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1. Wstep.
1.1. Fosfolipidy.

Fosfolipidy stanowia istotny skladnik bton biologicznych. Btony otaczaja
komoérkowa cytoplazme¢ oraz wystgpuja wewnatrzkomorkowo w  tworach
subkomorkowych takich jak: mitochondria, siateczka $rodplazmatyczna, aparat

Golgiego, lizosomy, ziarnistosci wydzielnicze, jadro komorkowe (Ryc. 1).

Mitochondrium

Ryc. 1. Schemat budowy komorki.

Fosfolipidy wystepuja we wszystkich komorkach ustroju, determinuja
przepuszczalno$¢ 1 pltynnos¢ blon, a przez wiazanie rybosomoéw ze strukturami
membranowymi wywieraja wptyw na replikacje DNA, biorac udziat w syntezie biatka.
Sa one réwniez istotnym sktadnikiem kompleksow lipoproteinowych. Wystepujac na
powierzchni czasteczek lipoprotein, stabilizuja je w $rodowisku wodnym, jakim jest

osocze [63, 35].



Fosfolipidy, ze wzgledu na wystgpujacy w ich skladzie alkohol, mozna podzieli¢ na
glicerofosfolipidy (fosfoglicerydy), w ktoérych alkoholem jest glicerol oraz
sfingofosfolipidy (sfingomieliny), gdzie alkoholem jest sfingozyna. Fosfoglicerydy sa
estrami glicerolu 1 kwasu fosforowego, w sktad ktoérych wchodza ponadto kwasy
thuszczowe oraz zasady organiczne zawierajace azot [63, 64]. Wigkszo$¢ fosfolipidow
zawiera dwa lancuchy kwasow thuszczowych, najczesciej jeden tancuch kwasu
thuszczowego nasyconego 1 jeden kwasu tluszczowego nienasyconego. Wsrod kwasow
thuszczowych nasyconych przewazaja kwas palmitynowy 1 stearynowy, a wsrdd
nienasyconych - kwasy: oleinowy, linolowy i O - linolenowy. Najczg$ciej fosfolipidy
maja nasycony rodnik acylowy przy weglu Cl1, a rodnik nienasycony przy weglu C2
glicerolu.

Fosfolipidy posiadaja dwa bieguny: hydrofilny i hydrofobowy. Zasada organiczna
zawierajaca azot w czasteczce fosfolipidu tworzy jego biegun hydrofilny, ktory decyduje
o powinowactwie do wody. Natomiast dwa tancuchy kwaséw tluszczowych tworza
biegun hydrofobowy, decydujacy o plynnosci czasteczki fosfolipidu. W
dwuwarstwowych btonach komorkowych bieguny hydrofilne skierowane sa na

zewnatrz, zas tancuchy kwasow tluszczowych skierowane sa ku sobie [63].

Fosfatydylocholina (PC, lecytyna). Fosfogliceryd zawierajacy choling, ktory
stanowi ilosciowo gléwny sktadnik blon komoédrkowych (Ryc. 2). Cholina stanowi
czwartorzegdowa zasadg amoniowa 1 w zwiazku z tym ma dodatni tadunek elektryczny.
W zaleznos$ci od pH, na grupie fosforanowej moze wystgpowaé tadunek ujemny
i dlatego PC moze tworzy¢ jon obojnaczy (dipol). Wiazania estrowe kwaséw
thuszczowych w czasteczce lecytyny sa stabe, natomiast wiazanie estrowe kwasu

glicerofosforowego jest bardzo mocne [63, 64, 66].
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Cholina

Ryc. 2. Fosfatydylocholina.



Fosfatydyloetanolamina (PE) i fosfatydyloseryna (PS) [kefaliny]. R6Znia si¢ one
od PC sktadnikiem azotowym. W fosfatydyloetanolaminie zamiast choliny wystgpuje
aminoalkohol — etanolamina (kolamina) (Ryc. 3), w fosfatydyloserynie — aminokwas
seryna (Ryc. 4) [63, 64, 66]. PE stanowi okoto 30-40% fosfolipidow bton komorek
zwierzecych. W odrdznieniu od PC, charakteryzuje si¢ zdolnoscia tworzenia struktur
heksagonalnych w dwuwarstwach lipidowych. Cecha ta ma znaczenie w regulacji

aktywnosci integralnych biatek btonowych.[66].
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Ryc. 3. Fosfatydyloetanolamina.
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Ryec. 4. Fostatydyloseryna.

Fosfatydyloinozytol (PI). Fosfolipidy inozytolowe stanowia okolo 5% wszystkich
fosfolipidow bton komorki. Wérod nich gtéwnym zwiazkiem jest fosfatydyloinozytol
(90%). Pozostate stanowia niewielki procent wszystkich fosfolipidow btonowych.
Cecha charakterystyczna PI jest wystgpowanie w jego czasteczce kwasu
arachidonowego (Ryc. 5). Najwigksza cze$¢ PI stanowia zwiazki zawierajace kwas
stearynowy w pozycji 1, a arachidonowy w pozycji 2 szkieletu glicerolowego. 4
fosfatydyloinozytolu pod wplywem kinaz moze by¢ wytworzony poprzez fosforylacje
fostatydyloinozytolofosforan i1 fosfatydyloinozytolodwufosforan [6]. Ten ostatni pod



wplywem substancji sygnatowych jest hydrolizowany do dwuacyloglicerolu (DG) oraz

trojfosfoinozytolu — dwoch wtornych przekaznikéw informacji [6, 64].

Inozytol

Ryc. 5. Fosfatydyloinozytol.

Lizofosfatydylocholina (LPC) i lizofosfatydyloetanolamina (LPE)
[lizofosfolipidy]. Fosfolipidy te to produkty rozpadu PC i PE, zawierajace tylko jedna
resztg kwasu thuszczowego w pozycji C1 (Ryc. 6) [63, 64].

il
1
-_CIH ?I) -
S —7

Ryc.6. Lizofosfatydylocholina.

Plazmalogeny. R6znia si¢ one od PC czy PE tym, ze w miejscu jednego kwasu
thuszczowego znajduje si¢ aldehyd zwiazany eterowo z weglem w pozycji C1 (eter
alkylowy lub alkenylowy). Plazmalogeny moga zawiera¢ w swej czasteczce choling
(CPLAS), etanolaming (EPLAS, Ryc.7) lub seryng [63, 64]. Wiazania eterowe W
plazmalogenach nie sa tatwo rozbijane przez lipazy, dlatego fosfolipidy eterowe moga

gwarantowac stabilno$¢ bton komorkowych [11, 23, 55, 65, 83].
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Etanoloamina
Kwas plazmenowy

Ryc. 7. Plazmalogen fosfatydyloetanolaminy /1-alkenyl,
2-acetylofosfatydyloetanolamina/ [EPLAS].

Sfingomielina (SM). Jest to jeden z gléwnych fosfolipidow tworzacych
dwuwarstwe lipidowa blon. Ma ona zdolno$¢ usztywniania bton. Czasteczka SM nie
zawiera glicerolu, zbudowana jest z ceramidu 1 fosforylocholiny. Ceramid sktada si¢ ze
sfingozyny (aminoalkoholu) i kwasu tluszczowego (Ryc. 8). Czasteczki sfingomieliny
charakteryzuja si¢ obecnoscia dtugotancuchowych kwasow thuszczowych nasyconych

lub mononienasyconych, o dtugosci tancucha od 16 do 24 atomow wegla [64, 71].

Ceramid

A
Sfingozyna

o u
CH,—(CH, ),,—CH=CH—CH—CH—N—C—R

CH.

2 Kwas tluszczowy

o=i—i-

Cholina

Ryc. 8. Sfingomielina.

Kwas fosfatydowy (PA) (Ryc. 9) jest prekursorem fosfatydyloglicerolu, ktory ~ w
mitochondriach ulega przeksztalceniu w kardioliping (CL) (Ryc. 10), begdaca istotnym
sktadnikiem blon mitochondrialnych [64].



o GH—O—C—R,

R,=C—0—CH
CH,—

Ryc. 9. Kwas fosfatydowy.

R;yC-O-CH,

Fosfatydyloglicerol

Bisfosfatydyloglicerol (kardiolipina )

Ryc. 10. Kardiolipina.

W btonach komoérkowych istnieje asymetria poprzeczna w rozmieszczeniu
fosfolipidow. Fosfolipidy zawierajace choling (PC i SM) wystepuja gtownie w warstwie
zewngtrznej, natomiast aminofosfolipidy (PE, PS i PI) wystepuja w warstwie
wewngetrznej bton komodrkowych (Ryc. 11). PC stanowi okolo 50% wszystkich
fosfolipidow bton [63].

Caikowite

50 |- fosfolipidy

40 Sfingomieliny

30 , ! Fosfatydylocholina

122 i Fosfatydyloinozytol

Biona plazma-
o E_l - tyczna
10 -

Fosfatydyloseryna
201

. ) Fosfatydyloetanoloamina

a0L
50 |-

Zawartoé¢ fosfolipidow[ %]

CYTOPLAZMA

Ryc.11. Rozmieszczenie fosfolipidéw w monowarstwie zewngtrznej i wewngtrznej

btony krwinki czerwone;.
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W osoczu zdrowego czlowieka najwigkszy procentowy udziat ma PC, nastgpnie
SM, LPC i PE (Tab.1) [63].

Fosfatydyloinozytol oraz plazmalogeny wystgpuja w osoczu w znikomych ilosciach.
Fosfatydyloseryna wystepuje gtéwnie w tkankach, a CL jest istotnym sktadnikiem bton
mitochondrialnych.

EPLAS wystegpuje gtownie w mielinie, a CPLAS w mig$niu sercowym, w nasieniu,
a takze w ukladzie nerwowym, ptytkach krwi oraz erytrocytach. 1-alkyl, 2-
acetylfosfatydylocholina jest czynnikiem aktywujacym ptytki (PAF = platelet activating
factor), odgrywajacym istotna rolg w procesach zapalnych, odpornosciowych oraz w
agregacji ptytek [8, 23, 65].

Istnieja tez doniesienia, ze LPC jest silnym czynnikiem chemotaktycznym dla

monocytow [69].

Tab.1. Stgzenie poszczegodlnych fosfolipidéw w osoczu zdrowego cztowieka.

(za Michalik A. i wsp. ,, Lipidy i lipoproteiny osocza”, 1999).

Rodzaj fosfolipidu Stezenie w osoczu Procentowy udzial w
[mg/100ml] puli fosfolipidow osocza
[o]
Fosfatydylocholina 132+38 6619
(lecytyna)
PC
Sfingomielina 4312 22+5
SM
Lizofosfatydylocholina 19+12 9+7
(lizolecytyna)
LPC
Fosfatydyloetanolamina 612 31
(kefalina)
PE

Fosfolipidy sa integralna cz¢scia struktur btonowych. Wszystkie wigc komorki maja
zdolnos¢ do ich syntetyzowania. Dla potrzeb catego ustroju fosfolipidy sa wytwarzane

W watrobie 1 w mniejszym stopniu — w nabtonku jelitowym.
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Biosynteza fosfolipidow odbywa si¢ przy udziale trdjfosfonukleotydow (ATP
i CTP). Materialem wyjsciowym w syntezie fosfolipidow jest 3- glicerofosforan.

Powstaje on przez przeniesienie grupy fosforanowej na glicerol:

AT ADP

GLICEROL GLICEROLO -3 - F%SFORAN

kinaza glicerolowa

albo przez redukcje dwuhydroksyacetonofosforanu:

NAD+ NADH + H+

DWUHYDROKS § -l I

GLICEROLO- 3- FOSFORAN ¢——p>

GLIKOLIZA
dehydrogenaza ACETONOFOSFORAN

glicerolo-3-fosforanowa

Nastgpnie dochodzi do estryfikacji glicerolofosforanu przez zaktywowane, to znaczy
potaczone z acylo — CoA, dlugotancuchowe kwasy tlhuszczowe celem wytworzenia

kwasu fosfatydowego (PA).

GLICEROLO - 3 - FOSFORAN
ACYLO - Co A (gtéwnie nasycony)
sferaza

glicerolo — 3 - fosforanowa

Co A
1 - ACYLOGLICEROLO -3 FOSFORAN
(LIZOFOSFATYDAN)
ACYLO +4 Co A (glownie nienasycony)
acylotransferaza

1 — acyloglicerolo -3 - fosforanowa

Co A

12



1,2 - DWUACYLOGLICEROLOFOSFORAN
[FOSFATYDAN, KWAS FOSFATYDOWY (PA)]
Dalszym etapem jest defosforylacja kwasu fosfatydowego:
PA

H20

fosfohydrolaza

Sfosfatydanowa

\ 4 Pi

1,2 - DWUACYLOGLICEROL
(DAG; DG)
Powstaly dwugliceryd moze przylaczy¢ trzecia grupg acylowa do wegla w pozycji 3,

w wyniku czego powstaje trojacyloglicerol:

DAG
ACYLO-Co A
acyld

diacyloglicerolowa

vCo A

TAG
(TROJACYLOGLICEROL)

lub z udzialem transferazy moze by¢ wprowadzona do wegla w pozycji 3 fosforylowana
zasada — cholina lub etanolamina z wytworzeniem fosfatydylocholiny (PC) lub

fostatydyloetanolaminy (PE):

13



DAG

CYTYDYNODWUFOSFORYLOCHOLINA
CDP - CHOLINA
/CPP - ETANOLAMINA/

diacyloglicerolotransferaza

Sfosforylocholinowa

(fosforyloetanolaminowa) \/
CMP

PC lub PE
FOSFATYDYLOCHOLINA /FOSFATYDYLOETANOLAMINA

14



Synteza fosfolipidow moze przebiega¢ z aktywacja choliny lub etanolaminy. Ten

mechanizm ma na celu wykorzystanie zasad azotowych, ktére powstaja w czasie

degradac;ji fosfolipidow [63, 64].

CHOLINA / ETANOLAMINA

ADP
FOSFORYLOCHOLINA (PCho) / FOSFORYLOETANOLAMINA (PEtn)/
CTP

PPi

CYTYDYNODWUFOSFORYLOCHOLINA/CYTYDYNODWUFOSFORYLOETANOL
AMINA/

(CDP —CHOLINA/ CDP - ETANOLAMINA)

CMP

(FOSFATYDYLOCHOLINA/FOSFATYDYLOETANOLAMINA)
(PC / PE)

Uwaza sig, ze najwigcej PE powstaje z przemian:
etanolamina = fosforyloetanolamina - CDP-etanolamina - PE.
Mniejsza pula (10%), rézniaca si¢ od poprzedniej sktadem kwasoéw tluszczowych,
powstaje w wyniku reakcji wymiany seryny lub choliny na etanolaming w polarnej
czesci fosfolipidéw retikulum endoplazmatycznego. Trzecia pula PE jest syntetyzowana
w btonach mitochondriow w reakcji dekarboksylacji PS. PS jest syntetyzowana
w retikulum endoplazmatycznym wylacznie w reakcji wymiany zasad, skad jest

transportowana z powrotem do blon mitochondrialnych. Pule PE powstajace

15



w siateczce $rodplazmatycznej stanowia substrat do resyntezy czasteczek PS, a pula

mitochondrialna jest transportowana do retikulum endoplazmatycznego, gdzie ulega

metylacjido PC [66].

Ogo6lny schemat biosyntezy fosfolipidow przedstawiono na rycinie 12

ATP ADP NAD* NADH + H*
H,C—OH \\ /‘ H,C —OH ‘\ /‘ Hz?—OH
HO~C—H HO—C—H c|:=o Glikoliza
H,C —OH KINAZA H,C—0—@) DEgElggggEggZA H.C—0—@®
Glicerol |_GLICEROLOWA sn-Glicerclo- » | Dihydroksyacetono-
-3-fosforan FOSFORANOWA ~fosforan
Acylo-CoA (giéwnie nasycony) Acylo-CoA (zwykle nienasycony)
ACYLOTRANSFERAZA ACYLOTRANSFERAZA
@ GLICEROLO- @ DIHYDRCKSYACETONO-
£3-FOSFORANOWA FOSFORANOWA
NADP* NADPH + H* CoA
./ o
zc o—c R, HZ(I:—O—C-—FI,
o SS‘?(BE‘BAZ"KSYAC‘E%%; §=°
H,C —OH
2; H,C~0—(& -FOSFORANOWA____ |[H.C—0—®
R,— ﬁ —O0—C—H 1-Acyloglicerolo- T-Acylodinydroksy—
O  H,C—OH -3-fosforan -acetonofosforan
M 21 i | (lizofosfatydan) -
2 onc?Dcy oglicera Acylo-CoA (giéwnie nienasycony)
ACYLOTRANSFERAZA
1-ACYLOGLICEROLO-
Acylo-CoA -3-FOSFORANQWA Lipidy eterowe
CYLOTRANSFERAZA
MONOACYLOGLICE-
ROLOWA (w jelicie)
/ 2C 0- -
CcA
m»ﬁ—o ?~H
Cholina O HL—-0-® “-—\
(etancloamina) 1.2-Diacyloglicerolofosforan
ATP (fosfatydan, kwas fcsfatydowy)
KINAZA H,0 CcTP
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Ryc.12. Biosynteza triacyloglicerolu i1 fosfolipidow (za Murray R.K. 1 wsp.
,Bilochemia Harpera”, 1995).

1.2. Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego.

Fizyczna podstawg spektroskopii NMR (Nuclear Magnetic Resonance) stanowi
zjawisko magnetyzmu jadrowego wynikajace z faktu, iz jadra atomowe wigkszoS$ci
pierwiastkow posiadaja r6zny od zera moment magnetyczny zwiazany z kolei z ich
ruchem obrotowym wokot wilasnej osi zwany spinem (momentem pgdu). Zaleznos¢
wiazaca te dwie wielkos$ci fizyczne przyjmuje postac

/
W= yhI

(A)
gdzie oczywiscie:
M - to moment magnetyczny jadra
I — to moment pgdu (spin)
A =n2m- jednostka ktora wyraza sig¢ wielko$¢ spinu
Yy - to definiowany ta zaleznoscia wspotczynnik giromagnetyczny, ktory wlasnie jest
wielkoscia charakterystyczna dla danego rodzaju jadra.
h — to stata Plancka

W polu magnetycznym o warto$ci indukcji magnetycznej B na jadro obdarzone
momentem magnetycznym [ dziala moment sily M (bo wielkosci B 1 M sa
wielko$ciami wektorowymi), natomiast energia oddzialywania momentu [L z polem
magnetycznym dana jest przez zalezno$¢

E=-uB
(B)

Na podstawie, tymczasem, znanej w dynamice ruchu obrotowego zaleznos$ci
stwierdzajacej, ze zmiana momentu pedu ciata rowna jest dziatajacemu na to ciato
momentowi sity (M= dI/dt). Z zaleznosci (A) 1 (B) otrzymuje si¢ rOwnanie opisujace

ruch wektora jadrowego momentu magnetycznego w polu magnetycznym.
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dwdt =yu x B

©

Wowczas gdy pole B jest jednorodne 1 state, wektor jadrowego momentu
magnetycznego U wykonuje precesje wokot kierunku wyznaczonego przez wektor B

z tzw. predkoscia katowa w dana przez wyrazenie, ze

w=-yB
[rad/s]
(D)
albo w jednostkach czestotliwosci
/ v =yB/211=YyB
(E)

Precesja ta nosi nazwe precesji Larmora, a rownanie (D) opisuje kierunek i zwrot

wektora predkosci katowej precesji (Ryc. 13).
AE,

/
el

Magnetic
moment

-MNucleus

Ryc.13. Precesja momentu magnetycznego jadra atomowego wokot kierunku statego
pola magnetycznego o indukcji By (za Rinck P.A. ,,An introduction to Magnetic

resonance in Medicine”, 1990).

Samo zjawisko ruchu precesyjnego wynika ze znanego w fizyce prawa zachowania

momentu pedu I - tzn., ze ilekro¢ obiekt (jadro w catosci, elektron czy inna czastka)

posiadajace moment magnetyczny U (zwiazany oczywiscie z momentem pedu — spinem)
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umiescimy w zewngtrznym polu magnetycznym B, to tylekro¢ moment magnetyczny
bedzie wykonywat ruch precesyjny o okreslonej czestosci.

Dowolne jadro atomowe (dowolnego pierwiastka) posiadajace rozny od zera
moment pedu (wypadkowy) spin I moze przyjmowac¢ w polu magnetycznym jedynie 21
+ 1 dozwolonych orientacji (zgodnie z regutami kwantowo — mechanicznymi), a rzut
spinu na kierunek wektora B ma warto$¢ I= mh, gdzie kwantowa liczba magnetyczna
przybiera warto§¢ m = { -1, -I+1, ... , I -1, I}.

Kazdej orientacji jadra odpowiada okreslona warto$¢ energii oddzialywania z polem

magnetycznym wyrazajaca si¢ zaleznoscia

En=-yhBm
(F)
np. zbidr jader (jadra) o spinach I =2 ma dwa poziomy energetyczne (Ryc. 14).
° A
Em,) F--4
/ E(m,) > E(m,)
Em) F--3 2 1

Ryc. 14. Uklad poziomoéw energetycznych dla uktadu ze spinem I= Y.

Reguty kwantowo — mechaniczne okres$laja dyskretno$¢ poziomow energetycznych i
z tym zwiazana skokowa ich zmiang, ale warto$¢ samej energii zalezy i od charakteru
czynnika zewnetrznego, tzn. pola magnetycznego B jak i bezposredniego otoczenia
jadra atomowego np. w postaci okre§lonego miejsca w strukturze zwiazku ze
wspomniang juz zaleznoscia, ze
E=-uB
Ta ,wrazliwo$¢” energii momentOw magnetycznych na wielko$¢ pola
magnetycznego B 1 zwigzana z nim zmiana warto$ci katowej Larmora

w=YyB
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jest witasnie wykorzystana w metodzie spektroskopowej magnetycznego rezonansu

jadrowego. Skoro bowiem czgsto$¢ w zalezy od pola B i1 wspdlczynnika vy, to
modyfikujac state pole przez dodanie czynnika dodatkowego np. B; mozemy tworzac
efektywne pole

B.:=B + B,
dopasowywa¢ odpowiadajace mu czestotliwosci W do czgstotliwosci  wlasnej
poszczegolnych ukladéw momentéw magnetycznych badanych jader — zwanych
czestotliwosciami rezonansowymi.

Na owa czestotliwo$¢ rezonansowa,

V = yB./2TT
ma réwniez istotny wplyw otoczenie w jakim znajduje si¢ badane jadro atomowe A4
konkretnym ukladzie zwiazku chemicznego okre$lone waznym parametrem
spektroskopowym, a mianowicie przesuni¢ciem chemicznym o [24, 33, 36, 72].

Przesunigcie chemiczne w sposob istotny okresla czgstotliwos¢ rezonansowa
okres$lonego typu jadra atomowego np. 'H, C stwarzajac w ten sposob mozliwos$¢
rozrdzniania tzw. linii rezonansowych pojawiajacych si¢ w réznych miejscach na skali
czestotliwosci, pochodzacych od tego samego typu jader np. wodoru 'H czy fosforu *'P

znajdujacych si¢ w roznych miejscach struktury zwiazku chemicznego (Ryc. 15).

_L _.___A_LL._JMAJJ_,_
;UT'“ —

LI B B B L L T

T T T T
B0 75 70 65 6D 55 0 A 48 % W 2 2 5 W
M

Ryc. 15. Przyktad widma protonowego trdjpeptydu

Ogolnie parametr przesunigcia 0 zawiera w sobie (reprezentuje) bardzo wiele

czynnikow, stad jego uzyteczno$¢ w rozpoznawaniu elementdéw majacych istotny
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wplyw na strukturg 1 zachowanie si¢ zwiazkéw chemicznych w r6znych uktadach 1
oddziatywaniach.

Jeszcze innym bardzo waznym parametrem — wielko$cia spektroskopowa — jest
intensywnos$¢ linii rezonansowej zwanej sygnatem. Proporcjonalna jest ona przede
wszystkim do ilo$ci jader atomowych, czyli ilosci substancji, od ktorej pochodza.
Pozwala to oczywiscie na wykonywanie badan ilosciowych [28, 33, 72].

Praktyczna realizacja spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)
odbywa si¢ poprzez wykorzystanie do tego celu urzadzenia zwanego spektrometrem
NMR.

Rycina 16A przedstawia schemat budowy spektrometru.
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Computer

Ryc.16A. Schemat budowy spektrometru. Sygnat swobodnego zaniku indukcji (FID) z
odbiornika jest przekazywany przez konwerter analogowo-cyfrowy (ADC) do
komputera. Po zastosowaniu transformacji Fouriera komputer przekazuje sygnat NMR
w postaci cyfrowej do konwertera cyfrowo — analogowego, a nastepnie do rejestratora.
Tak powstaje widmo. (za Rinck P.A. ,,An Introduction to Magnetic Resonance in

medicine”, 1990).

Na znajdujacy si¢ w probéwce pomiarowej roztwdr badany a umieszczony w stalym
polu magnetycznym B dziata dodatkowe pole zmienne B, powodujac powstanie przejs¢
rezonansowych ukladu ze stanu podstawowego w wyzszy. Zewngtrznym skutkiem tego
procesu jest powstanie w cewce uktadu detekcyjnego tzw. sygnatu swobodnej preces;ji

FID bedacego funkcja czasu FID = f{(t) (Ryc. 16B).

Iy

|

J | UL\UAVAVAvf

Ryc. 16B. Funkcja swobodnego zaniku indukcji (FID) (za Rinck P.A. ,,An

Introduction to Magnetic Resonance in Medicine”, 1990).
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Sygnal ten po przejsciu przez ukiad detekcji, jest przetwarzany za pomoca uktadu
przetwornika analogowo — cyfrowego na posta¢ cyfrowa. Posta¢ za$ cyfrowa funkcji
czasu f(t) jest w procesie szybkiej transformacji Fouriera (FFT) przeksztatcania W

posta¢ widmowa zwana dziedzina czg¢stotliwosciowa albo widmem (Ryc 16C).

FT

Ryc.16C. Uproszczony schemat przeksztalcenia FID za pomoca szybkiej
trasformacji Fouriera (FFT) (za Rinck P.A. ,,An Introduction to Magnetic Resonance in

Medicine”, 1990).

Posta¢ czgstotliwosciowa czyli widmo NMR jest wiasnie podstawa — Zrodlem —
wszelkich czynnos$ci zwanych analiza badz badaniem spektroskopowym substancji w
zaleznosci od celu i potrzeb zamierzonych badan [24, 72].

Spektroskopia fosforowa *'P NMR dzigki otrzymaniu widm 2z materiatu
biologicznego zawierajacego jadra *'P jest nieinwazyjna metoda pozwalajaca na badanie
metabolizmu fosforanéw, nukleotydéw, fosfoestrow oraz fosfolipidow. \W%
uzupetnieniu do obrazowania MR (MRI), ktore daje obraz anatomiczny badanego
narzadu, spektroskopia odzwierciedla zmiany biochemiczne zachodzace w tym
narzadzie. Metoda ta znalazla zastosowanie w obserwacji zmian metabolizmu
fosfolipidow migdzy innymi w chorobach nowotworowych w momencie ich
rozpoznania i podczas leczenia cytostatycznego [1, 25, 27, 40, 49, 54, 67, 73, 74, 80, 87,
89].
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1.3. Fosfolipidy w chorobach nowotworowych.

Wady genetyczne, onkowirusy, substancje toksyczne, infekcje bakteryjne, stres
oksydacyjny, a takze nieprawidlowa dieta maja swdj udziat w powstaniu nowotworow.
Istnieja tez doniesienia o zwiazku migdzy zmiana skladu lipidowego blon
biologicznych, ich struktury oraz funkcji a wczesnym etapem kancerogenezy [2, 66].
Niektérzy autorzy uwazaja, ze w komodrkach nowotworowych wskutek zmian
w metabolizmie lipidow, procesy przekazywania informacji za posrednictwem
czasteczek pochodzacych z przemian lipidow sa zaburzone [3, 66].

Najdoktadniej przebadano zmiany zachodzace w metabolizmie SM. Stwierdzono, ze
cho¢ w przewazajacej czgsci wystgpuje ona w zewngtrznej monowarstwie blony
komorkowej, to w przekaznictwie sygnatow w komorce odgrywa rolg sfingomielina
znajdujaca si¢ w monowarstwie wewngtrznej btony. Kontakt czynnikow

zewnatrzkomoérkowych takich jak: TNF - a (tumor necrosis factor, czynnik nekrozy

nowotworow), interferon - Y, czy interleukina - 1 ze swoistymi dlan receptorami (m.in.
rodzina receptoréw TNF - TNFR1, receptory Fas) powoduje aktywacj¢ sfingomielinazy,
ktora rozszczepia btonowa sfingomieling na ceramid i fosforan choliny. Ceramid jest
natomiast wewnatrzkomérkowym przekaznikiem sygnatu posredniczacym w apoptozie.
Mechanizm udzialu ceramidu w apoptozie nie jest jeszcze do konca wyjasniony.
Komorki biataczkowe charakteryzuja si¢ zmniejszona zawartoscia sfingomieliny w
wewngetrznej monowarstwie btony w pordwnaniu z komorkami prawidlowymi,
jak rowniez zmniejszona liczba receptoréw migdzy innymi dla TNF i innych cytokin.
Zaburza to prawidlowa apoptozg 1 w konsekwencji prowadzi do rozwoju nowotworu
(Ryce. 17) [7, 12, 22, 26, 29, 48, 52, 53, 68, 71, 76, 84-86, 92]. Zmiany w metabolizmie

SM w procesach nowotworowych przedstawiono na rycinie 17.
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ZMIANY W METABOLIZMIE SM

Czynniki zewnatrzkomérkowe - CYTOKINY: TNFO + RECEPTOR

IFy swoisty dla tych cytokin
IL 1

. AKTYWACJA

SFINGOMIELINAZA

SFINGOMIELINA > CERAMID |+ FOSFORAN
CHOLINY

APOPTOZA

lSFINGOMIELINA —_— lCERAMlD e i APOPTOZY ——» TNOWOTWORU

Ryc. 17. Rola sfingomieliny w procesach nowotworowych.

Uproszczony model wptywu PI na proliferacj¢ nowotworowa zasugerowano na
podstawie badan Merchanta i wsp. (Ryc. 18). Badajac ekstrakty tkanek guza przelyku
i piersi za pomoca spektroskopii *'P NMR wykazali oni zwigkszony poziom PI,
wynikajacy z utrudnienia wbudowania PI w komodrkach nowotworowych do
glikolipidowej skladowej blony komorkowej niezbgdnej do zakotwiczenia biatkowej
czesci receptora dla czynnikdéw zewnatrzkomorkowych. Konsekwencja tego zjawiska
mogloby by¢ zmniejszenie liczby receptoréw, ktore prowadzi do zmniejszonej

wrazliwo$ci komorek nowotworowych na kontrolg pozakomorkowa [57].

TErOENOSE brak reakc)i
T b iAc RS fmm'lli 4 ZABURZOMA T
W receptor zewmlaatrczzknmérknwe APOPTOR L NOWOTWORU

Ryc. 18. Rola fosfatydyloinozytolu w nowotworach.
Wazna rol¢ w procesie proliferacji komorek nowotworowych ma migdzy innymi

kinaza biatkowa zalezna od DG, zwana kinaza biatkowa C. Proces proliferacji

nowotworowej wymaga przedtuzonego dziatania tej kinazy, ktore prawdopodobnie jest
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zwiazane z hydroliza PC i1 PE [6, 34]. DG jest efektem koncowym procesu hydrolizy PC
1 jest wlaczony w uktad przetwarzania informacji zwiazany z hydroliza fosfolipidéw
inozytolowych. Pod wplywem substancji sygnatlowych wiazacych si¢ ze swoistym
receptorem, dochodzi do rozpadu blonowego fosfatydyloinozytolodwufosforanu
poprzez aktywacje fosfolipazy C. Powstaja wowczas dwa wtorne przekazniki
informacji: DG 1 tréjfosfoinozytol. DG pozostaje w blonie plazmatycznej i aktywuje
biatkowa kinazg C. Kinaza ta z kolei aktywuje fosfolipazg D powodujaca hydrolize PC
do PA i choliny. Nastgpnie reakcja defosforylacji przeksztatca PA w DG (jest to reakcja
odwracalna). Najwazniejsza funkcja PA wydaje si¢ by¢ wtasnie produkcja DG w
reakcji PC> PA-> DG. Uwolnienie DG z fosfatydyloinozytolodwufosforanu ma
charakter przemijajacy, natomiast DG powstaty z PC poprzez PA, utrzymuje si¢ dtuzszy
czas na wyzszym poziomie. Prawdopodobnie rézne rodzaje molekularne DG wywieraja
inne dziatania na rézne formy izomeryczne kinazy biatkowej C. Jesli tak jest, to DG
pochodzacy z hydrolizy PC moze powodowac inne nastgpstwa niz DG powstaly
z fosfatydyloinozytolodwufosforanu. Istnieja doniesienia, ze egzogenny PA dziala na
komorki mitogennie. Ttumaczy¢ to zatem moglby fakt powstawania z niego DG 1 jego
wplyw na kinaz¢ biatkowa C [6].

Przypuszczalnym inhibitorem kinazy biatkowej C jest sfingozyna, begdaca

produktem rozpadu ceramidu [71].

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego umozliwia nieinwazyjne
badanie metabolizmu nowotwordw poprzez otrzymanie widm z substancji
zawierajacych jadra *'P, °C, 'H, #Na, "F. Spektroskopia fosforowa moze by¢ jedna =z
metod stuzacych do analizy metabolizmu fosfolipidow w chorobach nowotworowych.

Poprzez $ledzenie linii rezonansowych pochodzacych od fosfokreatyny (PCr),
nieorganicznych fosforanow (P;) oraz ATP, mozliwe jest okreSlenie stanu
energetycznego komorek, a metabolizm fosfolipidow mozna okresli¢ przez analizg
intensywnosci integralnych pochodzacych od fosfomonoestrow (PME) 1
fosfodwuestrow (PDE). W widmach *'P NMR sygnat rezonansowy pochodzacy od PME
sktada sig z fosforylocholiny (PCho) i fosforyloetanolaminy (PEtn), a PDE
— z glicerylofosforylocholiny (GPCho) i glicerylofosforyloetanolaminy (GPEtn). PME
sa to substancje na drodze syntezy, a PDE na drodze rozktadu PC oraz PE (Ryc. 19) [41,
751

26



kinaza cholinowa

Q Glicaral j 14 P!
J Fosforylocholina ‘_4

<ﬂ Glicervlofosforylocholinaz
2
}-\q cytydylotrans- ‘Z
feraza fosjo- '_a

};d lizofesfolipoza acylotrans-
ryloecholinowa

feraza I
™~

O Lizofosfatydylocholina

fosfodwuesteraza
glicerylofosforylocholiny

Zf”
#

N

acylotrans- Dm}fﬂ:::;g;olglrmhna ,

fosfelipaza A, \feraza i
— transferaza
Fosfatydylocholina fosforylocholinowa

fosfolipaza D

kwas arachidenowy
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Ryc. 19. Drogi syntezy i rozktadu fosfatydylocholiny (za Ruiz — Cabello J. I wsp,
NMR biomed, 1992).

Wiadomo, ze widma *'P NMR pochodzace z komorek nowotworowych
charakteryzuja si¢ wysoka intensywnoscia integralng linii rezonansowych pochodzacych
od PME i PDE, a niska od PCr w poréwnaniu do prawidtowej tkanki. Prawdopodobnie
wysoki poziom PME w guzach wynika ze zwigkszonego zapotrzebowania fosfolipidow
koniecznych do budowy nowo proliferujacych komorek oraz moze wynika¢ z hydrolizy
fosfolipidow celem przekazywania sygnalow stymulujacych podziat komorki.
Zwigkszone stezenie PME zwiazane jest z progresja choroby nowotworowej, a spadek z
odpowiedzia na stosowane leczenie. Na podstawie badan *'P NMR in vivo i in vitro
zaobserwowano, ze za wzrost poziomu PME w guzach nowotworowych odpowiada
gtéwnie PEtn (stosunek PEtn/PCho >1). Zawarto$¢ PCho jest natomiast tym wyzsza im
bardziej zaawansowana jest choroba nowotworowa [4, 5, 9, 13, 16, 30-32, 37-39, 41,
50, 51, 67, 74, 81]. Zwigkszone stezenie PEtn prawdopodobnie wynika z rozktadu PE
przez fosfolipaze C (do PEtn 1 DG) lub przez fosfolipaze D (do etanolaminy i PA), w
ten sposob bedac rowniez zrdédlem przekaznikow sygnatéw w komorce.

PE

fosfolipaza C A/\A fosfolipaza D

PEtn + DAG ETANOLAMINA + PA
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Za powstanie PE odpowiada prawdopodobnie proces dekarboksylacji PS, w ten
sposob dostarczajac zrddta PEtn (przez produkcj¢ etanolaminy). Etanolamina moze by¢
rowniez produkowana przez wymiang wolnej seryny z biegunowa grupa PE

z wytworzeniem PS [16, 20, 30, 79, 90, 91].

W badaniach tkanki nowotworowej okr¢znicy na poziomie molekularnym wykryto
zwigkszona aktywnos$¢ cytydylotransterazy fosforylocholiny, przy obnizonej aktywnos$ci
fosfolipaz C i D. Przypuszczano, ze wysokie stezenie PC w guzie okrg¢znicy wynika ze
spadku w obrocie metabolicznym PC 1 wzrostu jej ekspresji w guzie [17].

Poznanie zmiany metabolizmu fosfolipidéow w komorkach nowotworowych
przyczynito si¢ do powstania lekow przeciwnowotworowych dzialajacych na poziomie
bton komorkowych. Sa to syntetyczne eterowe lipidy takie jak np. Miltefozyna
(Hexadecylphosphocholina), cytotoksyczne wobec komorek guza in vitro i in vivo.
Moga one rowniez indukowac proces réznicowania w komorkach nowotworowych, a
takze sa zdolne do indukcji apoptozy. Efekty dziatania tych preparatéw to miedzy
innymi hamowanie biatkowej kinazy C oraz ingerowanie w mitogenne sygnatowe
przekaznictwo w komorkach przez drogi zalezne od PI oraz wewnatrzkomorkowego
wapnia [14, 15, 18, 93].

Za pomoca spektroskopii fosforowej badano réwniez oporno$¢ komodrkowej linii
biataczkowej (CEM-C1-15) na deksametazon, wskazujac na obecnos¢ w niej
zwigkszonego metabolizmu fosfolipidow w przeciwienstwie do linii komoérkowej
wrazliwej na dziatanie deksametazonu (CEM-C7-14), gdzie obserwowano zmniejszenie

metabolizmu fosfolipidow [1].
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2. Cel pracy.

Mechanizmy molekularne zachodzace w procesach nowotworowych nie sa jeszcze
wcigz wyjasnione. Poszukuje si¢ wigc metod, ktore moglyby si¢ przyczyni¢ do ich
lepszego poznania, prognozowania oraz monitorowania leczenia.

Celem pracy jest ocena znaczenia spektroskopii fosforowej (*'P) magnetycznego
rezonansu jadrowego w poznaniu zaburzen metabolizmu fosfolipidow w chorobach
rozrostowych krwi. Postuzyta temu analiza danych uzyskanych z widm fosforowych
NMR, na podstawie ktorej mozna bylo oceni¢ zachowanie si¢ poszczegdlnych
fosfolipidow w ekstraktach komorek blastycznych pochodzacych od pacjentéw z
rozpoznaniem ostrej biataczki w poréwnaniu z grupa kontrolng osob zdrowych.
Doktadniejsza analiza metabolizmu fosfolipidow mogta by¢ mozliwa dzigki ocenie
danych pochodzacych z widm *'P uzyskanych z ekstraktow komorek jednojadrzastych i

osocza pobranego od tej samej osoby z tej samej probki krwi.
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3. Material i metody.
3.1. Material.

Materialem badan byly ekstrakty fosfolipidow z komoérek jednojadrzastych oraz
ekstrakty fosfolipidow z osocza pochodzace od pacjentdow z rozpoznaniem ostrej
biataczki oraz oso6b zdrowych. Lacznie wykonano 190 widm z ekstraktow
komoérkowych oraz 20 widm z ekstraktow osocza. U chorych wykonane one byty w
momencie rozpoznania choroby przed wdrozeniem leczenia cytostatycznego.

Spektra uzyskiwano poczatkowo z probek zawierajacych 5, 10 15, 20, 30, 40, 50,

60, 120 i 2400010° komorek/ml, poszukujac najmniejszej, a jednocze$nie wystarczajacej
liczby komorek, ktora pozwolitaby na otrzymanie widm o odpowiedniej intensywnosci
linii rezonansowych. Nie udato si¢ wykorzysta¢ technik statystycznych dla ustalenia
korelacji migdzy powierzchnia sygnalu rezonansowego (s) a liczba komorek (n)
[zalezno$¢ funkcyjna typu s = f (n)]. Podczas wyznaczania zaleznos$ci typu s = ax + b,
okazalo sig, ze wartos$ci wspolczynnika ,,a” byty rozne zarowno dla kazdego fosfolipidu,

jak 1 kazdego badanego. Dlatego celem ujednolicenia danych do analizy wybrano tylko

widma pochodzace z probek zawierajacych 6107 komérek/ml, ze wzgledu na
dobry obraz tych widm oraz ilos¢ wykonanych z tej liczby komorek badan.

Analizie zostalo zatem poddanych 41 pacjentéw w wieku od 18 do 76 lat, mediana
51 lat oraz 9 0s6b zdrowych stanowiacych grupe kontrolng w wieku od 24 do 58 lat,
mediana 39 lat.

Celem oceny wartosci prognostycznej wykonanych badan, pacjentéw podzielono na
reagujacych na leczenie (n = 14) i nie reagujacych (n = 27), biorac pod uwage
retrospektywna analiz¢ ich przebiegu choroby.

Wszystkie osoby z grupy pacjentdw dobrze reagujacych na chemioterapi¢ osiagnety
w trakcie leczenia remisj¢ catkowita lub czg$ciowa choroby. Czas uzyskania remisji
wynosit od 1 do 3 miesigcy od rozpoczecia leczenia. Dwie osoby zostaly poddane
transplantacji szpiku kostnego, a u pozostatych oséb czas przezycia wynosit od 1
miesigca do 3 lat, mediana 7 miesi¢cy. Trzy osoby z krétkim czasem przezycia (do
trzech miesigcy) zmarly w przebiegu powiktan choroby podstawowej. Dwie — z powodu
wstrzasu septycznego w okresie granulocytopenii w czasie kolejnej chemioterapii po
uzyskaniu remisji, a trzecia z powodu zawalu mig$nia sercowego. W grupie reagujacej

na chemioterapi¢ dwie osoby mialy rozpoznana ostra biataczk¢ limfoblastyczna (jedna
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typu T/B, a druga typu common), sze$¢ 0s0b - ostra biataczke szpikowa M,, pie¢ - My 1
jedna — Ms,.

Wsrdd osob z grupy Zle reagujacej na leczenie pig¢ osob uzyskalo remisjg czgSciowa
choroby w czasie od 2 do 3 miesigcy od rozpoczecia chemioterapii. Jednak wkrétce po
jej uzyskaniu wystapit szybki nawrdt choroby i1 zgon. U pozostatych dwudziestu dwoch
chorych nie udalo si¢ uzyka¢ remisji choroby podstawowej. Chorzy nie reagujacy na
leczenie, charakteryzowali si¢ krotszym okresem przezycia niz grupa reagujacych (od 2
tygodni do 1,5 roku, mediana 3 miesiace, siedem os6b miato czas przezycia od 2
tygodni do 1 miesiaca 1 2 tygodni). U dwodch oséb z tej grupy wystgpowaty dwa
nowotwory rownoczesnie. U jednej - ostra biataczka i1 nawracajacy brodawczak
pecherza moczowego, u drugiej — ostra biataczka oraz chtoniak nieziarniczy. W grupie
nie reagujacych u dziewigciu osob rozpoznano biataczke limfoblastyczna (u jednej typu
pre-B, jednej typu B, a u pozostalych siedmiu typu common). Jedna osoba miata
rozpoznang ostra biataczke bifenotypowa (limfo-mieloblastyczna), pozostate ostra
biataczke szpikowa (dziewigé - My, trzy - M,, pojedyncze osoby - My, Mo/M,, My, M3,
Mo).

U 12 pacjentow 1 8 0séb zdrowych wykonano widma z ekstraktow komérkowych 1
ekstraktow osocza uzyskanych z tej samej probki krwi. W tej grupie chorych dziewigé
0sOb mialo rozpoznang ostra bialaczke szpikowa (szes¢ — Ma, pojedyncze osoby — My,
M, i M), a trzy osoby ostra bialaczke limfoblastyczna (dwie typu common i jedna typu
T/B).

3.2. Metody.

3.2.1.Ekstrakty fosfolipidow z komorek i osocza.

Ekstrakcjie fosfolipidow z komorek jednojadrzastych i z osocza wykonywano
metoda Folcha [19, 21, 56]. Do badan pobierano na heparyng (20j./1 c¢cm * krwi) na
czczo minimum 10 cm® krwi (w zalezno$ci od liczby leukocytow). Krew rozciehczano
w stosunku 1:1 sola fizjologiczna buforowana fosforanem (PBS), a nastgpnie
nawarstwiano na gradient ficollu — uropoliny o gestosci 1,077 g/ml. Komorki
odwirowywano, zbierano warstwg migdzy fikolem a osoczem, lizowano i1 plukano.
Gesto$¢ otrzymanej populacji komorek jednojadrzastych oznaczano w komorze
Biirkera. Do 4 ml zawiesiny komorek (15 0° w ml) w PBS dodawano 4 ml metanolu i

4 ml chloroformu. W celu usunigcia fosfolipidow ze struktur komorkowych mieszaning
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umieszczano w lodzie 1 rozbijano ultradzwigkami przez okoto 5 minut (amplituda 210
um, moc akustyczna 460 W/cm?), a nastepnie odwirowywano przez okoto 15 minut.

Aby uzyska¢ ekstrakt fosfolipidow z osocza, do 4 ml osocza dodawano 4 ml
chloroformu 1 4 ml metanolu, nast¢gpnie 30 minut mieszano uzywajac mieszadta
magnetycznego i odwirowywano przez 15 minut z szybko$cia 3000 obrotow/min. Gorna
warstwe metanolowo — wodng zawierajaca metabolity komérkowe rozpuszczalne w
wodzie odlewano. Pod warstwa zdenaturowanego biatka znajdowata si¢ frakcja dolna —
chloroformowa, zawierajaca fosfolipidy. Zbierano ja uwaznie i odparowywano.

Celem przygotowania materiatu do badania w spektrometrze NMR fosfolipidy
uzyskane z komorek oraz frakcj¢ zawierajaca lipidy z osocza rozpuszczano w 0,3 ml
metanolu 1 0,6 chloroformu oraz 0,05 ml 0,1 M EDTA (kwasie

etylenodiaminotetraoctowym).

3.2.2 Spektroskopia NMR.

Pomiary widm fosforowych *'P wykonywano na spektrometrze AMX 300 firmy
Bruker (7,05 T), w probowkach pomiarowych (NMR sample tube) o $rednicy 5 mm.
Temperatura probki w trakcie pomiaru wynosi 296x1 K. Liczba zliczen (NS — number
of scans) zawiera si¢ w granicach 2500-4000. Czas zbierania danych (AQ — acquisition

time) jest rowny 5.013 s. Widma pozyskano stosujac czas powtorzenia (repetition time)

rowny 9s (5 T1 dla fosfolipidow), szeroko$¢ impulsu 90° wynosi 8,9 Ms. Liczba
punktow (data points per acquisitions) w domenie czasowej TD (time domain) = 32768,
domena czgstotliwosci SI (frequency domain) = 16384, szeroko$¢ widma (sweep width)
= 3267,946 Hz = 26,8975 ppm. Przesunigcia chemiczne mierzono wzgledem MDPA
(kwasu  metylenodwufosforowego) [16,726 ppm wzgledem 85%  kwasu
ortofosforowego]. Przetwarzanie danych obejmowalo mnozenie wykladnicze, szybka
transformacj¢ fourierowska FFt (fast Fourier transformation), manualng korekcje fazy
oraz liniowe wyrownywanie Lorentza (line Lorentian deconvolution), przeprowadzane
przy uzyciu programu WIN-NMR 1D, wersja 950901 Bruker. WIN - NMR 1D jest
zestawem oprogramowania przygotowanym do przetwarzania danych NMR jedno- i
dwuwymiarowych na komputerach typu PC, a opracowanym przez Bruker Spectrospin
AG. To oprogramowanie pozwala na przenoszenie 1 przetwarzanie danych
spektroskopowych pochodzacych ze spektrometréw NMR firmy Bruker. Intensywno$¢

wygladzonych sygnatow uzywano do wyznaczenia proporcji metabolitow. Nie
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stosowano procedury dopelniania zerami (zero - filling) przed wykonaniem
transformacji. Stosowano w mnozeniu wyktadniczym stala szerokos¢ linii (LB — line
broadening), ktéora wynosita 0,5 Hz. Przeprowadzano dodatkowa korekcje linii
podstawowej. Intensywnos$¢ linii rezonansowych pochodzaca od fosfolipidow obliczano
wzgledem linii wzorcowej pochodzacej od MDPA, ktora shuzyla jako intensywnos¢
wzorcowa. Powierzchnie sygnatow pochodzacych od fosfolipidow catkowano za

pomoca procedury, stanowiacej cze$¢ wspomnianego oprogramowania WIN-NMR 1D.

3.2.3. Substancja wzorcowa.

Do badan *'P NMR ekstraktow fosfolipidow jako zewnetrznej substancji wzorcowej
uzyto kwasu metylenodwufosforowego (MDPA). MDPA umiejscowiony byt w cienkiej
kapilarze wprowadzonej do probowki z badang substancja. Wybér MDPA jako
substancji wzorcowej w realizowanych pomiarach zostat uwarunkowany potozeniem
sygnalu rezonansowego tej substancji wzgledem sygnaléw rezonansowych
pochodzacych od fosfolipidow. MDPA posiada w swojej strukturze dwa jadra fosforu.
Dlatego intensywno$¢ integralna sygnalu rezonansowego MDPA jest dwukrotnie
wigksza od odpowiadajacej jednemu jadru fosforu. Fosfolipidy posiadaja jedno jadro
fosforu. Potozenie sygnalu rezonansowego MDPA wzgledem 85% H;POs wynosi
16,726 ppm (Ryc. 20). Taki zewngtrzny rodzaj wzorca wybrano, aby uniknaé
wystapienia w widmie dodatkowych efektéw, ktore moglyby si¢ pojawi¢ w wyniku
wzajemnego oddziatywania fosfolipidow z MDPA zastosowanym jako wzorzec

wewngtrzny.
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fosforowe MDPA wzgledem H;PO4

3.2.4. Wyznaczanie stezen fosfolipidow na podstawie widma fosforowego.

Intensywno$¢ integralna sygnatu rezonansowego w spektroskopii *'P NMR jest
miarg wzglednej liczby jader fosforu odpowiedzialnych za pojawienie si¢ tego sygnatu.
Pole powierzchni pod konturem sygnatu jest wigc proporcjonalne do stezenia zwiazku
chemicznego, ktérego jadra wywotuja rezonans jadrowy. Aby wyznaczy¢ wartos$¢
stgzenia badanej substancji, nalezy zna¢ st¢zenie substancji wzorcowej. Wyznaczenie
wartosci stgzenia okreslonego fosfolipidu Cpruy, ktory jest odpowiedzialny za pojawienie

si¢ sygnalu rezonansowego o intensywnosci integralnej /py;, umozliwia réwnanie:

CPHL — f EII PHL
CMDPA I MDPA

gdzie: f— stata proporcjonalnosci, okreslana przez S. Bradamante i wsp. [10] jako stata

komorkowa (cell constant), ktéra mozna tez okresli¢ jako wspotczynnik ksztattu.
Wspdtezynnik proporcjonalnosci f wynika z umiejscowienia substancji wzorcowej

w cienkiej kapilarze, co sprawia, Ze na wzorzec (zewngtrzny) 1 badang substancj¢ dziata

zewngtrzne pole magnetyczne o réznym natgzeniu.
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W celu wyznaczenia wspolczynnika proporcjonalnos$ci f, uzyskano widma *'P NMR
na probkach zawierajacych kwas ortofosforowy (H;PO4) z MDPA umiejscowionym w
oddzielnej cienko$ciennej kapilarze (stanowiacym wzorzec zewngtrzny). Stezenie
MDPA 1 H;PO, byto takie samo 1 wynosito:

1,114 110 2 [mol/litr].

Stala f wyznaczono ze wzoru :

C1H3P04 =](-|:}1H3PO4

CMDPA l]

2

MDPA

Intensywno$¢ integralng MDPA pomnozono przez "2 ze wzgledu na obecno$¢

dwoch jader fosforu w strukturze MDPA.

Po  przeksztalceniu ~ wzoru  otrzymano  wyrazenie na  wspotczynnik
proporcjonalnosci f:

i :ldMDPA

21

H3PO,

Przeprowadzono sze$¢ pomiardw, a otrzymane wyniki przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Wyniki badan *'P NMR z probek zawierajacych kwas fosforowy

w odniesieniu do MDPA jako wzorca zewngtrznego.

NUMER INTENSYWNOSC INTENSYWNOSC STALA f

POMIARU INTEGRALNA INTEGRALNA
MDPA [107] H:PO, [(107]

1 0,541 3,937 0,069

2 0,542 4,087 0,066

3 0,502 3,789 0,066

4 0,370 2,624 0,070

5 0,455 3,000 0,076

6 0,332 2,130 0,078

Warto$¢ srednia wspolczynnika kapilarnego i odchylenie standardowe wynosza:

£ =(71£0,5)007
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Ostateczne wyrazenie na st¢zenie wybranego fosfolipidu przedstawia si¢ w sposéb

nastepujacy:

— 1
Cp =Clpp,f RE

MDPA

Cppyy =1,1140007° [0,07102 Elll”i [mol/litr]

MDPA

L
Cppy, =1,58007 ; AL rmol/litr]

MDPA

3.2.5. Identyfikacja linii rezonansowych pochodzacych od fosfolipidow uzyskanych
w widmach *'P NMR z ekstraktéw komorek jednojadrzastych i z ekstraktow

osocza.

Celem identyfikacji sygnatow rezonansowych pochodzacych od poszczegdlnych
fosfolipidow w widmie fosforowym z ekstraktéw komorek jednojadrzastych oraz
z ekstraktéw osocza wykorzystano procedur¢ wprowadzona przez Bradamante i wsp.
dotyczaca identyfikacji fosfolipidow w osoczu oséb zdrowych. [10]. Identyfikacje tych

linii przedstawiono na rycinie 21.
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Ryc. 21. Widmo *'P NMR ekstraktu fosfolipidow: PC — L - a - fosfatydylocholina,

AE - 3 - acetylo - y- O - alkilo L - a - fosfatydylocholina,

PS — L - a - fosfatydyloseryna, LPC - lizofosfatydylocholina, SPH - sfingomielina,

PI — L - a - fosfatydyloinozytol, PE — L - a - fosfatydyloetanolamina, PL —
plazmalogen (za Bradamante S. i wsp., Analytical Biochemistry, 1990).

Opierajac si¢ na wynikach przedstawionych powyzej, zakupiono zwiazki
fosfolipidowe firmy SIGMA: L - a - fosfatydylocholing (P3556);

B - Acetylo - y- O —alkilo — L - a - fosfatydylocholing (P7568);

L - a - lizofosfatydylocholing ( L4129); sfingomieling (S7004);

L - a - fosfatydyloinozytol (P0639) 1 L - a - fosfatydyloetanolaming (P6386).

Nastepnie wykonano pomiary *'P NMR dla kazdego zwiazku fosfolipidu oddzielnie.

Na rycinie 22 przedstawiono widmo uzyskane z L - o -

FOSFATYDYLOCHOLINY (P3556) — PCl.

PC1

MDPA

A A

N M AL AL ALY /IR T A T ALY I TR TR
@™

Ryc. 22. Widmo *'P NMR PCl. Potozenie w widmie *'P NMR: 0,112 ppm

wzgledem 85% kwasu ortofosforowego; stezenie: 0,35 mol/litr.
Widma otrzymane z pozostalych substancji prezentowaty si¢ podobnie, w zwiazku

z czym wyniki st¢zen poszczegolnych fosfolipidow i ich przesunigcia chemiczne

przedstawiono w tabeli 3.
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Tab. 3. Przesunigcia chemiczne poszczegonych zwiazkow fosfolipidow firmy

SIGMA wzgledem 85% kwasu ortofosforowego.

FOSFOLIPID FIRMY SIGMA STEZENIE ppm wzgledem
petna nazwa skrot [mol/litr] 85% H3PO,

L-a- PCl 0,35 0,112

fosfatydylocholina
(P3556)
[-acetylo-y-O- PC2 0,25
alkilo-L-0-
fosfatydylocholina
(P7568)
L-a- LPC 0,70 0,762
lizofosfatydylocholina
(L4129)
sfingomielina SM 0,20 1,010
(S7004)
L-a- PE 0,10 1,160
fosfatydyloetanolamina
(P6386)

0,061

Kolejnym etapem pracy byto wykonanie mieszaniny kilku folipidéw firmy SIGMA:
PC1 (0,1 mol/litr), PC2 (0,1 mol/litr), LPC (0,15 mol/litr), SM (0,05 mol/litr) i PE (0,1
mol/litr), i uzyskanie z niej widma *'P NMR, ktore przedstawiono na rycinie

23.

T ie ' L7 ' LS ' 13 ' L1 &9 ' 47 ' ds ' a3 ' &1 ' 41 ' 43 ' 45 ' 47 4y T
rm)

Ryc. 23. Widmo °*'P NMR mieszaniny pieciu fosfolipidow firmy SIGMA (linie
rezonansowe pochodzace kolejno od: 1- PC2, 2-PC1, 3-LPC, 4-SM, 5-PE).
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Na podstawie informacji o potozeniach linii rezonansowych uzyskanych z widm
poszczegolnych fosfolipidow SIGMA mozliwe byto przyporzadkowanie okreslonemu
fosfolipidowi z mieszaniny odpowiadajacej mu linii rezonansowej *'P NMR w sposob

przedstawiony w tabeli 4.

Tab. 4. Przyporzadkowanie liniom rezonansowym w widmie *'P NMR okres$lonych

zwiazkow fosfolipidowych.

Linia Przesunigcie Zwigzek
rezopan ; a——— r cmHezn¢———Fosfo n lowy———|
(numer od strony lppm]
prawej)
1 0,04 PC2
2 0,10 PCl1
3 0,71 LPC
4 0,97 SM
5 1,06 PE

Drugie badanie *'P NMR zostalo wykonane na probce zawierajacej mieszaning
fosfolipidow firmy SIGMA: PC1 (0,05 mol/litr), PC2 (0,1 mol/litr), LPC (0,1 mol/litr),
SM (0,04 mol/litr), PE (0,1 mol/litr), do ktérej dodano takze PI (0,05 mol/litr).

Otrzymano wowczas widmo *'P NMR przedstawione na rycinie 24.

1

4 M A e R VAR R R i V)
o)

Ryc. 24. Widmo *'P NMR mieszaniny szesciu fosfolipidéw firmy SIGMA (linie
rezonansowe pochodzace kolejno od:1-PC1, 2-PC2, 3-LPC, 4-SM, 5-PE i 6-PI).
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Przyporzadkowanie okreslonych fosfolipidow stanowiacych sktad badanej

mieszaniny do odpowiednich linii rezonansowych podano w tabeli 5.

Tab. 5. Przyporzadkowanie liniom rezonansowym w widmie *'P NMR okreslonych

zwiazkow fosfolipidowych.

Linia Przesunig¢cie Zwiazek
rezonansowa chemiczne fosfolipidowy
(numer od strony [ppm]
prawej)
1 0,123 PC2
2 0,196 PC1
3 0,769 LPC
4 1,020 SM
516 1,125 PEiPI

Ze wzgledu na nakladanie si¢ sygnatéw rezonansowych pochodzacych od PE
1 PI celem ich identyfikacji wykonano cztery kolejne pomiary.
Pierwszy eksperyment polegal na wykonaniu widma *'P NMR z probki zawierajacej
ekstrakt fosfolipidow z osocza krwi (Ryc. 25).

N

A7 RS VTS I TR VT TR T IS 1 TR T AR T AR AR Y7 AR YT A 17
[

Ryc. 25. Widmo *'P NMR ekstraktu fosfolipidow z osocza osoby zdrowe;.

Drugie badanie polegato na wykonaniu widma *'P NMR po dodaniu PI do ekstraktu
fosfolipidow z osocza krwi. W otrzymanym w ten sposob widmie zaobserwowano
zwigkszenie pola powierzchni pod lewa czgscia badanej linii rezonansowej o okoto
0,0545 co oznacza, ze stgzenie PI w badanej probce wzrosto o okoto 0,004 mol/litr

(Ryc. 26).
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Ryc.26. Widmo *'P NMR ekstraktu fosfolipidow z osocza po dodaniu do probki
fosfoinozytolu (PI).

Poniewaz w widmie z ekstraktu komorek jednojadrzastych lepiej uwidocznione sa
linie rezonansowe pochodzace od PE i PI w poréwnaniu do ekstraktow fosfolipidow
z osocza, w trzecim eksperymencie uzyskano widmo *'P NMR z probki zawierajacej

ekstrakt fosfolipidéw z komorek jednojadrzastych krwi (Ryc. 27).

P A 1 R o 1 R AR S VA R VA IRV R V)
@pm)

Ryc. 27. Widmo *'P NMR z ekstraktu fosfolipidow z komorek jednojadrzastych

osoby zdrowe;j.

W kolejnym czwartym eksperymencie dodano PE do ekstraktu fosfolipidow
komorek krwi. W otrzymanym tak widmie zaobserwowano zwigkszenie pola
powierzchni pod prawa czgécia badanej linii o okoto 0,5, co oznacza, ze st¢zenie PE w
badanej probce wzrosto o 0,035 mol/litr (Ryc. 28). Badanie to potwierdzito obserwacje

pomiaréw uzyskanych z ekstraktéw osocza.
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Ryc. 28. Widmo *'P NMR z ekstraktu fosfolipidow z komorek jednojadrzstych po
dodaniu fosfatydyloetanolaminy (PE).

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentéw przyporzadkowano wigc 5 lini¢

rezonansowg fosfolipidowi PE oraz 6 lini¢ rezonansowa fosfolipidowi PI (ryciny:
28126).
Widmo uzyskane z mieszaniny 6 fosfolipidow firmy SIGMA poréwnano z

widmami: z ekstraktu fosfolipidéw z osocza i z ekstraktu fosfolipidow z komorek

jednojadrzastych (Ryc. 29).

76 Td 17 1o 0F 05 (4] 07 pr) a7 i)
oom)

Ryc. 29. Widma *'P NMR z: ekstraktu fosfolipidow z osocza (1), ekstraktu
fosfolipidow z komorek jednojadrzstych (2) oraz z mieszaniny szesciu fosfolipidow
firmy SIGMA (3) [za Tuz M. — Praca magisterska, 2003].

W wyniku poréwnania tych widm stwierdzono, ze widma z ekstraktu fosfolipidow
osocza 1 z komorek jednojadrzastych roznia si¢ intensywnos$cia integralng linii

rezonansowych pochodzacych od poszczegdlnych fosfolipidow.
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Kolejnym krokiem pracy bylo przyporzadkowanie linii rezonansowych uzyskanych

z ekstraktu osocza (Ryc. 30) poszczegdlnym fosfolipidom w sposéb przedstawiony
w tabeli 6.

rCl
PC2

SM
LPC CPLASS

PI PE

57 % ' A ¥ M M TR Y S AR A 7 ¢ A Y A Y ¢ M ¥
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Ryc. 30. Widmo *'P NMR z ekstraktu fosfolipidow osocza.

Tab. 6. Przyporzadkowanie poszczegdlnym liniom rezonansowym w widmie ~ *'P

NMR z ekstraktu fosfolipidow z osocza odpowiednich fosfolipidow (kolejno od strony

prawej).
Linia Przesunigcie chemiczne wzgledem Zwiazek
rezonansowa 85% kwasu ortofosforowego fosfolipidowy
[ppm]

1 0,079 PC2
2 0,079 PCl1
3 0,135 CPLAS
4 0,659 PS
5 0,757 LPC
6 1.014 SM
7 1.136 PE
8 1.168 PI

Linia rezonansowa pochodzaca od PS w ekstraktach fosfolipidow z osocza nie
zostata potwierdzona eksperymentalnie, a jej polozenie przyjgto zgodnie z literatura
[Bradamante]. Uznano, ze typowe przesunigcie chemiczne dla linii rezonansowej

pochodzacej od PS w widmach *' P NMR z ekstraktow fosfolipidow z osocza
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uzyskanych w tym badaniu to 0,659 ppm wzgledem 85% kwasu ortofosforowego. Nie
obserwowano jednak sygnatu rezonansowego o takim potozeniu w widmach z komoérek
jednojadrzastych, dlatego wykonano kolejny eksperyment, ktory polegal na dodaniu do
probki z ektraktem z komorek jednojadrzastych fosfatydyloseryny [PS, numer i nazwa
zwiazku firmy SIGMA to P7769 (L - a - phosphatidyl - a - serine)]. Na podstawie
przeprowadzonych pomiaréw stwierdzono, ze typowe potozenie PS w ekstraktach
z komorek jednojadrzastych to 1,208 ppm wzgledem 85% kwasu ortofosforowego. W
dalszej kolejnosci przypisano wigc linie rezonansowe uzyskane z ekstraktu komorek
jednojadrzastych (Ryc. 31) poszczegdlnym fosfolipidom w sposéb przedstawiony W
tabeli 7.
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PI-PE SM

Ryc. 31. Widmo 31P NMR z ekstraktu komorek jednojadrzastych osoby zdrowe;.

Tab. 7. Przyporzadkowanie poszczegdlnym liniom rezonansowym w widmie 31p
NMR z ekstraktu fosfolipidéw z komodrek jednojadrzastych odpowiednich fosfolipidow

(kolejno odstrony prawej).

Linia Przesunigcie chemiczne wzgledem Zwiazek
rezonansowa 85% kwasu ortofosforowego fosfolipidowy
[ppm]

1 0,050 PC2
2 0,035 PC1
3 0,110 CPLAS
4 0,300 LPC
5 0,880 SM
6 1.007 PE
7 1.042 PI
8 1.208 PS
9 1.557 CL

Dodatkowa dziewiata lini¢ rezonansowa pojawiajaca si¢ w ekstraktach z komorek
jednojadrzastych przyjeto na podstawie literatury jako pochodzaca od CL [57]. Analiza
przeprowadzonych obecnie widm *'P NMR pozwolila okresli¢ typowe dla CL
przesunigcie chemiczne wzgledem 85% kwasu ortofosforowego przedstawione w

tabeli 7.
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Linia rezonansowa pochodzaca od LPC pojawiala si¢ w widmach z ekstraktow
komorek jednojadrzastych sporadycznie i byla trudna do odréznienia z szumami
wystepujacymi w widmie. Linig t¢ 1 jej polozenie przyjeto hipotetycznie w odniesieniu
do ekstraktow fosfolipidéw z osocza.

Warto zwroci¢ uwage na fakt, ze polozenia sygnaléw rezonansowych ulegaja
niewielkim przesunigciom w zalezno$ci od st¢zenia poszczegdlnych fosfolipidow.
Dzieje si¢ tak ze wzgledu na wzrost intensywnosci integralnej linii rezonansowej przy
zwigkszaniu st¢zenia odpowiadajacego jej fosfolipidu oraz ze wzgledu na
oddziatywania molekularne migdzy poszczegdlnymi fosfolipidami w probce
makroskopowe;j.

Pierwsza i1 druga linia rezonansowa (zar6wno i w ekstraktach z osocza, i
w ekstraktach z komorek jednojadrzastych) zlewaja si¢ ze soba ze wzgledu na mate
stezenie PC1 w stosunku do stgzenia PC2. W celu potwierdzenia takiej interpretacji
potozen w PC2 i PC1 w widmie wykonano eksperymenty *'P NMR, ktore polegaty na
wykonaniu pomiaru probek zawierajacych ekstrakt fosfolipidow z osocza z dodanymi
fosfolipidami PC1 i1 PC2. Analiza otrzymanego w ten sposob widma wykazata
zwigkszenie intensywno$ci pierwszej linii rezonansowej. Intensywno$¢ integralna
trzeciej linii rezonansowej nie uleglta zmianie, co oznacza, Zze sygnat ten nie moze
pochodzi¢ od fosfolipidow: PCl1 lub PC2 i odpowiada najprawdopodobniej
plazmalogenowi fosfatydylocholiny (CPLAS). Nie zostatla ona jednak potwierdzona
eksperymentalnie, a jej polozenie przyjeto na podstawie literatury [57] 1 zalozono,ze jest

to przypuszczalnie 1-alkenyl, 2- acetylofosfatydylocholina.

3.2.6. Metody statystyczne.

Wyniki w tabelach przedstawione sa w postaci $rednich, median i1 odchylen
standardowych.

Nie u wszystkich badanych osob w widmach *'P NMR z ekstraktow komorek
jednojadrzastych i z ekstraktow osocza zaobserwowano linie rezonansowe pochodzace
od poszczegolnych fosfolipidow. Rozktady wigkszosci badanych cech odbiegaty wige
od rozktadow normalnych, dlatego uzyto testow nieparametrycznych.

Poréwnania cech migdzy dwiema réznymi grupami dokonano przy pomocy testu

Manna-Whitneya. Porownania cechy w dwoch roznych srodowiskach (komorki, osocze)
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u tych samych pacjentow dokonano przy pomocy testu Wilcoxona dla par. Wszystkie

hipotezy weryfikowano na poziomie istotnosci p = 0,05.
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4. Wyniki.

Analizie poddano widma *'P NMR fosfolipidow z ekstraktow komodrek
jednojadrzastych i1 ekstraktow osocza u oséb z rozpoznaniem ostrej bialaczki oraz

u 0so0b zdrowych stanowiacych grupg¢ kontrolna.

4.1. Widma *'P NMR fosfolipidéw z ekstraktéw komoérek
jednojadrzastych.

Widmo *'P NMR fosfolipidow z ekstraktu komorek jednojadrzastych osoby zdrowej
przedstawiono na rycinie 32. Sktada si¢ ono z linii rezonansowych pochodzacych od
nastgpujacych fosfolipidow: PC, CPLAS, LPC, SM, PI+PE, PS, CL (Ryc.32).

PC

PI-PE SM

Ryc. 32. Widmo *'P NMR z ekstraktu komorek jednojadrzastych osoby zdrowej (od
strony prawej linie rezonansowe pochodzace od: PC, CPLAS, LPC, SM, PI+PE, PS,
CL).

Widmo *'P NMR uzyskane z ekstraktu komorek blastycznych osoby v4

rozpoznaniem ostrej biataczki przedstawiono na rycinie 33 i 34.
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Ryc. 33. Widmo *'P NMR fosfolipidéw z ekstraktu komorek blastycznych osoby  z
rozpoznaniem ostrej biataczki (od strony prawej linie rezonansowe pochodzace od: PC,

CPLAS, SM, PI+PE).

PHPE M

13 L 09 07 05 03 0.1 o €03

Ryc. 34. Widmo 31P NMR fosfolipidow z ekstraktu komoérek blastycznych osoby z
rozpoznaniem ostrej biataczki (od strony prawej linie rezonansowe pochodzace od: PC,

CPLAS, SM, PI+PE).

Widma te roznia si¢ migdzy soba intensywno$cia integralna linii rezonansowej

pochodzacej od CPLAS.
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Pola powierzchni sygnatow rezonansowych pochodzacych od poszczegdlnych
fosfolipidow przeliczano na stezenia wedlug wzoru podanego w metodach, a nastepnie
porownywano uzyskane wyniki migdzy poszczeg6lnymi grupami badanych

Wyniki przedstawiono w tabeli 8.

4.1.1. Sfingomielina.

U wszystkich chorych wykazanono statystycznie istotne (p<0,01) obnizenie st¢zenia
SM w ekstraktach komorek jednojadrzastych w poroéwnaniu z grupa kontrolng
(odpowiednio 0,089 mol/litr(107, 0,136 mol/litr10~). W grupie pacjentow reagujacych
na leczenie warto$¢ stezenia SM wynosita 0,086 mol/litr10°, a w grupie nie
reagujacych 0,090 mol/litr0~. Warto$ci te byly istotnie r6zne od warto$ci typowych
dla os6b zdrowych (p<0,01 zarowno dla grupy reagujacych jak i1 nie reagujacych).

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic migdzy stgzeniem SM w ekstraktach
komorek jednojadrzastych u chorych reagujacych i nie reagujacych na leczenie.

Wyniki przedstawiono w tabeli 8 1 rycinach 35 1 36.

SM

0,14

0,12

0,1

0,08
C 10E-3 [mol/litr]
0,06

0,047

NN NN

0,02

Ryc. 35. Srednie stgzenia SM w ekstraktach z komorek jednojadrzastych: w grupie
kontrolnej (z) 1 u pacjentdéw z rozpoznaniem ostrej biataczki: ogdétem (o), reagujacych (r

) oraz nie reagujacych (n) na leczenie.
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Ryc. 36. Stgzenia SM w ekstraktach komoérek jednojadrzastych u poszczegdlnych
osob: w grupie kontrolnej (z) 1 u pacjentow z rozpoznaniem ostrej biataczki:
reagujacych (r) oraz nie reagujacych (n) na leczenie, uszeregowane wedtug wartosci

wzrastajacej w danej grupie badanych.

Mimo, Ze $rednie stgzenia SM w grupach pacjentow z rozpoznaniem ostrej biataczki
byly nizsze niz u 0s6b zdrowych, zaobserwowano pojedynczych pacjentéw, u ktorych
wartosci te byly wysokie. Na przyktad wsrdd osob nie reagujacych na chemioterapie,
najwyzsze st¢zenie SM (wyzsze niz obserwowane u 0sob zdrowych) miata 46-letnia
chora z ostra biataczka dwufenotypowa mielo- 1 limfoblastyczna (ryc. 36), u ktorej w
momencie pobrania materialu do badania wystepowato rozsiane krzepnigcie
wewnatrznaczyniowe (DIC). Dwa dni po rozpoznaniu choroby podstawowej pacjentka
ta zmarta wéroéd objawow DIC.

Wsrdd czterech pozostatych osob w grupie nie reagujacych z wyzszym od $redniej
stgzeniem SM trzy osoby miaty rozpoznanie ostrej biataczki mielomonocytowej MLA
M., a jedna erytroleukemig (MLA Mp).

W  grupie oso6b dobrze reagujacych na leczenie najwyzsze st¢zenie SM

zaobserwowano u pacjenta rowniez z rozpoznaniem ostrej biataczki M.
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Tabela. 8. Stezenia poszczegolnych fosfolipidow w ekstraktach komorek jednojadrzastych (60107 komorek/ml) wyrazone w mol/litr 10~ w grupie kontrolnej (z) i w grupach

pacjentéw z rozpoznaniem ostrej biataczki: ogoétem (o), reagujacej (r) i nie reagujacej (n) na leczenie.

ZDROWI (z) OSTRA BIALACZKA
Poziom istotnosci
Parametr n=9
OGOLEM (o) REAGUJACY (1) NIE REAGUJACY (n)
n=41 n=14 n=27

} mediana  SD } mediana = SD } mediana SD } mediana SD z:0 Z:T z:n r:n
CL 0,005 0,000 0,011 0,005 0,000 0,018 0,005 0,000 0,018 0,006 0,000 0,018 NS NS NS NS
PS 0,032 0,000 0,048 0,020 0,000 0,040 0,010 0,000 0,027 0,026 0,000 0,045 NS NS NS NS
PI+PE 0,282 0,301 0,088 0,262 0,246 0,132 0,298 0,284 0,136 0,243 0,237 0,129 NS NS NS NS
SM 0,136 0,120 0,035 0,089 0,086 0,041 0,086 0,087 0,040 0,091 0,086 0,042 <0,01 @ <0,01 <0,01 NS
LPC 0,004 0,000 0,011 0,001 0,000 = 0,004 @ 0,001 0,000 0,005 0,001 0,000 0,003 NS NS NS NS
CPLAS 0,033 0,028 | 0,043 0,067 0,052 0,054 0,069 0,069 0,048 0,065 0,044 0,057 <0,05 0,07 0,06 NS
PC 0,374 0,330 0,096 0,372 0,347 @ 0,153 @ 0,393 0,336 0,172 0,361 0,347 0,144 NS NS NS NS



4.1.2. Plazmalogen fosfatydylocholiny.

Otrzymane wyniki miaty duze odchylenia standardowe zaréwno w grupie o0sob
zdrowych jak 1 0s6b z rozpoznaniem ostrej biataczki.

U wszystkich chorych zaobserwowano statystycznie istotne (p<0,05) wyzsze
stezenie CPLAS w ekstraktach z komorek jednojadrzastych w poréwnaniu z grupa
kontrolna (odpowiednio - 0,067 mol/litr(10* mol/litr i 0,033 mol/litr0~¥). W grupie
pacjentow dobrze reagujacych na leczenie warto$¢ stezenia CPLAS wynosita 0,069
mol/litr[10, a w grupie nie reagujacych 0,065 mol/litr[10~. Wartosci te w
poszczegolnych grupach chorych byly prawie istotnie r6zne od wartosci typowych dla
0s6b zdrowych (p = 0,07 dla grupy reagujacych i p = 0,06 dla grupy nie reagujacych).

Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic migdzy st¢zeniem CPLAS w
ekstraktach komorek blastycznych u chorych reagujacych i nie reagujacych na leczenie.

Wyniki przedstawiono w tabeli 8 1 na rycinach 37 1 38.

CPLAS

0,077

0,06

0,057

0,04
C 10E-3 [mol/litr]

0,037

0,02

0,017

0

Ryc. 37. Srednie stezenia CPLAS w ekstraktach komorek jednojadrzastych: w
grupie kontrolnej (z) i u pacjentOw z rozpoznaniem ostrej biataczki: ogodtem (o),

reagujacych (r) oraz nie reagujacych (n) na leczenie.
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CPLAS
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C 10E-3 [mol/litr] 0,1
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Ryc. 38. Ste: “ L CPLAS ' w ekstraktach koi = k jednojadrzastych
poszczegbdlnych oséb: w grupie kontrolnej (z) 1 u pacjentéw z rozpoznaniem ostrej
biataczki: reagujacych (r) 1 nie reagujacych (n) na leczenie, uszeregowane wedtug

wartosci wzrastajacej w danej grupie badanych.

Najwyzsze stezenia CPLAS w grupie nie reagujacych miaty trzy osoby z
rozpoznaniem MLA M, (jedna ze wspolistniejacym nawracajacym brodawczakiem
pecherza moczowego) oraz jedna z ostra biataczka LLA typu common, ktora zmarta w
miesiac po rozpoznaniu choroby wséréd objawéw krwawienia i prawdopodobnie zmian

naciekowych w centralnym uktadzie nerwowym.
4.1.3 Fosfatydylocholina.

U chorych $rednie stezenie PC w ekstraktach komorek jednojadrzastych wynosito
0,372 mol/litrl0~, a w grupie kontrolnej odpowiednio 0,374 mol/litr(10~. Nie
stwierdzono zatem istotnych statystycznie réznic w stezeniu PC migdzy grupa osob
chorych i zdrowych.

W grupie pacjentow reagujacych na leczenie warto$¢ stezenia PC wynosita 0,393
mol/litr[10~, a w grupie nie reagujacych 0,361 mol/litr(0~. Wartosci te nie byty istotnie
roézne od wartosci typowych dla osob zdrowych (zardwno dla grupy reagujacych, jak 1

nie reagujacych).
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Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic migdzy stezeniem PC w ekstraktach
komorek jednojadrzastych u chorych reagujacych i nie reagujacych na leczenie.
Wyniki przedstawiono w tabeli 8 1 na rycinach 39 1 40.

PC

C 10E-3 [mol/litr] 0,37

Ryc. 39. Srednie stgzenia PC w ekstraktach komoérek jednojadrzastych: w grupie
kontrolnej (z) 1 u pacjentdéw z rozpoznaniem ostrej biataczki: ogdtem (o), reagujacych

(r) oraz nie reagujacych (n) na leczenie.

PC

Ryc. 40. Stezenia PC w ekstraktach komoérek jednojadrzastych u poszczegoélnych
osOb: w grupie kontrolnej (z) i u pacjentow z rozpoznaniem ostrej biataczki:
reagujacych (r) 1 nie reagujacych (n) na leczenie, uszeregowane wedtug wartosci

wzrastajacej w danej grupie badanych.
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Najwyzsze stezenie PC sposroéd wszyskich badanych miata pacjentka z
rozpoznaniem ostrej biataczki limfoblastycznej typu common, nalezaca do grupy

opornych na leczenie.

4.1.4. Fosfatydyloinozytol i fosfatydyloetanolamina.

Nie wykazano istotnych statystycznie roznic migdzy $rednim st¢zeniem PI + PE w
ekstraktach komorek jednojadrzastych oséb chorych i zdrowych (odpowiednio - 0,262
mol/litr(10~ i 0,282 mol/litr107).

W grupie pacjentéw reagujacych na leczenie warto$¢ stgzenia PI+PE wynosila
0,298 mol/litr[07?, a w grupie nie reagujacych 0,243 mol/litr(10~*. Warto$ci te nie byly
istotnie rézne od wartosci typowych dla o0sob zdrowych (zaréwno dla grupy
reagujacych, jak i nie reagujacych).

Nie stwierdzono statystycznie istotnych rdznic migdzy st¢zeniem PI+PE w
ekstraktach komorek blastycznych u chorych reagujacych i nie reagujacych na leczenie.

Wyniki przedstawiono w tabeli 8 i na rycinach 41 1 42.

PI+PE

0,37

0,27

C 10E-3 [mol/litr] 0,15

0,17

0,057

Ryc. 41. Srednie stgzenia PI+PE w ekstraktach komorek jednojadrzastych: w grupie
kontrolnej (z) 1 u pacjentdéw z rozpoznaniem ostrej biataczki: ogdtem (o), reagujacych

(r) oraz nie reagujacych (n) na leczenie.
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Ryc. 42. Stgzenia PI+PE w ekstraktach komorek jednojadrzastych u poszczegdlnych
osOb w grupach: kontrolnej (z) 1 u pacjentdw z rozpoznaniem ostrej bialaczki:
reagujacej (r) oraz nie reagujacej (n) na leczenie, uszeregowane wedlug warto$ci

wzrastajacej w danej grupie badanych.

Wisréd oséb nie reagujacych na chemioterapi¢ najwyzsze stezenie PI+PE mialy dwie
osoby z MLA M.,. Jedna z nich - ze wspotistniejacym nawracajacym brodawczakiem

pecherza moczowego, miata rowniez wysokie st¢zenie CPLAS.

4.1.5. Lizofosfatydylocholina.

Lini¢ rezonansowa pochodzaca od LPC zaobserwowano w ekstraktach komorek
jednojadrzastych tylko u czterech sposrod wszysktich pigédziesigciu osOb objetych
badaniem (u jednej osoby z grupy kontrolnej oraz u trzech 0séb z rozpoznaniem ostrej
biataczki - u jednej z grupy reagujacych i u dwdch nie reagujacych). Najwyzsza wartos¢
stezenia LPC obserwowano u osoby zdrowe;.

U chorych $rednia warto$¢ stezenia LPC wynosita 0,001 mol/litr(107, a u oséb
zdrowych 0,004 mol/litr10~. Zarowno w grupie pacjentow reagujacych jak i nie
reagujacych na leczenie $rednia warto$¢ tego fosfolipidu wynosita 0,001 mol/litr(107.

Wyniki przedstawiono w tabeli 8. Ze wzgledu na matq liczebno$¢ pacjentéw, u
ktorych obserwowano lini¢ rezonansowa pochodzaca od LPC, nie przedstawiono tego

parametru na rycinach $rednich st¢zen, ani st¢zen w poszczegolnych grupach badanych
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0s0b w ekstraktach komorek jednojadrzastych. Z tego tez powodu nie uwzgledniono

tutaj badania istotnosci statystycznych.

4.1.6. Fosfatydyloseryna.

Lini¢ rezonansowa pochodzaca od PS zaobserwowano tylko u czterech z dziewigciu
0so6b grupy kontrolnej, u dwoch z czternastu grupy reagujacych i u dziesigciu
z dwudziestu siedmiu grupy nie reagujacych na leczenie.

U chorych $rednia warto$¢ stezenia PS wynosita 0,020 mol/ltr(107, a u o0s6b
zdrowych 0,032 mol/litr0~. W grupie pacjentow reagujacych na leczenie $rednia
warto$¢ stezenia PS wynosita 0,01 mol/litr(103, a w grupie nie reagujacych
0,026 mol/litrd07.

Ze wzgledu na to, ze sygnat rezonansowy pochodzacy od PS zaobserwano u
niewielu 0s6b — nie mozna stwierdzi¢ istotnych statystycznie r6znic miedzy grupami
badanych 0sob.

Wyniki przedstawiono w tabeli 8 1 na rycinach 43 1 44.

PS

0,035

0,037

0,025+

0,021
C 10E-3 [mol/litr]

0,015

0,017

0,005

Ryc. 43. Srednie stezenia PS w ekstraktach komorek jednojadrzastych: w grupie:
kontrolnej (z) i u pacjentdéw z rozpoznaniem ostrej biataczki: ogétem (o), reagujacych

(r) 1 nie reagujacych (n) na leczenie.
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PS

0,187

0,16

0,147

0,12 alr

0,17 s
C 10E-3 [mol/litr]

0,087 i

0,067 i

0,04

0,027 ’_Ij HEENEN N
0

Ryc. 44. Stezenia PS w ekstraktach komoérek jednojadrzastych u poszczegolnych osob:
w grupie kontrolnej (z) 1 u pacjentdéw z rozpoznaniem ostrej biataczki: reagujacych (r)
oraz nie reagujacych (n) na leczenie, uszeregowane wedlug warto$ci wzrastajacej

w danej grupie badanych.

Najwyzsze stezenia PS w grupie nie reagujacych na leczenie wystapity u trzech oséb
z rozpoznaniem ostrej biataczki mielomonocytowej Ms. Dwie osoby z tych chorych
mialy wspotistniejacy drugi nowotwor (chory z nawracajacym brodawczakiem pgcherza
moczowego, u ktérego obserwowano réwniez wysokie stezenia CPLAS oraz PI+PE
oraz pacjentka z chloniakiem zto§liwym z komoérek B w okresie RC, u ktorej

stwierdzonono takze wysokie st¢zenie SM).

4.1.7. Kardiolipina.

Lini¢ rezonansowa pochodzaca od CL zaobserwowano tylko u dwodch osob
zdrowych 1 czterech pacjentow (jednego reagujacego i trzech nie reagujacych na
leczenie).

Zaréwno u chorych, jak 1 w grupie kontrolnej $rednia wartos¢ stezenia CL wynosita
0,005 mol/litr(0=. W grupie pacjentow reagujacych na leczenie $rednia warto$¢ tego
fosfolipidu wynosila 0,005 mol/litr10~, a w grupie nie reagujacych 0,006 mol/litr(10~.

Sygnat rezonansowy pochodzacy od CL zaobserwowano u niewielu osob, dlatego

nie mozna stwierdzi¢ istotnych statystycznie réznic migdzy grupami badanych osob.
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Wyniki przedstawiono w tabeli 8.
4.2. Poréwnanie widm *'P NMR fosfolipidéw z ekstraktéw komérek

jednojadrzastych z ekstraktami z osocza.

Analizie poddano widma *'P NMR fosfolipidow uzyskane z ekstraktow komorek
jednojadrzastych i ekstraktow osocza, pobranych od tej samej osoby z tej samej probki

krwi.

4.2.1. Poréwnanie widm *'P NMR fosfolipidow z ekstraktow komorek

jednojadrzastych z ekstraktami z osocza osob z grupy kontrolnej.

W widmach *'P NMR z ekstraktoéw komorek jednojadrzastych u osob zdrowych
uzyskano linie rezonansowe pochodzace od nastepujacych fosfolipidow: PC, CPLAS,
LPC, SM, PI+PE, PS i CL, co przedstawiono na rycinie 45.

W widmach *'P NMR z ekstraktow osocza grupy kontrolnej linie rezonansowe

pochodzity od: PC, CPLAS, PS, LPC, SM, PI+PE, co przedstawiono na rycinie 46.
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PC

PI+PE SM

Ryc. 45. Widmo *'P NMR fosfolipidow z ekstraktow komorek jednojadrzastych
osoby zdrowej (od strony prawej linie rezonansowe pochodzace od: PC, CPLAS,

LPC, SM, PI+PE, PS, CL).

PC
sM
Pt LPc
PE s cPLAS
l.‘! l‘.'l‘ l.‘? l." l," l.ll ":‘l ..'f l.'l‘ ‘.'J ‘.I T '

L aid

Ryc. 46. Widmo *'P NMR fosfolipidéw z ekstraktu osocza osoby zdrowej (od strony
prawej linie rezonansowe pochodzace od: PC, CPLAS, PS, LPC, SM, PI+PE).

W widmach *'P NMR zaréwno z ekstraktow komorek jednojadrzastych jak i
z cekstraktow osocza o0s0b zdrowych zaobserwowa¢ mozna linie rezonansowe
pochodzace od: PC, CPLAS, LPC, SM, PI+PE oraz PS.

CL jest fosfolipidem blon mitochondrialnych, w osoczu nie wystgpuje, dlatego linig

rezonansowa pochodzaca od tego fosfolipidu zaobserwowa¢ mozna tylko w widmach
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3P NMR uzyskanych z ekstraktow komorek jednojadrzastych. Sygnatu rezonansowego
pochodzacego od CL nie obserwowano jednak u wszystkich oséb zdrowych w widmach
z ekstraktow komorek jednojadrzastych.

Widma *'P NMR uzyskane z ekstraktow komorek jednojadrzastych roznia sie od
widm z ekstraktow osocza polozeniem PS. PS w ekstraktach komorek jednojadrzastych
wystgpuje migdzy PI+PE a CL (typowe przesunigcie chemiczne - 1,208 ppm), a w
ekstraktach osocza migdzy CPLAS a LPC (typowe przesunig¢cie chemiczne - 0,659
ppm). Sygnat rezonansowy pochodzacy od PS zaobserwowano u niewielu 0sob z grupy
kontrolnej w ekstraktach z komoérek jednojadrzastych i1 u jednej osoby w ekstraktach z
0socza.

Widma *'P NMR z ekstraktow komorek jednojadrzastych roznig si¢ od widm z
ekstraktow osocza odwrotnym stosunkiem SM/PI+PE.

W badanych widmach sygnat rezonansowy pochodzacy od LPC obserwowano ~ w
ekstraktach osocza u wszystkich oséb grupy kontrolnej, ale u tylko jednej z tych osob
lini¢ rezonansowa pochodzaca od LPC zaobserwowano w ekstraktach komorek

jednojadrzastych.

4.2.2. Poréwnanie widm *'P NMR fosfolipidow z ekstraktow komorek

jednojadrzastych z ekstraktami osocza 0so0b z rozpoznaniem ostrej bialaczki.

W widmach *'P NMR z ekstraktow komorek blastycznych osob z rozpoznaniem
ostrej bialaczki obserwowano linie rezonansowe pochodzace od nastgpujacych
fosfolipidow: PC, CPLAS, SM, PI+PE, CL, co przedstawiono na rycinach 47.
A148.A.

W widmach *'P NMR z ekstraktow osocza osOb z rozpoznaniem ostrej biataczki
linie rezonansowe pochodzity od: PC, CPLAS, LPC, SM, PI+PE, co przedstawiono na
rycinie 47. B 1 48. B.
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PC

PI+PE CPLAS

Ryc. 47. A. Widmo *'P NMR fosfolipidow z ekstraktu komorek jednojadrzastych
osoby z rozpoznaniem ostrej biataczki (od strony prawej linie rezonansowe pochodzace

od: PC, CPLAS, SM, PI+PE, CL).

PC
|
\

SM !.

W i

PI :P]?‘ LPC CPLAS \

HML«/ N L N _
Ryc. 47. B. Widmo *'P NMR fosfolipidow z ekstraktu osocza osoby z

rozpoznaniem ostrej biataczki. Widmo pochodzi od tego samego chorego, co widmo z
ekstraktu komorek blastycznych przedstawione na rycinie 52. A (z jednej probki krwi).
Od strony prawej linie rezonansowe pochodzace od: PC, CPLAS, LPC, SM, PI+PE.
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Ryc. 48. A. Widmo *' P NMR fosfolipidow z ekstraktu komorek jednojadrzastych

osoby z rozpoznaniem ostrej biataczki (od strony prawej linie rezonansowe pochodzace
od: PC, CPLAS, SM, PI+PE).

Ryc. 48. B. Widmo *'P NMR fosfolipidow z ekstraktu osocza osoby z
rozpoznaniem ostrej biataczki. Widmo pochodzi od tego samego chorego, co widmo z
estraktu komorek blastycznych przedstawione na rycinie 53. A (z jednej probki krwi).
Od strony prawej linie rezonansowe pochodzace od: PC, CPLAS, SM, PI+PE.

W widmach *'P NMR zaréwno z ekstraktow komorek jednojadrzastych jak 1
z ekstraktow osocza 0s0b z rozpoznaniem ostrej bialaczki zaobserwowaé¢ mozna linie
rezonansowe pochodzace od: PC, CPLAS, SM, PI+PE.

CL jest fosfolipidem bton mitochondrialnych. Obserwowano go tylko u jednego
chorego w widmach z ekstraktow komorek blastycznych, w osoczu nie wystgpowat.

PS zaobserwowano tylko u dwoch oso6b chorych w widmach z ekstraktu komorek

blastycznych. W widmach z ekstraktu osocza chorych nie zaobserwowano sygnatu

rezonansowego pochodzacego od PS.
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Nie zaobserwowano linii rezonansowej pochodzacej od LPC ani u jednej osoby
z rozpoznaniem ostrej biataczki w ekstraktach komorek jednojadrzastych.

W ekstraktach z osocza sygnat rezonansowy pochodzacy od LPC stwierdzono u
osmiu sposrod dwunastu badanych chorych.

W widmach z ekstraktéw komorek jednojadrzastych osob chorych réwniez

zauwazalny jest odwrotny stosunek SM/PI+PE w poréwnaniu z widmami z ekstraktow

0socza.
Z piecdziesigciu osob objetych badaniem wybrano osiem 0s6b zdrowych 1
dwanascie chorych, u ktérych $rednie stezenia poszczegolnych fosfolipidow W

ekstraktach z komorek jednojadrzastych przedstawiono w tabeli 9, a w ekstraktach  z
osocza — w tabeli 10.

Wyniki uzyskane z ekstraktow komorek jednojadrzastych w tej grupie badanych
0sOb potwierdzily wyniki otrzymane w pigédziesigcioosobowej grupie badanych, ktore
zostaly omowione w poprzednim rozdziale (4.2.).

Natomiast wyniki uzyskane z ekstraktow osocza przedstawiono w tabeli 10.

U wszystkich oso6b z rozpoznaniem ostrej biataczki wykazano statystycznie istotne
(p<0,001) obnizenie st¢zenia SM w pordéwnaniu z grupa kontrolna (odpowiednio -
0,485 mol/litr[10~ i 1,019 mol/1tr(10~). Nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic w
stezeniach CPLAS migdzy osobami z rozpoznaniem ostrej biataczki a osobami
zdrowymi. U wszystkich chorych wykazano statystycznie istotne (p<0,01) obnizenie
stezenia LPC w pordwnaniu z grupa kontrolna (odpowiednio - 0, 092 mol/litr(07
i 0,336 mol/litr(107). U o0s6b chorych wykazano statystycznie istotne (p = 0,01)
zmniejszone stezenie PC w poréwnaniu do grupy kontrolnej (odpowiednio - 3,209
mol/litr[10 i 4,474107). Linie rezonansowa pochodzaca od PS stwierdzono tylko u
jednej osoby zdrowej, dlatego nie uwzgledniono tego parametru w tabeli. Nie
stwierdzono obecnosci sygnatu rezonansowego pochodzacego od CL w ekstraktach  z
osocza zard6wno u osOb z rozpoznaniem ostrej biataczki jak i u oséb zdrowych, co

réwniez byto powodem pominigcia tego parametru w tabeli.
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Tab. 9. Srednie stezenia fosfolipidow z ekstraktow komorek jednojadrzastych (60107
komoérek/ml) otrzymanych od os6b zdrowych i pacjentow z rozpoznaniem ostrej

biataczki, wyrazone w mol/litr(10~.

EKSTRAKTY Z KOMOREK JEDNOJADRZASTYCH

Fosfolipidy Poziom
ZDROWI (A) OSTRA BIALACZKA (B)
z ekstraktow istotno$ci
n=8 n=12
komorek p
Jednojadrzastych X mediana SD X mediana SD A:B
(parametr)
PI+PE 0,277 0,300 0,093 0,232 0,242 0,139 NS
SM 0,130 0,114 0,032 0,082 0,081 0,036 <0,01
LPC 0,004 0,000 0,012 0,000 0,000 0,000 NS
CPLAS 0,037 0,032 0,044 0,087 0,087 0,060 <0,05
PC 0,363 0,317 0,095 0,311 0,311 0,116 NS

Tab. 10. Srednie stezenia fosfolipidow z ekstraktow osocza otrzymanych od tych
samych 0sob zdrowych i tych samych pacjentdéw z rozpoznaniem ostrej biataczki,

wyrazone w mol/litr(1073,

EKSTRAKTY Z OSOCZA
.. Poziom
Fospfolipidy ZDROWI (A) OSTRA BIALACZKA (B) , o
z ekstraktow n=8 n=12 stotnosct
osocza P
% A:B
(parametr) X mediana SD X mediana SD
PI+PE 0,277 0,090 0,195 0,112 0,049 0,130 <0,05
SM 1,019 0,646 0,277 0,485 0,483 0,205 <0,001
LPC 0,336 0,095 0,206 0,092 0,086 0,085 <0,01
CPLAS 0,155 0,300 0,135 0,113 0,149 0,092 NS
PC 4,474 2,268 1,936 3,209 2,046 4,373 0,01
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Nastgpnie poroéwnano otrzymane Srednie wartoSci stgzen poszczegdlnych
fosfolipidow w ekstraktach z komoérek jednojadrzastych ze stezeniami w ekstraktach
z osocza pochodzacymi od tych samych os6b z jednej probki krwi i przedstawiono je

w tabeli 11 1 12 oraz na rycinach 49 i 50.

Tab. 11. Porownanie S$rednich stgzen fosfolipidow z ekstraktow komorek
jednojadrzastych (6107 komoérek/ml) i ekstraktow z osocza otrzymanych od o0sob

zdrowych z jednej probki krwi (wartosci wyrazono w mol/litr(107).

ZDROWI
(n=8) Poziom
Parametr KOMORKI (A) OSOCZE (B) istotnosci
P
X SD X SD A:B
PI+PE 0,277 0,093 0,277 0,195 NS

SM 0,130 0,032 1,019 0,277 <0,05
LPC 0,004 0,012 0,336 0,012 <0,05
CPLAS 0,037 0,044 0,155 0,135 <0,05
PC 0,363 0,095 4,474 1,936 <0,05

Tab. 12. Poréwnanie $rednich stgzen fosfolipidow z ekstraktow komorek

jednojadrzastych (600107 komdrek/ml) i ekstraktow z osocza otrzymanych od pacjentéw

z rozpoznaniem ostrej biataczki z tej samej probki krwi (warto$ci wyrazono

w mol/litr[107).

OSTRA BIALACZKA
) (n=12) Poziom
Parametr KOMORKI (A) OSOCZE (B) istotnosci
- . p
PI+PE 0,233 0,139 0,113 0,130 <0,05
SM 0,082 0,036 0,485 0,205 <0,01
LPC 0,000 0,000 0,092 0,085 <0,05
CPLAS 0,087 0,061 0,113 0,092 NS
PC 0,311 0,116 3,209 4,373 <0,01
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Ryc. 49. Poréwnanie S$rednich stezen fosfolipidow w ekstraktach z komorek

jednojadrzastych ze stezeniami w ekstraktach z osocza otrzymanymi od 0s6b zdrowych

z jednej probki krwi.

4,5

3,57

2,5
C 10E-3 [mol/litr]

PI+PE
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LPC
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PC

[0 komorki
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Ryc. 50. Poréwnanie S$rednich stgzen fosfolipidow w ekstraktach z komorek

jednojadrzastych ze stgzeniami w ekstraktach z osocza otrzymanymi od o0sob

z rozpoznaniem ostrej biataczki z jednej probki krwi.
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4.2.3. Sfingomielina.

U wszystkich osob z grupy kontrolnej wykazano statystystycznie istotne (p<0,05)

nizsze stezenie SM w ekstraktach z komorek jednojadrzastych w poroéwnaniu ze
stezeniem SM w ekstraktach osocza (odpowiednio - 0,130 mol/litr10* i 1,019

mol/litr[107?).
Wyniki przedstawiono w tabeli 11 oraz na rycinie 49 1 51.

SM

C 10E-3 [mol/litr] 0,8 E komérki

Mosocze

0,67

0,4

0,27

o+

Ryc. 51. Poréwnanie stgzeh SM w ekstraktach z komorek jednojadrzastych ze

stezeniami w ekstraktach z osocza u poszczego6lnych oséb zdrowych.

U wszystkich osOb z rozpoznaniem ostrej bialaczki (podobnie jak w grupie
kontrolnej) wykazano statystycznie istotne (p<0,01) nizsze st¢zenie SM w ekstraktach z
komorek jednojadrzastych w poréwnaniu ze stezeniem SM w ekstraktach z osocza
(odpowiednio - 0,082 mol/litr(10~ i 0,485 mol/litr(107).

Wyniki przedstawiono w tabeli 12 oraz na rycinie 50 1 52.
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0,4
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Ryc.52. Poréwnanie stgzen SM w ekstraktach z komorek jednojadrzastych ze
stezeniami w ekstraktach z osocza u poszczegodlnych pacjentdéw z rozpoznaniem ostrej

biataczki.

4.2.4. Plazmalogen fosfatydylocholiny.

U prawie wszystkich osob zdrowych wykazano statystycznie istotne (p<0,05) nizsze

stezenie CPLAS w ekstraktach z komorek jednojadrzastych w porownaniu ze stgzeniem

CPLAS w ekstraktach z osocza (odpowiednio - 0,037 mol/litr[10~ i 0,155 mol/litr[107).

Wyniki przedstawiono w tabeli 11 oraz na rycinie 49 1 53.
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Ryc. 53. Porownanie stezen CPLAS w ekstraktach z komorek jednojadrzastych ze

stezeniami w ekstraktach z osocza u poszczeg6dlnych osob zdrowych.

U pacjentdw z rozpoznaniem ostrej biataczki nie stwierdzono statystycznie istotnych

roznic w stgzeniach CPLAS migdzy ekstraktami z komorek jednojadrzastych a

ekstraktami z osocza.

Wyniki przedstawiono w tabeli 12 oraz na rycinie 50 1 54.

0,47

0,357

0,37

0,257

C 10E-3 [mol/litr] 0,2

0,157

CPLAS

@ komérki

Mosocze

Ryc. 54. Poréwnanie stgzen CPLAS w ekstraktach z komorek jednojadrzastych ze

stezeniami w ekstraktach z osocza u poszczegolnych pacjentow z rozpoznaniem ostrej

biataczki.

4.2.5. Lizofosfatydylocholina.
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Linie rezonansowa pochodzaca od LPC zaobserwowano w widmach *'P NMR
z ekstraktéw komoérek jednojadrzastych tylko u jednej osoby zdrowej. Natomiast
w ekstraktach z osocza w badanej grupie kontrolnej u wszystkich osob zaobserwowano
sygnal rezonansowy pochodzacy od LPC.

U wszystkich oséb zdrowych wykazano statystycznie istotne (p<0,05) nizsze Srednie
stezenie LPC w ekstraktach z komorek jednojadrzastych w pordwnaniu ze stg¢zeniem
LPC w ekstraktach z osocza (odpowiednio - 0,004 mol/litr0~ i 0,336 mol/litr(107).

Wyniki przedstawiono w tabeli 11 oraz na rycinie 49 1 55.

LPC

0,77

0,67

0,57

0,47

C 10E-3 [mol/litr] @ komérki

0,37

Mosocze

0,27

0,17

0+

Ryc. 55. Poréwnanie stgzen LPC w ekstraktach z komoérek jednojadrzastych ze

stezeniami w ekstraktach z osocza u poszczeg6dlnych osob zdrowych.

W widmach *'P NMR z ekstraktow komorek blastycznych pacjentow z
rozpoznaniem ostrej biataczki nie stwierdzono ani u jednej osoby linii rezonansowe;]
pochodzacej od LPC. U grupy oséb chorych wykazano zatem statystycznie istotne

(p<0,05) nizsze stezenie LPC w ekstraktach z komorek jednojadrzastych w pordwnaniu
ze stezeniem tego fosfolipidu w ekstraktach z osocza (odpowiednio - 0,000 mol/litr[10

i 0,092 mol/litr0*). Wyniki przedstawiono w tabeli 12 oraz na rycinie 50 i 56.
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Ryc.56. Porownanie stezen LPC w ekstraktach z komorek jednojadrzastych ze
stezeniami w ekstraktach z osocza u poszczegodlnych pacjentdéw z rozpoznaniem ostrej
biataczki.

4.2.6. Fosfatydylocholina.

U wszystkich 0s6b z grupy kontrolnej wykazano statystycznie istotne (p<0,05)

nizsze stgzenie PC w ekstraktach z komorek jednojadrzastych w poréwnaniu ze
stezeniem tego fosfolipidu w ekstraktach z osocza (odpowiednio - 0,363 mol/litr[10~

i 4,474 mol/litr[107).

Wyniki przedstawiono w tabeli 11 oraz na rycinie 49 1 57.
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Ryc. 57. Porownanie stgzen PC w ekstraktach z komoérek jednojadrzastych ze

stezeniami w ekstraktach z osocza u poszczeg6dlnych osob zdrowych.

U wszystkich oséb z rozpoznaniem ostrej biataczki (analogicznie jak w grupie
kontrolnej) wykazano statystycznie istotne (p<<0,01) nizsze st¢zenie PC w ekstraktach z
komorek jednojadrzastych w pordwnaniu ze stezeniem PC w ekstraktach z osocza
(odpowiednio - 0,311 mol/litr0~ i 3,209 mol/litr(107).

Wyniki przedstawiono w tabeli 12 oraz na rycinie 50 1 58.
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PC

C 10E-3 [mol/litr] Ekomorki
87 Mosocza

Ryc. 58. Porownanie stgzen PC w ekstraktach z komodrek jednojadrzastych ze
stgzeniami w ekstraktach z osocza u poszczegolnych pacjentow z rozpoznanim ostrej

biataczki.

U jednej osoby chorej zaobserwowano odbiegajaco wyokie st¢zenie PC w

ekstrakcie z osocza (Ryc. 58 —nr 1). Miata ona rozpoznang MLA M.

4.2.7. Fosfatydyloinozytol i fosfatydyloetanolamina.

Nie stwierdzono istotnych statystycznie rdéznic w stezeniu PI+PE migdzy
ekstraktami z komorek jednojadrzastych a ekstraktami z osocza u osdb zdrowych
(warto$ci $rednich stgzen tych fosfolipidow w obu $rodowiskach — w komorkach
i w osoczu byly jednakowe i wynosity 0,277 mol/litr(107).

Wyniki przedstawiono w tabeli 11 1 na rycinie 49 1 59.
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PI+PE

0,87

0,77

0,67

0,57

C 10E-3 [mol/litr] 0,4 @ komérki
Mosocze

0,37

0,27

0,17

0

Ryc. 59. Porownanie stgzen PI+PE w ekstraktach z komorek jednojadrzastych ze

stezeniami w ekstraktach z osocza u poszczeg6dlnych osob zdrowych.

U oséb z rozpoznaniem ostrej biataczki wykazano statystycznie istotne (p<0,05)

wyzsze stezenie PI+PE w ekstraktach z komorek jednojadrzastych w poréwnaniu ze
stezeniem PI+PE w ekstraktach z osocza (odpowiednio - 0,233 mol/litr(10~ i 0,113
mol/litr[107?).

Wyniki przedstawiono w tabeli 12 oraz na rycinie 50 1 60.
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PI+PE

0,7

0,67

0,57

0,47

C 10E-3 [mol/litr] @ komorki

0,31 W osocze

0,27

0,17

0

Ryc. 60. Porownanie st¢zen PI+PE w ekstraktach z komorek jednojadrzastych ze
stezeniami w ekstraktach z osocza u poszczego6lnych pacjentéw z rozpoznaniem ostrej
biataczki.

4.2.8.Fosfatydyloseryna.

W widmach *'P NMR z ekstraktoéw komorek jednojadrzastych lini¢ rezonansowa
pochodzaca od PS zaobserwowano u trzech oséb zdrowych 1 dwdch chorych.

W widmach *'P NMR z ekstraktéw osocza stwierdzono obecnos$¢ PS tylko u jednej
osoby zdrowej. Wyniki przedstawiono na rycinach 61 1 62.

Ze wzgledu na tak sporadycznie zaobserwowany sygnat rezonansowy pochodzacy
od PS w widmach, nie wykazano istotnych statystycznie roznic w stgzeniach tego
fosfolipidu migdzy badanymi grupami os6b w dwoch réznych srodowiskach (komorki,
0s0cze).

Nalezy zwoci¢ uwage, ze w widmach *'P NMR sygnat rezonansowy pochodzacy od
PS zar6wno w ekstraktach z komorek jednojadrzastych, jak 1 w ekstraktach z osocza jest
maty, dlatego trudno go dobrze zinterpretowac i odr6ézni¢ od szumow wystepujacych w

widmie.
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0,147

0,127

0,17

0,087

C 10E-3 [mol/litr]

0,067

0,04

0,027

0

PS

@ komoérki

Mosocze

Ryc. 61. Porownanie stezen PS w ekstraktach z komoérek jednojadrzastych ze st¢zeniami

w ekstraktach z osocza u poszczegodlnych osob zdrowych.

0,14

0,12

0,17

0,08

C 10E-3 [mol/litr]

0,06

0,04

0,02

0

PS

Ekomérki

Wosocze

Ryc. 62. Porownanie stezen PS w ekstraktach z komorek jednojadrzastych ze stezeniami

w ekstraktach z osocza u poszczegolnych pacjentéw z rozpoznaniem ostrej biataczki.

4.2.9. Kardiolipina.

Kardiolipina nie wystgpuje w osoczu. Jest to fosfolipid wystgpujacy w btonach

mitochondrialnych. Dlatego nie uwzgledniono CL przy poréwnywaniu stgzen

fosfolipidow w ekstraktach z komorek jednojadrzastych i w osoczu.
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5. Dyskusja.

W literaturze istnieje niewiele publikacji dotyczacych analizy linii rezonansowych
pochodzacych od fosfolipidow w widmach *'P NMR z materiatu pobranego od osob  z
nowotworami hematologicznymi.

W badaniach na surowicach pacjentéw z rozpoznaniem ostrej biataczki, chioniaka
zto$liwego i szpiczaka mnogiego w widmach *'P NMR stwierdzono obecnos¢ trzech
linii rezonansowych pochodzacych od: PC, LPC i PE+SM [42-46]. Natomiast w osoczu
pacjentdbw z rozpoznaniem raka nerki i raka tarczycy uzyskano dodatkowo sygnat
rezonansowy pochodzacy od PI oraz wyrozniono dwie linie rezonansowe pochodzace
od LPC: LPCI 1 LPC2 (odpowiednio 1-acyl i1 2-acyllizofosfatydylocholiny) [70, 82].
Wykazano réwniez zmiany w intensywno$ciach integralnych linii rezonasowych
1 stezeniach poszczegolnych fosfolipidow w surowicy badz osoczu o0séb
z rozpoznaniem nowotworu hematologicznego, raka nerki, czy tarczycy w pordwnaniu
do 0s6b zdrowych. Zmiany te obserwowano w momencie rozpoznania nowotworu, W
trakcie 1 po zakonczeniu leczenia. Stwierdzono ponadto zalezno§¢ migdzy stopniem
zaawansowania choroby nowotworowej a obserwowanymi st¢zeniami fosfolipidow. Na
podstawie analizy widm *'P NMR wykazano tez, ze na poziom fosfolipidow w osoczu
0s0b z guzem tarczycy ma wplyw aktualny poziom hormonéw, a w przypadku guza
nerki odnosnie st¢zenia PC prawdopodobnie 1 pte¢ [42-46, 70, 82].

W widmach *' P NMR z ekstraktow tkanek ludzkich obserwuje si¢ linie
rezonansowe pochodzace od nastepujacych fosfolipidow: PC, CPLAS, SM, PI, PE,
EPLAS, PS i CL, a takze w bardzo matych ilosciach od LPC, PA oraz PG
(fosfatydyloglicerolu). Tkanki zmienione nowotworowo rdéznig si¢ od tkanek
prawidlowych intensywno$ciami integralnymi 1 st¢zeniami  poszczeg6lnych
fosfolipidow. Stegzenia poszczegolnych fosfolipidow zaro6wno w roznych rodzajach
tkanek prawidlowych jak 1 w roéznych rodzajach guzéw nowotworowych rdznia sig
miedzy soba [57-62]. Analiza widm fosforowych *'P NMR fosfolipidow z ekstraktéw
osocza ludzkiej krwi (ekstrakcja metoda Folcha) [10] oraz obserwacje takich ekstraktow
w widmach *'P NMR u o0s6b z chorobami rozrostowymi krwi [88], pozwolily na
stwierdzenie w nich o$miu linii rezonansowych pochodzacych od: PC1, PC2, CPLAS,
PS, LPC, SM, PE i PI. Mozna tez bylo oceni¢ zmiany st¢zen poszczegdlnych

fosfolipidow podczas choroby.
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Ze wzgledu na fakt, ze widma fosforowe uzyskane z ekstraktow fosfolipidow z
osocza, komorek lub tkanek daja mozliwo$¢ analizy zmian zachodzacych w
metabolizmie lipidowym, podjgto probe identyfikacji i obserwacji zmian uzyskanych
linii rezonansowych pochodzacych od fosfolipidow z ekstraktow komorek
jednojadrzastych.

W widmie *'P NMR fosfolipidow z ekstraktu komorek jednojadrzastych osoby
zdrowej zaobserwowano linie rezonansowe pochodzace od nastepujacych fosfolipidow:
PC, CPLAS, SM, PI+PE. Stwierdzono, ze widma pacjentéw wykonane w momencie
rozpoznania ostrej bialaczki roznia si¢ od widm osob zdrowych intensywnoscia
integralng linii rezonansowej pochodzacej od SM, a takze u wigkszosci o0sob
intensywnoscia integralng sygnalu rezonansowego pochodzacego od CPLAS.

Zaréwno u 0s6b zdrowych jak i chorych w widmach *'P NMR z ekstraktu komorek
jednojadrzastych linie rezonansowe pochodzace od LPC, PS i CL obserwowano
w pojedynczych przypadkach. By¢ moze wplyw na to mial fakt, Zze intensywnosci
integralne tych linii sa male i czasem sprawiaja trudno$¢ w odroznieniu ich od szuméow
wystepujacych w widmie.

Na podstawie wykonanych widm =z ekstraktow komorek jednojadrzastych
probowano oceni¢ czy istnieja réznice migdzy pacjentami reagujacymi i nie reagujacymi
na leczenie cytostatyczne. Czyli czy zmiany obserwowane w widmie wykonanym w
momencie rozpoznania nowotworu moga postuzy¢ jako wskaznik prognostyczny
choroby. Istnieja bowiem doniesienia w literaturze o mozliwos$ci takiego prognozowania
na podstawie analizy widm fosforowych NMR. Stwierdzono, Zze zmiany obserwowane
w widmach w czasie stosowanego leczenia moga na kilka miesigcy wyprzedzad
wystapienie remisji lub nawrotu choroby niezaleznie od aktualnego stanu klinicznego
chorego. Obserwowano to na przykltad w widmach *'P §ledzion pacjentow z
rozpoznaniem przewlektej biataczki limfatycznej [78]. W badaniach wykonanych na
surowicach pacjentow z rozpoznaniem biataczki, chioniaka i szpiczaka mnogiego
wykazywaty na zalezno$¢ migdzy zmianami w widmach a odpowiedzia pacjentdw na
stosowana chemioterapi¢. U o0sOb reagujacych na leczenie warto$ci intensywnosci
integralnych linii rezonansowych pochodzacych od PC, LPC i PE+SM byty zblizone do
wystepujacych u os6b zdrowych, a u nie reagujacych na leczenie byly zredukowane.
Widma pacjentow z wieloletnia catkowita remisja ostrej biataczki lub chtoniaka
ztosliwego nie roznily si¢ od widm osob zdrowych. Mozliwe jest tez okreSlenie

skutecznos$ci schematdéw leczniczych, na przyktad DHAD i ARA — C [42-47].
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SM jest najlepiej poznanym fosfolipidem w procesach nowotworowych. W
literaturze istnieja doniesienia, ze komorki biataczkowe charakteryzuja si¢ zmniejszona
zawarto$cia SM  w monowarstwie wewngtrznej blony komodrkowej w porownaniu z
komoérkami prawidlowymi. Jest to powodem zmniejszonej produkcji ceramidu, co w
konsekwencji prowadzi do zaburzonego procesu apoptozy i przyczynia si¢ do
proliferacji komorek nowotworowych. [7, 12, 22, 29, 48, 52, 76, 84, 86, 92].

W badaniu na ekstraktach komorek blastycznych zaobserwowano istotne
statystycznie (p<0,01) obnizenie SM w poréwnaniu z komoérkami jednojadrzastymi
osob zdrowych. Nie stwierdzono natomiast znaczacych roznic migdzy grupami
reagujaca 1 nie reagujaca na leczenie. Przeprowadzone badanie na ekstraktach komorek
blastycznych znajduje swoje potwierdzenie w badaniach *'P NMR Merchanta i wsp. na
ekstraktach guzow nowotworowych przetyku i okreznicy, w ktérych poziom SM byt
takze obnizony w poroéwnaniu z tkanka prawidtowa [57, 58].

U pojedynczych badanych pacjentow zaobserwowano wysoki poziom SM w
komorkach blastycznych. Byly to cztery osoby z rozpoznaniem MLA My (u jednej =z
nich biataczka wystapita w 2 lata od rozpoznania chtoniaka ztosliwego, aktualnie =~ w
okresie remisji) oraz chora z ostra bialaczka bifenotypowa i1 towarzyszacym rozsianym
krzepnigciem wewnatrznaczyniowym, jak réwniez pacjent z MLA Mg ze
wspotistniejacym ostrym wirusowym zapaleniem watroby typu B. Za przyczyny
wysokich stezenien SM u tych chorych nalezy prawdopodobnie podejrzewac podtyp My
ostrej biataczki szpikowej oraz wspotistnienie dodatkowych proceséw chorobowych -
mianowicie takich, jak DIC, czy ostre WZW typu B. U pacjentki z MLA M., u ktorej
wspotistniat chioniak, dodatkowym czynnikiem przyczyniajacym si¢ do stwierdzonego
wysokiego stgzenia SM moze by¢ fakt wczesniejszego dwuletniego leczenia
cytostatycznego.

Analizujac widma fosforowe pochodzace z ekstraktow komorek blastycznych
zaobserwowano statystycznie istotne (p<0,05) zwigkszone stezenie CPLAS A4
komorkach biataczkowych w porownaniu z komoérkami jednojadrzastymi oséb
zdrowych. Nie stwierdzono znaczacych réznic migdzy grupami reagujaca i nie reagujaca
na leczenie. Zaobserwowany wzrost intensywnos$ci linii rezonansowej pochodzacej od
CPLAS w komorkach biataczkowych ma jedynie potwierdzenie w pracach
dotyczacych poréwnania tkanki nowotworowej i zdrowej przetyku, piersi i
okreznicy, przeprowadzonych rowniez przy uzyciu spektroskopii *'P NMR, w ktorych

wyzszy poziom CPLAS stwierdzono w komoérkach guza. Podwyzszone poziomy
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plazmalogenéw byly obserwowane w roznych tkankach nowotworowych, ale
mechanizm tego wzrostu nie zostal jeszcze wyjasniony [17, 57, 58, 60, 61]. Katz — Brull
1 wsp. natomiast wykazali, Ze zmniejszona synteza eterowych fosfolipidow
zawierajacych choling, do ktérych nalezy CPLAS moze stuzy¢ jako metaboliczny
marker raka piersi [32]. Przytoczone dane $wiadcza o tym, Ze doniesienia dotyczace
stezenia CPLAS w nowotworach nie sa zgodne. Badania zachowania si¢
plazmalogenéw w sztucznych i biologicznych btonach komoérkowych wskazuja, ze
CPLAS moga tworzy¢ nieprzepuszczalne regiony bton i nadawaé stabilno$¢ tym
btonom. Dzieje si¢ to dzigki wystgpowaniu w ich czasteczce wiazania eterowego, ktore
utrudnia rozbijanie CPLAS przez lipazy [55]. Fakt ten moglby thumaczy¢ zwigkszenie
stgzenia CPLAS w szybko proliferujacych, odpornych na dziatanie czynnikéw
zewnetrznych komorkach blastycznych.

Zwrocono uwage nha znaczne rdéznice w intensywnosciach integralnych linii
rezonansowych pochodzacych od CPLAS u niektorych osdb z rozpoznaniem ostrej
biataczki. Postawiono wigc pytanie, czy istnieja roznice w stezeniu tego fosfolipidu
miedzy grupa pacjentéw reagujacych a nie reagujacych na leczenie? Mogloby to okazaé
si¢ czynnikiem prognostycznym ostrych bialaczek. Wprawdzie $rednie stgzenie tego
fosfolipidu bylo nieznancznie wyzsze w grupie reagujacych na leczenie, ale nie udato
si¢ wykaza¢ istotnych statystycznie réznic migdzy badanymi grupami chorych, by¢
moze z powodu znacznego odchylenia standardowego w grupie pacjentow nie
reagujacych na leczenie. Najwyzsze stezenie CPLAS w przeprowadzonym badaniu
obserwowano u trzech pacjentéw z MLA M, (u jednego z nich wspoétistnial nawracajacy
brodawczak pgcherza moczowego).Wysokie warto$ci obserwowano rowniez u chorego
z ostra biataczka LLA typu common, ktéry zmart 1 miesiac po rozpoznaniu choroby
wsrod objawow krwawienia 1 zmian naciekowych w osrodkowym ukladzie
nerwowym.Tak samo jak w przypadku SM, nasuwa si¢ podejrzenie, ze podtyp ostrej
biataczki M4 ma wplyw na odbiegajace znacznie od pozostatych osob wyniki badan, a
by¢ moze roéwniez wystgpujacy rownoczasowo drugi nowotwor. Badania na wigkszych
grupach pacjentow moga zweryfikowa¢ dokonane obecnie spostrzezenia.

Fosfatydylocholina wystgpujaca w blonach komorkowych jest fosfolipidem
posredniczacym w powstaniu wtornych przekaznikow informacji takich jak kwas
fosfatydowy (PA) oraz dwuacyloglicerol (DG), ktorego glowna funkcja jest aktywacja
kinazy biatkowej C. Procesy wymagajace przedtuzonego dzialania tej kinazy to miedzy

innymi procesy zwiazane ze wzrostem i proliferacja komorek [6]. Podobnie zachowuje
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si¢ fosfatydyloetanolamina. Obserwacje widm fosforowych dotyczacych tkanki
nowotworowej przetyku i piersi przemawiaja za wzrostem st¢zenia w nich PCiPE  w
porownaniu do tkanki zdrowej [57, 61]. W badaniu na ekstraktach komorek
jednojadrzastych nie stwierdzono istotnie statystycznych roznic w stgzeniu PC miedzy
pacjentami z rozpoznaniem ostrej biataczki a grupa kontrolna. Zaréwno w przypadku
pacjentow reagujacych, jak i nie reagujacych na leczenie $rednie warto$ci st¢zenia PC
w ekstraktach komorek jednojadrzastych byly podobne do obserwowanych w grupie
kontrolnej. Nie stwierdzono réwniez istotnych roéznic w stgzeniu PC migdzy
poszczegdlnymi grupami chorych. Na podstawie przeprowadzonych badan nie
potwierdzono wigc zmian podanych przez Merchanta.

Badajac stgzenia fosfolipidow w ekstraktach komorek jednojadrzastych nie
zaobserwowano istotnych statystycznie roznic dla stezenia PI + PE miedzy grupa
pacjentow a grupa kontrolna. Nie stwierdzono tez istotnych roznic migdzy grupa
pacjentow reagujacych i nie reagujacych na leczenie. Nie pokrywa si¢ to z danymi
wykazanymi przez Merchanta na komoérkach guza przetyku i piersi, w ktérych wykazat
on zwigkszenie poziomu PI i PE w tych komoérkach w poréwnaniu do tkanki zdrowe;.
Wg Merchanta zwigkszony poziom PI wynika z ograniczenia uzycia go do budowy
glikolipidowej sktadowej btony komorkowej. Jest ona konieczna do zakotwiczenia
biatkowej czg$ci receptora. Zmniejszenie natomiast liczby receptoréw, moze prowadzic¢
do zmniejszonej wrazliwosci komoérek nowotworowych na substancje sygnatowe, co w
efekcie zaburza proces zaprogramowanej Smierci komorki [57]. Na podstawie obecnych
badan nie zaobserwowano zwigkszonego stgzenia PI i PE w komorkach blastycznych w
poréwnaniu z komorkami jednojadrzastymi osob zdrowych. By¢ moze wynika to z tego,
iz fosfolipidy te podobnie jak PC, ulegaja szybkim przemianom w komorkach
biataczkowych z wytworzeniem wtornych przekaznikéw sygnalu dla potrzeb ich
proliferacji. Moze PI jest w tych komorkach fosforylowany przez kinazy z
wytworzeniem fosfatydyloinozytolodwufosforanu, ktorego rozktad jest potaczony z
hydroliza PC, a efektem koficowym jest wytworzenie DG aktywujacego biatkowa
kinaze C.

Badania *'P NMR wykonane na komoérkach guzéw nowotworowych (np. w raku
piersi czy chloniakach ztos§liwych) in vivo i in vitro wykazaly wzrost stezenia w nich
fosforyloetanolaminy w poroéwnaniu z tkanka prawidlowa. Zasugerowano, iz wysokie
jej stezenie w proliferujacych komorkach nowotworowych jest wynikiem intensywnego

rozkladu PE pod wplywem fosfolipazy C lub D z wytworzeniem wtornych

83



przekaznikow sygnatu w komorce (DG lub PA) [16, 30, 51]. Potwierdzenie dokonanych
w obecnym badaniu przypuszczen, ze PC i PE ulegaja przemianom dla wytworzenia
przkaznikow sygnatu w proliferujacych komorkach bedzie wymagalo w przysztosci
oceny stezenia PCh 1 PEtn w komorkach blastycznych.

Nalezy nadmieni¢, ze najwigksze stezenia PI+PE w grupie pacjentdow nie
reagujacych na leczenie miaty dwie osoby z MLA M4 (u jednego z nich wspdtistniat
nawracajacy brodawczak pgcherza moczowego i ten sam chory miat réwniez wysokie
stezenie CPLAS).

W ekstraktach komoérek jednojadrzastych lini¢ rezonansowa pochodzaca od LPC
zaobserwowano tylko u czterech sposrod wszystkich pigédziesigeiu 0s6b ujetych
w badaniu. Najwyzsze stgzenie LPC zaobserwowano u osoby zdrowej. Ze wzgledu na
tak nielicznie obserwowany sygnal rezonansowy pochodzacy od LPC, nie mozna zatem
wysnu¢ istotnych wnioskdw co do znaczenia LPC w ekstraktach z komorek
jednojadrzastych u 0s6b z rozpoznaniem nowotworu i u 0sob zdrowych. Nalezy jednak
wspomnie¢, ze Merchant i wsp. w swoich obserwacjach dotyczacych ekstraktow
tkankowych piersi, wykazali obnizona zawartos§¢ LPC w tkankach nowotworowych
zto§liwych i w mniejszym stopniu w nowotworach tagodnych [61]. Natomiast w tkance
nowotworowej okr¢znicy wykazali wzrost stezenia LPC w prownaniu z tkanka zdrowa.
[58]. Réznorodnie zachowywaly si¢ rowniez stezenia LPC obserwowane przy pomocy
spektroskopii *'P NMR w roznych typach wewnatrzczaszkowych oponiakow[77].

Fosfatydyloseryna jest prekursorem PC i PE i jej poziom obniza si¢ wg Merchanta w
tkance nowotworowej przelyku [57]. Wsréd piecédziesigciu badanych osob linig
rezonansowa pochodzaca od PS, zaobserwowano w ekstraktach komorek
jednojadrzastych u czterech oséb zdrowych oraz u dwunastu 0s6b z rozpoznaniem ostrej
biataczki. Ze wzgledu na to, ze sygnat rezonansowy pochodzacy od PS obecny byt u
niewielu os6b — nie mozna stwierdzi¢ istotnych wnioskéw co do znaczenia tego
fosfolipidu u pacjentow z nowotworem 1 0s6b zdrowych. Nalezy nadmienié, ze
najwyzsze stezenia PS w ekstraktach komorek blastycznych zaobserwowano u trzech
pacjentow z ostra bialaczka mielomonocytowa M, przy czym dwoch z tych chorych
mialo wspdtistniejacy drugi nowotwor (chory z nawracajacym brodawczakiem pgcherza
moczowego, u ktorego zaobserwowano takze wysokie stgzenia CPLAS i PE+PE oraz
pacjentka z chloniakiem ztosliwym z komoérek B aktualnie w okresie remisji, ktora

miala rdwniez wysokie stgzenie SM).
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Tylko u szeSciu osob wsrdd piecdziesigciu badanych zaobserwowano linig
rezonansowa pochodzaca od CL. U dwoch zdrowych i czterech chorych. Nie mozna
wigc wyciagna¢ istotnych wnioskdw o zachowaniu si¢ i znaczeniu CL u badanych osob.
Z obserwacji Merchanta na podstawie badaf *'P NMR wynika, ze poziom CL nie ma
istotnego znaczenia w procesach nowotworowych, jest natomiast zalezny od rodzaju
prawidtowej tkanki. Przyktadowo znacznie wyzszy jest w komoérkach zotadka w
poréwnaniu z komdrkami przetyku [57].

Do analizy danych nie brano pod uwagg wynikéw badan pochodzacych od 74-
letniego Hindusa z ostra bialaczka mieloblastyczna z cechami dojrzewania (MLA M,)
nie reagujaca na leczenie, ze wzgledu na odbiegajace w stosunku do innych chorych
wysokie stezenia fosfolipidow (wysokie stezenie SM, najwyzsze sposrod wszystkich
badanych st¢zenie PC oraz PI+PE). Czyzby na warto$¢ stezen fosfolipidow miata mie¢
wplyw nacja?

W chwili obecnej mozna stwierdzi¢, ze w komorkach blastycznych istotnie
zmniejszone jest stgzenie SM, a zwigkszone stezenie CPLAS w porownaniu do
komorek jednojadrzastych oséb zdrowych. Zmiany obserwowane w metabolizmie
fosfolipidow w momencie rozpoznania ostrej bialaczki nie moga by¢ uzyte jako
wskaznik prognostyczny odno$nie dalszego przebiegu choroby.

W przeprowadzonym badaniu postawiono sobie rowniez za cel obserwacj¢ rdznic
zachodzacych w zachowaniu si¢ fosfolipidow w komorkach blastycznych i osoczu tego
samego chorego. W literaturze nie byto dotad publikacji dotyczacych poréwnania stgzen
poszczeg6lnych fosfolipidow miedzy ekstraktami uzyskanymi z dwoch roéznych
srodowisk — komorek i osocza pobranych z jednej probki. Porownanie takie wykonano
zarono dla osob zdrowych jak 1 pacjntdw 2z rozpoznaniem ostrej bialaczki.
Wyodregbniono wigc dodatkowo grupe osob zdrowych 1 pacjentdéw z rozpoznaniem
ostrej biataczki, u ktorych przeprowadzono analize widm *'P NMR fosfolipidow z
ektraktow komorek jednojadrzastych i z ekstraktoéw osocza uzyskanych z tej samej
probki krwi.

Analiza widm z ekstraktow komorek jednojadrzastych w tej grupie oséb
potwierdzita obserwacje oméwione juz wczesniej w grupie pigcédziesigciu badanych.
Zanim jednak poréwnano uzyskane wyniki z wynikami otrzymanymi z ekstraktow

osocza przeanalizowano najpierw widma z ekstraktow osocza.
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W widmie *'P NMR fosfolipidow z ekstraktu osocza osoby zdrowej wykazano linie
rezonansowe pochodzace od: PC, CPLAS, LPC, SM, PI+PE. Sygnal rezonansowy
pochodzacy od PS zaobserwowano tylko u jednej osoby zdrowe;.

W widmach *'P NMR fosfolipiddw z ekstraktu osocza pacjentow z rozpoznaniem
ostrej bialaczki zaobserwowano linie rezonansowe pochodzace od: PC, CPLAS, LPC,
SM, PI+PE. Linii pochodzacej od PS nie stwierdzono ani u jednej osoby chore;j.

Ekstrakty osocza chorych z rozpoznaniem ostrej biataczki wykazaty istotne
statystycznie (p<0,001) nizsze stgzenie SM w poréwnaniu z ekstraktami osocza grupy
kontrolnej. Badania *'P NMR na surowicach pacjentdw z rozpoznaniem ostrej bialaczki,
chloniaka zto§liwego i szpiczaka mnogiego oraz na osoczu chorych z rakiem tarczycy
wykazaly obnizone w nich st¢zenia PE+SM w momencie rozpoznania choroby
nowotworowej w poroOwnaniu do osocza 0s6b zdrowych [42- 46, 70]. Zastosowana
w aktualnym badaniu metoda ekstrakcji fosfolipidow z badanego materiatu pozwolita na
oddzielenie linii rezonansowych pochodzacych od PE i od SM, pozwalajac na
bezposrednie stwierdzenie, ze w przypadku rozpoznania ostrej biataczki istotnie spada
stezenie SM w osoczu w poréwnaniu z ekstraktami z osocza 0s6b zdrowych.

W aktualnym badaniu nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic w stezeniu
CPLAS migdzy pacjentami z ostra biataczka a osobami zdrowymi w widmach
uzyskanych z ekstraktoéw osocza.

W ekstraktach z osocza wykazano natomiast istotnie (p = 0,01) obnizone stezenie
PC u pacjentdow z ostra bialaczka w pordwnaniu z grupa kontrolng. Tylko u jednej
osoby chorej zaobserwowano odbiegajaco wysokie od pozostalych stg¢zenie PC w
osoczu. Byla to osoba z rozpoznaniem MLA Mi Wykazane w przeporowadzonym
badaniu obnizone st¢zenie PC w osoczu u 0s6b z rozpoznaniem ostrej biataczki miato
juz swoje potwierdzenie w badaniach na surowicach pacjentdw z nowotworami
hematologicznymi, osoczu 0s6b z rakiem tarczycy oraz u kobiet z rozpoznanym rakiem
nerki. W badaniach tych wykazano ponadto, ze obnizone stezenie PC normalizowalo sig
w okresie remisji choroby [42-46, 70, 82].

W ekstraktach z osocza 0s6b z rozpoznaniem ostrej biataczki wykazano rowniez
istotnie (p<0,05) nizsze stgzenie PI+PE w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Wykazane
obnizone stgzenie PI+PE w osoczu os6b z ostra biataczka ma jedynie swoje
potwierdzenie w pracach na surowicach pacjentow z nowotworami hematologicznymi
oraz z z rakiem tarczycy, z ta tylko rdznica, ze w tych pracach oceniano zbiorczo

SM+PE.
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W ekstraktach z osocza 0s0b z rozpoznaniem ostrej biataczki zaobserwowano
ponadto istotnie (p<0,01) obnizony poziom LPC w poréwnaniu z osoczem grupy
kontrolnej. Ma to swoje potwierdzenie we wczesniej wykonanych pracach na
surowicach pacjentéw z rozpoznaniem ostrej biataczki, chtoniaka i szpiczaka mnogiego,
a takze w pracach dotyczacych analizy widm fosforowych u pacjentow z rakiem nerki
[42-45, 70].

W widmach *'P NMR z ekstraktow osocza lini¢ rezonansowa pochodzaca od PS
zaobserwowano tylko u jednej osoby zdrowej, dlatego nie mozna oceni¢ zachowania si¢
1 znaczenia tego fosfolipidu w przeprowadzonym badaniu.

Po wstepnej analizie widm z eksraktow komorek jednojadrzastych i z ekstraktow
osocza w wyodrebnionej grupie osob, podjgto probe poréwnania zachowania sig
poszczegbdlnych fosfolipidow w tych dwoch réznych $rodowiskach z materialu
uzyskanego z jednej probki krwi.

U o0s6b zdrowych zarowno w ekstraktach z komorek jednojadrzastych, jak
1 w ekstraktach z osocza, wykazano linie rezonansowe pochodzace od: PC, CPLAS,
LPC, SM, PI+PE oraz PS. W cekstraktach z komodrek jednojadrzastych sygnat
rezonansowy pochodzacy od PS stwierdzono u kilku oséb, natomiast w ekstraktach z
osocza tylko u jednej. Wykazano, ze widma uzyskane z dwoch Srodowisk réznity sig
innym polozeniem tej linii (typowe przesunigcie chemiczne to: 1,208 ppm w
ekstraktach z komorek jednojadrzastych, a 0,659 ppm w ekstraktach z osocza). W
widmach z ekstraktow komorek jednojadrzastych sygnat rezonansowy pochodzacy od
CL zaobserwowano u pojedynczych osob, natomiast nie zaobserwowano go w
ckstraktach z osocza. Widma *'P NMR fosfolipidow z ekstraktow komorek
jednojadrzastych charakteryzowaly si¢ mniejszymi intensywno$ciami integralnymi linii
rezonansowych pochodzacych od: SM, LPC, CPLAS i PC w stosunku do widm
uzyskanych z ekstraktoéw osocza.

U os6b z rozpoznaniem ostrej biataczki, w widmach °*'P  NMR zar6wno
z ekstraktow komorek jednojadrzastych jak i z ekstraktow osocza zaobserwowano linie
rezonansowe pochodzace od: PC, CPLAS, SM i PI+PE. W komorkach blastycznych nie
zaobserwowano linii rezonansowej pochodzacej od LPC w badanej grupie
porownanwczej, a w calej grupie badanych osoéb — stwierdzano ja w pojedynczych
przypadkach. Natomiast w osoczu wystgpowata ona u wigkszosci chorych. Sygnat
rezonansowy pochodzacy od PS wprawdzie obserwowano u chorych w komorkach

blastycznych, jednak nie stwierdzono go ani u jednej osoby w osoczu. Podobnie jak
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u osob zdrowych, u pacjentéw z rozpoznaniem ostrej biataczki, lini¢ rezonansowa
pochodzaca od CL stwierdzono u pojedynczych osob w ekstraktach komorkowych,
a nie zaobserwowano jej w ekstraktach z osocza. Widma *'P NMR fosfolipidow
z ekstraktow komorek blastycznych roéznily si¢ od widm z ekstraktow osocza mniejsza
intensywnoscia integralng linii rezonansowych pochodzacych od: SM, LPC oraz PC,
natomiast wigksza intensywno$cia integralna linii rezonansowej pochodzacej od PI+PE.
Nie obserwowano istotnych zmian w zakresie CPLAS migdzy ekstraktami z komorek
blastycznych a ekstraktami z osocza pacjentow.

Zarowno u osob zdrowych jak i chorych w ekstraktach komorek jednojadrzastych
obserwowano statystycznie istotne nizsze st¢zenie SM w pordéwnaniu do ekstraktow
z osocza (odpowiednio w grupie kontrolnej p<0,05, u pacjentéw p<0,01).

U o0s6b zdrowych w ekstraktach z komorek jednojadrzastych stwierdzono istotnie
nizsze (p<0,05) stezenie CPLAS niz w ekstraktach z osocza. U os6b z rozpoznaniem
ostrej biataczki nie wykazano natomiast istotnych roéznic w stezeniu CPLAS migdzy
ekstraktami z komorek jednojadrzastych a ekstraktami osocza. Komorki blastyczne
charakteryzowaly si¢ wysoka zawartoscia tego fosfolipidu w porownaniu do komorek
jednojadrzastych os6b zdrowych, przy jednoczesnym braku istotnych réznic w st¢zeniu
CPLAS w osoczu migdzy chorymi a grupa kontrolna.

Zarowno u 0s6b zdrowych jak i chorych w ekstraktach z komorek jednojadrzastych
stezenie PC jest istotnie nizsze od stgzenia tego fosfolipidu w osoczu (odpowiednio -
u 0sob zdrowych p<0,05, u 0s6b chorych p<0,01). By¢ moze u osob z rozpoznaniem
nowotworu spadek stgzenia PC w osoczu koreluje ze wzrostem zapotrzebowania na ten
fosfolipid proliferujacych komorek nowotworowych. Wiadomo bowiem, ze komorkach
tych PC jest hydrolizowany dla potrzeb wytwarzania wtérnych przekaznikow
informac;ji.

U osob zdrowych w ekstraktach z komorek jednojadrzastych nie zaobserwowano
istotnych rdéznic odnos$nie stgzenia PI+PE w poréwnaniu do ekstraktow z osocza. Ale
u 0sob chorych ekstrakty komoérek blastycznych zawieraty istotnie wigksze ich st¢zenie
w stosunku do osocza (p<0,05). By¢ moze zaobserwowane u pacjentéw z ostra
biataczka istotne obnizenie tych fosfolipidow w osoczu jest wiasnie efektem duzego
zapotrzebowania proliferujacych komoérek biataczkowych na PI 1 PE, ktére ulegaja

nast¢pnie intensywnym przemianom z wytworzeniem wtornych przekaznikéw sygnatu.
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6. Whnioski

Ekstrakty fosfolipidow z komorek jednojadrzastych.

U 0s6b zdrowych, w widmach *'P NMR z ekstraktow komorek jednojadrzastych
stwierdzono linie rezonansowe pochodzace od nastepujacych fosfolipidow: PC,
CPLAS, SM i PI+PE. Wyrazne sygnaly rezonansowe pochodzace od LPC, PS
1 CL obserwowano tylko u pojedynczych osob.

U pacjentbw z rozpoznaniem ostrej biataczki, w widmach *'P NMR
z ckstraktow komorek jednojadrzastych podobnie jak u o0so6b zdrowych
stwierdzono linie rezonansowe pochodzace od nastepujacych fosfolipidow: PC,
CPLAS, SM i PI+PE. Wyrazne linie rezonansowe pochodzace od LPC, PS i CL
rowniez obserwowano u kilku osob.

. Widma z ekstraktow komorek blastycznych ro6znia si¢ od widm z ekstraktow
komorek jednojadrzastych o0s6b zdrowych intensywnos$cia integralng linii
rezonansowych pochodzacych od SM 1 CPLAS.

U chorych z rozpoznaniem ostrej biataczki wykazano statystycznie istotne
obnizenie st¢zenia SM, natomiast zwigkszenie stezenia CPLAS w ekstaktach
z komorek jednojadrzastych w pordwnaniu z osobami zdrowymi

. Nie wykazano istotnych zmian w zakresie stgzen PC 1 PI+PE migdzy
komorkami blastycznymi, a jednojadrzastymi 0osob zdrowych.

. W momencie rozpoznania ostrej biataczki nie stwierdzono statystycznie
istotnych réznic migdzy ste¢zeniami poszczegdlnych fosfolipidow w ekstraktach
komorek jednojadrzastych w grupach chorych reagujacych i1 nie reagujacych na
leczenie.

. Wydaje sig, ze na poziom fosfolipidéw w komodrkach blastycznych ma wplyw
rodzaj ostrej biataczki, w szczegolnosci dotyczy to biataczki mielomonocytowe;,
jak réwniez wspotistnienie dodatkowych proceséw chorobowych oraz by¢ moze

nacja ludzka.

Ekstrakty fosfolipidow z osocza.

W widmach ' P NMR z ekstraktow osocza osob zdrowych stwierdzono linie

rezonansowe pochodzace od: PC, CPLAS, LPC, SM i PI+PE. Takie same linie
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rezonansowe obserwowano w widmach pochodzacych z ekstraktow osocza
pacjentdow z rozpoznaniem ostrej bialaczki. Sygnal rezonansowy pochodzacy od
PS zaobserwowano tylko u jednej osoby zdrowe;.

U o0s6b z rozpoznaniem ostrej biataczki wykazano statystycznie istotne nizsze
stezenia: SM, LPC, PC oraz PI+PE w poréwnaniu z ekstraktami z osocza 0sob
zdrowych. Nie stwierdzono natomiast istotnych réznic migdzy stgzeniem

CPLAS w ekstraktach z osocza u 0s6b chorych i zdrowych.

Porownanie ekstraktow fosfolipidow z komorek jednojadrzastych z ekstraktami

9.

10.

11.

12.

fosfolipidow z osocza.

U o0s6b zdrowych wykazano statystycznie istotne nizsze stezenia SM, LPC,
CPLAS i PC w ekstraktach komoérek jednojadrzastych w poréwnaniu do
ekstraktow osocza.
U os6b zdrowych widma *'P NMR z ekstraktow komorek jednojadrzastych
ro6znia si¢ od widm z ekstraktéw osocza nastepujacymi cechami:
a) wystgpowaniem linii rezonansowej pochodzacej od CL,
b) réznym polozeniem PS (w ekstraktach z komorek jednojadrzastych 1,
208 ppm, w ekstraktach z osocza 0, 659 ppm),
¢) odwrotnym stosunkiem SM/PI+PE,
d) wystgpowaniem sygnatu rezonansowego pochodzacego od LPC tylko
w pojedynczych przypadkach.
U pacjentdéw z rozpoznaniem ostrej bialaczki podobnie jak u oséb zdrowych,
zaobserwowano statystycznie istotne nizsze stgzenia SM, LPC i1 PC
w ekstraktach z komoérek jednojadrzastych w porownaniu do ekstraktéw osocza.
Nie zaobserwowano natomiast istotnej réznicy w stezeniu CPLAS w tych dwoch
roznych srodowiskach..
U pacjentdw z rozpoznaniem ostrej biataczki obserwowano statystycznie istotne
wyzsze stezenie PI+PE w ekstraktach komorek blastycznych w poréwnaniu do

ekstraktow z osocza.
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Podsumowanie.

13. Spektroskopia *'P NMR pozwolita wykaza¢ zmiane stezen fosfolipidow: SM

1 CPLAS w ekstraktach z komoérek jednojadrzastych w momencie rozpoznanie

ostrej biataczki.

a)

b)

Zmniejszenie  stgzenia SM  w  komodrkach  biataczkowych
prawdopodobnie prowadzi do zaburzenia procesu apoptozy.

Zwigkszenie stgzenia CPLAS w komorkach blastycznych by¢ moze
utatwia ich proliferacje¢ 1 odporno$¢ na dzialanie czynnikow
zewngtrznych. Drzieje si¢ tak prawdopodobnie dzigki istnieniu w
czasteczce CPLAS odpornego na dziatanie lipaz wiazania eterowego
oraz dzigki nadawaniu przez ten fosfolipid stabinosci blonom komorek

blastycznych

14. Spektroskopia *'P NMR przeprowadzona celem poréwnania dwéch rdznych

srodowisk (komorki i osocze) z tej samej probki krwi, pozwolita wykazac

zmian¢ zachowania si¢ w nich poszczegdlnych fosfolipidow zaréwno u oséb

zdrowych jak i chorych.

a)

b)

Zarowno u os6b zdrowych i chorych w komorkach jednojadrzastych
zmniejszone jest stezenie: SM, LPC 1 PC w poréwnaniu z osoczem.
Prawdopodobnie wiaze si¢ to z rdzna procentowa zawarto$cig tych
fosfolipidow w tych dwoch srodowiskach

U o0s6b zdrowych w komoérkach dodatkowo obserwuje si¢ nizsze st¢zenie
CPLAS niz w osoczu. W momencie rozpoznania ostrej biataczki nie
oberwuje si¢ tej rdznicy, poniewaz komorki blastyczne zawieraja
zwigkszone stgzenie tego fosfolipidu w poréwnaniu do komorek
jednojadrzaastych osob zdrowych.

W momencie rozpoznania osrej bialaczki w komorkach stwierdzono
wigksze stezenie PI i PE niz w osoczu. By¢ moze jest to spowodowane
zapotrzebowaniem na te fosfolipidy intensywnie proliferujacych

komorek nowotworowych celem wytworzenia przekaznikow sygnatu.

15. Spektroskopia *'P NMR wydaje si¢ by¢ metoda pomocna w ocenie zaburzen

metabolizmu fosfolipidow w ostrej biataczce oraz w zrozumieniu znaczenia ich

udzialu w mechanizmie proliferacji nowotworowe;j.
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7. Skroty uzyte w tekscie.

ADC - konwerter analogowo — cyfrowy,

ADP — adenozynodwufosforan,

ARA - C — cytarabina,

ATP — adenozynotrojfosforan,

AQ — czas zbierania danych,

B, — state pole magnetyczne,

CDP - Cholina — cytydynodwufosforylocholina (zwiazek tozsamy
z cytydynodwufosfocholing),

CDP - Etanolamina — cytydynodwufosforyloetanolamina (zwiazek tozsamy
cytydynodwufosfoetanolaming),

CL — kardiolipina,

CMP - cytydynomonofosforan,

CoA — koenzym A,

CPLAS — plazmalogen fosfatydylocholiny,
CTP — cytydynodwufosforan,

DAG (DG) — dwuacyloglicerol,

DHAD - mitoksantron,

EDTA — kwas etylenodiaminotetraoctowy,
EPLAS — plazmalogen fosfatydyloetanolaminy,
FID — swobodny zanik indukcji,

FFT — szybka transformata Fouriera,

FT — transformata Fouriera,

GPCho - glicerylofosforylocholina (zwiazek tozsamy z glicerylofosfocholing),

GPEtn — glicerylofosforyloetanolamina (zwiazek tozsamy
glicerylofosfoetanolaming),

Il — interleukina,

IF — interferon,

LB — stata szeroko$¢ linii,

LPC — lizofosfatydylocholina,

LPE - lizofosfatydyloetanolamina,

MDPA — kwas metylenodwufosforowy,
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MRI - obrazowanie za pomoca magnetycznego rezonansu jadrowego,
NMR - magnetyczny rezonans jadrowy,

NS — liczba zliczen.

PA — kwas fosfatydowy,

PBS — 56l fizjologiczna buforowana fosforanem,

PCho — fosforylocholina (zwiazek tozsamy z fosfocholing),

PCr — fosfokreatyna,

PDE - fosfodwuestry,

PE — fosfatydyloetanolamina,

PEtn — fosforyloetanolamina (zwiazek tozsamy z fosfoetanolamina,
PI — fosfatydyloinozytol,

PME — fosfomonoestry,

RC - remisja catkowita,

PS — fosfatydyloseryna,

SI — dziedzina czgstotliwosci,

SM (SPH) — sfingomielina,

SW — szerokos$¢ widma,

TAG — trojacyloglicerol,

TD — domena czasu,

TNF — czynnik nekrozy nowotworow.

94



10.

8. Pismiennictwo.

. Adebodun F.: Phospholipid metabolism and resistance to glucocorticoid-induced

apoptosis in a human leukemic cell line: a *'P-NMR study using a phosphonium
analog of choline. Cancer Lett. 1999, 140(1-2), 189-194.

Albright C. D., Liu R., Mar M. H., Shin O. H., Vrablic A. S., Salganik R. 1., Zeisel
S. H.: Diet, apoptosis, and carcinogenesis. Adv. Exp. Med. Biol. 1997, 422, 97-
107.

Anthony M. L., Zhao M., Brindle K. M.: Inhibition of phosphatidylcholine
biosynthesis following induction of apoptosis in HL-60 cells. J. Biol. Chem. 1999,
274, 19686-19692.

Ariaz-Mendoza F., Smith M. R., Brown T. R.: Treatment response in non-
Hodgkin’s lymphoma is predicted by pre-treatment levels phosphoethanolamine
and phosphocholine measured by in vivo phosphorus MR spectroscopy. MR in
Experimental and Clinical Cancer Research in the New Millenium. Abstract from
ISMRM, Norway 2000, 27.

Arnold D. L., Emrich J. F., Shoubridge E. A., Villemure J., Feindel W.:
Characterization of astrocytomas, meningiomas, and pituitary adenomas by
phosphorous magnetic resonance spectroscopy. J. Neurosurg. 1991, 74, 447-453.
Baranska Jolanta: Rozpad fosfolipidow a przekazywanie informacji
w komorce. Warszawa 1996.

Bettaieb A., Record M., Come M. G., Bras A. C., Chap H., Laurent G., Jaffr’ezou J.
P.: Opposite effects of tumor necrosis factor alpha on the sphingomyelin- ceramide
pathway in two myeloid leukemia cell lines: role of transverse sphingomyelin
distribution in the plasma membrane. Blood 1996, 88(4), 1465-1472.

Bichenkov E., Ellingson J. S.: Temporal and quantitative expression of the myelin-
associated lipids, ethanolamine plasmalogen, galactocerebroside, and sulfatide, in
the differentiating CG-4 glial cell line. Neurochem. Res. 1999, 24, 1549-1556.
Billah M. M., Anthes J. C.: The regulation and cellular functions of
phosphatidylcholine hydrolysis. Biochem. J. 1990, 269, 281-291.

Bradamante S., Barchiesi E., Barenghi L., Zoppi F.: An Alternative Expeditious
Analysis of Phospholipid composition in Human Blood Plasma by *'P NMR
Spectroscopy. Analytical Biochemistry 1990, 185, 299 — 303.

95



1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Brosche T., Platt D.: The biological significance of plasmalogens in defense against
oxidative damage. Exp. Gerontol. 1998, 33, 363-369.

Bruno A. P., Laurent G., Averbeck D., Demur C., Bonnet J., Betaieb A., Levade T.,
Jafr’ezou J. P.: Lack of ceramide generation in TF-1 human myeloid leukemic cells
resistant to ionizing radiation. Cell Death Differ. 1998, 5(2), 172-182.

De Certaines J. D., Larsen V. A., Podo F., Carpinelli G., Briot O., Henriksen O.: In
Vivo *'P MRS of Experimental Tumours. NMR in Biomedicine 1993, 6, 345-365.
Diomede L., Colotta F., Piovani B., Re F., Modest E. J., Salmona M.: Induction of
apoptosis in human leukemic cells by the ether lipid 1-octadecyl-2-methyl-rac-
glycero-3-phosphocholine. A possible basis for its selective action. Int. J. Cancer
1993, 53, 124-130.

Diomede L., Piovani B., Re F., Principe P., Colotta F., Modest E. J., Salmona M.:
The induction of apoptosis is a common feature of the cytotoxic action of ether-
linked glycerophospholipids in human leukemic cells. Int. J. Cancer 1994, 57, 645-
649.

Dixon R. M.: NMR studies of phospholipid metabolism in hepatic lymphoma.
NMR in Biomed. 1998, 11, 370-379.

Dueck D. A., Chan M., Tran K., Wong J. T., Jay F. T., Littman C., Stimpson P. C.:
The modulation of choline phosphoglyceride metabolism in human colon cancer.
Mol. Cell Biochem. 1996, 162(2), 97 — 103.

Engelmann J., Henke J.,Willker W., Kutscher B., Nossner G., Engel J., Leibfritz
D.: Early Stage Monitoring of Miltefosine Induced Apoptosis in KB Cells by
Multinuclear NMR Spectroscopy. Aticancer Research 1996, 16, 1429-1440.

Folch J., Lees M., Sloan Stanley G. H.: A simple method for the isolation and
purification of total lipids from animal tissues. J. Biol. Chem. 1957, 226, 497-5009.
Gillies R. J., Barry J. A., Ross B. D.: In vitro and in vivo C-13 and P-31 NMR
analyses of phosphocholine metabolism in rat glioma cells. Mag. Reson. Med.
1994, 32, 310-318.

Glonek T.: *'P NMR in the Analysis of Extracted Tissue Phospholipids. Chap. 22
(w: Quin L. D., Verkade J. G.: Phosphorous-31 NMR Spectral Properties in
Compound Characteization and Structure Analysis). VCH Publishers, Inc. New
York 1994, 283-294.

96



22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.
34.

35.

Goldkorn T., Ding T.: The rise and fall of ceramide and 1,2-diacylglycerol (DAG):
modulation by transforming growth factor-beta 1 (TGF beta 1) and by epidermal
growth factor (EGF). Adv. Exp. Med. Biol. 1997, 400A, 461-472.

Gross R.W.: The self-assembly of drugs in plasmalogen membranes and targeted
drug delivery to plasmalogen membranes (in research).

Giinther H.: Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego. PWN. 1983.
Henke J., Willker W., Engelmann J., Leibfritz D.: Combined Extraction Techniques
of Tumour Cells and Lipid/Phospholipid Assignment by Two Dimensional NMR
Spectroscopy. Anticancer Research 1996, 16, 1417 — 1428.

Herr 1., Wilhelm D., Bohler T., Angel P., Debatin K. M.: Activation of CD95
(APO-1/Fas) signaling by ceramide mediates cancer therapy-induced apoptosis.
EMBO J. 1997, 16(20), 6200-6208.

Hubesch B., Sappey-Marinier D., Roth K. et al.: P-31 MR spectroscopy of normal
human brain and brain tumors. Radiology 1990, 174, 401-409.

Ilczyszyn M.: Cwiczenia laboratoryjne z fizyki chemicznej. Spektroskopia NMR.
WUW. 1995.

Jarvis W. D., Fornari F. A., Traylor R. S., Martin H. A., Kramer L. B., Erukulla R.
K., Bittman R., Grant S.: Induction of apoptosis and potentiation of ceramide-
mediated cytotoxicity by sphingoid bases in human myeloid leukemia cells. J. Biol.
Chem. 1996, 271(14), 8275-8284.

Kalra R., Wade K. E., Hands L., Styles P., Camplejohn R., Greenall M., Adams G.
E., Harris A. L., Radda G. K.: Phosphomonoester is associated with proliferation in
human breast cancer: a *' P MRS study. Br. J. Cancer 1993, 67, 1145-1153.
Kasimos J. N., Merchant T. E., Gierke L. W., Glonek T.: 31P magnetic resonance
spectroscopy of human colon cancer. Cancer Res. 1990, 50(3), 527-532.

Katz-Brull R., Seger D., Rivenson-Segal D., Rushkin E., Degani H.: Metabolic
markers of breast cancer: enhanced choline metabolism and reduced choline-ether-
phospholipid synthesis. Cancer Res. 2002, 62(7), 1966-1970.

Kecki Z.: Podstawy spektroskopii molekularnej. PWN. 1992.

Kiss Z., Anderson W. B.: Phorbol ester stimulates the hydrolysis of
phosphatidylethanolamine in leukemic HL-60, NIH 3T3, and baby hamster kidney
cells. J. Biol. Chem. 1989, 264(3), 1483-1487.

Koronkiewicz S., Buszewski B.: Metody chromatograficzne w analizie lipidow

wchodzacych w sktad bton biologicznych. Wiad. Chem. 1997, 51, 81 — 96.

97



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

Kuliszkiewicz-Janus M.: Mozliwosci zastosowania spektroskopii magnetycznego
rezonansu jadrowego w badaniu metabolizmu komoérek w stanach fizjologiczych i
patologicznych. Czg$¢ I: Fizyczne podstawy magnetycznego rezonansu jadrowego.
Pol. Arch. Med. Wewn. 1993, 90, 230-235.

Kuliszkiewicz-Janus M.: Mozliwo$ci zastosowania spektroskopii magnetycznego
rezonansu jadrowego w badaniu metabolizmu komoérek w stanach fizjologicznych i
patologicznych. Czg$¢ 1I: migsien sercowy, migsnie szkieletowe. Pol. Arch. Med.
Wew. 1993, 90, 291-299.

Kuliszkiewicz-Janus M.: Mozliwo$ci zastosowania spektroskopii magnetycznego
rezonansu jadrowego w badaniu metabolizmu komoérek w stanach fizjologicznych i
patologicznych. Czg$¢ III: Watroba, nerki, jadra. Pol. Arch. Med. Wew. 1993, 90,
300-305.

Kuliszkiewicz-Janus M.: Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
(magnetic resonance spectroscopy — MRS) w badaniu fizjologii i patologii mézgu.
Post. Med. Klin. Do$w. 1993, 2, 167-177.

Kuliszkiewicz-Janus M.: Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego
(MRS) — jej zastosowania kliniczne 1 znaczenie w metabolizmie chordb
rozrostowych krwi. Acta Haematologica Polonica 2001, 32(1), 160 — 170.
Kuliszkiewicz-Janus M.: Zastosowanie spektroskopii magnetycznego rezonansu
(Magnetic Resonance Spectroscopy - MRS) w diagnostyce 1 monitorowaniu
leczenia nowotworow. Rez. Magn. Med. 1993, 1(1), 31 -37.

Kuliszkiewicz-Janus M., Baczynski S.: Application of *'P NMR spectroscopy to
monitor of chemiotherapy — associated changes of serum phospholipids in patients
with malignant lymphomas. MRM 1996, 35, 449 — 456.

Kuliszkiewicz-Janus M., Baczynfski S.: Chemiotherapy-associated changes in *'P
MRS spectra of sera from patients with multiple myeloma. NMR Biomed. 1995, 8,
127 — 132.

Kuliszkiewicz-Janus M., Baczynski S.: Treatment-induced changes in *'P-MRS
(magnetic resonance spectroscopy) spectra of sera from patients with acute
leukemia. Biochimica et Biophysica Acta 1997, 1360, 71 — 83.

Kuliszkiewicz-Janus M., Janus W., Baczynski S.: Application of *'P NMR
Spectroscopy in Clinical Analysis of Changes of Serum Phospholipids
in Leukemia, Lymphoma and some other Non-Haematological Cancers. Anticancer

Research 1996, 16, 1587 — 1594.

98



46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

Kuliszkiewicz-Janus M., Jurczyk A., Baczynski S.: Long term *'P NMR sera
analysis of patients after bone marrow transplantation in the course of
heamatological malignancies. Scientific program and Books of Abstracts
ESMRMB’00 17" Annual meeting, Paris 2000, 212-213.

Kuliszkiewicz-Janus M., Ratajczak H., Baczynski S.: *'P MRS in Vitro Monitoring
of Therapy Response of Heamatological Malignant Diseases. Procedings 12th
Annual Scientific Meeting 1993, 1153.

Laethem R. M.; Hannun Y. A., Jayadev S., Sexton C. J., Strum J. C., Sundseth R.,
Smith G. K.: Increases in neutral, Mg2+-dependent and acidic, Mg2+-independent
sphingomyelinase activities precede commitment to apoptosis and are not a
consequence of caspase 3-like activity in Molt-4 cells in response to thymidylate
synthase inhibition by GW1843. Blood 1998, 91(11), 4350-4360.

Leach M. O.: Introduction to in vivo MRS of cancer: new perspectives and open
problems. Anticancer Res. 1996, 16(3B), 1503-1514.

Leach M. O.: Magnetic resonance spectroscopy applied to clinical oncology. Health
Care Tech. 1994, 2, 235-246.

Leach M. O., Verrill M., Glaholm J., Smith T. A. D., Collins D. J., Payne G. S.,
Sharp J. C., Ronen S. M., McCready V. R., Powles T. J., Smith I. E.: Measurements
of human breast cancer using magnetic resonance spectroscopy: a review of clinical
measurements and a report of localized *'P measurements of response to treatment.
NMR in Biomed.. 1998, 11, 314 — 340.

Linardic C. M., Hannun Y. A.: Identification of a Distinct Pool of Sphingomyelin
Involved in the Sphingomyelin Cycle. The Journal of Biological Chemistry 1994,
269(38), 23530-23537.

Linardic C. M., Jayadev S., Hannun Y. A.: Activation of the sphingomyelin cycle
by brefeldin A: effects of brefeldin A on differentiation and implications for a role
for ceramide in regulation of protein trafficking. Cell Growth Differ. 1996, 7(6),
765-74.

Maintz D., Heindel W., Kugel H., Jaeger R., Lackner K. J.: Phosphorus-31 MR
spectroscopy of normal adult human brain and brain tumours. NMR in Biomed.
2002, 15, 18-27.

Martinez P., Morros A.: Membrane lipid dynamics during human sperm

capacitation. Frontiers in Bioscience 1996, 1, 103-117.

99



56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.
68.

Meneses P., Glonek T.: High resolution *'P NMR of extracted phospholipids.
Journal of Lipid Research 1988, 29, 679-689.

Merchant T. E., de Graaf P. W., Minsky B. D., Obertop H., Glonek T.: Esophageal
Cancer Phospholipid Characterisation by *'P NMR. NMR in Biomed. 1993, 6, 187-
193.

Merchant T. E., Kasimos J. N., de Graaf P. W., Misnsky B. D., Gierke L. W.,
Glonek T.: Phospholipid profiles of human colon cancer using *'P magnetic
resonance spectroscopy. Int. J. Colorectal Dis. 1991, 6(12), 121-126.

Merchant T. E., Lass J. H., Roat M. I., Skelnik D. L., Glonek T.: P-31 NMR
analysis of phospholipids from cultured human corneal epithelial, fibroblast
and endothelial cells. Curr. Eye Res. 1990, 9(12), 1167-1176.

Merchant T. E., Minsky B. D., Lauwers G. Y., Diamantis P. M., Haida T., Glonek
T.: Esophageal cancer phospholipids correlated with histopathologic findings: a *'P
NMR study. NMR Biomed. 1999, 12(4), 184-188.

Merchant T. E., Meneses P., Gierke L. W., Den Otter W., Glonek T.: *'P magnetic
resonance phospholipid profiles of neoplastic human breast tissues B. J. Cancer
1991, 63(5), 693-698.

Merchant T. E., van der Ven L. T., Minsky B. D., Diamantis P. M., Delapaz R.,
Galicich J., Glonek T.: *'P NMR phospholipid characterisation of intracranial
tumors. Brain Res. 1994, 649 (1-2), 1-6.

Michalik A., Bartnikowska E.: Lipidy 1 lipoproteiny osocza. PZWL. 1999.

Murray R. K., Granner D. K., Mayes P. A., Rodwell V. W.: Biochemia Harpera.
PZWL. 1995.

Nixon A. B., Greene D. G., Wykle R. L.: Comparison of acceptor and donor
substrates in the CoA-independent transacylase reaction in human neutrophils.
Biochim. Biophys. Acta 1996, 1300, 187-196.

Pikuta S.: Lipidy komoérki nowotworowej — wybrane zagadnienia. Postepy biologii
komoarki 2000, 27(15), 57-77.

Podo F.: Tumour phospholipid metabolism. NMR Biomed. 1999, 12 (7), 413-439.
Porn-Ares M. L., Chow S. C., Slotte J. P., Orrenius S.: Induction of apoptosis and
potentiation of TNF- and Fas-mediated apoptosis in U937 cells by the xanthogenate
compound D609. Exp. Cell Res. 1997, 235(1), 48 — 54.

10



69

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

7.

78.

79.

.Quinn M. T., Parthasarathy S., Steinberg D.: Lysophosphatydylocholine: a
chemotactic factor for human monocytes and its potential role in atherogenesis.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1998, 85(8), 2805-2809.

Raffelt K., Moka D., Siillentrop F., Dietlein M., Hahn J., Schicha H.: Systemic
alterations in phospholipid concentrations of blood plasma in patients with thyroid
carcinoma: an in vitro *' P high-resolution NMR study. NMR in Biomed. 2000, 13,
8-13.

Rakowska M., Zborowski J.: Sfingomielina — metabolizm, rola i znaczenie w
btonach biologicznych. Postepy Biologii Komorki 1992, 19, 369-384.

Rinck P. A., Muller R. N., Petersen S. B.: An Introduction to Magnetic Resonance
in Medicine. Georg Thieme Verlag Stuttgart. Thieme medical Publishers, Inc. New
York 1990.

Ronen S. M., DiStefano F., McCoy C. L., Robertson D., Smith T. A., Al-Saffa N.
M., Titley J., Cunningham D. C., Griffiths J. R., Leach M. O., Clarke P. A.:
Magnetic resonance detects metabolic changes associated with chemotherapy-
induced apoptosis. Br. J. Cancer 1999, 80 (7), 1035-1041.

Ronen S. M., Leach M. O.: Imaging biochemistry: applications to breast cancer.
Breast Cancer Res. 2001, 3(1), 36-40.

Ruiz-Cabello J., Cohen S.: Phospholipid metabolites as indicators of cancer cell
function. NMR Biomed. 1992, 5, 226-233.

Sawai H., Okazaki T., Domae N.: Ceramide: a lipid mediator of apoptotic signal
transduction. Nippon Rinsho 1996, 54(7), 1803-1808.

Seijo L., Merchant T. E., van der Ven L. T., Minsky B. D., Glonek T.: Meningioma
phospholipid profiles measured by *'P nuclear magnetic resonance spectroscopy.
Lipids 1994, 29(5), 359-364.

Schilling A., Knauf W., Bollow M., Wol K.J.f: *'P MRS follow-up of the spleen in
patients with chronic lymphatic leukemia during Fludarabin-Phosphat therapy.
Book of Abstracts. 11" Annual Scientific Meeting of the Society of Magnetic
Resonance in Medicine 1992, 490.

Shiao Y. J., Vance J. E.: Evidence for an ethanolamine cycle: differential recycling
of the -ethanolamine moiety of phosphatidylethanolamine derived from

phosphatidylserine and ethanolamine. Biochem. J. 1995, 310, 673-679.

10



80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

Sterin M., Cohen J. S., Mardor Y., Berman E., Ringel I.: Levels of phospholipid
metabolites in breast cancer cells treate with antimitotic drugs: a *'P-magnetic
resonance spectroscopy study. Cancer Res. 2001, 61(20), 7536-7543.

Su B., Kappler F., Szwergold B. S., Brown T. R.: Identification of a Putative Tumor
Marker in Breast and Colon Cancer. Cancer Research 1993, 53, 1751-1754.
Siillentrop F., Moka D., Neubauer S., Haupt G., Engelmann U., Hahn J., Schicha
H.: P NMR spectroscopy of blood plasma: determination and quantification of
phospholipid classes in patients with renal cell carcinoma. NMR in Biomed. 2002,
15, 60-68.

Sweeney G., Nazir D., Clarke C., Goettsche G.: Ethanolamine and choline
phospholipids in nascent very-low-density lipoprotein particles. Clin. Invest. Med.
1996, 19, 243-250.

Sweeney E. A., Sakakura C., Shirahama T., Masamune A., Ohta H., Hakomori S.,
Igarashi Y.: Sphingosine and its methylated derivative N,N-dimethylsphingosine
(DMS) induce apoptosis in a variety of human cancer cell lines. Int. J. Cancer 1996,
66 (3), 358-366.

Szala S.: Swoista indukcja apoptozy w komorkach nowotworowych. Nowotwory
2000, 50, 111-121.

Takeda Y., Tashima M., Takahashi A., Uchiyama T., Okazaki T.: Ceramide
generation in nitric oxide-induced apoptosis. Activation of magnesium-dependent
neutral sphingomyelinase via caspase-3. J. Biol. Chem.1999, 274(15),
10654-10660.

Ting Y. L., Sherr D., Degani H.: Variations in energy and phospholipid metabolism
in normal and cancer human mammary epithelial cells. Anticancer Res. 1996, 16,
1381-1388.

Tuz M.: Analiza widm *'P magnetycznego rezonansu jadrowego ekstraktow
fosfolipidow osocza os6b zdrowych i1 pacjentow z rozpoznanymi chorobami
nowotworowymi krwi. Praca magisterska. Wroctaw, 2003.

Twelves C. J., Porter D. A., Lowry M., Dobbs N. A., Graves P. E., Smith M. A.,
Rubens R. D., Richards M. A.: Phosphorus-31 metabolism of post-menopausal
breast cancer studied in vivo by magnetic resonance spectroscopy. Br. J. Cancer
1994, 69, 1151-1156.

Van Inderstine S. C., Byers D. M., Ridgway N. D., Cook H. W.: Phospholipase D
hydrolysis of plasmalogen and diacyl ethanolamine phosphoglycerides by protein



91.

92.

93.

kinase C dependent and independent mechanisms. J. Lipid Mediat. Cell Signal.
1997, 15(2), 175-192.

Xu Z., Byers D. M., Palmer F. B., Spence M. W., Cook H. W.: Limited metabolic
interaction of serine with etanolamine and choline in turnover of
phosphatidylserine, phosphatidylethanolamine and plasmalogens in cultured glioma
cells. Biochim. Biophys. Acta 1993, 1168 (2), 167-174.

Zhang J., Alter N., Reed J. C., Borner C., Obeid L. M. Hannun Y. A: Bcl-2
interrupts the ceramide-mediated pathway of cell death. Proc. Natl. Acad. Sci.
USA. 1996, 93(11), 5325-5328.

Zheng B., Oishi K., Shoji M., Eibl H., Berdel W. E., Hajdu J., Vogler W. R., Kuo J.
F.: Inhibition of protein kinase C, (sodium plus potassium)-activated adenosine
triphosphatase, and sodium pump by synthetic phospholipid analogues. Cancer Res.
1990, 50, 3025-3031.

10



