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Streszczenie

Wstep: Do najczestszych przyczyn uogélnionego wysiewu pro-
sowatego zaliczamy zaawansowang postac raka ptuca i zmia-
ny przerzutowe, co zwigzane jest ze stresem oksydacyjnym.
Prowadzi on do powstania wolnych rodnikéw tlenowych, ktére
moga uszkadzaé strukture kwaséw nukleinowych, prowadzac
do pekania chromosoméw. W wyniku takiego procesu docho-
dzi do powstania mutacji, zainicjowania procesu nowotworo-
wego, a takze do apoptozy.

Cel: Celem pracy byto okreslenie zaleznosci aktywnosci GPX
i SOD w hemolizacie erytrocytarnym i ekstrakcie z migzszu
ptuca a etiologia rozsianych zmian migzszowych ptuc.
Materiat i metody: Materiat stanowito 40 0séb ze zmianami
rozsianymi miazszu ptuc (rak ptuca, sarkoidoza) oraz 40 os6b
grupy odniesienia. Grupe badanga stanowili chorzy z rozsianymi
zmianami migzszowymi ptuc, u ktérych w innych osrodkach
nie mozna byto ustali¢ etiopatogenezy zmian na podstawie
mato inwazyjnych badan. U badanych oznaczano aktywnosé
GPX i SOD w hemolizacie erytrocytarnym i ekstrakcie z migz-
szu ptuca. Materiat do badan stanowita krew zylna pobiera-
na jednorazowo z zyt okolicy dotu tokciowego w ilosci 5,4 ml,
a takze fragment migzszu ptuca pozyskanego w trakcie wideoto-
rakoskopii.

Wyniki: Wykazano istotne statystycznie nizsze wartosci GPX
w hemolizacie erytrocytarnym i ekstrakcie z migzszu ptuca
w grupie badanej w poréwnaniu z grupa odniesienia, a takze
odwrotng zaleznos¢ w aktywnosci SOD.

Whioski: Oznaczanie aktywnosci GPX i SOD w hemolizacie ery-
trocytarnym jest dobrym dodatkowym badaniem laboratoryjnym
pomocnym w okresleniu etiologii zmian rozsianych migzszu ptuc
mato obcigzajagcym pacjenta.

Stowa kluczowe: peroksydaza glutationowa, dysmutaza po-
nadtlenkowa.

Abstract

Background: The most common causes of diffuse lung diseases
are: advanced forms of cancer and cancer metastasis — both
connected with oxidative stress. The oxidative stress leads to
the creation of oxygen free radicals which can damage the struc-
ture of nucleic acids, in consequence rupturing chromosomes.
A consequence of this process is mutation and initiation of the
neoplastic process.

Aim: The aim of the work was to define the dependence of
GPX and SOD activity in blood and lung tissues for aetiology of
diffuse lung diseases.

Material and Methods: Research material involved a group of
40 persons with diffuse lung diseases (lung cancer, sarcoidosis)
and 40 persons constituting a control group. The investigated
group consisted of patients with diffuse lung diseases, which
was diagnosed in different hospitals based on examination of
material collected by traditional, small invasive method; however,
aetiopathogenesis had not been discovered. Activity of GPX and
SOD was measured in blood and lung tissues. Research material
was 5.4 ml of venous blood collected once from veins of the
cubital hole region and also a fragment of the lung tissues
gained during videothoracoscopy.

Results: The research showed statistically significantly lower
values of GPX in blood and lung tissues in the investigated
group compared to the control group and also inverse depen-
dence in the activity of SOD.

Conclusions: Measurement of activity of glutathione peroxidase
and superoxide dismutase in the blood is a good, minimally
invasive, additional laboratory test, helpful in the qualification of
the aetiology of diffuse lung diseases.
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Wstep

We wspbtczesnej pulmonologii rozsiane zmiany migz-
szowe ptuc (RZMP) stanowig istotny problem zaréwno dia-
gnostyczny, jak i leczniczy. Uogblniony wysiew prosowaty
towarzyszy wielu chorobom ptuc. Wedtug pismiennictwa
istnieje ponad 150 przyczyn zmian rozsianych ptuc. Do naj-
czestszych przyczyn RZMP zaliczamy: sarkoidoze, gruzlice
ptuc, samoistne wtéknienie ptuc, eozynofilowe zapalenie
ptuc, ziarniniakowatos¢ Langerhansa, pylice ptuc, ziarnice
ztosliwa, zaawansowang postac raka ptuca, zmiany prze-
rzutowe, kolagenozy i wiele innych. Schorzenia te wiaza sie
ze stresem oksydacyjnym, ktéry prowadzi do powstania
wolnych rodnikéw tlenowych (WRT), mogacych powodowaé
wiele zaburzen na poziomie komérkowym [1, 2].

Wolne rodniki tlenowe s3 czasteczkami nietrwatymi
i wysoko reaktywnymi, w zwigzku z tym moga petnic role
reduktoréw lub utleniaczy. Najbardziej reaktywne sg rodni-
ki hydroksylowe (OH-), prowadza one do modyfikacji DNA
jadrowego i mitochondrialnego. WRT w organizmie pocho-
dza zaréwno ze srodowiska zewnetrznego, jak i tworzg sie
w wyniku reakcji endogennych. Do reakcji endogennych
prowadzacych do powstania WRT zaliczymy m.in. reakcje
redukcji tlenu czasteczkowego, a do czynnikéw egzogen-
nych: dym papierosowy, metale ciezkie, azbest, promienio-
wanie jonizujace, leki i wiele innych substancji [3-5].

Antyoksydanty to substancje, ktére w znaczacym stopniu
hamuja lub zatrzymuja oksydacje utlenowanego substratu.
Organizm ludzki funkcjonuje sprawnie jedynie wtedy, gdy
mechanizmy obronne, jakimi sa antyoksydanty, sa sprawne.
Antyoksydanty dziataja wielokierunkowo. Na pierwszy plan
wysuwa sie dziatanie antyoksydantéw prewencyjnych, pole-
gajace na zapobieganiu powstawaniu WRT oraz niedopusz-
czeniu do ich oddziatywania na zwiazki biologiczne. Zaliczamy
do nich enzymy antyoksydacyjne (np. peroksydaza glutatio-
nowa i dysmutaza ponadtlenkowa) i biatka, ktore tacza sie
z jonami pierwiastkéw przejsciowych. Peroksydaza glutatio-
nowa (GPX) powoduje, iz dochodzi do redukgji nadtlenku wo-
doru przy jednoczesnym przeksztatceniu w postac utleniong
zredukowanego glutationu. Dysmutaza ponadtlenkowa (SOD)
z kolei jest katalizatorem dysmutacji anionorodnika ponad-
tlenkowego do nadtlenku wodoru [5, 6].

Cel pracy

Celem pracy byto okreslenie zaleznosci miedzy aktyw-
noscia peroksydazy glutationowej i dysmutazy ponadtlen-
kowej w hemolizacie erytrocytarnym i ekstrakcie z miazszu
ptuca a etiologia rozsianych zmian migzszowych ptuc.

Materiat i metody

Grupe badana stanowili pacjenci (40 os6b) z RZMP za-
kwalifikowani do wideotorakoskopii (VTS) w celu uzyskania
materiatu do badania histopatologicznego. Sredni wiek bada-
nych wynosit 57,9 lat, kobiety stanowity 55% (22 osoby), mez-
czyzni 45% (18 osob). Wywiad rodzinny w kierunku wystepo-
wania choroby nowotworowej byt dodatni u 20 oséb. Grupe
odniesienia stanowili zdrowi klinicznie ochotnicy (40 os6b).
Sredni wiek badanych wynosit 57,75 lat, kobiety stanowity
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60% (24 osoby), mezczyzni 40% (16 0s6b). Wywiad rodzinny
w kierunku wystepowania choroby nowotworowej byt dodat-
ni u 13 oséb. Przeprowadzano oznaczenia aktywnosci SOD
i GPX w hemolizacie erytrocytarnym i ekstrakcie z miazszu
ptuca (tylko grupa badana). Krew zylng pobierano jednora-
zowo w ilosci 5,4 ml do dwéch probéwek 2,7 ml z EDTA,
a nastepnie poddawano obrébce laboratoryjnej. Oceniano
rowniez aktywnos¢ SOD i GPX we fragmencie miazszu ptu-
ca pobranego w trakcie VTS przeznaczonego do badania hi-
stopatologicznego. W przypadku potwierdzenia rozrostu no-
wotworowego wykonywano dodatkowo pulmonektomie lub
lobektomie. Z materiatu uzyskanego w ten sposéb pobierano
dodatkowo fragment klinicznie zdrowego miazszu ptuca.

Obliczenia wykonano z wykorzystaniem licencjonowa-
nej wersji pakietu statystycznego STATISTICA PL 7.0.

Wyniki

W grupie badanej uzyskano nastepujace wyniki badania
histopatologicznego: rak ptuca 22 osoby, sarkoidoza 18 oséb.

Analizujac grupe odniesienia i badana ze wzgledu na ak-
tywnosé SOD w hemolizacie erytrocytarnym, uzyskano naste-
pujace wyniki. Wsrdd os6b zdrowych nizsze wartosci SOD
(§rednia = 13,936 z odchyleniem standardowym = 4,298) niz
w grupie z rakiem ptuca (Srednia = 30,951 z odchyleniem
standardowym = 2,696). W grupie z rakiem ptuca w stosunku
do o0séb zdrowych obserwujemy dwukrotny wzrost SOD
(0 122,09 %). Zaobserwowano rowniez, iz wérdd oséb zdro-
wych nizsze wartosci SOD (Srednia = 13,936 z odchyleniem
standardowym = 4,298) niz w grupie z sarkoidozg (Srednia
= 21,134 z odchyleniem standardowym = 2,245). W grupie
z sarkoidozg w stosunku do 0séb zdrowych obserwujemy
wzrost SOD o0 51,65%. W5réd oséb z rakiem ptuca uzyskuje-
my wyzsze wartosci SOD (Srednia = 30,951 z odchyleniem
standardowym = 2,696) niz w grupie z sarkoidoza (Srednia
= 21,134 z odchyleniem standardowym = 2,245). W grupie z ra-
kiem w stosunku do 0séb z sarkoidoza obserwujemy wzrost
SOD 0 46,45 %. Powyzsze wartosci przedstawia rycina 1.
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Ryc. 4. Aktywnos¢ SOD w ekstrakcie miazszu ptuca w grupie badanej
z podziatem na pacjentéw z rakiem ptuca i z sarkoidoza

Analizujac grupe odniesienia i badang ze wzgledu na ak-
tywnos¢ GPX w hemolizacie erytrocytarnym, uzyskano naste-
pujace wyniki. Wsréd 0séb zdrowych wyzsze wartosci GPX
(8rednia = 41,232 z odchyleniem standardowym = 3,909) niz
w grupie z rakiem ptuca (Srednia = 26,868 z odchyleniem
standardowym = 2,567). W grupie z rakiem ptuca w stosunku
do 0séb zdrowych obserwujemy spadek GPX o 34,84%.
Wsréd oséb zdrowych uzyskujemy wyzsze wartosci GPX
(Srednia = 41,232 z odchyleniem standardowym = 3,909) niz
w grupie z sarkoidoza (Srednia = 32,341 z odchyleniem stan-
dardowym = 1,221). W grupie z sarkoidoza w stosunku
do 0s6b zdrowych obserwujemy spadek GPX o 21,56%.
Wsrdd os6b z rakiem ptuca uzyskujemy nizsze wartosci GPX
(Srednia = 26,868 z odchyleniem standardowym = 2,567) niz
w grupie z sarkoidozg (Srednia = 32,341 z odchyleniem stan-
dardowym = 1,221). W grupie z rakiem w stosunku do oséb
z sarkoidoza obserwujemy spadek GPX o0 16,92%. Powyzsze
wartosci przedstawia rycina 2.
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Ryc. 3. Aktywnosé GPX w ekstrakcie migzszu ptuca w grupie ba-
danej z podziatem na pacjentéw z rakiem ptuca i z sarkoidoza

Réznice wykazano réwniez w aktywnosci SOD w ekstrak-
cie migzszu ptuca. Analizujgc wartosci srednie, stwierdzamy,
ze w grupie z rakiem wystepuja istotnie wyzsze wartosci SOD
w poréwnaniu z grupg z sarkoidozg (w grupie z rakiem $red-
nia wartos¢ = 20,482 z odchyleniem 0,980, a w grupie z sar-
koidozg Srednia wartos¢ = 14,202 z odchyleniem 0,781).
W grupie z rakiem w stosunku do grupy z sarkoidoza obser-
wujemy wzrost SOD o0 44,22%. PowyZzsze wartosci przedsta-
wia rycina 3.

W miagzszu zdrowym klinicznie uzyskano istotnie nizsze
wartosci SOD niz w tkance chorej. Wartosci w tkance cho-
rej s3 o dwa razy wyzsze od wartosci kontrolnych.

Grupy z rakiem ptuc i z sarkoidoza r6znig sie réwniez
istotnie statystycznie ze wzgledu na wartosci GPX w ekstrak-
cie migzszu ptuca. Analizujac wartosci srednie, stwierdzamy,
ze w grupie z rakiem uzyskujemy nizsze wartosci GPX w po-
réwnaniu z grupg z sarkoidoza (w grupie z rakiem Srednia
wartos¢ = 33,659 z odchyleniem 2,745, a w grupie z sarkoido-
z3 Srednia wartos¢ = 45,488 z odchyleniem 1,198). W grupie
z rakiem w stosunku do grupy z sarkoidoza obserwujemy
spadek GPX 0 26%. Powyzsze wartosci przedstawia rycina 4.

W miazszu zdrowym klinicznie uzyskano istotnie wyz-
sze wartosci GPX niz w tkance chorej. Wartosci w tkance
chorej sa 0 40,17% nizsze od wartosci kontrolnych.

Dyskusja

Problem diagnostyki zmian rozsianych ptuc byt przedmio-
tem licznych prac naukowych. Jednak badania nad wykorzy-
staniem VTS, aktywnosci SOD i GPX w celu postawienia wta-
Sciwego rozpoznania RZMP s3 jednymi z mniej poznanych za-
gadnien. Przegladajac pismiennictwo ogélnoswiatowe, nie
spotkamy sie z wieloma doniesieniami traktujgcymi tacznie
o tych zagadnieniach. RZP ze wzgledu na podobny obraz
kliniczny i radiologiczny stanowig istotny problem w ich rézni-
cowaniu, diagnostyce i leczeniu. Bez ostatecznej weryfikacji
histopatologicznej nie jest mozliwe postawienie prawidtowe-
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g0 rozpoznania, a co za tym idzie, wdrozenie wtasciwego
leczenia.

Miazsz ptuca chroniony jest przed WRT przez system an-
tyoksydacyjny, miedzy innymi SOD, ktéra eliminuje O,
a w konsekwencji zapobiega powstaniu kolejnych WRT,
a wiec wptywa réwniez na proces transformacji nowotworo-
wej [3, 5]. W swojej pracy Ho [6] przedstawia istotny wzrost
aktywnosci SOD w ekstrakcie migzszu ptuca pacjentéw z ra-
kiem ptuca — w stosunku do zdrowej tkanki szacowany jest
on na okoto 200%. Analizy Northem i Western blotting wyka-
zaty, ze zaleznos¢ ta zalezna jest gtéwnie od MnSOD, ktorej
aktywnos¢ znaczaco wzrasta u pacjentéw z rakiem ptuca.
Grupe badang stanowito 16 0séb z rakiem ptuca, grupe kon-
trolna 24 osoby, od ktérych pobrano miazsz ptuca z innych
wzgledow (np. rozedma). Ho ttumaczy wyniki swoich badan,
wiazac je z WRT. W przypadku dziatania na tkanke ptucna
zwiekszonych ilosci WRT aktywnos¢ naturalnej pierwszej ba-
riery antyoksydacyjnej -SOD wzrasta. Wigze sie to ze zwiek-
szong liczba powstajacych czasteczek nadtlenku wodoru,
ktore ze wzgledu na brak wzrostu aktywnosci GPX nie s3 re-
dukowane do czasteczek wody. Prowadzi to do uszkodzen
DNA kom6rki lub jej smierci.

Lakari [7] wykazuje wzrost aktywnosci MnSOD w prze-
wlektych chorobach migzszu ptuca (sarkoidoza) i u 0séb palg-
cych papierosy w poréwnaniu ze zdrowymi tkankami. Rézni-
ce dotycza przede wszystkim pneumocytéw Il, makrofagéw
pecherzykowych i ziarniniakéw. Zaznacza réwnoczeénie, ze
wiekszos¢ pacjentéw z RZMP jest natogowymi palaczami pa-
pieroséw. Sugeruje, ze wysoka aktywnos$¢ MnSOD odgrywa
istotna role w protekgji ptuc, w szczegdlnosci pneumocytow
Il przed progresja zmian sr6dmigzszowych ptuc.

W innej pracy Lakari [8] potwierdza wzrost aktywnosci
MnSOD w miazszu ptuc i surowicy u pacjentéw z sarkoidoza.
Zaleznosci te wykazat nie tylko w ziarniniakach, ale réwniez
w weztach chtonnych. Wysoka aktywnosé MnSOD byta tez
zauwazona w prébkach pochodzacych z BAL Odwrotna za-
leznos¢ wykazano przy oznaczaniu CuZnSOD — aktywnosé
byta nizsza w grupie badanej (sarkoidoza) w poréwnaniu
z grupa kontrolna.

W badanym materiale poréwnywano aktywnos¢ SOD
w migzszu ptuca. W grupie z rakiem ptuc uzyskano wyzsze
wartosci SOD (0 44,22%) w poréwnaniu z grupg z sarkoido-
z3. Nie pobierano migzszu zdrowego klinicznie ptuca od pa-
cjentdw z sarkoidoza. Wartosci w tkance z rakiem sg o dwa
razy wyzsze od wartosci kontrolnych. W hemolizacie erytro-
cytarnym w grupie z rakiem ptuca w stosunku do oséb zdro-
wych obserwujemy dwukrotny wzrost SOD. W grupie z sar-
koidoza w stosunku do 0séb zdrowych obserwujemy wzrost
SOD o 51,65%. Uzyskane wyniki sa zgodne z dostepnym
piSmiennictwem.

Kolejnym enzymem antyoksydacyjnym badanym w pracy
byta aktywnosé GPX, réwniez w pismiennictwie znajdujemy
liczne doniesienia na ten temat. Badania dotyczace aktywnosci
GPX w hemolizacie erytrocytarnym u pacjentéw z rakiem ptuc
i w grupie kontrolnej przedstawit szczegdtowo Zachara [9].
Zaobserwowat on istotne statystycznie obnizenie (o okoto
20%) aktywnosci GPX w grupie badanej w poréwnaniu z gru-
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pa kontrolna. Badania przeprowadzat réwniez na wycinkach
z miazszu ptuc: z guzem i klinicznie zdrowej tkance. Uzyskat
49-proc. wzrost aktywnosci GPX w tkance z rozrostem nowo-
tworowym w poréwnaniu z tkankg niezmieniona.

Kolejnym badaczem zajmujacym sie aktywnoscia GPX
w chorobach nowotworowych jest Oberley [10]. Uzyskat on
wyniki Swiadczace o zaleznosci pomiedzy typem nowotwo-
ru a wartoscig GPX. Wtasciwie we wszystkich rodzajach no-
wotwordéw oprocz gruczolaka nerki odnotowat istotny spa-
dek aktywnosci GPX.

Czeczot [11] przeprowadzit badania dotyczace aktywnosci
GPX w tkance guza i surowicy krwi w grupie pacjentéw z ra-
kiem Zotadka. Krew do badania pobierano dwukrotnie (dobe
przed zabiegiem operacyjnym i tydzien po), uzyskujac w obu
prébkach spadek aktywnosci GPX w stosunku do grupy kon-
trolnej. W badaniach z uzyciem tkanki guza zaobserwowano
wzrost aktywnosci GPX w poréwnaniu ze zdrowa tkanka.

W przeprowadzonym przez nas badaniu okreslano ak-
tywnosé GPX w ekstrakcie z migzszu ptuca i hemolizacie
erytrocytarnym, uzyskujac istotne statystycznie roéznice.
Uwidoczniono wyzsze wartosci GPX w hemolizacie erytro-
cytarnym w grupie odniesienia w poréwnaniu z grupa z ra-
kiem ptuc (o 34,8%) i z sarkoidoza (o0 21,5%). W ekstrakcie
miazszu ptuc zaobserwowano nizsze wartosci GPX w grupie
z rakiem ptuc w poréwnaniu z grupa z sarkoidoza (0 26%). Po-
rownujac wartosé GPX w ekstrakcie z migzszu ptuca zdrowe-
go i z rozrostem nowotworowym, uzyskano wyzsze warto-
Sci (0 40,1%) w tkance zdrowej.

W pidmiennictwie mozemy odnalez¢ doniesienia zaréw-
no potwierdzajace, jak i zaprzeczajace istotnemu spadkowi
aktywnosci GPX w ekstrakcie z migzszu ptuca w tkance
z guzem w poréwnaniu ze zdrowa tkanka. Wszyscy nato-
miast potwierdzaja spadek aktywnosci GPX w homogenacie
erytrocytarnym, co jest zgodne z naszymi badaniami. Bada-
nia na materiale wtasnym potwierdzajg stusznos¢ tezy o po-
trzebie dalszych badan dotyczacych aktywnosci SOD i GPX.
W przysztosci badania te moga stac sie istotne w zastoso-
waniu oznaczeh ww. enzymow jako markera wystepowania
nowotworéw ptuc. Badania te w sposéb mato inwazyjny dla
pacjenta (jednorazowa prébka krwi) dawatyby odpowiedz
na pytanie, czy wystepuje zwiekszone ryzyko zachorowania
danego pacjenta na raka ptuc lub ich wyniki Swiadczytyby
o toczacym sie juz procesie nowotworzenia.

Whnioski

Oznaczanie aktywnosci GPX i SOD w hemolizacie erytrocy-
tarnym jest dobrym dodatkowym badaniem laboratoryjnym
pomocnym w okresleniu etiologii RZMP mato obcigzajacym
pacjenta

Praca przedstawiona i wyrézniona podczas IV Kongresu
Polskiego Towarzystwa Kardio-Torakochirurgéw, Warszawa,
12-14 czerwca 2008 .
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