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1. WSTEP

Zaburzenia metabolizmu towarzysza wielu przewleklym chorobom u dzieci m.in.
ztodliwym procesom nowotworowym. Wyniszczenie w przebiegu choroby nowotworowej
wynika glownie ze zmian metabolicznych zachodzacych podczas samego procesu
chorobowego, ale tez stosowanych lekow cytostatycznych.

Populacja pacjentow pediatrycznych z rozpoznaniem ztos§liwego procesu nowotworowego
w Polsce jest stosunkowo nieliczna (1100-1200 nowych zachorowan rocznie) w poroOwnaniu
z populacja dorostych [1]. Rowniez odmienna histologia 1 przebieg choroby powoduja, iz
podejscie do dziecka obcigzonego chorobg nowotworowa musi by¢ holistyczne. Poniewaz
objawy choroby nowotworowej u dziecka mogg by¢ wysoce niecharakterystyczne, okoto 80
% dzieci jest diagnozowanych w momencie, gdy obserwuje si¢ przerzuty odlegle (rozsiana
choroba nowotworowa). Jednocze$nie coraz nowoczesniejsze metody diagnostyczne oraz
terapeutyczne powoduja, iz wzrasta odsetek pacjentdw osiagajacych diugotrwalg kliniczng
remisje. Szacuje si¢, ze wsrod populacji osob dorostych w wieku 20 lat na kazdy tysiac
przypada jeden pacjent, ktory byt leczony z powodu nowotworu zto§liwego w dziecinstwie
[1]. Sytuacja taka wystepuje rowniez z powodu duzo bardziej intensywnego i kompleksowego
leczenia (wielolekowa chemioterapia, megachemioterapia, radioterapia, zabiegi chirurgiczne).
Dzialanie takie ma jednak swoje konsekwencje w postaci dziatan niepozadanych, zaréwno
wczesnych, jak i1 odlegltych. Moga one sta¢ si¢ bezposrednia przyczyng zgonu pacjenta. Zatem
skuteczne przeciwdziatanie ich wystapieniu jest obecnie podstawg w opiece onkologicznej
nad pacjentem pediatrycznym.

Jednym z najwiekszych wyzwan u pacjenta onkologicznego wydaje si¢ by¢ zapobieganie
wyniszczeniu nowotworowemu, a w przypadku jego wystapienia mozliwo$¢ skutecznego
leczenia wspomagajacego. Niedozywienie w chorobie nowotworowej obserwuje si¢ u okoto
75 % pacjentow niezaleznie od stadium zaawansowania procesu [2]. Ten stan jest niedoborem
energii, biatek 1 jakichkolwiek innych substancji odzywczych, ktoérych brak powoduje
zauwazalne skutki uboczne, dotyczace funkcjonowania ludzkiego organizmu lub jego stanu
og6lnego. Uwaza sig, ze u okoto 45 % pacjentéw zdiagnozowanych z powodu nowotworu
ztosliwego  wystepuje  ubytek masy ciala rzegdu 10% masy  wyjSciowe;,
a u 25% badanych roznica ta wynosi ponad 20% [3]. Sytuacja ta dotyczy nie tylko chorych
z zaawansowanym procesem, ale rowniez na wczesnych etapach choroby, jako ze juz w tym
momencie ma miejsce wytwarzanie duzych ilosci mediatorow kacheksji. Taki stan opisywany

jest jako zlozony zespot metabolicznych objawdw zwigzanych z chorobg podstawowg



1 charakteryzuje si¢ utrata masy mig¢sniowej z lub bez utraty tkanki tluszczowej [4]. Skrajne
wyczerpanie prowadzi do znacznie upoS$ledzonej jakosci zycia, a przede wszystkich
uniemozliwia zastosowanie skutecznego, lecz agresywnego leczenia przeciwnotworowego.
Badania statystyczne pokazuja, Ze utrata masy ciata wigksza niz 5% znaczaco pogarsza
rokowanie [1,5]. Obserwacje dotyczace kacheksji nowotworowej dowodza, iz wczesne
zapobieganie zespotowi CAC (Cancer Anorexia/Cachexia Syndrome) jest w stanie odwroci¢
patologiczne mechanizmy, ktore doprowadzaja do niego, a tym samym zapobiec cigzkim
uszkodzeniom narzadowym i systemowym [6]. Onkologiczny, niedozywiony pacjent
znajduje si¢ w stanie hipermetabolicznym z nasilonymi procesami lipolizy, oksydacji kwasow
thuszczowych 1 glukoneogenezy, a takze katabolizmu biatek [7,8]. Metabolizm bialek
1 aminokwasow u tych pacjentdow wykazuje $ciste powigzanie z metabolizmem glukozy 1 jest
regulowany przez te same hormony i ich metabolity [9]. Magazynowany w watrobie
1 migs$niach szkieletowych glikogen powinien spetnia¢ swoja role w warunkach zwigkszonego
zapotrzebowania na glukoz¢ u chorych onkologicznych, ale w zwigzku z niedostateczng jej
podaza w diecie jest czesto niewystarczajacy. Interesujacy jest fakt, iz poziom glukozy
w surowicy jest najczgsciej prawidlowy z powodu zwigkszonej glukoneogenezy
w komoérkach watrobowych [10]. Obserwowane s3 zmiany w metabolizmie biatek
u pacjentow nowotworowych i koreluja one z intensywnoscig glukoneogenezy. Zwigkszony
udziat aminokwasu alaniny w procesie glukoneogenezy jest zauwazalng anomalig w tej grupie
[11]. Zmiany w profilu wolnych aminokwasé6w w osoczu sg przedmiotem badan wielu
naukowcow. Wydaje si¢, ze ich redystrybucja moze wynika¢ nie tylko z powodu
zmniejszonego przyjmowania pokarmu przez chorych, ale réwniez bezposredniej obecnosci
komorek nowotworowych i ich wptywu na gospodarke proteinowg organizmu [7,8,12].
Badania znakowanych izotopem aminokwasoéw przeprowadzone na modelach zwierzgcych
obcigzonych nowotworem wykazaty zwickszony katabolizm biatek w komodrkach
mieg$niowych z jednoczesnym zmniejszeniem ich syntezy oraz zwigkszony catkowity obrot
biatek w poréwnaniu z grupa kontrolng [13]. Udowodniono, ze zmiany te wyprzedzaja
pojawienie si¢ ujemnego bilansu azotowego, utraty masy ciala, czy zauwazalnego
zmniejszenia przyjmowania sktadnikoéw odzywczych.

Komorki nowotworowe oprocz tego, ze sg niezalezne od zewnatrzkomodrkowych szlakow
sygnalowych pobudzajacych proliferacje, maja nieograniczony potencjal replikacyjny czy
potencjat angiogenny, maja réwniez zdolnos¢ do zmiany metabolizmu komoérkowego [14].
Zjawisko Warburga to zwigkszony wychwyt glukozy i caty szereg zjawisk, ktore prowadza do

produkcji kwasu mlekowego, nawet w warunkach wystarczajacej ilosci tlenu. W tym procesie
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dochodzi do wytwarzania produktow posrednich, ktore stuza powstaniu kwasow
nukleinowych, biatek i lipidow [15]. Kwas mlekowy moze rowniez stuzy¢ jako czasteczka
sygnalowa dla komorek srodbtonka. Jako aktywator syntezy szlaku IL-8 moglby nasilac
procesy migracji 1 angiogenezy nowotworowej [16,17]. Te dwa zwigzki - glutamina
1 glukoza sa w $cistym zwigzku metabolicznym w komoérkach nowotworowych [18]. Jak
przedstawiono na Ryc.1.1 [19] pod wptywem heksokinazy, enzymu PK-M2, izoenzymu A
dehydrogenazy mleczanowej dochodzi do przeksztalcenia glukozy do pirogronianu,
a nastepnie do acetylokoenzymu A, ktéry wchodzi w cykl kwasoéw trojkarboksylowych.
Nastepnie z glutaminy pod wplywem dziatania glutaminazy powstaje glutaminian, a potem
alfa-ketoglutaran. Do procesu syntezy bialek wykorzystywane sg aminokwasy, ktore

pochodzg z przemian glutaminy 1 glukozy [20].
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Ryc. 1.1 Powigzanie metabolizmu glukozy i glutaminy w komorkach nowotworowych [19]



Proces nowotworowy jest rozpatrywany rowniez, jako choroba ,,metaboliczna”, jako
ze intensywnie proliferujace komorki nowotworowe potrzebuja wickszej ilosci aminokwasow
do syntezy biatek 1 kwasow nukleinowych [21,22]. Krazace w osoczu wolne aminokwasy
(PFAA) moga czeSciowo odzwierciedla¢ metabolizm biatek indukowany przez nowotwor
[10]. Zauwazalne roznice w poziomie PFAA byly obserwowane u pacjentow niedozywionych
na pdznym etapie zaawansowania choroby nowotworowej [23]. Wart podkreslenia jest fakt, iz
generalnie masa guza stanowi niewielka cze$¢ masy ciata. Niektorzy autorzy zauwazaja, ze
rzadko przekracza ona 1% wagi pacjenta [8]. W zwigzku z powyzszym nalezy mie¢ na
uwadze, iz na zaburzenie profilu aminokwaséw bedzie miata wplyw obecnos$¢ nowotworu
1 jego biatkowych przemian, ale w wigkszosci bedzie to efekt metabolizmu biatek w watrobie
1 migs$niach szkieletowych gospodarza. Lai 1 wsp. [10] zaproponowali potencjalny mechanizm
zmian w profilu wolnych aminokwasow w osoczu pacjentdow onkologicznych. Autorzy
zatozyli, ze na wczesnych etapach choroby obrét aminokwaséw mogltby by¢ zwigkszony
w niewielkim stopniu w zwigzku z hipermetabolizmem komorki nowotworowej (Ryc. 1.2).
Jednakze zwykle w tym momencie profil PFAA nie wykazuje zmian lub obserwuje si¢
niewielki spadek stezenia w zakresie aminokwasow glukogennych i calkowitego stezenia
aminokwasow z powodu zwigkszonego katabolizmu biatek w mig$niach szkieletowych, ktory
wynika z kolei ze zwigkszonej glukoneogenezy w watrobie. Wyjatkowo trudna jest sytuacja
w przypadku zaawansowanego stadium, gdy dodatkowym czynnikiem jest kacheksja
nowotworowa. Jak wspomniano wczesniej stan ten skutkuje wyraznym niedoborem wolnych
aminokwasoéw, w tym egzogennych, endogennych, aminokwasdéw rozgatezionych
1 glukogennych. W migs$niach szkieletowych dochodzi do spadku syntezy biatek
1 zauwazalnej ich degradacji. Stan ten dodatkowo jest potggowany przez zmniejszony dowoz
pokarmu u tych chorych. Istnieja rowniez pewne przestanki sugerujace, ze pochodzenie
nowotworu z roznych organéw moze mie¢ takze znaczenie, jako ze proliferacja tych komorek
zachodzi w réznym stopniu 1 moze mie¢ to wptyw na metabolizm biatek gospodarza i1 profil
wolnych aminokwasoOw w osoczu [23-26]. Rozwaza si¢ wykorzystywanie PFAA jako

dodatkowego, pomocniczego narzgdzia w diagnostyce nowotwordéw ztosliwych.
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Ryc. 1.2 Proponowany mechanizm zmian w profilu wolnych aminokwasow u pacjentow

onkologicznych w zaleznosci od stadium zaawansowania [na podstawie 10]

U pacjentow onkologicznych glutamina i arginina znalazly si¢ w kregu szczegdlnego
zainteresowania. Podejmowane sg proby suplementacji glutaming celem m.in. poprawy stanu
odzywienia, a takze podaz lekow powodujacych obnizenie stezenia argininy jako leczenia

chemicznego, majacego na celu osiagnigcie klinicznej remisji.

1.1 Glutamina

Glutamina jest jednym z aminokwasow, ktory odgrywa niezwykle wazng role
w funkcjonowaniu ludzkiego organizmu. Jest ona syntetyzowana w komorkach niektorych
tkanek organizmu. Glownym miejscem, w ktérym zachodzi produkcja tego aminokwasu
1 jego przechowywanie sa migsnie szkieletowe, w nieznacznym stopniu tkanka ptucna
1 moézgowa [27].
Wiadomo, ze glutamina jest prekursorem glutationu poprzez synteze glutaminianu. Jednak
nalezy pamietaé, ze obecnos$¢ cysteiny i glicyny jest waznym czynnikiem w procesie syntezy

glutationu 1 bez ich obecnosci reakcja ta nie bylaby mozliwa (Ryc.1.1.1) [28]
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Ryc.1.1.1. Glutamina i jej udzial w tworzeniu glutationu [28]

Glutamina jest niezb¢dna do wzrostu i rozwoju wielu funkcji (w tym wielu funkcji
fizjologicznych). Jej profil dziatania jest bardzo szeroki. Wsrod korzystnych oddziatywan
warto wyrozni¢: zwigkszong wrazliwo$¢ na insuling, zwigkszenie O-glikozylacji podczas
stresu, wzmozong produkcje bialek szoku termicznego, zmniejszenie dostgpnosci wolnych
rodnikéw, zmniejszenie translokacji bakterii jelitowych i endotoksyn (rola w utrzymaniu
bariery btony S$luzowej jelita), korzystne oddziatywanie na funkcje limfocytow, kontrole
formacji tlenku azotu — NO (transport azotu pomiedzy poszczegdlnymi organami m.in
z mig$ni do jelit, nerek i watroby) 1 réwnowagi kwasowo-zasadowej [29]. Glutamina stuzy
réwniez jako jeden z substratow dla intensywnie proliferujagcych komorek, takich jak te, ktore
znajduja si¢ w przewodzie pokarmowym, a takze dla limfocytow, makrofagdw, fibroblastow
1 retykulocytéw [30]. W normalnych, fizjologicznych warunkach wytwarzanie 1 dystrybucja
glutaminy sg wystarczajace, aby sprosta¢ wymaganiom organizmu. Wykazano, ze dodatkowa
suplementacja doustng glutaming w przypadku grupy dorostych zdrowych 0sob
z prawidlowym jej poziomem w osoczu, nie przynosi zadnych dodatkowych korzysci [31].
Z kolei w sytuacjach patologicznych, w warunkach stresu katabolicznego, produkcja
omawianego aminokwasu i1 jego uwalnianie z tkanek jest niewystarczajace, aby sprostac
wymaganiom poszczegolnych narzadow i komorek, zwlaszcza tych, ktore uzywaja glutaminy
do prawidlowego funkcjonowania (jelita, watroba, nerki, komorki zapalne i uktad
odpornosciowy). Glutamina oprocz tego, ze jest ,,paliwem” dla namnazajacych si¢ komorek,
bierze rowniez udziat w kontroli ekspresji genéw (zwigzanych z metabolizmem),

a takze jest zaangazowana w aktywacje 1 naprawe wewnatrzkomérkowych szlakow
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sygnalizacyjnych [32]. Udzial w procesach antyoksydacyjnych ustroju jest jednym
z wazniejszych aspektow oddziatywania glutaminy, poniewaz u krytycznie chorych
pacjentOow zawsze obserwuje si¢ zmiany w statusie redox. Badania eksperymentalne
przeprowadzone na szczurach wskazuja, ze podawanie Gln przed zabiegiem operacyjnym
pobudza ekspresje HSP70 (biatko szoku termicznego), a takze zmniejsza odpowiedz zapalng
ze wzgledu na regulacje syntazy tlenku azotu (NOS) w narzadach, takich jak: watroba, serce
1 pluca [33]. Podobne obserwacje zostaly poczynione przez Coeffier 1 wsp. [34], ktorzy
oceniali wpltyw suplementacji argininy i glutaminy, jako taczne dziatanie tych dwodch
aminokwasow. W przypadku takiej kombinacji uwalnianie cytokin prozapalnych bylo
znacznie nizsze [35].

Réwniez wiele powaznych schorzen zwigzanych jest z niedozywieniem i posrednio
z uszkodzeniem bariery jelitowej i tkanki limfatycznej ukladu pokarmowego. Badania na
modelach zwierz¢cych wykazaty, ze suplementacja Gln moze wptyna¢ korzystnie na poprawe
czynnosci jelit [36,37]. Jak wspomniano powyzej, Gln odgrywa réwniez wazng role w funkcji
immunologicznej. Kessel 1 wsp. [37] poddali obserwacji szczury po doustnej suplementacji
glutaminy 1 zauwazyli zmiany w zachowaniu bialek, ktére odgrywaja role w aktywacji
wrodzonej odpornosci w odpowiedzi na ekspozycj¢ bakteryjna np. poprzez Toll-like receptor
4 (TLR4). Autorzy wykazali obecnos$¢ obnizonej ekspresji TLR 4 w komodrkach nabtonka
jelita, ktore zostaty zajete przez bakterie Gram-ujemne [37]. Zwigkszenie ekspresji tego
biatka prowadzi do indukcji cytokin prozapalnych np. IL-1, IL-6, TNF-oa.

Wiekszos¢ pacjentoéw onkologicznych cierpi z powodu zaburzen spowodowanych
chorobg podstawowa, ale takze z powodu komplikacji po leczeniu. Wsérod nich warto
wymieni¢ wspominanie wczes$nie] niedozywienie, powiklania ze strony przewodu
pokarmowego, a takze ciezkie zakazenia. Wydaje sie, ze terapia wspomagajaca, ktora
pomogtaby lub wrgcz zniwelowala te niekorzystne dzialania, bedzie krokiem milowym
w leczeniu tej grupy chorych. Zapalenie §luzowek jamy ustnej jest jednym z najczestszych
powiktan leczenia cytostatykami. Ze wzgledu na stopien nasilenia zmian zapalnych, stan ten
prowadzi czgsto do czeSciowego lub catkowitego zywienia pozajelitowego, zwickszajac
ryzyko niedozywienia i w konsekwencji znacznego pogorszenia jakosci zycia (QL) pacjenta.
Zaburzenie w funkcjonowaniu btony §luzowej jamy ustnej i catego przewodu pokarmowego
samo w sobie przyczynia si¢ takze do wystgpienia bardziej nasilonych skutkéw ubocznych
chemioterapii (CHT) i radioterapii (RTX) i wzrostu $miertelnosci. Szeroko pojete zmiany
metaboliczne (stan zapalny, wzmozona proteoliza migsniowa, zmiany w metabolizmie

weglowodanéw, biatek 1 thuszczow) 1 zaburzenia odzywiania (anoreksja) sa pierwszym
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krokiem prowadzacym do wyniszczenia organizmu. Suplementacja glutaming, dozylnie lub
doustnie, jest obecnie coraz czegscie] uznawana za leczenie wspomagajace (tzw. supporting
therapy), poniewaz jest ona uwazana za substrat dla szybko dzielacych si¢ komorek, ktore
uleglty zniszczeniu w procesach nowotworowych, prowadzac do uposledzenia wielu narzadoéw
1 ich funkcji. Z drugiej strony podejscie takie wymaga duzej ostroznosci, jako ze w latach 90
opublikowano kilka doniesien o zuzyciu glutaminy przez komorki nowotworowe. Badania
przeprowadzone w 1990 roku na liniach komoérkowych wykazaty, ze Gln moze byc¢
potencjalnym zrodtem energii dla komoérek nowotworowych [37]. Zjawisko to moze by¢
jednym z mozliwych wyjasnien stanu niedozywienia u pacjentdéw z rozpoznaniem ztosliwego
procesu nowotworowego. Wysunieto hipoteze, ze glutamina, ktora jest uwalniana z migsni,
przeptywa bezposrednio do guza nasilajagc jego wzrost. Wedlug autorow w przypadku
suplementacji zapewnia si¢ dodatkowa ilos¢ krazacej glutaminy, ktéra stanowi sktadnik
"odzywczy" nowotworu. Jednak najbardziej wiarygodnymi i obiektywnymi badaniami
oceniajagcymi wplyw w/w suplementacji na wzrost guza sg te, ktoére wykonuje si¢
w warunkach in vivo.

Aktualnie dane takie nie zostaly opublikowane, dlatego doswiadczenia na modelach
zwierzgcych oraz te na nowotworowych liniach komérkowych musza stuzy¢ za obserwacje
wyjsciowe. Badania do$wiadczalne na szczurach leczonych metotreksatem (MTX) z powodu
migsaka zostaly wykonane przez Rouse 1 wsp. [38]. Zaobserwowano, ze toksycznos¢
w stosunku do uktadu pokarmowego, indukowana przez MTX byla mniejsza w poréwnaniu
do grupy kontrolnej, a wielko$¢ nowotworu zmniejszyla si¢ u szczuréw karmionych

glutaming.
1.2. Arginina i asymetryczna dimetyloarginina (ADMA)
Arginina, podobnie jak glutamina jest substancja, ktorej obecnie poswieca si¢

niezwykle duzo uwagi. Ten cze$ciowo niezbedny aminokwas odgrywa wazna role w wielu

szlakach metabolicznych u ludzi (Ryc.1.2.1)
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Ryc.1.2.1. Gtowne szlaki metaboliczne L-Argininy [39]

Istniejg pewne doniesienia, ktore sugeruja jego znaczaca rol¢ w biologii niektorych
nowotworow 1 procesie kancerogenezy. Rozwaza si¢ rowniez pozytywny wplyw argininy na
funkcjonowanie uktadu immunologicznego [40]. Glutamina i arginina sg $cisle ze sobag
powigzane, poniewaz pierwszy z wymienionych aminokwaséw ma swoj udzial w syntezie de
novo argininy przez $ciezke jelitowo-nerkowg [41]. Nastepnie poprzez proces transformacji
glutaminy do cytruliny, zarowno na drodze bezposredniej, jak 1 proces przemiany proliny
i glutaminianu w eneterocytach, glutamina jest uwalniana i wykorzystywana w produkcji
argininy [42]. Dalej arginina moze by¢ hydrolizowana przez arginaz¢ w watrobie do
mocznika 1 ornityny, a nastepnie przeksztatcana do glutaminianu, proliny i glutaminy. Jednak
wspolne szlaki metaboliczne obu aminokwaséw nie dowodzg ich wspolnych funkcji. Sugeruje
si¢, ze zarowno Arg, jak 1 Gln zwigkszajg wrazliwo$¢ na insuling, ale w przypadku ich udziatu
w procesie produkcji tlenku azotu (NO) ich rola jest antagonistyczna [43,44]. Arginina
zwiceksza NO przez iNOS (indukowalng syntaze tlenku azotu) w makrofagach, komodrkach
srédblonka 1 komoérkach nabtonkowych jelita cienkiego [42]. Glutamina doprowadza do
obnizenia poziomu tlenku azotu przez makrofagi i komorki §rodbtonka [46], ale nie ma
wplywu na komorki nablonka jelitowego i ich syntez¢ NO [42]. Takie opozycyjne dziatanie
zaobserwowa¢ mozna takze w przypadku wplywu na wewnatrzkomorkowe szlaki
sygnalizacyjne, takie jak mTOR ( mammalian target of rapamycin kinase): Arg stymuluje,
a GIn nie odgrywa zadnej roli, pomimo Ze sugeruje si¢ pewien udzial mTOR w koncowych
efektach dziatania glutaminy [43]. Syntetaza argininobursztynianowa (ASS) jest réwniez

facznikiem pomigdzy tymi dwoma aminokwasami. Gln powoduje zwigkszenie poziomu
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aktywnosci ASS w komorkach jelitowych, zwigkszajac synteze¢ Arg de novo w warunkach
fizjologicznych, natomiast w stanach zapalnych wywiera odwrotny efekt [47]. Nie jest znany
doktadny mechanizm tego dziatania 1 czy proces ten odbywa si¢ lacznie, czy tez toczy si¢
réwnolegle. Bardzo wazne obserwacje zostaly opublikowane przez Bertolo i wsp. [48],
a takze Urschel 1 wsp. [49], ktorzy zauwazyli, ze wspotdziatanie Gln 1 Arg moze zaleze¢ od
wieku (etapu rozwoju). Badania te przeprowadzono u nowonarodzonych $win. Te doniesienia
znalazly potwierdzenie w badaniach ludzkich noworodkéw [50]. Tak skomplikowane relacje
1 zalezno$ci powyzszych substancji w organizmie cztowieka wymagaja dalszych badan.

Biorac pod uwage fakt, ze w szczegdlnych warunkach, takich jak cigzki uraz lub
zlosliwa choroba nowotworowa, najczesciej w ich wyniku dochodzi do niedoboru lub braku
pewnych substancji, warto dazy¢ do poszukiwania markeréw, ktoére moglyby by¢ przydatne
w bardzo wczesnym wykryciu tych zmian patologicznych. W ostatnich latach powstato wiele
badan opisujacych role asymetrycznej dimetyloargininy, jako nowego biomarkera w
chorobach zwigzanych ze stanem zapalnym 1 niedotlenieniem. Do tej pory w bazie PubMed
opublikowano tylko dwa badania oceniajace  jej potencjalny udziat
w chorobie nowotworowej [51,52].

Wigkszo$¢ komorek cztowieka jest w stanie syntetyzowaé argining z cytruliny
w reakcji katalizowane] przez syntetaze argininobursztynianowg (ASS) oraz liaze
argininobursztynianowg  (ASL). ASS  katalizuje  przeksztalcanie  cytruliny do
argininobursztynianu, kwas asparaginowego, ktory z kolei jest hydrolizowany przez ASL do
argininy i fumaranu. W warunkach nasilonych proceséw katabolicznych synteza argininy jest
niewystarczajaca. Glownymi narzadami, ktore sag odpowiedzialne za syntezg L-argininy sg
nerki 1 watroba, a gléwnym substratem dla tej reakcji jest cytrulina, ktora z kolei jest
syntetyzowana w jelicie cienkim [53]. W watrobie produkcja argininy odbywa si¢ poprzez
przemiany chemiczne cyklu mocznikowego. Do produkcji Arg wymagana jest obecnos¢
wszystkich zwigzkéw cyklu ornitynowego. Wysoka aktywno$¢ watrobowej arginazy
powoduje, ze arginina nie moze by¢ wydalana do uktadu krazenia z powodu szybkiej
hydrolizy [54]. Dowiedziono takze, ze komorki nablonka jelita odgrywaja wazna role
w endogennej syntezie argininy [55]. Glutamina i glutaminian pochodzace z diety, endogenna
glutamina i prolina s3 komponentami do syntezy argininy i cytruliny [56]. Cynober i wsp.
[57] wykazali, ze ponad 25% glutaminy w jelitach zostaje przeksztalcone w cytruline
1 wprowadzone do krazenia. Zauwazono roéwniez, ze po urodzeniu jelito cienkie jest gldwnym
miejscem, w ktorym produkowana jest arginina ze wzgledu na wysoka aktywnos¢ ASS i ASL

oraz brak lub niska aktywno$¢ arginazy [58]. Tylko u noworodkéw gatunku ludzkiego
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1 niektorych ssakéw dochodzi do catkowitej endogennej syntezy jelitowej argininy. Okoto
80% cytruliny majacej swoje zrédto w jelitach zostaje przetransportowane do nerek, gdzie
powstaje Arg, ktora jest uwalniana do krwi 1 tkanek. Reszta jest wychwytywana przez
watrobe [59]. Jak wspomniano wczesniej dominujagcym narzadem odpowiedzialnym za
regulacj¢ stezenia Arg sa nerki. Bardzo ciekawe obserwacje opisali van de Poll i wsp. [60],
ktore wskazuja, ze podczas glodu zdolnos$¢ nerki do wytwarzania Arg jest znacznie wyzsza
niz produkcja cytruliny w jelitach. Taka reakcja zapewnia wlasciwy poziom argininy
endogennej, pomimo braku biatek.

Istnieja doniesienia, ktore wskazuja na zaburzenia syntezy i metabolizmu argininy
w roznych stanach patologicznych. Jednym z nich jest choroba nowotworowa. W badaniach
in vitro wykazano, ze prawidlowe komorki reaguja na usunigcie argininy z otoczenia
zatrzymaniem cyklu komoérkowego w fazie Gl [61], podczas gdy w komorkach
nowotworowych dochodzi do ich $mierci w przypadku pozbawienia ich argininy [62].
W przypadku podawania egzogennej Arg jedynie prawidtowe komorki nadal majg zdolnos¢
do wzrostu 1 proliferacji. Doprowadzito to do proby podziatu nowotworéw na auksotroficzne
wzgledem argininy - gruczolakorak prostaty, rak watrobowokomodrkowy oraz czerniak [63].
Stwierdzono dodatnig korelacj¢ pomiedzy proliferacja komorek a aktywnoscig syntazy
argininobursztynianowej w odpowiedzi na usunig¢cie argininy. Obserwacje te znalazly
zastosowanie w praktyce leczenia niektérych nowotworéw z zastosowaniem enzymow
metabolizujgcych argining [64]. Generalnie aminokwasy sa substratami, ktore biora udziat
w tworzeniu innych zwigzkéw niezbgdnych w wielu szlakach biochemicznych, odgrywajac
wazng role we wzroscie, proliferacji i metabolizmie komodrek nowotworowych. Sg one
w stanie pozyska¢ krazaca argining, ktora miedzy innymi w okolo 50% jest dostarczana
poprzez diete [65,66]. Transport odbywa si¢ poprzez system transportowy y', niezalezny od
Na'". Znany jest rowniez proces syntezy NO z argininy przez bezposredni kontakt biatka
transportowego z NOS. Ten tak zwany "paradoks argininy" jest zwigzany ze Srodbtonkowg
NOS (eNOS), ale takze z indukowalng NOS (iNOS), co spotykamy w komodrkach
nowotworowych [67]. Taki zwiekszony transport Arg poprzez system y odnotowano
w przypadku pierwotnego raka gruczotowego i jego przerzutoéw do watroby [68].

Wiadomo, ze z argininy w reakcji katalizowanej przez syntaze tlenku azotu, dochodzi
do wytworzenia NO, co poza innymi funkcjami moze hamowa¢ tworzenie si¢ i uwalnianie

wolnych rodnikéw (Ryc.1.2.2) [69].
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Ryc.1.2.2. Reakcja powstawania tlenku azotu katalizowana przez syntaze tlenku azotu [39]

W komoérkach nowotworowych spotykamy wszystkie trzy izoformy NOS; wspomniane
wczesniej iINOS 1 eNOS oraz neuronalng (nNOS). Ta najcze$ciej spotykang jest iNOS,
a w przypadku raka sutka stopien ekspresji tej syntazy koreluje ze stopniem zaawansowania
guza [70]. W przypadku tagodnych nowotworow, taka zalezno$¢ nie jest obserwowana.
Tlenek azotu, ktory jest jednym z najwazniejszych mediatorow i1 neuroprzekaznikow jest
wytwarzany w procesie metabolizmu argininy i odgrywa wiele waznych rol w organizmie
ludzkim. Na og6t powoduje rozszerzenie naczyn, hamuje agregacje plytek krwi, adhezje
monocytéw, uwalnianie wolnych rodnikéw, proliferacje miesni gltadkich i utlenianie LDL.
Jest on rowniez zaangazowany w proces neurotransmisji w osrodkowym i1 obwodowym
uktadzie nerwowym. Pomimo swojej niezwykle pozytywnej roli, nalezy jednak zauwazyc¢,
ze zbyt wysoki poziom NO ma dziatanie cytotoksyczne. Tak wigc, niezbgdne s3 mechanizmy
regulacyjne, ktore beda kontrolowaé i utrzymywaé wlasciwy poziom. Jednym z takich
regulatorow wydaje si¢ by¢ arginaza. Niektorzy autorzy uwazaja, ze arginaza ,,wykorzystuje”
L-arginin¢ jako substrat, w ten sposéb chronigc komorki przed nadmiernym wytwarzaniem
tlenku azotu. Rozwaza si¢ takze role NO jako czynnika proapoptotycznego. Brak zdolnosci
do apoptozy jest jedng z podstawowych funkcji komoérek nowotworowych, umozliwiajagc im
przezycie 1 proliferacje. W matych stezeniach tlenek azotu hamuje apoptoze, natomiast
bardzo wysoki poziom NO przyczynia si¢ zaprogramowania $mierci komorki [70].
Endogenny NO okazal si¢ odpowiedzialny za hamowanie apoptozy komorek czerniaka
w procesie potranslacyjnej modyfikacji biatek regulatorowych [71]. Innym waznym aspektem
W procesie nowotworzenia jest angiogeneza, ktoéra w przypadku niektérych nowotwordéw jest
bezwzglednie konieczna do wzrostu guza. NO moze stymulowa¢ rozw0j naczyn

i predysponowac¢ do przerzutow droga naczyn krwionos$nych. Tlenek azotu odgrywa role
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w wielu stadiach rozwoju naczyn, takich jak stymulacja proliferacji §rodbtonka i czynnikow
wzrostu naczyn (VEGF - Vascular Endothelial Growth Factor) [71].

Arginina jest takze substratem dla metylotransferaz argininy. Metylacja biatek jest
procesem potranslacyjnej modyfikacji, ktéra jest reakcja kowalencyjng i nieodwracalng.
[zomer argininy - asymetryczna dimetyloarginina i symetryczna dimetyloarginina (SDMA) sa
produktami takiej reakcji (Ryc.1.2.3). ADMA dziata jako endogenny, kompetycyjny inhibitor

wszystkich trzech form NOS. Konkuruje z L-argining, dla ktérej NO jest rGwniez substratem.
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Ryc.1.2.3. Arginina i jej metylowane pochodne [72]

W pierwszych doniesieniach dotyczacych roli ADMA opisywano obnizenie poziomu
NO, w przypadku podwyzszonego poziomu asymetrycznej dimetyloargininy [73]. ADMA,
SDMA i L-NMMA (monomethyloarginina) przechodza do komoérek poprzez transportery
aminokwasow kationowych (CAT), znany rowniez jako y + [74]. Wszystkie trzy izoformy
dimetyloargininy sg wydalane droga nerek. Patomechanizm wzrostu poziomu ADMA do
patologicznych warto$ci moze by¢ nastepujacy: zwigkszona metylacja biatek przez PRMT;
zwigkszona proteoliza i w konsekwencji zwigkszone wydalanie metyloarginin; réwniez
nieprawidlowe nerkowe wydzielanie i uposledzenie funkcji/metabolizmu
dimetyloaminohydrolazy dimetyloargininy (DDAH). Ten ostatni enzym jest odpowiedzialny
za eliminacic ADMA poprzez degradacj¢ do cytruliny 1 dimetyloaminy lub
monometyloaminy. Istniejg doniesienia opisujace zwigkszong ekspresje PMRT podczas stresu

[75], a takze w niewydolnosci serca (stan hyperwolemii) [76], niewydolnosci nerek lub diety
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o wysokiej zawarto$ci soli [77]. W warunkach hiperkatabolicznych, takich jak dystrofia
mieg$niowa lub endotoksemia [78], zwigkszona proteoliza moze rowniez zwigksza¢ poziom
ADMA. Wykazano, ze ADMA jest niezaleznym czynnikiem ryzyka powiklan sercowo-
naczyniowych 1 moze odgrywa¢ role jako marker wczesnej dysfunkcji narzadéw
oraz $miertelnosci na oddziatach intensywnej terapii [79]. Jak wspomniano wczesniej, do tej
pory opublikowano dwa wstepne raporty dotyczace roli ADMA w onkologii. Szuba 1 wsp.
[51] przebadali 86 pacjentow leczonych z powodu nowotworow uktadu krwiotwoérczego.
Zaobserwowano wzrost L-argininy i ADMA. Nadmierny katabolizm biatek charakterystyczny
dla choréb nowotworowych uktadu krwiotwdrczego zostat uznany za jeden z czynnikoéw
wpltywajacych na te wyniki. Drugie badanie dotyczyto dorostych ozdrowiencow, ktorzy
w dziecinstwie byli leczeni z powodu ostrej biataczki limfoblastycznej 1 osiagneli kliniczng
remisje [52]. Autorzy wykazali nieznaczny wzrost poziomu asymetrycznej dimetyloargininy
i zasugerowali, ze ADMA moze by¢ bardzo wczesnym czynnikiem predykcyjnym

smiertelnosci z powodu chorob uktadu krazenia u tych chorych.

2. CEL PRACY

Celem pracy jest ocena stgzen wybranych aminokwasow 1 ich zachowanie si¢

w zaleznosci od etapu leczenia onkologicznego u dzieci dotknigtych chorobg nowotworows.

Cel pracy zostat zrealizowany poprzez:

L. Oznaczenie stezen argininy, glutaminy 1 asymetrycznej dimetyloargininy
w surowicy na roznych etapach leczenia onkologicznego:
A — okres wstepny przed rozpoczgciem terapii
B — w trakcie aktywnej chemio- i lub radioterapii
C — po pomyslnym zakonczeniu leczenia

I1. Poréwnanie otrzymanych wynikow w grupie pediatrycznych pacjentow
onkologicznych z grupg kontrolng rekrutowang sposrod dzieci zdrowych

III.  Poszukiwanie zaleznosci pomiedzy profilem wybranych aminokwaséw
a etapem leczenia, uzyskiwang odpowiedzig na terapi¢, a takze budowa

histologiczng nowotworu i wptywem radioterapii.
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3. MATERIAL I METODY

3.1 Charakterystyka badanych dzieci

Badane dzieci zostaly podzielone na dwie grupy:
- grupa [ obejmowata dzieci zdrowe, z ktoérych utworzono grupe porownawcza (kontrolng)

- grupa II obejmowata dzieci leczone z powodu choroby nowotworowe;j

Grupa I kontrolna

Do badan zakwalifikowano 34 dzieci zdrowych w wieku od 2 lat do 18 roku zycia,
przebywajacych w Klinice Chirurgii i Urologii Dzieci 1 Mtodziezy GUMed. Bezposrednim
powodem hospitalizacji tych pacjentow byla planowana korekcja wrodzonych
nieprawidlowosci ( obecno$¢ przepuklin, stulejka). W oparciu o badania fizykalne oraz
podstawowe badania laboratoryjne (OB, morfologi¢ z rozmazem, CRP, transaminazy, BUN,
kreatyning, kwas moczowy 1 badanie ogdélne moczu) nie stwierdzono u nich istnienia
czynnego procesu chorobowego. Dzieci otrzymywaty diete ogolng odpowiednia do wieku.

Stosunek dziewczat do chtopcow byt 13/21. Sredni wiek dzieci wynosit 8,1 lat, mediana 7 lat.

Grupa Il onkologiczna

Grupe II — onkologiczng stanowito 50 pacjentow dotknietych choroba nowotworowa,
w wieku od 4 miesiecy do 18 roku zycia leczonych w okresie pazdziernik 2012 - styczen
2015 w pediatrycznych osrodkach onkologicznych w Gdansku, L.odzi i Biatymstoku (Klinika
Pediatrii, Hematologii i Onkologii GUMed, Klinika Pediatrii, Onkologii, Hematologii
i Diabetologii Uniwersytetu Medycznego w todzi, Klinika Onkologii i Hematologii
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku)
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Sredni wiek wynosit 8,4 lat, mediana 7,00. Stosunek dziewczat do chtopcow byt 24/26
o). Graficznie przedstawiono to na ryc. 3.1.
48/52%). Graficzni d 1 3.1.1

® dziewczynki

W chiopcy

Ryc. 3.1.1. Procentowy udziat dziewczynek i chtopcow w grupie Il onkologicznej

W dalszej analizie chorych podzielono na dwie podgrupy w zaleznosci od budowy
histologicznej nowotworu (guzy lite i choroby rozrostowe ukladu krwiotworczego) i etapu
leczenia. Badania histologiczne tkanki nowotworowej byly wykonywane w Zaktadach
Patomorfologii w Gdansku, todzi 1 Bialymstoku oraz weryfikowane w Zaktadzie
Patomorfologii Instytutu Matki 1 Dziecka w Warszawie. W grupie pacjentéw z guzami litymi
byli pacjenci z rozpoznaniem: guza Wilmsa, nerwiaka zarodkowego wspodtczulnego
(neuroblastoma), guza germinalnego, migsaka tkanek migkkich, guza kos$ci i guza mozgu.

Rozpoznanie chorob rozrostowych uktadu krwiotworczego (ostra biataczka limfoblastyczna-
ALL, ostra biataczka nielimfoblastyczna- ANLL, chtoniak nieziarniczy - NHL, chtoniak
Hodgkina- HL) postawiono na podstawie biopsji aspiracyjnego i trepanobiopsji szpiki
kostnego oraz cytometrii przeptywowej badz badania histopatologicznego pobranego wezta

chlonnego.
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Graficznie dane te obrazuje ryc. 3.1.2

M neuroblastoma W glioblastoma m ch. Hodgkina
guz Wilmsa B NHL M guzy germinalne
W miesaki tk. miekkich m biataczki M guz kosci

Ryc. 3.1.2. Procentowy udzial typow histologicznych w grupie Il onkologicznej

W oparciu o wywiad zebrany od najblizszej rodziny u dzieci chorych stosowano diet¢ ogolng
odpowiednig do wieku przed rozpoczeciem leczenia. Krew do badan pobierano w ilosci 5 ml
z wktucia obwodowego, badz z cewnikow centralnych. W grupie kontrolnej dokonywano
jednorazowego oznaczenia badanych parametrow (arginina, glutamina, asymetryczna
dimetyloarginina). Natomiast u pacjentow bedacych w okresie aktywnego leczenia
onkologicznego wykonywano oznaczenia w/w parametrow przed rozpoczeciem wstepnym
chemioterapii (49 pacjentéw) i/lub w trakcie leczenia (20 pacjentow) oraz po zakonczonym
leczeniu (44 pacjentow). Powyzsza réznica w liczbie pacjentow po pomyslnym zakonczeniu

terapii wynikata z btedu przedlaboratoryjnego.
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W dalszej analizie pacjentow onkologicznych podzielono na dwie podgrupy:

ITA — chorych z dobra odpowiedzig na leczenie (kliniczna remisja - CR 1 czgsciowa
remisja - PR)
IIB — chorzy, u ktorych stwierdzono brak odpowiedzi na leczenie, progresj¢ lub

wznow¢ choroby nowotworowe;.

Na przeprowadzenie badan w Gdansku, Lodzi 1 Bialymstoku uzyskano zgode Niezaleznej
Komisji Bioetycznej przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym (nr NKBBN/199/2010
i1 NKBB/199-223/2012).

Opiekunowie prawni pacjentdw po zapoznaniu si¢ z celem badan wyrazili $wiadoma

pisemng zgode¢ na pobranie materiatu biologicznego.

3.2 Metody prowadzonych badan

Oznaczanie st¢zenia argininy, glutaminy i asymetrycznej dimetyloargininy.
Materiat badany: Krew zylng -5 ml- do badan pobierano na czczo do probdéwki na skrzep.
Surowice wirowano W temperaturze pokojowe;j przez 5 minut

z przyspieszeniem 3000xq z wykorzystaniem wiréwki MPW-212.

3.2.1 Warunki oznaczania st¢zenia argininy i glutaminy w surowicy

Oznaczenia aminokwaséw dokonywano po uprzednim przygotowaniu probek jak podano
wyzej. Wykorzystano ultrasprawny chromatograf cieczowy Nexera UHPLC (Shimadzu) oraz
kolumng¢ 150x4 Kinetex RP18.

Argining 1 glutamine oznaczano metoda z zastosowaniem techniki wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (UHPLC) w odwroconym uktadzie faz. Poniewaz tylko niektore
aminokwasy  wykazuja samoistng fluorescencje, niezbedne bylo zastosowanie
przedkolumnowej derywatyzacji. Probki osocza oraz roztwory kalibracyjne aminokwasow
byly buforowane przed derywatyzacja w roztworze tetraboranu sodu o pH 9,5.

Do analizy pobierano 0.1 ml osocza, rozcienczano 5-krotnie mieszaning metanol:woda
w stosunku 2:8, a nastepnie odwirowywano przez 16 minut- 4000 obrotéw/min. Nastepnie

supernatant rozcienczono 4-krotnie i poddano analizie chromatograficzne;.
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Kontrole jakosciowa 1 ilosciowa przeprowadzano za pomocag roztworu wolnych
L-aminokwasow do chromatograficznego badania probek biologicznych firmy SIGMA

ALDRICH. Otrzymane wyniki przedstawiono jako ilos¢ nmoli w 1 ml (nmol/ml).

3.2.2. Warunki oznaczania asymetrycznej dimetyloargininy

Do oznaczen st¢zenia asymetrycznej dimetyloargininy wykorzystano zestaw Xpress Ellisa
firmy Imundiagnostik (Niemcy).

Oznaczenia ADMA dokonywano w probkach surowicy pobranej od badanych chorych i grupy
kontrolnej. Do pomiarow uzyto plytki fabrycznie oplaszczonej poliklonalnymi przeciwciatami
dla asymetrycznej dimetyloargininy. Zmiang¢ absorbancji mierzono przy diugosci fali 450 nm,
stosujac jako referencyjng fale o dlugosci 540 nm. Wykorzystano aparat StatFax-2200 [ELM-
3000]. Stezenie ADMA w badanych probkach okreslano na podstawie krzywej wzorcowe;.
Czuto$¢ metody wynosita 0,04 pmol/Il.

Otrzymane wyniki przedstawiono jako ilos¢ pmoli w 1 litrze (umol/l).

Oznaczei ADMA dokonano w Zakladzie i Katedrze Zywienia Klinicznego i Dietetyki
GUMed, natomiast wybranych aminokwaséw w Zaktadzie Toksykologii Srodowiska GUMed.

3.3 Opracowanie statystyczne

Otrzymany material badany poddano analizie statystyczne;.

Wyniki uzyskanych badan opracowano statystycznie. Dla wszystkich grup zostaly wyliczone
wartos¢ $rednia  (X), mediana (M), kwartale (25Q-75Q), =zakres (min-max)
i odchylenie standardowe (SD) badanych parametrow ciaglych.

Weryfikacje hipotezy o rownosci $rednich parametrow w grupach przeprowadzono metoda
analizy wariancji ANOVA lub dla grup o malej liczbie przypadkow albo niejednorodnej
wariancji, testem nieparametrycznym sumy rang Kruskala-Wallisa (jednorodno$¢ wariancji
sprawdzano testem Bartlett’a).

Weryfikacje¢ hipotezy o rownosci S$rednich parametrow w probkach zaleznych
przeprowadzono testem nieparametrycznym kolejnosci par Wilcoxona.

P<0.05 uznawano za znaczace statystycznie. Analize statystyczng przeprowadzono
wykorzystujac komputerowy pakiet programoéw statystycznych EPIINFO Ver. 7.1.1.14 (z dnia
2-07-2013).
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4. WYNIKI BADAN I OMOWIENIE

4.1.  Grupa I kontrolna

Stezenie poszczegolnych aminokwasow w surowicy krwi zawarto w tabeli 4.1.1.
Arginina 1 glutamina nie zostaty oznaczone u wszystkich pacjentéw ze wzgledu na blad

przedlaboratoryjny.

Tabl. 4.1.1. Stezenie argininy, glutaminy i asymetrycznej dimetyloargininy w surowicy

w grupie I (kontrolnej)

N X M Minimum | Maksimum 25Q 75Q SD

Arg 32 104,5 86,0 15,7 3427 64,8 118,0 69,4
GIn 33 773,9 741,2 100,4 1880,8 375,1 1106,4 471,6
ADMA 34 1,10 1,09 0,32 2,84 0,83 1,28 0,44

Obrazuje ona warto$ci $rednie, mediany, odchylenia standardowe oraz warto§ci minimalne
1 maksymalne poszczegdlnych pacjentow.

Analiza porownawcza pacjentéw grupy kontrolnej z uwzglednieniem podziatu na wiek
(od 2 lat do 18 roku zycia) oraz pte¢ nie wykazala réznic znamiennie statystycznych
dotyczacych oznaczanych parametrow. Dlatego tez przyjeto za normy warto$ci opracowane

w oparciu o faczng analizg calej grupy badanej bez uwzglednienia réznic wiekowych i pilci.

4.2. Grupa II onkologiczna

W oparciu o analiz¢ grupy kontrolnej nie stwierdzono r6znic w wynikach kontrolnych
w zaleznos$ci od pici 1 wieku. Dlatego w dalszych rozwazaniach nie uwzgledniono tych
zaleznosci u badanych chorych. Natomiast, aby oceni¢ zwigzek pomiedzy stezeniem
poszczegdlnych aminokwaséw a stanem klinicznym choroby nowotworowej (remisja,

progresja/ wznowa) pacjentow grupy onkologicznej podzielono na trzy podgrupy:

II1. Dzieci z rozpoznaniem choroby nowotworowej przed rozpoczgciem aktywnego
leczenia onkologicznego (50 pacjentéw)
I12. Chorzy aktywnie leczeni

I13. Pacjenci, ktorzy pomysinie zakonczyli terapie onkologiczng
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Wsrdod 20/50 pacjentdéw z czynnym procesem nowotworowym stosunek dziewczat do

chtopcow stanowita 9/11, a zatem pte¢ zenska stanowita 45 % badanej grupy. Obrazuje to
Ryc. 4.2.1.

B dziewczynki

B chtopcy

Ryc. 4.2.1. Plec¢ dzieci w grupie Il (dzieci w trakcie aktywnego leczenia

przeciwnowotworowego).

Podgrupa 113 obejmowata 44 sposrod 50 dzieci, ktore pomys$lnie zakonczyly leczenie
onkologiczne z powodu nowotworu ztoSliwego 1 s3 pod kontrola Poradni
Onkohematologicznych Dziecigcych.
Wsréd badanych chorych z w/w grupy byto 21 dziewczynek, co stanowi 48 % badanej grupy
oraz 23 chtopcow, co stanowi 52 %.
Oceniano stezenie argininy, glutaminy i asymetrycznej dimetyloargininy w powigzaniu z:

A- etapem leczenia choroby nowotworowej,

B- rozpoznaniem histologicznym nowotworu

C- wplywem radioterapii na analizowane parametry

D- przebiegiem choroby nowotworowej

A - etapy leczenia choroby nowotworowej
Aby dokona¢ oceny poréwnawczej stezen analizowanych aminokwaséw w surowicy
odnoszono uzyskane wartosci $rednie w grupie chorych (przed — II1, w trakcie — 112

i po leczeniu — I13) do wynikéw $rednich grupy kontrolne;j.
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Zmienna liczba pacjentOw onkologicznych zawarta w tabelach wynika z bledu

przedlaboratoryjnego i braku mozliwosci wykonania badan u poszczegdlnych pacjentow.

Nieoznaczone parametry dotycza réoznych pacjentow.

I11. Pacjenci onkologiczni przed rozpoczeciem leczenia onkologicznego

Szczegotowe dane pokazujace Srednie, mediany, odchylenia standardowe oraz zakres wartosci

minimalnych 1 maksymalnych analizowanych parametréw obrazuje tabela 4.2.1.

Tab. 4.2.1. Stezenie argininy, glutaminy i ADMA w surowicy w grupie Il11 (przed

rozpoczeciem leczenia).

N X M Minimum | Maksimu 25Q 75Q SD
m
Arg 49 150,0 115,5 41,7 582,0 71,0 185,3 113,6
Poczatek
€ leczenia 49 452,4 335,0 68,7 1947,8 224.3 486,8 371,3
ADMA 48 1,86 1,88 0,71 2,70 1,46 2,38 0,57

Poréwnujac grupe chorych z grupa zdrowych mozna stwierdzi¢ podwyzszenie st¢zenia Arg
(mediana 115,5 nmol/ml, bliskie istotnosci statystycznej p=0,0589) i ADMA (mediana 1,88
umol/l, p=0,00000) oraz obnizenie st¢zenia Gln ( mediana 335,0 nmol/ml, p=0,0009).

112 — Pacjenci onkologiczni w trakcie aktywnego leczenia

Szczegdtowe dane analizowanych parametrow przedstawia tabela 4.2.2.

Tab. 4.2.2. Stezenie argininy, glutaminy i ADMA w surowicy w grupie 112 (w trakcie leczenia)

Badane Etap N X M Minimum | Maksimum | 25Q 75Q SD
parametry | leczenia
Arg W 18 156,0 160,3 25,0 271,2 99,0 200,5 70,4
GlIn trakcie 19 506,3 289,8 32,3 1880,4 216,5 568,3 501,7
ADMA | leczenia 20 1,89 2,06 0,72 2,56 1,43 2,33 0,54

Poréwnujac grupe chorych z grupg dzieci zdrowych stwierdzono: podwyzszenie st¢zenia Arg
(mediana 160,3 nmol/ml) i ADMA (mediana 2,06 umol/l ) oraz obnizenie Gln (mediana 289,8
nmol/ml). Wszystkie omawiane roznice w st¢zeniach aminokwaséw miedzy grupa kontrolng

a onkologiczng wykazywaty znamiennos¢ statystyczna.
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113 — Pacjenci onkologiczni po pomysinie zakonczonym leczeniu

Szczegdtowe dane analizowanych parametrow przedstawia tabela 4.2.3.

Tab. 4.2.3. Stezenie argininy, glutaminy i ADMA w surowicy w grupie 113 ( po leczeniu)

Badane Etap N X M Minimum | Maksimum |  25Q 75Q SD
parametry | leczenia
Arg _ 44 1915 | 171,8 | 48,0 522,0 11,4 | 2521 | 103,5
GIn Igc"znéﬁ; 44 3176 | 299,3 25,4 680, 1 205,0 | 423,6 | 152,0
ADMA 42 1,81 1,79 0,75 2,99 1,54 2,11 0,49

Porownujac wyniki pacjentow tej grupy z wynikami uzyskanymi w grupie kontrolnej

zdrowych dzieci stwierdzono wyzsze wartosci argininy (mediana 171,8 nmol/ml) i ADMA

(mediana 1,79 pmol/l) oraz obnizenie st¢zenia glutaminy (mediana 299,3 nmol/ml)

Stwierdzone rdéznice w st¢zeniach wszystkich aminokwaséw miedzy grupa kontrolng

a onkologiczng po leczeniu byly statystycznie znamienne.

Zbiorcze przedstawienie istotnosci statystycznej na wszystkich etapach leczenia

onkologicznego zamieszczono w tabeli 4.2.4.

Tab. 4.2.4. Znamiennos¢ statystyczna poszczegolnych aminokwasow na roznych etapach
leczenia pomiedzy grupg onkologiczng a kontrolng.

Onkologia vs

kontrola
Arg 0,0589*
Poczatek *

il leczenia 0,0009
ADMA 0,00000
Arg _ 0,0060*
Gin o iz el 0,0220"

leczenia

ADMA 0,0000*
Arg 0,0000*
GIn Koniec leczenia 0,0000*
ADMA 0,00000

Legenda: p — statystyczny poziom istotnosci, *test Kruskala-Wallisa
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Aby odpowiedzie¢ na pytanie jak zmieniaja si¢ wartosci analizowanych parametrow

dokonano analizy porownawczej poszczegdlnych aminokwasow w zalezno$ci od etapu

leczenia.

Ryc. 4.2.2 Stezenie argininy w surowicy przed, w trakcie i po leczeniu onkologicznym
700

600

500

E

é 400

= = Mediana
© T [ 25%-75%
£ 300 I Min-Maks
&

200

100 =

przed w trakcie po kontrola

Podwyzszone stezenie argininy na wszystkich etapach leczenia onkologicznego
w poréwnaniu z grupg kontrolng. Najwyzsze stezenie Arg uzyskano u pacjentdéw po

zakonczonym leczeniu onkologicznym (p=0,0000)
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Podobnie zachowuje si¢ stezenia ADMA w surowicy (ryc. 4.2.3.)

Ryc. 4.2.3 Stezenie ADMA w surowicy przed, w trakcie i po leczeniu onkologicznym

3,0 -

2,5

2,0

asymetryczna dimetyloarginina [ mikromol/I]

0,5

0,0

przed w trakcie po kontrola

® Mediana

10 25%-75%

I Min-Maks

Statystycznie znamienne podwyzszone stezenie ADMA (p=0,0000) na wszystkich etapach

leczenia onkologicznego w pordéwnaniu z grupa kontrolng. Najwyzsze stezenie ADMA

uzyskano u pacjentéw przed rozpoczeciem leczenia.
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Stwierdzono odmienne zachowanie si¢ stezenia glutaminy w surowicy od pozostatych

parametrow (ryc. 4.2.4.)

Ryc. 4.2.4 Stezenie glutaminy w surowicy przed, w trakcie i po leczeniu onkologicznym

2200

2000

1800

1600

1400

1200

1000

glutamina [nmol/ml]

800

600

400

200

0

l

|

przed

w trakcie po

kontrola

= Mediana
[ 25%-75%
I Min-Maks

Statystycznie znamienne obnizenie stezenie glutaminy na poczatku leczenia (p=0,0009),

w trakcie leczenia (p=0,0220) i na koniec leczenia onkologicznego (p=0,0000) w poréwnaniu

z grupg kontrolng. Najnizsze stezenie glutaminy osiggneli pacjenci po pomyslnie zakonczonej

terapii.

Zbiorczo przedstawiono w tabeli 4.2.5 zachowanie si¢ aminokwasow na poszczegolnych

etapach leczenia okreslajac ich statystyczny poziom istotno$ci

Tab. 4.2.5. Statystyczny poziom istotnosci Arg, Gln i ADMA na poszczegolnych etapach

leczenia.
p
Oznaczane poczatek vs w poczatek vs koniec |  w trakcie vs koniec
parametry trakcie
ARG 17 0,266 43 0,0664 13 0,463
GLN 18 0,231 43 0,287 14 0,0480
ADMA |20 0,467 40 0,554 13 0,345

Legenda: p — statystyczny poziom istotnosci
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Istotng znamienno$¢ statystyczng wykazano jedynie w stgzeniu glutaminy pomiedzy grupa

chorych w trakcie a zakonczonym leczeniem.

B — ocena zaleznos$ci analizowanvch parametrow od budowy histologicznej

nowotworu
Grupe pacjentow onkologicznych podzielono na dwie podgrupy w zaleznosci od budowy

histologicznej nowotworu:

I — dzieci z chorobami rozrostowymi uktadu krwiotworczego (biataczki 1 chtoniaki)
IT — guzy lite (nerwiak zarodkowy wspotczulny, guz Wilmsa, migsaki tkanek migkkich,

guz mozgu, guzy kosci 1 guzy germinalne).

Stezenia argininy i ADMA w grupie [ 1 II na poczatku leczenia w pordwnaniu do grupy
kontrolnej byly podwyzszone. Roznicg statystycznie znamienng stwierdzono w grupie II
w przypadku Arg oraz w grupie I 1 I w ADMA. Stezenie glutaminy w obu grupach dzieci
onkologicznych bylo obnizone w stosunku do grupy kontrolnej (p=0,0002, p=0,0425,
odpowiednio).

W trakcie leczenia onkologicznego nie u wszystkich pacjentéw udato si¢ dokonaé
oznaczen poszczegolnych aminokwasdéw. Roznice istotne statystycznie stwierdzono w grupie
i II versus kontrola dla Arg i ADMA, natomiast dla Gln jedynie w grupie IL.

Podobne wyniki jak na poczatku leczenia uzyskano w grupie I i II dla wszystkich

oznaczanych parametrow. Znamiennos¢ statystyczng uzyskano dla wszystkich aminokwasow.
Nie znaleziono zalezno$ci znamiennej statystycznie pomigdzy grupg I a II na

wszystkich etapach leczenia.

Szczegotowe zestawienie przedstawiono w tabelach 4.2.6, 4.2.7, 4.2.8 i na rycinach 4.2.5-

4.2.13.
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Tab. 4.2.6. Stezenia argininy, glutaminy i ADMA w grupie I w zaleznosci od etapu leczenia.

Badane Etap N X M Minimum | Maksimum | 25Q 75Q SD
parametry | leczenia
Arrg 22 133,0 | 108,4 49,0 338,6 67,3 142,6 84,7
Gin 'T:(fzzjr:?ak 22 3278 | 2890 | 687 | 8030 | 2243 | 4367 | 1611
ADMA 22 1,90 1,91 0,71 2,70 1,75 2,38 0,59
Arg W 7 115,3 83,5 244.9 92,3 224.2
Gin trakcie 8 384,3 32,3 1880,4 | 1449 | 861,0
ADMA | leczenia 8 2,29 0,72 2,56 1,56 2,44
Arg _ 20 211,2 | 203,0 66,3 522,0 1344 | 2610 | 1114
Gln I(}e(:zneliica 20 3279 | 3357 66,1 545,0 189,0 | 447,77 | 150,1
ADMA 19 1,75 1,75 0,75 2,99 1,35 2,11 0,60
Tab. 4.2.7. Stezenia argininy, glutaminy i ADMA w grupie Il w zaleznosci od etapu leczenia.
Badane Etap N X M Minimum | Maksimum | 25Q 75Q SD
parametry | leczenia
Arg 27 163,8 | 118,1 41,7 582,0 75,9 197,0 | 1325
Gin ngzzj;?ak 27 5540 | 3772 | 1195 | 19478 | 2148 | 7302 | 4580
ADMA 26 1,83 1,88 0,86 2,67 1,33 2,37 0,56
Arg W 11 173,8 25,0 271,2 99,0 200,5
Gin trakcie 11 2745 | 1954 | 1584,9 | 2174 | 533,0
ADMA | leczenia | 45 1,80 1,31 2,54 1,43 2,16
Arg . 24 1751 | 156,2 48,0 460,7 107,0 | 242,7 | 956
GIn ISSZ”;% 24 309,1 | 2439 254 680,1 211,8 | 4016 | 156,2
ADMA 23 1,86 1,85 1,10 2,44 1,60 2,25 0,39
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Ryc. 4.2.5. Stezenie argininy w surowicy przed rozpoczeciem leczenia w grupie Ii II w

stosunku do grupy kontrolnej
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Stezenie argininy w grupie I (mediana 108,4 nmol/ml) i w grupie II (mediana 118,1 nmol/ml)
w stosunku do grupy kontrolnej (mediana 86,0 nmol/ml) bylo podwyzszone. Jedynie w grupie

I stwierdzono znamienno$¢ statystyczng (p=0,0454).
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Ryc. 4.2.6. Ste¢zenie glutaminy w surowicy przed rozpocze¢ciem leczenia w grupie Ii IT w

stosunku do grupy kontrolnej
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Stezenie glutaminy w grupie I (mediana 289,0 nmol/ml) i w grupie II (mediana 377,2

nmol/ml) w stosunku do grupy kontrolnej (mediana 741,2 nmol/ml) bylo znamiennie

statystycznie obnizone (p=0,0002 i p=0,0425, odpowiednio)
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Ryc. 4.2.7. Stezenie ADMA w surowicy przed rozpoczeciem leczenia w grupie I'i I w

stosunku do grupy kontrolnej
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Znamiennie statystycznie podwyzszone stezenie ADMA (p=0,0000) w grupie I (mediana 1,91
umol/l) 1 w grupie II (mediana 1,88 umol/l) w stosunku do grupy kontrolnej (mediana 1,09
umol/l).
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Ryc. 4.2.8. Stezenie argininy w surowicy w trakcie leczenia w grupie I i IT w stosunku do

grupy kontrolnej
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Stezenie argininy w grupie I (mediana 115,3 nmol/ml) i w grupie II (mediana 173,8 nmol/ml)
w stosunku do grupy kontrolnej (mediana 86,0 nmol/ml) bylo podwyzszone. W obu grupach

stwierdzono znamiennos¢ statystyczng (p=0,0441 1 p=0,0242, odpowiednio)
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Ryc. 4.2.9. Ste¢zenie glutaminy w surowicy w trakcie leczenia w grupie I i IT w stosunku

do grupy kontrolnej
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Stezenie glutaminy w grupie I (mediana 384,3 nmol/ml) i w grupie Il (mediana 274,5

nmol/ml) w stosunku do grupy kontrolnej (mediana 741,2 nmol/ml) bylo obnizone. Jedynie

w grupie II opisano znamiennos¢ statystyczng (p=0,0272).
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Ryc. 4.2.10. Stezenie ADMA w surowicy w trakcie leczenia w grupie I i II w stosunku do

grupy kontrolnej
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Znamiennie statystycznie podwyzszone stezenie ADMA w grupie I (mediana 2,29 umol/l,
p=0,0068)) i w grupie II (mediana 1,80 umol/l, p=0,0000) w stosunku do grupy kontrolnej
(mediana 1,09 pmol/l).
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Ryec. 4.2.11. Stezenie argininy w surowicy po zakonczeniu leczenia w grupie Ii Il w

stosunku do grupy kontrolnej
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Stezenie argininy w grupie I (mediana 203,0 nmol/ml) i w grupie II (mediana 118,1 nmol/ml)
w stosunku do grupy kontrolnej (86,0 nmol/ml) bylo podwyzszone. Stwierdzono istotno$¢

statystyczng w obu grupach (p=0,0001 i p=0,0014, odpowiednio).
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Ryec. 4.2.12. Stezenie glutaminy w surowicy w trakcie leczenia w grupie I i II w stosunku

do grupy kontrolnej
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Stezenie glutaminy w grupie I (mediana 335,7 nmol/ml) i w grupie II (mediana 243.9

nmol/ml) w stosunku do grupy kontrolnej (mediana 741,2 nmol/ml) wykazato statystycznie

znamienne obnizenie warto$ci (p=0,0008 oraz p=0,0001, odpowiednio).
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Ryec. 4.2.13. Stezenie ADMA w surowicy w trakcie leczenia w grupie I i II w stosunku do

grupy kontrolnej
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Znamiennie statystycznie podwyzszone stezenie ADMA w grupie I (mediana 1,75 umol/l,
p=0,0001)) i w grupie II (mediana 1,85 umol/l, p=0,0000) w stosunku do grupy kontrolnej
(mediana 1,09 pmol/l).
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Tab. 4.2.8. Poziom istotnosci statystycznej dla argininy, glutaminy i ADMA w grupie I i Il

Badane p p p
prametry | Etap leczenia Grlvs Grll Gr | vs kontrola | Gr Il vs kontrola
Arg 0,457* 0,260* 0,0454*
Gin Poczatek 0,191% 0,0002" 0,0425"
leczenia
ADMA 0,748* 0,0000* 0,0000*
Arg _ 0,964* 0,0441* 0,0242*
Gin UALELCES 0,869* 0,195" 0,0272"
leczenia
ADMA 0,316* 0,0068* 0,0000*
Arg 0,278* 0,0001* 0,0014*
GIn Koniec leczenia 0,741* 0,0008* 0,0001*
ADMA 0,536* 0,0001* 0,0000*

*test Kruskala-Wallisa

C — Wplyw radioterapii na analizowane parametry

Pacjentow onkologicznych podzielono na dwie podgrupy

ITA — dzieci, u ktorych zastosowano radioterapi¢ (n=13)

IIB — dzieci, u ktorych nie stosowano radioterapii (n=37)

Poréwnujac obydwie grupy nie uzyskano réznic znamiennie statystycznych w zakresie

wszystkich oznaczanych parametrow. Porownanie to przedstawiono w tabelach 4.2.914.2.10
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Tab. 4.2.9 Stezenie argininy, glutaminy i ADMA u pacjentow w podgrupie 114

N X M Minimum | Maksimum 25Q 75Q SD
Arg 13 109,2 107,2 41,7 234.4 71,0 1421 51,7
Poczatek
GIn e 13 407,4 335,0 119,5 1167,3 214,8 498,8 295.4
ADMA 13 1,58 1,52 0,71 2,56 0,97 2,39 0,70
Arg W 7 146,8 25,0 256,7 92,3 198,0
GIn trakcie 7 246,5 197,7 568,3 216,5 533,0
ADMA | leczenia 7 1,70 1,08 2,35 1,31 2,31
Arg _ 1 158,4 63,6 460,7 101,5 256,0
Gln Koniec 11 3450 | 1324 680, 1 182,6 | 456,1
leczenia
ADMA 10 1,65 1,05 2,34 1,35 2,05
Tab. 4.2.10 Stezenie argininy, glutaminy i ADMA u pacjentow w podgrupie IIB
N X M Minimum | Maksimum 25Q 75Q SD
Arg 36 164,7 17,9 49,0 582,0 71,8 218,1 126,2
Poczatek
Gin e e 36 468,7 3422 68,7 1947,8 2417 480,0 397,7
ADMA 35 1,96 1,98 0,86 2,70 1,77 2,37 0,48
Arg W 1 173,8 79,0 271,2 104,4 2242
Gin trakcie 12 384,3 32,3 1880,4 235,0 895,9
ADMA | leczenia 13 1,98 2,09 0,72 2,56 1,55 2,38 0,56
Arg _ 33 192,4 179,9 48,0 522.0 17,9 2473 101,9
Gin I;(coznelﬁic; 33 3045 | 2750 254 545,9 208,8 | 390,8 | 1410
ADMA 32 1,84 1,83 0,75 2,99 1,57 2,19 0,51

Tab. 4.2.11 Poziom istotnosci statystycznej dla argininy, glutaminy i ADMA w grupie 114 vs

1IB

p
RTX- vs RTX+

Arg 0,287*

Gin oz 0,634*
leczenia

ADMA 0,0994*

Arg _ 0,618*

Gin ol ke 0,353*
leczenia

ADMA 0,219*

Arg 0,561*

GIn Koniec leczenia 0,476*

ADMA 0,755*

*test Kruskala-Wallisa
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D — Ocena poréwnawcza analizowanych parametrow ze stanem klinicznych choroby

nowotworowej (progresja/wznowa, remisja)

Analizujac grupe onkologiczng pod katem przebiegu choroby podzielono ja na dwie
podgrupy:

ITA- grupe chorych, u ktorych osiggnigto kliniczng remisje

IIB- grupe chorych, u ktérych nastgpita progresja lub wznowa choroby nowotworowe;j

Tab.4.2.12 Stezenie argininy, glutaminy i ADMA u pacjentow w grupie 114

N X M Minimum | Maksimum 25Q 75Q SD
ARG 44 1457 | 116,6 41,7 460,2 73,5 191,2 97,9
GLN ngzzjrt]?ak 44 463,9 | 3207 68,7 1947,8 | 2206 | 4928 | 3876
ADMA 43 1,88 1,88 0,71 2,70 1,45 2,38 0,57
ARG W 15 160,2 | 173,8 25,0 271,2 99,0 2242 73,9
GLN | trakcie 16 526,1 | 282,2 32,3 1880,4 | 2071 | 5856 | 5434
ADMA | leczenia 17 1,87 2,04 0,72 2,54 1,44 2,27 0,80
ARG . 39 191,0 | 173,0 48,0 522,0 110,4 | 2496 | 1055
GLN Igé’z”;ﬁ; 39 307,9 | 2926 25,4 637,0 208,8 | 390,8 | 1399
ADMA 38 1,78 1,76 0,75 2,99 1,53 2,08 0,50

U pacjentow bedacych w remisji choroby nowotworowej stezenie Arg na wszystkich

etapach leczenia bylo podwyzszone (poczatek leczenia — mediana 116,6 nmol/ml; w trakcie
leczenia - mediana 173,8 nmol/ml; koniec leczenia — mediana 173,0 nmol/ml) w stosunku do
grupy konntrolnej (mediana 86,0 nmol/ml).

Podobnie zachowywala si¢ ADMA (poczatek leczenia — mediana 1,88 pmol/l;
w trakcie leczenia - mediana 2,04 umol/l; koniec leczenia — mediana 1,76 umol/l) w stosunku
do grupy konntrolnej (mediana 1,09 umol/l).

Natomiast stezenie glutaminy na wszystkich etapach leczenia bylo obnizone
w stosunku do grupy kontrolnej (mediana 741,2 nmol/ml): poczatek leczenia — mediana 329,7
nmol/ml; w trakcie leczenia - mediana 282,2 nmol/ml; koniec leczenia — mediana 292,6

nmol/ml.
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Tab.4.2.13 Stezenie argininy, glutaminy i ADMA u pacjentow w grupie IIB

N M Minimum | Maksimum 25Q 75Q
ARG 5 86,0 62,1 582,0 64,7 1421
GLN | Foczatek 5 3350 | 1941 6120 | 2591 | 3574
leczenia
ADMA 5 1,79 0,85 2,39 1,52 2.07
ARG W 3 115,3 92,3 1974
GLN | trakcie 3 4162 | 2174 568,3
ADMA | leczenia 3 2,35 1,08 2,56
ARG _ 5 167,9 | 1015 304.,0 112,4 | 292,0
GLN | [Koniec 5 4410 | 1324 680, 1 182,6 | 532,8
leczenia
ADMA 4 2.15 1,60 2.40 1,83 233

Ze wzgledu na zbyt malg liczebno$¢ podgrupy IIB (n=5) niemozliwe bylo pordéwnanie

statystyczne obu grup.
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5. DYSKUSJA

Na podstawie wykonanych badah i1 przeprowadzonych obserwacji wykazano, ze
istnieje zalezno$¢ pomiedzy stanem klinicznym badanych dzieci (wspotistnienie ztosliwego
procesu nowotworowego) a st¢zeniami argininy, glutaminy 1 asymetrycznej dimetyloargininy.
Stwierdzono znamiennie statystycznie rdznice pomigdzy profilami badanych parametrow
u pacjentdw onkologicznych a grupg kontrolng dzieci.

Przeprowadzone przeze mnie badania majg charakter nowatorski, gdyz do tej pory nie
opublikowano badan profilu wolnych aminokwaséw w surowicy na grupie pediatrycznych
pacjentdéw onkologicznych. Nie znaleziono w dostgpnym piSmiennictwie doniesien
o oznaczaniu identycznych parametrow jak w grupie badanych chorych. Istnieje wiele prac
opisujacych zachowanie si¢ PFAA czy tez poszczegdlnych aminokwasow w surowicy
u dorostych pacjentow z rozpoznaniem ztosliwej choroby nowotworowej. Sg one niezwykle
cieckawe, gdyz dotycza takze badan prowadzonych na ro6znych etapach procesu
nowotworzenia. Problemem pozostaje jednak fakt, ze typowe nowotwory dla wieku dorostego
r6znig si¢ budowa histologiczng, lokalizacja, protokolami terapeutycznymi i naturalnym
przebiegiem klinicznym choroby od typowych dla populacji dziecigcej. Dlatego trudno
przeprowadza¢ analize porownawcza pomiedzy réznymi typami nowotworow i sformutowac
jednoznaczne wnioski. Niemniej w dalszych rozwazaniach przeprowadzono analize¢
zachowania si¢ poszczegdlnych stezen oznaczanych parametrow u onkologicznych pacjentow
pediatrycznych na réznych etapach leczenia przeciwnowotworowego i skonfrontowano je z
najnowszymi doniesieniami innych autoréw z tej dziedziny.

Dodatkowym aspektem, na ktéry nalezy zwrdci¢c uwage jest fakt oznaczania
parametréw w roéznych ptynach ustrojowych i tkankach u ludzi i zwierzat. Ze wzgledu na to,
ze badania wtasne dotyczyly oznaczen w surowicy, doniesienia o wynikach z materialu
tkankowego nie beda szeroko omawiane. Badania wilasne obejmuja oznaczenia argininy,
glutaminy i asymetrycznej dimetyloargininy surowicy. W grupie badanej przed rozpoczeciem
leczenia onkologicznego stwierdzono podwyzszenie ste¢zenia Arg i ADMA oraz obnizenie
stezenia GIn w poréwnaniu do grupy zdrowych osob.

U pacjentow w trakcie leczenia, ktoérzy pozytywnie odpowiadali na przeprowadzane
leczenie onkologiczne oraz u chorych po pomyslnie zakonczonej terapii rdéwniez
zaobserwowano podobne zachowanie si¢ powyzszych parametréw. Stwierdzone roznice

w stezeniach wszystkich oznaczanych parametrow wykazaly znamienny poziom istotnosci
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statystycznej w porownaniu z grupa kontrolng. Nalezy zwrdci¢ uwage na fakt, iz odstep
pomiedzy pierwszym badaniem a koncem leczenia chorych be¢dacych w remisji byt
stosunkowo krotki, bowiem ostatnie pobranie odbylo si¢ tuz po zakonczeniu leczenia.
Z pewnoscia warto by takie badania powtorzy¢ kilka lat po zakonczeniu terapii u chorych
w  klinicznej remisji. Dokonujac pordwnania na poszczegdlnych etapach leczenia
statystycznie znamienne bylo jedynie stezenie glutaminy poroéwnujac pacjentdéw w trakcie
leczenia onkologicznego 1 po osiggni¢ciu klinicznej remisji.

Zadano rowniez pytanie czy budowa histologiczna nowotworu ma wplyw na
otrzymane wyniki. W zwigzku z powyzszym podzielono pacjentow na dwie podgrupy: dzieci
z rozpoznaniem chorob rozrostowych uktadu krwiotworczego (biataczki 1 chioniaki) oraz
guzami litymi (nerwiak zarodkowy wspoétczulny, guz Wilmsa, guz moézgu, migsaki tkanek
migkkich, nowotwory zlosliwe koSci 1 guzy germinalne). W przypadku pacjentéw
onkologicznych stwierdzono podwyzszony poziom argininy i ADMA oraz obnizony poziom
glutaminy w stosunku do grupy kontrolnej niezaleznie od budowy histologiczne;.

Jak wspominano wczesniej, wielu badaczy zauwazyto, ze u dorostych pacjentow
onkologicznych dochodzi do znaczacych zmian w profilu wolnych aminokwaséw w osoczu
[23,80-87]. Juz wiele lat temu Bennegard i wsp. [88] opisali mi¢gdzy innymi obniZenie
stezenia glutaminy u pacjentOow z nowotworami zlo$liwymi w stanie wyniszczenia
nowotworowego, podobnie jak Watanabe 1 wsp. [86] u pacjentow z rakiem
watrobowokomoérkowym. W tej ostatniej pracy zatozono, ze zmiany w profilu PFAA
(obnizenie ich catkowitego st¢zenia) wynikaja ze zwigkszonej konsumpcji aminokwasoéw
przez komoérki nowotworowe. Takie same wyniki osiggneli Kubota 1 wsp. [24]. U 24
pacjentow z rozpoznaniem zlo§liwego nowotworu przewodu pokarmowego (obnizenie
stezenia Gln), natomiast u 22 pacjentek z rakiem gruczotu sutkowego zanotowali spadek
stezenia Gln, a wzrost Arg. Autorzy zasugerowali, ze siedem z oznaczanych aminokwasow,
takich jak: glutamina, treonina, histydyna, cysteina, alanina, arginina i ornityna wykazuje
scista korelacje z badanymi typami nowotworéw. Brak jednak mechanizmu
patogenetycznego, ktory wyjasniatby, w jaki sposéb dochodzi do takich zmian, oprocz
znanych proceséw katabolicznych m.in. zwigkszonej proteolizy, catkowitego obrotu biatek
czy glukoneogenezy.

Te obserwacje dotyczace stezenia argininy i glutaminy sg spdjne z wynikami badan wiasnych,
gdzie rowniez wykazano wzrost Arg i spadek Gln chorych onkologicznych.
Russel 1 wsp. [89] poddali obserwacji pacjentow z rakiem pluca. Badacze ci obserwowali

z kolei podwyzszenie stezenia glutaminy i argininy. Jako potencjalne wytlumaczenie
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otrzymanych wynikdw podano znany mechanizm, w ktéorym dochodzi do zwigkszonego
katabolizmu biatek, wchodzenia wyprodukowanych aminokwaséw w cykl mocznikowy,
a nastepnie stymulacji syntezy poliamin. Autorzy ci wysungli wniosek, ze do zmian tych
dochodzi niezaleznie od stanu odzywienia pacjenta 1 zaawansowania procesu
nowotworowego.

W  ostatnich doniesieniach Gu 1 wsp. [90] opisali przypadki pacjentow
z rozpoznaniem raka gruczotu sutkowego, zotadka i gruczotu tarczowego badajac profil
wolnych aminokwasow w surowicy jako potencjalnego biomarkera procesu nowotworowego.
Chorzy ci prezentowali catkowicie odmiennie zachowanie si¢ PFFA w stosunku do grupy
kontrolnej. Wartym zauwazenia jest fakt, ze obnizenie wartos$ci profilu aminokwasow byto
zwigzane z istnieniem przerzutow do weztow chltonnych w przypadku raka zotadka.
Dodatkowo ich poziom korelowatl z klinicznymi markerami choroby w wyzej wymienione;j
grupie chorych, a u pacjentek z rozpoznaniem raka sutka z markerami
immunohistochemicznymi. Stezenie argininy w obu grupach byto znamiennie statystycznie
podwyzszone, a glutaminy obnizone, co pozostaje w zgodno$ci z badaniami wilasnymi.
W opisywanym opracowaniu zwrocono roéwniez uwage na proliferacyjny efekt niektorych
aminokwasow, takich jak alanina, arginina, asparagina czy cysteina, na komorki raka gruczotu
sutkowego [90]. Z kolei cysteina wptywata na proliferacje komoérek raka zotadka, a alanina
1 kwas glutaminowy wywieraly efekt hamujacy poprzez indukcje apoptozy tych komorek.

Tkanka nowotworowa do swojego wzrostu wymaga obecnosci glutaminy, glicyny,
asparaginy i amoniaku do syntezy puryn i pirymidyn [91]. Przez wiele lat aminokwas argining
postrzegano jedynie jako niezbedny sktadnik odzywczy wspomagajacy m. in. gojenie si¢ ran
1 substancje konieczng w immunomodulacyjnym postgpowaniu u pacjentow krytycznie
chorych [92]. Obecnie coraz cze¢sciej podnosi si¢ jej rolg jako stymulatora wzrostu komorek
nowotworowych [93]. Interpretacja takich wynikow jest niezwykle trudna, gdyz brak jest
jednoznaczno$ci w dostepnej literaturze. Hasim 1 wsp. [94] przebadali grupe 22 pacjentek
z postawionym rozpoznaniem raka szyjki macicy oraz 26 chorych ze stanem
przednowotworowym CIN (cervical intraepihelial neoplasia) pordwnujac otrzymane wyniki
z grupa 35 zdrowych osob. U pacjentek nowotworowych stezenie argininy bylo znaczaco
nizsze w poréwnaniu do grupy kontrolnej, a u tych z rozpoznaniem CIN wyzsze. Podobny
wynik zmniejszonego stezenia Arg w aktywnym procesie nowotworowym raka trzustki i jelita
grubego opisal Vissers 1 wsp. [95]. By¢ moze odrgbnosci histologiczne poszczegdlnych

nowotworow maja wptyw na odmienne zachowanie si¢ oznaczanych aminokwasow.
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Prowadzac takie rozwazania, warto zastanowi¢ si¢ nad potencjalnymi czynnikami
wpltywajacymi na takie zachowanie si¢ analizowanych substancji. Czy jest to tylko kwestia
stanu odzywienia pacjenta onkologicznego, jego osobniczych predyspozycji, czy tez moze
zalezy od stadium zaawansowania choroby nowotworowej lub jej typu?

Jednoznacznie dowiedziono, Ze znaczna redukcja masy ciata powyzej 20% i zwigzane
z nig wyniszczenie (kacheksja) u pacjentow nowotworowych maja wpltyw na zmiany w
profilu aminokwasow. Takie obserwacje przedstawit Clark 1 wsp. [82] porownujac pacjentow
onkologicznych, u ktéorych wystapil ubytek masy ciala powyzej 20% z pacjentami
onkologicznymi bez redukcji wagi. Analogiczne wyniki osiagnal Georgiannos i wsp. [26]
opisujac pacjentdow wyniszczonych 1 bez objawdéw kacheksji. Stan odzywienia u tych
pacjentow wykazuje Scisty zwigzek ze stadium zaawansowania choroby nowotworowe;.

Jak wspominano wczesniej, podczas analizy dostgpnej literatury nasuwa si¢ pytanie,
czy typ histologiczny nowotworu, badz jego umiejscowienie w konkretnym narzadzie ma
wplyw na stgzenie poszczegolnych aminokwasow lub catkowity ich profil?

Moje obserwacje nie pozwalaja na wysuni¢cie tak jednoznacznych wnioskéw ze
wzgledu na zbyt matg liczbe poszczegdlnych typdéw histopatologicznych nowotworow
u badanych dzieci. Jednakze takie proby sa podejmowane w odniesieniu do modeli
zwierzecych 1 dorostych pacjentow onkologicznych. Wykazano, ze u szczurdéw
z wszczepionymi komoérkami szczurzego migsakoraka Walkera 256 (WC256) dochodzi to
zwigkszonego uwalniania alaniny i glicyny, a z komorkami hepatoma 7777 do wzrostu
stezenia glicyny [96]. Poszukiwanie takich zmian w organizmie ludzkim doprowadzito do
pewnych wnioskow. Mianowicie, obnizenie PFAA zaobserwowano u chorych z nowotworami
uktadu pokarmowego, co wydaje si¢ mie¢ uzasadnienie w fakcie, iz wigkszo$¢ szlakow
metabolicznych aminokwas6w ma przynajmniej czgsciowo miejsce wtasnie w tych narzadach
(np. jelitach). W tej grupie pacjentéw dochodzi do znacznej utraty biatek droga jelitowa
poprzez uszkodzenie $luzowek przez masy nowotworowe. Z kolei u pacjentow z inng
lokalizacja dochodzi do zwigkszonego uwalniania m.in. aminokwasOw Ww nastgpstwie
uwalniania ich z mi¢$ni, czego nie obserwuje si¢ w pierwszej grupie chorych [10].

Wzrost stezen PFAA zanotowano u pacjentek z rakiem sutka. Przypuszcza si¢, ze ma
to zwigzek z tym, ze chore te rzadko prezentujg stan wyniszczenia nowotworowego, poza
stadium terminalnym choroby, agresywnos¢ tego typu nowotworu jest stosunkowo mniejsza
niz w innych ,,bardziej aktywnych metabolicznie nowotworach” [81,97]. Poczyniono nawet
obserwacje, w ktérych poziom wolnych aminokwaséw w osoczu byl 3 razy wyzszy u chorych

onkologicznych z rozpoznaniem raka gruczolu piersiowego w poroéwnaniu z grupa zdrowych

50



kobiet [98]. Bardzo ciekawe zestawienie opracowatl Lai i wsp. [10], gdzie pokazano
poréwnanie zachowania si¢ poszczegdlnych amiokwasOw na podstawie analizy wielu
opublikowanych badan. We wszystkich omowionych badaniach w przypadku siedmiu
aminokwasow  alaniny, histydyny, treoniny, argininy, proliny, glutaminy/kwasu
glutaminowego i glicyny obserwowano 3-krotng ich redukcje. Hack 1 wsp. [99] oceniali
obnizenie proporcji glutaminy do cysteiny u pacjentéw z rakiem pluca. Autorzy zasugerowali,
ze w tych osob regulacja poziomu cysteiny jest zaburzona w nastepstwie nieprawidtowego
katabolizmu watrobowego cysteiny w warunkach postepujacego, nasilonego katabolizmu
zachodzacego w migséniach szkieletowych.

Ciekawe wyniki osiggneli réwniez Muscartitoli 1 wsp. [100] u pacjentow z chorobami
nowotworowymi uktadu krwiotwoérczego, w tym wypadku ostrg biataczka mieloblastyczng
(AML). W odniesieniu do argininy i glutaminy nie wykazano réznic znamiennie
statystycznych w stezeniach oznaczanych aminokwaséw w poréwnaniu z grupg kontrolng.
Poruszono natomiast kwesti¢ obnizonego stezenia tauryny, jako typowej w AML 1 mogace;j
mie¢ wplyw na odleglte nastgpstwa samej choroby 1 leczenia. Juz wiele lat temu skupiono si¢
na obserwacjach poziomu aminokwasow w komodrkach ukladu biatokrwinkowego
(limfocytach i granulocytach), wskazujac, ze ze wszystkich aminokwas6w tauryna jest obecna
w najwigkszym stezeniu w leukocytach [101]. Donoszono réwniez o znaczacym spadku tego
aminokwasu po chemioterapii w tej grupie pacjentow [102]. Takze dodatkowa suplementacja
tauryng u napromienianych myszy spowodowala wzrost poziomu neutrocytow.

Kwestia suplementacji rozpatrywana w aspekcie leczenia wspomagajacego jest
obecnie szeroko badana. Wickszo$¢ z nich dotyczy pacjentow z oddzialow intensywnej
terapii, niemajacych diagnozy ztosliwej choroby nowotworowej i wydaje si¢, ze taka
suplementacja moze przynie$s¢ korzysci w postaci przyspieszonej regeneracji $luzowek,
szybszej rekonwalescencji po zabiegach operacyjnych. Dostepne sa komercyjne preparaty
glutaminy w postaci doustnej zalecane wiasnie dla tej grupy chorych. Natomiast wyzej
wymienione postepowanie wymaga niezwyktej ostroznosci u chorych nowotworowych. Jak
wspominano we Wwstepie pracy na obecnym etapie wiedzy nie mozna wykluczy¢
potencjalnego prokancerogennego dzialania glutaminy.

Istniejg badania, ktoére pokazuja, ze suplementacja glutaming powoduje ograniczenie
wzrostu guza [103]. Te przeprowadzone badania przez Fahr i wsp. [104] dowodza, ze w 40%
dochodzi do redukcji wzrostu nowotworu 1 w 30% do wzrostu ilo$ci komorek NK (natural
killers). Autorzy uwazaja, ze suplementacja glutaming powoduje redukcje wzrostu guza

poprzez spadek produkcji glutationu z jednoczesng aktywacja komorek NK. Doniesienia te sg
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spojne z badaniem Learn i Thomas [105], ktorzy stosowali stymulowane neutrofile i komorki
nowotworowe osiggajagc podobne wyniki. Paradoksalny efekt glutaminy na metabolizm
glutationu w tkankach zdrowych 1 nowotworowych opisano w przegladzie Savaresse 1 wsp.
[106]. Jedna z hipotez tlumaczy, ze przeptyw zredukowanej formy glutationu
w mitochondriach komorek nowotworowych jest zablokowany przez lokalne zwigkszenie
stezenia glutaminy, ktore jest z kolei spowodowane obecnoscig glutaminazy.
W mitochondriach komoérek prawidtowych ten transport nie jest uposledzony [38, 108,109].
Kolejna hipoteza podaje, ze srodowisko wewnatrz komoérek guza jest zdecydowanie bardziej
kwasne niz w zdrowych komorkach 1 w ten sposdb dochodzi do blokady 5-okso-L-prolinazy,
ktora jest bardzo wrazliwa na zmiany pH. Autorzy argumentujg réwniez, ze w komodrkach
nowotworowych nie moze dochodzi¢ do dodatkowej stymulacji glutaminazy, a zatem poziom
wewnatrzkomoérkowego glutationu jest wyczerpany, przeciwnie niz w normalnych
komorkach, gdzie zewnetrznie dostarczana glutamina dziata jako receptor y-glutamylowy
1 zwigksza czulo§¢ glutaminazy [108,109]. Klinicznie zaré6wno dozylna 1 doustna
suplementacja glutaminy wywotywata mniejsze uszkodzenia btlony Sluzowej jelit
1 przyspieszony proces gojenia si¢ wokot przewodu pokarmowego u szczuréw
z nowotworami [110-112]. Jednak van den Berg i wsp. [112] w ich podwdjnie §lepym,
randomizowanym, kontrolowanym placebo badaniu, przeprowadzonym na grupie niemowlat
o bardzo matej masie urodzeniowej, nie wykazali pozytywnego wptywu na integralno$¢
sluzoéwki jelit po wzbogaceniu zywienia dojelitowego w glutamine. Badania przeprowadzone
przez Kaufmann i wsp. [113] u szczuréw z rakiem sutka wykazaty, ze dozotadkowe podanie
glutaminy w dawce 1 g/kg/dzien zapobiegato wzrostowi guza poprzez regulacje enzymow
cyklu gamma-glutamylowego. Powyzsze obserwacje powoduja, ze poszukuje si¢
potwierdzenia takiego mechanizmu dziatania u ludzi.

Ward 1 wsp. [114] przeprowadzili ukierunkowane badanie na znalezienie optymalnego
dawkowania glutaminy u pediatrycznych pacjentow onkologicznych. Autorzy stwierdzili, ze
pojedyncza dawka okolo 0,65 g/kg jest bezpieczna dla dzieci. W innych badaniach oceniano
dzienng dawke 4 g/m” powierzchni ciala dla dzieci otrzymujacych leczenie onkologiczne

[115,116].

Wystepowanie biegunki jest czgstym skutkiem ubocznym rozwijajacym si¢ podczas
chemioterapii. W badaniach pacjentow z przerzutowym rakiem okreznicy i odbytnicy
otrzymujacych irinotekan wykazano, ze czgstos¢ wystepowania biegunki byla zmniejszona

u tych pacjentow, ktorzy otrzymywali dodatkowo glutaminge w postaci doustnej lub dozylne;j
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[117]. Podobne obserwacje zostaty poczynione przez Daniele i wsp. [118], ktorzy badali
dorostych pacjentow z rakiem jelita grubego poddawanych leczeniu S-fluorouracylem
1 suplementacji glutaming. Pozytywnych efektow nie stwierdzono u pacjentek cierpigcych na
raka sutka, ktore podczas leczenia chemicznego réwniez otrzymywaty dodatkowa podaz Gln
[119]. Szczegolnie interesujace bylo badanie przeprowadzone przez Uderzo i wsp. [120],
prospektywne, podwdjnie zaslepione, kontrolowane u 120 pacjentow pediatrycznych,
u ktoérych przeprowadzono HSCT (hematopoetic stem cell transplantation). Otrzymywali oni
standardowe Zzywienie pozajelitowe lub wzbogacone o glutaming. Nie stwierdzono istotnych
réznic w cigzkoSci zapalenia §luzowek jamy ustnej 1 btony S$luzowej jelita. Jednym
z mozliwych wyjasnien jest istniejacy w trakcie badania poziom odzywienia z tych pacjentow.
Wszystkie dzieci prezentowaty dobry stan odzywienia oceniany na podstawie pomiarOw masy
ciata przed przeszczepem i poziomoéw prealbumin. Powyzsze wyniki sa zgodne z wynikami
innych badan przeprowadzonych u dorostych pacjentow bez istniejacych cech niedozywienia.
Nie stwierdzono istotnego wplywu suplementacji glutaming na stan ogdlny pacjentow
[121,122].

Roéwnie dyskusyjna jest dodatkowa podaz kolejnego oznaczanego w moich badaniach
aminokwasu argininy. Opisano, ze w przypadku pierwotnego gruczolakoraka i przerzutow do
watroby dochodzi do zwiekszonego wychwytu argininy przez transportery y. W takim
wypadku suplementacja wydaje si¢ mie¢ negatywne skutki dla pacjenta onkologicznego. Inne
doniesienia sugeruja z kolei, Zze suplementacja L-argininy moze ograniczy¢ przemiang
gruczolaka jelita grubego w raka jelita grubego. Ma i wsp. [123] oceniali pod tym katem 60
pacjentow z rakiem jelita grubego 1 60 z diagnoza gruczolaka tej okolicy. W kazdej grupie 30
pacjentow otrzymywato 30 g L-argininy przez 3 kolejne dni, a pozostala grupa kontrolna
stanowigca 30 dorostych pacjentow otrzymywata 5% glukoze. Autorzy mierzyli w surowicy
takie parametry jak NO, NOS ($ciezka L-argininy / NO) i dekarboksylaz¢ ornityny. Wyniki
tych badan wykazaly, ze L-arginina znaczaco zwicksza iNOS 1 w zwigzku z tym moze
hamowa¢ jelitowg hiperproliferacje 1 ekspresje surwiwiny - inhibitora apoptozy.
Nanthakumaran i wsp. [124] obserwowali rowniez w ludzkich liniach komorkowych raka
zoladka mniejszy wzrost komorek w wyniku apoptozy w zwigzku z suplementacjg argininy,
ale arginina nie miata wptywu na inwazyjne zdolnosci tych komorek.

Wiadomo, ze arginina indukuje ekspresje genu GH przez $ciezke sygnalizacyjna
NOS/NO. Sperling i wsp. [125] zauwazyli, ze ryzyko rozwoju raka gruczolowego 1 zgonu
w warunkach nadmiaru hormonu wzrostu moze by¢ zwigzana z podwyzszonym poziomem

serum insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1). IGF-1 moze hamowaé apoptoze
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poprzez stymulowanie wzrostu komorek. Melmed 1 wsp. [126] wykazali, ze zwigkszona
ekspresja czynnika wzrostu $rodbtonka naczyniowego (VEGF) dziata jako promotor
angiogenezy poprzez szlak sygnalizacyjny IGF-1. Koncepcja indukowania biataczki
u pacjentow leczonych GH byla analizowana juz w przeszlosci, szczegdlnie wsrod pacjentow
w Japonii. Nishi i wsp. [127] zebrali dane u 32.000 pacjentéw z niedoborem GH i leczonych
za jego pomocg. U 14 pacjentow zaobserwowano wystgpienie biataczki, wsrod nich szesciu
byto zdecydowanie bardziej predysponowanych do zachorowania na chorobg¢ onkologiczng
z powodu anemii Fanconiego, przebytej radioterapii i chemioterapii. Wystapienie biataczki
u 0sOb bez znanych czynnikow ryzyka bylo takie same jak w zdrowej populac;ji.

Pekic¢ 1 wsp. [128] w swoich badaniach dotyczacych ryzyka zachorowania na raka po
terapii hormonem wzrostu, nie wykazali, aby byto ono zwigkszone u pacjentéw bez znanego
obcigzenia genetycznego. Natomiast u dorostych leczonych w dziecinstwie z powodu
ztosliwego nowotworu 1 otrzymujacych GH ryzyko drugiego nowotworu bylo zwigkszone
w poréwnaniu z dzie¢mi leczonymi z powodu schorzenia onkologicznego, ale bez terapii GH
[129].

Podnoszona ostatnio kwestia suplementacji argininy w aspekcie poprawy funkcji

uktadu immunologicznego u pacjentow z uposledzona odpornoscia nie znajduje
potwierdzenia w badaniach. W randomizowanych, podwoéjnie $lepych, kontrolowanych
placebo badaniach przeprowadzonych przez van Bokhorst-de van der Schueren 1 wsp. [130]
oraz McCartera i wsp. [131] oceniajacych pacjentoéw z rakiem szyi/glowy i nowotworow
przewodu pokarmowego, nie wykazano wplywu suplementacji argininy na funkcje
immunologiczne.
Zdecydowanie wigcej uwagi poswigca si¢ nowotworom, ktore do wzrostu i przezycia swoich
komorek potrzebuja argininy i z tego wzgledu celem terapeutycznym jest jej obnizenie lub
catkowite wyeliminowanie. W dostgpnej literaturze nie opisano typowych nowotwordéw
dziecigcych zaleznych od argininy.

Wszystkie powyzsze obserwacje dowodza, ze z pewnoscig dochodzi do zaburzen
w szeroko pojetym metabolizmie proteinowym u pacjenta onkologicznego, w tym réwniez
pediatrycznego. Jakie sa jednak implikacje kliniczne takich wynikow? Czy ma to znaczenie
praktyczne dla pacjentow? Wydaje si¢, ze moze mie¢ dodatkowe znaczenie w diagnostyce
molekularnej, ktora utatwitaby leczenie pacjentdw z okreslonymi mutacjami. U 50 pacjentéw
z rozpoznaniem niedrobnokomdrkowego raka ptluca znaleziono dwanascie mutacji K-ras,
gdzie glicyna byla ,,przetaczana” na cysteing, pig¢ mutacji zamiany glicyny na cysteing, po

jednej na alanine, kwas asparaginowy, argining i waling [ 132]. Rajendra i wsp [133] wykazali
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obecno$¢ treoniny zamiast argininy w pozycji 482 (R482T) u pacjentek z rakiem sutka,
a Storey 1 wsp [134] opisali, ze polimorfizm p53, ktory koduje ekspresje argininy (pS3Arg)
lub proliny (p53Pro) w kodonie 72 jest zwigzany z rakiem szyjki macicy.
W zwigzku z powyzszym wczesne wykrycie zmian w profilu wolnych aminokwasow

w osoczu moze przyczynic si¢ do szybszej diagnostyki genetycznej u takich pacjentow.
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6. WNIOSKI

Otrzymane wyniki upowazniaja do wysunigcia nastgpujacych wnioskow:

1. Czynny proces nowotworowy istniejacy w ustroju dziecka jest zwigzany
z podwyzszaniem st¢zenia argininy, asymetrycznej dimetyloargininy oraz
obnizeniem glutaminy w surowicy krwi w poréwnaniu z warto$ciami
stwierdzonymi u zdrowych dzieci w pordéwnywalnym wieku.

2. Przeprowadzone badania wlasne nie pozwalaja na udokumentowanie zaleznosci
pomigdzy typem histologicznym nowotworu a stwierdzanymi poziomami argininy,
asymetrycznej dimetyloargininy i glutaminy w surowicy krwi u badanych chorych.

3. Poréwnujac profil Arg, ADMA 1 GIn w dwoch grupach chorych rdznie
odpowiadajacych na leczenie (remisja, progresja), zauwazono, ze W grupie
pacjentow, ktorzy osiagneli kliniczng remisj¢ oznaczane parametry nie osiggnety
warto$ci otrzymanych w grupie kontrolnej, co wskazuje na istniejace zaburzenia
metabolizmu biatek pomimo pomyslnie zakonczonego leczenia. Zbyt mata liczba
chorych bedacych w progresji choroby nowotworowej uniemozliwita statystyczng
analize.

4. Wykazano, ze przeprowadzana radioterapia nie ma wplywu na st¢zenia argininy,
glutaminy i asymetrycznej dimetyloargininy w badanej grupie chorych.

5. Analiza dostgpnego piSmiennictwa nie upowaznia do podjecia proby podazy
glutaminy u pacjentéw onkologicznych z obnizonym poziomem tego aminokwasu
w surowicy wobec rozbieznosci pogladow co do jego wplywu na proces

NOWOtworowy.
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8. STRESZCZENIE

Przeprowadzane badania dotyczg pediatrycznych pacjentow onkologicznych
z rozpoznaniem chorob rozrostowych uktadu krwiotworczego 1 guzdéw litych. Grupe
stanowito 84 dzieci, w tym 50 chorych leczonych w o$rodkach onkologii 1 hematologii
dziecigcej w Polsce oraz 34 dzieci zakwalifikowanych do korekcyjnych zabiegoéw
chirurgicznych, takich jak wrodzone przepukliny czy stulejka, stanowigcych grupe kontrolna.
Dokonano oceny stezen wybranych aminokwasoéw: argininy (Arg), glutaminy (Gln)
1 asymetrycznej dimetyloargininy (ADMA) w surowicy na rdéznych etapach leczenia
onkologicznego: przed wlaczeniem chemioterapii, w trakcie aktywnego leczenia
onkologicznego oraz po pomyslnie zakonczonej terapii przeciwnowotworowej. Osobnej
ocenie poddano chorych, u ktorych doszto do progresji badz wznowy procesu zasadniczego.
W grupie kontrolnej pomiaru dokonywano jednorazowo. Pte¢ 1 wiek badanych pacjentow nie
mialy wptywu na warto§¢ oznaczanych parametrow.

Celem pracy byla ocena stezen wybranych substancji w badanej grupie chorych i ich
zachowanie si¢ w zalezno$ci od etapu leczenia. Poszukiwano zalezno$ci pomigdzy profilem
argininy, glutaminy i asymetrycznej dimetyloargininy a poszczegdlnymi etapami terapii
przeciwnowotworowej, uzyskiwang odpowiedzig na leczenie, a takze budowa histologiczna
nowotworu.

Otrzymane wyniki pozwalajg na wysuni¢cie nastepujacych wnioskow: u wszystkich
dzieci zdiagnozowanych z powodu choroby nowotworowej dochodzi do zmian w st¢zeniach
oznaczanych aminokwasow. Rdznice te sg znamienne statystycznie. Przeprowadzone badania
wlasne nie pozwalaja na udokumentowanie zalezno$ci pomiedzy typem histologicznym
nowotworu a stwierdzanymi poziomami argininy, asymetrycznej dimetyloargininy
1 glutaminy w surowicy krwi u badanych chorych. Porownujac profil Arg, ADMA i Gln
w dwoch grupach chorych réznie odpowiadajacych na leczenie (remisja, progresja),
zauwazono, ze w grupie pacjentow, ktorzy osiagneli kliniczng remisje oznaczane parametry
nie osiggnely wartosci otrzymanych w grupie kontrolnej, co wskazuje na istniejace zaburzenia
metabolizmu biatek pomimo pomys$lnie zakonczonego leczenia. Zbyt mata liczba chorych

bedacych w progresji choroby nowotworowej uniemozliwita statystyczng analize. Ponadto
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przeprowadzana radioterapia nie miala wplywu na stezenia argininy, glutaminy
1 asymetrycznej dimetyloargininy w badanej grupie chorych.

Analizujac dostgpne piSmiennictwo brak jednoznacznych wskazan do podazy
glutaminy u pacjentdéw onkologicznych z obnizonym jej stezeniem w surowicy wobec
rozbieznos$ci pogladow co do wplywu tego aminokwasu na proces nowotworowy.

Ze wzgledu na stosunkowo mata liczbe badanych pacjentdow poczynione obserwacje
traktuje si¢ jako wstepne. Jednakze otrzymane wyniki daja podstawe do kontynuacji wybrane;j
tematyki, rozwazajac poszerzenie panelu oznaczanych parametréw i wydluzenie czasu

obserwacji po zakonczeniu leczenia.
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