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Streszczenie
Addukty DNA, jako jeden z markerdw uszkodzenia materiatu genetycznego poprzedzaja wystapienie onkogennych
mutagji. Powstaja w wyniku oddziatywania na DNA wielu czynnikdw Srodowiskowych m. in. promieniowania joni-
zujacego, ultrafioletoweqgo, zanieczyszczen srodowiska, toksyn, a takze substancji endogennych, na przyktad estro-
genow.
Uwaza sie, ze formowanie adduktow DNA jest konieczne, ale niewystarczajace dla wystapienia przemiany nowo-
tworowej komorki.
W artykule przedstawiono w oparciu o dostepne piSmiennictwo, w sposdb syntetyczny ogdine informacje o adduk-
tach DNA oraz stan wiedzy o poziomie tych modyfikacji w prawidfowych i nowotworowo zmienionych tkankach
narzadow piciowych u kobiet.
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Abstract
DNA adducts, one of genetic damages markers, precede and finally can lead to oncogenic mutations. They appear
in genome as a result of DNA bases damages caused by various and numerous environmental factors eqg. ultravio-
let light, ionic radiation, toxins and also endogenic substances, for example estrogens.
It is believed that the creation of DNA adducts is a necessary but insufficient process for the neoplastic transforma-
tion of the cell.
The following review presents concise knowledge about the DNA adducts creation and their sequels served in
healthy and cancerous tissues of the female genital organs, on the base of the available data.
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Co to sg addukty DNA?

Addukty DNA zaliczane sa do markerow uszkodzen ma-
teriatu genetycznego [1]. Powstaja w wyniku oddziatywan na
DNA nie tylko czynnikéw fizycznych w postaci promieniowa-
nia ultrafioletowego czy jonizujacego, ale takze endogennych
substancji chemicznych, w tym estrogendw [2]. W ich powsta-
waniu biorg tez udziat substancje chemiczne zanieczyszczaja-
ce srodowisko naturalne czfowieka, w postaci policyklicznych
weglowodoréw aromatycznych — PAH, mykotoksyn, aroma-
tycznych i heterocyklicznych amin, czy zwiazki zawarte w dy-
mie tytoniowym.

Kreacje adduktu w wigkszosci przypadkow poprzedza
metaboliczna, katalizowana gléwnie przez enzymy zalezne od
cytochromu P450, aktywacja substancji chemicznych w tkan-
kach docelowych [1]. Wytworzone w jej wyniku wysoce ak-
tywne, dodatnio naladowane (elektrofilowe) pochodne, taczac
si¢ silnymi wigzaniami kowalencyjnymi z nukleofilowymi (po-
siadajacymi ujemny tadunek) miejscami akceptorowymi nu-
kleozasad, gtéwnie guaniny, generuja uszkodzenia DNA, ale
takze RNA 1 biatek, w postaci adduktéw (adducts = addiction
products) [1, 2, 3, 4].

Addycja elektrofilowych pochodnych do grupy aminowe;j
zlokalizowanej poza pierscieniem nukleozasady prowadzi do
powstania adduktéw stabilnych, ktérych eliminacja z genomu
mozliwa jest jedynie w wyniku naprawy DNA, gtéwnie na
drodze NER (nucleotide excision repair). Polaczenia produk-
téw metabolicznej aktywacji z nukleofilowymi miejscami ak-
ceptorowymi w pierscieniu nukleozasad implikuja formowa-
nie adduktow niestabilnych. Tak zmodyfikowane zasady azo-
towe w wyniku przebiegajacej najczesciej spontanicznie hy-
drolizy wiazania glikozydowego, odlaczaja si¢ od DNA wy-
twarzajac miejsca apurynowe/apirymidynowe (miejsca AP)
[5]. Stres oksydacyjny jest przyczyna powstawania adduktdéw
8-OH-dezoksyguanozyny, a takze peknigé¢ nici DNA, ktore
podobnie jak wspomniane wczesniej modyfikacje sa przyczy-
na destabilizacji genomu [6].

Addukty DNA formowane z udzialem pochodnych cispla-
tyny (szczegdlnie cis-dwuaminodwuchloroplatyny, cis-DDP)
wywolujac powstanie migdzyniciowych wigzan krzyzowych sa
przyczyna cytotoksycznego dzialania leku wykorzystywanego
w chemioterapii raka jajnika i zaawansowanych postaci raka
szyjki macicy u kobiet [7, §].

Rola adduktéw w karcinogenezie

Addukty DNA powstrzymuja lub spowalniaja replikacje,
co wraz z wywolanym przez nie przedtuzeniem faz G111 G2 cy-
klu komérkowego, umozliwia bardziej efektywna eliminacje
zmian genotoksycznych przez system naprawy DNA, zapo-
biegajac utrwaleniu zmian genetycznych w nowo syntetyzowa-
nej makromolekule [5, 9].

Liczba adduktéw DNA w tkankach docelowych uzalez-
niona jest od szybkosci formowania i usuwania ich droga na-
prawy oraz ,,rozcienczenia" w wyniku wzmozonej replikacji
w szybko dzielacych si¢ komdrkach, poniewaz ni¢ siostrzana
w relacji do nici matrycowej nie zawiera adduktow [10].

Do badania stgzenia stabilnych adduktéw DNA po-
wszechnie wykorzystywana jest m. in. wysoce czuta metoda
“P-postlabeling [11].
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Rycina 1. Autoradiogram hydrofobowych adduktow DNA w
A) adenocarcinoma endometriale clarocellulare,
B) adenocarcinoma endometriale G3 naciekajacego jajowod.

Wspomniana technika badawcza umozliwia nie tylko ilo-
$ciowa oceng liczby adduktow (nawet jednego w genomie), ale
takze ustalenie ich mapy (pattern) (Rycina 1, badania wiasne)
w probkach zawierajacych nawet jedynie 2jug DNA.

Chang i wsp. [12] uwazaja, ze ekspozycja na dzialanie kar-
cinogenow dopiero po uptywie co najmniej 10 lat doprowadza
do pojawienia si¢ onkogennych mutacji w komdrkach soma-
tycznych. W opinii Lutza i Gaylora [13] powstawanie adduk-
tow oraz zaleznych od nich zmian genetycznych jest propor-
cjonalne (linear) tylko w zakresie niskich dawek karcinogenu.
Zarowno u zwierzat jak i u cztowieka stwierdzono $cisly zwia-
zek pomiedzy liczba adduktow DNA a mutagenezg oraz po-
wstawaniem ztosliwych guzéw pecherza moczowego, okrezni-
cy, przetyku czy gruczotu sutkowego [14, 15].

Addukty DNA sa jedng z przyczyn wystegpowania mutacji
w genach supresorowych i1 protoonkogenach, co doprowadza
do utraty dozoru nad rdznicowaniem i wzrostem komorek
oraz uniemozliwia kontrole nad patologicznymi zmianami
w genomie [16, 17]. W prowokowanych u zwierzat nowotwo-
rach oskrzeli i gruczotu sutkowego liczba mutacji P53, gtow-
nie pod postacig transwersji G- T, wzrasta relatywnie do
dawki podawanego benzo[a]pirenu (BP) [14].

Uwaza sig, ze formowanie adduktéw DNA jest konieczne,
ale nie wystarczajace dla wystapienia przemiany nowotworo-
wej.

Chemiczne modyfikacje nukleotydow
DNA w prawidtowych i w nowotworowo
zmienionych tkankach narzadow
ptciowych u kobiet

Nieliczne publikacje informuja o wystgpowaniu chemicz-
nych modyfikacji nukleotydéw w tkankach prawidtowych
oraz w utkaniu nowotwordw zlosliwych narzadu ptciowego
kobiet.
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King i wsp. [18] poinformowali, ze przy zastosowaniu me-
tody *P-postlabeling w ponad 70% probek DNA izolowanych
z bioptatdéw z szyjek macicy niezmienionych nowotworowo,
lecz wykazujacych nieprawidtowy obraz w rozmazie cytoon-
kologicznym, stwierdzono obecnos¢ od 0,2 do 59,5 adduktow
DNA na 108 nukleotydow. Grupa Kinga nie stwierdzita roz-
nic w liczbie adduktow migdzy kobietami palagcymi i niepala-
cymi tyton. Zaobserwowano jednak, ze u palacych stosuja-
cych doustng forme¢ antykoncepcji, liczba zmodyfikowanych
nukleotydéw byta istotnie wyzsza niz u pacjentek nie zapobie-
gajacych ciazy. Autorzy sadza, ze wysoka liczba adduktow
DNA oraz prowokowana przez estrogeny hiperproliferacja
nabtonka, moze zwigksza¢ mozliwos¢ wystapienia raka szyjki
macicy.

Melikian i1 wsp. [19] sugeruja, ze wzrost ryzyka wystepo-
wania raka u palacych moze by¢ spowodowany przez ekspo-
zycje nabtonka szyjki macicy na dziatanie PAH (policyklicz-
nych weglowodoréw aromatycznych), w tym pochodzacych
z dymu tytoniowego. Zespol Melikiana odnotowal w sluzie
szyjkowym zaréwno u palacych jak i niepalacych kobiet obec-
nos¢ rakotworczych pochodnych BP(benzo[a]pirenu), a w pra-
wie wszystkich pobranych wycinkach z niezmienionego nowo-
tworowo narzadu, stwierdzono takze wywotane przez te sub-
stancje chemiczne, uszkodzenia DNA w nabtonku i podscieli-
sku. Srednia liczba adduktéw DNA formowanych z udzialem
pochodnych BP przy zblizonych wartosciach w podscielisku,
byta w nabtonku szyjki macicy u palacych tyton prawie dwu-
krotnie wyzsza niz u kobiet niepalacych. Autorzy cytowanego
doniesienia podejrzewaja, ze miejscem powstawania elektrofi-
lowych pochodnych PAH, takze tych pochodzacych z dymu
tytoniowego, sa nie tylko komorki nabtonka szyjki macicy,
a karcinogenne metabolity PAH moga by¢ transportowane do
narzadu docelowego takze z innych tkanek.

Dorman i wsp. [20] badajac wplyw BP na blong §luzowa
macicy u kobiet stwierdzili, ze najwyzsze wiazanie karcinoge-
nu z DNA wystapito w hodowlach endometrium uzyskanego
po wycigciu macicy wykonanym miedzy 10 a 21 dniem cyklu
plciowego, zas najnizsze byto w fazie wydzielniczej po 21 dniu
cyklu. Reaktywnos¢ BP z DNA przedmenopauzalnego endo-
metrium byta wyzsza niz zanotowano w tkance uzyskanej od
kobiet operowanych po menopauzie. W opinii autorow zmia-
ny w addycji BP do DNA mogg by¢ zalezne od stezenia estro-
genow we krwi. Potwierdzeniem takiej zaleznosci byto odno-
towanie najwyzszej po ustapieniu miesigczkowania aktywno-
$ci promieniotwdrczej przylaczonego kowalencyjnie BP do
DNA blony sluzowej macicy — a wigc wystapienie najwyzszej
ilosci adduktow DNA u operowanej po menopauzie, ktora
stosowata preparaty estrogenowe.

Hemminki i wsp. [21] oraz Shibutani i wsp. [22] w przeci-
wienstwie do Carmichaela i wsp. [23] uwazaja, ze tamoksyfen
stosowany u kobiet po leczeniu operacyjnym raka sutka wy-
woluje w niezmienionym nowotworowo endometrium powsta-
wanie karcinogennych adduktow DNA. Zespot Shibutani wy-
kazat w DNA endometrium u prawie potowy leczonych anty-
estrogenem kobiet, ze liczba nukleotyddéw uszkodzonych przez
pochodne tamoksyfenu wynosita od 0,4 do 8,3 adduktéw na
108 prawidtowych nukleotydow. Specyficznych dla leku ad-
duktéw DNA nie notowano u kobiet, ktore nie otrzymywaly
antyestrogenu.
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Yang i wsp. [24] stwierdzili, ze endometrium u kobiet jest
miejscem formowania adduktow lipofilowych, ktorych liczba
— kilkakrotnie nizsza niz odnotowano w limfocytach krwi ob-
wodowej, w tkance ptucnej czy w sutku, badz w skorze, jest
tylko nieznacznie wyzsza od notowanej w DNA jelita grube-
go. Autorzy stwierdzili, ze mapy adduktow byly specyficzne
dla kazdej z badanych tkanek.

Wyniki badan wtasnych nad adduktami
DNA w prawidtowym i nowotworowo
zmienionym endometrium u kobiet

Badania wtasne [25, 26, 27, 28, 29] potwierdzaja nieliczne
opinie o formowaniu adduktow w prawidiowej btonie sluzo-
wej macicy, dostarczajac dowodow na wystepowanie chemicz-
nych modyfikacji nukleotydow w przednowotworowym
1 W nowotworowo zmienionym endometrium u kobiet.

Stosujac metodg *P-postlabeling stwierdzilismy, ze w pra-
widlowym endometrium $rednia liczba hydrofobowych ad-
duktéw byta nizsza niz odnotowana zaréwno w przypadkach
atypowych rozrostow gruczolakowatych, jak i gruczolakora-
kach blony $luzowej macicy. Liczba genotoksycznych modyfi-
kacji DNA w tkankach przednowotworowych nie roznita si¢
od zanotowanej w nowotworach, a mapy adduktéw byly po-
dobne. Gruczolakoraki endometrium noszace mutacje punk-
towe w kodonie 12 genu K-ras wykazywaty w poréwnaniu do
guzow bez mutacji nizsza, statystycznie nieistotna, $rednig
liczbe adduktow DNA. W grupie guzow wykazujacych eks-
presj¢ receptora estrogenowego typu a (ER+) $rednia liczba
adduktow byta istotnie nizsza w porownaniu do zanotowane;j
w nowotworach receptoronegatywnych. Raki posiadajace
miejsca wigzace progesteron (PR+) zawieraly prawie trzykrot-
nie nizszg liczbe adduktow DNA niz guzy receptoronegatyw-
ne. Stwierdzono wysoce znamienng, ujemng korelacje miedzy
liczba adduktow DNA, a wielkoscig indeksu H-score (podtilo-
sciowy wspofczynnik ekspresji histochemicznej) dla ER
(r=0,67). Ujemna korelacja liczby adduktow DNA w relacji
do gestosci receptora progesteronowego (r=-0,6) wykazywata
natomiast graniczna istotno$é statystyczng. Srednia liczba ad-
duktéw byla wyzsza w utkaniu nowotwordw o najnizszym
stopniu histologicznego zroznicowania, a najwyzszy ich po-
ziom wystepowal w guzach G3 wytwarzajacych przerzuty. Nie
stwierdzono istotnego wzrostu liczby adduktow u kobiet
mieszkajacych w miastach w relacji do zamieszkujacych wsie.
Przy zastosowaniu techniki mikroskopii konfokalnej w gru-
czolakorakach stwierdzono istotnie wyzszy niz w prawidto-
wym endometrium poziom adduktu 8-oksy-guaniny, ktory
nie narastat relatywnie do progresji schorzenia. (Rycina 2, ba-
dania wiasne).

Przedstawione wyniki badan wtasnych oraz innych auto-
row sugeruja, ze w tkankach narzadéw plciowych u kobiet
jednym z molekularnych sygnatéw zagrozenia transformacja
nowotworowa moze by¢ akumulacja adduktow DNA.
W przypadkach gruczolakoraka endometrium liczba stabil-
nych adduktéw DNA zwigksza si¢ w relacji do cigzkosci scho-
rzenia.
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Rycina 2a. Jadra komérek utkaniagruczolakoraka endometrium

z klastrami 8-oksy-Guaniny, 14.
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Rycina 2b. Obraz pojedynczego jadra,
(powiekszenie 2000x).
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