTA - nitrylotrdjoctan; 4HAQO - 1-tlenek 4-hydroksylaminochinoliny;

AA - kwas arachidonowy, LA - kwas linolowy;
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1.9 Mutagenne wlasciwosci 8-oksyguaniny

Mutagenne wilasciwosci 8-oksyguaniny zlokalizowanej w matrycy DNA wynikaja z
jej potencjatu btednego parowania w trakcie procesu replikacji DNA. Po raz pierwszy
zjawisko to zaobserwowali Kuchino i wsp., (1986 1 1987). Uzywajac syntetycznego
oligonukleotydu posiadajacego reszt¢ 8-oksyguaniny w zdefiniowanej pozycji udowodnili
oni, ze obecno$¢ tej modyfikacji nie hamuje procesu replikacji, a polimeraza DNA 1 z E. coli
btednie wprowadza naprzeciwko 8-oksyguaniny wszystkie 4
deoksynukleozydomonofosforany. Shibutani i wsp. (1991) uzywajac réznych polimeraz DNA
dowiedli, iz wprowadzaja one selektywnie dCMP 1 dAMP naprzeciw 8-oksyguaniny obecnej
w matrycy, a stosunek ilosci dCMP/dAMP wprowadzonych w to miejsce rézni si¢ w
zaleznosci od zastosowanej polimerazy. Uzycie fragmentu Klenowa polimerazy DNA 1 lub
polimerazy 3 prowadzilo do przewagi par 8-oxodG:dC, kiedy stosowano polimerazg a lub J,
naprzeciw uszkodzenia czg$ciej wlaczany byt dAMP, dajac przewage parom 8-oxodG:dA.

Uszkodzona oksydacyjnie guanina obecna w DNA moze wigc utworzy¢ btedna parg z
adenina podczas replikacji DNA. Jezeli btad ten nie zostanie skorygowany (aktywnos¢
egzonukleolityczna polimerazy DNA I nie koryguje tego biedu - Shibutani i wsp., 1991), to
podczas kolejnej rundy replikacyjnej dochodzi do mutacji punktowej, transwersji typu G=>T.

Mechanizm kreowania takiej mutacji pod wptywem 8-oksyguaniny przedstawiono na rys. 4.

G G8oxo
I +RFT => I
C C
... Pierwsza runda replikacyjna
G8oxo G8oxo
(POL) = I
Druga runda replikacyjna . GC=>TA !
(POL) = I
7’7’7’7’7’)’)’)’)’)’)’)’)’)> +dTTP 7’7’7’7’7’7’7’7’7’7’7’7’7’T7’7’7’7’7’7’7’7’7’7’7’7’77’

Rys. 4
Mechanizm kreowania transwersji GT=>TA pod wplywem 8-oksyguaniny powstalej na skutek oksydacyjnej
modyfikacji DNA.
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Doswiadczenia z zakresu mutagenezy kierowanej pozwolily okresli¢ czestos¢ realizacji
takiego scenariusza zdarzen in vivo. Obecno$¢ pojedynczej reszty 8-oxoGua w
jednoniciowym wektorze fagowym indukowata transwersje G=>T w komorkach E. coli z
czestotliwosdcia ok. 1% (Wood 1 wsp., 1990). Moriya i wsp. (1991) badajac to zjawisko
uzywali dwuniciowego plazmidu, posiadajacego luke¢ oligonukleotydowa w obrgbie jednej z
nici 1 reszt¢ 8-oksyguaniny w obrgbie tego jednoniciowego odcinka plazmidu.
Transformowali nim komorki E. coli, namnazali je, by indywidualnych klonach bada¢
sekwencj¢ nukleotydow w obrgbie odcinka posiadajacego oryginalnie 8-oxoGua. Stwierdzili,
ze w miejscu uszkodzenia 99% stanowia pary GC, a 1%, to efekty transwersji G=>T, czyli
pary TA. Az 4 %-owa czestos¢ mutacji powodowana 8-oksyguaning opisali Page 1 wsp.
(1995), zdecydowana wigkszo$¢ z nich to oczywiscie transwersje G=>T.

O doniosltosci przedstawionego tu mechanizmu powstawania zmian mutacyjnych pod
wptywem RFT $wiadczy¢ moga posrednio wyniki badan nad mutagenna specyficznoscia
poszczegolnych reaktywnych form tlenu w doswiadczeniach in vivo. Ekspozycja DNA na
dziatanie tlenu singletowego powodowata prawie wytacznie transwersje typu G=>T, a bardzo
znaczny procent stanowitl ten rodzaj mutacji po ekspozycji DNA na generujace rodnik
hydroksylowy promieniowanie jonizujace (Retel 1 wsp., 1993). Wielka specyficznos¢
wywotywania mutacji G=>T przez tlen singletowy potwierdzil Ribeiro i wsp., (1994).
Ekspozycja DNA na Fe’-EDTA prowadzita az w ok. 48% do transwersji G=>T, a ogdlna
czgsto$§¢ pojawiania si¢ mutacji punktowych korelowata z poziomem 8-oxodG w
eksponowanym DNA (Akasaka i Yamamoto, 1994).

Mutagenne wlasnosci 8-oxodG w DNA maja swoje strukturalne podstawy (Culp i
wsp., 1989; Brown i Kennard, 1992, Barciszewski 1 wsp., 1995). Przeprowadzono szereg
badan dotyczacych struktury i termodynamiki duplekséw DNA zawierajacych resztg 8-
oksyguaniny sparowana z cytozyna i adenina, gtownie technikami jadrowego rezonansu
magnetycznego i1 za pomoca krystalografii rentgenowskiej (Oda i wsp., 1991; Kouchakdjian i
wsp., 1991; Gannett i Sura, 1993; McAuley-Hecht 1 wsp., 1994; Plum 1 wsp., 1995). Badania
te dowodza, ze w przypadku pary 8-oxodG:dA, 8-0xodG wystepuje w konformacji syn, dA w
konformacji anti. Obie zasady polaczone sa dwoma wigzaniami wodorowymi wystepujacymi
pomigdzy krawegdzia Hoogsteena 8-oksyguaniny i krawgdzia Watsona-Cricka adeniny (rys.
5a). W przypadku pary 8-0xodG:dC oba nukleozydy przyjmuja konformacj¢ anti i potaczone

sa trzema wigzaniami wodorowymi pomig¢dzy krawgdziami Watsona-Cricka 8-oksyguaniny i
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cytozyny (rys. 5b). W przypadku obu par 8-oksyguanina wystgpuje w postaci tautomeru 6,8-
diketo.
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Rys. 5
Struktura par A) 8-0xodG:dA i B) 8-0x0dG:dC wystepujacych w dwuniciowym B-DNA.

1.10 Zwiqzek 8-ox0dG z procesem karcynogenezy

Choroby nowotworowe to choroby genetyczne, ktérych podtozem sa réznego rodzaju
mutacje zachodzace w strategicznie waznych dla zycia komoérki genach, zwanych czesto
protoonkogenami. W tym sensie proces transformacji nowotworowej komorki zwigzany jest z
dziataniem czynnikéw wywolujacych mutacje, w tym mutacje punktowe. 8-
Oksydeoksyguanozyna powstajaca w DNA pod wptywem czynnikow oksydacyjnych jest
jedna z bezposrednich przyczyn powstawania mutacji punktowych, co narzuca
przypuszczenie, iz podwyzszanie jej ilosci w DNA powinno zwigksza¢ ryzyko transformacji
nowotworowej komorki. Badania dotyczace 8-oxodG koncentruja si¢ w ostatnich latach na
poszukiwaniu zwiazku przyczynowo-skutkowego pomigdzy obecno$cia tej modyfikacji w
DNA a procesem transformacji nowotworowe;j.

Jeden z kierunkéw tych badan, to badania pos$wigcone ilosci 8-oxodG w DNA tkanek

nowotworowych w relacji do ilosci tej modyfikacji w odpowiadajacych im tkankach nie
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zmienionych nowotworowo. Szereg doniesien opisuje podwyzszony poziom 8-oxodG w
DNA réznych tkanek nowotworowych (Olinski i wsp., 1992 i 1995; Malins, 1993; Malins i
wsp., 1993; Takeuchi 1 Morimoto, 1993; Okamoto i wsp., 1994; Jaruga 1 wsp., 1994).
Zasugerowano wigc, ze 8-oxodG moze by¢ odbiciem wczesnych zmian w procesie
karcynogenezy, jednakze badania tego typu nie moga odpowiedzie¢ na podstawowe pytanie:
czy podwyzszony poziom 8-oxodG w DNA komoérek nowotworowych to przyczyna, czy
skutek proceséw transformacji nowotworowej ?

Drugi kierunek badan nad zwiazkiem przyczynowo-skutkowym pomigdzy transformacja
nowotworowa komorki a zawartoscia 8-oxodG w jej DNA opiera si¢ na oznaczeniach
poziomu 8-oxodG w DNA tkanek zwierzat laboratoryjnych, poddanych dziataniu réznych
karcynogenow. Tego typu badania in vivo dowiodty, iz szereg dobrze udokumentowanych
karcynogenow podwyzsza poziom 8-o0xodG w DNA organizméw podanych ich dziataniu.
Szczegodlnie cenne z wnioskotworczego punktu widzenia sa te obserwacje, ktére dowodza, ze
dany karcynogen podwyzsza selektywnie (badZ w najwigkszym stopniu) poziom §-oxodG w
docelowym dla tego karcynogenu narzadzie.

Do chwili obecnej przebadano juz znaczna ilo§¢ karcynogenow pod katem ich zdolnosci do
indukowania 8-0xodG w DNA zwierzat laboratoryjnych. Wigkszos$¢ z tych karcynogenow, to
zwiazki organiczne, podlegajace aktywacji metabolicznej w komodrkach z wytworzeniem
reaktywnych form tlenu (np. zwiazki chinonowe lub przeksztalcane do pochodnych
chinonowych przez uklady enzymatyczne komorki) lub kompleksy karcynogennych metali
grup przejsciowych, ktore jak wiadomo moga bra¢ udziat w reakcji Fentona, dostarczajacej
rodnikéw hydroksylowych. Niektére z przebadanych w tym kierunku karcynogenow

wyliczono ponize;j:

Drugorz¢edowe nitroalkany (np. 2-nitropropan, 2-nitrobutan) 1 niektére oksymy
(acetooksym, oksym cyklopentanu) sa karcynogenami indukujacymi raka watroby, powoduja
tez wzrost poziomu 8-oxodG w DNA watrobowym szczurdéw. Pierwszo- i trzeciorzegdowe
nitroalkany nie powoduja zmian poziomu 8-oxodG w DNA. Dysocjacja protonu z nitroalkanu
powoduje powstanie anionu nitroalkanu. Aniony te biora udzial w tworzeniu O," i H,0,.
Tempo reprotonacji anionéw nitroalkanowych drugorzedowych nitroalkandéw jest ponad 20-
krotnie wolniejsze niz pierwszo- lub trzeciorzegdowych. Niektore oksymy (np. acetooksym) sa

in vivo przeksztatcane do drugorzedowych nitroalkandw.
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Kwas 5-aminolewulinowy (ALA) moze powodowaé pierwotnego raka watroby. ALA jest
prekursorem hemu, akumulowanym we wrodzonych porfiriach. W obecno$ci tlenu 1 jonow
metali grup przej$ciowych ulega jednoelektronowej oksydacji z wytworzeniem anionorodnika
ponadtlenkowego.

Proliferatory peroksysomow: WL-14.643; di(2-etyloheksylo)ftalan (DEHP); kwas 2-[4-
(2,2-dichlorocyklopropylo)fenoksy]-2-metylopropanowy (ang. ciprofibrate);

kwas a-(p-chlorofenoksy)izobutanowy (ang. clofibric acid); fenobarbital

Sa karcynogenami watrobowymi. Po stymulacji peroksysomow przez proliferatory obserwuje
si¢ podwyzszong produkcj¢ H,O, w komorce.

Cu(Il) i Cu-NTA (kompleks jonéw Cu i nitrylotréjoctanu) sa karcynogenami
indukujacymi raka watroby i nerek. Biora udziat w reakcji Fentona.

Bromian potasowy (KBrOs;) jest karcynogenem odpowiedzialnym za powstawanie
ztodliwych guzow nerek. KBrOs; powoduje generacje reaktywnych form tlenu (O,", HyO,
‘OH, 1Oz) oraz uszkodzen DNA. NaClO i NaClO; posiadajace podobne do KBrO; wlasnosci
utleniajace nie powoduja zmian w poziomie 8-0xodG.

Adriamycyna, antybiotyk zawierajacy grupg¢ chinonowa jest kolejnym karcynogenem
nerkowym. Moze ona interkalowa¢ DNA 1 prowadzi¢ do zahamowania syntezy DNA oraz
peknie¢ jego tancucha. Adriamycyna ma zdolno$¢ generowania reaktywnych form tlenu (O,",
H,0,, “OH, '05). Daunomycyna, zblizona w budowie do adriamycyny takze moze indukowaé
guzy nerek u szczurow.

Kompleks Fe-nitrylotrojoctan (Fe-NTA) rowniez moze wywotywaé raka nerki. Zwiazek
ten indukuje produkcje rodnikow hydroksylowych z H»O,. AI-NTA, Na,NTA nie sa
reagentami Fentona i nie sg karcynogenami.

Ni(IT) i Ni(IT)-NTA indukuja guza kory nerki. Generuja rodnik hydroksylowy w obecnosci
H,0,. Transforamcja nowotworowa zainicjowana przez Ni(Il) rozwija si¢ pod wplywem
promotora - barbitalu sodowego - w modelu eksperymentalnym.

Dietylostilbestrol (DES) indukuje nowotwory nerek chomikow. DES przechodzi cykl red-
oks w mikrosomach, gdzie jest przeksztalcany w DESQ (pochodna chinonowa) przez
cytochrom P-450, a nastepnie w hydrochinon przez reduktaze cytochromu P-450. W czasie
tego cyklu red-oks dochodzi do powstawania wolnych rodnikow. O," sa tworzone przez
reduktazg¢ cytochromu P-450 zalezna od NADPH, katalizujaca redukcje DESQ w reakcji

tlenu czasteczkowego z DES-semichinonem, produktem posrednim tej redukcji.
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Cr(VI) jest karcynogenem wywotujacym gtéwnie guzy phluc. Reaguje z H,0,, produkujac
*OH lub '0,.

Benzen sam nie jest karcynogenem, ale ulega w watrobie przemianie metabolicznej do
fenolu, ktory jest nastgpnie hydroksylowany do katecholu, hydrochinonu i 1,2,4-benzotriolu.
Wszystkie te metabolity sa karcynogenami.

1,2,4,-Benzotriol (BT) moze indukowaé biataczki mielocytarne u ludzi 1 guzy réznych
narzadow u szczuréw. Zwiazek ten silnie wiaze jony metali grup przej$ciowych i szybko
ulega autooksydacji do odpowiedniego chinonu przez posredni rodnik semichinonowy.
Podczas autooksydacji powstaja O,", H,O,, “OH, by¢ moze 'Os.

1-tlenek 4-nitrochinoliny (4NQO) oraz jego metabolity: 1-tlenek 4-hydroksylamino-
chinoliny (4HAQO) 1 hydroksylamina (NH,OH) sa uwazane za karcynogeny. 4NQO oraz
4HAQO tworza addukty z DNA. 4HAQO jest tatwo oksydowany do form wolnorodnikowych
co powoduje dalej powstawanie H,O,.

Pentachlorofenol jest metabolizowany przez enzymy mikrosomalne do tetrachloro-p-
hydrochinonu, podlegajacego spontanicznej autooksydacji do rodnika semichinonowego i
anionorodnika ponadtlenkowego. Powoduje raka watroby u myszy.

Dimetylohydrazyna powoduje raka jelita i watroby u szczurow.

Nadtlenek benzoilowy (BzPO) jest promotorem raka skéry u myszy. BzPO rowniez
powoduje generacje wolnych rodnikéw tlenowych (gléwnie *OH).

Estry forbolu - 12-o-tetradekanoiloforbolo-13-octan (TPA), mezeryna (MEZ), 12-o-
retinoilo-forbolo-13-octan (RPA) sa promotorami raka skéry myszy. Estry forbolu stymuluja
makrofagi oraz komorki niefagocytujace do produkcji reaktywnych form tlenu (H,O,, O,",
'0,). TPA, MEZ, RPA znacznie indukuja aktywno$é¢ mieloperoksydazy w makrofagach (ok.
100-krotnie), generujacej podchloryn.

Aflatoksyna By jest karcynogenna (guzy watroby) toksyna grzybowa.

Promieniowanie UV, czynnik karcynogenny powodujacy raka skory.

Wyrdznia sig trzy rodzaje promieniowania UV: UVC (220-290 nm), UVB (290-320 nm) i
UVA (320-400 nm). Organizmy zywe sa eksponowane na UVB 1 UVA, promieniowanie
UVC jest bowiem absorbowane przez warstwg ozonowa powietrza. Promienie UVB stanowia
najwigksze zagrozenie dla organizmu i sa uwazane za gtdéwna przyczyne karcynogennego
efektu promieni stonecznych. Promieniowanie UV generuje powstawanie reaktywnych form

tlenu poprzez zdolnos¢ do wzbudzania fotouczulaczy.
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Promieniowanie jonizujace (X i y) generuje powstawanie wolnych rodnikéw wszystkich

czasteczek, z ktorymi oddziatuje, w tym rodnikow tlenowych w procesie radiolizy czasteczek

wody.

Duze bogactwo danych jakie pojawily si¢ w ostatnich latach na temat indukcji 8-

oxodG w DNA (in vivo) przez rdzne karcynogeny nie pozwala na ich kompletna prezentacj¢

w tej pracy. W tabeli 2 zaprezentowano przyklady eksperymentéw (i ich rezultaty)

przeprowadzonych w tym zakresie.

Tabela 2.

Przyktady przeprowadzonych eksperymentow dotyczacych tworzenia 8-oxodG w DNA przez
czynniki karcynogenne in vivo.

Karcynogen Przebieg eksperymentu Poziom 8-oxodG Literatura
Drugorzedowe | Traktowanie szczurow Okoto 2-krotny wzrost poziomu | Conaway 1
nitroalkany drugorzedowymi 8-0x0odG w DNA watrobowym | wsp., 1991
oraz oksymy |nitroalkanami oraz SZCZUrow.

oksymami
Podawanie szczurom przez | Wzrost poziomu 8-oxodG w
kilka tygodni pozywienia DNA watrobowym w grupie Adachi i
pozbawionego CuiMn lub |szczuréw pozbawionych Fe, wsp., 1993
Fe. Nastgpnie podanie im spadek poziomu w grupie, ktorej
jednorazowej dawki 2-NP. | pozywienie nie zawierato Cu 1
Mn
Kwas 5- Chroniczne traktowanie 4.5-krotny wzrost poziomu 8- Fraga i
aminolewulino- | szczurow ALA. oxodG w DNA watroby szczura | wsp., 1994
wy (ALA) w poréwnaniu z kontrola.
Proliferatory | Podawanie szczurom Brak wzrostu poziomu 8-oxodG
peroksysomow |doustnie PP. w DNA po 31 11 tygodniach, 2-
(PP) 3-krotny wzrost ilosci 8-oxodG Cattley 1
po 22 tyg. ekspozycji szczuréw | wsp., 1993
na WY-14.643 lub kwas a-(p-
chlorofenoksy)izobutanowy ale
nie na DEHP lub fenobarbital.
Wzrost poziomu 8-oxodG
zanotowano po 40 tyg. ekspo-
zycji na "ciprofibrate".
Cu(Il) Kilkudniowe ciagte poda- 2.5-krotny wzrost poziomu 8- Toyokuni i
wanie (dozylne) szczurom | oxodG w DNA watrobowym, w | Sagripanti,
CuCl, lub Cu-NTA. nerkowym 1.5-krotny. 1994
Bromian Podawanie szczurom 2-4-krotny wzrost poziomu 8- Cho 1 wsp.,
potasowy KBrO;.. 0oxodG w DNA nerkowym 1993
(KBrO3) SZCZU-row.
Jednorazowe wstrzyknigcie [|4-krotny wzrost poziomu 8- Umemura i
KBrO; KBrOs; szczurom 0x0dG w DNA nerek; brak wsp., 1995

(400mg/kg)

zmian w DNA watroby
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Karcynogen Przebieg eksperymentu Poziom 8-0x0dG Literatura
Adriamycyna | Traktowanie szczurow 2-krotny wzrost poziomu 8- Cho 1 wsp.,
adriamycyna. 0xodG w DNA nerkowym 1993
SZCZUrow.
Fe-NTA Wstrzyknigcie szczurom Fe- | 2-krotny wzrost poziomu 8- Umemura 1
NTA. 0x0dG w DNA nerkowym. wsp., 1990
Ni(II) Wstrzyknigcie szczurom wzrost poziomu 8-o0xodG 16-18h | Kasprzak i
octanu niklu. od wstrzyknigcia. wsp., 1990
Dietylostilbes- | Traktowanie chomikow DES | 1.5-krotny wzrost poziomu 8-
trol (DES) przez kilka dni lub oxodG w DNA watroby
traktowanie chroniczne. chomikoéw po kilku dniach Roy 1 wsp.,
ekspozycji, ponad 2-krotny 1991
wzrost w DNA nerkowym (ale
nie watrobowym) przy
traktowaniu chronicznym.
Tetrachloro-p-
hydrochinon- |Iniekcje TCHC (300mg/kg) |[1.5-krotny wzrost poziomu 8- Dahlhaus 1
(TCHC) codziennie przez 2 tygodnie |oxodG w DNA watrobowym. wsp., 1994
(metabolit pen-
tachlorofenolu)
Dimetylo- Podskorne wstrzyknigcie 1.5-krotny wzrost poziomu 8- Inagake i
hydrazyna DMH (25mg/kg) oxodG w DNA watroby i wsp., 1995
(DMH) nabtonka jelitowego
1,2,4- Eksponowanie ludzkich wzrost poziomu 8-oxodG w Cattley 1
benzotriol (BT) | limfocytéw 1 komdrek HL60 | DNA, dodanie Cu(Il) zwigksza Glover,
na BT, w obecnos$ci Cu(Il) [ten efekt. 1993
lub bez.
Azbest Inkubowanie linii komoérek | wzrost poziomu 8-0xodG w
ludzkich HL60 z wtéknami | DNA zréznicowanych komorek | Takeuchi i
azbestu. Komorki HL60 HL60, ale nie w DNA komoérek | Morimoto,
byty uprzednio niezréznicowanych, ktére nie 1994
zréznicowane na neutrofile i | fagocytuja widkien azbestu.
makrofagi lub nie.
1-tlenek Jednorazowe wstrzyknigcie |20-krotny wzrost poziomu 8- Nakae i
4-nitrochino-  [4NQO szczurom 0xodG w DNA trzustki wsp., 1994
liny (4NQO)
estradiol Jednorazowe wstrzyknigcie |wzrost poziomu 8-0xodG w Han i
estradiolu szczurom w watrobie (4-krotny) i nerce (2- Liehr,
dawce 50mg/kg krotny) 1994
Estry forbolu: | Traktowanie skory myszy 6-krotny wzrost poziomu 8- Wei i
TPA, MEZ, Sencar estrami forbolu. oxodG w DNA skory po Frenkel,
RPA traktowaniu TPA, 4-krotny po 1993
traktowaniu MEZ i 3.6-krotny po
ekspozycji na RPA.
Traktowanie skory myszy 2-5-krotny wzrost poziomu 8- Wei i
Sencar TPA. 0xodG w DNA naskorka po Frenkel,
jednorazowym podaniu TPA, po 1991

ponownej dawce po 20h: 3.8-
krotny.
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Karcynogen Przebieg eksperymentu Poziom 8-0x0dG Literatura
Traktowanie ludzkich ponad 40-krotny wzrost poziomu | Floyd i
granulocytow TPA. 8-0x0dG w DNA granulocytéw. | wsp., 1986
Aflatoksyna B; | Aflatoksyn¢ podawano 4-krotny wzrost poziomu 8- Shen i
dozylnie, jednorazowo oxodG juz po 1 h. wsp., 1995
szczurom (251g/100g)
Promieniowa- | Eksponowanie myszy na znaczny wzrost poziomu 8-
nie UV bliski UV (>270 nm). oxodG w DNA komorek Hattori-
naskorka w zaleznosci od dawki. | Nakakuki 1
Po ekspozycji na prom. o nat¢z. | wsp., 1994
335 kJ/m® zaobserwowano 3.5-
krotny wzrost poziomu 8-0xodG.
Ekspozycja kultur mysich wzrost poziomu 8-0xodG z
keratynocytow na UVB w dawka promieniowania. Przy Beehler i
obecnosci H,O, lub bez. zastosowaniu natez. 630 mJ/cm? wsp., 1992
zaobserwowano 2-krotny wzrost
poziomu 8-0xodG w DNA, przy
jednoczesnym stosowaniu H,O;:
ponad 3.8-krotny wzrost.
Promienio- Hodowane, ludzkie komorki |ok. 2-krotny wzrost poziomu 8- | Nackerdien
wanie y linii K562 naswietlono oksyguaniny w DNA komorek. 1 wWsp.,
dawka 42Gy 1992

O roli 8-oxoGua w prociesie karcynogenezy s$wiadczy¢ moze takze fakt, iz w

przypadku tkanek nowotworowych transwersje G=>T sa najczg$ciej spotykana mutacja

punktowa w obrebie supresorowego genu pS3 (Hollstein 1 wsp., 1991).

1.11 Naprawa DNA zawierajqcego 8-oksyguaning

Najlepiej poznanym enzymem wycinajacym 8-oksyguaning z DNA jest biatko MutM

z E. coli. Jest to globularne bialko o masie 30.2 kDa sktadajace si¢ ze 269 aminokwaséw

(Boiteux 1 wsp., 1990), posiadajace charakterystyczna domeng palca cynkowego,
odpowiadajaca za wiazanie si¢ z czasteczka DNA (O’Connor i wsp., 1993) . Enzym ten zostat
odkryty jako N-glikozylaza usuwajaca z DNA Fapy-guaning, stad tez nosi on alternatywna
nazwg: bialko FPG (formamidopirymidyno-DNA glikozylaza) (Chetsanga i Lindahl, 1979).
Biatko to posiada dwie aktywnosci, a mianowicie: N-glikozylazy, uwalniajacej 8-
oksyguaning z DNA w postaci wolnej zasady oraz aktywno$¢ AP-liazy, usuwajacej
deoksyryboze z powstalego miejsca apurynowego pod postacia 4-oxo-2-pentenalu na drodze
B-eliminacji, pozostawiajac reszty fosforanowe na 3’- i 5’-koncu sasiadujacych nukleozydow

(Nash i wsp., 1996). Najlepszym substratem dla tego enzymu jest 8-0xodG sparowana z dC w
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dwuniciowym DNA. MutM nie jest jednak w stanie efektywnie wycina¢ 8-oksyguaniny,
kiedy jest ona sparowana z adening (Tchou i wsp., 1991).
Pozostawienie w genomie wielu nie skorygowanych, bigdnych par 8-oxodG:dA prowadzitoby
do =znacznego podwyzszenia czgstosci mutacji G=>T. E. coli (i inne organizmy
prokariotyczne) posiada jednak N-glikozylazg nazwana MutY, ktora specyficznie wycina
adening sparowanag w DNA z 8-oksyguaning (Michaels 1 wsp., 1992). Zardwno mutanty
mutM jak i mutY, a szczegdlnie podwojny mutant mutM,mutY wykazuja zdecydowane
podwyzszenie czgstosci wystgpowania mutacji typu G=>T. Przemawia to za tym, iz oba
enzymy kooperuja w zapobieganiu powstawania tego typu mutacji spowodowanej przez
obecno$¢ 8-oksyguaniny.

Enzymy o podobnych funkcjach odnaleziono takze w organizmach eukariotycznych.
W ludzkich komoérkach zidentyfikowano dotychczas 3 biatka zdolne do usuwania 8-oxoGua z
DNA. Bessho i wsp. (1993) doniesli o istnieniu dwu enzyméw. Jeden z nich posiada
aktywnos¢ jedynie N-glikozylazy i uwalnia 8-oxoGua pozostawiajac miejsce apurynowe,
drugi za§ oprocz aktywnosci N-glikozylazowej przejawia takze  aktywnos$¢
endonukleolityczng (analogicznie do MutM). Takze Bessho 1 wsp. (1993) poinformowali, iz
ludzka N-metylopuryno-DNA glikozylaza, posiada zdolno$¢ usuwania 8-oksyguaniny z
DNA. Zidentyfikowano rowniez ssacze (ludzki i wotowy) homologi MutY wycinajace
adening blednie sparowana w DNA z 8-oksyguanina, guaning oraz cytozyna (McGoldrick i
wsp., 1995).

1.12  8-Oksy-2’-deoksyguanozyno-5’-trifosforan - mutagenny substrat dla syntezy DNA

Oksydacyjna modyfikacja guaniny w pozycji C8 moze zachodzi¢ nie tylko w obrgbie
kwasow nukleinowych, ale rownie dobrze moze dotyczy¢ reszt guaniny wchodzacych w sktad
wolnych nukleozydéw i nukleotydéow komorkowych. Udowodniono, ze produkt modyfikacji
dGTP - 8-0xodGTP jest substratem dla polimeraz DNA, inkorporujac 8-oxodGMP do nowo
syntetyzowanych nici DNA (Cheng i wsp., 1992; Maki 1 Sekiguchi, 1992). Taka inkorporacja
zmodyfikowanego nukleotydu do DNA jest zrédlem poézniejszych mutacji, z uwagi na
zdolno$¢ parowania 8-oksyguaniny nie tylko z cytozyna, ale i z adening. Niezwykle
sugestywny eksperyment demonstrujacy t¢ grozna wilasciwos¢ 8-oxodGTP zostat
przeprowadzony przez Chenga 1 wsp. (1992). W eksperymencie tym uzyto dwuniciowego,

kolistego DNA, posiadajacego polinukleotydowa luk¢ w jednej z nici. Luke t¢ wypelniono
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uzywajac exo polimerazy DNA 1 z E. coli oraz dTTP, dCTP, dATP i 8-0xodGTP zamiast
dGTP. Tak przygotowanym kolistym, dwuniciowym plazmidem transformowano komorki E.
coli, gdzie ulegat on replikacji w trakcie proliferacji komoérek bakteryjnych. Po pewnym
czasie analizowano ilo$§¢ powstatych mutacji w obrgbie uzupetnionej luki wprowadzonego
plazmidu. Az 16% procent zanalizowanych przypadkow wykazywato obecno$¢ mutacji
punktowych w obrgbie tego fragmentu plazmidu. Transwersje typu AT => CG stanowily 97%
tych mutacji, a 3% transwersje typu GC=>TA. Najbardziej prawdopodobnym
wytlumaczeniem zaobserwowanych transwersji AT=> CG jest inkorporacja 8-oxodGMP na
przeciw adeniny zlokalizowanej w nici matrycowej. Proponowany mechanizm powstawania
tej transwersji pod wplywem 8-0xodGTP przedstawiono na rys. 6. Drugi rodzaj transwersji
obserwowanych w tym eksperymencie (GC=>TA), to taka sama mutacja, jaka powoduje
obecno$¢ 8-oksyguaniny w matrycy DNA. Potencjalny mechanizm prowadzacy do
powstawania tego typu mutacji pod wplywem 8-0xodGTP jako substratu dla polimerazy

zostat przedstawiony na rys. 7.

Pierwsza runda replikacyjna

A A
(POL) => I
................ >+ 8-0x0-dGTP G8oxo

Druga runda replikacyjna

G8oxo G8oxo
(POL) => I
*************> <+dCTP *************C**************

Trzecia runda replikacyjna

**************C********** *************C**************

(POL) => I
575757575757575757575797575> +dGTP 75757575757575757575757575G)’)’)’9’9’)’9’9’)’)’9’9’)’)
Rys. 6

Prawdopodobny mechanizm powstawania transwersji AT=>CG pod wptywem 8-oxodGTP
wiaczanego do DNA w procesie replikacji DNA. (POL) oznacza polimerazg DNA.

Pavlov 1 wsp. (1994) wykazali, iz 8-0xodGTP jest substratem takze dla innych polimeraz
DNA. Przeprowadzajac eksperymenty wedtug koncepcji opisanej przez Chenga i1 wsp. (lecz
stosujac jako substraty do syntezy rownomolowe stezenia dTTP, dCTP, dATP, dGTP i 8-
0xodGTP) dowiedli oni, Zze nastgpujace polimerazy DNA wprowadzaja 8-oxodGMP (z 8-
0x0odGTP) na przeciwko adeniny wywolujac transwersje typu AT=>CG: polimeraza DNA I



37

(E. coli), termostabilna polimeraza DNA z Thermus thermophilus, polimeraza DNA faga T4,

polimeraza DNA vy (mitochondrialna) z embrionéw kurzych.

Pierwsza runda replikacyjna

C C
(POL) => I
---------------- >+ 8-0x0-dGTP G8oxo
Druga runda replikacyjna
G8oxo G8oxo
(POL) = I
wkkkRRRRRRRRFS L JATP kR kR ok Rk R A ok kR skok ok kR ok
Trzecia runda replikacyjna
(POL) => I
59’9’9’9’9’9!9!9!9!9!9!9!9!> +dTTP )5)5)5)5)5)5)5959595959595T’)’)’)’)’)’)’)’)’)’)’)’)’)’

Rys. 7
Prawdopodobny mechanizm powstawania transwersji GC=>TA pod wptywem 8-oxodGTP
wlaczanego do DNA w procesie replikacji DNA. (POL) oznacza polimerazg DNA.

1.13  System obrony organizmow przed mutagennym wplywem oksydacji dGTP
w pozycji C8. Pirofosfohydrolaza 8-oxodGTP

W 1954 roku Treffers 1 wsp. otrzymali lini¢ zmutowanych komoérek E. coli,
charakteryzujaca si¢ wysoka cz¢stoscia mutacji spontanicznych w poréwnaniu do komorek
dzikiej linii 1 postulowali istnienie genu odpowiedzialnego za t¢ cechg, nazwanego przez nich
mutT. W ten sposob odkryto pierwszy tzw. gen mutatorowy u E. coli. Dwanascie lat pozniej
Yanovsky 1 wsp. (1966) dowiedli, iz ta wysoka niestabilno$¢ genetyczna linii mutT zwiazana
jest z podwyzszeniem czgstosci wystepowania tylko jednego rodzaju mutacji punktowych, a
mianowicie transwersji typu AT=>CG. W celu zidentyfikowania biologicznych funkc;ji
produktu genu mutT dzikiej linii, po wielu latach gen ten sklonowano, jego produkt biatkowy
nazwany biatkiem MutT (129 reszt aminokwasowych, 14.9 kDa) poddano ekspresji w duzych
ilosciach, oczyszczono do stanu homogennosci i zidentyfikowano jako fosfohydrolazg o$miu
podstawowych trifosfonukleozyddéw wystepujacych w komorkach (dGTP, GTP, dTTP, UTP,
dCTP, CTP, dATP, ATP), wykazujaca bardzo wyrazna preferencj¢ wobec dGTP (Bhatnagar i
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Bessman, 1988). Poréwnanie sekwencji zmutowanego i dzikiego genu mutT wykazato, iz
mutacja tego genu polega na insercji tzw. elementu IS1 (Bhatnagar i wsp., 1990). Okazalo sig,
ze biatko MutT (produkt genu dzikiego) katalizuje reakcj¢ hydrolizy trifosfonukleozydow do
monofosfonukleozydéw 1 pirofosforanu (Bhatnagar i wsp., 1991). Niedlugo potem
pirofosfataza ta zostata wykrystalizowana (Bessman 1 wsp., 1991), co dato poczatek dalszym
wnikliwym badaniom na temat struktury enzymu. Rok 1991 dostarczyt wielu danych na temat
wlasciwosci katalitycznych odkrytej pirofosfatazy (Bhatnagar i wsp., 1991). Wyznaczono
optimum pH (pH 9.0) dla katalizowanej reakcji, i dowiedziono jego catkowitej zaleznos$ci od
jonow magnezu (w obecnosci innych dwuwartoéciowych jonéw metali, jak Mn**, Zn*", Ca®",
aktywno$¢ nie przekraczata 15% aktywnosci uzyskiwanej z jonami Mg”"). Gruntowna analiza
specyficznosci substratowej z uzyciem wszystkich osmiu kanonicznych trifosfonukleozydow
oraz ich pochodnych wykazata, Ze najlepszymi substratami dla MutT sa kolejno
dGTP(K,,=1.5mM) >> GTP > dUTP > dCTP (2.2mM). Badania te dowiodly, ze szczegolnie
istotnymi cechami dobrego substratu dla MutT sa obecno$¢ grupy 6-keto i 2-amino w
pierscieniu purynowym. Drugim obiektem preferencji enzymu jest deoksyryboza wystepujaca
w nukleotydzie. Dowiedziono ponadto, ze wszystkie 8-bromopochodne trifosfonukleozydow
purynowych (8-Br-dGTP, 8-Br-GTP, 8-Br-dATP, 8-Br-ATP) sa zdecydowanie lepszymi
substratami dla MutT niz odpowiednie zwiazki wyjsciowe. Na tym etapie badan
sformutowano rowniez pierwsze hipotezy dotyczace antymutagennego dzialania MutT.
Istnialy juz pewne przestanki na temat mechanizmu transwersji AT=>CG zachodzacych z
duza czestoscia w mutantach mutT E. coli. Proponowano, ze transwersje te sa efektem
pomytkowego parowania (ang. mismatch) adeniny nici matrycowej, z dGTP jako elementem
inkorporowanym do nici syntetyzowanej (A:T — A~G —C:G). Wczesniejsze doniesienia
sugerowaly, Ze guanina sparowana z adening w obrgbie dwuniciowego fragmentu
polinukleotydowego przyjmuje raczej konformacje syn wzgledem deoksyrybozy.
Postulowano wige, ze rola MutT jest hydroliza tych czasteczek dGTP, ktére przybraty
konformacj¢ syn, by uniemozliwi¢ ich wprowadzanie do DNA na przeciwko adeniny.
Hipotezg¢ t¢ wspierat mocno wspomniany wczes$niej fakt, iz bromowanie purynowych
trifosfonukleozydow w pozycji C8 czyni je lepszymi substratami dla MutT, a jak wiadomo
bylo, bromowanie takie wymusza konformacj¢ syn w obrgbie modyfikowanego nukleotydu.
Rok 1992 nieoczekiwanie dostarcza rewelacyjnych odkry¢é w tym zakresie. Maki i Sekiguchi
(1992) donosza o swoich badaniach nad antymutagennym dzialaniem MutT. Badali oni

inkorporacj¢ znakowanego dGTP do matrycy poli(dA)/oligo(dT) pod wptywem polimerazy
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III E. coli 1 potwierdzili wcze$niejsze spostrzezenia, ze niewielkie ilosci znakowanego dGMP
sa wprowadzane do nici syntetyzowanej na matrycy poli(dA). Enzym MutT dodany do
medium, w ktorym zachodzita replikacja hamowal jednak catkowicie t¢ inkorporacje.
Wykonano analize¢ chromatograficzna nukleotydéw wchodzacych w sktad zsyntetyzowanej
nici 1 okazato sig, ze radioaktywno$¢ niesiona przez nia nie nalezy wcale do dGMP, a do
zwiazku zidentyfikowanego jako 8-oxodGMP. Otworzylo to nowy etap w badaniach nad
MutT i przyciagneto wielka uwage wielu badaczy zajmujacych si¢ stresem oksydacyjnym, a
szczegllnie oksydacyjnymi uszkodzeniami DNA. Jak dowiedli Maki i Sekiguchi, MutT
posiada bardzo wysokie powinowactwo do 8-0xodGTP (K., = 0.4 uM !) co pozwala sadzi¢,
ze jego rola polega na hydrolizowaniu tego nukleotydu w celu uchronienia komorki przed
mutagennymi skutkami jego wprowadzenia do DNA. Dla poréwnania, oznaczone przez nich
warto$ci Ky, dla innych nukleotydéw wynosity: dla dGTP - 1.2 mM, dTTP - 1.8 mM, dCTP -
1.7 mM, GTP 1.2 mM. 8-OxodGTP jako substrat posiada wszystkie preferowane przez MutT
cechy: grupe 6-keto i 2-amino pierscienia purynowego, deoksyryboze, i konformacje syn
wokol wiazania N-glikozydowego, wymuszona przez atom tlenu w pozycji C8. Badania
ostatnich 3 lat prowadzone technikami krystalograficznymi, a przede wszystkim metodami
wielowymiarowego jadrowego rezonansu magnetycznego doprowadzily do szczegotowego
rozpoznania struktury drugo- (rys. 8) i trzeciorzedowej MutT (Abeygunawardana i wsp.,
1993; Weber 1 wsp., 1993; Abeygunawardana i wsp., 1995) oraz konstrukcji centrum
aktywnego enzymu i jego oddziatywan z substratem ( Frick i wsp., 1994; Frick i wsp., 1995).

W $lad za badaniami nad pirofosfataza 8-oxodGTP (MutT) z E. coli rozpoczgly sig
badania nad homologicznymi enzymami innych gatunkow. W 1992 r Mo 1 wsp. wyizolowali
z komorek ludzkich enzym o masie czasteczkowej 18 kDa, specyficznie hydrolizujacy 8-
0xodGTP do 8-0xodGMP (K;=8.5 uM), a stabiej dGTP (K;,=870 uM) i dATP. Podobnie jak
MutT, pirofosfataza ta jest zalezna od jonow magnezu. Rok p6zniej ustalono czg¢sciowo jej
sekwencje aminokwasowa, co pozwolito na sklonowanie 1 ekspresje genu kodujacego to
biatko w komorkach E. coli (Sakumi i wsp., 1993). Gen ludzkiej pirofosfatazy §8-oxodGTP,
ulokowany w chromosomie 7p22 (Furuichi i wsp., 1994), koduje biatko sktadajace si¢ ze 156
aminokwasow (masa czasteczkowa 17.9 kDa), a jego sekwencja nukleotydowa wykazala
duze podobienstwo do bakteryjnego genu mutT w centralnej czesci otwartej ramki odczytu.

W jezyku aminokwasow oznaczato to 15 identycznych aminokwasow w odcinku A37-A61
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MutT 1 A36-A60 pirofosfatazy ludzkiej. Enzym ludzki uznano za homolog biatka MutT i
nazwano z tej przyczyny hMTH1 (Human MutT Homolog).

.
D\ﬁmﬁjx

O

Rys. 8
Zarys struktury drugorzgdowej biatka MutT z E. coli. Odcinki oznaczaja pgtle, kotka - odcinki o-
helikalne, a kwadraciki - pasma struktury p.

W ostatnim czasie sklonowano homologi genu mutT z innych zrodet. Tzw. biatko
MutX ze Streptococcus pneumoniae wykazuje analogiczne aktywnos$ci enzymatyczne w
poréwnaniu z MutT, jest jednak homotrimerem o masie 54 kDa (masa czasteczkowa
monomeru - 18 kDa). Gen kodujacy to biatko wykazuje duze podobienstwo do genu mutT w
odcinku kodujacym aminokwasy A37-A60 (Bullions i wsp., 1994; Mejean i wsp., 1994).
Podobna homologig struktury genu i funkcji biologicznych kodowanego biatka wykazano dla
genu 1 biatka MutT z Proteus vulgaris (112 aminokwaséw, 12.8 kDa) (Kamath i Yanovsky,
1993) i MutT z Haemophilus influenzae (136 aminokwasow, 15.6 kDa) (Fleischmann i wsp.,
1995). Sklonowano rowniez homologiczne z mutT geny dwu gryzoni i scharakteryzowano ich
produkty biatkowe jako pirofosfatazy 8-oxodGTP. Mysia pirofosfataza 8-oxodGTP, to biatko
o masie czasteczkowej 17.9 kDa (156 aminokwasow) wykazujaca 83% homologii sekwencji
aminokwasowej z ludzka pirofosfataza, a homologia sekwencji nukleotydowej mysiego i
ludzkiego genu sigga 81% (Kakuma 1 wsp., 1995). Szczurza pirofosfataza 8-oxodGTP (masa
czasteczkowa 18 kDa) posiada 131 identycznych aminokwaséw z enzymem ludzkim z
ogolnej liczby 156 aminokwaséw (Cai 1 wsp., 1995).

Pojawily si¢ takze pierwsze dane na temat poziomu ekspresji pirofosfatazy §-
0oxodGTP w réznych narzadach wewnetrznych ssakow. Uzyskanie przeciwciat poliklonalnych
do konserwatywnego ewolucyjnie fragmentu pirofosfatazy 8-oxodGTP umozliwilo ilosciowa
analize poziomu ekspresji tego enzymu w tkankach mysich (Kakuma 1 wsp., 1995).

Relatywnie najwyzszy poziom biatka pirofosfatazy wykazaly watroba i1 grasica, nizszy
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poziom odnotowano w innych narzadach: jelicie grubym > jadrach > nerkach > §ledzionie >
zotadku > ptucach > sercu > i mézgu. Zdecydowanie najwyzszy poziom biatka pirofosfatazy
8-0x0dGTP stwierdzono jednak w mysich embrionalnych komoérkach pnia, przewyzszat on
szesciokrotnie poziom zanotowany w watrobie. Potwierdzilo to wczesniejsza tezg, ze poziom
ekspresji tego biatka jest najwyzszy w komorkach o charakterze embrionalnym (m.in.
nowotworowych, z ktérych po raz pierwszy wyizolowano ssaczy homolog MutT).
Skonstruowanie znakowanej sondy opartej na antysensownym RNA pozwolilo na
kolorymetryczna oceng ilosci mRNA ludzkiej pirofosfatazy na histologicznych skrawkach
ludzkiej skéry i1 sutka (Wani i D’ Ambrosio, 1995). Stwierdzono duze zr6znicowanie poziomu
mMRNA pvr1 W zaleznos$ci od rodzaju komorek, sposrdd ktorych najwigksza jego ilosé
wykazywaty komorki charakteryzujace si¢ duzym tempem podzialdéw mitotycznych. Z kolei
w tkankach szczurzych badano ilo$¢ transkryptu genu pirofosfatazy 8-oxodGTP (mRNA) i
wykazano jego najwigksza produkcj¢ w tkance serca, $ledziony, nerki i1 jader (Cai 1 wsp.,
1995).

Przeprowadzono réwniez pierwsze badania dotyczace subkomorkowej lokalizacji
ludzkiej pirofosfatazy 8-oxodGTP (Kang i wsp., 1995). Ustalono, ze enzym zlokalizowany
jest w cytoplazmie 1 mitochondriach. Z catkowitej aktywnos$ci komorkowej pirofosfatazy 8-
oxodGTP 4% zlokalizowano w mitochondriach. Aktywno$ci specyficzne enzymu w
przeliczeniu na mg biatka sa jednak identyczne w obu tych kompartymentach komorkowych.
Jednocze$nie nie stwierdzono jakichkolwiek réznic dotyczacych cech fizyko-chemicznych
enzymu mitochondrialnego i1 cytozolowego, a kwestia transportu enzymu do mitochondrium
pozostaje owiana tajemnica.

Grozne skutki mutacji w obrgbie gendéw z rodziny mutT zaczety juz przyciaga¢ uwage
badaczy procesow karcynogenezy. Warunkiem zajécia transformacji nowotworowej komorki
jest zaistnienie mutacji w wielu genach. Inicjalna mutacja genu - homologu mutT,
prowadzaca do braku w komorce aktywnosci pirofosfatazy 8-oxodGTP, mogtaby w sposob
bardzo istotny przyspieszy¢ tempo powstawania mutacji w kolejnych genach, z uwagi na
drastyczny skok czgstosci transwersji typu AT=>CG.

Wu 1 wsp. (1995) w poszukiwaniu mutacji badali sekwencj¢ nukleotydowa genu hMTH1
(homologu mutT) w genomie ludzkich komoérek nowotworowych raka odbytu i porownywali
je z sekwencjami nukleotydowymi tego genu w zdrowych komodrkach tej samej tkanki.
Przebadano 32 przypadki, lecz nie stwierdzono rdéznic pomigdzy sekwencjami

nukleotydowymi genu komoérek nowotworowych i odpowiadajacych im komorek zdrowych.
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Przy okazji dowiedziono jednak istnienia polimorfizmu genu hMTH1 w populacji ludzkiej. W
dziewigciu przypadkach stwierdzono tranzycj¢ G=>A w obre¢bie kodonu 83, ktéra prowadzi
do zmiany waliny na metioning w pirofosfatazie 8-oxodGTP (tranzycj¢ taka odnotowali
autorzy takze w genach hMTHI1 ludzi zdrowych). Rzadziej obserwowano tranzycje C=>T w
obrebie kodonu 119, ktéra jednak nie prowadzi do zmiany aminokwasu w biatkowym
produkcie genu.

Okamoto 1 wsp. (1996) porownywali poziom mRNA vy W ludzkiej tkance raka nerki i
otaczajacej ja tkance, nie zmienionej nowotworowo. Stwierdzono zdecydowanie wyzszy
poziom transkrypcji genu hMTH1 w komorkach nowotworowych.

W kontek$cie znaczenia gendéw - homologow mutT dla procesbw mutagenezy i
karcynogenezy rozpoczgto rowniez poszukiwania potencjalnych inhibitoréw pirofosfatazy 8-
0x0odGTP posrod znanych czynnikow karcynogennych. Porter i wsp. (1996; 1996-w druku)
donosza, iz jony niklu (II) - dobrze udokumentowany karcynogen - sa niekompetycyjnym
inhibitorem bakteryjnej pirofosfatazy 8-oxodGTP z E. coli w doswiadczeniach

przeprowadzonych in vitro.

1.14 Rodzina genow mutT

Oprécz przedstawionych powyzej gendéw kodujacych pirofosfohydrolazy o duzej
specyficznosci wobec 8-oxodGTP, do tzw. rodziny gendéw 1 bialek mutT/MutT
zakwalifikowano rowniez odkryte ostatnio geny kodujace enzymy o nieco inngj
specyficznosci substratowej. Nalezy do tej rodziny pirofosfataza dinukleotydowa z E. coli
(Frick 1 Bessman, 1995) zalezna od dwuwarto$ciowych jonow metali i wykazujaca wysoka
specyficznos¢ substratowa wobec NADH (257 aminokwasow, 29.8 kDa, natywnie -
homodimer). Katalizuje ona hydroliz¢ NADH do AMP i zredukowanego mononukleotydu
nikotynamidoadeninowego. Do rodziny MutT zakwalifikowano réwniez pirofosfohydrolaze
diadenozyno-S’,5”’-PI,P4-tetrafosforanu (16.8 kDa, 147 aminokwasow), hydrolizujaca ten
zwiazek do AMP 1 ATP (Thorne 1 wsp., 1995). Zidentyfikowano takze produkt genu orf1.9 E.
coli, w ktorym doszukano si¢ charakterystycznej dla rodziny MutT sekwencji aminokwaséw
(Frick 1 wsp., 1995). Bialko to posiada aktywnos$¢ specyficznej hydrolazy GDP-mannozy
(guanozyno-5’-difosfo-a-D-mannozy) i GDP-glukozy (guanozyno-5’-difosfo-a-D-glukozy).
Produktami reakcji przezen katalizowanej jest GDP oraz wolny cukier. Aktywnos¢ jej jest

catkowicie zalezna od obecno$ci dwuwartosciowych jondw metali.
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Wszystkie opisane dotychczas geny szeroko pojmowanej rodziny mutT koduja biatka
posiadajace charakterystyczny motyw w sekwencji aminokwaséw (Koonin, 1993, Frick i
Bessman, 1995):

GXU(X);ET(X)iREUXEE",
gdzie G oznacza glicyng, E - kwas glutaminowy, T - treoning, R - argining, U oznacza
leucyng lub izoleucyng, lub waling, a X - dowolny aminokwas.
Uwaza sig, ze konserwatywne aminokwasy tego unikalnego motywu odpowiadaja za
wiazanie nukleotydowego substratu w centrum aktywnym i katalize reakcji hydrolitycznej
wobec pochodnych nukleotydowych. Funkcja konserwatywnego kwasu glutaminowego w
pozycji 57 MutT z E. coli (oznaczona gwiazdka we wzorze konserwatywnej sekwencji),
zostala zidentyfikowana. Ten ujemnie natadowany aminokwas jest ligandem wigzacym
niezbedny jon magnezu w centrum aktywnym enzymu (Lin i wsp., 1996). Aktywnos¢
enzymatyczna zmutowanego enzymu, posiadajacego w pozycji 57 glutaming zamiast kwasu
glutaminowego jest 100 tys. razy nizsza w poréwnaniu z aktywnoscia nie zmutowanej wersji

biatka.

1.15 Metaboliczne losy 8-oksypochodnych nukleotydow deoksyguanozynowych

Scharakteryzowana powyzej pirofosfataza 8-0xodGTP nie jest jedynym enzymem
zdolnym do hydrolizowania wiazan fosfodiestrowych tego zmodyfikowanego nukleotydu.
We wszystkich dotychczas badanych organizmach, aktywno$ci pirofosfatazy 8-oxodGTP
towarzyszy aktywnos$¢ fosfatazy 8-oxodGTP, ktoéra hydrolizuje ten substrat do 8-0xodGDP i
ortofosforanu (Mo 1 wsp., 1992; Maki i Sekiguchi, 1992, Kakuma i wsp., 1995; Cai i wsp.,
1995; nie prezentowane obserwacje wlasne). Poniewaz jednak udowodniono, ze enzym ten
hydrolizuje z wigksza wydajnoscia dGTP niz 8-0xodGTP (Mo. i wsp., 1992), dotychczas nie
przyciagnat on uwagi badaczy i pozostaje w cieniu bardzo popularnej pirofosfatazy. Wydaje
si¢ jednak, Ze znaczenie metaboliczne tej aktywnosci jest jednak niestusznie bagatelizowane.
Poddanie bowiem 8-0xodGTP dziataniu homogenatu szczurzej tkanki watrobowej w pH 8.0
prowadzi do gwattownej hydrolizy tego zwiazku wtasnie do 8-0xodGDP, a ilo$¢ powstalego
w tym czasie 8-0xodGMP jest bardzo nieznaczna (nie prezentowane obserwacje wilasne).

Hayakawa 1 wsp. (1995) udowodnili, ze 8-0xodGDP jest substratem dla ludzkiej
kinazy difosfonukleozydowej, enzymu o szerokiej specyficznos$ci substratowej, ktory oprocz

klasycznych difosforanéw nukleozydow fosforyluje wydajnie 8-oxodGDP z uzyciem ATP (8-
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0xodGDP + ATP — 8-0xodGTP + ADP). Rowniez ci sami autorzy podczyscili 1 wstgpnie
scharakteryzowali ludzka fosfataz¢ degradujaca 8-oxodGMP do wolnego nukleozydu - 8-
oxodG (Hayakawa i wsp., 1995). Enzym ten wydaje si¢ by¢ wysoce specyficzny dla 8-
0xodGMP, poniewaz wydajno$¢ hydrolizy 8-oxodGMP jest daleko wigksza niz w przypadku
dGMP > dTMP > dAMP >> dCMP i GMP. Donosza oni takze, iz ludzka kinaza
guanylanowa, ktora katalizuje zalezng od ATP fosforylacj¢ dGMP do dGDP oraz GMP do
GDP, nie wykazuje zadnej aktywnosci wobec 8-oxodGMP.

Zawitosci losow metabolicznych 8-oksypochodnych nukleotydéw deoksyguanozynowych

naszkicowano na rys. 9.

ADP ATP

3 stop

PPi /

Rys. 9

Szlak przemian metabolicznych 8-oksy-2’-deoksyguanozyno-5’-trifosforanu.

Pi - ortofosforan, PPi - pirofosforan, ATP - adenozyno-5’-trifosforan, ADP - adenozyno-5’-difosforan,
(1) - kinaza difosfonukleozydowa, (2) - fosfataza 8-oksy-2’-deoksyguanozyno-5’-trifosforanowa,

(3) - pirofosfataza 8-oksy-2’-deoksyguanozyno-5’-trifosforanowa (biatko h(MTH1, homolog MutT),
(4) - fosfataza 8-oksy-2’-deoksyguanozyno-5’-monofosforanowa
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1.16 8-Oksy-2’-deoksyguanozyna i 8-oksyguanina jako wydalane 7 moczem markery
uszkodzen oksydacyjnych DNA in vivo

Produkty oksydacyjnej modyfikacji guaniny w pozycji C8 sa wydalane z moczem

zarowno pod postacia wolnej zasady - 8-oksyguaniny jak i w formie deoksynukleozydu 8-
oxodG oraz rybonukleozydu 8-0xoG (Shigenaga i wsp., 1994). Opracowanie metody
oznaczania 8-0xodG w moczu metoda HPLC z detekcja elektrochemiczna (Shigenaga i wsp.,
1989) stalo sig poczatkiem kariery 8-oxodG jako, nieinwazyjnego markera naprawy
oksydacyjnych uszkodzen DNA. Uwaza si¢ powszechnie, ze obecno$¢ 8-oxodG w moczu jest
doskonalym odzwierciedleniem proceséw naprawy DNA uszkadzanego przez reaktywne
formy tlenu. Tymczasem nie zidentyfikowano jeszcze ani jednego enzymu naprawy DNA,
ktory usuwatby 8-oxoGua z DNA w postaci oligonukleotydu, nukleotydu lub nukleozydu, a
jedynym pewnym produktem tejze naprawy jest wolna 8-oksyguanina. Wydalana z moczem
8-0xodG mogtaby potencjalnie pochodzi¢ jedynie z procesow degradacji DNA umierajacych
komorek. Poniewaz jednak dostrzezono, iz ilos¢ wydalanej 8-oxodG zmienia si¢ podczas
ekspozycji organizmdéw na czynniki prooksydacyjne, uznano ja za produkt naprawy DNA.
W ostatnich latach przeprowadzono szereg badan, ktore dowodza korelacji pomiedzy
podwyzszona iloscia 8-oxodG w moczu a ekspozycja organizmu na takie czynniki jak:
promieniowanie jonizujace (Bergtold 1 wsp., 1990; Blount i wsp., 1991), 2-nitropropan,
hydrochinon, parakwat (Suzuki i wsp., 1995), benzen (Lagorio i wsp., 1994), dym tytoniowy
(Loft 1 wsp., 1992). Ilos¢ 8-o0xodG wydalanej przez przecigtnego czlowieka oszacowano na
130-300 pmoli na kilogram masy ciata dziennie. Oznacza to, ze komodrka ludzkiego
organizmu wydala ok. 168 czasteczek 8-0xodG w ciagu dnia (Park 1 wsp., 1992).

Zaobserwowano rowniez wyrazna korelacj¢ pomigdzy iloscia wydalanej z moczem §-
oxodG a tempem metabolizmu w organizmie. Czym wyzsze tempo metabolizmu, tym
wigksza ilo$¢ wydalanej 8-oxodG. Korelacja ta dotyczy miedzygatunkowych réznic w tempie
metabolizmu (Shigenaga i wsp., 1989; Loft i wsp., 1993) jak i r6znic wewnatrzgatunkowych
(Loft i wsp., 1992).
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2. CELE PRACY

Celami prezentowanej pracy byly:

e synteza 8-oksy-2’-deoksyguanozyny i jej pochodnych fosforanowych: 8-oksy-2’-deoksy-

guanozyno-5’-monofosforanu i 8-oksy-2’-deoksyguanozyno-5’-trifosforanu.

e okreslenie wplywu terapeutycznych dawek promieniowania rentgenowskiego na ilos¢ 8-
oksy-2’-deoksyguanozyny w limfocytarnym DNA, pochodzacym od pacjentéw poddanych

radioterapii w przebiegu leczenia schorzen nowotworowych.

e analiza wptywu oksydacji 2’-deoksyguanozyny w pozycji C8 na stabilno$¢ wiazania N-

glikozydowego tego nukleozydu.

e zbadanie potencjalnych mozliwosci degradacji 8-oksy-2’-deoksyguanozyny 1 8-

oksyguaniny przez enzymy katabolizmu klasycznych nukleozydéw i zasad purynowych.

e opracowanie opartej na HPLC metody oznaczania aktywnosci pirofosfatazy 8-oksy-2’-
deoksyguanozyno-5’-trifosforanowej (hMTHI1, homologu bakteryjnego biatka MutT) oraz

przeprowadzenie badan kinetycznych tego enzymu pochodzacego z ludzkich fibroblastow.

e zbadanie wplywu promieniowania jonizujacego na aktywno$¢ pirofosfatazy 8-oxodGTP

hodowanych fibroblastow ludzkich.
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3. MATERIALY I METODY

3.1 Odczynniki

Eter etylowy, dimetylosulfotlenek (DMSO), deuterowany dimetylosulfotlenek (de-
DMSO), alkohol benzylowy, tris-(hydroksymetylo)aminometan, metanol wysokiej czystosci,
aceton, kwas solny, octan amonowy oraz 10% pallad na weglu aktywowanym (10%Pd/C)
zakupiono w firmie Aldrich (USA). N-Bromobursztynimid, chlorek cynku, 1M
wodoroweglan trietyloamoniowy otrzymano z firmy Fluka (Szwajcaria). Katalaza z watroby
wotowej, kwas octowy, kwas askorbinowy, diwodorofosforan sodu, DEAE-celuloza, 2'-
deoksyguanozyna, 2’-deoksyguanozyno-5’-monofosforan, 2’-deoksyguanozyno-5’-
trifosforan, fosfataza alkaliczna z Escherichia coli, fosforan dwusodowy, fosforylaza
nukleozydoéw purynowych z krwi ludzkiej, guanaza z watroby krolika, guanina, ksantyna,
kwas etylenodiaminotetraoctowy (EDTA), nukleaza P1 z Penicillum citrinum, octan sodu,
oksydaza ksantynowa z mleka krowiego, proteinaza K z Tritirachium album i s6l sodowa
siarczanu dodecylu (SDS) pochodzity z firmy Sigma Chemical Co. (USA). 8-Oksyguanina
pochodzita z pracowni dr Mirala Dizdaroglu (Chemical Science and Technology Laboratory,
National Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, USA). Wodg o najwyzszej
klasie czysto$ci pozyskiwano przy uzyciu systemu oczyszczania wody EasyPure RF firmy
Barnstead/Thermolyne (USA). Nadtlenek wodoru, wodorotlenek sodu oraz pozostale

odczynniki o mozliwie najwyzszym stopniu czystosci pochodzity z P.O.Ch. (Gliwice).

3.2 SYNTEZY POCHODNYCH 8-OKSYGUANINY

3.2.1 Synteza 8-oksy-2’-deoksyguanozyny

Syntez¢  chemiczng  8-oksy-2’-deoksyguanozyny z  2’-deoksyguanozyny

przeprowadzono w trzech etapach wedtug zamieszczonego ponizej schematu (rys. 3.2.1).
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Rys. 3.2.1

Etapy syntezy 8-oksy-2’-deoksyguanozyny z 2’-deoksyguanozyny. NBS - N-bromobursztynimid, Bn-ONa - sél
sodowa alkoholu benzylowego, (Pd/C) - 10% pallad na wegglu aktywowanym.

3.2.1.1 Synteza 8-bromo-2'-deoksyguanozyny (8-Br-dG)

Bromowanie deoksyguanozyny w pozycji C8 przeprowadzono modyfikujac metode
Gannett 1 Sura (1993). Reakcj¢ prowadzono w szklanej probowce wirowniczej o pojemnosci
70ml. Do zawiesiny 1 g deoksyguanozyny w 37 ml wody wprowadzono 933 mg N-
bromobursztynimidu (NBS) intensywnie mieszajac (mieszadlo magnetyczne). Po 10 min.
prowadzenia reakcji w temperaturze pokojowej (uwaga: temperatura nie powinna przekraczaé
24°C) do mieszaniny reakcyjnej dodano IM wodorowgglanu sodu (ok. 4ml), az do
zobojetnienia zawiesiny (pH 7) pod kontrola papierka wskaznikowego. Nastgpnie zawiesing
inkubowano w temperaturze 4°C przez 4 h 1 wirowano przez 10 min. przy 4000 g, w temp.

4°C. Supernatant odrzucono. Uzyskany osad 8-Br-dG przemyto 5 ml zimnej wody poprzez
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zawieszenie w niej osadu, odwirowanie jak wyzej 1 zdekantowanie supernatantu. W ten sam
sposob osad przemyto ostatecznie 5 ml acetonu schiodzonego do -20°C i po odwirowaniu

suszono pod proznia przez kilkanascie godzin. Uzyskano 650 mg preparatu 8-Br-dG.

3.2.1.2 Synteza 8-benzyloksy-2'-deoksyguanozyny (8-Bn-O-dG)

Syntezy 8-Bn-O-dG dokonano zgodnie z metoda Lin i wsp. (1985) z pewnymi
modyfikacjami. Reakcj¢ prowadzono w okraglodennej kolbie trojszyjnej o pojemnosci 100
ml. Pierwsza szyja stuzyta jako wlot argonu. Druga podawano kolejne reagenty, a w czasie
prowadzenia reakcji zamknigta byla ona gumowa septa, przebita cienka igla iniekcyjna
(ujScie dla podawanego argonu). Trzecia szyja wprowadzono do mieszaniny reakcyjnej
termometr (kontrola temperatury). Odpowiednia temperatur¢ zapewniono poprzez
umieszczenie kolby w tazni olejowej. Do kolby wprowadzono 6 ml alkoholu benzylowego
oraz 180 mg metalicznego sodu (w postaci matych skrawkow uprzednio przemytych
pentanem) 1 utrzymywano temperatur¢ 60°C ciagle mieszajac (mieszadlo magnetyczne), az
do rozpuszczenia metalu. Nastgpnie wypetlniono kolbg argonem 1 dodano 16 ml
dimetylosulfotlenku (DMSO). Reakcje zainicjowano przez dodanie 800 mg 8-Br-dG
rozpuszczonej w 6.4 ml goracego DMSO 1 prowadzono przez 22 h w atmosferze argonu, w
temperaturze 65°C ciagle mieszajac. Po schtodzeniu, mieszaning reakcyjna zobojetniono (pH
7) lodowatym kwasem octowym 1 wkroplono do 480 ml eteru etylowego, intensywnie
mieszanego za pomoca mieszadta magnetycznego. Powstaly, tatwo sedymentujacy osad
odlaczono od eteru poprzez dekantacje, przemyto dwukrotnie 70 ml eteru etylowego i
wysuszono, uzywajac wstgpnie wyparki z pompka wodna, a nastgpnie komory prézniowej
potaczonej z pompa olejowa. Wysuszony produkt reakcji zostal rozdzielony do 6 probdéwek
Eppendorfa i przemyty 4-krotnie woda (pierwszy raz - 300 ul wody na probowke, kolejne
przemycia - 100 pul wody na probowke). Po kazdorazowym zawieszeniu osadu, wode
odlaczano poprzez wirowanie w mikrowirowce przy 7000 g, przez 15 min. w temperaturze
pokojowej. Przemyty osad produktu wysuszono pod prdéznia, uzyskujac 480 mg preparatu 8-
Bn-0-dG.
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3.2.1.3 Synteza 8-oksy-2’-deoksyguanozyny (8-oxodG)

8-oksy-2’-deoksyguanozyng otrzymano poprzez hydrogenoliz¢ 8-Bn-O-dG stosujac
standardowa metod¢ redukcji wodorem czasteczkowym w obecnosci katalizatora (10%
palladu na weglu aktywowanym - 10%Pd/C), wedtug wtasnej procedury. 200 mg 8-Bn-O-dG
rozpuszczono w mieszaninie metanolu (10 ml) i wody (5 ml) w kolbie okragltodennej o
pojemnosci 50 ml i dodano 100 mg 10%Pd/C. Kolbg zamknigto szczelnie gumowa septa 1
trzykrotnie odpompowano z niej gaz za pomoca pompki wodnej, zastepujac powietrze
argonem (przebijajace septe igly iniekcyjne polaczone z wezem pompki wodnej oraz balonem
zawierajacym argon). Nastepnie w ten sam sposob trzykrotnie odpompowano z kolby gaz,
zastgpujac go wodorem podawanym z potrdjnego balonu zakonczonego igla. Po ostatnim z
tych zabiegdéw balon z wodorem pozostat potaczony z kolba az do zakonczenia reakcji, ktora
prowadzono w temperaturze pokojowej przez 24 h burzliwie mieszajac zawarto$¢ kolby za
pomoca mieszadla magnetycznego. Katalizator usunigto poprzez filtracje na saczku z waty
szklanej. Filtrat zliofilizowano uzyskujac 96 mg preparatu 8-oxodG. Koncowe oczyszczenie
preparatu 8-oxodG do stanu pelnej homogennosci chromatograficznej uzyskano w trybie
chromatografii wysokoci$nieniowej na semipreparatywnej kolumnie Supelcosil LC-18-S (10
x 250 mm), stosujac elucje izokratyczna 10% MeOH w H,O przy szybkosci przeptywu 3
ml/min. Jednorazowo nastrzykiwano na kolumn¢ 1 mg preparatu 8-oxodG w 200 ul 50%
metanolu. Sktad zestawu HPLC byl identyczny jak w przypadku opisanej ponizej metody

jakosciowej analizy produktéw poszczegolnych etapdw syntezy.

3.2.2 Jakosciowa analiza chromatograficzna preparatow 8-Br-dG, 8-Bn-0-dG i 8-0xodG
na kolumnie Supelcosil LC-18-S

Przebieg reakcji na poszczegdlnych etapach syntezy kontrolowano rozdzielajac
mieszaniny reakcyjne w trybie wysokosprawnej chromatografii cieczowej z odwrdconymi
fazami na kolumnie Supelcosil LC-18-S o wymiarach 4.6mm x 250mm, wyposazonej w
prekolumng o dlugosci 20mm. System HPLC firmy Gynkotek skladat si¢ z pompy
gradientowej typu M180, prézniowego degazera eluentdw, autosamplera Gina50 oraz
detektora spektralnego z matryca diodowa typu UV-VIS 320S. Stosowano elucje gradientowa
(gradient liniowy), gdzie eluent A stanowit 5%MeOH w H»0, a eluent B - 5%H,0 w MeOH:
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Czas [min.] Stezenie % (v/v) eluentu B
0 0%

15' 100%

20" 100%

21’ 0%

Kolejne rozdzialy poprzedzato dziesigciominutowe réwnowazenie kolumny eluentem A.
Szybko$¢ przepltywu wynosita 1ml/min. Typowa objetos¢ nastrzyku wynosita 5-20 pl.

Produkty poszczegdlnych etapow syntezy rozpuszczano do odpowiedniego stgzenia 50%

MeOH w H,O0.

3.2.3 Pomiary spektroskopowe jgdrowego rezonansu magnetycznego ('H NMR)
preparatow 8-Br-dG, 8-Bn-0-dG i 8-0xodG

Widma jadrowego rezonansu magnetycznego protondw ('H)  wykonano
spektroskopem firmy Biikler przy czgstotliwosci promieniowania elektromagnetycznego 200

MHz w $rodowisku deuterowanego dimetylosulfotlenku (d-DMSO).

3.2.4 Synteza 8-oksy-2’-deoksyguanozyno-5’-monofosforanu (8-oxodGMP)

Do 70 ml wody o opornosci 18.3 MQ / cm dodano 100 mg 2’-deoksyguanozyno-5’-
monofosforanu i 172 mg kwasu askorbinowego. Reakcj¢ inicjowano przez dodanie 320 pl
30%-owego nadtlenku wodoru. Mieszaning reakcyjna inkubowano w ciemnosci przy 37°C
przez 1h, a nast¢pnie reakcje¢ przerywano przez dodanie 0.2 mg katalazy. Po kilku minutach
mieszaning odgazowywano przy pomocy myjki ultradzwigkowej i poddawano niezwtocznie
chromatografii na DEAE-celulozie w celu izolacji 8-oxodGMP wedtug ponizej opisanej
procedury. Frakcje wykazujace charakterystyczne widmo 8-o0xodGMP potaczono i
odparowano w wyparce (50°C). Wigkszo§¢ wodorowgglanu trietyloamoniowego usunigto z

preparatu przez kilkakrotne dodanie wody i ponowne odparowanie w wyparce. Uzyskano

1.15 mg 8-oxodGMP.
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3.2.5 Chromatografia jonowymienna preparatow fosforanowych pochodnych 8-oksy-2’-
deoksyguanozyny na DEAE-celulozie

Mieszaning reakcyjna o objgtosci 70 ml filtrowano przy uzyciu saczka
strzykawkowego o porach 0.22 pum i nanoszono na kolumn¢ DEAE-celulozy o wymiarach
2.5 x 15 cm zrownowazong buforem startowym (20 mM wodoroweglan trietyloamoniowy,
pH 7.4). Kolumng przemywano 130 ml buforu startowego, a nast¢pnie prowadzono elucjg
gradientowa liniowo wzrastajacym st¢zeniem wodoroweglanu trietyloamoniowego od 20 -
110 mM (sumaryczna objetos¢ eluentu uzytego do elucji gradientowej wynosita 2 1, a
szybkos¢ przeptywu 2.5 ml/min.). Od momentu rozpoczgcia elucji gradientowej zbierano
frakcje po 240 kropli, w ktérych dokonywano pomiaréw widma absorpcyjnego w zakresie

200 - 320 nm.

3.2.6 Synteza 8-oksy-2’-deoksyguanozyno-5’-trifosforanu (8-oxodGTP)

Do 70 ml wody o opornosci 18.3 MQ / cm dodano 80 mg 2’-deoksyguanozyno-5’-
trifosforanu 1 172 mg kwasu askorbinowego. Reakcj¢ inicjowano przez dodanie 320 pul 30%-
owego nadtlenku wodoru. Mieszaning reakcyjna inkubowano w ciemnosci przy 37°C przez
lh, a nastgpnie reakcjg¢ przerywano przez dodanie 0.2 mg katalazy. Po kilku minutach
mieszaning odgazowywano przy pomocy myjki ultradzwigkowej 1 poddawano niezwlocznie
chromatografii na DEAE-celulozie w celu izolacji 8-0xodGTP. Rozdzialu dokonano jak w
przypadku izolacji 8-0xodGMP, ale po naniesieniu preparatu kolumn¢ przemyto 240 ml
buforu startowego, a elucje¢ gradientowa prowadzono podnoszac liniowo stezenie
wodoroweglanu trietyloamoniowego od 20 do 140 mM w 2 litrach eluentu. Frakcje
wykazujace widmo charakterystyczne dla pochodnych 8-oxodG, eluujace si¢ po dGTP -
potaczono 1 odparowywano kilkakrotnie w wyparce (45°C) kazdorazowo dodajac niewielka
ilo§¢ wody. Ostatecznie roztwor 8-0xodGTP zaggszczono do obj. 3.5 ml i zamrozono w -

80°C. Uzyskano 1 mg 8-oxodGTP.

3.2.7 Chromatograficzna analiza czystosci preparatow 8-oxodGMP i 8-0xodGTP

Jako$ciowej analizy chromatograficznej preparatow zawierajacych fosforanowe

pochodne 8-oksydeoksyguanozyny dokonywano w trybie chromatografii wysokocisnieniowe;j
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na kolumnie Supelcosil LC-18-T o wymiarach 4.6 x 250 mm, wyposazonej w prekolumneg
20mm dtugosci. System HPLC firmy Gynkotek sktadat si¢ z pompy gradientowej typu M 180,
prozniowego degazera eluentow, autosamplera Gina50 oraz detektora spektralnego z matryca
diodowa typu UV-VIS 320S. Integracji chromatograméw dokonywano przy dlugosci fali 293
nm. Stosowano elucje izokratycznag SO0mM KH,PO,, pH 5.5 / MeOH (93 : 7 v/v), a szybkos¢

przeptywu wynosita 1 ml/min.

3.3 OZNACZENIA POZIOMU 8-OKSY-2’-DEOKSYGUANOZYNY W
LIMFOCYTARNYM DNA PACJENTOW PODDAWANYCH RADIOTERAPII

3.3.1 Material do badan

Probki krwi, pobierane przy okazji rutynowych badan przeprowadzanych przed i po
zakonczeniu radioterapii, pochodzity od czterech mgzczyzn (wiek od 55 do 63 lat) chorych na
raka. Pacjenci (A, B, C - rak ptuc, D -rak odbytu) byli naswietlani promieniowaniem X o
energii 300 keV i otrzymali sumaryczna dawke 3000 cGy podczas pigtnastu ekspozycji
(jednorazowa dawka 200 cGy).

3.3.2 [Izolacja limfocytow krwi obwodowej

Krew z zyly lokciowej (10 ml) pobierano bezposrednio przed rozpoczeciem
radioterapii 1 zaraz po ostatniej ekspozycji na promieniowanie X, do probéwek zawierajacych
EDTA. Krew po dwukrotnym rozcienczeniu roztworem soli fizjologicznej nawarstwiano na
2.5 ml Gradisolu L (Polfa, Kutno) w probowkach wirowniczych, w celu wyizolowania
limfocytéw poprzez wirowanie przy 230 x g, przez 15 min. w temperaturze 4°C. Limfocyty
zbierajace si¢ na granicy faz o rdznej gestosci odsysano za pomoca pipety pasteurowskiej i po
przeplukaniu roztworem soli fizjologicznej poddawano procedurze izolacji DNA. Ocena

mikroskopowa potwierdzita, iz 95% komorek izolowanych w ten sposob to limfocyty.

3.3.3 Izolacja limfocytarnego DNA

Izolacji DNA dokonywano przy uzyciu metody opisanej przez Millera i wsp. (1988) z

niewielkimi modyfikacjami. Wyizolowane limfocyty zawieszano w 3 ml buforu lizujacego
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(10 mM Tris-HCI, 400 mM NaCl, 2 mM EDTA, pH 8.2) i trawiono przez 4 h w 37°C (w
ciemnos$ci) po dodaniu 0.2 ml 10% SDS i 0.5 ml roztworu 1% SDS, 2 mM EDTA
zawierajacego 1 mg proteinazy K. Nastgpnie wytracano biatko przez dodanie 1.5 ml
nasyconego roztworu NaCl i odwirowanie przez 15 min. przy 2000 x g, w 4°C. Supernatant
zawierajacy kwasy nukleinowe traktowano 2 objetosciami schiodzonego (-20°C) alkoholu
etylowego w celu wytracenia wysokospolimeryzowanego DNA. Zelowaty osad DNA
izolowano za pomoca bagietki, przemywano 70%-owym metanolem i rozpuszczano w 220ul
H,O. Stgzenie DNA w tak otrzymanych preparatach oznaczano spektrofotometrycznie
przyjmujac, iz jedna jednostka absorbancji przy 260 nm odpowiada st¢zeniu DNA 50 pg/ml.
Nastgpnie preparaty DNA zamrazano w -70°C.

3.3.4 Enzymatyczna hydroliza DNA do nukleozydow

Enzymatyczna hydroliz¢ DNA przeprowadzono wzorujac si¢ na oryginalnej metodzie
opisanej przez Kasai i wsp. (1986). Do preparatéw DNA o objetosci 200 ul, zawierajacych od
100 do 300 pg DNA, dodawano 100 pl 40 mM buforu octan sodu - kwas octowy, 0.1 mM
ZnCl,, pH 5.1 1 20 pl roztworu nukleazy P1 (20 pg biatka). Proby inkubowano przez 1 h w
37°C (etap hydrolizy do 3’-monofosfonukleozydow). Nastgpnie do kazdej proby dodawano
30 pl 1 M buforu Tris-HCI, pH 7.4, 5 pl roztworu alkalicznej fosfatazy (1.3 jednostki) i
inkubowano przez 1 h w 37°C (hydroliza monofosfonukleozydéw do nukleozydéw).
Wszystkie hydrolizaty DNA zostaly przefiltrowane przez membrany o odcigciu 5 kDa (filtry
wirowkowe Ultrafree MC, Millipore, USA) i tak wuzyskane preparaty nukleozydow
poddawane byly analizie chromatograficznej w celu ilosciowego oznaczenia 8-oksy-2’-

deoksyguanozyny i 2’-deoksyguanozyny.

3.3.5 Oznaczenia 8-oksy-2’-deoksyguanozyny i 2’-deoksyguanozyny w hydrolizatach DNA.

8-0x0dG 1 dG w hydrolizatach DNA oznaczono w dwu powtérzeniach przy uzyciu
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z detekcja UV i elektrochemiczna, w
trybie chromatografii z odwréconymi fazami. System HPLC sktadat si¢ z pompy firmy LKB
(Szwecja) typu 2150, dozownika préb typu Rheodyne 7125 (petla 20 pl), kolumny Spherisorb

ODS-2 o wymiarach 4.6 x 250 mm (ziarno 5 pm) wyposazonej w 10 mm prekolumng oraz
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dwu detektorow pracujacych w uktadzie szeregowym: spektralnego detektora UV z matryca
diodowa (LKB, typ 2140) oraz elektrochemicznego detektora kulometrycznego Coulochem II
5200A firmy ESA Inc. (USA). Nukleozydy hydrolizatow DNA (ekwiwalent 30 pg DNA w 20
ul) rozdzielano stosujac elucj¢ izokratyczna 20 mM octanem amonowym, pH 5.3 / MeOH
(85:15 v/v). Detekcji dG dokonywano przy uzyciu detektora UV, przy dlugosci fali 290 nm, a
detekcji 8-0xodG przy uzyciu detektora elektrochemicznego pracujacego przy nastgpujacych
parametrach: potencjat elektrody ostonowej - 450 mV, potencjal pierwszej elektrody
roboczej, pracujacej jako elektroda ekranujaca - 130 mV, potencjal drugiej elektrody
roboczej, z ktorej zbierano wilasciwy sygnat - 400 mV; czutos¢ 50 nA/V. Akwizycji
chromatogramow oraz ich integracji dokonywano za pomoca programu ,Knauer HPLC
software 2.21”. Kalibracji dokonano za pomoca roztworéw wzorcow dG i 8-oxodG o znanych
stezeniach, wyznaczonych spektrofotometrycznie w oparciu o wspotczynniki absorbancji
molowej (patrz rozdz. 3.3.1) dla obu zwiazkéw. Ilos¢ 8-oxodG w DNA wyrazono poprzez

liczbg czasteczek 8-0xodG przypadajaca na 100 000 czasteczek dG.

3.4 BADANIA STABILNOSCI WIAZAN N-GLIKOZYDOWYCH NUKLEOZYDOW

3.4.1 Hpydroliza wiqzan N-glikozydowych nukleozydow

Przygotowano wodne roztwory 2'-deoksyguanozyny i 8-oksy-2’-deoksyguanozyny o
stezeniu 1mg/ml. Dokladne stgzenia molowe obu zwiazkéw w roztworach wzorcowych
oznaczono spektrofotometrycznie uzywajac wspotczynnikow absorbancji molowej , dla 2'-
deoksyguanozyny €=13700 przy dlugosci fali 252nm, dla 8-oksy-2’-deoksyguanozyny e
=12300 przy dlugosci fali 245nm. Mierzono absorbancj¢ trzech niezaleznych rozcienczen
roztworéw wzorcowych, a otrzymane wyniki usredniono.

Jeden mililitr mieszaniny zawierajacej odpowiedni bufor lub kwas solny, 0.75 mM dG i
0.75mM 8-0xodG inkubowano we wrzacej tazni wodnej] w szczelnie zamknigtych
probowkach polipropylenowych. Po kazdej godzinie inkubacji probowki gwaltownie
ochtadzano i pobierano 20ul mieszaniny inkubacyjnej, ktora natychmiast poddawano
rozdziatowi chromatograficznemu w celu oznaczenia ubytku stgzenia obu nukleozydow

spowodowanego ich hydroliza do wolnej zasady i deoksyrybozy.
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3.4.2 Analiza chromatograficzna hydrolizatow dG i 8-oxodG

Do analizy jako$ciowej i ilosciowej mieszanin inkubacyjnych uzyto systemu
wysokosprawnej chromatografii cieczowej firmy LKB (Szwecja). System HPLC sktadat si¢ z
dwoéch pomp typu 2150, spektralnego detektora UV typu 2140, dozownika préob typu 7125
firmy Rheodyne wyposazonego w petle o pojemnosci 20ul. Rozdzialéw dokonywano stosujac
chromatografi¢ z odwroconymi fazami na kolumnie Spherisorb ODS-2 o dlugosci 250mm 1
srednicy 4.6 mm, wypeknionej zlozem o S$redniej wielko$ci ziarna 5 um. Zastosowano
prekolumng o dtugosci 10mm wypetniong takim samym zlozem chromatograficznym. Elucje
prowadzono izokratycznie roztworem o nast¢pujacym sktadzie: 20 mM octan amonowy o pH
5.1 / metanol (9:1). Szybko$¢ przeptywu wynosita 1 ml/min. Krzywa zalezno$ci pomigdzy
polem powierzchni piku a ilo$cia zwiazku naniesionego na kolumng wykonano na podstawie
nastrzykéw kalibracyjnych 15, 7.5, 1 3.75 nmola obu z analizowanych nukleozydow.
Rejestracji i1 integracji chromatograméw dokonywano przy uzyciu programu LKB Wavescan

EG 1.08 oraz programu Knauer HPLC, wersja 2.21.

3.5 8-OKSY-2’-DEOKSYGUANOZYNA I 8-OKSYGUANINA A KLASYCZNY
SZLAK KATABOLIZMU NUKLEOZYDOW PURYNOWYCH

3.5.1 Oznaczenia aktywnosci fosforylazy nukleozydow purynowych wobec 2’-deoksygua-

nozyny i 8-oksy-2’-deoksyguanozyny

Mieszaniny reakcyjne o catkowitej objgtosci 220 ul zawieralty dG lub 8-oxodG w
stezeniu 0.32 mM, 50 mM bufor Tris-HCI + 2.5 mM Na,HPO4, pH 7.4 1 10 pg ludzkiej
fosforylazy nukleozydow purynowych. Reakcje inicjowano poprzez dodanie enzymu i
prowadzono w szczelnie zamknigtych fiolkach, w temperaturze 25°C, z ktérych w $cisle
okreSlonym czasie pobierano po 20 upl mieszaniny reakcyjnej 1 bezzwlocznie
chromatografowano (przerwanie reakcji w pobranej czg$ci mieszaniny nastgpowato
natychmiast po jej nastrzyknigciu na kolumng HPLC, poprzez rozdzielenie substratu od
enzymu). W przypadku reakcji fosforylazy z dG, ilosciowej 1 jakosciowej analizy sktadu
mieszaniny reakcyjnej dokonano po 2, 18, 33, 47, 61, 75, 89 1 103 minutach od zainicjowania
reakcji. Probe zerowa stanowita identyczna mieszanina dG i buforu inkubowana przez 103

min. w 25°C, do ktérej zamiast roztworu fosforylazy dodano wodg. W przypadku reakcji
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fosforylazy z 8-0xodG skfad mieszaniny reakcyjnej analizowano po 2, 4, 6, 8, 10, 12 1 14
godzinach inkubacji, a probg zerowa przygotowano analogicznie jak dla reakcji fosforylazy z
dG.

W celu jako$ciowej i ilosciowej analizy substratow i1 produktéw reakcji uzyto systemu
wysokosprawne] chromatografii cieczowej zlozonego z pompy gradientowej typu M180,
prozniowego degazera eluentow, autosamplera Gina50, detektora spektralnego z matryca
diodowa typu UV-VIS 320S oraz komputerowej stacji naboru i obrobki danych.
Chromatografi¢ z odwroconymi fazami prowadzono na kolumnie Supelcosil LC-18-S o
wymiarach 250 x 4.6 mm wyposazonej w prekolumne (20 mm), stosujac elucje izokratyczna

10%-owym metanolem / H,O, przy szybko$ci przeptywu 1 ml/min.

3.5.2 Oznaczenia aktywnosci guanazy (aminohydrolazy guaninowej) wobec guaniny

i 8-oksyguaniny

Mieszaniny reakcyjne o catkowitej objetosci 110 pl zawieraty 20 uM guaning (Gua)
lub 8-oksyguaning (8-oxoGua), 100 mM bufor Tris-HCI, pH 7.4 i 15 pg guanazy. Reakcje
inicjowano poprzez dodanie enzymu i prowadzono w szczelnie zamknigtych fiolkach, w
temperaturze 25°C, z ktorych w $ci§le okreslonym czasie pobierano po 20 pl mieszaniny
reakcyjnej 1 bezzwlocznie chromatografowano (przerwanie reakcji w pobranej czesci
mieszaniny nast¢gpowato natychmiast po jej nastrzyknigciu na kolumng¢ HPLC, poprzez
rozdzielenie substratu od enzymu). W przypadku pomiaréw aktywnosci guanazy wobec
guaniny, jako$ciowej 1 iloSciowej analizy mieszaniny reakcyjnej dokonano po 5, 25 i 45
minutach od zainicjowania reakcji. Probg zerowa stanowita identyczna mieszanina guaniny i
buforu inkubowana przez 45 min. w 25°C, do ktorej zamiast roztworu guanazy dodano wodg.
W przypadku badania potencjalnej aktywnos$ci guanazy wobec 8-oxoGua sktad mieszaniny
reakcyjnej analizowano po 5, 65, 125, 185 i1 245 minutach inkubacji, a probe zerowa
przygotowano analogicznie jak dla reakcji guanazy z guanina.

Do celu jakosciowej i1 iloSciowej analizy substratow 1 produktow reakcji uzyto systemu
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (konfiguracja systemu jak opisano w rozdz. 3.2.2)
Chromatografi¢ z odwroconymi fazami prowadzono na kolumnie Supelcosil LC-18-S o
wymiarach 250 x 4.6 mm wyposazonej w prekolumng (20 mm), stosujac elucj¢ izokratyczna
50 mM buforem fosforanowym o pH 5.5, zawierajacym 5% metanol. Szybko$¢ przeptywu

wynosita 1 ml/min.
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3.5.3 Oznaczenia aktywnosci oksydazy ksantynowej wobec ksantyny i guaniny

Mieszaniny reakcyjne o catkowitej objetosci 115 pl zawieraty 25 uM ksantyne lub
guaning, 100 mM bufor Tris-HCL, pH 7.5 1 7 pg oksydazy ksantynowej . Reakcj¢ inicjowano
poprzez dodanie enzymu i prowadzono w szczelnie zamknigtych fiolkach, w temperaturze
25°C, z ktérych w $cisle okreSlonym czasie pobierano po 20 pl mieszaniny reakcyjnej i
bezzwlocznie chromatografowano (przerwanie reakcji w pobranej cze$ci mieszaniny
nastgpowalo natychmiast po jej nastrzyknigciu na kolumng HPLC, poprzez rozdzielenie
substratu od enzymu). W przypadku pomiaréw aktywnosci oksydazy ksantynowej wobec
ksantyny, jako$ciowej i iloSciowej analizy sktadu mieszaniny reakcyjnej dokonano po 5, 35,
65, 95 i 125 minutach od zainicjowania reakcji. Probe zerowa stanowita identyczna
mieszanina ksantyny i buforu, inkubowana przez 125 min. w 25°C, do ktorej zamiast
roztworu oksydazy ksantynowej dodano wodg. W przypadku badania potencjalnej
aktywnosci oksydazy ksantynowej wobec guaniny mieszaning reakcyjna chromatografowano
po 2, 4, 6, 8 1 10 godzinach inkubacji, a probg zerowa przygotowano analogicznie jak dla
reakcji oksydazy ksantynowej z ksantyna.

Do celu jakosciowej i ilo$ciowej analizy substratow i produktow reakcji uzyto systemu
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (konfiguracja systemu jak opisano w rozdz. 3.2.2)
Chromatografi¢ z odwroconymi fazami prowadzono na kolumnie Supelcosil LC-18-S o
wymiarach 250 x 4.6 mm wyposazonej w prekolumng (20 mm), stosujac elucj¢ gradientowa
(gradient liniowy) wedlug ponizszej tabeli, gdzie eluent A stanowil 50 mM bufor

fosforanowy, pH 5.5, a eluent B - metanol:

Czas [min.] Udziat procentowy eluentu B
0 0%
10 5%
20 5%
21 0%

Szybko$§¢ przeptywu wynosita 1 ml/min, a kolejne rozdzialy poprzedzone byly 10-cio

minutowym rownowazeniem kolumny buforem startowym.
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3.6 BADANIA KINETYCZNE NAD LUDZKA PIROFOSFATAZA 8-0x0dGTP
ORAZ NAD WPLYWEM PROMIENIOWANIA JONIZUJACEGO NA JEJ
AKTYWNOSC W LUDZKICH FIBROBLASTACH

3.6.1 Hodowla ludzkich fibroblastow

Komorki wszystkich linii ludzkich fibroblastoéw (VH16, VH25 i VH25A) hodowano w
dwu oddzielnych kulturach wedlug procedury opisanej przez Ikushima (1989). Jedna z nich
stanowila kultur¢ komorek kontrolnych, druga zostata poddana dziataniu promieniowania

rentgenowskiego.

3.6.2 Ekspozycja ludzkich fibroblastow na promieniowanie rentgenowskie

Fibroblasty kazdej z linii zostaly naswietlone w $rodowisku hodowlanym dawka 5 cGy (20
c¢Gy/min). Po dziesigciu godzinach od pierwszej ekspozycji fibroblasty poddano kolejnemu

naswietleniu dawka 10 cGy.

3.6.3 Przygotowanie ekstraktow bialek rozpuszczalnych fibroblastow ludzkich

Wszystkie ponizsze etapy preparatyki przeprowadzono w temperaturze 4°C. Komorki
poszczegolnych  preparatow  fibroblastow (107-10°  komorek) naswietlanych 1 nie
naswietlanych prom. X izolowano poprzez wirowanie przez 10 min. przy 2000 x g. Do osadu
komorek dodawano 4 ml buforu homogenizacyjnego (20mM Tris-HCI, pH 7.4, 2 mM
ditiotreitol, 5 % glicerol, 0.5 mM PMSF, 0.5 pg/ml leupeptyna) i homogenizowano w
homogenizatorze Dounce’a z uzyciem ttoka typu ,,B”. Homogenaty poddano ultrawirowaniu
przez 3h, 150000 x g. Uzyskane supernatanty zostaly odizolowane od osadu przez ich
ostrozne odciagnigcie bez naruszenia warstwy granicznej pomiedzy osadem a supernatantem.
Tak przygotowane ekstrakty, zawierajace frakcje biatek rozpuszczalnych, a pozbawione
pozostatosci komoérkowych 1 struktur subkomoérkowych poddawano trzykrotnej dializie
wobec 20 mM Tris-HCI1 pH 7.4, 100 mM NacCl, 0.5 mM PMSF, 0.5 ug/ml leupeptyna, w celu
usunigcia zwiazkow drobnoczasteczkowych. Ekstrakty przechowywano w ciektym azocie. W
ekstraktach tych oznaczono biatko, a nast¢pnie potowg z objgtosci kazdego ekstraktu poddano

ultrafiltracji na membranie o odcieciu 30kDa, wykonanej z regenerowanej celulozy,
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charakteryzujacej si¢ bardzo slabym wiazaniem biatka (Microcentrifuge filters, cut-off
30kDa, Sigma Chemical Co., USA), uzyskujac jako przesacz preparaty makromolekut
komorkowych o masie czasteczkowej zawierajacej si¢ pomiedzy SkDa (dializa) a 30kDa
(ultrafiltracja). W tak przygotowanych ultrafiltratach oznaczono w trzech powtdrzeniach
aktywnos$¢ pirofosfatazy 8-oxodGTP, ktora przeliczono na mg biatka ekstraktu biatkowego z
fibroblastéw, (wedlug metody opisanej w rozdziale 3.6.6; uwaga! aktywno$¢ przeliczano na
ilos¢ biatka w ekstrakcie bialkowym po dializie, a nie na ilo$¢ biatka obecnego w
ultrafiltracie tegoz ekstraktu).

Ultrafiltraty przygotowywano tuz przed dokonywaniem oznaczen aktywnos$ci enzymatyczne;.

3.6.4 Oznaczenia biatka w ekstraktach biatkowych 7 fibroblastow ludzkich

Biatko oznaczano w trzech powtoérzeniach metoda z kwasem bis-cynchoninowym
(BCA) wedlug metody opisanej przez Smitha 1 wsp. (1985), stosujac jako biatko wzorcowe

albuming surowicy wotowe;.

3.6.5 Optymalizacja warunkow oznaczania aktywnosci pirofosfatazy 8-oxodGTP

W celu oznaczenia optymalnego pH dla aktywnos$ci pirofosfatazy 8-oxodGTP,
analizowano za pomoca HPLC (opis warunkéw chromatograficznych w rozdziale 3.6.6) ilos¢
powstatego 8-o0xodGMP w mieszaninach reakcyjnych o objetosci 30 ul zawierajacych 40 uM
8-0xodGTP, 5 mM MgCl,, 70 mM bufor o pH 5.5 - 10.0 oraz ultrafiltrat (30kDa) ekstraktu
biatka fibroblastow pochodzacy z przefiltrowania takiej ilosci ekstraktu, ktora zawierata 2.9
ug biatka. Reakcje inicjowano przez dodanie ultrafiltratu ekstraktu biatkowego (inkubacja
przez 60 min. w temp. 37°C) 1 przerywano poprzez dodanie 10 ul 50mM EDTA. Aktywnos$¢
enzymu oznaczono w pH 5.5, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0, 8.5, 9.0, 9.5 1 10.0, stosujac bufor Tris-octan
dla zakresu 5.5 - 6.5, a bufor Tris-HCI dla zakresu 7.0 - 10.0.

W celu ustalenia odpowiedniego czasu prowadzenia reakcji enzymatycznej, tak aby
stezenie produktu (8-oxodGMP lub dGMP w zalezno$ci od uzytego substratu) wzrastato
liniowo w obranym czasie, zbadano kinetyke przyrostu produktu w czasie od 0 do 120 min.,
stosujac t¢ sama proporcje ilosci enzymu do stezenia substratu, jak w powyzej opisanym
eksperymencie. W temperaturze 37°C inkubowano mieszaning (150 pl) zawierajaca 40 uM 8-
0oxodGTP (lub dGTP), 5 mM MgCl,, 70 mM Tris-HCI, pH 8.5 oraz ultrafiltrat (30kDa)
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ekstraktu biatka fibroblastow pochodzacy z przefiltrowania takiej ilosci ekstraktu, ktora
zawierala 14.5 pg bialka. W odstgpach 20 minutowych pobierano 20 pl mieszaniny
reakcyjnej 1 bezzwlocznie chromatografowano (opis warunkéw chromatograficznych w

rozdziale 3.6.6) w celu oznaczenia ilo$ci powstatego produktu reakc;ji.

3.6.6 Oznaczenia aktywnosci pirofosfatazy 8-oxodGTP (biatka hMTH1)

Reakcje prowadzono w probowkach Eppendorfa. Standardowo mieszaniny reakcyjne
o catkowitej objgtosci 30 pl zawieraly 40 uM 8-0oxodGTP, 70 mM Tris-HCI, pH 8.5, 5 mM
MgCl, oraz ultrafiltrat (odcigcie - 30kDa) ekstraktu bialkowego z fibroblastow (5 pl w
ogolnej objetosci 30 pl; uwaga! stezenie biatka w ekstraktach biatkowych poddawanych
naste¢pnie ultrafiltracji wahato si¢ od 230 do 580 pg/ml). Reakcje inicjowano poprzez dodanie
ultrafiltratu ekstraktu biatkowego z fibroblastéw, nastepnie proby inkubowano przez 120 min.
w temperaturze 37°C. Reakcjg przerywano przez dodanie do mieszanin reakcyjnych 10 pl 50
mM EDTA (uwaga! po przerwaniu reakcji, proby nalezy podda¢ wirowaniu w mikrowiréwce
w celu ponownego wlaczenia do roztworu niewielkich ilosci wody skraplajacej si¢ na
Sciankach probowek). W przypadku prob zerowych, EDTA dodawano do mieszanin
reakcyjnych przed wprowadzeniem enzymu do proby.
Nastgpnie 20 pl mieszaniny reakcyjnej analizowano za pomoca wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC), w celu oznaczenia ilosci powstalego w probie 8-oxodGMP
(produkt reakcji). Zestaw HPLC skladat si¢ z elementdw opisanych w rozdziale 3.2.2.
Rozdziatu mieszanin reakcyjnych dokonywano na kolumnie Supelcosil LC-18-T (4.6 x 250
mm) firmy Supelco (Szwajcaria) wyposazonej w prekolumng (20 mm). Elucj¢ prowadzono
100 mM NaH,PO4 - NaOH, pH 5.5 / metanol (95:5 v/v) przy szybkosci przeptywu 1 ml/ min.
Detekcje prowadzono w zakresie 200-350 nm z uzyciem spektralnego detektora diodowego,
dajacego mozliwo$¢ wykreslenia chromatogramu przy kazdej dtugosci fali z zakresu 200-350
nm oraz widma w tym zakresie dla dowolnego punktu czasowego rejestracji
chromatograficznej. Oznaczen ilosciowych produktu reakcji (8-oxodGMP) dokonano na
podstawie nastrzykow kalibracyjnych znanych ilo$ci czystego, zsyntetyzowanego 8-
oxodGMP (dla oznaczen iloSciowych integrowano chromatogramy rejestrowane przy
dlugos$ci fali 293 nm - lokalne maksimum pochtaniania pochodnych 8-oksyguaniny).
Aktywnos$¢ enzymatyczna wyliczano jako ilo$¢ pikomoli 8-oxodGMP powstajacej w probie

w ciagu 1 min., w warunkach reakcji. Jednostk¢ aktywnosci enzymu zdefiniowano jako ilo$¢
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enzymu hydrolizujaca 1 pikomol substratu w czasie 1 min., w opracowanych warunkach
reakcji.

Oznaczenia aktywnosci pirofosfatazowej wobec dGTP przeprowadzono w identyczny
sposob, stosujac jako substrat handlowy preparat dGTP (réwniez w stezeniu 40 uM), a jako
wzorzec produktu reakcji handlowy preparat dGMP. Rozdziaty chromatograficzne mieszanin
reakcyjnych wykonywano w takich samych warunkach chromatograficznych jak opisano
powyzej. Oznaczenia ilosciowe produktu wykonano poprzez integracje chromatograméow

zarejestrowanych przy dtugosci fali 252 nm.

3.6.7 Wyznaczanie stalej Michaelisa dla reakcji hydrolizy 8-0xodGTP oraz dGTP
przez ludzkq pirofosfataze 8-oxodGTP

W celu wyznaczenia zalezno$ci migdzy aktywno$cia enzymu a st¢zeniem substratu,
aktywno$¢ pirofosfatazowa oznaczono wedlug opisanej powyzej metody dla nast¢pujacych
stezen 8-0xodGTP lub dGTP: 10, 20, 40, 80, 120 uM. Jako zrédta enzymu uzyto ultrafiltratu
(odcigcie - 30kDa) ekstraktu biatkowego z fibroblastow. Stata Michaelisa obliczono wedlug

metody Lineweavera-Burka.

3.7. SPEKTROSKOPIA ABSORPCYJNA W ZAKRESIE PROMIENIOWANIA
ULTRAFIOLETOWEGO I WIDZIALNEGO

Wszystkie klasyczne pomiary spektroskopowe w  zakresie promieniowania
ultrafioletowego 1 widzialnego wykonano przy pomocy spektrofotometru firmy Beckman

typu DU-65.
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4. WYNIKI

4.1 SYNTEZA 8-OKSY-2’-DEOKSYGUANOZYNY ORAZ JEJ POCHODNYCH
FOSFORANOWYCH

Najczesciej stosowana metoda syntezy 8-oksy-2’-deoksyguanozyny do celow
analitycznych (oznaczenia 8-oxodG w DNA 1 moczu) jest bezposrednia oksydacja
deoksyguanozyny (dG) w pozycji C8 przez uklady generujace rodnik hydroksylowy.
Najwigksza popularno$cia cieszy si¢ dotychczas oryginalna metoda opisana przez odkrywcow
8-0xodG (Kasai 1 Nishimura, 1984), polegajaca na oksydacji dG przez tzw. system
Udenfrienda (nasycony tlenem, buforowany - pH 6.8 - roztwor kwasu askorbinowego, EDTA
1 FeSOy) 1 izolacji produktu przy pomocy HPLC. Nieco rzadziej stosowano uktady ztozone z
nadtlenku wodoru i kwasu askorbinowego, a sporadycznie uzywano w tym celu naswietlania
promieniowaniem jonizujacym wodnych roztworéw dG nasyconych tlenem lub naswietlania
Swiattem biatym w obecnos$ci fotouczulaczy (system generujacy tlen singletowy). Wszystkie
te metody posiadaja wspolne wady, jakimi sa ich nikta wydajnos¢ 1 specyficznos¢.

Zaprezentowana w niniejszej pracy procedura syntezy 8-oksy-2’-deoksyguanozyny
jest efektem potaczenia kilku opisanych dotychczas procedur oraz wlasnej inwencji. Wszelkie
wprowadzone modyfikacje mialy na celu maksymalne uproszczenie syntezy i skrocenie czasu
potrzebnego na jej przeprowadzenie (np. wyeliminowanie pracochtonnego oczyszczania
produktéw poszczeg6dlnych etapow syntezy).

Zastosowana metoda bromowania dG w pozycji C8 przy uzyciu N-
bromobursztynimidu prowadzi do niemal ilo$ciowego przeksztatcenia dG w 8-Br-dG (rys.
4.1). Nalezy jednak $cisle kontrolowa¢ czas reakcji, temperaturg mieszaniny reakcyjnej i - co
najwazniejsze - w odpowiednim momencie zneutralizowa¢ mieszaning reakcyjna. W
przypadku nie przestrzegania opracowanych warunkéw dochodzi do intensywnej depurynacji
8-Br-dG spowodowanej obnizaniem si¢ pH mieszaniny reakcyjnej. Niezbyt wysoka
wydajnos¢ reakcji (50%) jest spowodowana utrata czesci osadu 8-Br-dG w trakcie jego
przemywania woda 1 acetonem, majacego na celu usunigcie bursztynimidu oraz nie
przereagowanego N-bromobursztynimidu. Dzigki temu uniknigto jednak czasochlonnej
rekrystalizacji produktu reakcji. Widmo 'H NMR potwierdza tozsamo$é zsyntetyzowanej 8-

Br-dG, zidentyfikowano wszystkie protony 8-Br-dG oraz wykazano brak protonu
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aromatycznego w pozycji C8 (rys. 4.2). Wartosci przesunigcia chemicznego dla
poszczegolnych protonow sa zgodne z literaturowymi (Bodepudi 1 wsp., 1992).

Reakcja benzyloksylacji 8-Br-dG do 8-benzyloksy-2’-deoksyguanozyny (Bn-O-dG)
wedlug procedury opisanej przez Wooda i wsp. (1985) prowadzi do ponad 95%-owej
konwersji 8-Br-dG do 8-Bn-O-dG (rys. 4.3). Etap rekrystalizacji produktu zastapiono
kilkakrotna ekstrakcja osadu woda, wykorzystujac staba rozpuszczalnos¢ 8-Bn-O-dG w
wodzie w poréwnaniu do rozpuszczalnosci zwiazkow zanieczyszczajacych (DMSO, octan
sodu, alkohol benzylowy). Analiza chromatograficzna otrzymanego preparatu wykazuje
dominujacy pik 8-Bn-O-dG oraz niewielkie piki pochodzace od 8-Br-dG oraz dG (rys. 4.3).
Widmo 'H NMR potwierdza tozsamo$é zsyntetyzowanego zwiazku (rys. 4.4), a wartosci
przesunigcia chemicznego dla poszczego6lnych protonow 8-Bn-O-dG sa zgodne z cytowanymi
w literaturze (Bodepudi i wsp., 1992). Wydajno$¢ wynosita 56%.

Ostatni etap syntezy, czyli hydrogenoliz¢ 8-Bn-O-dG za pomoca wodoru
czasteczkowego przeprowadzono zgodnie z opisanymi wczesniej procedurami (Bodepudi i
wsp., 1992; Lin 1 wsp., 1985). Zmodyfikowano jednak procedurg tak, aby unikna¢ podawania
wodoru pod ci$nieniem 50-60 psi (co czynilo ten etap syntezy klopotliwym oraz stawiato
daleko wigksze wymagania aparaturowe). Stwierdzono, iz uprzednie usunig¢cie powietrza ze
srodowiska reakcyjnego pozwala na wydajne prowadzenie hydrogenolizy przy ci$nieniu
wodoru zblizonym do atmosferycznego. Chromatografia uzyskanego preparatu 8-oksy-2’-
deoksyguanozyny wykazuje, iz ponad 95% 8-Bn-O-dG uleglo hydrogenolizie do 8-oxodG
(rys. 4.5), jednakze w preparacie obecne sa niewielkie ilo$ci zwiazkdéw zanieczyszczajacych.
Wydajno$¢ tego etapu obliczona z ilosci uzyskanej 8-oxodG przed ostatecznym
oczyszczeniem wynosita 63%. Preparat 8-o0xodG oczyszczono do stanu homogennosci
stosujac chromatografi¢ wysokoci$nieniowa na semipreparatywnej kolumnie z odwroéconymi
fazami (rys. 4.6). Widmo 'H NMR uzyskanego preparatu 8-oxodG potwierdza identyfikacje
powstatego produktu (rys. 4.7).

Przedstawiona procedura syntezy 8-oxodG z dG pozwala uzyska¢ duze ilosci 8-oxodG
w stosunkowo krétkim czasie (w dobrze zorganizowanym laboratorium, jedna osoba jest w
stanie przeprowadzi¢ taka synteze w ciagu 7 dni), jej gtowna zaleta jest to, iz nie zawiera w
sobie ani jednego etapu rekrystalizacji i wymaga tylko jednego etapu chromatograficznego
oczyszczania finalnego produktu syntezy.

Zastosowana metoda syntezy 8-0xodGMP oraz 8-0xodGTP polegajaca na
bezposredniej oksydacji w pozycji C8 odpowiednio dGMP i dGTP jest oparta na systemie
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generujacym wysoce reaktywny rodnik hydroksylowy powstajacy w tzw. reakcji Fentona.
Sladowe ilosci jonoéw metali grup przejsciowych zawarte w mieszaninie reakcyjnej reaguja z
nadtlenkiem wodoru wedlug reakc;ji:

Fe*'(Cu") + H,0, — Fe’"(Cu*") + OH + *OH

Uzyty w reakcji kwas askorbinowy redukuje jony metali do nizszych stopni utlenienia,
umozliwiajac im powtdrna reakcje z nadtlenkiem wodoru:

2Fe’ (2Cu*") + kwas askorbinowy — 2Fe”"(2Cu") + kwas dehydroaskorbinowy.

Wada takiego sposobu syntezy 8-oksypochodnych fosforanéw deoksyguanozyny jest nikta
wydajno$¢ (wydajnosci uzyskane w tej pracy to 1.13 % w przypadku syntezy 8-oxodGMP i
1.3 % dla syntezy 8-0xodGTP). Préby podwyzszania tempa tworzenia rodnika
hydroksylowego przez uklad (poprzez zwigkszanie st¢zenia jonéw Fe/Cu) prowadza niestety
do pojawienia si¢ wielu dodatkowych zwiazkéw, co uniemozliwia wlasciwe oczyszczenie
pozadanego produktu reakcji w trybie chromatografii jonowymiennej na DEAE-celulozie.
Metoda pomimo swoich wad pozwala jednak na uzyskanie analitycznych ilosci 8-oxodGMP
lub 8-0xodGTP w czasie 2 dni. Preparatywna chromatografia jonowymienna na DEAE-
celulozie umozliwia catkowity rozdziat dGMP od produktu jego oksydacji - 8-oxodGMP,
ktory eluuje si¢ znacznie pozniej (rys. 4.8). Chromatografia uzyskanego preparatu 8-
oxodGMP w trybie chromatografii wysokocisnieniowej na kolumnie Supelcosil LC-18-T
dowodzi jego czystosci (rys. 4.9). Zdecydowanie trudniej jest uzyska¢ czysty preparat 8-
oxodGTP rozdzielajac mieszaning reakcyjna na kolumnie DEAE-celulozy (rys. 4.10), przez
co finalny preparat tego zwiazku zawiera nieznaczng ilo§¢ dGTP, jak wykazuje analityczna

chromatografia wysokoci$nieniowa na kolumnie Supelcosil LC-18-T (rys. 4.11).
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Rys. 4.1

Wysokosprawna chromatografia cieczowa na kolumnie Supelcosil LC-18-S A) handlowego
preparatu deoksyguanozyny (dG) jako materiatu wyjsciowego do syntezy oraz B) preparatu 8-
bromo-deoskyguanozyny uzyskanego w reakcji bromowania dG N-bromobursztynimidem.

C) Widmo UV dla dG i 8-Br-dG zarejestrowane przez detektor z matrycg diodowa w chwili

elucji obu zwiazkow.
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Rys. 4.3

Wysokosprawna chromatografia cieczowa na kolumnie Supelcosil LC-18-S A) preparatu
8-Br-dG uzytego do syntezy 8-Bn-O-dG oraz B) uzyskanego w reakcji z sola sodowa alkoholu
benzylowego preparatu 8-Bn-O-dG. C) Widma UV obu zwiazkoéw zarejestrowane przez
detektor UV-VIS z matryca diodowa w chwili ich elucji.
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Wysokosprawna chromatografia cieczowa na kolumnie Supelcosil LC-18-S A) preparatu
8-Bn-0O-dG uzytego do syntezy 8-0xodG oraz B) uzyskanego w reakcji hydrogenolizy preparatu
8-0x0dG. C) Widma UV obu zwiazkow zarejestrowane przez detektor UV-VIS z matryca

diodowa w chwili ich elucji.
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Rys. 4.6

Proces finalnego oczyszczenia preparatu 8-0xodG w trybie wysokosprawnej chromatografii
cieczowej na semipreparatywnej kolumnie Supelcosil LC-18-S (10 x 250 mm). Przedstawiony
chromatogram (A) zarejestrowano przy dtugosci fali 254 nm. B) Dla zademonstrowania
homogennosci piku 8-0xodG ponizej wykreslono kilka widm z zakresu UV, zarejestrowanych
w roznych momentach elucji piku 8-0xodG oznaczonych na chromatogramie numerami 1 - 9.
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Chromatograficzna izolacja 8-oksy-2’-deoksyguanozyno-5’-monofosforanu (8-oxodGMP) uzyskanego w
reakcji rodnika hydroksylowego z 2’-deoksyguanozyno-5’-monofosforanem (dGMP). Rozdzialu dokonano na
kolumnie DEAE-celulozy (2.5 x 15 cm) stosujac liniowy gradient wodoroweglanu trietyloamoniowego.
Rysunek w prawym goérnym rogu przedstawia powigkszenie piku 8-oxodGMP, pod ktorym wskazano frakcje
polaczone w preparat 8-oxodGMP.
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Rys. 4.9

A) Analityczny rozdziat chromatograficzny preparatu 8-oxodGMP przeprowadzony w trybie
wysokosprawnej chromatografii cieczowej na kolumnie Supelcosil LC-18-T. B) Dla
zademonstrowania homogennosci piku 8-oxodGMP przedstawiono widma w zakresie UV
zarejestrowane w roznych momentach elucji piku 8-0xodGMP oznaczonych na chromatogramie

numerami 1-10.
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Chromatograficzna izolacja 8-oksy-2’-deoksyguanozyno-5’-trifosforanu (8-0xodGTP) uzyskanego w reakcji
rodnika hydroksylowego z 2’-deoksyguanozyno-5’-trifosforanem (dGTP). Rozdzialu dokonano na kolumnie
DEAE-celulozy (2.5 x 15 cm) stosujac liniowy gradient wodoroweglanu trietyloamoniowego. Rysunek w
prawym goérnym rogu przedstawia powigkszenie piku 8-oxodGTP, pod ktorym wskazano frakcje potaczone w
preparat 8-oxodGTP.
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Rys. 4.11

A) Analityczny rozdzial chromatograficzny preparatu 8-oxodGTP przeprowadzony w trybie
wysokosprawnej chromatografii cieczowej na kolumnie Supelcosil LC-18-T. B) Dla
zademonstrowania homogenno$ci piku 8-0xodGTP przedstawiono widma w zakresie UV

zarejestrowane w réznych momentach elucji piku 8-0xodGTP oznaczonych na chromatogramie

numerami 1-9.
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4.2. POZIOM 8-OKSY-2’-DEOKSYGUANOZYNY W LIMFOCYTARNYM DNA
CHORYCH NA RAKA PODDANYCH RADIOTERAPII

Zastosowana metoda izolacji DNA z limfocytow dostarcza dobrze odbialczonych
preparatow o indeksie A 260nm / A 280nm zawierajacym si¢ pomigdzy 1.7 a 1.9.
Przyktadowe widmo w zakresie 200-320 nm preparatu DNA otrzymanego w ten sposob

zaprezentowano na rys. 4.2.1

Absorbancja [AU]

200 220 240 260 280 300 320
Dtugos¢ fali [nm]

Rys. 4.2.1
Przyktadowe widmo UV preparatu DNA limfocytarnego uzyskanego za pomoca metody opisanej przez Millera i
wsp. (1988).

Oznaczenia 8-0xodG i dG w enzymatycznych hydrolizatach limfocytarnego DNA
przeprowadzone za pomoca HPLC/UV/EC (wysokosprawna chromatografia cieczowa z
detekcja UV 1 elektrochemiczna) charakteryzowaly si¢ wysoka powtarzalnoscia i czuto$cia.
Roéznice w wartosciach 8-0xodG / 10° dG uzyskiwane dla powtdrnych nastrzykow tych
samych preparatow nie przekraczaty nigdy 3%. Typowe chromatogramy zarejestrowane przez
pracujace szeregowo detektory - UV 1 elektrochemiczny - w trakcie rozdziatu jednego z
hydrolizatow DNA przedstawiono na rys. 4.2.2.

Optymalny potencjat elektrody roboczej detektora elektrochemicznego dla detekcji 8-oxodG
(400 mV) wyznaczono eksperymentalnie wykonujac woltamogram hydrodynamiczny dla 8-
0x0dG (rys. 4.2.3). Obrane napigcie - 400 mV jest kompromisem pomig¢dzy czutoscia detekc;i
(czym wyzsze napigcie tym wigksza czuto$cé), a selektywno$cia detekcji (czym wyzsze

napigcie tym wigksze prawdopodobienstwo utleniania zwiazkow innych niz 8-oxodG).
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Typowe chromatogramy zarejestrowane przez detektor elektrochemiczny (A) i detektor UV (B) w czasie
rozdzialu nukleozydow pochodzacych z enzymatycznej hydrolizy limfocytarnego DNA. Na chromatogramie
zarejestrowanym przez detektor elektrochemiczny widoczny jest wyrazny pik 8-oksy-2’-deoksyguanozyny (8-
oxodG), a na chromatogramie zarejestrowanym przez detektor UV (290nm) widoczne sa cztery dominujace piki
deoksynukleozyddw: deoksycytydyny (dC), deoksyguanozyny (dG), tymidyny (T) oraz deoksyadenozyny (dA).
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Rys. 4.2.3

Woltamogram hydrodynamiczny dla 8-0xodG wykonany za pomoca HPLC/EC. Na kolumng Spherisorb ODS-2
nastrzykiwano wielokrotnie 1 pmol wzorca 8-oksy-2’-deoksyguanozyny(8-oxodG), kazdorazowo podwyzszajac
potencjal elektrody roboczej wzgledem palladowej elektrody odniesienia. 8-oxodG zaczyna utleniaé si¢ przy
napigciu 200 mV, a sygnal osiaga maksimum przy napigciu rzedu 600 mV.

Wyniki oznaczen poziomu 8-oxodG w limfocytarnym DNA pacjentéow poddanych

radioterapii zebrano w tabeli 4.2.1

Tabela 4.2.1

Zawarto$¢ 8-oksy-2’-deoksyguanozyny w limfocytarnym DNA pacjentéw naswietlanych terapeutycznymi
dawkami promieni rentgenowskich o energii 300 keV. Poziom 8-0xodG badano bezposrednio przed pierwsza
ekspozycja i bezposrednio po ostatniej z serii ekspozycji. W przypadku pacjenta D wykonano takze oznaczenie
24 h po ostatniej ekspozycji *.

8-0x0dG / 10° dG
Pacjent Pole Calkowita  dawka | (odchylenie standardowe)
(wiek) Rak naswietlane |pochlonigta prom. X
[cGy] przed pierwszym  po ostatnim
naswietlaniem naswietlaniu
A (58) odbytu |miednica 3000 8.0 (0.14) 18.7 (0.13)
B (63) ptuca klatka 3000 11.8(0.17) 18.2 (0.12)
piersiowa
C (55) ptuca klatka 3000 8.0 (0.11) 19.0 (0.33)
piersiowa
D (56) phuca klatka 3000 14.0 (0.17) 28.9 (0.2)
piersiowa 11.6 (0.16)"
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43 WPLYW OKSYDACJI 2-DEOKSYGUANOZYNY W POZYCJI C8
NA STABILNOSC WIAZANIA N-GLIKOZYDOWEGO.

Poréwnano stabilno$¢ wiazania N-glikozydowego 2'-deoksyguanozyny (dG) i 8-oksy-
2'-deoksyguanozyny (8-oxodG) inkubowanych w roztworach o r6znym pH, w podwyzszone;j

temperaturze. Badano kinetyke hydrolizy obu nukleozydéw zachodzaca wedlug ponizszych

o
N
HN \
@[g .
HN N N HO o. OH
HN \
o o] o — T kj
HN" N E o

OH
2'-deoksyguanozyna guanina 2'-deoksyryboza

reakcji:

8-oksy-2'-deoksyguanozyna 8-oksyguanina 2'-deoksyryboza

4.3.1 Kinetyka hydrolizy dG i 8-oxodG w temperaturze 100°C i pH 7.4

Mieszanina inkubacyjna zawierata 0.75mM dG i 0.75mM 8-0xodG w 20mM buforze
Tris-octan o pH 7.4. Analiz¢ chromatograficzna mieszaniny wykonano przed i po kazdej
godzinie inkubacji we wrzacej tazni wodnej. Pigciogodzinna inkubacja w 100°C
spowodowata 23.5% ubytek stgzenia dG w odniesieniu do st¢zenia wyjsciowego (rys. 4.3.1).
Jednocze$nie w miar¢ trwania inkubacji w mieszaninie pojawia si¢ zwiazek, ktorego i10s¢ jest
proporcjonalna do ubytku ilosci dG. Zwiazek ten zostal zidentyfikowany na podstawie
charakterystycznego czasu retencji oraz analizy widma absorpcyjnego w zakresie ultrafioletu
jako guanina. W zastosowanych warunkach guanina jest jedynym produktem dekompozycji
dG 1 powstaje na skutek hydrolitycznego rozerwania wiazania N-glikozydowego. Uwolniona
deoksyryboza jest zwiazkiem bardzo stabo pochtaniajacym w zakresie ultrafioletu i dlatego
jej obecnos¢ nie mogta by¢ rejestrowana.

Pigciogodzinna inkubacja w powyzszych warunkach nie powoduje ubytku stezenia 8-oxodG

(rys. 4.3.1). Dodatkowo przeprowadzono eksperyment majacy na celu sprawdzenie, czy brak
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spadku stezenia 8-oxodG nie jest spowodowany powstawaniem tego zwiazku z dG w
zastosowanych warunkach. Trzygodzinna inkubacja samej deoksyguanozyny w powyzszych

warunkach nie powoduje powstawania 8-oxodG ani zadnego innego produktu poza guanina.

4.3.2 Kinetyka hydrolizy dG i 8-oxodG w temperaturze 100 °C i pH 5.1

We wrzacej tazni wodnej inkubowano mieszaning 0.75 mM dG 1 0.75 mM 8-0xodG w
10 mM buforze octan amonowy / kwas octowy, pH 5.1. Analizy chromatograficzne
wykonano bezposrednio przed rozpoczgciem inkubacji i po kazdej z pigciu godzin inkubacji .
W wyniku hydrolizy obu zwiazkdw w mieszaninie pojawiaja si¢ guanina i 8-oksyguanina,
przy czym przyrost piku 8-oksyguaniny nie byl proporcjonalny do ubytku 8-oxodG ze
wzgledu na bardzo staba rozpuszczalno$¢ 8-oksyguaniny w roztworach wodnych. Po pigciu
godzinach stwierdzono spadek stgzenia dG z 0.75 mM do 0.26 mM, tj. o0 64.1% (rys. 4.3.2).
W zastosowanych warunkach obserwuje si¢ rowniez ubytek stezenia 8-oxodG z 0.75 mM do
0.58 mM po 5 godzinach reakcji, co oznacza hydrolizg 22.5% 8-0xo0dG (rys. 4.3.2).
W celu ilosciowego pordéwnania szybkosci hydrolizy dG i 8-oxodG w powyzszych
warunkach jako modelu uzyto roéwnania kinetyki reakcji pierwszego rzedu. Wyliczona stata
szybkosci reakcji dla hydrolizy 8-oxodG wynosi k.| = 1.25 x 107 [1/s], a dla dG k., = 5.64 x
107 [1/s]. Tempo hydrolizy 8-oxodG jest wiec w tych warunkach o 4.5 razy wolniejsze niz w

przypadku dG.

4.3.3 Stabilnos¢ dG i 8-oxodG w pH 2.0

W celu pordwnania stabilnosci wiazan N-glikozydowych dG i 8-oxodG w silnie
kwasnym §rodowisku inkubowano oba zwiazki w stezeniu 0.375 mM w wodnym roztworze
kwasu solnego o pH 2.0. Zastosowano trzygodzinny czas inkubacji w temperaturze 100°C.
Chromatografia mieszaniny inkubacyjnej wykazata catkowita konwersje dG do guaniny. Ilos¢

8-0x0dG w tych warunkach zmniejszyta si¢ jedynie o 11%.
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Kinetyka hydrolizy 2’-deoksyguanozyny (dG) i 8-oksy-2’-deoksyguanozyny (8-oxodG) w
temperaturze 100°C i pH 7.4. Postgp reakcji depurynacji przedstawiono jako ubytek stezenia

substratow.
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Rys. 4.3.2
Kinetyka hydrolizy 2’-deoksyguanozyny (dG) i 8-oksy-2’-deoksyguanozyny (8-oxodG) w
temperaturze 100°C i pH 5.1. Postep reakcji depurynacji przedstawiono jako ubytek st¢zenia

substratow.

&3
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44 8-OKSY-2’-DEOKSYGUANOZYNA 1 8-OKSYGUANINA A KLASYCZNY
SZLAK KATABOLIZMU NUKLEOZYDOW PURYNOWYCH

4.4.1 8-Oksy-2’-deoksyguanozyna jako potencjalny substrat dla fosforylazy nukleozydow
purynowych

W zastosowanych warunkach reakcji (0.32 mM stezenie substratu, 2.5 mM fosforan,
pH = 7.4, 25°C), uzyte w eksperymencie stgzenie ludzkiej fosforylazy nukleozydow
purynowych prowadzi do bardzo szybkiej fosforolizy wiazania N-glikozydowego 2’-

deoksyguanozyny (reakcja ponizej), ktora jest naturalnym substratem tego enzymu.

(e}
N fosforylaza nukleozydow
HL > purynowych o
) (e}
Pi
N N 1l
HO fo) /l%
HN" N N J

H

OH
2'-deoksyguanozyna guanina deoksyrybozo-1-fosforan

Jak wykazuje analiza chromatograficzna, w reakcji katalizowanej przez preparat fosforylazy
powstaje tylko jeden produkt reakcji pochlaniajacy w zakresie ultrafioletu (rys. 4.4.1.2 B).
Jest nim guanina, ktora zidentyfikowano na podstawie czasu retencji oraz
charakterystycznego widma w zakresie UV (rys. 4.4.1.2 C). Juz po dwu minutach od
zainicjowania reakcji poczatkowe stgzenie dG spada o 30% 1 nie podlega ono dalszemu
istotnemu obnizeniu az do 103 minuty trwania reakcji (rys. 4.4.1.1), co $wiadczy o ustaleniu

sig stanu rOwnowagi.
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Rys. 4.4.1.1

Postep reakcji fosforolizy 2’-deoksyguanozyny (dG) pod wptywem ludzkiej fosforylazy nukleozydow
purynowych przedstawiony jako ubytek substratu w czasie.
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Rys. 4.4.1.2

Rozdzialy chromatograficzne mieszanin inkubacyjnych w trybie wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej na kolumnie Supelcosil LC-18-S: A) 2’-deoksyguanozyna (dG) bez
fosforylazy nukleozydoéw purynowych inkubowana w warunkach reakcji (Materiaty i metody)
przez 103 min. B) dG inkubowana w warunkach reakcji z fosforylaza nukleozydow
purynowych przez 2 min. C) Widma absorpcyjne w zakresie UV zarejestrowane przez detektor
spektralny w momencie elucji substratu (dG, piki 1,2) oraz jedynego produktu reakcji
enzymatycznej - guaniny (Gua, pik 3).
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Inkubacja  8-oksy-2’-deoksyguanozyny (8-oxodG) z fosforylaza nukleozydoéw
purynowych daje odpowiedZ na pytanie, czy enzym ten jest w zdolny katalizowa¢ reakcje
fosforolizy 8-oxodG wedlug ponizszego wzoru:

(0]

NH fosforylaza nukleozydow

HN purynowych
) )=o . 1 Q
HNT SN N Pi N NH HO o O—P—OH
0 OH
oo | = L e Y
N
’? H,N N On
OH
8-oksy-2'-deoksyguanozyna 8-oksyguanina deoksyrybozo-1-fosforan

W warunkach identycznych z zastosowanymi w przypadku deoksyguanozyny, fosforylaza

nukleozydow purynowych nie powoduje ubytku stezenia 8-oxodG nawet po 14 godzinach od

dodania preparatu enzymu (rys. 4.4.1.3)
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Rys. 4.4.1.3

Stezenie 8-oxodG w kolejnych godzinach inkubacji z ludzka fosforylaza nukleozydow purynowych,
przedstawione jako procent stgzenia poczatkowego.

Analiza chromatograficzna mieszaniny inkubacyjnej nawet po 14 h nie wykazuje obecnosci w
niej wolnej 8-oksyguaniny (rys. 4.4.1.4). Po 6 h inkubacji w mieszaninie pojawia si¢
widoczny na chromatogramie (rys. 4.4.1.4 B) pik zwiazku pochtaniajacego w ultrafiolecie,
oznaczony jako ,,?”. Jednakze jego czas retencji i widmo w zakresie UV wykluczaja
mozliwo$¢, iz jest to 8-oksyguanina. Z uwagi na brak jednoczesnego ubytku powierzchni
piku 8-0x0dG sadzi¢ mozna, iz jest to najprawdopodobniej fragment pochodzacy z proteolizy
fosforylazy, za czym przemawia widmo zwiazku w zakresie UV z charakterystycznym

maksimum w okolicach 220 nm (wiazania peptydowe) i 280 nm (aminokwasy aromatyczne)
(rys. 4.4.1.4 C).
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Rys. 4.4.1.4

Rozdziaty chromatograficzne mieszanin inkubacyjnych w trybie wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej na kolumnie Supelcosil LC-18-S: A) 8-oksy-2’-deoksyguanozyna (8-
0x0dG) inkubowana przez 14 h bez fosforylazy nukleozydéw purynowych w warunkach reakcji
(Materiaty i metody), B) 8-0xodG inkubowana w warunkach reakcji z fosforylaza nukleozydow
purynowych przez 14 h. C) Widma absorpcyjne w zakresie UV zarejestrowane przez detektor
spektralny w momencie elucji 8-oxodG (piki 1 i 2) oraz niezidentyfikowanego zwiazku (pik 3)
powstatego w trakcie przedtuzonej inkubacji 8-0xodG z fosforylaza.
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Nalezy zaznaczy¢, iz zastosowane warunki reakcji (wysokie st¢zenie enzymu) nie
zostaly dobrane w celu badania kinetyki reakcji katalizowanej przez fosforylazg w
odniesieniu  do naturalnego substratu (dG), a stuzyly jedynie sugestywnemu
zademonstrowaniu braku aktywnosci tego enzymu wobec 8-oxodG. Uwaga ta dotyczy takze

warunkow reakcji enzymatycznych opisanych w dwu kolejnych podrozdziatach.
4.4.2 8-Oksyguanina jako potencjalny substrat dla guanazy (aminohydrolazy guaninowej)

W zastosowanych warunkach reakcji (20 uM stezenie substratu, pH 7.4, 25°C), uzyte
w eksperymencie stezenie guanazy z watroby krolika prowadzi do bardzo szybkiej
dezaminacji guaniny (reakcja ponizej), ktora jest naturalnym substratem tego enzymu.
o HoO o)
T T
. /I\N ” GUANAZA OJ\N N
NH3 H
guanina ksantyna
Jak wykazuje analiza chromatograficzna, w reakcji katalizowane] przez preparat guanazy
powstaje tylko jeden produkt reakcji pochlaniajacy w zakresie ultrafioletu (rys. 4.4.2.2 B).
Jest nim ksantyna, ktora zidentyfikowano na podstawie czasu retencji oraz
charakterystycznego widma w zakresie UV (rys. 4.4.2.2 C). Juz po pigciu minutach od

zainicjowania reakcji cata guanina zawarta w mieszaninie reakcyjnej podlegta dezaminacji do

ksantyny (rys. 4.4.2.1).

% poczatkowego stezenia guaniny

10 20 30 40 50

Czas inkubacji [min.]

Rys. 4.4.2.1
Postep reakcji dezaminacji guaniny pod wplywem guanazy z watroby krélika przedstawiony jako
ubytek stezenia substratu w czasie.
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Rys. 4.4.2.2

Rozdziaty chromatograficzne mieszanin inkubacyjnych w trybie wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej na kolumnie Supelcosil LC-18-S: A) guanina inkubowana w
warunkach reakcji (Materiaty i metody) przez 45 min. bez guanazy. B) Guanina inkubowana z
guanaza przez 5 min. w warunkach reakcji. C) Widma absorpcyjne w zakresie UV
zarejestrowane przez detektor spektralny w momencie elucji substratu (pik 1) oraz jedynego
produktu reakcji enzymatycznej - ksantyny (pik 2).
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Inkubacja 8-oksyguaniny z guanaza daje odpowiedz na pytanie, czy enzym ten jest
zdolny katalizowa¢ reakcj¢ dezaminacji 8-oksyguaniny do kwasu moczowego wedtug

ponizszego wzoru:

o) o)
HN > ? HN
0 (0]
. N GUANAZA A N>
HN H H H
NH3

8-oksyguanina kwas moczowy

W warunkach identycznych z zastosowanymi w przypadku guaniny, guanaza nie powoduje
ubytku stezenia 8-oksyguaniny nawet po 245 minutach od chwili dodania preparatu enzymu

(rys. 4.4.2.3)
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Rys. 4.4.2.3
Stezenie 8-oksyguaniny w kolejnych minutach inkubacji z guanaza z watroby kroélika, przedstawione
jako procent stgzenia poczatkowego.

Analiza chromatograficzna mieszaniny reakcyjnej wykonana po 245 min. inkubacji nie
wykazuje obecnosci kwasu moczowego w mieszaninie ani jakiegokolwiek dodatkowego piku,
ktory pojawitby si¢ pod wplywem inkubacji z guanaza (rys. 4.4.2.4 B). Piki eluujace si¢
migdzy trzecia a piata minuta, a takze niewielki pik eluujacy si¢ migdzy 6sma a dziewiata
minuta rozdzialu, pochodza od zwiazkéw zanieczyszczajacych preparat 8-oksyguaniny (sa
one widoczne zard6wno w probie zawierajacej 8-oksyguaning + enzym jak 1 w probie
kontrolnej nie zawierajacej guanazy, rys. 4.4.2.4 A,B). Analiza spektralna piku 8-
oksyguaniny po inkubacji z guanaza dowodzi, iz pik ten jest homogenny i1 tym samym nie

koeluuja z nim jakiekolwiek potencjalne produkty reakcji enzymatycznej (rys. 4.4.2.4 C).



12.

35.

30.

20.

10.

0
mAU 1 UU_U1S-1
. 254 nm
8-oksyguanina
O |
min
D T T T T T T T
1.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 15.
0 C:<SYSI>GUANAZA-12 8oGua+tguanaza, 245 1996-10-22,19: 31
mAU UU_U1S-1
. 254 nm
8-oksyguanina
B
O -
min
O T T T T T T T
1.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 15.
0
mAY
0 1 - 202.7 nm
0
0
0
nm
D T T T T T T T
200 220 240 260 280 300 320 340 350

Rys. 4.4.2.4
Rozdziaty chromatograficzne mieszanin inkubacyjnych w trybie wysokosprawne;j

chromatografii cieczowej na kolumnie Supelcosil LC-18-S: A) 8-oksyguanina inkubowana w

warunkach reakcji (Materiaty i metody) przez 245 min. bez guanazy. B) 8-oksyguanina

inkubowana z guanaza przez 245 min. w warunkach reakcji. C) Widma absorpcyjne w zakresie

UV zarejestrowane przez detektor spektralny w momencie elucji 8-oksyguaniny (pik 1 i 2).
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4.4.3 8-Oksyguanina jako potencjalny produkt reakcji oksydacji guaniny w pozycji C8

katalizowanej przez oksydaze ksantynowq

W zastosowanych warunkach reakcji (25 uM stezenie substratu, pH 7.5, 25°C), uzyte
w eksperymencie stezenie oksydazy ksantynowej z mleka krowiego prowadzi do wyraznej

oksydacji ksantyny w pozycji C8 (reakcja ponizej), ktora jest naturalnym substratem tego

enzymu.

o HoO + Oy o] H

N N

HN)lj[ > K HN/‘I >:o
O)\N N oksydaza ksantynowav O)\N N
H H H H
H20,
ksantyna kwas moczowy

Jak wykazuje analiza chromatograficzna, w reakcji katalizowanej przez preparat oksydazy
ksantynowej powstaje tylko jeden produkt reakcji pochtaniajacy w zakresie ultrafioletu (rys.
4.4.3.2 B). Jest nim kwas moczowy, ktéry zidentyfikowano na podstawie czasu retencji i
widma w zakresie UV (rys. 4.4.3.2 C). Po pigciu minutach od zainicjowania reakcji
poczatkowe stezenie ksantyny spada do 89% wartosci poczatkowej, by osiagna¢ 60% po 125
minutach inkubacji (rys. 4.4.3.1).
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Rys. 4.4.3.1
Postep reakeji oksydacji ksantyny do kwasu moczowego pod wptywem oksydazy ksantynowej z mleka
krowiego, przedstawiony jako ubytek stgzenia substratu w czasie.
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Rys. 4.4.3.2

Rozdziaty chromatograficzne mieszanin inkubacyjnych w trybie wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej na kolumnie Supelcosil LC-18-S: A) ksantyna inkubowana w
warunkach reakcji (Materiaty i metody) przez 125 min. bez oksydazy ksantynowej, B) ksantyna
inkubowana z oksydaza ksantynowa przez 125 min. w warunkach reakcji. C) Widma
absorpcyjne w zakresie UV zarejestrowane przez detektor spektralny w momencie elucji
substratu (ksantyna,, pik 1 i 2) oraz jedynego produktu reakcji enzymatycznej - kwasu
moczowego (pik 3).
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Przedhuzona inkubacja guaniny z oksydaza ksantynowa miata na celu wyjasnienie, czy
enzym ten jest zdolny katalizowa¢ reakcj¢ oksydacji guaniny w pozycji C8 z wytworzeniem

8-oksyguaniny wedlug ponizszego wzoru:

o HoO + Op o 9’

N k 2 N

HN HN
L0 2 — LI
k k
SN H oksydaza santynowa‘ N N
H202
guanina 8-oksyguanina

W warunkach identycznych z zastosowanymi w przypadku ksantyny, oksydaza ksantynowa
nie powoduje ubytku stgzenia guaniny nawet po 10 godzinach od chwili dodania preparatu

enzymu (rys. 4.4.3.3).
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Rys. 4.4.3.3

Stezenie guaniny w kolejnych godzinach inkubacji z oksydaza ksantynowa z mleka krowiego
przedstawione jako procent stgzenia poczatkowego.

Analiza chromatograficzna wykonana po 10 godzinach inkubacji nie wykazuje obecnos$ci 8-
oksyguaniny w mieszaninie inkubacyjnej (rys. 4.4.3.4 B, miejsce, w ktorym moglby sie
pojawi¢ pik 8-oksyguaniny oznaczono na chromatogramie strzatka), a analiza spektralna
(UV) piku guaniny wykazuje jego homogennos¢, wykluczajac mozliwos¢ koelucji guaniny z
potencjalnymi produktami reakcji enzymatycznej (4.4.3.4 C). Nalezy podkresli¢, ze
spektralny detektor UV-VIS stosowany w zestawie HPLC charakteryzuje si¢ szczegOlnie
wysoka czuloscia (poziom szuméw przy 254 nm + 0.4 x 10° AU), co pozwolitoby na
wykrycie 8-oksyguaniny w stezeniu nawet 200 nM. Oznacza to, ze przy zastosowanym
stezeniu guaniny (25 uM) jako substratu mozna by zarejestrowac jej przeksztatcenie do 8-

oksyguaniny przy wydajnosci mniejszej niz 1%.
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Rozdziaty chromatograficzne mieszanin inkubacyjnych w trybie wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej na kolumnie Supelcosil LC-18-S: A) guanina inkubowana w
warunkach reakcji (Materiaty i metody) przez 10 h bez oksydazy ksantynowej, B) guanina
inkubowana z oksydaza ksantynowa przez 10 h w warunkach reakcji (miejsce, w ktorym
mogtby si¢ pojawic pik 8-oksyguaniny oznaczono na chromatogramie strzatka). C) Widma
absorpcyjne w zakresie UV zarejestrowane przez detektor spektralny w momencie elucji

guaniny (pik 11 2).
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4.5 BADANIA NAD LUDZKA PIROFOSFATAZA 8-OXODGTP,
ANTYMUTAGENNYM ENZYMEM USUWAJACYM NIEBEZPIECZNY
SUBSTRAT DLA SYNTEZY DNA

Przeprowadzona  synteza  8-oksy-2’-deoksyguanozyno-5’-trifosforanu 1 5’-
monofosforanu data mozliwo$¢ podjgcia badan nad pirofosfataza 8-oxodGTP, dla ktorej

zwiazki te sa odpowiednio substratem i produktem reakcji enzymatyczne;.

4.5.1 Opracowanie metody oznaczania aktywnosci pirofosfatazy 8-oxodGTP oraz badania

kinetyczne

W komorkach ludzkich funkcjonuja co najmniej dwa enzymy zdolne do hydrolizy 8-
oxodGTP (Mo i wsp., 1992; Hayakawa i wsp., 1995). Jeden z nich to fosfataza hydrolizujaca
8-0xodGTP do 8-0xodGDP z wydzieleniem ortofosforanu, ktéra wykazuje wyzsza
specyficznos¢ substratowa wobec dGTP niz 8-oxodGTP. Drugi enzym, bgdacy obiektem
prezentowanych badan, to pirofosfataza 8-oxodGTP (katalizujaca reakcj¢ hydrolizy 8-
oxodGTP do 8-0xodGMP z wydzieleniem pirofosforanu), wykazujaca bardzo wysoka
specyficzno$¢ substratowa wobec 8-0xodGTP. Oprocz tych dwu hydrolitycznych aktywnosci
wobec fosforanowych pochodnych 8-0xodG, w komorkach ludzkich funkcjonuje takze enzym
hydrolizujacy 8-0xodGMP do 8-0x0dG 1 ortofosforanu. Poddanie zatem 8-oxodGTP dziataniu
homogenatu komoérek ludzkich w pH 7.4 powoduje powstawanie w mieszaninie reakcyjnej
dwu fosforanowych pochodnych zwiazku -8-0xodGDP i 8-0xodGMP, jak i nukleozydu - 8-
oxodG (optimum pH dla fosfatazy 8-oxodGMP wynosi 6, ale enzym ten zachowuje do 45%
maksymalnej aktywnosci nawet w pH 8.0 - obserwacje wlasne, dane nie prezentowane w tej
pracy). W tej sytuacji nie jest mozliwe oznaczenie aktywnos$ci pirofosfatazy 8-oxodGTP z
uzyciem prostego homogenatu komorkowego lub dializowanego izolatu wszystkich biatek
komoérkowych jako zrédtami enzymu. W pracy tej zaprezentowano prosty sposob na szybka
izolacj¢ aktywnosci pirofosfatazowej wobec 8-0xodGTP z homogenatow lub dializowanych
ekstraktow biatek komorkowych (rozdzial 3.6.3). Polega ona na ultrafiltracji ekstraktu
biatkowego, zawierajacego wszystkie wymienione aktywnos$ci, przez membrang o odcigciu
30 kDa i wuzyciu ultrafiltratu do oznaczen aktywno$ci pirofosfatazy 8-oxodGTP.
Wykorzystano tutaj réznicg w masach czasteczkowych enzymoéw katabolizujacych

fosforanowe pochodne 8-oxodG. Ludzka pirofosfataza 8-oxodGTP jest matym biatkiem o
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masie czasteczkowej 18 kDa. Pozostate dwa enzymy interferujace w oznaczeniu aktywnosci
pirofosfatazowej charakteryzuja si¢ masami czasteczkowymi powyzej 30 kDa
[fosfohydrolaza 8-0xodGMP - 40 kDa (Hayakawa 1 wsp., 1995), masa fosfohydrolazy 8-
oxodGTP nie jest znana]. W efekcie, poddanie 8-oxodGTP dzialaniu takiego ultrafiltratu
powoduje powstawanie jednego produktu reakcji - 8-oxodGMP (rys. 4.5.3 B), bedacego
efektem aktywnosci pirofosfatazowej. Takze dGTP jest hydrolizowany przez tego rodzaju
ultrafiltrat do jedynego produktu - dGMP (rys. 4.5.6 B). Powyzszy zabieg stworzyt
mozliwosci

a) przeprowadzenia badan kinetyki hydrolizy 8-0xodGTP i dGTP przez pirofosfataze 8-
0oxodGTP bez potrzeby uprzedniej izolacji enzymu metodami chromatograficznymi

b) wykonania oznaczen poziomu aktywnosci tego enzymu w komorkach ludzkich.

Wszystkie ponizej prezentowane badania kinetyczne przeprowadzono z uzyciem
ultrafiltratow ekstraktow biatkowych z ludzkich fibroblastéw, jako zrédtem pirofosfatazy 8-
oxodGTP.

Wyznaczono optimum pH dla hydrolizy 8-0xodGTP przez pirofosfataze 8-oxodGTP, ktére
wynosi 8.5 (rys. 4.5.1).
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Rys. 4.5.1
Zalezno$¢ aktywnosci pirofosfatazy 8-oxodGTP wobec 8-0xodGTP od pH medium reakcyjnego

Aktywno$é enzymu jest calkowicie zalezna od jonow Mg”™ , co daje mozliwos¢ przerywania
reakcji enzymatycznej poprzez dodanie roztworu EDTA do mieszaniny reakcyjnej (rys

4.5.3a). W opracowanych warunkach reakcji (40 pM 8-oxodGTP, pH 8.5, 5 mM Mg*", 37°C,
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obj. catkowita mieszaniny reakcyjnej 30 ul) obserwuje si¢ liniowy przyrost st¢zenia produktu
(8-0xodGMP) w czasie do 120 min., przy zastosowaniu do 4 U pirofosfatazy na probg.
Liniowos¢ ta zachowana jest do momentu zhydrolizowania 35% poczatkowej ilo$ci substratu

(8-0x0dGTP) (rys. 4.5.2).
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Rys. 4.5.2

Przebieg reakcji hydrolizy 8-0xodGTP pod wptywem pirofosfatazy 8-oxodGTP wyrazony jako przyrost st¢zenia
produktu (8-0xodGMP) w czasie. Reakcje¢ prowadzono w opracowanych warunkach: 40 uM 8-0xodGTP, 70
mM Tris-HCI, pH 8.5, 5 mM MgCl, + ultrafiltrat ekstraktu biatkowego z fibroblastow ludzkich, temp. 37°C
(szczegbdly w rozdziale 3.6.5).

Poczawszy od stezenia substratu rzedu 120 uM zaobserwowano jego hamujacy wplyw na
aktywnos$¢ enzymu (rys. 4.5.4). Wyznaczono wartos¢ statej Michaelisa (K,,) dla pirofosfatazy
8-0x0dGTP w reakcji z 8-0xodGTP, ktora wynosi 8.5 uM w pH 8.5, przy 5 mM stezeniu
jonow magnezu (rys. 4.5.4). Wyznaczona warto$¢ K, $wiadczy o bardzo wysokim

powinowactwie tego enzymu do 8-oxodGTP.
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Rozdziat chromatograficzny produktéw enzymatycznej hydrolizy 8-0xodGTP w trybie wysokosprawnej
chromatografii cieczowej na kolumnie Supelcosil LC-18-T. A) Proba kontrolna: mieszanina zawierajaca 8-
oxodGTP, Tris-HCI, pH 8.5, MgCl,, EDTA inkubowana przez 2h w 37°C z preparatem biatka z
fibroblastéw ludzkich, przesaczonym przez membrang o odcigciu 30kDa (EDTA dodano do mieszaniny
przed dodaniem preparatu biatkowego). B) Mieszanina o tym samym sktadzie, do ktérej EDTA dodano po
2h inkubacji w celu przerwania reakcji enzymatycznej (szczegoly na temat warunkéw oznaczenia w rozdz.
3.6.6). C) Widma fosforanowych pochodnych 8-oxodG zarejestrowane przez detektor spektralny w chwili
ich elucji. Uwaga! Widoczny na obu chromatogramach 8-oxodGDP stanowi niewielkie zanieczyszczenie
preparatu 8-0xodGTP pochodzace ze spontanicznej dekompozycji tego nietrwatego zwiazku.
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Rys. 4.5.4

Krzywa zaleznosci aktywno$ci pirofosfatazy 8-oxodGTP od stgzenia substratu (8-oxodGTP). Oznaczenia
wykonano inkubujac przez 120 min. 2.6 U pirofosfatazy 8-0xodGTP ze wzrastajacymi stgzeniami substratu (pH
8.5). Aktywno$¢ wyliczano na podstawie oznaczenia ilosci powstajacego 8-oxodGMP za pomoca HPLC
(szczegdly w rozdz. 3.6.6 1 3.6.7). Na wstawionym rysunku przedstawiono zalezno$¢ odwrotnosci aktywnosci
enzymatycznej (=szybkosci maksymalnej reakcji przy danym st¢zeniu substratu) od odwrotnosci ze stezenia
substratu wg. Lineweavera-Burka. Warto$¢ K,, wyznaczona wg. metody Lineweavera-Burka wynosi 8.5 uM
(uwaga na krzywej wg. Lineweavera-Burka nie umieszczono punktu odpowiadajacego 120 pM ste¢zeniu
substratu, poniewaz przy tym st¢zeniu dochodzi juz do wyraznego hamowania aktywno$ci enzymu przez
substrat).
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Chociaz ludzka pirofosfataza 8-0xodGTP jest enzymem szczegdlnie specyficznym dla
8-0xodGTP, to jednak jak wykazal Mo 1 wsp. (1992), ma ona rowniez zdolnos¢
hydrolizowania dGTP do dGMP (szerzej to zagadnienie przedstawiono we wstepie).
Powinowactwo tego enzymu do niezmodyfikowanego dGTP jest jednak o wiele nizsze, jak
informuje porownanie staltych K, dla obu substratow (wg. Mo 1 wsp.: Ky, s-oxodgTe =12.5 UM,
a K agrp = 870 uM).

Aktywno$¢ 1 wiasciwosci kinetyczne pirofosfatazy 8-oxodGTP oznaczano w tej pracy w
ultrafiltratach ekstraktow biatkowych z ludzkich fibroblastow, a nie w oczyszczonych
preparatach pirofosfatazy. W celu upewnienia sig, iz oznaczana w ultrafiltratach aktywnos$¢
pirofosfatazowa nalezy do tego samego enzymu, ktéry oczyscit i scharakteryzowat Mo i wsp.,
zbadano takze kinetyke hydrolizy dGTP pod wpltywem tychze ultrafiltratéw biatek
fibroblastoéw. Prezentowane ponizej wyniki $wiadcza o tym, iz ultrafiltraty ekstraktow
biatkowych z fibroblastéw wykazuja jedynie pirofosfatazowa aktywnos$¢ wobec dGTP i
jedyna obserwowana pochodna dG pojawiajaca si¢ w mieszaninach reakcyjnych jest dGMP
(rys. 4.5.6 b). Owa aktywno$¢ pirofosfatazowa wobec dGTP jest rowniez catkowicie zalezna
od jonéw magnezu (rys. 4.5.6 a). Wszystkie oznaczenia aktywnosci pirofosfatazy wobec
dGTP oraz badania kinetyczne przeprowadzono wedtug metod opracowanych dla badan nad
aktywnoscia pirofosfatazy wobec 8-0xodGTP, zamieniajac jedynie zastosowany substrat
(dGTP zamiast 8-0xodGTP). W zastosowanych warunkach reakcja hydrolizy dGTP
zachodzaca pod wptywem ultrafiltratu biatek fibroblastoéw zachowuje liniowo$¢ do momentu

zhydrolizowania 25% poczatkowej ilosci dGTP (rys. 4.5.5).
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Rys. 4.5.5

Przebieg reakcji hydrolizy dGTP pod wpltywem pirofosfatazy 8-oxodGTP wyrazony jako przyrost stezenia
produktu (dGMP) w czasie. Reakcjg prowadzono w opracowanych warunkach: 40 pM dGTP, 70 mM Tris-HCI,
pH 8.5, 5 mM MgCl, + ultrafiltrat ekstraktu biatkowego z fibroblastow ludzkich, temp. 37°C (szczegdly w
rozdziale 3.6.5).
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Nie zaobserwowano natomiast hamowania aktywno$ci enzymu przez substrat (dGTP) w
stezeniu 120 uM, jak to miato miejsce w przypadku 8-oxodGTP jako substratu (rys. 4.5.7).
Wyznaczono warto$¢ statej Michaelisa (K,,) dla reakcji hydrolizy dGTP przez
pirofosfatazowa aktywno$¢ zawarta w ultrafiltracie ekstraktu biatkowego z ludzkich
fibroblastow. Wynosi ona 167 uM, jak obliczono stosujac metode Lineweavera-Burka (rys.
4.5.7). Tym samym dowiedziono, iz obserwowana w ultrafiltratach aktywno$¢
pirofosfatazowa jest specyficzna wobec 8-0xodGTP, poniewaz wartos¢ statej K., dla
hydrolizy 8-0xodGTP jest 20 razy nizsza od wartosci Ky, dla reakcji hydrolizy dGTP.
Zaprezentowane dane eksperymentalne, dotyczace charakterystyki aktywnosci
pirofosfatazy deoksynukleozydotrifosforanowej w ultrafiltratach biatkowych z ludzkich
fibroblastow pozwalaja sadzi¢, ze aktywno$¢ ta pochodzi od enzymu oczyszczonego i
scharakteryzowanego przez Mo 1 wsp. - pirofosfohydrolazy 8-0xodGTP (homologu
bakteryjnego biatka MutT). W ponizszej tabeli porownano cechy charakterystyczne
pirofosfatazy 8-oxodGTP wyizolowanej przez Mo i wsp. (1992) z zaobserwowanymi cechami

enzymu bedacego obiektem tej rozprawy:

Cecha enzymu Mo i wsp. 1992 Badania wlasne
Masa czasteczkowa 18 kDa <30 kDa
Optimum pH dla reakcji

hydrolizy 8-oxodGTP 8 8.5

Zalezno$é od jonoéw Mg®"™ [+ +

K dla reakcji hydrolizy [ 12.5 uM 8.5 uM
8-0xodGTP

K, dla reakcji hydrolizy | 870 uM 167 uM

dGTP
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Rozdziat chromatograficzny produktow enzymatycznej hydrolizy dGTP w trybie HPLC na
kolumnie Supelcosil LC-18-T. A) Proba kontrolna: mieszanina zawierajaca dGTP, Tris-HCI, pH
8.5, MgCl,, EDTA inkubowana przez 2h w 37°C z preparatem biatka z fibroblastow ludzkich,
przesaczonym przez membrang o odcigciu 30kDa (EDTA dodano do mieszaniny przed dodaniem
preparatu biatkowego). B) Mieszanina o tym samym sktadzie, do ktorej EDTA dodano po 2h
inkubacji w celu przerwania reakcji enzymatycznej (szczegoty na temat warunkoéw oznaczenia w
rozdz. 3.6.6). C) Widma fosforanowych pochodnych dG zarejestrowane przez detektor

spektralny w chwili ich elucji.

Uwaga! Widoczny na obu chromatogramach pik dGDP jest wynikiem zanieczyszczenia
handlowego wzorca dGTP przez produkt jego spontanicznej defosforylacji. Trifosforany

nukleozyddéw sa zwigzkami bardzo nietrwatymi.
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Krzywa zaleznosci aktywnosci pirofosfatazy od st¢zenia alternatywnego substratu - dGTP. Oznaczenia
wykonano inkubujac przez 120 min. ultrafiltrat ekstraktu biatkowego z fibroblastow (odpowiadajacy 2.6 U
pirofosfatazy 8-oxodGTP) ze wzrastajacymi stgzeniami substratu (pH 8.5). Aktywno$§¢ wyliczano na podstawie
ilosci powstajacego dGMP, oznaczonego za pomoca HPLC (szczegdlty w rozdz. 3.6.6 i 3.6.7). Na wstawionym
rysunku przedstawiono zalezno$¢ odwrotnosci aktywnosci enzymatycznej (=szybkosci maksymalnej reakcji
przy danym stezeniu substratu) od odwrotnosci ze st¢zenia substratu wg. Lineweavera-Burka. Wartos¢ K,
wyznaczona wg. metody Lineweavera-Burka wynosi 167 pM.
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Warunkiem przeprowadzenia oznaczen aktywnosci pirofosfatazy 8-oxodGTP z
uzyciem 8-0xodGTP lub dGTP jako substratow bylo opracowanie metody doktadnego,
ilosSciowego oznaczania substratu 1 wiasciwego produktu reakcji. Opracowano wigc metode
chromatograficznego rozdzialu 8-oxodGTP od 8-oxodGMP i dGTP od dGMP, w trybie
wysokosprawnej chromatografii cieczowej na kolumnie Supelcosil LC-18-T. Jest to kolumna
0 zlozu mieszanym, na ktorej rozdziat zwiazkow odbywa si¢ jednocze$nie w oparciu o dwa
rodzaje oddziatywan chromatograficznych: oddziatywania jonowymienne oraz oddzialywania
hydrofobowe, charakterystyczne dla chromatografii z odwréconymi fazami. Zastosowanie
takiej kolumny dato mozliwo$¢ opracowania warunkow szybkiego izokratycznego rozdziatu
tri-, di- 1 monofosforanéw deoksynukleozydow. Wyrazna zaleta tego typu kolumny jest fakt
uzyskiwania symetrycznych 1 ostrych pikow zwiazkow ujemnie naladowanych jakimi sa
nukleotydy (w opracowanych warunkach rozdzialu, czasy retencji dla 8-oxodGTP, 8-
oxodGMP, dGTP i dGMP wynosza odpowiednio: 4.7 , 8.0 , 4.1 , 6.6 min.; rys. 4.5.314.5.7).
Zarowno tak znacznej retencji tych zwiazkéw jak 1 symetrycznych, ostrych pikéw nie udaje
si¢ uzyskac¢ stosujac najpopularniejsze w HPLC kolumny z odwrdconymi fazami (C18). Ma
to niebagatelne znacznie dla wysokiej czuto$ci detekcji oznaczanych nukleotydow, ktora jest
konieczna dla udanego przeprowadzania oznaczen w warunkach bardzo niskiego stgzenia
substratow (40 uM), a zwlaszcza produktéw reakcji (nalezy podkresli¢, ze konieczne jest

takze posiadanie bardzo czutego detektora UV w zestawie HPLC).

4.5.2 Wplyw promieniowania jonizujqcego na aktywnos¢ pirofosfatazy 8-oxodGTP
w fibroblastach ludzkich.

Aktywnos¢ pirofosfatazy 8-oxodGTP wedlug opracowanej metody oznaczono w
trzech réznych liniach komoérkowych hodowanych fibroblastow ludzkich: VH 25, VH 25A i
VH 16. Kultura komorkowa kazdej z linii zostata podzielona przed eksperymentem na dwie
czesci, z ktorych jedna stanowita kontrolg, a druga zostala naswietlona promieniowaniem
rentgenowskim (5 cGy, 16h przerwy i 10 cGy, w tempie 20 cGy/min). Po zakonczeniu
eksperymentu (opis do$wiadczenia w rozdz. ,Materialty 1 metody”) zbadano aktywnos$¢
pirofosfatazy 8-oxodGTP w preparatach fibroblastow poddanych 1 nie poddanych
napromieniowaniu. Wyniki doswiadczenia zebrano w tabeli 4.5.1 1 zaprezentowano

graficznie na rys. 4.5.8
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Tabela 4.5.1
Wyniki badan nad aktywnoscia pirofosfatazy 8-oxodGTP w liniach fibroblastow ludzkich eksponowanych
i nie eksponowanych na promieniowanie rentgenowskie.

Linia Stez. biatka w Aktywnos¢ pirofosfatazy 8-oxodGTP Aktywnos¢ pirofosfatazy 8- Srednia warto$¢ aktywnosci
fibroblastéw | ekstrakcie bialkowym w ultrafiltracie (odci¢cie 30kDa) 0x0dGTP na miligram bialka pirofosfatazy 8-oxodGTP na mg
(traktowanie) z fibroblastow ekstraktu bialkowego z fibroblastow ekstraktu bialkowego z bialka ekstraktu bialkowego z 3

[ng/ml] w milijednostkach aktywnos$ci [mU] fibroblastow [ U/ mg piana | powtoérzen [U/mg piakal
(odchylenie standardowe)

VH 25 239 767 640 640 (£45)
prom. X - 833 696
700 584

VH 25 264 916 694 677 (£16)
prom. X + 900 681
866 656

VH 25A 580 2650 913 937 (£17)
prom. X - 2767 954
2733 942

VH 25A 452 2083 920 960 (£28)
prom. X + 2200 972
2233 987

VH 16 550 2383 866 838 (£40)
prom. X - 2383 866
2150 781

VH 16 581 2033 700 757 (£47)
prom. X + 2200 757
2367 814
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5. DYSKUSJA

Badania nad metabolizmem pochodnych 8-oksyguaniny pociagaja za soba
konieczno$¢ syntezy tychze pochodnych z uwagi na to, iz zarowno 8-oksy-2’-
deoksyguanozyna jak i jej fosforanowe pochodne - 5’-monofosforan i 5’-trifosforan - nie sa
handlowo dostgpne.

Jakkolwiek w niniejszej pracy postuzono si¢ opisanymi juz metodami syntezy tych
zwiazkéw, to jednak wprowadzono szereg modyfikacji prowadzacych do maksymalnego
uproszczenia 1 przyspieszenia poszczegdlnych procedur tak, aby mogly by¢ one z
powodzeniem przeprowadzone w pracowniach biochemicznych wyposazonych w
podstawowy sprzet laboratoryjny 1 HPLC. Poniewaz syntezy 8-oksy-2’-deoksyguanozyny, 8-
oksy-2’-deoksyguanozyno-5’-monofosforanu i 8-oksy-2’-deoksyguanozyno-5’-trifosforanu,
nie byly gtownym celem tej pracy, a jedynie punktem wyjscia prowadzonych badan, nie bgda

one tutaj dalej dyskutowane.

Promieniowanie jonizujace jest czynnikiem fizycznym powodujacym rozliczne
uszkodzenia DNA obserwowane zarowno w eksperymentach in vitro jak i in vivo, na ktére
skladaja si¢ aberracje chromosomowe, pojedyncze i podwodjne peknigcia nici DNA oraz
szereg modyfikacji chemicznych powstajacych w obrgbie deoksyrybozy, a przede wszystkim
w obregbie zasad DNA (Fong i wsp., 1995; Ruiz de Almodovar i wsp., 1994; Buatti i wsp.,
1992; Von Sonntag, 1987; Nackerdien 1 wsp., 1992; Fischer-Nielsen i wsp., 1994). Za
najbardziej prawdopodobna drogg powstawania 8-oksydeoksyguanozyny w DNA komorek
naswietlanych promieniowaniem rentgenowskim uwaza si¢ reakcje reszty guaniny z
rodnikiem hydroksylowym powstajacym w procesie radiolizy wody, stanowiacej 75-85%
masy komorki (zagadnienie to oméwiono we wstepie).

Wyniki zaprezentowane w niniejszej pracy wskazuja, iz ekspozycja pacjentow na
terapeutyczne dawki promieniowania rentgenowskiego powoduje wyrazny wzrost ilosci 8-
oxodG w DNA limfocytow izolowanych z krwi obwodowej. Podobne zjawisko
zaobserwowali Wilson 1 wsp. (1993). Analizowali oni ilo$¢ 8-0xodG w DNA limfocytarnym
pacjentdw cierpiacych na raka sutka, ptuc i gruczotu krokowego, eksponowanych na dawki
promieniowania jonizujacego rzedu 180-240 cGy. Jednakze poréwnywali oni poziom tego
zmodyfikowanego nukleozydu w DNA naswietlanych pacjentoéw z poziomem oznaczonym w

DNA ludzi nie poddanych radioterapii. Z uwagi na szereg doniesien wykazujacych, iz ilo$¢ 8-
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oxodG w DNA charakteryzuje si¢ duza zmiennos$cia osobnicza (Olinski i wsp., 1992; Jaruga i
wsp., 1994; Olinski i wsp., 1995), w niniejszej pracy porownywano poziom 8-oxodG w DNA
tych samych pacjentéw, oznaczony przed i1 bezposrednio po zakonczeniu ekspozycji
radioterapeutycznych.

Poziom 8-0xodG w limfocytarnym DNA pacjentéw przed rozpoczeciem zabiegdw
radioterapeutycznych wahat si¢ migdzy 8 a 14 czasteczek 8-oxodG na 100,000
niezmodyfikowanych czasteczek dG. Te relatywnie wysokie warto$ci kontrolne wynikaja
prawdopodobnie z faktu, iz wszyscy badani pacjenci cierpieli na wysoko zaawansowane
stadium rozwoju choroby nowotworowej, czemu moze towarzyszy¢ obnizenie skutecznos$ci
funkcjonowania elementow systemu antyoksydacyjnego organizmu i podwyzszenie ilo$ci
oksydacyjnych pochodnych zasad w DNA (Szatrowski 1 Nathan, 1991; Feig i wsp., 1994;
Toyokuni i wsp., 1995). Ekspozycja pacjentow na terapeutyczne dawki promieniowania
rentgenowskiego (3000 cGy, dawka dzienna 200 cGy) spowodowata istotny wzrost poziomu
8-0x0dG w limfocytarnym DNA pacjentow. Wzrost ten byl ré6zny w zalezno$ci od pacjenta i
wynosit od 50 do 100% w stosunku do wartosci kontrolnej (przed naswietlaniem), pomimo 1z
wszyscy pacjenci otrzymali identyczna dawke pochlonigta promieniowania jonizujacego. Ta
nieréwnocenno$¢ odpowiedzi wskazywaé moze na duze rdéznice migdzyosobnicze w zakresie
wrazliwosci na promieniowanie i/lub wydolno$ci systemu naprawy DNA u poszczeg6élnych
chorych, co w konsekwencji moze znalez¢ swoje odzwierciedlenie w ilosci oksydacyjnie
zmodyfikowanych zasad w DNA (Setlow, 1983; American Association for Cancer Research
Special Conference, Risk assessment in environmental carcinogenesis, Cancer Res. 54, 1994).
Dalsze badania w tym kierunku, obejmujace wigksza grupe pacjentow mogltyby pomoc w
znalezieniu odpowiedzi na pytanie, czy obserwowana zmienno$¢ w zakresie wzrostu ilosci 8-
oxodG w DNA naswietlanych chorych moze mie¢ jaka$ warto$¢ prognostyczng, innymi
stowy, czy pacjenci rdzniacy si¢ w zakresie badanego parametru, wykazuja réwniez rdzny
stopien promieniouleczalno$ci zmian nowotworowych ?

W przypadku pacjenta D oznaczono rowniez poziom 8-oxodG w limfocytarnym DNA
po 24 godzinach od ostatniej ekspozycji na promieniowanie. Zaobserwowano wyrazny
spadek ilosci 8-oxodG w porownaniu z warto$cig zarejestrowana tuz po zakonczeniu ostatniej
ekspozycji, co sugeruje istnienie efektywnych mechanizméw usuwajacych ten rodzaj
uszkodzenia z DNA limfocytéw pacjenta. Do chwili obecnej dowiedziono istnienia kilku

enzymow naprawy DNA spetniajacych powyzsza funkcje (przeglad we wstepie).
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Ponad 5% populacji ludzi chorych na raka, to jednostki wykazujace nadwrazliwo$¢ na
promieniowanie jonizujace na tle genetycznym, zwiazana najczgsciej z brakiem zdolnosci do
efektywnej naprawy roéznych typoéw uszkodzen DNA (Busch, 1994). Pacjenci tacy czgsto
doznaja szeregu powiklan popromiennych, z wtdrnymi nowotworami wlacznie. Obecnie
poszukuje si¢ diagnostycznych metod rozpoznawania u pacjentow nadwrazliwosci przed
przystapieniem do zabiegdw radioterapeutycznych, co pozwoliloby na optymalizowanie
dawki promieniowania jonizujacego w przypadku kazdego pacjenta, a w razie skrajnej
wrazliwos$ci - na odrzucenie radioterapii na rzecz innych metod terapii nowotworow. W
przypadku niewydolnosci systemu naprawy oksydacyjnych uszkodzeh DNA typu 8-
oksyguaniny, metoda taka mogloby by¢ naswietlanie krwi pacjentow w celu zbadania
dynamiki powstawania i usuwania 8-oksydeoksyguanozyny z DNA limfocytow.

Inne potencjalne zastosowanie diagnostyczne oznaczen 8§-oksy-2’-deoksyguanozyny
w przebiegu radioterapii zwiazane jest z ocena promienioczuto$ci guzéw nowotworowych.
Od dawna wiadomo, iz poszczegdlne rodzaje nowotworéw znacznie rOznig sig
promienioczuto$cia, co moze by¢ zwiazane z wydolnos$cia procesOw naprawy DNA w
komoérkach nowotworowych. Informacja na temat promienioczulo$ci guza nowotworowego
pozwala na dobranie najodpowiedniejszej metody terapeutycznej. Zaproponowane w
ostatnich latach metody oceny promienioczuto$ci guzéw nowotworowych polegaja na
pobraniu droga biopsji komorek guza i badaniu ich przezywalno$ci po ekspozycji na
promieniowanie jonizujace (zdolno$¢ do tworzenia kolonii na plytkach agarowych
wysyconych odpowiednim medium hodowlanym). Gléwnym ograniczeniem w szerokim
zastosowaniu klinicznym tej metody jest jej czasochlonno$¢ (ok. 4 tygodni) i kosztownos¢.
Badania dotyczace korelacji pomigdzy dynamika powstawania i usuwania 8-oxodG w
naswietlonych in vitro komorkach guzéw a ich charakterystyczna promienioczutoscia,
ujawniajaca si¢ w przebiegu radioterapii, moglyby da¢ nadzieje na opracowanie o wiele mnie;j
czasochtonnej metody szacowania promienioczulosci guzéw nowotworowych. Techniczna
realizacja takich badan wydaje si¢ by¢ mozliwa, poniewaz ostatnio opisano modyfikacje
metody oznaczania poziomu 8-oxodG w DNA wyizolowanym z iloSci materiatu
biologicznego odpowiadajacej tej pobieranej podczas biopsji (Adachi 1 wsp., 1995; Nakae i
wsp., 1995).
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Obserwowane in vivo podwyzszanie si¢ poziomu oksydacyjnych pochodnych zasad w
DNA pod wptywem promieniowania jonizujacego (lub czynnikoéw chemicznych) oraz jego
obnizanie si¢ po pewnym czasie jest zapewne wypadkowa kilku procesow, a mianowicie:
- powstawania zmodyfikowanej zasady pod wptywem wymienionych czynnikow
- usuwania powstalego uszkodzenia przez enzymy naprawy DNA
- samorzutnego (nieenzymatycznego) rozpadu produktu modyfikacji lub jego dalsze;j
modyfikacji
Zarowno procesy prowadzace do powstawania zmodyfikowanych zasad w DNA, jak i
procesy ich pdzniejszej naprawy sa obecnie obiektem intensywnych badan. Niewiele uwagi
natomiast poswigcano do chwili obecnej zagadnieniom stabilnosci produktéw modyfikacji
DNA (zwtaszcza oksydacyjnych), cho¢ parametr ten moze mie¢ kluczowe znaczenie dla
efektow biologicznych powodowanych przez poszczegoélne pochodne zasad.
Stad tez spadek ilosci 8-oksyguaniny w DNA trudno jednoznacznie zakwalifikowa¢ jako
skutek naprawy enzymatycznej, dopoki nie znana jest chemiczna trwalo$¢ tego produktu w
DNA. W tym konteks$cie szczegdlnie istotna jest informacja na temat trwatosci wiazania N-
glikozydowego laczacego zmodyfikowana zasade z reszta deoksyrybozy, poniewaz jak
wiadomo, szereg pochodnych guaniny jest szczegolnie podatna na spontaniczna depurynacje.
Stabilno$¢ wiazan N-glikozydowych nukleozydéw bedacych typowymi produktami
modyfikacji przez wolne rodniki tlenowe nie byla dotad obiektem badan. Laayoun 1 wsp.
(1994) badali natomiast labilno§¢ hydrolityczna deoksynukleozydéw purynowych
zmodyfikowanych w pozycji C8 takimi podstawnikami jak -Br, -SH, -SCH3,
-S-CH2-CH2-CH3, -SO2CH3. W przypadku wszystkich tego typu pochodnych 2’-
deoksyguanozyny obserwowali oni drastyczna labilizacje wiazania N-glikozydowego w
porownaniu do niezmodyfikowanej deoksyguanozyny (w skrajnym przypadku pochodnej
metylosulfonowej odnotowano przyspieszenie szybkosci hydrolizy o 29000 razy). Wykazali
oni takze wyrazna dodatnia korelacje¢ pomigdzy elektrofilowoscia danego podstawnika
wyrazona w postaci wartosci statej Hammeta 1 Tafta, a labilnoscia wigzania N-
glikozydowego zmodyfikowanej nim deoksyguanozyny w pozycji C8. Wszystkie przebadane
przez nich podstawniki charakteryzuja si¢ dodatnimi warto$ciami statej Hammeta i Tafta, a
ich wprowadzenie w pozycj¢ C8 deoksyguanozyny powoduje wyrazng labilizacj¢ wiazania
N-glikozydowego.
Wyniki prezentowane w niniejszej pracy dowodza wyraznej stabilizacji wiazania N-

glikozydowego w czasteczce 8-oxodG w pordéwnaniu z dG. Spostrzezenie to pozwala na
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wyciagnigcie pewnych wnioskdw dotyczacych formy tautomerycznej 8-oxodG. W
przewazajacej czg$ci prac poswigconych 8-oksy-2’-deoksyguanozynie (zwlaszcza tych o
charakterze klinicznym), czasteczka ta jest nazywana 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyna. Ta
zwyczajowa nazwa zwiazku pochodzi z okresu, kiedy posiadano bardzo skape informacje na
temat jego tautomerii. Zaktadano woweczas, iz przewazajacym tautomerem jest forma 6-keto-
8-enol (rys. 5.1). Gdyby tak rzeczywiscie bylo, to uwzgledniajac warto$¢ statej Hammeta 1
Tafta dla grupy -OH rowna +0.1, musieliby$my obserwowac znaczna labilizacj¢ wiazania N-
glikozydowego 8-hydroksy-dG (rys. 5.1) w poréwnaniu z dG. Tak jednak nie jest, co
przemawia za tym, iz dominujaca forma tautomeryczna jest forma posiadajaca grupeg
ketonowa w pozycji C8 (rys. 5.1). Literatura ostatnich lat dostarcza rozlicznych dowodéw na

taki stan rzeczy.
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6,8-diketon 6-enolo-8-keton 6-keto-8-enol 6,8-dienol
Rys. 5.1

Potencjalne formy tautomeryczne 8-oksy-2’-deoksyguanozyny. Reszt€ deoksyrybozy oznaczono jako dR.

Badania struktury 9-etylo-8-hydroksyguaniny metoda krystalografii rentgenowskiej
wykazaly, ze przyjmuje ona formg 6,8-diketo (Kasai 1 wsp., 1987). Juz w 1977 roku Uesugi 1
Ikehara sugerowali na podstawie badan prowadzonych metoda jadrowego rezonansu
magnetycznego, ze substytucja atomem tlenu w pozycji C8 guaniny spowoduje powstanie
pochodnej o konformacji 6,8-diketo. Aida i Nishimura przeprowadzili w 1987 r. (Aida i
Nishimura, 1987) obliczenia kwantowe na poziomie ab initio, ktoére wykazaly istnienie dwu
stabilnych form tautomerycznych 8-hydroksyguaniny, formy 6,8-diketo i 6-enolo-8-keto (rys.
5.1). Tautomer 6,8-diketo charakteryzuje si¢ najnizsza energia i dzigki temu uznany zostal za
najbardziej stabilna formg tej zasady. Najpowazniejszy wklad w badania nad struktura
nukleozydu, éwczesnie powszechnie nazywanego 8-hydroksydeoksyguanozyna wniesli w
1989 r. Culp i wsp. stosujac szereg metod eksperymentalnych. Badacze ci zastosowali
spektroskopi¢  jadrowego rezonansu magnetycznego, spektroskopie¢ w  zakresie
promieniowania podczerwonego i ultrafioletowego, a takze wyznaczyli state rownowagi dla

przej$¢ tautomerycznych w réznych pH. Dla przejscia tautomerycznego 6,8-diketo < 6-
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enolo-8-keto pKa wynosi 8, a zatem w pH fizjologicznym oczekiwa¢ mozna zdecydowane;j
przewagi formy 6,8-diketo. Natomiast warto§¢ pKa dla przejscia tautomerycznego 6-enolo-8-
keto < 6,8-dienolo wynosi 12. Wszystkie z zastosowanych metod potwierdzity zdecydowana
przewage tautomeru 6,8-diketo tzw. 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyny w roztworach o pH
fizjologicznym, a takze w stanie statym.

Wysoka stabilno$¢ 8-oksy-2’-deoksyguanozyny ma zapewne takze biologiczne
implikacje. Do chwili obecnej opublikowano szereg doniesien dotyczacych wyraznej
akumulacji 8-oxodG w DNA starzejacych si¢ organizmow (Hayakawa 1 wsp., 1992;
Takasawa i wsp., 1993; Mecocci i wsp., 1993; Homma i wsp., 1994; Sohal i wsp., 1994). Fakt
ten wiazany jest z podwyzszajacym si¢ ryzykiem wystapienia procesOw nowotworowych i
choréb degeneracyjnych wieku starczego. Warunkiem koniecznym wystapienia akumulacji
okreslonej pochodnej zasady w DNA jest oprocz niewydolnos$ci procesow naprawczych takze
stabilno$¢ tejze pochodnej, w tym stabilno$¢ wiazania N-glikozydowego wiazacego ja ze
zrgbem fosfocukrowym DNA  dhlugozyjacych komorek somatycznych. Uwalnianie
niezmodyfikowanych zasad purynowych z DNA jest procesem spontanicznym. Wedtug
Lindahla w DNA pojedynczej komoérki dochodzi do okoto dziesigciu tysigcy spontanicznych
depurynacji w ciagu jednego dnia (Lindahl, 1993). To oznacza, ze w skali roku okoto 1 na
1000 puryn genomu komoérki podlega¢ moze spontanicznemu odszczepieniu. Tempo
depurynacji spontanicznej drastycznie zwigksza si¢ w przypadku wigkszosci pochodnych
guaniny (np. 7-metyloguaniny). 8-Nitroguanina powstajaca w DNA pod wptywem
nadtlenoazotynu charakteryzuje si¢ szczegdlnie wysokim tempem depurynacji, jej czas
poltrwania w DNA jest rzedu 4 godzin w temperaturze 37°C i pH 7.4 (Yermilov i wsp.,
1996).

Biorac pod uwage zdecydowanie wigksza stabilno$¢ wiazania N-glikozydowego wiazacego
8-oksyguaning ze zrgbem fosfocukrowym nalezy uznaé, iz 8-oxoGua jest szczegdlnie
trwalym produktem oksydacyjnego uszkodzenia DNA 1 niepodatnym na spontaniczna
hydroliz¢. Zatem za uwalnianie 8-oksyguaniny z DNA komodrkowego odpowiedzialne sa
glownie enzymy naprawcze scharakteryzowane w rozdziale 1.11. Fakt ten moze mied
zwiazek z obserwowana eksperymentalnie wysoka mutagenno$cia tej modyfikacji guaniny in
vivo. Obserwacja ta zostala w ostatnim czasie potwierdzona przez Chernikova i wsp. (1996),
ktorzy badali stabilno$¢ wiazania N-glikozydowego deoksyguanozyny, guanozyny oraz ich 8-
oksypochodnych w wysokich temperaturach, niskim pH oraz w warunkach ekspozycji na

promieniowanie jonizujace.
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Cho¢ jak wykazano, 8-oksydeoksyguanozyna jest czasteczka bardzo stabilna, to
jednak w moczu ludzi 1 innych ssakow obserwuje si¢ obecno$¢ zaréwno 8-
oksydeoksyguanozyny jak 1 wolnej zasady - 8-oksyguaniny, przy czym ta ostatnia wydalana
jest w wigkszych ilosciach (Shigenaga i wsp. 1994; Suzuki i wsp. 1995). Zapewne wolna
zasada nie jest w tym przypadku produktem spontanicznej depurynacji nukleozydu. Rodzi si¢
wigc pytanie o zrodlo 8-oxodG i 8-oxoGua obserwowanych w moczu ssakow. W $wietle
obecnego stanu wiedzy pierwsza narzucajaca si¢ hipoteza jest pochodzenie obu czasteczek z
procesOw naprawy DNA. Do chwili obecnej zidentyfikowano kilka enzymow ludzkich
usuwajacych 8-oxoGua z DNA.

Bessho 1 wsp. dowiedli istnienia w ekstraktach jadrowych komérek ludzkich dwu enzymow
wycinajacych 8-oksyguaning z DNA, charakteryzujacych si¢ odmiennym mechanizmem
dziatania (Bessho 1 wsp., 1993 a). Pierwszy z nich to 8-oxoGua N-glikozylaza, wycinajaca 8-
oksyguaning z dwuniciowych fragmentéw DNA, zawierajacych 8-oxoGua sparowana z
cytozyna, tymina lub guanina. Produktem jej dzialania jest wolna 8-oxoGua i dwuniciowy
DNA zawierajacy miejsce apurynowe. Drugi z odkrytych enzyméw posiada aktywnos¢ 8-
oxoGua endonukleazy, ktora wykazuje zardowno aktywno$¢ N-glikozylazowa (uwalnia wolna
8-oksyguaning), ale zdolny jest takze do katalizowania reakcji hydrolizy wigzan
fosfodiestrowych w DNA, prowadzac do wycigcia fragmentu odpowiadajacego
deoksyrybozo-3’,5’-difosforanowi z dwuniciowego DNA w miejscu wcze$niejszego wycigeia
8-oxoGua. Udowodniono, iz enzym scharakteryzowany wczesniej jako N-metylopuryno-
DNA-glikozylaza, funkcjonujacy w tkankach ludzkich i mysich, posiada rowniez aktywno$¢
N-glikozylazowa wobec 8-oksyguaniny zawartej w dwuniciowym DNA (Bessho i wsp., 1993
b).

Jak dotad nie scharakteryzowano ssaczych enzymow naprawy DNA, ktore odpowiedzialne sa
za usuwanie 8-oksyguaniny w postaci nukleozydu lub fragmentu oligonukleotydowego
zawierajacego to uszkodzenie. Pomimo to, wigkszo$¢ badaczy wuznaje 8-oxodG za
charakterystyczny produkt naprawy oksydacyjnie uszkodzonego DNA . Istnieja pewne
dowody posrednie, iz w komorkach bakteryjnych za napraw¢ DNA zawierajacego 8-
oksyguaning odpowiedzialne sa takze enzymy naprawy przez wycinanie, takie jak kompleks

UvrABCD endonukleazy (Shennan i wsp., 1996).
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W biezacej literaturze panuje duza zgodno$¢ co do zastosowania oznaczen 8-oxoGua lub 8-
oxodG w moczu jako bardzo dobrego markera uszkodzen oksydacyjnych DNA in vivo.
Opinia taka opiera si¢ jednak na nastgpujacych zatozeniach:

1. 8-oksy-2’-deoksyguanozyna i 8-oksyguanina obecna w moczu pochodza w calosci z
badanego organizmu i nie sa pobierane przez przewod pokarmowy wraz z pokarmem.

2. W badanym organizmie nie istnieja zadne systemy enzymatycznej oksydacji guaniny lub
jej pochodnych nukleozydowych Ilub nukleotydowych, zdolne do jej katalitycznej
oksydacji w pozycji C8.

3. 8-OxoGua 1 8-0x0dG obserwowane w moczu pochodza w zdecydowanej wigkszosci z
procesow oksydacji DNA, a nie wolnej guaniny, wolnej deoksyguanozyny lub jej
pochodnych fosforanowych.

4. 8-OxoGua i 8-0x0dG sa koncowymi produktami katabolizmu i nie podlegaja w organizmie
dalszym procesom degradacji enzymatyczne;.

Najbardziej kompleksowe badania majace na celu potwierdzenie stusznosci powyzszych

zatozen przeprowadzone zostaty przez zespdt Amesa z zastosowaniem modelu zwierzecego

(Shigenaga 1 wsp., 1989). Dowiedli oni, iz 8-0xodG obecna w moczu szczura nie powstaje na

skutek oksydacji deoksyguanozyny (dG) przez sktadniki moczu. Dozylne podanie szczurom

trytowanej dG nie powodowalo pojawienia si¢ w moczu znakowanej 8-oxodG.

Dziewietnastodniowa inkubacja moczu zawierajacego [H’]dG w temperaturze 4°C nie

prowadzita do powstania zauwazalnych ilosci [H’]8-oxodG. W celu zbadania potencjalnej

mozliwosci powstawania 8-0xodG z dG pod wplywem enzyméw cytozolowych, inkubowali
oni [H']dG przez 60 min. (37°C) z frakcja biatek rozpuszczalnych watroby szczurzej. Nie
zaobserwowali jednak formowania [H’]8-0xodG stosujac HPLC z bardzo czulg detekcja
radiochemiczna. W celu sprawdzenia potencjalnej aktywnosci hydroksylazowej cytochromu
P-450 wobec dG inkubowali oni [H*]dG z mikrosomami izolowanymi z watroby myszy,
takze nie obserwujac powstawania [H’]8-oxodG. Przeprowadzone przez tych autoréw
eksperymenty dowiodty, ze znakowana 8-0xodG jest pobierana do ustroju przez uktad
pokarmowy szczura i wydalana z moczem w ilosci odpowiadajacej 2% calkowitej ilosci
podanej dozotadkowo. Na szczegdlna uwage zasluguje fakt, iz poczawszy od drugiego dnia
po podaniu [H']8-0x0dG w moczu obserwowano gtéwnie niezidentyfikowany produkt

degradacji [H’]8-0x0dG. Podanie dozylne 4 pCi [H*]8-0x0dG prowadzito do wydalania 66%

podanej ilosci w ciagu pierwszych 24 h, przy czym nie obserwowano w moczu zadnych

produktow degradacji [H?]8-0x0dG.
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W S$wietle przeprowadzonych dotychczas badan bardzo wazne wydaje si¢ zbadanie
potencjalnych mozliwosci degradacji 8-oxoGua 1 8-oxodG przez klasyczne enzymy

katabolizmu nukleozydow purynowych (rys. 5.2).

Produkty naprawy DNA
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Szlak katabolizmu deoksyguanozyny (z lewej), z charakterystycznym dla naczelnych, ptakow, gadow i owadow
koncowym produktem katabolizmu - kwasem moczowym oraz hipotetyczne drogi katabolizmu 8-oksy-2’-
deoksyguanozyny i 8-oksyguaniny (z prawej). Pi - ortofosforan, PNP-aza - fosforylaza nukleozydow
purynowych, dRyb-1-P - deoksyrybozo-1-fosforan, Gua - guanina, 8-oxoGua - 8-oksyguanina, XA - ksantyna,
UA - kwas moczowy.

-oxoGua

Wyniki badan prezentowane w tej pracy wykazuja, iz ludzka fosforylaza nukleozydow

purynowych, katalizujaca fosforoliz¢ wiazania N-glikozydowego inozyny, deoksyinozyny,
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guanozyny 1 deoksyguanozyny, nie katalizuje fosforolitycznego rozszczepienia 8-oxodG do
wolnej 8-oksyguaniny i deoksyrybozo-1-fosforanu. Homogenaty nerek ludzkich nie wykazuja
obecnosci zadnej aktywnosci hydro- lub fosforolitycznej wobec 8-0xodG (obserwacje wilasne:
Biatkowski i Olinski, 1995). Wyniki te wskazuja, iz ten zmodyfikowany nukleozyd jest
najprawdopodobniej koncowym produktem katabolizmu fosforanow 8-oxodG lub/i naprawy
DNA. Obserwowane przez zespot Amesa produkty degradacji [H?]8-0xodG w moczu gryzoni
sa by¢ moze efektem dziatania enzymu(6w) specyficznych dla nabtonka jelitowego. Stadler i
wsp. donosza u wuzyciu fosforylazy nukleozydow purynowych do syntezy 8-
oksydeoksyguanozyny (Stadler 1 wsp., 1994). Autorzy ci sugeruja zdolnos¢ uzytej fosforylazy
do katalizowania reakcji tworzenia nukleozydu z wolnej 8-oksyguaniny i deoksyrybozo-1-
fosforanu, jednakze warunki w jakich prowadzili oni reakcj¢ odbiegaja znacznie od
warunkow fizjologicznych (np. uzycie 20% DMSO w srodowisku reakcyjnym). Poza tym nie
podaja oni z jakiego gatunku pochodzita uzyta przez nich fosforylaza (prawdopodobnie byt to

enzym bakteryjny).

Koncowym produktem katabolizmu puryn w ludzkim organizmie jest kwas moczowy
(rys. 5.2), dlatego zbadano rowniez mozliwos¢ hydrolitycznej dezaminacji 8-oksyguaniny
przez guanazg. Gdyby 8-oksyguanina byta substratem tego enzymu, w reakcji powstawatby
wlasnie kwas moczowy. Wykazano jednak, ze guanaza z watroby krolika nie katalizuje
dezaminacji 8-oxoGua. Z powodu braku handlowego preparatu ludzkiej guanazy, postuzono
si¢ enzymem kroliczym. Jednakze wielogodzinna inkubacja 8-oksyguaniny z homogenatem
nerki ludzkiej nie prowadzi do przeksztalcania jej do jakiegokolwiek innego zwiazku
(obserwacje wilasne: Bialkowski 1 Olinski, 1995). O braku aktywnos$ci guanazy z watroby
kroliczej wobec 8-oksyguaniny donosi rowniez zespot Luneca (Finnegan i wsp., 1995,
Herbert 1 wsp., 1996).

Uznanie obecnos$ci 8-oksyguaniny w moczu za charakterystyczny marker uszkodzen
oksydacyjnych DNA zaktada rowniez brak enzymow zdolnych do katalitycznej oksydacji
czasteczki guaniny w pozycji C8 (punkt 2 zatozen). Oksydaza ksantynowa jest enzymem
katalizujacym oksydacje ksantyny w pozycji C8 z wytworzeniem kwasu moczowego.
Zbadano zatem potencjalng mozliwo$¢ enzymatycznego tworzenia §-oksyguaniny z guaniny
pod wplywem oksydazy ksantynowej z mleka krowiego (niestety preparaty ludzkiej oksydazy
ksantynowej nie sa handlowo dostgpne). Nawet wielogodzinna inkubacja guaniny z wysokimi

stezeniami tego enzymu, prowadzona w warunkach optymalnych dla dziatania enzymu, nie
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prowadzi do powstania zauwazalnych ilosci 8-oksyguaniny. Nalezy wigc wykluczy¢
mozliwo$¢ powstawania 8-oksyguaniny na drodze enzymatycznej tego rodzaju.

Zaprezentowane wyniki dowodza wigc czeSciowo stuszno$ci zatozen zwiazanych z
traktowaniem obecnych w moczu 8-oxoGua i 8-0xodG jako charakterystycznych markerow

uszkodzen oksydacyjnych DNA in vivo.

Zapewne 8-0xodG 1 8-oxoGua wydalane z moczem nie pochodza jednak jedynie z
naprawy, czy degradacji kwasow nukleinowych. Jak dowiedziono w ostatnich latach, zrodtem
8-oksyguaniny w DNA nie jest tylko bezposrednia modyfikacja czasteczki guaniny obecnej w
tej makromolekule, ale moze by¢ ona rowniez wprowadzana do nowo syntetyzowanego DNA
z puli wolnych nukleotydow. 8-OxodGTP powstajacy w puli wolnych nukleotydow pod
wplywem reaktywnych form tlenu jest bowiem substratem dla polimeraz DNA i moze by¢
wlaczany do syntetyzowanej nici naprzeciw guaniny i adeniny. Zwtaszcza ten drugi sposob
inkorporacji wydaje si¢ powodowaé pdzniejsze mutacje punktowe, gtownie transwersje typu
A => C (Cheng i wsp., 1992). Jednym z elementéw systemu ochronnego, majacego na celu
zabezpieczy¢ komorke przed niebezpiecznymi konsekwencjami oksydacji guaniny w pozycji
C8, jest system bialek degradujacych uszkodzony, mutagenny substrat dla syntezy DNA - 8-
oxodGTP (Maki i Sekiguchi, 1992; Mo i wsp., 1992; Hayakawa i wsp., 1995),. Najwazniejsza
funkcje posrod biatek tego systemu wydaje sie petni¢ niezwykle konserwatywna ewolucyjnie
(Koonin, 1993) fosfohydrolaza hydrolizujaca 8-0xodGTP do 8-0xodGMP i pirofosforanu,
zwana pirofosfohydrolaza (lub pirofosfataza) 8-oxodGTP, czasami nieprawidlowo nazywana
8-0xodGTP-aza. Istnienie jej aktywnosci lub obecnos¢ genu kodujacego to biatko
potwierdzono do chwili obecnej u ok. 10 gatunkow (gléwnie bakterii 1 ssakdéw). Brak
aktywnosci tego biatka, nazwanego w E. coli biatkiem MutT (produkt genu mutT) powoduje
zwigkszenie czgstosci mutacji punktowych w komorkach E. coli nawet o 10000 razy (Maki i
Sekiguchi, 1992).

Biorac pod uwage istotna, antymutagenna funkcje tego enzymu mozna oczekiwaé bardzo
czutego systemu regulacji jego aktywno$ci. Poniewaz podwyzszone stgzenie wlasciwego
substratu dla tego enzymu w komorce (8-oxodGTP) zwiazane jest bezwzglednie z
podwyzszona ekspozycja komoérki na dziatanie reaktywnych form tlenu (RFT), autor tej pracy
postanowit postuzy¢ si¢ najpowszechniejszym czynnikiem wyzwalajacym formowanie RFT -
promieniowaniem jonizujacym, w celu zbadania ewentualnych zmian poziomu aktywnosci

tego enzymu w liniach hodowlanych ludzkich fibroblastow. Innymi stowy, postanowiono
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zbadac¢, czy komorki plastycznie modeluja aktywno$¢ pirofosfatazy 8-oxodGTP w warunkach
podwyzszonego narazenia na mutagenny 8-oxodGTP. Wybdr promieniowania X jako
czynnika wyzwalajacego potencjalng odpowiedz adaptacyjna wydaje si¢ by¢ celowy ze
wzgledu na fakt, iz promieniowanie jonizujace jest najlepiej rozpoznanym czynnikiem
wyzwalajacym odpowiedz adaptacyjna na stres oksydacyjny. Odpowiedz adaptacyjna polega
na tym, iz komorki naswietlone wstgpnie niskimi (adaptujacymi) dawkami promieniowania
jonizujacego wykazuja zwigkszona odporno$¢ na formowanie si¢ rdéznych objawow
uszkodzen DNA lub podwyzszona zdolno$¢ do naprawy tych uszkodzen po ich ekspozycji na
wysokie dawki promieniowania, w poréwnaniu z komodrkami nie traktowanymi wstgpnie
promieniowaniem jonizujacym. Uszkodzenia DNA w przebiegu doswiadczen tego typu
obserwowano najczesciej na poziomie cytogenetycznym (pgknigcia  chromatyd,
dicentryczno$§¢ 1 pierScieniowato§¢ chromosomow, tworzenie mikrojaderek, indukcja
wymiany chromatyd siostrzanych) lub za pomoca testu kometkowego (ang. comet assay).
Funkcjonowanie tego typu odpowiedzi adaptacyjnej udowodniono w eksperymentach
przeprowadzanych na ludzkich limfocytach (Olivieri 1 wsp., 1984; Shadley 1 Wolff, 1987;
Sankaranarayanan i wsp., 1989; Shadley i Wiencke, 1989; Cai i Liu, 1990, Wojcik 1 wsp.,
1996) 1 fibroblastach (Azzam i wsp., 1992).

Limfocyty ludzi eksponowanych na dzialanie niskich dawek promieniowania jonizujacego
wykazuja wigksza zdolno$¢ do prowadzenia naprawy DNA (Crawford 1 Davies, 1994).
Podobne procesy adaptacyjne obserwowano w przypadku stresu oksydacyjnego
powodowanego reaktywnymi formami tlenu. Zjawisko nabywania zwigkszonej odpornosci na
wyzsze stgzenia H,O, po uprzednim potraktowaniu komorek relatywnie niskimi st¢zeniami
H,0, obserwowano najpierw u organizméw prokariotycznych jak E. coli i Salmonella
typhimurium (Demple i1 Halbrook, 1983; Christman i wsp., 1985), a pdzniej takze u
organizméw eukariotycznych, w komdrkach fibroblastéw chomika (Spitz i wsp., 1987; Laval,
1988; Wiese 1 wsp., 1995), wolowych komorkach $rédbtonka (Lu i wsp., 1993), a takze w
komorkach drozdzy (Davies i wsp., 1995). Co bardzo ciekawe, czg¢sto obserwowanym
zjawiskiem jest tzw. krzyzowo$¢ odpowiedzi adaptacyjnej. Oznacza to, ze odpowiedz
adaptacyjna na dziatanie jednego czynnika mozna uzyska¢ stosujac jako bodziec adaptacyjny
zupehie inny czynnik. Poddanie fibroblastow chomiczych i szczurzych komoérek watrobiaka
H4 dziataniu uktadu ksantyna / oksydaza ksantynowa, produkujacemu zaréwno nadtlenek
wodoru jak i anionorodnik ponadtlenkowy, wywotywato pdzniejsza odpornos¢ tych komorek

na dzialanie nadtlenku wodoru i promieniowania y (Laval, 1988). Podobne zjawisko
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odpornosci krzyzowej (adaptacja poprzez H,0O;) obserwowat Gupta i wsp., (1988) w
odniesieniu do nastgpowego dziatlania promieniowania y lub N-metylo-N’-nitro-N-
nitrozoguanidyny. Cortes 1 wsp. (1994) wykazali wyrazny efekt adaptacji ludzkich
limfocytow na dziatanie promieniowania jonizujacego po ich wst¢pnym kondycjonowaniu
250 uM nadtlenkiem wodoru. Ta krzyzowos¢ reakcji oraz spostrzezenie, iz owa odpowiedz
adaptacyjna jest zawsze uzalezniona od syntezy biatka de novo (Liu 1 wsp., 1987; Cai i Liu,
1990), zwiazana jest z funkcjonowaniem w komoérkach pro- i eukariotycznych spdjnego
systemu indukcji wielu genow pod wptywem specyficznych czynnikdéw transkrypcyjnych
uaktywnianych przez reaktywne formy tlenu (Jurgowiak, Biatkowski, Olinski, 1996). W
komorkach E. coli do czynnikow takich naleza OxyR 1 SoxR/S, uaktywniane pod wptywem
odpowiednio nadtlenku wodoru i anionorodnika ponadtlenkowego. Uaktywniony czynnik
OxyR indukuje ekspresj¢ ok. 30 gendéw regulonu OxyR, kodujacych m.in. enzymy
antyoksydacyjne, takie jak katalaza i1 reduktaza wodoronadtlenkéw allilowych. Z kolei
uaktywniany przez anionorodnik ponadtlenkowy dwusktadnikowy czynnik SoxR/S indukuje
transkrypcje ok. 40 biatek, z ktorych czg$¢ to elementy systemu antyoksydacyjnego, jak
zawierajaca mangan dysmutaza ponadtlenkowa (Mn-SOD), dehydrogenaza glukozo-6-
fosforanowa lub enzymy naprawy DNA (np. endonukleaza IV, reperujaca wolnorodnikowe
uszkodzenia DNA). Analogiczne systemy transkrypcyjne odkryto takze u Eukariota. Ludzki
czynnik transkrypcyjny - AP-1, jako heterodimer bialek kodowanych przez protoonkogeny c-
jun 1 c-fos, w odpowiedzi na szok tlenowy wiaze si¢ m.in. z promotorowymi sekwencjami
genéw kodujacych NAD(P) reduktazg¢ chinonowa, czy podjednostka Ya transferazy S-
glutationowej (Sonobe 1 wsp., 1995). Czynnik transkrypcyjny NF-xB jest pierwszym
poznanym u Eukariota czynnikiem aktywowanym w odpowiedzi na szok tlenowy (Schreck i
wsp., 1992). Utlenienie podjednostki inhibitorowej tego czynnika (I-xB), np. pod wptywem
mikromolowych st¢zen H>O,, powoduje translokacj¢ aktywnego dimeru (p50 1 p65) do jadra,
gdzie czynnik ten aktywuje transkrypcje genow kodujacych cytokiny, biatka ostrej fazy,
czynniki wzrostowe, biatka adhezji komorkowej, receptory cytokin i inne (Pahl, 1994). W
ostatnim czasie Kim i wsp. (1996) wykazali w badaniach na E. coli, ze aktywno$¢ innego
enzymu nalezacego do systemu G° (enzymatycznego systemu usuwania skutkow modyfikacji
oksydacyjnej guaniny), a mianowicie endonukleazy 8-oksyguaninowej, wzrasta 20-krotnie w
czasie hodowania tej bakterii w warunkach dostepnosci tlenu czasteczkowego, w poréwnaniu

do komorek rosnacych w warunkach anaerobowych. By¢ moze wigc nalezy si¢ spodziewac,
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iz enzymy systemu G° znajduja sie pod kontrola jakiego§ czynnika(éw) transkrypcyjnego
uaktywnianego przez tlen lub jego reaktywne formy ?

Funkcjonowanie w komorkach, zaprezentowanych powyzej w ogromnym skrocie,
mechanizmow adaptacji do warunkow stresu oksydacyjnego powinno w jaki§ sposob
obejmowac rowniez enzymy takie jak pirofosfataza 8-oxodGTP. Przeprowadzone w tej pracy
eksperymenty nie wykazaty jednak indukcji aktywnosci pirofosfatazy 8-oxodGTP pod
wptywem dawek promieniowania X, charakterystycznych dla wzbudzenia odpowiedzi
adaptacyjnej. Nalezy jednak pamigtaé, ze enzym ten przy swojej niezwykle niskiej statej
Michaelisa wobec 8-0xodGTP jest w stanie bardzo skutecznie oczyszcza¢ pule wolnych
nukleotydéw z tego zmodyfikowanego trifosforanu. Jak §wiadcza bardzo jeszcze skromne
dane na temat ekspresji enzymu w tkankach, wyzsza jego aktywno$¢ jest rejestrowana w
komorkach aktywnych proliferacyjnie, np. ludzkich komoérkach nowotworowych chloniaka
(Mo 1 wsp., 1992). Okamoto i wsp., (1996) zaobserwowali zdecydowanie wyzszy poziom
transkryptow mRNA dla pirofosfatazy 8-oxodGTP w komorkach raka nerki, w poréwnaniu z
komorkami otaczajacymi guz nowotworowy. Autorzy ci wyciagngli z tej obserwacji dos¢
karkotomny wniosek, iz jest to dowodem na istnienie nieustajacego stanu stresu
oksydacyjnego w komorkach nowotworowych. Wani i D’Ambrosio (1995) przeprowadzili
metodami immunohistochemicznymi badania poziomu mRNA dla tego enzymu w tkankach
sutka 1 skory, wskazujac wyraznie na wspomniana regulg, ze poziom aktywnosci tego enzymu
w komorkach jest skorelowany z ich aktywnoscia proliferacyjna, a tym samym - replikacyjna.
Obserwacja ta nasuwa pewne podejrzenie, ze enzym ten moze posiada¢ sekwencje
regulatorowa na podobienstwo odkrytej u drozdzy, zwanej elementem MCB (przeglad: Kunz
1 wsp., 1994).

Te sekwencje regulatorowa, do ktorej moga wiaza¢ si¢ co najmniej 3 roézne czynniki
transkrypcyjne, posiadaja w swym skladzie wszystkie geny enzyméw metabolizujacych
nukleotydy (np. kinaza dTMP, reduktaza rybonukleozydodifosforanowa, dUTP-aza), ktérych
ekspresja zalezna jest od fazy cyklu komorkowego. Ich aktywno$¢ najwigksza jest w fazie S.
Element regulacyjny MCB posiadaja rowniez drozdzowe geny kodujace kluczowe biatka
regulacji cyklu komoérkowego jak cyklina B5 i B6, a przede wszystkim czynnik SWI4,
regulujacy ekspresj¢ cykliny 1 1 2, ktére maja decydujace znaczenie dla wejscia komorki
drozdzowej w faze podziatu mitotycznego. By¢ moze w komorkach ludzkich fibroblastow
gen kodujacy pirofosfataze 8-oxodGTP rowniez posiada sekwencjg¢ regulatorowa pozwalajaca

na synchronizacj¢ ekspresji enzymu z faza cyklu komoérkowego. Thumaczyloby to niska
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aktywnos$¢ tego enzymu w tkankach o niskim tempie proliferacji (mata liczba komoérek w
fazie S).

Niestety na tym etapie nie uda si¢ raczej postawic jakiejkolwiek rzeczowej hipotezy na temat
natury korelacji aktywnosci enzymu z faza cyklu komoérkowego, nie méwiac juz o hipotezach
na temat konkretnych mechanizmoéw regulacji ekspresji pirofosfatazy 8-oxodGTP.
Zaobserwowany brak indukcji aktywnosci tego enzymu w fibroblastach poddanych dziataniu
promieni X nie powinien jednak budzi¢ wielkiego zdziwienia. Wszak enzym ten hydrolizuje
takze prawidtowy substrat dla syntezy i naprawy DNA - dGTP. Zbytnie podwyzszenie jego
aktywnos$ci mogloby spowodowaé¢ zachwianie rownowagi pomiedzy st¢zeniami
poszczegolnych deoksynukleozydotrifosforandw, co powoduje zdecydowane obnizenie
wiernosci replikacji DNA (Kunz 1 wsp., 1994). Sugeruje si¢, ze srednio w komorce E. coli
wystepuje jedynie ok. 20 czasteczek tego enzymu (Maki i Sekiguchi, 1992), a w mysich
komorkach embrionalnych 165 tys. czasteczek na komorke (Kakuma i wsp, 1995). By¢ moze
ilo$¢ ta jest wystarczajaca do wydajnego oczyszczania puli wolnych nukleotydow z 8-
oxodGTP.

Opracowana przez autora tej pracy metoda oznaczania aktywnosci pirofosfatazy §-
oxodGTP, oparta na HPLC-UV (przedyskutowana rozdz. 4.5.1), powinna przyczyni¢ si¢ do
upowszechnienia badan nad tym intrygujacym enzymem i mechanizmami jego regulacji. Jest
to bowiem pierwsza metoda selektywnego oznaczania aktywnosci pirofosfatazy 8-oxodGTP,
ktora daje si¢ w prosty sposob zastosowa¢ do oznaczen w homogenatach tkankowych.
Dotychczas do celu oznaczania aktywnos$ci tego enzymu w podczyszczonych preparatach
stosowano najczgsciej mato dokladna metodg¢ oznaczania produktu reakcji za pomoca
chromatografii cienkowarstwowej. Nierzadko uzywano do tych celow znakowanego
izotopowo 8-0xodGTP, co z uwagi na wymogi dotyczace bezpieczenstwa i higieny pracy,

dodatkowo ograniczato liczbg badaczy zdolnych do podjgcia wyzwania.
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7. STRESZCZENIE

Reaktywne formy tlenu, takie jak rodnik hydroksylowy 1 tlen singletowy, moga
reagowac z resztami guaniny stanowiacej skladnik nukleozydéw, nukleotydéw i kwasow
nukleinowych (DNA i RNA), przeprowadzajac ja w oksydacyjna pochodna - 8-oksyguaning.
8-Oksyguanina powstajaca w DNA jest Zzroédlem mutacji punktowych typu GC=>TA z
powodu jej potencjatu blednego parowania z adenina. Ta zmodyfikowana zasada moze by¢
rowniez wprowadzana do DNA w trakcie procesu replikacji z 8-oxodGTP, powstajacego na
skutek oksydacyjnej modyfikacji normalnego substratu do syntezy DNA - dGTP. 8-
oxodGMP wprowadzony ta droga do czasteczki DNA powoduje najczgsciej transwersje typu
AT=>CG.
8-Oksy-2’-deoksyguanozyna (8-oxodQG) jest obecnie najpowszechniej uzywanym markerem
uszkodzen oksydacyjnych DNA, oznaczanym zaré6wno w DNA jak 1 w moczu, poprzez ktory
jest wydalana z ustroju jako produkt naprawy DNA.

Obiektem tej pracy byto kilka aspektow metabolizmu pochodnych 8-oksyguaniny:

1. Promieniowanie jonizujace jest jednym z najlepiej rozpoznanych czynnikow
powodujacych oksydacyjna modyfikacj¢ guaniny. Badano wplyw terapeutycznych dawek
promieniowania rentgenowskiego na powstawanie 8-oxodG w limfocytarnym DNA ludzi. U
czterech chorych na raka, leczonych radioterapeutycznie dawka sumaryczna 3000 cGy
stwierdzono okoto dwukrotny wzrost ilosci 8-0xodG w DNA limfocytow. Zjawisko to moze
mie¢ zwiazek z wtdérnymi nowotworami pojawiajacymi si¢ czasem u chorych na raka,
leczonych radioterapeutycznie.

2. Mutagenny efekt zmodyfikowanej zasady znajdujacej si¢ w matrycy DNA zalezny jest nie
tylko od jej potencjatu btednego parowania, ale takze od stabilnosci produktu modyfikacji w
DNA. W celu okreslenia wzglednej stabilnosci 8-oxodG, zbadano kinetyke hydrolizy dG 1 jej
oksydacyjnej pochodnej - 8-oxodG, w warunkach podwyzszonej temperatury i przy réznym
pH. Dowiedziono zdecydowanie wyzszej stabilnosci 8-oxodG w poréwnaniu z
niezmodyfikowana dG. Swiadczy to o tym, ze 8-oksyguanina moze byé usuwana z DNA
tylko na drodze enzymatycznej naprawy. W warunkach obnizonej efektywnosci systemow
naprawy DNA wysoka stabilno$¢ 8-oxodG umozliwia jej kumulowanie si¢ w DNA, co
prowadzi¢ moze do podwyzszenia tempa powstawania mutacji punktowych w obrebie

genomu komorki.
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3. 8-Oksy-2’-deoksyguanozyna oraz 8-oksyguanina obecne w moczu ssakow uwazane sa za
specyficzne markery uszkodzen oksydacyjnych DNA zachodzacych in vivo. Aby zwiazek
moégt by¢ traktowany jako specyficzny marker uszkodzen oksydacyjnych DNA nie moze on
powstawa¢ w zadnych procesach enzymatycznych i musi by¢ absolutnie koncowym
produktem naprawy DNA, ktéry nie jest dalej degradowany. W zwiazku z tym, w pracy tej
badano potencjalne mozliwos$ci degradacji i powstawania 8-oxoGua i 8-0xodG pod wptywem
enzymow szlaku katabolicznego klasycznych nukleozydow purynowych. Wykazano, iz 8-
oxodG nie jest substratem dla fosforylazy nukleozydéw purynowych i nie moze byc¢
degradowana przez ten enzym do wolnej 8-oxoGua 1 deoksyrybozo-1-fosforanu.
Dowiedziono rowniez, ze guanaza (enzym katalizujacy hydrolityczna dezaminacj¢ guaniny
do ksantyny) nie katalizuje dezaminacji 8-oksyguaniny do kwasu moczowego. Przebadano
réwniez potencjalng mozliwo$¢ powstawania 8-oxoGua w procesie enzymatycznej oksydacji
guaniny przez oksydaze ksantynowa. Wykazano, iz guanina nie jest przeksztalcana do 8-
oksyguaniny pod wptywem tego enzymu. Wyniki te potwierdzaja stuszno$¢ zatozenia, iz 8-
oxodG i 8-oxoGua moga by¢ traktowane jako specyficzne markery uszkodzen oksydacyjnych
DNA.

4. Dzigki opracowaniu metody selektywnego oznaczania aktywno$ci pirofosfatazy 8-
oxodGTP (hMTHI, ludzkiego homologu bakteryjnego biatka MutT) w ekstraktach
bialkowych z tkanek, zbadano wplyw promieniowania jonizujacego na aktywno$¢
pirofosfatazy 8-oxodGTP w hodowanych fibroblastach ludzkich linii VH16, VH25 i VH25A.
Stwierdzono, ze naswietlenie fibroblastow dawka promieniowania X, ktéra wywoluje w
typowych eksperymentach odpowiedz adaptacyjna komoérek, nie wptywa na poziom ekspresji
tego enzymu. Mogloby to §wiadczy¢ o tym, ze gen kodujacy pirofosfataze 8-oxodGTP nie
znajduje si¢ pod kontrola czynnikow transkrypcyjnych aktywowanych przez reaktywne formy
tlenu.

5. Wszystkie powyzsze badania mogly zosta¢ przeprowadzone dzigki wykonanym w ramach
tej pracy syntezom: 8-oksy-2’-deoksyguanozyny oraz jej dwu fosforanowych pochodnych 5°-

monofosforanu oraz 5’-trifosforanu.
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WNIOSKI

Terapeutyczne dawki promieniowania rentgenowskiego aplikowane pacjentom chorym
na raka wywotuja powstawanie w DNA limfocytow krwi obwodowe] mutagennej,
oksydacyjnej pochodnej guaniny (8-oksyguaniny), co moze czg$ciowo wiazaé si¢ z
wystgpowaniem wtornych procesow nowotworowych u tych chorych (np. biataczek).
Wykazana wysoka stabilno$§¢ wiazania N-glikozydowego 8-oksy-2’-deoksyguanozyny
moze mie¢ zwiazek z akumulacja tej pochodnej] w DNA starzejacych si¢ komorek 1 jej
biologicznym mutagennym dziataniem.

8-Oksy-2’-deoksyguanozyna jest najwyrazniej koncowym produktem naprawy i
katabolizmu oksydacyjnie uszkodzonego DNA, jak rowniez oksydacyjnie
zmodyfikowanych deoksynukleo(zydu)tydow guaninowych. W tym sensie speinia ona
podstawowe warunki odnos$nie uzycia jej jako specyficznego, oznaczanego
przyzyciowo w moczu markera narazenia organizmu na dzialanie czynnikow
prooksydacyjnych. 8-oksyguanina wydalana z moczem jest najprawdopodobniej
produktem dziatania grupy enzymow naprawy DNA o aktywnosci N-glikozylazowe;j
wobec tej modyfikacji. Dlatego tez jej uzycie jako oznaczanego w moczu markera
oksydacyjnych uszkodzen DNA jest rowniez zasadne. Warunkiem jednak dowiedzenia
stusznosci tej tezy bedzie udowodnienie braku w uktadach biologicznych aktywnosci
enzymatycznych wobec 8-oksyguanozyny (produktu oksydacyjnej modyfikacji RNA),
co begdzie oznaczaé, iz §8-oxoGua wydalana z moczem nie jest produktem katabolizmu
uszkodzonego oksydacyjnie RNA.

Brak wzrostu aktywnos$ci pirofosfatazy 8-oxodGTP w komoérkach ludzkich
fibroblastow, poddanych dzialaniu adaptacyjnej dawki promieniowania jonizujacego,
sugeruje efektywno$¢ funkcjonowania tego enzymu w tych komoérkach w odpowiedzi
na niezbyt wysokie dawki promieniowania jonizujacego. Brak zmian poziomu ekspresji
pirofosfatazy 8-0xodGTP po dziataniu promieniowania jonizujacego moze sugerowac,
iz enzym ten nie znajduje si¢ pod kontrola czynnikéw transkrypcyjnych aktywowanych

przez reaktywne formy tlenu.



