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Streszezenie
Celem przeprowadzonych badan byto wykazanie zmian strukturalnych towarzyszacych chorobie
Alzheimera (AD) i chorobie Parkinsona (PD).

Badaniu poddano poziom 8-oksy-2’-deoksyguanozyny (8-0x02dG) — markera oksydacyjnego
uszkodzenia DNA w limfocytach krwi obwodowej u pacjentéw z choroba AD i PD oraz w grupie
kontrolnej. 8-0x02dG oznaczano metodq HPLC/EC/UV (wysokosprawna chromatografia cieczowa
z detekcja elektrochemiczng oraz z detekcjg UV).

Wykazano, ze 8-0x02dG zawarta w limfocytach istotnie wzrasta u pacjentow z AD i PD
w stosunku do kontroli réwnowiekowej, oraz Ze nie wykazuje ona istotnego wzrostu u oséb po-
migdzy 24 a 64 rokiem zycia.

Summary
The aim of the study was to reveal the systematic structural changes in Alzheimer disease (AD)
and Parkinson’s disease (PD).

8-0x0-2’-deoxyguanosine (8-0x02dG) a marker of oxidative stress in DNA was measured
in lymphocytes of AD and PD patients, and healtly controls using HPLC/EC/UV (high-pressure
liquid chromatography with electrochemical and UV detections).

The content of 8-0x02dG in lymphocytes of AD and PD patints was significantly higher than
in age-matched controls. The increase of 8-0x02dG content in the group aged 2464 years was
statistically insignificant.

Stowa kluczowe: choroba Alzheimera, choroba Parkinsona, HPLC, 8-0x02dG
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Wstep

Dzigki znacznemu postgpowi medycyny i techniki w drugiej potowie XX wieku
nastgpilo wydtuzenie $redniej dtugosci zycia. Temu zjawisku towarzyszyto poja-
wienie sig¢ wigkszej liczby zachorowan na schorzenia typowe dla wieku starczego,
a wigc na chorobg Alzheimera (AD) i chorobe Parkinsona (PD).
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Czesto$¢ wystgpowania choroby Alzheimera w duZzym stopniu zalezy od wieku
pacjenta. Z badan statystycznych wynika, ze u populacji pomiedzy 65-74 rokiem
zycia czesto$¢ zachorowan na t¢ chorobg wynosi zaledwie 2,5 % i 10-krotnie wzra-
sta migedzy 85 a 93 rokiem zycia (4). Natomiast choroba Parkinsona pojawia sie
okoto 50 roku zycia i dotyczy okoto 1% populacji.

Wsp6lna cecha AD 1 PD jest degeneracja komérek nerwowych na drodze apop-
tozy w okreslonych strukturach mozgu (5).

Apoptoza jest wywolywana przez rdéznorodne czynniki fizyczne, chemiczne
i biologiczne. Do tych czynnikow zaliczamy: promieniowanie jonizujace, aktyw-
ne kaspazy, jony wapniowe, ceramid oraz reaktywne formy tlenu (RFT) (6).

Reaktywne formy tlenu OH", O,, H,0, powstaja w ukladach biologicznych
jako produkty metabolizmu komdrkowego i sq unieczynniane przez okreslone sys-
temy antyoksydacyjne komorki (1).

W procesie starzenia si¢ (12) oraz w niektorych schorzeniach neurologicznych,
w tym réwniez w chorobach neurodegeneracyjnych obserwuje si¢ wzrost pozio-
mu wolnych rodnikow. Mechanizm generowania RFT w chorobach neurodegene-
racyjnych nie jest w pelni wyjasniony. Uwaza sig, ze w PD przyczyna wzrostu
stezenia wolnych rodnikow jest zmniejszenie aktywnosci kompleksu I fancucha
oddechowego. Natomiast w AD przyczyn narastania RFT upatruje si¢ w ztogach
Pamyloidu, odkladanego w neuronach istoty szarej i §cianach naczyn.

Najbardziej aktywna forma wolnych rodnikoéw jest rodnik hydroksylowy, od-
powiedzialny za uszkodzenie zwiazkow biologicznie czynnych takich jak: biatka,
lipidy i kwasy nukleinowe.

Wolne rodniki w czasteczce DNA najczesciej powoduja mutageneze guaniny
1 prowadza do powstawania 8-oksy-2’-deoksyguanozyny (8-0x02d(3) nazywanej
réwniez 8-hydroksy-2’-deoksyguazyna (8-OHdAG) (3, 13). Istnieje wiele przesta-
nek, ze zwiazek ten moze by¢ biomarkerem oksydacyjnego uszkodzenia DNA.

8-0x02dG posiada zdolnosci tworzenia par zasad z cytozyna oraz z adenina.
Utworzone pary zasad sa przyczyna znacznego wzrostu czestosci spontanicznych
mutacji wbudowywanych do DNA. Do usuwania 8-ox02dG z DNA komorka
wykorzystuje specyficzng glikozylazg DNA.

Obecno$é 8-0x02dG w DNA jest wynikiem zar6wno uposledzenia uktadu
antyoksydacyjnego organizmu, zaleznego zaré6wno od stopnia zaawansowania
choroby, jak i nieprecyzyjnej naprawy uszkodzonego kwasu nukeinowego (3).

Obecnie do oznaczania 8-0x02dG w materiale biologicznym stosuje si¢ me-
tode HPLC/UV/EC (wysokosprawna chromatografia cieczowa z detekcjag UV oraz
z detekcja elektrochemiczna) ze wzgledu na wyrazny sygnat elektrochemiczny
tego zwiazku przy warto$ci potencjatu okoto 400 mV (w odréznieniu od innych
nukleozyddéw) (7). Monitorowanie 8-0x02dG u pacjentéw z AD i PD moze
przyczynié sie do wezesnego wykrycia choroby oraz moze by¢ pomocne przy
diagnozowaniu choréb neurodegeneracyjnych.

Wezesne wykrycie choréb neurodegeneracyjnych oraz jednoznaczne ich zdiag-
nozowanie moze przyczyni¢ sie do wigkszej skutecznosci leczenia pacjentow,
uwazanych obecnie za nieuleczalnie chorych.



8-Hydroksy-2’-deoksyguanozyna w chorobach neurodegeneracyjnych wieku starczego 43

Material i metody

Badaniu poddano 2 grupy kontrolne oraz chorych z rozpoznana (na podstawie
badan klinicznych) choroba Alzheimera i chorobg Parkinsona.

Pierwsza grupe kontrolng stanowito 8 0sob (7 kobiet i 1 mezczyzna) w wieku
24 do 46 lat ($rednia wieku wynosita 32,2 £ 9,7 lat) (tabela 1).

Tabela 1. Poziom 8-0x02dG wyrazony jako stosunek
8-0x02dG/dGx10"* w grupie kontrolnej

Lp.| Wiek (lata) Ple¢ 8-0x02dG/dGx10*
I 43 K 20,1

2 24 K 34

3 24 K 19,3

4 32 K 18,2

5 23 K 9,5

6 46 K 7,0

7 41 K 4,9

8 25 M 3,9

K - kobieta; M — mgzezyzna, srednia wieku: 32,2+9 .7

Druga grupe kontrolna, czyli kontrole réownowiekowa (w stosunku do grup
badanych) stanowilo 13 oso6b (10 kobiet i 3 mezczyzn) w wieku 49 do 64 lata
(§rednia wieku wynosita 55,9 + 5,5 lat) (tabela 2).

Tabela 2. Poziom 8-0x02dG wyrazony jako stosunek
8-0x02dG/dGx10* w grupie kontrolnej

rownowiekowej
Lp.| Wiek (lata) Pte¢ 8-0x02dG/dGx10+
1 63 K 11,7
2 64 K 15,2
3 55 K 5,9
4 57 K 7,5
5 63 M 8.8
6 60 K 2,5
7 49 K 3,4
8 52 K 8,9
9 60 M 2,5
10 52 K 2,6
1 50 K 6,9
12 50 K 47
13 52 M 14,3

K ~ kobicta; M — mgzczyzna; $rednia wieku: 55,9+ 5,5
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Pierwsza grupe badang stanowilo 6 0séb z rozpoznana chorobg Alzheimera
(4 kobiety 1 2 mezczyzn w wieku 50 do 77 lat, Srednia wieku wynosita 63,5+11,9 Iat)
(tabela 3), natomiast druga grupg badang stanowilo 8 0séb z rozpoznang cho-
roba Parkinsona (mezczyzni w wieku 34 do 74 lata, $rednia wieku wynosita
60,8 £ 12,5 lat) (tabela 4).

Tabela 3. Poziom 8-0x02dG wyrazony jako stosunek
8-0x02dG/dGx10* w grupie pacjentéw
z rozpoznang choroba Alzheimera

Lp.| Wiek (lata) Pleé 8-0x02dG/dGx 10+
1 64 K 22,8

2 62 M 60,8

3 51 K 322

4 50 K 34,4

5 77 M 62,2

6 77 K 6,9

K - kobicta; M — mgzezyzna; $rednia wieku: 63,5+ 11,9

Tabela 4. Poziom 8-0x02dG wyrazony jako stosunek
8-0x02dG/dGx10* w grupie pacjentow
Z rozpoznang choroba Parkinsona

Lp.| Wiek (lata) Pteé¢ 8-0x02dG/dGx10-4
1 64 M 17,5

2 34 M 16,5

3 59 M 6,0

4 53 M 19,0

5 68. M 15,9

6 66 M 53,2

7 68 M 2,3

8 74 M 23,4

M — mgzezyzna; $rednia wicku: 60,8 +12,5

U o0s6b z obydwu grup kontrolnych i z obydwu grup badanych wykonano po-
miar 8-oksy-2’-deoksyguanozyny (8-0x02dG) i deoksyguanozyny (dG) we krwi
obwodowej metodg HPLC/UV/EC (wysokosprawna chromatografia cieczowa
z detekcja UV i detekcja elektrochemiczna) .

W celu wyodrebnienia 8-0x02dG 1 dG z materiatu biologicznego, izolowano
DNA z limfocytéw krwi metoda wysolenia (8, 9). Wyizolowane DNA poddawa-
no nastepnie hydrolizie do nukleozydow za pomoca nukleazy P, oraz alkalicznej
fosfatazy (10). W celu oznaczenia poziomu dG mieszanine nukleozydéw podawa-
no do uktadu HPLC/UV typ P580A/PG firmy Gynkotek (Niemcy), potaczonego
z detektorem elektrochemicznym CoulArray 5600, ESA (USA), uzywanym do
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oznaczania 8-0x02dG. Do analizy obu zwiazkow zastosowano kolumng Termo-
Hypersil BDS C18 (250%4,6%5 n) (Niemcy).

Analize prowadzono w warunkach izokratycznych, uzywajac jako fazy rucho-
mej (przeptyw 0,6 ml/min.} 10 mM buforu fosforanowego o pH = 5,0 z dodatkiem
2-5% metanolu. Do detekcji elekrochemicznej 8-0x02dG uzyto 3 potencjalow:
150, 260, 400 mV. Natomiast do detekcji dG metoda HPLC/UV uzyto anali-
tycznej dhugosci fali 256 nm. Do sterowania uktadem, zbierania i obrobki danych
uzyto oprogramowania Chromeleon (Gynkotek, Niemcy). Dane wyrazono jako
stosunek utlenionych nukleozydéw w postaci 8-0x02dG do niezmodyfikowane;j
dG (8-0x02dG/dG) (11).

Analiza statystyczna wynikow
Uzyskane wyniki badan w grupach kontrolnych i w grupach badanych porowny-
wano nieparametrycznym testem Manna-Whitney’a dla zmiennych niepowigzanych.

Wyniki

Analizowano poziom 8-oksy-2’-deoksyguanozyny (8-0x02dG) zawartej w DNA,
wyizolowanym z limfocytow krwi obwodowe;j.

Zawarto$¢ 8-0x02dG, wyrazona stosunkiem 8-0x02dG/dG (deoksyguanozyna)
oznaczono w dwoch grupach kontrolnych: w kontroli do 46 roku zycia (tabela 1)
oraz w kontroli réwnowiekowej w stosunku do wieku badanych pacjentow (Sred-
nia wieku 55,9 + 5,5 lat) (tabela 2).

Jak wynika z tabeli 5, pomiedzy grupami kontrolnymi nie stwierdzono staty-
stycznie istotnych réznic w teScie Manna-Whitney’a.

Uzyskane wyniki badan w obydwu grupach kontrolnych poréwnywano z wyni-
kami uzyskanymi u pacjentéw z rozpoznang chorobg Alzheimera (AD) (tabela 3)
oraz z rozpoznana choroba Parkinsona (PD) (tabela 4). Stwierdzono statystycznie
istotne rdznice przy poziomie istotnosci p<0,05 (test Manna-Whitney’a) pomigdzy
kontrolg do 46 roku Zycia a grupa pacjentéw z AD, oraz pomigdzy kontrola réwno-
wiekowa a grupa pacjentéw z PD (tabela 5). Ponadto 8-0x02dG oznaczona w kon-
troli rownowiekowej wykazywata statystycznie istotne rdznice przy poziomie
p<0,01 w pordwnaniu z poziomami oznaczonymi u chorych na AD (tabela 5).

Tabela 5. Poziom 8-0x02dG/dGx10-* w grupach kontrolnych oraz w grupach chorych
z rozpoznana chorobg Alzheimera oraz z rozpoznang choroba Parkinsona

Analizowany Kontrola Choroba Choroba
: Kontrola , . . .
zwigzek rownowickowa Alzheimera Parkinsona
8-0x02dG/dGx 10+ 10,872 7344 36,6 £21,6"*9 19;2 £ 15,4

Wyniki z 6-13 oznaczef £ SD

Uzyto nicparametrycznego testu Manna-Whitney’a dla zmicnnych nicpowigzanych

Statystycznic istotne roéznice przy poziomic * p<0,05 (w poréwnaniu z kontrola)

Statystycznic istotne rdznice przy poziomic ) p<0,05 (w poréwnaniu z kontrola rownowickowa)
Statystycznie istotne réznice przy poziomic ¢ p<0,01 (w pordwnaniu z kontrola réwnowickowa)
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Analizie statystycznej poddano roéwniez wyniki uzyskane w obydwu schorze-
niach neurodegeneracyjnych ale nie uzyskano statystycznie istotnych réznic po-
ziomu 8-0x02dG w teScie Manna-Whitney’a pomiedzy poszczegdlnymi grupami
chorych (tabela 5), pomimo dwukrotnego wzrostu stgzenia 8-0x02dG w AD.

Zarowno wSérdd chorych na chorobg Alzheimera (1 przypadek, tabela 3), jak
1 wérdd chorych na chorobe Parkinsona (2 przypadki, tabela 4) pojawity sie przy-
padki z nieuszkodzonym DNA.

Dyskusja

Choroby neurodegeneracyjne, uznawane obecnie za nieuleczalne stanowia po-
wazny problem spoleczny i ekonomiczny dla gospodarki wielu krajow.

Obecnie w wielu o$rodkach na $wiecie prowadzi si¢ intensywne badania nad
wprowadzeniem skutecznych metod wezesnego rozpoznania oraz jednoznacznego
diagnozowania chordb neurodegeneracyjnych.

W drugiej polowie lat 90. ubieglego stulecia rozpoczeto badania nad opraco-
waniem metody oznaczania 8-oksy-2’-deoksyguanozyny (8-0x02dG) — produktu
oksydacyjnego uszkodzenia DNA metoda HPLC-EC (wysokosprawna chroma-
tografia cieczowa z detekcja elektrochemiczna) w USA (7), a w kilka lat pézniej
w Europie Zachodniej (11).

Obecnie nasza placowka dolaczyta do swiatowych oérodkéw zajmujacych sie
badaniem poziomu 8-0x02dG w rdéznych schorzeniach, w tym rowniez w choro-
bach neurodegeneracyjnych. Analiza 8-0x02dG w chorobie Alzheimera (AD)
i w chorobie Parkinsona (PD) jest pierwsza praca wykonana w naszym oSrodku
nad oksydacyjnym uszkodzeniem DNA.

AD i PD nalezg do choréb neurodegeneracyjnych o nie w pelni poznanym
patomechanizmie uszkodzen okre$lonych struktur mézgu. Obecnie przyczyn
uszkodzen neuronéw w tych schorzeniach dopatruje sie rowniez w oksydacyjnym
uszkodzeniu DNA. Wiadomo, Ze oksydacyjnemu uszkodzeniu DNA w komor-
kach nerwowych towarzyszy uszkodzenie DNA w komorkach obwodowych.
Z doniesien pisSmiennictwa (10) i z badan wlasnych wynika, ze DNA zawarte
w limfocytach krwi obwodowej ulega (poza nielicznymi przypadkami) oksyda-
cyjnemu uszkodzeniu zaréwno w AD, jak i w PD. W niniejszej pracy wykazano
rowniez, ze intensywno$¢ tych zmian zalezy od rodzaju choroby neurodegenera-
cyjnej i przebiega z prawie dwukrotnie wyzszym nasileniem w AD niz w PD.
Wydaje sig, ze przyczyna tego zjawiska tkwi w zréznicowanym patomechanizmie
generowania reaktywnych form tlenu (RFT), czynnikdéw bezposrednio odpowie-
dzialnych za uszkodzenie DNA w obydwu schorzeniach (2).

Z doniesien piémiennictwa (12) wynika réwniez, ze poziom RFT wzrasta takze
w procesie starzenia sig, na skutek ostabienia ukladu antyoksydacyjnego organiz-
mu. W badaniach wlasnych wykazano, Ze fizjologicznie proces starzenia rozpo-
czyna sie po 64 roku zycia. Swiadczy o tym brak istotnego przyrostu uszkodzonego
DNA pomiedzy 24 a 64 rokiem zycia.
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Uszkodzenia DNA w grupie 0s6b pomiedzy 24 a 64 rokiem zycia (w niewiel-
kim stopniu zalezg od wieku) przybierajg najbardziej zblizone warto$ci w prze-
dziale wiekowym 55,9+5,5 lat (kontrola réwnowiekowa). Ten przedziat wiekowy
odpowiada rowniez wiekowi chorych na AD i PD i moze byé wykorzystany do
wyznaczenia wartosci referencyjnych przy oznaczaniu oksydacyjnego uszkodze-
nia DNA u tych chorych. :

Rozszerzenie badan poziomu oksydacyjnego uszkodzenia DNA na inne scho-
rzenia neurodegeneracyjne oraz na proces starzenia si¢ moézgu, nieroztacznie zwia-
zany z patogeneza schorzen wieku starczego pozwoli na dokladniejsze poznanie
patomechanizmu tych chordb i by¢ moze przyczyni si¢ do pelniejszego réznico-
wania choréb o tej samej etiologii.

Whioski

1. Poziom 8-0x02dG wzrasta zaré6wno w chorobie Alzheimera jak i w choro-
bie Parkinsona.

2. Wskaznik oksydacyjnego uszkodzenia DNA przyjmuje wartosci prawie
dwukrotnie wyzsze w chorobie Alzheimera niz w chorobie Parkinsona.

3. Warto$ci referencyjne przy oznaczaniu poziomu 8-0x02dG u pacjentow
z AD i PD nalezy wyznaczy¢ w oparciu o kontrolg rOwnowiekowa.

4. Pomigdzy 24 a 64 rokiem zycia nie nastgpuje istotne oksydacyjne uszko-
dzenie DNA.
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