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Streszczenie

Celem pracy byto stwierdzenie wplywu potencjatu oksydacyjnego, a takze aktywnosci przeciwutleniaczy na przebieg kliniczny ostrych
biataczek mieloblastycznych i odpowiedz na chemioterapie.

Materiat i metoda: Grupe badang stanowito 12 chorych (7 kobiet i 5 mezczyzn) na ostrg biataczke mieloblastyczng leczonych w Klinice
Hematoonkologii AM w Lublinie. Stgzenie MDA w osoczu krwi oznaczono metoda fluorymetryczna, natomiast aktywnos¢ dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD) i peroksydazy glutationu (GPx) we krwi petnej oznaczono metoda kolorymetryczna przy uzyciu odczynnikéw Randox.
Wyniki: Czas przezycia w grupie chorych z mata aktywnoscig GPx (<5.0U/ml) byt statystycznie istotnie diuzszy niz w grupie z duzg akty-
wnoscig GPx (15.71+9.8 vs 5.8+3.68 miesiaca).

U chorych z hepatosplenomegalia stwierdzono statystycznie znamienna mniejsza aktywnos¢ SOD 52.0 vs 95.12U/ml w grupie bez hepa-
tosplenomegalii.

Whniosek: Nowy stan réwnowagi poszczegélnych mechanizmoéw obronnych uktadu oksydoredukecyjnego, wynikajacy z obecnosci ostrej
proliferacji moze modulowac¢ przebieg kliniczny ostrych biataczek i warunkowac efektywnos¢ chemioterapii.

Stowa kluczowe: stres oksydacyjny, ostre biataczki mieloblastyczne, GPx, SOD, MDA.

The role of oxydative stress in the course of acute myeloblastic leu-
kaemias

Summary

The aim of the study was to evaluate the influence of oxidative potential and activity of antioxidants on the course and chemotherapy response
in acute nonlymphoblastic leukaemias.

Material and methods: Twelve adult patients (7 women, 5 men) with acute nonlymphoblastic leukaemia treated at the Department of Hema-
tooncology University Medical School in Lublin, were studied. Plasma concentration of malondialdehyde (MDA) was determined using fluori-
metric assay. Activities of superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (PGx) were assesed in the whole blood using colorimetric
assay with Randox reagents.

Results: The overall survival in the group of patients with a low activity of GPx (< 5.0 U/ml) was significantly longer than that in patients with
a high activity of GPx (15.71 = 9.8 vs 5.8 = 3.68 month). Patients with hepatosplenomegaly were characterized by a significantly lower activity
of SOD (52.0 U/ml) compared to patients without hepatosplenomegaly (95.12 U/ml).

Conclusion: The state of the new balance between different defence mechanisms of an oxidation-reduction system, resulting from the pre-
sence of acute proliferation, may modulate the course of acute leukaemias and influence the response to chemotherapy.

Key words: oxidative stress, acute nonlymphoblastic leukemia, GPx, SOD, MDA.
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Zaburzenie réwnowagi miedzy nasileniem procesow
oksydacyjnych, wiodgcych do powstania reaktywnych form
tlenu i przeciwdziatajgcemu ich aktywnosci systemowi
antyoksydacyjnemu komorki, z przewaga reakcji utleniania,
prowadzi do stresu oksydacyjnego. Obecnos¢ bardzo akty-
wnych zwigzkéw o duzym potencjale utleniajgcym prowa-
dzi do szeregu niekorzystnych reakcji chemicznych, w wy-
niku ktérych dochodzi do uszkodzenia aparatu genetycz-
nego komorki, biatek strukturalnych oraz enzymatycznych.
Znane sg doniesienia o wiekszej aktywnosci wolnych rodni-
kow tlenowych w procesach nowotworowych dotyczacych
skory, pecherza moczowego, zotadka, jelita grubego i kos-
ci. U podtoza niektérych z wymienionych nowotworow lezg
przewlekte zmiany zapalne z karcynogennym dziataniem
wolnych rodnikéw tlenowych, tworzonych w mechanizmie
obronnym przez granulocyty obojetnochtonne. Jednoczes-
nie obserwowane jest zmniejszenie aktywnosci enzymow
odpowiedzialnych za inaktywacje wolnych rodnikdw tleno-
wych np.dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), katalazy, pero-
ksydazy glutationowej (GPx). Znane z literatury mechani-
zmy nowotworzenia, u podtoza ktorych lezy stres oksyda-
cyjny to mutacje strukturalne DNA, mutacje gendw cyklu
komorkowego oraz dysfunkcja wewnatrzkomorkowych
szlakéw przekazywania informacji [1]. W wyniku reakciji
reaktywnych form tlenu z kwasami nukleinowymi dochodzi
do pekania nici kwasu dezoksyrybonukleinowego oraz
modyfikacji sekwencji zasad. Uszkodzony przez wolne rod-
niki DNA jest silnie immunogenny. Peknigcia DNA sg odpo-
wiedzialne za zahamowanie replikacjii moga by¢ przyczyna
smierci komorki lub mutacji. Inna hipoteza dotyczaca
uszkodzenia kwasow nukleinowych przez reaktywne formy
tlenu opiera sie na stymulacji aktywnosci endonukleaz,
co prowadzi do fragmentacji nici DNA [2]. Punktowg
mutacje genu p-53- najbardziej znanego przedstawiciela
genow supresji nowotworow, spowodowang wolnymi rodni-
kami zawartymiw karcynogenach dymu tytoniowego, opi-
sano u chorych naraka ptuca [3]. Podobne zmiany w geno-
mie opisano w odniesieniu do nowotwordw skory i jelita
grubego w przypadku narazenia na wolne rodniki induko-
wane promieniami ultrafioletowymi [4]. Z drugiej jednak
strony postuluje sie takze prokarcynogennarole nadmiernie
aktywnej obrony antyoksydacyjnej, ktdra moze prze-
ciwdziata¢, indukowanym przez wolne rodniki, mecha-
nizmom apoptozy komorek stransformowanych nowotwo-
rowo [5]. Wydaje sie wiec, ze zachwianie réwnowagi
oksydacyjnej moze powodowac powstawanie nowotwo-
row, ale tez i wptywacé na skutecznos¢ leczenia przeciw-
nowotworowego.

Do oceny stopnia nasilenia reakcji wolnorodnikowych
mozna wykorzystac okreslenie stezenia we krwi obwodowej
malonylodialdehydu (MDA), ktdry jest produktem peroksy-
dacji lipidéw. Natomiast nasilenie reakcji antyoksyda-
cyjnych oddaje aktywnos¢ enzymow antyoksydacyjnych

we krwi obwodowej, takich jak dysmutaza ponadtlenkowa
(SOD) czy peroksydaza glutationu (GPx).

Cel pracy

Celem pracy byto badanie zwigzku miedzy poszcze-
golnymi sktadowymi réwnowagi oksydoredukcyjnej orga-
nizmu i klinicznym przebiegiem ostrej biataczki mielo-
blastycznej orazodpowiedzig nachemioterapie indukujaca
remisje.

Materiat i metoda

Grupe badana stanowito 12 chorych (7 kobiet i 5 mez-
czyzn) na ostrgbiataczke mieloblastyczng, leczonychw Kili-
nice Hematoonkologii i Transplantaciji Szpiku AM w Lublinie.
Rozpoznanie ustalono na podstawie badan morfolo-
gicznych, cytochemicznych i immunofenotypowych komo-
rek blastycznych. W grupie badanej znalazto sie 2 chorych
na biataczke mieloblastyczng z dojrzewaniem wg FAB (MLA
M2) - co stanowi 16.6% badanej grupy, 3 chorych na biata-
czke promielocytowg (MLA M3) - 25%, 6 chorych na biata-
czke mielomonocytowa (MLA M4) - 50% i 1 chory na biata-
czke monocytowa (MLA M5) - 8.3%. Srednia wieku wynosita
49.6+15.2 lat (min-max: 27-74). Stezenie hemoglobiny
wahato sie od 6.0 do 11.2 g/dI (sr. 9.06==1.53 g/dl). Liczba
erytrocytow wynosita od 1.9 do 3.48 T/I (sr. 2.72=0.59 T/I),
natomiast liczba leukocytéw od 1.1 do 171.0 G/I (sr. 23.85
+47.98 G/l). Z kolei liczba plytek krwi wahata sie od 4.0
do 122.0 G/l (3r. 40.41=37.08 G/l). U 8/12 chorych (66.66%)
uzyskano catkowitg remisje hematologiczng po jednym
kursie standardowej chemioterapii indukujacej. Jako grupe
poréwnawcza postuzyli chorzy w okresie regeneracji szpiku
po chemioterapii. Stezenie malonylodialdehydu (MDA)
W 0soczu Krwi oznaczono metoda fluorymetryczng w opar-
ciu o reakcje Yagi's. Wyniki wyrazono w nmol/ml. Oznacze-
nie aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) wykona-
no we krwi peinej metoda kolorymetryczng przy pomocy
zestawu Ransod firmy Randox. Wyniki wyrazono w U/ml.
Oznaczenie aktywnosci peroksydazy glutationowej (GPx)
wykonano we krwi petnej przy pomocy zestawu Ransel
firmy Randox. Zastosowano metode wg Paglia i Valentine.
Wyniki wyrazono w U/ml.

Wyniki

Stezenie malonylodialdehydu (MDA) we krwi chorych
wahato sig w granicach 1.16-5.28 nmol/ml; Srednio 3.36
+1.29. Stezenie to we krwi u chorych z aktywna choroba
bylo istotnie statystycznie wigksze w pordéwnaniu ze ste-
zeniem u chorych poddanych chemioterapii indukujace;
remisje (3.36 nmol/ml = 1.29 vs. 2.6 nmol/ml =0.82;
p=0.02). Ponadto stezenie tego zwigzku pozostawato
wieksze u chorych, u ktdrych nie osiaggnieto remisji hemato-
logicznej po leczeniu indukujacym w poréwnaniu do cho-
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rych z catkowitg remisjg hematologiczng po chemioterapii
(2.90 nmol/ml = 0.86 vs. 2.46 nmol/ml = 0.82). Nie stwier-
dzono jednak istotnosci statystycznej. Stwierdzono znacza-
ce réznice stezenia tego zwigzku u chorych z réznymi pod-
typami ostrych biataczek mieloblastycznych. Najwieksze
jego stezenie obserwowano w podtypie MLA M5
(4.75 nmol/ml), natomiast najmniejsze w podtypie MLA M4
(8.09 nmol/ml). Nie obserwowano natomiast korelacji mie-
dzy stezeniem tego zwigzku we krwi i aktywnoscig biataczki
czy zaawansowaniem zmian narzgdowych.

Odmiennie zachowywata sie aktywnos¢ dysmutazy
ponadtlenkowej (SOD). Zanotowano ujemna korelacje mig-
dzy liczba krwinek bialych we krwi chorych a aktywnoscia
tego enzymu we krwi (R Spearman=-0.65; p=0.02).
U chorych z powigkszeniem watroby i sledziony w przebie-
gu ostrej biataczki takze stwierdzono statystycznie zna-
mienna mniejsza aktywnos¢ SOD 52.0 vs. 95.12 U/ml
w grupie bez hepatosplenomegalii. Nie stwierdzono nato-
miast istotnych roznic aktywnosci tego enzymu w zalez-
nosci od odsetka komadrek blastycznych w szpiku czy sto-
pnia powiekszenia wezidw chionnych. Aktywnosé dys-
mutazy ponadtlenkowej oceniana w okresie aktywnej cho-
roby nowotworowej, przed chemioterapia byla wieksza
niz w okresie regeneracji szpiku (84.6 = 33.5 U/mlvs. 75.33
+19.43 U/ml), nie byta to jednak roznica istotna statystycz-
nie.

Na podstawie przeprowadzonych badan, zaobserwo-
wano zaleznos¢ czasu catkowitego przezycia, a takze cza-
su przezycia wolnego od objawdw choroby od aktywnosci
peroksydazy glutationu we krwi chorych. Stwierdzono za-
tem statystycznie istotny diuzszy catkowity czas przezycia
w grupie chorych ze stezeniem GPx ponizej 5.0 U/ml, ktdry
wynosit 15.71=9.8 miesigca. W grupie chorych ze steze-
niem GPx powyzej 5.0 U/ml czas przezycia wynosit 5.8
+3.68 miesigca. Podobng zalezno$¢ odnotowano w sto-
sunku do ocenianego czasu przezycia wolnego od cho-
roby. W grupie chorych z mata (<5.0 U/ml) aktywnoscig
GPx az w 80% przypadkow uzyskano remisje catkowitg
po pierwszym kursie chemioterapii, natomiast w grupie
z wieksza aktywnoscig GPx ten odsetek wynidsttylko 57.

Dyskusja

Wedtug wielu autoréw stezenie MDA u pacjentow z cho-
robg nowotworowg ulega zwigekszeniu. Zaréwno u dzieci
Yazdanpanah i wsp. [6] jak i w populacji ludzi dorostych
de Cavanagh i wsp. [7]. Oltra i wsp. [8] stwierdzili podwyz-
szone stezenie aldehydu u chorych na przewlekig biataczke
limfocytowa, natomiast Guven i wsp. podobne wyniki uzy-
skali w grupie chorych na chorobe Hodgkina [9]. W ma-
teriale wlasnym stezenie MDA takze bylo znamienne
wieksze w grupie chorych z aktywng proliferacjg przed
wdrozeniem leczenia niz w poréwnywalnej grupie chorych
po leczeniu indukujgcym remisje. Badania powyzsze zdajg
sie potwierdzac¢ teorig o zwigkszonej produkcji reaktywnych

form tlenu u chorych na choroby nowotworowe, a co sie
z tym wiagze reakcje wolnych rodnikdw z kwasami nuklei-
nowymi i wiekszym narazeniem na mutacje. Nieliczne do-
niesienia wskazujg na wptyw chemioterapii na zwigkszenie
produktow utleniania lipidow. Wedtug Deviiwsp. [10] u cho-
rych na ostrg bialaczke nie poddanych chemioterapii nie
stwierdzono zwigkszonego stezenia malonylodialdehydu
w poréwnaniu z grupg kontrolng. W materiale wlasnym
stwierdzono ponadto statystycznie istotne roznice pomie-
dzy poszczegdinymi typami biataczki wg klasyfikacji FAB.
Jednak ze wzgledu na niewielka liczebnos¢ badanej grupy
stwierdzone najwyzsze stezenie MDA w MLA M5 i najnizsze
w MLA M4 nalezy potraktowac jako wstepne.

W badaniach Devi i wsp. stwierdzono istotny wzrost
aktywnosciSOD wostrej biataczcelimfoblastycznej imielo-
blastycznej, natomiast nieco mniejszy wzrost u chorych
na przewlekig biataczke szpikowg [10]. Z kolei badania
Gonzalesa i wsp. wykazaly najwyzszg aktywnos¢ SOD
u chorych na przewlekig biataczke szpikowa, nizszg u cho-
rych na chorobe Hodgkinai ostre biataczki [11]. W materiale
witasnym aktywnos¢ tego enzymu byta znamiennie wieksza
u chorych przed wdrozeniem chemioterapii i ulegata
zmniejszeniu w czasie regeneracji szpiku po leczeniu,
bez dysproporciji miedzy grupa chorych z remisja catkowitg
i bez uzyskanej remisji. Zaobserwowano natomiast zwigzek
miedzy aktywnoscig dysmutazy ponadtlenkowej a liczbg
krwinek biatych we krwi oraz wielkoscig watroby i sledziony
w czasie ustalania rozpoznania u badanych chorych. Matg
aktywnos¢ SOD obserwowano w grupie chorych z wieksza
leukocytoza i hepatosplenomegalig, aktywnos¢ ta byta
takze mniejsza w poréwnaniu do aktywnosci tego enzymu
u chorych po zakonczeniu chemioterapii. Mozna wiec
przypuszczac¢ o roli dysmutazy ponadtlenkowej w ogra-
niczaniu proliferacji komorek biataczkowych i infiltracji na-
rzgdow pozaszpikowych. Obserwowang przez wielu auto-
row podwyzszong aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowe;j
w przebiegu chordb nowotworowych, zdaje sie potwierdzac
rowniez fakt wiekszej zachorowalnosci na ostre biataczki
chorych z trisomig 21 chromosomu, na ktdrym zlokalizo-
wany jest gen kodujgcy SOD, co powoduje zwigkszenie
o potowe aktywnosci SOD [12,13].

Ocena aktywnosci peroksydazy glutationu wykazata
statystycznie istotne wydtuzenie czasu przezycia w grupie
chorych ze stezeniem GPx ponizej 5.0 U/ml w stosunku
do chorych z wyzsza aktywnoscia GPx (odpowiednio wyno-
siton 15.71+9.8 miesigca vs 5.8+3.68 miesigca). W bada-
nej przez nas grupie chorych stwierdzono podobnag zalez-
nos¢ pomiedzy aktywnoscig GPx a czasem przezycia wol-
nym od choroby. W grupie chorych z matg (<5.0 U/ml)
aktywnoscia GPxaz w80% przypadkdéw uzyskano remisje
catkowitg po pierwszym kursie chemioterapii, natomiast
w grupie z wieksza aktywnoscig GPx ten odsetek wynidst
tylko 57. Mozna wiec méwi¢ o prognostycznej roli tego
enzymu u chorych na ostre biataczki mieloblastyczne. Zbyt
duza aktywnos¢ GPx moze skutecznie ostabi¢ potencjat
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oksydacyjny wyzwalany przez leki przeciwnowotworowe
i w tym mechanizmie zmniejsza¢ wrazliwos¢ na chemio-
terapie.

Obnizenie aktywnosci peroksydazy glutationu u chorych
na chorobe nowotworowg w poréwnaniu do grupy kon-
trolnej zaobserwowali takze inni autorzy [14], zgodnie z hi-
potezg wedtug ktorej nadprodukcija reaktywnych form tlenu
w komodrkach zmienionych nowotworowo hamuje trans-
krypcje gendow enzymow antyoksydacyjnych, co zwigksza
ich wrazliwos¢ na dziatanie wolnych rodnikéw i w konsek-
wencji prowadzi do apoptozy. Z drugiej jednak strony
istnieja badania potwierdzajgce zwigkszong aktywnosc
GPx u chorych na chorobe nowotworowg [15] lub brak
zmian aktywnosci tego enzymu u pacjentéw chorych
na rozne typy biataczek [10]. Diuzszy czas przezycia, a tak-
ze wigkszy odsetek uzyskania catkowitej remisji w grupie
chorych z nizsza aktywnoscia GPx potwierdza¢ moze teo-
ria, zgodnie z ktdrg obnizona aktywnos¢ enzymodw anty-
oksydacyjnych, odpowiedzialna za stabszg obrone zmie-
nionej nowotworowo komorki przed produktami peroksy-
dacji lipidéw, zwieksza skutecznos¢ terapeutycznag lekow
cytostatycznych indukujacych apoptoze [16].

Whnioski

Elementy uktadu oksydoredukcyjnego w warunkach
ostrej biataczki mieloblastycznej wykazuja zwigkszong
aktywnos¢ zmierzajgcg do przeciwdzialania skutkom
zaréwno proliferacji jak i chemioterapii.

Nowy stan réwnowagi poszczegdlnych mechanizmow
obronnych moze modulowa¢ przebieg kliniczny ostrych
biataczek i warunkowac efektywnos¢ chemioterapii.
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