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1. WYKAZ SKROTOW STOSOWANYCH W PRACY

2,3-DPG
2PY/Met2PY
4PY/MetdPY

ACD

ADP
AIAT
AMP
APRT
AspAT
ATP
HPLC
IGF-1
IMP
MTA
MTAP
MTR-1-P
NAD"
NADH
NADP"

NADPH

PARP-1

2,3-bifosfoglicerynian

N-metylo-2-pirydono-5-karboksyamid
N-metylo-4-pirydono-3-karboksyamid

niedokrwisto$¢ w przebiegu chorob przewlektych (z ang: anemia of
chronic disorders)

adenozyno-5’-difosforan

aminotransferaza alaninowa (EC 2.6.1.2)
adenozyno-5’-monofosforan

fosforybozylotransferaza adeninowa (EC 2.4.2.7)

aminotransferaza asparaginianowa (EC 2.6.1.1)
adenozyno-5’-trifosforan

wysokosprawna chromatografia cieczowa

insulinopodobny czynnik wzrostu (z ang: insulin-like growth factor-1)
inozyno-5’-monofosforan

5’-deoksy-5’-metyltioadenozyna
fosforylaza-5’-deoksy-5’-metyltioadenozyny (EC 2.4.2.28)
5’-deoksy-5’-metyltiorybozo-1-fosforan

dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (forma utleniona)
dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (forma zredukowana)
fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (forma utleniona)
fosforan dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (forma
zredukowana)

polimeraza poli(ADP)rybozy (EC 2.4.2.30)



PDGF

PNP

PRPP

RMS

SAH

SAHH
Syntetaza PRPP

TGF-oa, B

TNF

uPA

VEGF

plytkopochodny czynnik wzrostu (z ang: platelet-derived growth factor)
fosforylaza nukleozydéw purynowych (EC 2.4.2.1)
S-fosforybozylo-1-pirofosforan

migsak prazkowano komorkowy (z ang: rhabdomyosarcoma)
S-adenozylohomocysteina

hydrolaza S-adenozylohomocysteiny (EC 3.3.1.1)

syntetaza 5-fosforybozylo-1-pirofosforanu (EC 2.7.6.1)

transformujacy czynnik wzrostu — a, B (z ang: transforming growth
factor — a, p)

czynnik martwicy nowotworow (z ang: tumor necrosis factor)
urokinazopodobny aktywator plazminogenu (z ang: urokinaze-type
plazminogen activator)

czynnik wzrostu $rodblonka naczyniowego (z ang: vascular endothelial

growth factor)



2. WSTEP

Choroba nowotworowa pozostaje nadal jednym z najwigkszych problemow
zdrowotnych wspotczesnego swiata [94,117]. Wprowadzenie zaawansowanych technik
diagnostycznych oraz wysoce specjalistycznego i wielokierunkowego postepowania
terapeutycznego znacznie poprawito wyniki leczenia osob z tg patologia, jednakze jego
skuteczno$¢ jest nadal ograniczona [33,46,96,111,112].

Choroby nowotworowe wieku dziecigcego zard6wno w Polsce jak i na $wiecie
stanowig druga co do czestosci przyczyne zgonu w tej grupie populacyjnej. Wedtug
statystyk schorzeniem tym dotknigtych jest rocznie 110-130 dzieci na 1 milion
populacji w wieku od 0 do 14 r.z. W naszym kraju, przy populacji liczacej 8,5 min
dzieci 1 mtodziezy do 17 r.z., stanowi to okoto 1100-1200 nowych zachorowan w skali
roku [66]. Notowany w ostatnich latach rozw6j w rozpoznawaniu i leczeniu choroby
nowotworowej w populacji dziecigcej sprawil, ze odsetek pacjentow trwale
wyleczonych w tej grupie siega prawie 70% 1 jak wynika ze statystyk wcigz ro$nie. W
przypadku najczgstszego nowotworu wieku dziecigcego, jakim jest ostra biataczka
limfoblastyczna, wyleczalno$¢ przekracza 80%, zas w leczeniu chtoniaka Hodgkina 1
guza Wilmsa nawet 90% [40]. Postep stat si¢ mozliwy dzigki wprowadzeniu coraz to
doskonalszych metod diagnostycznych, a w szczegélnosci technik obrazowania
(wielorzedowa tomografia komputerowa, rezonans magnetyczny, pozytronowa
tomografia emisyjna) oraz zastosowaniu skojarzonego post¢powania terapeutycznego:
wielolekowej chemioterapii z mozliwo$cig uzycia form liposomalnych cytostatykow,
radioterapii  (konformalnej, stereotaktycznej, intensywnej modulacji wigzki) 1
specjalistycznych technik operacyjnych. Na szeroka skale wprowadzono leczenie
przeszczepowe i immunomodulujace, a w fazie zaawansowanych prob klinicznych jest

terapia genowa, ktora stwarza nadziej¢ dla pacjentdow wykazujacych pierwotng badz



wtorng chemiooporno$¢. Wiaczenie do schematdéw terapeutycznych tzw. ,leczenia
wspomagajacego” pod postacig preparatdow  cytoprotekcyjnych, zastosowania
szerokospektralne;j antybiotykoterapii, lekow przeciwwirusowych 1
przeciwgrzybicznych oraz czynnikéw wzrostu, pozwolilo ograniczy¢ odsetek dzieci
umierajagcych z powodu powiktan leczenia przeciwnowotworowego. To wlasnie tak
szeroko specjalistyczne 1 wielokierunkowe postgpowanie diagnostyczno-terapeutyczne
umozliwia planowa realizacje programow leczenia przeciwnowotworowego i pozwala
osiggac sukces terapeutyczny u wigkszosci chorych dzieci [23,83,102,104].

Trudno jednak uzna¢ aktualnie uzyskiwane wyniki terapeutyczne za zadowalajace
1 dlatego na calym $§wiecie nie ustajg badania nad poznaniem etiopatogenezy choroby
nowotworowej [22,129]. Jest to schorzenie dotyczace catego organizmu, w przebiegu
ktoérego wystepuja réznego rodzaju zaburzenia metaboliczne. OczywiScie sa one tym
wigksze, im bardziej zaawansowana jest choroba podstawowa u pacjenta. Sg one
nastepstwem oddzialywania komorek rozrastajgcego si¢ guza zar6wno w aspekcie
lokalnym, jak i ogolnoustrojowym, w tym poprzez produkcje cytokin (np. interferonu,
interleukin, czynnika martwicy nowotwordéw, insulinopodobnego czynnika wzrostu),
czy hormonow. Zaburzenia te mozna zaobserwowa¢ w komorkach praktycznie
wszystkich tkanek 1 narzadow, w tym takze w erytrocytach. Powszechnie wiadomo, ze
glownym zadaniem krwinki czerwonej jest transport tlenu z pluc do tkanek
obwodowych oraz zwrotny transport dwutlenku wegla. Erytrocyt ludzki nie nalezy do
komorek skomplikowanych. W procesie dojrzewania pozbywa si¢ nawet jadra
komorkowego, co minimalizuje zuzycie energii na potrzeby wlasne 1 jest
interpretowane jako wyraz daleko posunigtej specjalizacji. Natomiast, podobnie jak
kazda inna komorka naszego organizmu, nie moze prawidlowo funkcjonowac bez stalej

podazy energii w postaci adenozyno-5’-trifosforanu (ATP). Tym samym, wszelkie



wewnatrzerytrocytarne zaburzenia przemian metabolicznych towarzyszace chorobie
nowotworowej, a zwlaszcza te sprzyjajace zaburzeniom syntezy ATP, moga
przyczynia¢ si¢ do nieprawidlowego funkcjonowania mechanizmoéw odpowiedzialnych
za utrzymanie integralnosci erytrocyta i skutkowacé jego przedwczesnym rozpadem,
rozwojem niedokrwisto$ci i1 niedostatecznym utlenowaniem tkanek.

Obraz kliniczny choroby nowotworowej moze by¢ bardzo zrdznicowany,
jednakze niedokrwisto§¢ (jawna lub utajona) nalezy do objawoéw najczestszych
[11,47,71,93]. Klinicznie manifestuje si¢ ona zwykle bladoscig skory, spadkiem
aktywno$ci zyciowej, zmeczeniem, dusznos$cig, brakiem apetytu, trudno$ciami w
koncentracji, bélami i zawrotami glowy, nadmierng sennoscig u chorego. Wigkszo$¢
tych objawow wynika z pogarszajacego si¢ utlenowania tkanek, a ich nasilenie zalezy
od szybkos$ci narastania anemizacji. Niedokrwisto$¢ moze by¢ pierwszym objawem
choroby nowotworowej lub pojawi¢ si¢ na rdznych jej etapach. Najczesciej jest
wynikiem toczacej si¢ choroby i towarzyszacych jej zaburzen metabolicznych, ale moze
si¢ ujawni¢ dopiero jako niepozadany efekt leczenia. Jej negatywne nastgpstwa sg
znacznie powazniejsze, anizeli opisany powyzej obraz kliniczny. Jej obecno$¢
uposledza utlenowanie tkanek, w tym takze prowadzi do hipoksji guza [53,121]. Jest to
zjawisko ze wszech miar niekorzystne. Spadek utlenowania tkanki nowotworowe;j
wyzwala mechanizmy adaptacyjne, niekorzystne z punktu widzenia prowadzonej
terapii. Zwigksza si¢ ekspresja gendéw czynnikow wzrostu (VEGF, PDGF, TGF-§,
angiogeniny) 1 biatek nasilajacych inwazyjno$¢ guza (uPA). Zmniejsza si¢ roOwniez
wytwarzanie  integryn  powierzchniowych, co ufatwia rozsiew komorek
nowotworowych. Wszystko to sprzyja progresji nowotworu, powstawaniu odlegtych
przerzutow 1 znacznie ogranicza skuteczno$¢ prowadzonej radio- i1 chemioterapii,

uniemozliwiajac tym samym realizacj¢ zalozonego programu terapeutycznego



[121,122]. W efekcie zmniejsza to szans¢ dziecka na catkowite 1 trwale wyleczenie.
Podstawowym  sposobem leczenia niedokrwisto$ci towarzyszacej chorobie
nowotworowej jest przetaczanie masy erytrocytarnej. Jednak wielokrotne transfuzje
stwarzaja ryzyko wystagpienia powiktan, przede wszystkim o podlozu
immunologicznym (poczawszy od tagodnych odczynéw skornych pod postaciag
pokrzywki, po cigzkie odczyny uogdlnione o charakterze wstrzasu) oraz o podtozu
infekcyjnym. Prowadza one do bezposredniego zagrozenia zycia chorego, zwlaszcza
poddawanego chemioterapii. Z tych powodow onkolodzy uwage swoja skierowali ku
rekombinowanej erytropoetynie (rHuEpo) [2,5,12,20]. Jej pozytywny efekt
terapeutyczny jest widoczny u okoto 50-80% pacjentdow, chociaz zebrane na przestrzeni
lat doswiadczenia, jak i przeprowadzone w tym okresie badania kliniczne ujawnity
takze 1 negatywne aspekty jej podawania. Wprawdzie terapia erytropoetyng istotnie
ogranicza konieczno$¢ przetaczania preparatow krwi, to jednak sprzyja rozwojowi
nadcis$nienia tetniczego,  zwigksza ryzyko wystgpienia powiklan zakrzepowo-
zatorowych, a takze mozliwos¢ wystgpienia aplazji czerwonokrwinkowej w uktadzie
krwiotworczym. Ponadto w ostatnich latach pojawily si¢ publikacje dowodzace, ze
komorki nowotworowe posiadajg na swojej powierzchni receptory dla erytropoetyny i
ze terapia erytropoetyng moze przyspieszac¢ rozrost guza i zwigksza¢ Smiertelnos¢ u
pacjentdw z chorobg nowotworowg [1,16,41,92,119]. Problem ten wzbudza olbrzymie
kontrowersje 1 stal si¢ przedmiotem dyskusji onkologéw na calym $§wiecie. Jego
rozwigzanie nie jest proste 1 wymaga niestety dalszych badan. Wiadomo jednak, iz
prowadzenie leczenia onkologicznego u pacjenta, ktory osiagnat prawidlowe parametry
morfotyczne krwi obwodowej jest bardziej efektywne oraz lepiej tolerowane przez
chorego. Dlatego tez pomimo pewnych watpliwosci, nasze postgpowanie na dzien

dzisiejszy nie ulegto istotnej zmianie. W naszych dziataniach staramy si¢ osiggac takie



parametry morfologiczne krwi obwodowej, aby nie tylko poprawi¢ samopoczucie
leczonego dziecka, ale przede wszystkim, aby skutecznie przeprowadzi¢ zatozony
program terapeutyczny. Lepsze utlenowanie tkanki nowotworowej poprawia efekty
chemio- i radioterapii [48].

Etiologia niedokrwisto$ci towarzyszacej chorobie nowotworowej jest czesto
ztozona 1 stanowi wynik oddziatywania wielu wspotistniejacych ze soba czynnikdéw
[11,47]. Warto jednak podkresli¢, ze z uwagi na podstawowe mechanizmy, ktore sg za
nig odpowiedzialne, niedokrwistos¢ w przebiegu choroby nowotworowej zalicza si¢ do
grupy niedokrwisto$ci towarzyszacych chorobom przewleklym (ACD — z ang: anemia
of chronic disorders). Pojgcie to wprowadzono w odniesieniu do niedokrwistosci
wystepujacych  w  przebiegu przewleklych choréb infekcyjnych, zapalnych
(reumatoidalnych, kolagenoz) i wtasnie nowotworowych [17,24,74]. W przebiegu ACD
obserwuje si¢ zarowno nieadekwatny do stopnia niedokrwisto$ci niski poziom
erytropoetyny i1 bedaca tego efektem niewydolno$¢ erytropoezy, a takze skrocony czas
przezycia krwinek czerwonych. Jednakze jej istota sg przede wszystkim zaburzenia
przemian zelaza zwigzane z uposledzonym jego uwalnianiem 2z magazynow
ustrojowych. Jak pokazaly prace badawcze ostatnich lat kluczowa role w tych
zaburzeniach odgrywa hepcydyna, 25 aminokwasowe biatko syntetyzowane w
neutrofilach 1 w makrofagach, ale przede wszystkim w komodrkach watroby [38,73,127].
Jest to biatko, hormon, ktory w sposob bezposredni reguluje gospodarke zelazem. Istotg
jej dzialania jest inaktywacja ferroportyny, glownego transportera blonowego
pozwalajacego wyeksportowac jon zelaza (F ¢?) z enterocytow 1 makrofagéw. Nadmiar
hepcydyny prowadzi do zmniejszonej absorpcji zelaza w jelitach, jego retencji w
enterocytach i makrofagach, a w efekcie do redukcji zasoboéw zelaza w organizmie i

niedostatecznej jego dostepnosci dla potrzeb erytropoezy. Ekspresja genu hepcydyny
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jest oczywiscie zalezna od biezacego stanu zasobow zelaza w ustroju, ale wptyw na nig
ma takze: niedotlenienie, erytropoetyna, a przede wszystkim obecno$¢ stanu zapalnego.
Jest dobrze udokumentowanym, ze przewlekly stan zapalny poprzez zwigzane z nim
prozapalne cytokiny (gtownie IL-1, IL-6, TNF-a) nasila ekspresj¢ genu hepcydyny
prowadzac do wzrostu jej stgzenia w osoczu, a co za tym idzie do inaktywacji
ferroportyny. Skutkuje to zahamowaniem uwalniania zelaza z komorek, obnizeniem
jego osoczowego stezenia, co uniemozliwia efektywna erytropoeze [37,128]. Ponadto
cytokiny zwigzane z przewleklym stanem zapalnym uposledzaja erytropoeze¢ takze
poprzez zahamowanie wytwarzania erytropoetyny w nerkach oraz poprzez bezposrednie
hamowanie proliferacji komoérek progenitorowych linii erytroidalnej i pobudzanie ich
apoptozy [36,80]. W efekcie, wraz z rozwojem ACD pojawiaja si¢ charakterystyczne
zmiany parametrow hematologicznych (Tabela 1). W surowicy pacjentow z tym
zaburzeniem obserwuje si¢ niskie stezenie zelaza, prawidlowa lub obnizona warto$¢
transferyny, z obnizonym jej wysyceniem przez zelazo, prawidtowy lub podwyzszony
poziom ferrytyny. Charakterystyczny jest niski poziom endogennej erytropoetyny.
Poziom retikulocytow jest zwykle obnizony, podobnie jak stezenie rozpuszczalnego
receptora dla transferyny. ACD ma poczatkowo obraz niedokrwisto$ci normocytarnej i
normochromicznej, ktéra w miar¢ postepu choroby zmienia si¢ w mikrocytarng i
hipochromiczna.

Niedokrwisto$¢ w przebiegu choroby nowotworowej moze by¢ takze zwigzana ze
zmniejszonym wytwarzaniem erytrocytow w szpiku kostnym. Ten typ niedokrwistosci
charakteryzuje przede wszystkim nowotwory ukladu krwiotwodrczego i1 limfatycznego,
pierwotnie 1 wtdrnie naciekajace szpik (ostre 1 przewlekte biataczki, chtoniaki), ale
mozna go rowniez zaobserwowac¢ w guzach litych, przebiegajacych z przerzutami do

szpiku kostnego (np. neuroblastoma, migsak Ewinga). Uposledzenie funkcji szpiku jest
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rowniez efektem prowadzonej chemio- i radioterapii, uszkadzajacej szybko dzielace si¢
komorki szpikowe. Istniejg takze inne przyczyny niedokrwistosci w przebiegu choroby
nowotworowej. Brak apetytu, nudnosci 1 wymioty np. w guzach OUN, przyczyniajg si¢
do niedoboréow licznych mikroelementéw, w tym zelaza, kwasu foliowego i witaminy
Bi2. Co wigcej, powiklania gastrotoksyczne po chemio- i radioterapii niedobory te
nasilaja. Pacjenci niejednokrotnie wymagaja prowadzenia zywienia pozajelitowego,
ktére pomimo swoich zalet, zubaza diete i nie zawsze bilansuje straty energetyczne w
organizmie. Towarzyszace chorobie nowotworowej zaburzenia krzepnigcia, a takze
mikro- 1 makrokrwawienia (uszkodzenie naczyn wskutek rozrastajacego si¢ guza,
wielokrotne pobieranie krwi, =zabiegi diagnostyczne i/lub lecznicze), rowniez
przyczyniaja si¢ rozwoju niedokrwistosci [11,47,71].

Osobnym typem niedokrwistosci, cho¢ rzadziej rozpoznawanym w przebiegu
choroby nowotworowej, jest niedokrwistos¢ hemolityczna [68,89]. Niedokrwisto$¢ ta
jest spowodowana skroconym czasem przezycia krwinek czerwonych, ktorej narastanie
przewyzsza mozliwosci kompensacyjne szpiku. W warunkach prawidtowych erytrocyt
zyje okoto 120 dni, natomiast w warunkach patologicznych czas ten moze ulec ré6znego
stopnia skroceniu. Prowadzi to do kompensacyjnego pobudzenia erytropoezy ze
wzrostem odsetka krazacych retikulocytow. Zmiany parametrow hematologicznych w
przebiegu niedokrwistosci hemolitycznej sa odmienne, anizeli te obserwowane w
przebiegu ACD (Tabela 1). Niedokrwistos¢ hemolityczna jest niedokrwisto$cig
normocytowa i normobarwliwa, przebiegajaca z podwyzszonym poziomem zelaza,
retikulocytow, wolnej hemoglobiny i wolnej bilirubiny, a obnizonym st¢zeniem
haptoglobiny 1 ferrytyny. Najczestszym mechanizmem nabytych  postaci
niedokrwisto$ci hemolitycznych sg procesy autoimmunologiczne lub mechaniczne

uszkodzenie erytrocytow (mikroangiopatyczne), ale nietrudno sobie wyobrazi¢, ze w
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Tabela 1
Poréwnanie zmian wybranych parametrow hematologicznych w niedokrwistosci

towarzyszacej chorobom przewleklym (ACD) 1 w niedokrwistosci hemolityczne;.

Parametr ACD Niedokrwistos¢ hemolityczna
Erytrocyt mikrocyt, hipochromiczny normocyt, normochromiczny
Zelazo
Retikulocyty . 0
Ferrytyna Nlub T \s
Bilirubina N 0
Haptoglobina Nlub T l
Mielogram zahamowanie erytropezy pobudzenie erytropoezy

przebiegu choroby nowotworowej, podczas ktorej dominuje ACD, takze czas przezycia
erytrocyta moze ulega¢é czasowemu lub trwalemu skréceniu. Zaldézmy, ze
wewnatrzerytrocytarne mechanizmy odpowiedzialne za tworzenie energii (ATP),
niezbedne dla zachowania jego integralno$ci sg niewystarczajagce do powstalych w
zwigzku z rozwojem choroby potrzeb.

Jak juz wspomniatam, dojrzaty ludzki erytrocyt mimo, ze nie nalezy do komorek
skomplikowanych i cho¢ jest pozbawiony jadra komdrkowego, to nie moze prawidtowo
funkcjonowa¢ bez statej podazy energii w postaci ATP. Gléwnym substratem
zuzywanym przez erytrocyty do produkcji energii jest glukoza, ktora przenika do
erytrocyta na drodze ufatwionej dyfuzji (niezaleznej ani od insuliny, ani energii), za
posrednictwem translokatora GLUT 1. W 90% jest ona metabolizowana w procesie
beztlenowej glikolizy [85,126]. W jej przebiegu powstaje miedzy innymi

syntetyzowany wylacznie w erytrocytach 2,3-DPG, ktory bierze czynny udziat w

13



regulacji powinowactwa hemoglobiny do tlenu. Wzrost jego stezenia powoduje
przesunigcie krzywej dysocjacji oksyhemoglobiny w prawo, czego efektem jest
nasilenie procesu uwalniania tlenu w tkankach [67]. W przebiegu beztlenowej glikolizy
powstaje réwniez NADH, ktory uczestniczy w przemianie pirogronianu w mleczan.
Zapobiega on takze powstawaniu niezdolnej do wigzania tlenu methemoglobiny.
Jednakze zasadnicza funkcja glikolizy jest produkcja energii pod postacia ATP.
Zwigzek ten jest odpowiedzialny za wihasciwe funkcjonowanie pompy Na'/K', ktéra
utrzymuje fizjologiczny gradient jonéw po obu stronach blony komdrkowej, zapewnia
jej wilasciwa strukture i ksztatt. ATP bierze rowniez udzial w syntezie glutationu.
Pozostate 10% glukozy podlega przemianom w cyklu pentozomonofosforanowym. Jego
zasadnicza rolg jest produkcja NADPH, koniecznego do redukcji utlenionego
glutationu. W ten sposob mozliwg staje si¢ ochrona blony erytrocytarnej przed
peroksydacja lipidéw spowodowang wolnymi rodnikami. Druga wazna funkcja cyklu
pentozomonofosforanowego jest dostarczanie rybozo-5-fosforanu (R-5-P), niezb¢dnego
do syntezy fosforybozylopirofosforanu (PRPP), ktéry z kolei odgrywa istotng role w
procesie biosyntezy nukleotydow [126].

Efektywna przemiana beztlenowa glukozy w erytrocycie pozwalajaca na
uzyskanie odpowiedniej ilosci ATP jest podstawowym warunkiem zachowania jego
integralnos$ci i prawidlowego funkcjonowania. Dojrzaty ludzki erytrocyt nie posiada
jadra komorkowego, a tym samym nie posiada rowniez aparatu enzymatycznego
zdolnego do syntezy nukleotydow purynowych de novo. W takich warunkach
wewnatrzerytrocytarna synteza nukleotydow adeninowych jest mozliwa jedynie w
nastgpstwie wykorzystania zawierajacych piercien purynowy zwigzkéw pochodzenia
pozaerytocytarnego [30,31]. Do zwigzkéw tych zalicza si¢ adenozyne i adening. W

warunkach fizjologicznych to adenozyna jest wykorzystywana jako glowny donor
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pierscienia purynowego dla wewnatrzerytrocytarnej syntezy ATP [29,30,81]. Jej
pierwotnym zrddltem jest watroba, gdzie w nastepstwie reakcji katalizowanej przez
hydrolaze S-adenozylohomocysteiny, S-adenozylohomocysteina ulega hydrolizie 1 w
efekcie powstaje homocysteina oraz adenozyna:
S-adenozylohomocysteina + H,O <«» L-homocysteina + adenozyna

Ta droga watroba uwalnia kilkanascie mmoli adenozyny na dobe, co pozwala na
utrzymanie dostatecznej produkcji AMP w reakcji katalizowanej przez kinaze
adenozyny:

adenozyna + ATP <» AMP + ADP

Drugim zrodtem pierScienia purynowego niezb¢dnego do wewnatrzerytrocytarne;j
syntezy adenylandw jest adenina. Adenina powstaje gldwnie w procesie syntezy
poliamin. Proces ten zachodzi w r6znych tkankach i narzadach, ale najintensywniej w
watrobie. W nastepstwie tego procesu powstaje 5-deoksy-5-metyltioadenozyna (MTA),
ktora w reakcji katalizowanej przez fosforylazg 5-deoksy-5-metyltioadenozyny (MTAP)
rozpada si¢ i uwalnia adening:
S-deoksy-5-metyltioadenozyna + Pi — 5-deoksy-5 metyltiorybozo-1-fosforan + adenina

Adenina wnika do erytrocyta, a nastepnie wchodzac w reakcje z 5-fosforybozylo-
I-pirofosforanem (PRPP) jest wbudowywana do puli nukleotydow adeninowych. PRPP
powstaje w wyniku reakcji katalizowanej przez syntetaze PRPP:

rybozo-5-fosforan + ATP — PRPP + AMP

Reakcja znajdujacej si¢ juz w erytrocycie adeniny i powstatego opisang powyzej
droga PRPP jest katalizowana przez fosforybozylotransferaze¢ adeninowg 1 w jej
nastgpstwie adenina ulega przemianie do AMP:

adenina + PRPP — AMP + PPi
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Jak wynika z przedstawionego opisu zdarzen, zaréwno adenozyna, jak 1 adenina
po inkorporacji do wnetrza erytrocyta podlegajg przemianom, w nastepstwie ktorych
powstaje AMP. Nastepnym etapem powstawania nukleotydoéw jest synteza ADP 1 ATP.

Poza powstaniem ATP w ciggu glikolitycznym, dodatkowym jego zrédlem jest
przemiana katalizowana przez kinaz¢ adenylanowa:

2ADP ¢» ATP + AMP

W warunkach fizjologicznych stezenie ATP, a takze proporcje ATP/ADP/AMP
sg $cisle kontrolowane 1 wynoszg srednio 100:10:1. Dzieki powyzszej reakcji dochodzi
do niewielkich zmian w wewnatrzkomorkowym stezeniu ATP, nawet podczas
intensywnych procesow zyciowych komorki wymagajacych duzej ilosci energii.
Synteza nukleotydow adeninowych w ludzkim erytrocycie zostala schematycznie
przedstawiona na Rycinie 1.

W erytrocycie zachodzi réwniez proces degradacji nukleotydow adeninowych.
Moze on zachodzi¢ dwiema alternatywnymi drogami, jednakze droga gtéwna jest droga
deaminacji AMP katalizowana przez deaminaz¢ AMP (EC 3.5.4.6):

AMP + H,O — IMP + NH;

W nastepstwie tej reakcji powstaje IMP, ktory podlega hydrolizie katalizowanej

przez 5’-nukleotydaze (EC 3.1.3.5), co prowadzi do powstania inozyny:
IMP + H;O — inozyna + Pi

Pierwszy etap alternatywnego szlaku katabolizmu nukleotydow adeninowych w
erytrocycie jest takze katalizowany przez 5’-nukleotydazg. W nastepstwie tej reakcji
AMP ulega hydrolizie z uwolnieniem adenozyny:

AMP + H,0O — adenozyna + Pi
Powstata ta droga adenozyna ulega nastepnie deaminacji katalizowanej przez

deaminaze¢ adenozyny (EC 3.5.4.4), w nastgpstwie czego powstaje inozyna:
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Rycina 1

Schemat syntezy nukleotydow adeninowych w ludzkim erytrocycie
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adenozyna + H,O — inozyna + NH;

Z przedstawionego opisu zdarzen wynika, ze obie drogi wewnatrzerytrocytarnej
degradacji nukleotydéw adeninowych prowadza do powstania inozyny. Droga
deaminacji AMP jest w warunkach fizjologicznych droga podstawowa, poniewaz w
erytrocycie aktywnos$¢ deaminazy AMP jest wielokrotnie wyzsza, anizeli aktywnos$¢
5’nukleotydazy [29,30]. Nastepny etap, juz wspodlny dla obu szlakow to fosforoliza
inozyny, katalizowana przez fosforylaz¢ nukleozydéw purynowych, w efekcie ktorej
uwalnia si¢ rybozo-1-fosforan i hipoksantyna:

inozyna + Pi — rybozo-1-fosforan + hipoksantyna

W ludzkim erytrocycie nie ma aktywnos$ci oksydazy ksantynowej i dlatego nie
powstaje ani  ksantyna, ani kwas moczowy. Koncowym  produktem
wewnatrzerytrocytarnej degradacji adenylanéw jest hipoksantyna. W warunkach
fizjologicznych pelen obrot pierscienia purynowego w krwince czerwonej zajmuje
okoto 7 dni. Schemat degradacji nukleotydéw adeninowych w erytrocycie ludzkim
przedstawiono na Rycinie 2.

Sprawny obrét pierscienia purynowego i produkcja odpowiedniej ilosci ATP jest
jednym z gwarantow prawidlowego funkcjonowania erytrocyta. Brak odpowiedniej
ilosci ATP prowadzi miedzy innymi do niewydolnosci pompy Na'/K', ktora jest
odpowiedzialna za utrzymanie potencjatu btonowego krwinki czerwonej oraz jej
objetosci. Niewydolno$¢ tej pompy skutkuje nieprawidtlowym, blonowym gradientem
stezen sodu i1 potasu, zmianami ksztattu komoérki i w efekcie jej rozpadem. Mozna
postawi¢ hipoteze, ze w przebiegu choroby nowotworowej, wewnatrzerytrocytarne
przemiany nukleotydow purynowych prowadzace do produkcji ATP sg uposledzone, co
w efekcie sprzyja skrdceniu czasu przezycia erytrocyta i przyczynia si¢ do rozwoju

niedokrwistosci. W dostepnym pisSmiennictwie istnieje niewielka ilo$¢ prac poswigcona
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Rycina 2

Schemat degradacji nukleotydéw adeninowych w ludzkim erytrocycie.
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temu zagadnieniu. Powodem tego moze by¢ to, iz nie obserwowano istotnych zmian w
stezeniach badanych nukleotydow, moze obawiano si¢ zbyt duzych r6znic
wynikajacych ze stopnia zaawansowania choroby u poszczegdlnych pacjentow, co w
znacznym stopniu wplywa na uzyskane wyniki. Wyniki opublikowanych prac nie sg

jednoznaczne. Istnieja publikacje, w ktérych badacze nie obserwowali u chorych zmian
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w stezeniu badanych nukleotydow adeninowych [72,97,120]. Ale jest takze doniesienie,

w ktorym wykazano 30% spadek wewnatrzerytrocytarnego ATP [114].
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3. CEL PRACY

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie zaburzen jakim podlega metabolizm
nukleotydow purynowych (gtownie adeninowych) w erytrocytach dzieci z chorobag
nowotworowg o utkaniu pozaszpikowym 1 poszukiwanie ewentualnych zwigzkow
pomigdzy tymi zaburzeniami, a towarzyszaca chorobie niedokrwistoscig.

Przeprowadzone badania miaty odpowiedzie¢ na nast¢pujace pytania:

1. Jakie  jest stezenie nukleotydow adeninowych 1 dinukleotydu

nikotynoamidoadeninowego w erytrocytach dzieci z chorobg nowotworowa?

2. Jakie jest osoczowe st¢zenie adeniny i adenozyny, czyli gtownych substratow
wewnatrzerytrocytarnej syntezy nukleotydéw adeninowych dzieci z choroba

nowotworowg?

3. Jaka jest szybkos¢ wbudowywania adeniny i adenozyny do wewnatrzerytrocytarnej

puli adenylanéw?

4. Jaka jest aktywnos¢ procesow degradacji nukleotydow adeninowych w erytrocycie
dzieci z choroba nowotworowa okre§lona na podstawie stezenia produktéw ich
degradacji w erytrocycie i1 w osoczu oraz jakie jest st¢zenie produktow degradacji

dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego w osoczu?

5. Czy istnieje zwigzek pomigdzy wewnatrzerytrocytarnymi zaburzeniami przemian

adenylanéw, a niedokrwisto$cig obecng u dzieci z chorobg nowotworowa?
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4. MATERIAL I METODYKA BADAN

Na prowadzenie badan, uzyskano zgode Terenowej Komisji Etyki Badan
Naukowych przy Akademii Medycznej w Gdansku (obecnie Gdanski Uniwersytet
Medyczny). Zgoda nr TKEBN 656/98.

Badaniami objeto 58 dzieci (31 dziewczat i 27 chlopcéw) w wieku 2-17 lat z
rozpoznang chorobg nowotworowa, leczonych przewlekle w latach 1998-2004 w
Klinice Pediatrii, Hematologii i Onkologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.
Grupe kontrolng (n=19) stanowity dzieci zdrowe (11 dziewczat i 8 chtopcoéw) w wieku
3-16 lat, u ktorych na podstawie szczegdétowego wywiadu i badania przedmiotowego
wykluczono obecno$¢ choroby mogacej mie¢ wptyw na wyniki planowanych badan.

Podstawowe cechy statystyczne dzieci objetych badaniami umieszczono w tabeli 2.

Tabela 2
Podstawowe cechy statystyczne dzieci z rozpoznang chorobg nowotworowa

(grupa badana) i dzieci grupy kontrolnej (grupa kontrolna) biorgcych udzial w badaniu:

Cecha statystyczna Grupa kontrolna Grupa badana Statystyka

(n=19) (n=58) p<

Wiek (lata) 11.443.2 9.8+4.9 n.s.
Wzrost (cm) 153.0+20.1 138.4+27.8 n.s.
Waga (kg) 46.8+15.3 36.9£18.6 n.s.

BMI 19.3+2.2 17.8+3.1 n.s.

n.s. — rdznica nieznamienna statystycznie

Podstawowym kryterium wiaczenia do badan byla rozpoznana, dotychczas

nieleczona choroba nowotworowa o lokalizacji pozaszpikowej w stopniu
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zaawansowania od II do IV. W przypadku choroby w IV stopniu zaawansowania, brak
lokalizacji szpikowej nowotworu byt potwierdzony badaniem histopatologicznym
szpiku. Dzieci ukonczyly 2 rok zycia i nie wykazywaly cech miejscowej/uogolnionej
infekcji, ani innych poza choroba nowotworowa stanow patologicznych mogacych
wplynaé na uzyskiwane wyniki badan, w tym zwlaszcza na stopien niedokrwistosci.
Zaden pacjent nie wymagal przetoczenia masy erytrocytarnej. Krew do badan pobierano
na czczo, w godzinach porannych, przed rozpoczgciem specjalistycznego leczenia.
Charakterystyka choroby podstawowej, zastosowany protokot leczenia i koncowy efekt

terapeutyczny przedstawiono w tabeli 3.

Tabela 3
Charakterystyka kliniczna badanych dzieci: pte¢, wiek, rozpoznanie, stopien
zaawansowania klinicznego choroby, stosowany protokét leczniczy 1 uzyskany

koncowy efekt terapeutyczny.

L.p. Ple¢ Wiek Rozpoznanie Stopien Schemat Efekt
(lata) Zaawansowania Leczniczy koncowy

1. K 3 Tu.Wilms 1T SIOP 92-01 Remisja
2. K 2 Tu.Wilms v SIOP 92-01 Remisja
3. K 6 Tu.Wilms 1T SIOP 92-01 Remisja
4. M 2 Tu.Wilms 1I SIOP 92-01 Remisja
5. K 2 Tu. Wilms II SIOP 92-01 Remisja
6. K 2 Tu. Wilms v SIOP 92-01 Zgon
7. K 5 Tu.Wilms II SIOP 92-01 Remisja
8. M 4 Tu.Wilms I SIOP 92-01 Remisja
9. M 4 Tu.Wilms v SIOP 92-01 Remisja
10. K 13 Ca clarocellulare II SIOP 92-01 Remisja
11. K 6 RMS v CWS 96 Zgon
12. M 10 RMS v CWS 96 Zgon
13. K 14 RMS v CWS 96 Zgon
14. K 3 RMS I CWS 96 Remisja
15. K 7 RMS 1I CWS 96 Remisja
16. M 5 RMS v CWS 96 Zgon
17. K 5 RMS I CWS 96 Remisja
18. M 3 RMS I CWS 2002 Remisja
19. M 14 Schwannoma mal. I CWS 96 Remisja
20 M 14 Fibrosarcoma I CWS 96 Remisja
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L.p. Ple¢ Wiek Rozpoznanie Stopien Schemat Efekt
(lata) Zaawansowania Leczniczy koncowy
21. M 2 Leyomyosarcoma I CWS 96 Remisja
22. K 13 Rhabdoid tumor I CWS 96 Remisja
23. K 8 Tu.Triton I CWS 96 Zgon
24. M 14 Tu.Triton I CWS 96 Remisja
25. K 6 Sarcoma Ewinga v EURO- Remisja
EWING99
26. M 12 Sarcoma Ewinga I EURO- Zgon
EWING99
27. K 14 Osteosarcoma I OS94,EORTC  Remisja
28. M 17 Osteosarcoma v EORTC Zgon
29. K 16 Chondrosarcoma v - Zgon
30. M 9 Gliomatosis cerebri v Protokot 1 Zgon
31. M 12 Ganglioglioma v Protokot 1 Zgon
anaplasticum
32. K 3 Ependymoma 1T Protokot TIT Remisja
anaplasticum
33. K 11 Astrocytoma 1T Protokot 11 Zgon
anaplasticum
34. M 5 Medulloblastoma I Protokot 1 Zgon
35. M 6 Medulloblastoma I Protokot 1 Zgon
36. M 16 Medulloblastoma I Protokot 1 Remisja
37. M 14 Glioblastoma v Protokot 11 Zgon
38. K 15 Glioblastoma v Protokot 11 Zgon
39. M 16 Pinealoblastoma 111 Protokot 1 Zgon
40. K 14 Morbus Hodgkini II HD 97 Remisja
41. M 17 Morbus Hodgkini II HD 97 Remisja
42. M 13 Morbus Hodgkini II HD 97 Remisja
43. K 16 Morbus Hodgkini II HD 97 Remisja
44. M 14 Morbus Hodgkini II HD 97 Remisja
45. M 17 Morbus Hodgkini II HD 97 Remisja
46. K 15 Morbus Hodgkini I HD 97 Remisja
47. K 15 Morbus Hodgkini v HD 97 Remisja
48. K 10 Morbus Hodgkini I HD 97 Remisja
49. K 13 Morbus Hodgkini II HD 97 Remisja
50. K 17 Morbus Hodgkini I HD 97 Remisja
51. M 9 Morbus Hodgkini v HD 97 Remisja
52. M 5 Morbus Hodgkini II HD 97 Remisja
53. K 15 Morbus Hodgkini I HD 97 Remisja
54. M 5 Morbus Hodgkini v HD 97 Zgon
55. K 2 Yolk sac tumor HRG VIP Remisja
56. K 10 Ovary Embryonic Tu. HRG VIP Remisja
57. M 6 Ganglioneuroblastoma v CWS 96 Remisja
58. K 14 Lymphoepithelioma 111 Cysplatyna, Remisja
5-FU, Zabieg,
RTX

Jak wynika z danych przedstawionych w tabeli 3, w grupie dzieci badanych

najwiecej bylo pacjentow z rozpoznaniem chloniaka Hodgkina (15 przypadkow,
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25,9%). Niewiele mniej stanowily migsaki tkanek migkkich (14 chorych, 24,2%). Poza
tym wsrdd badanych dzieci obserwowano 10 przypadkow guzoéw nerek (17,2%), z
ktorych olbrzymig wigkszos¢ stanowity guzy Wilmsa, 10 dzieci z guzem moézgu
(17,2%), 5 chorych z guzem kosci (8,6%) oraz 4 przypadki innych postaci choroby
nowotworowej (6,9%). Dane dotyczace ilo$ci poszczegdlnych rozpoznan klinicznych

przedstawiono w formie graficznej na wykresie 1.

B Chtoniak Hodgkina
B Miesak tkanek miekkich
m Guzy nerek

Guzy moézgu

Guzy kosci

Inne

Wykres 1
Procentowy rozdziatl rozpoznan klinicznych w grupie dzieci badanych z rozpoznang

chorobg nowotworowa.

4.1.0znaczenia morfologii krwi obwodowe] wraz z pomiarem stezenia dodatkowych

czynnikdw pozwalajacych okresli¢ ewentualna przyczyne istniejacej niedokrwistosci, a

takze oznaczenia stezenia podstawowych parametrow gospodarki elektrolitowej,

wapniowo-fosforanowej, okreslajacych wydolno$¢ nerek i watroby, CRP.

Wszystkim dzieciom z choroba nowotworowa zakwalifikowanym do grupy

badanej, jak rowniez wszystkim dzieciom zdrowym z grupy kontrolnej w godzinach
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porannych, na czczo pobierano krew zylng na badania laboratoryjne. Morfologi¢ krwi
obwodowej, odsetek retikulocytow, ale takze stezenia wolnej hemoglobiny,
haptoglobiny, ferrytyny, zelaza, bilirubiny wolnej i1 catkowitej, Na+, K+, wapnia,
fosforu, kreatyniny, BUN (azot pozabialkowy mocznika), transaminaz, wskaznika
protrombinowego i CRP oznaczano w oparciu o rutynowe metody laboratoryjne
stosowane w Laboratorium Centralnym Panstwowego Szpitala Klinicznego nr 1 w
Gdansku (obecnie Centralne Laboratorium Kliniczne Uniwersyteckiego Centrum
Klinicznego w Gdansku). Kierownikiem laboratorium jest obecnie dr n.med. Krzysztof

Lewandowski.

4.2 Ultrafiltracja osocza.

5 ml krwi zylnej pobierano do probdéwki z zawartoscig heparyny. Probowki
umieszczano w wirowce laboratoryjnej (Janetzki T32c) 1 wirowano przez 5 minut przy
3000 obrotow/minute. Po odwirowaniu, cze$¢ osocza (okoto 0,5 ml) przenoszono do
probowek typu Eppendorf firmy Milipore z celulozowymi ultrafiltrami zatrzymujacymi
czasteczki o masie powyzej 10 kDa 1 wirowano w temperaturze 4°C w wiréwce typu
Sorvall RC-5B (rotor: Sorvall SBRC). Powstaty przesacz analizowano korzystajac z

wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).

4.3 Izolacja i1 ekstrakcja erytrocytow.

Pozostata cze$¢ osocza uzyskang podczas pierwotnego wirowania opisanego w
czgsci 4.2 wusunig¢to, a znajdujace si¢ w proboéwce erytrocyty przeplukano
zmodyfikowanym buforem Krebsa-Ringera zawierajacym: 10 mM HEPES, 1,2 mM
KH,PO4, 5 mM glukoze, 3 mM MgSOy4, 2,6 mM KCI oraz 125 mM NaCl. W dalszym

etapie przeptukane erytrocyty ponownie wirowano (wirowka Janetzki T32c) przez 5
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minut przy 3000 obrotdéw/minute. Procedure te jeszcze 2-krotnie powtarzano w celu
catkowitego usunigcia pozostatosci osocza. Opisang procedur¢ prowadzono w
temperaturze pokojowe;.

Uzyskane tg droga erytrocyty poddawano ekstrakcji. Reakcje enzymatyczne
zachodzace w ptukanych erytrocytach przerywano poprzez dodatnie do zawierajacej je
probéwki w stosunku objetosciowym 1:1 schtodzonego w lodzie 2,4 M HClO4. Po
natychmiastowym wymieszaniu, probowki umieszczano na 15 minut w pojemniku z
lodem. Nastepnie proboéwki umieszczano w mikrowirdwce (Centrifuge 5417R) i
wirowano przez 3 minuty przy 13000 obrotdw/minute w temperaturze 4°C. Otrzymany
supernatant (okoto 600 pl) przenoszono do probowek Eppendorf’a. W celu uzyskania
pH 6-7 dodawano dodatkowo 100 pl 3M K;3PO4, a nastgpnie probowki umieszczano na
15 minut w pojemniku z lodem w celu wytragcenia KCIO4. Po tym czasie probowki
ponownie wirowano przez 2 minuty przy 13000 obrotow/minute w temperaturze 4°C.
Uzyskany supernatant bezposrednio analizowano lub przechowywano do czasu analizy

w temperaturze -35°C.

4.4.0znaczanie hematokrytu

Stezenie oznaczanych nukleotydéw oraz ich produktow degradacji wyrazano w
odniesieniu do objetosci erytrocytow. Wyizolowane 1 przeplukane erytrocyty pobierano
do kapilary firmy Modulohm (pojemnos¢ 20 pl, dlugos¢ 75 mm), ktérag zamykano masa
plastyczng. Nastepnie kapilary wirowano w wirdwce hematokrytowej (Mechanika
Precyzyjna typ 316) przez 3 minuty przy 5000 obrotow/minutg. Odczytu dokonywano

bezposrednio po wirowaniu.
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4.5 .Inkorporacja radioaktywnej adeniny i adenozyny do puli nukleotydéw adeninowych

erytrocytow.

Do 100 pl wyizolowanych 1 przeptukanych erytrocytow (hematokryt 85%)
dodawano 300 pl buforu inkubacyjnego o pH 7,4 zawierajacego 10 mM HEPES, 1,2
mM KH,PO4, 5 mM glukoze, 3 mM MgSOy4, 2,6 mM KCIl oraz 125 mM NaCl.
Dodatkowo do $rodowiska dodawano 15 pl inhibitora deaminazy adenozyny (EHNA) w
celu ochrony przed degradacja dodawanej w kolejnym etapie adenozyny. W ten sposob
rozpoczynano 15 minutowa preinkubacj¢ w temperaturze 37°C w tazni wodnej. Po tym
czasie dodawano 5 pl radioaktywnej adeniny lub adenozyny (znakowana "*C w pozycji
8 pierscienia purynowego). Aby uzyska¢ odpowiednie stg¢zenie 1 radioaktywnos$¢
specyficzna, radioaktywna adening i adenozyne¢ (50 mCi/L, radioaktywnos¢ specyficzna
55 mCi/mmol) zmieszano odpowiednio z 1 mM roztworami nieradioaktywnej adeniny i
adenozyny w proporcjach objetosciowych 1:1. Inkubacje z adening prowadzono w
czasie 0, 5, 10 1 15 minut w celu okreslenia szybkosci jej wbudowywania si¢ na
przestrzeni czasu. Inkubacje z adenozyng prowadzono w czasie 0, 2.5, 5 1 10 minut.
Reakcje przerywano dodajac 100 pl 2,4 M HCIO4 (kwasu nadchlorowego), a nastepnie
probowki wirowano przy 13000/minute. Do 350 pl uzyskanego w ten sposob
supernatantu  dodawano 35 pul 3 M Kj3POs. Procedure kwasnej ekstrakcji
przeprowadzano w temperaturze 4°C. Ekstrakty bezposrednio poddano analizie lub

zamrazano 1 przechowywano w -35°C.

4.6.Pomiar stezenia nukleotydow i produktéw ich degradacji w ekstraktach erytrocytow

1 osoczu z wykorzystaniem wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC).

4.6.1.0pis systemu chromatograficznego
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Wszystkie pomiary stezen nukleotydéw 1 produktow ich degradacji zostaly
wykonane korzystajac z systemu wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)
[26] firmy Merck-Hitachi/Hewlett-Packard bedacego na wyposazeniu Katedry 1
Zaktadu Biochemii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego. Zestaw sktadal si¢ z pompy
wysokocisnieniowej polaczonej liniowo ze sterownikiem gradientu typu L-6200,
detektorem z matrycg fotodiodowa (typu DAD) serii 1050 firmy Hewlett-Packard oraz
autosamplerem AS-2000 polaczonym z termostatem utrzymujacym temperaturg 4°C.
Uzyskane dane chromatograficzne analizowano komputerowo korzystajac z
oprogramowania HPChemStation firmy Hewlett-Packard. Pozwalato ono uzyskiwaé
oraz poréwnywac spektra rozdzielanych zwigzkéw, co byto istotne dla ich identyfikacji.
Radioaktywno$¢ zawarta w rozdzielanych zwigzkach pochodzacych z ekstraktow
erytrocytOow oznaczano stosujac detektor radiochemiczny Berthold typ LB 507A z
kuweta przeplywowa ze stalym scyntylantem, podiagczony do systemu
chromatograficznego za detektorem z matrycg fotodiodowa. Informacje z detektora
radiochemicznego analizowano komputerowo korzystajac =z oprogramowania

Turbochrom.

4.6.2.0znaczanie stezenia nukleotydow, nukleozydow i zasad purynowych przy
wykorzystaniu HPLC

Rozdziaty byty przeprowadzane przy uzyciu kolumny analitycznej o wymiarach
0,46x15 cm z wypeklieniem o typie odwrdconej fazy o wielko$ci ziarna 3 pm firmy
Shandon (Hypersil-BDS, C-18). Przed kolumng zainstalowano prekolumne
SecurityGuard firmy Phenomenex wypeltniong zlozem C-18 zatrzymujaca potencjalne
zanieczyszczenia. Zastosowana metoda jest metoda gradientowa. Bufor A zawierat 122

mM KH,PO4, 150 mM KCIl i 28 mM K,;HPO,. Bufor B uzyskiwano dodajac 15%
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acetonitryl do buforu A. Wielkos¢ przeptywu wynosita 0,9 ml/minute i miata charakter
staly. Termostat utrzymywat statg temperatur¢ kolumny (18°C), a ci$nienie wynosito
160-180 atmosfer. W pierwszej kolejnosci przeprowadzano rozdziat standardow (17
zwigzkdéw), a nastepnie prowadzono analizy probek kolejnych. Kolejnosé elucji byta
nastepujaca: GTP, GDP, kwas moczowy, kreatynina, GMP, IMP, ATP, ADP,
hipoksantyna, ksantyna, AMP, NADP, NAD, adenina, inozyna, guanozyna, adenozyna.

Piki poszczegélnych zwigzkéw analizowano jako$ciowo poréwnujac czasy
retencji na chromatogramach analizowanych probek z czasami retencji na
chromatogramach standardéw. Ponadto analiz¢ jakoSciowa pikdw oparto takze na
poréwnaniu spektrum oznaczonych zwigzkéw ze spektrum standardow.

Analiza ilo$ciowa byta oparta o skalibrowang mieszaning standardow. Podstawa
dla pomiarow byto okreslenie zalezno$ci pomiedzy powierzchnig szczytu
chromatograficznego badanego zwigzku oraz jego nastrzyknieta iloscia. Zalezno$¢ ta
byla liniowa w zakresie badanych stezen dla wszystkich analizowanych zwiazkow.
Mieszanina standardow uzywanych do analizy pozwalata na rutynowag kontrolg
dziatania HPLC. Stezenie oznaczanych nukleotydoéw oraz ich katabolitow wyrazano w
odniesieniu do objetosci erytrocytow.

Pomiary stezen wszystkich badanych nukleotydow oraz produktow ich degradacji
zostaty przeprowadzone w Katedrze i Zaktadzie Biochemii GUM-ed kierowanym przez

prof.dr hab.med. Juliana Swierczynskiego.

4.7.0dczynniki

Producentem odczynnikow wykorzystywanych do chromatografii, czyli KH,;POy,
K,HPO,4, KCl, acetonitrylu, HCIO4, K3PO4 byta firma Merck. Producentem standardow

zasad purynowych, nukleozydéw oraz nukleotydow, jak rowniez wszystkich
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pozostatych odczynnikéw byla firma Sigma. Wode wykorzystywang podczas
przygotowywania buforow do HPLC, jak rowniez do buforu Krebsa-Ringera
produkowano dwuetapowo: odwrocona osmoza 1 molekularny jonowymieniacz.
Podczas jej produkcji wykorzystano systemy MiliQ firmy Milipore lub Maxima firmy
Elga. Dostawca adeniny i adenozyny znakowanych izotopowo o radioaktywnosci

specyficznej 55 mCi/mmol i stgzeniu 50 mCi/L byta firma Polatom.

4.8.Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono korzystajac z oprogramowania Microsoft
Excel i Statistica. Wyniki przedstawione sg jako $rednia arytmetyczna + odchylenie
standardowe. Weryfikacji hipotezy dotyczacej zgodnosci pomigdzy zbiorem warto$ci w
badanej probie, a rozktadem normalnym dokonano przy pomocy testu Shapiro-Wilka,
natomiast znamienno$¢ roznic Srednich pomiedzy badanymi grupami wykazano w
oparciu o niesparowany lub sparowany test t-studenta. Zaleznosci pomiedzy badanymi
parametrami poszukiwano w oparciu o wspotczynnik korelacji Pearsona. Za rdéznice

znamienng statystycznie przyjeto p<0,05.
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5. WYNIKI BADAN

5.1.Badania ogo6lne krwi obwodowej, w tym wybrane parametry osocza zwiazane z

diagnostyka niedokrwisto$ci, a takze okreslajace stopien wydolnosci nerek i1 funkcije

watroby.

Najprostszym badaniem laboratoryjnym pozwalajacym rozpoznaé istniejaca

niedokrwisto$¢ jest morfologia krwi obwodowej. Stezenie hemoglobiny (p<0,001),

podobnie jak liczba erytrocytow (p<0.001) oraz hematokryt (p<0,005) byly

statystycznie znamiennie nizsze w grupie dzieci z choroba nowotworowa, anizeli w

grupie dzieci zdrowych. Pomigdzy badanymi grupami nie zanotowano istotnych réznic

w wielkosci wskaznika $redniej objetosci krwinki czerwonej (MCV), a odsetek
retikulocytow cho¢ w grupie dzieci badanych wykazywat tendencje wzrostowa w
poréwnaniu do grupy dzieci kontrolnych, to jednak zmiana ta nie osiagneta warto$ci
znamiennych statystycznie. Wyniki morfologii krwi obwodowej zostaty przedstawione
w tabeli 4.

W prezentowanej pracy dokonano takze pomiaréw niektérych parametrow osocza
stosowanych w diagnostyce niedokrwistosci. Nie obserwowano istotnych roznic
pomiedzy badanymi grupami dzieci ani w stezeniu zelaza, ani wolnej hemoglobiny, ani

takze wolnej bilirubiny. Znamiennie wyzsze bylo natomiast stezenie haptoglobiny

(p<0.02) oraz ferrytyny (p<0.05) w osoczu dzieci z choroba nowotworowa, anizeli w

osoczu dzieci zdrowych. Wyniki opisanych badah przedstawiono tabeli 5.

Stezenie sodu byto podobne w obu badanych grupach, chociaz stezenie potasu
byto nieznacznie wyzsze w grupie dzieci chorych (p<0,05). Nie zanotowano natomiast
pomigdzy badanymi grupami zadnych réznic w stezeniach podstawowych parametréw
gospodarki wapniowo-fosforanowe;j: stezenie wapnia i1 fosforanu organicznego bylo w

obu grupach zblizone. Wyniki przedstawiono w tabeli 6.
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Wydolno$¢ nerek w grupie dzieci z chorobg nowotworowag byta podobna do
wydolnosci nerek dzieci grupy kontrolnej. Nie obserwowano istotnych roéznic w
stezeniu kreatyniny. Podobnie wypadta takze ocena funkcji watroby. Nie zanotowano

znamiennych statystycznie réznic pomiedzy badanymi grupami ani w zakresie stezenia

transaminaz, ani w zakresie wskaznika protrombinowego. Istotnie wyzsze bylo

natomiast stezenie biatka C-reaktywnego w grupie dzieci chorych, anizeli w grupie

dzieci zdrowych. Wyniki badan oceniajacych wydolno$¢ nerek, funkcje watroby oraz

stezenie CRP przedstawiono w tabeli 7.
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Tabela 4

Podstawowe parametry morfologii krwi obwodowej dzieci z chorobg nowotworowa

(Grupa badana) 1 dzieci zdrowych (Grupa kontrolna).

Badany parametr  Hemoglobina Erytrocyty Hematokryt MCV Retikulocyty
g/dl min/pl % fl %o
Grupa kontrolna 13.9+1.1 5.0+0.3 40.5+3.5 83.1£3.3 9.4+3.2
(n=19)
Grupa badana 12.0+1.4 4.4+0.4 36.514.2 80.6+5.9 14.749.8
(n=58)
Statystyka
P <0.001 <0.001 <0.005 n.s. n.s

n.s. — réznica niezamienna statystycznie
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Tabela 5
Poréwnanie wybranych parametrow osocza rutynowo stosowanych w diagnostyce
niedokrwistos$ci pomiedzy dzie¢mi z chorobg nowotworowg (Grupa badana), a dzie¢mi

zdrowymi (Grupa kontrolna).

Badany parametr Zelazo Ferrytyna Wolna Bilirubina Haptoglobina
pg/dl pg/l hemoglobina wolna g/l
mg/dl mg/dl
Grupa kontrolna 87.5£36.2 19.7+£2.1 40.8422.1 0.60.2 0.54+0.32
(n=19)
Grupa badana 68.7+42.8 46.7+28.9 34.1£22.4 0.7+0.4 1.86+1.2
(n=58)
Statystyka
P n.s. <0.05 n.s. n.s. <0.02

n.s. — réznica niezamienna statystycznie
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Tabela 6

Poréwnanie stezen podstawowych parametrow gospodarki sodowo-potasowe] oraz

wapniowo-fosforanowej pomiedzy dzie¢mi z chorobg nowotworowa (Grupa badana), a

dzie¢mi zdrowymi (Grupa kontrolna).

Badany parametr Nat K+ Cat2 POy
mEq/l mEq/l mg/dl mg/dl
Grupa kontrolna 13942.3 3.940.2 9.7£0.3 4.940.3
(n=19)
Grupa badana 138+2.7 4.3+0.3 9.620.5 4.4+0.7
(n=58)
Statystyka
p n.s. <0.05 n.s n.s

n.s. — rdznica niezamienna statystycznie

36



Tabela 7
Podstawowe parametry okreslajace stopien wydolnosci nerek, funkcje watroby oraz
stezenie biatka C-reaktywnego u dzieci z chorobg nowotworowa (Grupa badana) 1 u

dzieci zdrowych (Grupa kontrolna).

Badany parametr Kreatynina AspAT AIAT Wskaznik Bialtko
mg/dl LU. LU. protrombinowy  C-reaktywne
% mg/1
Grupa kontrolna 0.7+0.1 2549.4 16£8.3 92.5+£5.0 0.23+0.11
(n=19)
Grupa badana 0.7+0.2 30£17.7 26+25.9 96.4£9.5 9.63£11.5
(n=58)
Statystyka
p n.s. n.s. n.s. n.s. <0.01

n.s. — réznica niezamienna statystycznie
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5.2.Stezenie nukleotyddéw adeninowych oraz dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego

w erytrocytach dzieci z choroba nowotworowa

W pracy dokonano pomiaréw stezenia nukleotydow adeninowych w erytrocytach
dzieci z chorobg nowotworowa, a uzyskane wyniki poréwnano z wynikami uzyskanymi

u dzieci zdrowych. Roéznice nie byly duze, niemniej wewnatrzerytrocytarne stezenie

ATP byto 0 25% wyzsze w grupie badanej, anizeli w grupie kontrolnej i r6éznica ta byta
istotna statystycznie (1238+162 vs. 990£170 pmol/l erytrocytow; p<0,001). Podobne
wyniki uzyskano dokonujac pomiaréw stezenia ADP i AMP. W obu przypadkach
stezenie tych nukleotydow bylo znamiennie wyzsze w erytrocytach dzieci z chorobg
nowotworowg, anizeli w erytrocytach dzieci zdrowych. Wyniki przedstawiono
graficznie na wykresie 2. Warto podkresli¢, Zze zaobserwowano takze znamienng

statystycznie pozytywna korelacj¢ pomiedzy stezeniem adeniny w surowicy, a

wewnatrzerytrocytarnym stezeniem ATP (r=0,32, p<0,01). Nie obserwowano takiej

korelacji pomiedzy wewnatrzerytrocytarnym stezeniem ATP, a st¢zeniem adenozyny w
surowicy. Krzywg korelacji przedstawiono na wykresie 3.

Proces syntezy ATP w erytrocytach jest przede wszystkim wynikiem efektywnie
przebiegajacej glikolizy, a jej sprawnos¢ jest zalezna migdzy innymi od odpowiedniej
podazy dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NAD) - koenzymu wielu
oksydoreduktaz. w ramach niniejszej pracy dokonano pomiaréw
wewnatrzerytrocytarnego stezenia NAD oraz NADP w erytrocytach dzieci z grupy
badanej i grupy kontrolnej. Nie obserwowano istotnych réznic w stezeniu NAD i NADP

pomiedzy badanymi grupami. Wyniki przedstawiono graficznie na wykresie 4.
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Wykres 2
Poréwnanie stezenia ATP (A), ADP (B) oraz AMP (C) w erytrocytach dzieci z chorobg

nowotworowg (Grupa badana) i dzieci zdrowych (Grupa kontrolna).

A)

1500 -
1250 -~
1000 ~
750 ~
500 ~

250 H~

ATP [umol/l erytrocytow]

p<0,001
B Grupa badana E Grupa kontrolna

B)
100 -

80 -
60 -
40 4

20 A

ADP [umol/l erytrocytow]

0 -
p<0,05
M Grupa badana M Grupa kontrolna

C)
25 -

20 ~

10 A

AMP [umol/l erytrocytow]

p<0,001
B Grupa badana E Grupa kontrolna
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Wykres 3

Krzywa zaleznosci pomiedzy stezeniem adeniny w osoczu, a stezeniem ATP w

erytrocytach.
Wykres korelaciji
Adenina vs. ATP
r=0,32; p<0,01
0,025 :

0,020

0,015}

0,010

Stezenie adeniny w osoczu [umol/l]

600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Stezenie ATP w erytrocytach [umol/l erytrocytow]

Wykres 4
Porownanie st¢zenia NAD (A) oraz NADP (B) w erytrocytach dzieci z choroba

nowotworowg (Grupa badana) i dzieci zdrowych (Grupa kontrolna).
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W Grupa badana M Grupa kontrolna B Grupa badana M Grupa kontrolna
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5.3.Stezenie adeniny 1 adenozyny w osoczu dzieci z choroba nowotworowa

W  warunkach prawidtlowych adenina, a zwlaszcza adenozyna odgrywaja
kluczowa role¢ w wewnatrzerytrocytarnej syntezie nukleotydow adeninowych. Sa
donorami pierScienia purynowego, bez ktorego synteza tych zwigzkéw bylaby

niemozliwa. Stezenie adeniny bylo prawie trzykrotnie wyzsze w osoczu dzieci z

choroba nowotworowa w porownaniu z dzie¢mi zdrowymi (6,242,8 vs. 2,1£1,0 nmol/I;

p<0,001). Nie zaobserwowano natomiast istotnej réznicy w osoczowym st¢zeniu
adenozyny pomigdzy badanymi grupami. Wyniki opisanych badan przedstawiono

graficznie na wykresie 5.
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Wykres 5
Poréwnanie stgzenia adeniny (A) i adenozyny (B) w osoczu dzieci z chorobg

nowotworowg (Grupa badana) i dzieci zdrowych (Grupa kontrolna).

A)

Adenina [nmol/l]

p<0,001
M Grupa badana  H Grupa kontrolna

B)

Adenozyna [nmol/l]

M Grupa badana  H Grupa kontrolna
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5.4.Szybkos$¢ inkorporacii radioaktywnej adeniny 1 adenozyny do

wewnatrzerytrocytarne] puli nukleotydéw adeninowych dzieci z choroba nowotworowa

i dzieci zdrowych.

W  niniejszej pracy przeprowadzono takze badania oceniajace szybko$¢
wbudowywania  si¢  znakowanej izotopowo adeniny 1 adenozyny do
wewnatrzerytrocytarnej puli nukleotydow adeninowych. Nie zaobserwowano istotnej
roznicy w  szybko$ci wbudowywania si¢ radioaktywnej adenozyny do
wewnatrzerytrocytarnej puli adenylandw pomiedzy dzie¢mi z chorobg nowotworowg i
dzie¢mi zdrowymi. Oczekiwane] réznicy nie obserwowano na zadnym z trzech
badanych punktéw czasowych (1 minuta, 2,5 minuty, 5 minut od rozpocze¢cia
eksperymentu). Krzywa inkorporacji adenozyny przedstawiono na wykresie 6.

Zanotowano natomiast wyrazna roznice w szybkosci inkorporacii adeniny do puli

nukleotydow adeninowych zawartych w erytrocytach. Aktywno$¢ tego procesu byla

wyraznie wyzsza u dzieci z choroba nowotworowa w poréwnaniu do dzieci zdrowych.

Roéznica znamienna statystycznie wystapita juz po 5 minutach (p<0,03) i1 byta widoczna
takze w 10 minucie (p<0,01) oraz w 30 minucie (p<0,01) trwania tego procesu. Krzywa

inkorporacji adeniny przedstawiono na wykresie 7.
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Wykres 6
Poréwnanie szybkos$ci inkorporacji radioaktywnej adenozyny do puli nukleotydow
adeninowych w erytrocytach dzieci z chorobg nowotworowa (Grupa badana) i dzieci

zdrowych (Grupa kontrolna).

Wykres 7
Poréwnanie szybkosci inkorporacji radioaktywnej adeniny do puli nukleotydow
adeninowych w erytrocytach dzieci z choroba nowotworowa (Grupa badana) i dzieci

zdrowych (Grupa kontrolna).
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5.5.Stezenie produktow degradacji nukleotydéw adeninowych w erytrocytach i w

osoczu oraz metabolitdw dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego w osoczu dzieci z

choroba nowotworowa w poréwnaniu do dzieci zdrowych.

Z uwagi na brak aktywno$ci oksydazy ksantynowej, degradacja nukleotydéw
adeninowych w erytrocycie ludzkim konczy si¢ na etapie hipoksantyny. Jej stezenie w

erytrocytach dzieci z choroba nowotworowa byto o 70% wyzsze, anizeli w erytrocytach

dzieci grupy kontrolnej (4,9+1,6 vs. 2,9+1,2 umol/l). Roéznica ta byla istotna

statystycznie (p<0,001). Natomiast w osoczu, obok hipoksantyny obecne sa takze
pozostale produkty degradacji nukleotydéw adeninowych, czyli ksantyna i kwas
moczowy. W osoczu dzieci chorych wystepuja one w znamiennie statystycznie
wyzszych stezeniach w porownaniu z dzieémi zdrowymi. Dotyczy to zar6wno
hipoksantyny (5,8+1,9 vs. 4,442,0 umol/l; p<0,01), jak i ksantyny (1,1+0,5 vs. 0,7+0,3
umol/l; p<0,005) oraz kwasu moczowego (144+30,9 vs. 118+£25,4 pmol/l; p<0,001).
Omawiane wyniki przedstawiono graficznie na wykresie 8 oraz 9.

Degradacja NAD jest w dominujagcym stopniu wynikiem dziatania polimerazy
poli(ADP-rybozy) — enzymu jadrowego, a tym samym niewystepujacego w dojrzatym
erytrocycie. Dlatego tez metabolity NAD oznaczono jedynie w osoczu. U dzieci z

choroba nowotworowa stwierdzono dwukrotnie wyzsze 0SOCzOwe stezenie

nikotynamidu w poréwnaniu do dzieci zdrowych (0,092+0,04 vs. 0,048+0,02 umol/l;

p<0,001) i roznica ta byta znamienna statystycznie._Takze stezenia koncowych

produktéw degradacji NAD bvyly notowane w osoczu dzieci chorych w znamiennie

wyzszych stezeniach, anizeli w osoczu dzieci zdrowych. Wyzsze byto zarowno stezenie

N-metylo-2-pirydono-5-karboksyamidu (1,34+0,88 vs. 0,67+0,24 pmol/l; p<0,005), jak
rowniez stezenie N-metylo-4-pirydono-3-karboksyamidu (0,44+0,16 vs. 0,26+0,09

umol/l; p<0,001). Uzyskane wyniki przedstawiono na wykresie 10.
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Wykres 8

Poréwnanie st¢zenia hipoksantyny w erytrocytach dzieci z chorobg nowotworowg

(Grupa badana) 1 dzieci zdrowych (Grupa kontrolna).

10 1~

Hipoksantyna [umol/I]

0 -+

p<0,001
B Grupa badana E Grupa kontrolna
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Wykres 9
Poréwnanie st¢zenia produktow degradacji nukleotydow adeninowych: hipoksantyny
(A), ksantyny (B) oraz kwasu moczowego (C) w osoczu dzieci z chorobg nowotworowa

(Grupa badana) i dzieci zdrowych (Grupa kontrolna).

A)
10 -

Hipoksantyna [umol/I]

0 4
p<0,02
M Grupa badana B Grupa kontrolna
B)

Ksantyna [umol/I]
N

0 -
p<0,005
M Grupa badana  H Grupa kontrolna

C)
250 -

200 H
150 ~
100 A

50 -

Kwas moczowy [umol/I]

0 -
p<0,001
M Grupa badana B Grupa kontrolna
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Wykres 10

Poréwnanie stgzenia produktow degradacji dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego:

nikotynamidu (A), N-metylo-2-pirydono-5-karboksyamidu (B) oraz N-metylo-4-

pirydono-3-karboksyamidu (C) w osoczu dzieci z chorobg nowotworowa (Grupa

badana) i dzieci zdrowych (Grupa kontrolna).

A)

Nikotynamid [umol/l]

O .
p<0,001
B Grupa badana  H Grupa kontrolna

B)
2,5 -

2 4

P~
wu
1

2PY [umol/l]
=

o
(2]
1

0 4
p<0,005

M Grupa badana B Grupa kontrolna

®)

4PY [pmolll]

0 -
p<0,001
B Grupa badana B Grupa kontrolna
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6. DYSKUSJA

Obecnos¢ nukleotydow adeninowych w ludzkiej krwi udokumentowano po raz
pierwszy juz w 1914 roku, ale dopiero badania przeprowadzone ponad 20 lat pdzniej
przez Buell dowiodly, Zze sa one obecne w erytrocytach i pozwolity na ich ogdlng ocene
ilosciowa [14]. W swoich badaniach dokonala ona pomiaréw wykorzystujac metode
nefelometryczng. Na poczatku lat piecdziesiatych jej wyniki badan potwierdzila grupa
badaczy kierowana przez Albaum. Grupa ta korzystala juz z metody
spektrofotometrycznej [4] 1 jako pierwsza przedstawita wyniki zawarto$ci we krwi
niektorych postaci nukleotydow adeninowych. Od lat 70-tych podstawowa metoda
wykorzystywang do pomiardw stezenia nukleotydow jest ~wysokosprawna
chromatografia cieczowa (HPLC) [26]. Jest ona oceniana jako metoda najlepsza i
najbardziej efektywna. Dlatego wlasnie t¢ metod¢ wykorzystano do pomiaréw w
niniejszej pracy.

W erytrocytach dzieci z chorobg nowotworowg zanotowano podwyzszone
stezenie nukleotydow adeninowych. Nie znaleziono potwierdzenia tej obserwacji w
dostgpnym pismiennictwie. Moze to wynika¢ z faktu, ze opublikowane dane dotycza
badan w wigkszosci sprzed wielu lat 1 obejmujg populacje ludzi dorostych
[72,97,114,120]. Wyniki przedstawione w tych publikacjach nie sg jednoznaczne,
jednak przewaza poglad, ze stezenie nukleotydow adeninowych, zwlaszcza ATP w
erytrocytach pacjentow z choroba nowotworowa ulega raczej obnizeniu. To oczywiScie
wynik odmienny od uzyskanego w niniejszej pracy. Trudno wyjasni¢ te rozbieznosc.
Nie mozna na przyktad prébowac jej wyjasnia¢ zastosowang metodg pomiaru. Stocchi i
wsp, ktorzy w swojej pracy zanotowali 27% spadek stezenia ATP w erytrocytach
pacjentow z guzami litymi dokonywali pomiarow takze korzystajac z wysokosprawne;j

chromatografii cieczowej [114]. Czy jest mozliwym, aby obserwowana roznica
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wynikala z odmiennego wieku biorgcych udziat w badaniu (dorosli 1 dzieci)? Innymi
stowy, czy jest mozliwym, aby w obliczu choroby nowotworowej erytrocyt dziecka
reagowal inaczej, anizeli erytrocyt osoby dorostej? Aktualnie jedynie wiadomo, ze
istniejg réznice w przemianach nukleotydow purynowych, a takze pirymidynowych w
zalezno$ci od wieku, co jest najpewniej wyrazem zwickszonego obrotu nukleotydami w
dojrzewajacych organizmach [123]. Z wiekiem zmienia si¢ takze metabolizm samej
krwinki czerwonej, w tym takze w zakresie przemian adenylanéw [69,90].
Dowiedziono nawet istnienia negatywnej korelacji pomigdzy wiekiem pacjenta, a
wewnatrzerytrocytarnym stezeniem ATP [90]. Nie mozna tym samym wykluczy¢, ze to
wiasnie r6éznice w przemianach metabolicznych pomiedzy erytrocytem dziecka, a osoby
dorostej przyczynity si¢ do uzyskania w niniejszej pracy wynikéw odmiennych od tych,
ktore uzyskali w zakresie wewnatrzerytrocytarnego st¢zenia adenylandw inni badacze.
Co wigcej, za shuszno$cig takiego rozumowania przemawia spojno$¢ pozostatych
uzyskanych przeze mnie wynikow: podwyzszone stezenie adeniny w osoczu dzieci z
chorobg nowotworowa, przyspieszona inkorporacja adeniny do wewnatrzerytrocytarnej
puli adenylandéw oraz pozytywna korelacja pomigdzy osoczowym stezeniem adeniny i
wewnatrzerytrocytarnym stezeniem ATP.

Wyniki przeprowadzonych badan dowodza, ze podwyzszone stezenie
nukleotydow adeninowych w krwince czerwonej dzieci z choroba nowotworowa moze
by¢ przynajmniej w czes$ci wynikiem zwigkszonej ich biosyntezy. Jak juz wspomniatam
wczesniej, dojrzaly erytrocyt pozbawiony jadra komoérkowego nie posiada zestawu
enzymow, ktore pozwolilyby na wewnatrzerytrocytarng synteze ATP de novo [70].
Biosynteza nukleotydéw adeninowych jest mozliwa jedynie dzigki reutylizacji
pierscienia purynowego [30,31]. Reutylizacji, ktorej efektem jest synteza ATP podlega

przede wszystkim adenozyna lub adenina. Powszechnie uwaza si¢, ze w warunkach
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fizjologicznych podstawowym donorem pierScienia purynowego niezbednego do
syntezy ATP jest adenozyna, ktéra wbudowywuje si¢ do erytrocyta kilkunastokrotnie
szybciej anizeli adenina [29,30,81]. Jednakze wyniki niniejszej pracy nie pozwalaja
uzna¢ adenozyny, jako czynnika sprzyjajacego zwigkszonej biosyntezie ATP w
erytrocytach dzieci z choroba nowotworowa. Stezenie adenozyny w osoczu grupy
badanej, jak réwniez szybko$¢ jej inkorporacji do wewnatrzerytrocytarnej puli
adenylanow byly podobne jak w grupie dzieci zdrowych. Tym samym malo
prawdopodobnym jest, aby to adenozyna byta zréodlem dodatkowych ilo$ci pierscienia
purynowego niezb¢dnego do nasilonej biosyntezy ATP w krwince czerwonej w czynnej
chorobie nowotworowe;j.

Wiele natomiast przemawia za tym, ze to adenina jest tym zrodtem i Ze to wiasnie
ta purynowa zasada jest wykorzystywana przez erytrocyt do zwigkszonej biosyntezy
ATP. Co za tym przemawia? Po pierwsze, przeprowadzone badania dowodza, ze
stezenie adeniny w osoczu dzieci z chorobg nowotworow3 jest istotnie wyzsze, anizeli
w osoczu dzieci zdrowych. Przyczyna tego stanu nie zostala w niniejszej pracy
jednoznacznie ustalona. Obserwowany wzrost mogtby by¢ wynikiem zarowno jej
zwiekszonej produkcji, uposledzonej degradacji albo zmniejszonego jej wydalania.
Funkcja nerek w obu grupach byta prawidlowa, §rednie stezenie kreatyniny w osoczu
grupy badanej byto niskie i poréwnywalne z wynikiem uzyskanym w grupie kontrolne;.
I chociaz liczne prace dowodza, ze adenina rzeczywiscie gromadzi si¢ w surowicy
pacjentow z niewydolnoscia nerek [75,110], to jednak w niniejszej pracy, biorac pod
uwage przedstawione wyniki przyczyng obserwowanego wzrostu stezenia adeniny nie
jest raczej zmniejszone jej wydalanie z moczem. Jest natomiast wysoce
prawdopodobnym, ze przyczyng wysokiego st¢zenia adeniny jest jej nadmierna

produkcja. Jak juz wspomniano wczesniej, adenina powstaje praktycznie wytacznie w
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procesie biosyntezy poliamin, ktory to proces zachodzi we wszystkich komorkach,
tkankach 1 narzadach organizmu. Poliaminy biorg czynny udzial we wzroscie,
dojrzewaniu 1 proliferacji komorek [55,88,116]. W niniejszej pracy nie badano ani
aktywno$ci biosyntezy poliamin, ani nie badano st¢zenia poliamin w ptynach
ustrojowych. Niemniej, choroba nowotworowa jest jedng z tych patologii, w przebiegu
ktérych aktywno$¢ biosyntezy poliamin jest zwigkszona. Zwigkszona synteza poliamin,
a zwlaszcza ich wewnatrzkomorkowa kumulacja jest cecha charakterystyczng
aktywnych procesow nowotworowych, w ktorych dochodzi do niekontrolowanego
rozrostu masy guza. Obserwowano wysokie stezenia poliamin migdzy innymi w guzach
mozgu, nerek, prostaty, jelit, macicy, piersi, a wzrastajace ich stezenie jest postrzegane
jako zapowiedZ nawrotu choroby lub pojawienia si¢ zmian przerzutowych
[6,51,60,82,84,98]. Co wigcej, przedmiotem szczegdtowych dyskusji jest, czy
zwigkszona biosynteza poliamin jest odpowiedzialna za potencjal rozrostowy guza. Ich
efektem sg miedzy innymi prace doswiadczalne i kliniczne z zastosowaniem zwiazkow
hamujacych syntez¢ poliamin w chorobach nowotworowych. Wyniki tych prac nie sg
jak dotad zadowalajace. Stosowane zwiazki (najlepiej przebadany jest inhibitor
dekarboksylazy ornityny — DFMO) nie s3a dostatecznie skuteczne w terapii
przeciwnowotworowej [78]. Niemniej, nadprodukcja poliamin towarzyszaca chorobie
nowotworowej moze by¢ przyczyng zwigkszonego stezenia adeniny, ktéra tym samym
moze by¢ wykorzystywana jako substrat do nasilonej wewnatrzerytrocytarnej syntezy
adenylanow.

Po drugie, badania z wykorzystaniem adeniny znakowanej izotopowo pokazuja,
ze podlega ona inkorporacji do wewnatrzerytrocytarnej puli adenylandéw istotnie
szybciej w przypadku dzieci z chorobg nowotworowa, anizeli u dzieci zdrowych. Nie

wiemy, czy to pierwotnie nadprodukcja adeniny towarzyszaca chorobie nowotworowe;j
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sprzyja jej zwigkszonej inkorporacji do wnetrza erytrocyta 1 tym samym wtornie dziata
stymulujgco na biosyntez¢ ATP, czy tez pierwotne zaburzenia przemian w obrebie
krwinki czerwonej wymagaja zwigkszonej ilosci ATP, co w sprzyjajacych warunkach
wtornie wymusza zwickszony dowdz substratu zawierajgcego pierscien purynowy
niezbedny do jego syntezy. Ale fakt, Zze zaobserwowano rdéznicg¢ w szybkosSci
inkorporacji adeniny do erytrocytow dzieci chorych i dzieci zdrowych pomimo tego, ze
byty one poddane temu samemu st¢zeniu radioaktywnej adeniny bardziej przemawia za
tym drugim mechanizmem. Nalezy przypuszczaé, ze to jednak zmiany w samym
erytrocycie spowodowane choroba nowotworowa wymuszaja mechanizmy pozwalajace
mu na zwiekszong produkcje energii niezbednej do zachowania integralnos$ci komorki
w stanie choroby. W dostgpnym pismiennictwie nie ma publikacji, ktére opisywatyby
szybko$¢ inkorporacji  zwigzkéw  zawierajacych  pierScien  purynowy do
wewnatrzerytrocytarnej puli adenylanbw w obliczu choroby nowotworowej. Sa
natomiast opublikowane wyniki badan dotyczacych tej problematyki, a
przeprowadzonych u chorych z przewlekla niewydolnoscig nerek (PNN). W obrazie tej
choroby takze notuje si¢ wysokie st¢zenie ATP w erytrocytach i tam réwniez obserwuje
si¢ wysokie stezenie adeniny w osoczu oraz zwickszong szybko$¢ jej inkorporacji do
wewnatrzerytrocytarnej puli  nukleotydow adeninowych [75,100,110]. Jednak
mechanizmy prowadzace do wzrostu stezenia adeniny w osoczu chorych z PNN sg
bardziej ztozone. Tu takze dochodzi najpewniej do jej nadprodukcji wynikajacej z
nasilonej biosyntezy poliamin, ale dodatkowo istotny, a by¢ moze decydujacy wplyw na
jej stezenie w osoczu ma uposledzone jej wydalanie spowodowane postepujacym
spadkiem filtracji kigbuszkowej [109,110]. W efekcie, wobec dodatkowo utrzymujacej
si¢ w warunkach PNN kwasicy metabolicznej 1 hyperfosfatemii, ktore dziatajg

stymulujaco na wewnatrzerytrocytarng biosynteze fosforybozylopirofosforanu (PRPP) i
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aktywnos$¢ fosforybozylotransferazy adeninowej (APRT-azy, enzymu katalizujacego
reakcj¢ powstawania AMP z adeniny 1 PRPP [8,10]), zachowane sg optymalne warunki
do zwigkszonej inkorporacji adeniny do wewnatrzerytrocytarnej puli nukleotyddéw
adeninowych. Wprawdzie u dzieci z chorobag nowotworowa biorgcych udziat w
niniejszym badaniu nie obserwowano cech niewydolnos$ci nerek, a tym bardziej
kwasicy metabolicznej, czy hyperfosfatemii, to jednak nie mozna nie dostrzec pewnego
podobienstwa pomiedzy tymi zespolami chorobowymi, zwlaszcza w kontekscie
przemian nukleotydow adeninowych. W obu przypadkach choroba podstawowa ma
charakter przewlekty, w obu wystepuje niedokrwisto$¢ w tym takze ta spowodowana
skroconym czasem przezycia erytrocytow, w obu obserwuje si¢ podwyzszone stgzenie
ATP w erytrocytach i w obu gtéwnym donorem pierScienia purynowego niezbednego
do zwigkszonej produkcji ATP jest nie jak to ma miejsce w warunkach fizjologicznych
adenozyna, a adenina. Moze u cztowieka adenozyna peini role donora pierScienia
purynowego tylko dla zaspokojenia podstawowych potrzeb wewnatrzerytrocytarnego
obrotu ATP, a adenina odgrywa kluczowg rol¢ w stanach wymagajacych zwigkszonej
puli nukleotydow? Taki problem wymaga dalszych badan.

Trzecim czynnikiem przemawiajacym za tym, ze to wilasnie adenina jest
zwigzkiem reutylizowanym w celu pozyskania pierscienia purynowego niezbednego do
zwigkszonej produkcji ATP jest obecno$¢ pozytywnej korelacji pomiedzy osoczowym
stezeniem adeniny, a wewnatrzerytrocytarnym st¢zeniem ATP, ktora zaobserwowano w
niniejszej pracy u dzieci z choroba nowotworowa. Czynnik ten jest niewatpliwie
dodatkowym elementem pozwalajacym podtrzymaé wyzej zaprezentowany sposob
rozumowania.

Jak wynika z przedstawionych badan, wysokie wewnatrzerytrocytarne stezenie

nukleotydow adeninowych obserwowane u dzieci z chorobg nowotworowa moze by¢
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efektem zwigkszonej ich biosyntezy. Ale teoretycznie moze by¢ ono takze wynikiem
uposledzonej ich degradacji. Jak juz wczesniej wspomniatam, degradacja adenylanow w
krwince czerwonej przebiega dwoma alternatywnymi szlakami i1 wobec braku
aktywnos$ci oksydazy ksantynowej koncowym jej produktem jest hipoksantyna. W
ludzkim erytrocycie nie powstaje ani ksantyna, ani kwas moczowy. Oznacza to, Ze
produkcja hipoksantyny odzwierciedla aktywno$¢ procesu degradacji nukleotydow
adeninowych. W niniejszej pracy w erytrocytach dzieci z chorobg nowotworowa
stwierdzono o 70% wyzsze st¢zenie hipoksantyny, anizeli w erytrocytach dzieci
zdrowych. Jest to wynik w jakim$ stopniu zaskakujacy. Wiedzac, ze u tych pacjentow
wewnatrzerytrocytarne st¢zenie nukleotydow adeninowych jest wysokie, mozna bylo
zaktada¢, ze ich degradacja bedzie raczej upo$ledzona, a tym samym produkcja
hipoksantyny zmniejszona. Zwlaszcza, ze wewnatrzerytrocytarny wzrost st¢zenia
dotyczy nie tylko ATP, ale takze AMP, ktory jest naturalnym inhibitorem degradacji
adenylanéw. Jednak tak nie jest. Oznacza to, ze w erytrocytach dzieci z chorobg
nowotworowg wystepuje nie tylko zwigkszona biosynteza adenylanow, ale rowniez
zwiekszona ich degradacja, czyli mamy do czynienia ze zwigkszonym obrotem calej
puli nukleotydow adenylowych, a tym samym pierscienia purynowego. Trudno udzieli¢
odpowiedzi na pytanie, dlaczego tak si¢ dzieje. Jest to jaka$ konsekwencja zaburzen
metabolicznych wystepujacych na poziomie erytrocyta w przebiegu choroby
nowotworowej u dzieci.

W osoczu dzieci z chorobg nowotworowg takze zanotowano wyzsze stgzenie
hipoksantyny w poréwnaniu z dzie¢mi zdrowymi, ale takze wyzsze stezenie ksantyny i
kwasu moczowego. W osoczu aktywno$¢ oksydazy ksantynowej, jak i rejestrowane
stezenia produktéow degradacji adenylanow sg przede wszystkim wynikiem ich

uwalniania ze wszystkich komodrek organizmu ulegajacych rozpadowi. Trudno sobie
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wyobrazi¢, aby obserwowany wzrost byt wynikiem tylko przenikania powstalej w
erytrocytach hipoksantyny do osocza i jej dalszej tam degradacji. Zwlaszcza, ze st¢zenie
hipoksantyny w osoczu jest wyzsze, anizeli w erytrocytach. Jest prawdopodobnym, ze
podwyzszone stezenie hipoksantyny i pozostatych produktéw degradacji nukleotydow
adenylowych jest wynikiem postepujacego, spontanicznego rozpadu komorek guza
[59,101]. Z rozpadtych komorek uwalniajg si¢ kwasy nukleinowe, a ich sktadowe, w
tym nukleotydy adeninowe ulegaja dalszej degradacji, ktorej koncowym produktem jest
kwas moczowy. Zjawisko to czeSciej dotyczy pacjentéw z nowotworami o wysokiej
frakcji proliferacyjnej i duzej masie guza (ostre biataczki, chtoniaki), ale dotyczy takze i
pacjentéw z guzami litymi. W niektérych przypadkach spontanicznemu
(wystepujacemu przed rozpoczgciem leczenia) rozpadowi guza towarzysza wszystkie
objawy metaboliczne (hiperurykemia, hiperkaliemia, hiperfosfatemia, hipokalcemia) i
kliniczne (drgawki, zaburzenia rytmu, niewydolno$¢ nerek) pozwalajace rozpoznaé
klasyczny zespot rozpadu guza [21,54]. Nie mozna na podstawie jedynie wyzszego
stezenia kwasu moczowego 1 potasu w surowicy krwi obserwowanych w niniejszej
pracy w grupie dzieci z chorobg nowotworowa zdiagnozowac u nich petnego zespotu
rozpadu guza, ale obecnos¢ tego mechanizmu na pewno nalezy bra¢ w tym przypadku
pod uwage.

Zwigkszony obrot catej puli nukleotydow adeninowych w krwinkach czerwonych
dzieci z chorobg nowotworowa wigze si¢ oczywiscie ze zwiekszonym zuzyciem energii,
a jej gtdéwnym zrédltem jest metabolizowana w procesie glikolizy glukoza. Proces ten
nie moglby przebiegaé efektywnie, gdyby nie szereg innych zwiazkow, w tym miedzy
innymi obecno$¢ dostatecznej ilosci dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NAD)
[91,95]. Jest to koenzym odgrywajacy kluczowa role w przemianach energetycznych,

bioragcy udziat w wielu reakcjach utleniania i1 redukcji. W niniejszej pracy nie
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zanotowano roéznic w wewnatrzerytrocytarnym ste¢zeniu NAD/NADP pomiedzy grupa
dzieci z chorobg nowotworowa, a grupg dzieci zdrowych. Takiego wyniku mozna byto
si¢ jednak spodziewal, zwlaszcza w komorkach ktére nie sg bezposrednio objete
procesem nowotworowym. Wewnatrzerytrocytarny system regeneracji NAD jest
wysoce efektywny, a jego niewydolnos¢ skutkuje zahamowaniem glikolizy, spadkiem
stezenia ATP 1 w efekcie prowadzi do rozpadu komorki.

Podstawowa rola NAD jest oczywiscie udzial w rekcjach utleniania i redukc;ji.
Ale jest on takze substratem dla reakcji poli(ADP-rybozylacji) katalizowanej przez
polimerazg poli(ADP-rybozy)-1 (PARP-1) [25,56]. Jest to enzym jadrowy, nieobecny w
dojrzatym erytrocycie, odgrywajacy niezmiernie wazng role¢ w kazdej komorce. Jest
odpowiedzialny za zachowanie integralno$ci genomu komorki [15,58]. Bierze udziat w
sygnalizacji komorkowej 1 regulacji szlakéw metabolicznych [61], uczestniczy w
dekondensacji chromatyny [27], procesach transkrypcji [50,130], replikacji DNA [34], a
zwlaszcza jego naprawy [28,43,44,103]. W wyniku reakcji katalizowanej przez PARP-1
czasteczki ADP-rybozy sa sukcesywnie przenoszone na biatka docelowe tworzac
polimery [25]. Jest to jednoczesnie pierwszy, a zarazem kluczowy etap degradacji
NAD. W jej nastgpstwie powstaje nikotynamid, podlegajacy dalszym przemianom do
N-metylonikotynamidu 1 dalej do  N-metylo-2-pirydono-5-karboksyamidu
(2PY/Met2PY) oraz N-metylo-4-pirydono-3-karboksyamidu (4PY/Met4PY), ktore sa
wydalane z organizmu z moczem. 2PY oraz 4PY s3 koncowymi produktami degradacji
NAD [68]. Schemat degradacji NAD przedstawiono na rycinie 3.

W niniejsze] pracy zaobserwowano dwukrotny wzrost st¢zenia produktow
degradacji NAD w osoczu dzieci z chorobg nowotworowa w poroéwnaniu z dzie¢mi
zdrowymi. Wzrost ten dotyczyt zard6wno nikotynamidu, jak i jego metabolitow, czyli

2PY 14PY. W takim przypadku nasuwajg si¢ dwa kluczowe pytania: skad ten wzrost
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Rycina 3

Schemat degradacji dinukleotydu nikotynamidoadeninowego (NAD)
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pochodzi i czy ma on jakiekolwiek znaczenie biologiczne? Wysokie stezenie produktow
degradacji NAD obserwowane u dzieci z chorobg nowotworowa mogloby by¢
wynikiem zwigkszonej zawartosci nikotynamidu w diecie pacjentow. Jednak z racji
losowego doboru chorych czynniki te nie moga mie¢ w tym przypadku istotnego

znaczenia. Wprawdzie dieta spozywana przez obie grupy badane nie podlegata $cistej
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kontroli, to jednak nie wprowadzano zadnych ograniczen, ktore mogltyby wptyna¢ na
charakter uzyskanych wynikow. Sredni ciezar ciata takze byt podobny w obu grupach, a
to posrednio wyklucza istotne r6znice w wielko$ci masy mig$niowej. Przeprowadzone
dotychczas badania dowodza takze, ze produkty degradacji NAD gromadza si¢ w
osoczu pacjentdw z niewydolno$cig nerek [99,108], w tym takze u dzieci [107] i1 Zze sa
one w duzej mierze wynikiem postepujacego spadku filtracji kigbuszkowej. Jednak w
obu badanych grupach nie obserwowano cech niewydolno$ci nerek, a st¢zenie
kreatyniny w surowicy bylo zblizone. Wobec powyzszego takze i tego czynnika nie
nalezy bra¢ pod uwage jako decydujacego o uzyskanych w niniejszej pracy wynikach.
Mozna natomiast zatozy¢, ze wysokie stgzenie metabolitow NAD w osoczu dzieci z
chorobg nowotworowa jest wynikiem zwickszonej aktywnosci PARP-1 1 w efekcie
reakcji poli(ADP-rybozylacji). Niestabilno$¢ genomu wywolana uszkodzeniem DNA
jest praktycznie statym zjawiskiem towarzyszacym chorobie nowotworowej [18,45,76].
Moze by¢ zaréwno jej przyczyna, jak i1 jej skutkiem. Gdy uszkodzenia genomu sg
znaczne wowczas najczescie] dochodzi do przys$pieszonego starzenia si¢ komorki,
apoptozy badz do inicjacji/kontynuacji rozrostu nowotworowego. Natomiast przy
niewielkich uszkodzeniach genomu, uruchamiane sg réznorodne procesy naprawcze.
Jednym z nich jest poli(ADP-rybozylacja) katalizowana przez PARP-1 [25,28,56].
Dowiedziono, ze czynniki uszkadzajace DNA powoduja nawet 500- krotny wzrost
aktywnos$ci tego enzymu [9,49]. W efekcie, naprawie DNA towarzyszy zwigkszona
produkcja nikotynamidu i jego metabolitow. To moze by¢ glowna przyczyna
obserwowanego w niniejszej pracy wzrostu stezenia produktow degradacji NAD w
osoczu dzieci z chorobg nowotworowa.

Trudno powiedzie¢, czy obserwowany wzrost stezenia nikotynamidu, czy tez

2PY/4PY ma istotne znaczenie biologiczne. Niemniej, nie mozna zapominaé ze
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produkty degradacji NAD s3 jednoczes$nie inhibitorami PARP-1 [7,87,99,107]. Z
pozoru jest to zjawisko jednoznacznie niekorzystne, bo przeciez PARP-1 biorgc udziat
w procesach naprawy DNA dziala cytoprotekcyjnie. Ale z drugiej strony nadmierna,
utrzymujgca si¢ zwigkszona aktywno$¢ PARP-1 podtrzymuje nasilong degradacje
NAD, zmniejsza wewnatrzkomorkowe zasoby ATP 1 tym sposobem moze prowadzi¢ do
$mierci komoérki. W kontekscie komorki nowotworowej jest to zjawisko pozadane,
dostrzezone przez badaczy, skutkujace prowadzeniem licznych badan klinicznych
wykorzystujacych inhibitory PARP w terapii przeciwnowotworowej [19,32,57]. Na
umiejetne wykorzystywanie inhibitorow PARP w leczeniu nowotworow bedziemy
musieli jednak jeszcze poczekaé. A twierdzenie, ze obserwowany w niniejszej pracy
wzrost stezenia inhibitoréw PARP-1 jest wynikiem reakcji obronnej organizmu w
zwigzku z rozrastajacym si¢ guzem jest na tym etapie badan absolutnym naduzyciem,
zwlaszcza ze notowane ich st¢zenia w osoczu cho¢ dwukrotnie wyzsze, niz w grupie
kontrolnej to jednak nadal wyraznie nizsze od tych, ktéore w warunkach in vitro
wywotujg istotny efekt biologiczny [107]. Raczej nalezy przyjaé, ze jest to wynik
nasilonej poli(ADP-rybozylacji) towarzyszacej toczacej si¢ chorobie nowotworowe;.
Warto jednak podkresli¢, ze w niniejszej pracy obserwowano wzrost stezenia kilku
inhibitorow PARP-1 (nikotynamid, 2PY, 4PY), a poniewaz s3 one chemicznie
pokrewne, ich hamujacy wptyw na PARP-1 moze by¢ skumulowany.

Czy wuzyskane w niniejszej pracy wyniki, zwlaszcza te dotyczace
wewnatrzerytrocytarnych zaburzen przemian nukleotydéw adeninowych maja zwigzek
z towarzyszacg chorobie nowotworowej niedokrwisto$cig? Cho¢ niewiele za tym
przemawia, to jednak nie mozna tego wykluczy¢. Jest wiele powodow, dla ktérych u
dzieci z chorobg nowotworowag rozwija si¢ niedokrwistos¢, a hemoliza

wewnatrznaczyniowa jest powszechnie uznawana za jeden z nich. Prowadzone badania
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mialy na celu ujawnienie potencjalnych mechanizméw, ktére na poziomie
molekularnym mogtyby wptywac¢ na skrocenie czasu przezycia krwinki czerwonej, a
tym samym przyczyniajacych si¢ do ich przedwczesnego rozpadu. Nie jest to zadanie
tatwe, a dobrana populacja tym bardziej tego zadania nie utatwita. Wprawdzie u dzieci z
chorobg nowotworowg obserwowano istotnie nizsze parametry morfologii krwi
obwodowej, to jednak w pordwnaniu z grupa kontrolng roéznice te nie byly bardzo duze.
Udowodnienie bezposredniego zwigzku pomiedzy istniejagcymi
wewnatrzerytrocytarnymi zaburzeniami przemian adenylandéw, a niedokrwisto$cig jest
zadaniem niezmiernie trudnym. Latwiej jest przyja¢, ze zwickszony (wymuszony?)
obrot catej puli nukleotydow adeninowych moze si¢ do niej przyczyniac, ale nie ze jest
jej istota. Zwlaszcza, ze nasilenie biosyntezy ATP siega 20%, a szpik ludzki potrafi
zwigkszy¢ aktywnos¢ erytropoezy kilkukrotnie [77].

Analiza uzyskanych w niniejszej pracy wynikow dotyczacych wybranych
parametrow osocza rutynowo stosowanych w diagnostyce hemolizy w zasadzie w ogole
nie pozwala na potwierdzenie jej istnienia. A juz na pewno nie pozwala na wysuni¢cie
zadnego jednoznacznego wniosku. Ale w rzeczywistosci, wnioskow takich tez i1 nie
oczekiwano. Jak juz kilkakrotnie podkreslitam, niedokrwisto§¢ w chorobie
nowotworowej ma charakter wieloczynnikowy 1 trudno bylo si¢ spodziewac, aby
analiza tych kilku parametrow, zwlaszcza w przypadku niezaawansowanej
niedokrwisto$ci udzielita jednoznacznej odpowiedzi na pytanie o jej etiologig.
Przeprowadzone badania miaty raczej pokazaé, czy u dzieci z choroba nowotworowsa
mozna zaobserwowac¢ charakterystyczne zmiany stg¢zenia wskaznikow typowych dla
wewnatrznaczyniowe]j hemolizy. Jak wynika z przedstawionych wynikéw - nie mozna.
Stezenie zelaza jest w obu grupach podobne. Jego S$rednie stezenie jest wprawdzie

nizsze w grupie dzieci chorych (co mozna by uzna¢ za jedng z przestanek
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pozwalajacych na doszukiwanie si¢ niedokrwisto$ci choréb przewlektych), jednak
roznica ta nie osiggneta wartosci znamiennych statystycznie. Przeciwko istotnej
hemolizie wewnatrznaczyniowej $wiadcza tez wyniki stezenia w osoczu wolnej
hemoglobiny i wolnej bilirubiny. Nie zanotowano réznic w stezeniu tych markeréw
pomiedzy badanymi grupami, a przeciez trudno rozpozna¢ znaczaca hemolize bez
podwyzszonego stezenia zaréwno wolnej hemoglobiny, czy tez wolnej bilirubiny. Co
wiecej, w grupie dzieci chorych obserwowano ponad 2-krotnie wyzsze stezenie
ferrytyny, a przede wszystkim ponad 3-krotnie wyzsze st¢zenie haptoglobiny w osoczu.
Jest to wynik, ktory w swej istocie mogtby praktycznie wykluczyé mozliwo$¢ istotnego
wewnatrznaczyniowego rozpadu erytrocytow. Jak powszechnie wiadomo, haptoglobina
jest biatkiem produkowanym w watrobie, ktorego podstawowa rola jest wychwyt i
nieodwracalne wigzanie wolnej hemoglobiny pojawiajacej si¢ we krwi z rozpadlych
erytrocytow. Tworzy wraz z nig kompleks, ktory jest fagocytowany i rozkladany w
uktadzie siateczkowo-§rodblonkowym. W pewnym sensie biatko to chroni organizm
przed nadmierng utratg zelaza (kompleks haptoglobina-wolna hemoglobina nie ulega
filtracji  kiebuszkowej), jak 1 przed toksycznym uszkodzeniem narzadow
spowodowanym wysokim jego stezeniem. W efekcie, w ostrej hemolizie obserwuje si¢
znaczny spadek stezenia haptoglobiny w osoczu 1 jest to wynik catkowicie odmienny od
obserwowanego w niniejszej pracy [64]. Jednak haptoglobina oprocz tego, ze jest
bardzo dobrym markerem hemolizy, jest takze pozytywnym bialkiem ostrej fazy.
Pozytywnym, czyli takim ktérego stezenie w osoczu w odpowiedzi na toczacy sie
proces zapalny w ustroju ros$nie [39,63]. Do grupy tych biatek nalezy takze ferrytyna.
Oznacza to, ze obserwowane zmiany stezenia tych parametréw nie musza zaprzeczaé
istnieniu wewnatrznaczyniowej hemolizy, bo mogg by¢ nastgpstwem toczacego si¢

lokalnie i/lub ogoélnoustrojowo stanu zapalnego towarzyszacego chorobie
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nowotworowej. I tak jest najpewniej w tym przypadku, o czym §wiadczy obserwowane
takze w grupie badanej wysokie stezenie biatka C-reaktywnego (CRP). Wysokie
stezenie CRP w chorobie nowotworowej jest zjawiskiem obserwowanym przez wielu
badaczy [35,79,86]. Wielu jest przekonanych, ze zmiany stezenia CRP sg zalezne od
wielko$ci guza 1 stopnia zaawansowania choroby, w tym obecno$ci zmian
przerzutowych [42]. Nowotwor jest czynnikiem uszkadzajacym struktury tkankowe,
wyzwalajagcym miejscowy odczyn zapalny. Gromadzace si¢ w miejscu uszkodzenia
limfocyty, a przede wszystkim monocyty/makrofagi wydzielaja cytokiny prozapalne
(czynniki martwicy nowotworow: TNFa i TNF; interleukiny: 1, 6, 8), ktére indukuja
syntezg szeregu biatek wspdlnie okres§lanych mianem biatek ostrej fazy [52]. Ich rola
jest opanowanie toczacego si¢ stanu zapalnego i przywrocenie homeostazy. CRP
odgrywa w tym procesie wazng role 1 jest ona dobrze udokumentowana. Tworzy ono
kompleksy z uszkodzonymi elementami komorek i posredniczy w ich eliminacji
poprzez aktywacje¢ ukladu dopeiniacza, nasilenie procesu opsonizacji i fagocytozy
[113,125]. W ten sposob bierze czynny udziat w procesach naprawczych. Jednak o ile
wzrost stezenia 1 aktywnos$ci biatek ostrej fazy w typowych stanach infekcyjnych jest
zjawiskiem korzystnym, wrecz pozadanym i w krotkim czasie ulegajacym normalizacji,
o tyle ocena tej samej reakcji begdacej wynikiem stanu zapalnego towarzyszacego
chorobie nowotworowej nie jest juz taka jednoznaczna. Wedlug wielu autoréw
przewlekty stan zapalny obecny w przebiegu choroby nowotworowej i towarzyszaca
mu reakcja ostrej fazy o umiarkowanym nasileniu przyczyniaja si¢ do rozwoju wielu
niekorzystnych zjawisk, w tym mig¢dzy innymi do rozwoju zespotu wyniszczenia
nowotworowego [3,118]. Niedokrwisto$¢ jest oczywiscie takze jego stalym elementem.
Niemniej, obserwowane w niniejszej pracy zmiany st¢zenia ferrytyny, czy haptoglobiny

nie sg bezposrednim wynikiem hemolizy, a raczej podobnie jak i wzrost stezenia CRP
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sa czeScig reakcji ostrej fazy stanowigce] odpowiedz organizmu na stan zapalny
towarzyszacy rozwijajagcemu si¢ w ustroju nowotworowi.

Nie udato si¢ takze znalez¢ Zzadnych korelacji pomiedzy parametrami uktadu
czerwonokrwinkowego, a wewnatrzerytrocytarnym stezeniem adenylanéw i/lub
produktami ich degradacji. Nie oznacza to oczywiscie, ze wewnatrzerytrocytarne
zaburzenia przemian adenylanow nie odgrywaja zadnej roli w rozwoju przedmiotowej
niedokrwisto$ci. Ale oznacza to, ze najpewniej nie ma pomiedzy nimi bezposredniej
zalezno$ci statystycznej. Wobec powyzszego, w jaki sposdb i czy w ogdle mozna
rozpatrywa¢ zaburzenia przemian nukleotydéw adeninowych w  kontek$cie
niedokrwisto$ci wystepujacej u dzieci z chorobg nowotworowa? Elementem, ktoéry
taczy te zagadnienia i ktory mozna bra¢ pod uwage jest na pewno sprawnos¢ dziatania
ATP-azy Na'/K". Jest to kluczowy enzym blonowy erytrocyta (jak i kazdej innej
komorki), odpowiadajacy za utrzymanie jego potencjalu blonowego 1 objetosci.
Niewydolno$¢ tego enzymu skutkuje nieprawidlowym, blonowym gradientem stezen
sodu i potasu, zmianami ksztaltu komorki i w efekcie jej rozpadem. Sprawnosé
dziatania ATP-azy Na'/K' jest uzalezniona od stalego, niezaburzonego doptywu ATP
[105,106]. Aktywno$¢ ATP-azy Na'/K' w erytrocytach pacjentow z choroba
nowotworowg byla przedmiotem wielu badan. Wyniki tych prac nie sg jednoznaczne,
ale dominuje poglad Ze aktywno$¢ tego enzymu ulega obnizeniu [13,62,65,124]. Co
wiecej, istnieja doniesienia, ze u chorych z bedaca nastepstwem leczenia remisjg
choroby aktywno$é ATP-azy Na'/K" ulega odbudowie [65]. Nie wiadomo, czy spadek
aktywnosci ATP-azy Na'/K' jest wynikiem dziatania czynnikow wewnatrz-, czy
zewnatrzkrwinkowych. Jedna z hipotez zaktada, ze to poliaminy produkowane w
nadmiarze u pacjentdéw z chorobg nowotworowg sg odpowiedzialne za uposledzenie

aktywnosci tego enzymu [124]. Warto zauwazy¢, ze obnizona aktywnos$¢ ATP-azy
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Na'/K" moze by¢ jedna z przyczyn zwiekszonego wewnatrzerytrocytarnego stezenia
ATP, ale jezeli hamujacy wpltyw na jej aktywno$¢ jest w dominujgcym stopniu
spowodowany czynnikami zewnatrzkrwinkowymi to by¢ moze wewnatrzerytrocytarny
wzrost syntezy ATP jest wtorny, kompensacyjny, obronny, konieczny dla zachowania
ksztattu i1 integralno$ci komorki. Zwiekszona synteza i zuzycie ATP jest by¢ moze
niezbedne dla zachowania prawidlowego funkcjonowania erytrocyta w obliczu choroby
nowotworowej, a kazdy stan, ktory burzy te wzgledna réwnowage, kazdy zwlaszcza
przewlekajacy si¢ stan zapalny, infekcyjny lub nieinfekcyjny moze skutkowaé
niewydolno$cig tego procesu, przedwczesnym rozpadem erytrocytow i w efekcie
przyczyniac si¢ do rozwoju niedokrwistosci.

Biorac pod uwage przedstawione tu fakty i rozwazania, oparte w cze$ci na
badaniach wilasnych, a w cze$ci wysunigte na podstawie dostgpnego piSmiennictwa
mozna stwierdzi¢, ze metabolizm nukleotydow adeninowych jest w erytrocytach dzieci
dotknigtych chorobg nowotworowg istotnie zaburzony. Zwigkszona jest zaréwno ich
biosynteza, jak i degradacja. Ponadto, w osoczu obserwuje si¢ nasilong degradacje
dinukleotydu nikotynamidoadeninowego. Przeprowadzona przeze mnie dyskusja
dotyczaca zardwno przyczyn, jak i skutkdw obserwowanych zjawisk na pewno nie jest
zakonczona. Konieczne sg dalsze badania majace na celu wyjasnienie patogenezy oraz

klinicznych nastgpstw omawianych zaburzen.
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7.WNIOSKI

1. W erytrocytach dzieci z choroba nowotworowa wystepuje zwiekszone stezenie
nukleotydow adeninowych (ATP, ADP, AMP). Stezenie dinukleotydu
nikotynamidoadeninowego (NAD) oraz NADP jest podobne jak w grupie dzieci

zdrowych.

2. Wysokie wewnatrzerytrocytarne st¢zenie adenylanéw jest najpewniej wynikiem ich
zwigkszonej biosyntezy, a substratem dla ich zwigkszonej biosyntezy jest adenina.
Przemawia za tym stwierdzone wysokie osoczowe stezenie adeniny, zwickszona
inkorporacja adeniny do puli nukleotydéw adeninowych zawartych w erytrocytach
oraz pozytywna korelacja pomigdzy osoczowym = stezeniem adeniny, a
wewnatrzerytrocytarnym stezeniem ATP. Osoczowe stezenie adenozyny, jak i
szybkos$¢ jej inkorporacji do puli nukleotydow adeninowych w erytrocytach dzieci z

chorobg nowotworowa jest podobne jak u dzieci zdrowych.

3. W erytrocytach dzieci z chorobg nowotworowa obserwuje si¢ zwiekszone stezenie
hipoksantyny, koncowego produktu degradacji nukleotydow adeninowych. Oznacza
to, ze w obliczu tej choroby w erytrocytach wystepuje zwickszony obrét catej puli

adenylanow, a tym samym obrot pier§cienia purynowego.

4. W osoczu dzieci z chorobg nowotworowa gromadzi si¢ w nadmiarze nikotynamid
oraz inne produkty degradacji nukleotydu nikotynamidoadeninowego. Moze to by¢
wynikiem zwigkszonej aktywnos$ci poli(ADP-rybozylacji), jednego z podstawowych
procesow odpowiedzialnych za zachowanie integralnosci genomu komoérki, w tym
miedzy innymi poprzez naprawe¢ DNA.
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5. Uzyskane wyniki nie pozwalaja na wyciagniecie jednoznacznych wnioskow
dotyczacych  zwigzku  pomigdzy  wewnatrzerytrocytarnymi  zaburzeniami
metabolizmu nukleotydow adeninowych, a niedokrwisto$cig obserwowang u dzieci z

chorobg nowotworowa.
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8. STRESZCZENIE

Choroba nowotworowa jest schorzeniem dotyczacym calego organizmu, w
przebiegu ktorego wystepuja roznego rodzaju zaburzenia metaboliczne. Zaburzenia te
mozna zaobserwowa¢ w komorkach wigkszosci tkanek, w tym takze w erytrocytach.
Erytrocyt, podobnie jak kazda inna komorka, nie moze prawidlowo funkcjonowac bez
statej podazy ATP. Dlatego tez wszelkie zaburzenia sprzyjajace nieprawidiowej
syntezie ATP w erytrocytach mogg przyczynia¢ si¢ do uposledzenia funkcjonowania
mechanizmoéw odpowiedzialnych za jego integralno$¢ i skutkowa¢ rozpadem, rozwojem
niedokrwistos$ci 1 niedostatecznym utlenowaniem tkanek.

Celem niniejszej pracy byla ocena przemian nukleotydow purynowych w
erytrocytach dzieci z choroba nowotworowa o utkaniu pozaszpikowym oraz
poszukiwanie zwigzku pomigdzy istniejgcymi zaburzeniami, a towarzyszaca chorobie
niedokrwisto$cia.

Badaniami objeto 58 pacjentéw Kliniki Pediatrii, Hematologii i Onkologii AM w
Gdansku w wieku od 2 do 17 lat, z rozpoznaniem choroby nowotworowej o utkaniu
pozaszpikowym (guzy lite u 43 dzieci i choroba Hodgkina u 15 chorych), w stopniu
zaawansowania od II do IV. Badania przeprowadzono przed rozpoczegciem leczenia.
Uzyskane wyniki odniesiono do 19-osobowej grupy kontrolnej, ktérg stanowity dzieci
zdrowe.

W obu badanych grupach wykonano wybrane badania krwi obwodowe]
(morfologia, elektrolity, wapn, fosforany, biatko C-reaktywne), podstawowe badania
zwigzane z diagnostyka niedokrwistosci (retikulocyty, zelazo, ferrytyna, haptoglobina,
wolna hemoglobina, bilirubina), a takze okreslajace stopien wydolnosci nerek
(kreatynina) i funkcje watroby (transaminazy, wskaznik protrombinowy). Jednak przede

wszystkim, korzystajac z systemu wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC),
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w erytrocytach obu badanych grup oznaczono st¢zenie nukleotydow adeninowych
(ATP, ADP, AMP) oraz st¢zenie produktow ich degradacji (hipoksantyna). Oznaczono
takze osoczowe st¢zenie adeniny i1 adenozyny, zwigzkow zawierajacych pierscien
purynowy, ktérego reutylizacja jest niezbedna do wewnatrzerytrocytarnej syntezy
adenylanoéw oraz korzystajac z badan izotopowych okreslono szybkos¢ ich inkorporacji
do wewnatrzerytrocytarnej puli adenylanow. Ponadto w erytrocytach obu badanych
grup oznaczono stezenie dinukleotydu nikotynoamidoadeninowego (NAD), natomiast
stezenie produktow jego degradacji (nikotynamid, Met2PY, Met4PY) oznaczono w
0S0CZU.

U dzieci z chorobg nowotworowa stwierdzono statystycznie niZsze st¢zenia
erytrocytow, hemoglobiny i  hematokrytu, wysokie st¢zenie CRP $wiadczace o
wspotistniejagcym stanie zapalnym, a takze wysokie st¢zenia innych biatek ostrej fazy-
ferrytyny i haptoglobiny. W badaniach nie stwierdzono obecnosci cech typowych dla
istotnej hemolizy wewnatrznaczyniowej (niezmienione st¢zenie wolnej hemoglobiny,
bilirubiny, retikulocytozy, podwyzszone stezenie haptoglobiny). Nie stwierdzono takze
nieprawidlowosci w funkcjonowaniu nerek 1 watroby (prawidtowe stezenie kreatyniny,
transaminaz, wskaznika protrombinowego). W erytrocytach dzieci z chorobg
nowotworowg obserwowano natomiast podwyzszone st¢zenie nukleotydow
adeninowych (ATP, ADP, AMP), wysokie osoczowe st¢zenie adeniny, zwigkszong
szybko$¢ jej inkorporacji do wewnatrzerytrocytarnej puli adenylanéw, a takze
pozytywna  korelacje =~ pomiedzy  osoczowym  stezeniem  adeniny, a
wewnatrzerytrocytarnym stezeniem ATP. W erytrocytach chorych dzieci zanotowano
takze wyzsze st¢zenie hipoksantyny, koncowego produktu przemian adenylanow.

Wewnatrzerytrocytarne stezenie NAD byto podobne w obu badanych grupach, jednak
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w osoczu dzieci z chorobg nowotworowg stwierdzono statystycznie wyzsze stezenia
produktéw jego degradacji (nikotynamid, Met2PY, Met4PY).

Uzyskane wyniki dowodzg obecnosci istotnych zaburzen dotyczacych przemian
nukleotydow w  erytrocytach dzieci z choroba nowotworowa. Wysokie
wewnatrzerytrocytarne stezenie adenylanow jest najpewniej wynikiem zwiekszonej ich
biosyntezy, dla ktorej gldwnym substratem wydaje si¢ by¢ adenina. Co wigcej, wysokie
stezenie hipoksantyny obecne w erytrocytach tych dzieci jest dowodem na zwiekszony
obrét catej puli nukleotydow adeninowych, a tym samym pier§cienia purynowego. W
osoczu dzieci z choroba nowotworowg gromadzi si¢ w nadmiarze nikotynamid oraz
inne produkty degradacji NAD, co moze by¢ wynikiem zwigkszonej aktywnosci
procesu poli(ADP-rybozylacji). Otrzymane wyniki nie pozwalaja jednak na
wyciggnigcie  ostatecznych ~ wnioskow  dotyczacych — zwigzku  pomiedzy
wewnatrzerytrocytarnymi zaburzeniami przemian nukleotydéw adeninowych, a

istniejgca niedokrwistoscig u dzieci z rozpoznaniem choroby nowotworowe;.
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