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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Wykazano, ze hydroksymocznik (HU) indukuje powstawanie wolnych rodnikéw, ktére praw-
dopodobnie sa odpowiedzialne za cytotoksycznos¢ w komérkach poddanych jego dziataniu.
Molekularny mechanizm tej cytotoksycznosci pozostaje niedostatecznie wyjasniony. Uwaza sig,
ze mechanizmem dziatania HU powodujacym $mieré komérki w wyniku wzrostu niezréwno-
wazonego moze by¢: nadmierne wytwarzanie, nieprawidlowa akumulacja i postepujacy wyciek
licznych enzymdw hydrolitycznych przez btong komérkowa, co w konsekwencji prowadzi do ,.li-
tycznej” Smierci komdrki. Dziatanie ochronne wywierane przez antyoksydanty i zmiatacze rod-
nikéw wobec ubocznej toksycznosci HU nie wptywa na efektywnos$¢ hamowania syntezy DNA
zaleznej od reduktazy rybonukleotydowej — gtéwnego mechanizmu przeciwnowotworowej ak-
tywnosci HU. Obserwacje te potwierdzaja hipotezg, ze struktury bloniaste pozostaja miejscem
docelowym dla ubocznej toksycznosci hydroksymocznika. Uszkodzenia erytrocytow i granulo-
cytéw wydaja si¢ mie¢ wazne znaczenie kliniczne poniewaz zwracaja uwage na elementy mor-
fotyczne krwi, jako jedno z miejsc docelowych ubocznej toksycznosci hydroksymocznika gene-
rujacego wolne rodniki.

hydroksymocznik ¢ wolne rodniki ¢ peroksydacja lipidow * wzrost niezrownowazony ¢ lizosomy
o erytrocyty ° granulocyty

Key words:

Summary

It has been shown that hydroxyurea (HU) induces free radicals which exert cytotoxic effects on
cells. However, the molecular mechanism of this effect is still obscure. A possible mechanism
for HU-mediated cell death induced by unbalanced growth could be the overproduction, altered
accumulation, and progressive leakage of many hydrolytic enzymes through the cell membrane,
leading to “lytic” cell death. Protection by antioxidants and radicals scavengers does not change
the inhibition of DNA synthesis dependent on ribonucleotide reductase, the main mechanism of
the antineoplastic activity of HU. These observations support the hypothesis that membranes are
targets for the side effects of HU toxicity. Damage of erythrocytes and granulocytes seems to be
an important clinical feature of the HU side toxicity generating free radicals.

hydroxyurea ° free radicals ° lipid peroxidation  unbalanced growth * lysosomes ¢
erythrocytes * granulocytes
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Wykaz skrotow:

ADB - adriblastyna; Cytosar - arabinozyd cytozyny; dCR - deoksycytydyna;

dNR - deoksynukleotydy; dThR - tymidyna; HU - hydroksymocznik; MDA - dialdehyd malonowy;
MetHb - methemoglobina; NADH - zredukowany dinukleotyd nikotynamidoadeninowy;

NBT - bfekit nitrotetrazoliowy; TBA - kwas tiobarbiturowy; TBA-RS - substancje reagujace

z kwasem tiobarbiturowym; glukezaminidaza - beta-N-acetyloglukozaminidaza EC 3.2.1.30;
DNaza Il - 3’-nukleotydohydrolaza deoksyrybonukleinianu EC 3.1.4.6, katalaza EC 1.11.1.6,
kwasna fosfataza EC 3.1.3.2; LDH - dehydrogenaza mleczanowa EC 1.1.2.3, peroksydaza EC
1.11.1.7; reduktaza rybonukleotydowa - reduktaza difosforanéw rybonukleozydéw EC 1.17.4.1;
SOD - dysmutaza ponadtlenkowa EC 1.15.1.1.

Reakcje wolnorodnikowe, jak si¢ uwaza, powoduja wiele
uszkodzen komorki, wsrdd nich bardzo destrukcyjne proce-
sy peroksydacji lipidow bton plazmatycznych [42]. Znaczna
liczba lekéw dziata toksycznie wywotujac stres oksydacyjny
i reakcje rodnikowe. Sposrdd lekéw przeciwnowotworowych,
antybiotyki antracyklinowe zawierajace w swojej strukturze
chemicznej pierscieri chinonowy sg znane z tego, ze powo-
duja cytotoksycznosé na skutek generowania wolnych rodni-
koéw, a ich dodatkowa toksycznos¢ in vivo jest wynikiem zdol-
nosci do wywotlywania uszkodzen peroksydacyjnych [35].
Sygnalizowane sg réwniez pewne nieswoiste, prawdopodob-
nie peroksydacyjne, toksyczne skutki terapii lekami przeciw-
nowotworowymi o strukturze chemicznej innej anizeli antra-
cykliny, w tym takze hydroksymocznik [5,11,12].

Zapobieganie ubocznej toksycznosci lekow przeciwnowo-
tworowych przez stosowanie antyoksydantéw i zmiataczy
rodnikéw staje si¢ waznym zagadnieniem o charakterze kli-
nicznym [11,12]. Takie proby ochrony przed peroksydacja
lipidéw indukowana dziataniem adriamycyny (doksorubi-
cyna) podejmowano, z pozytywnym skutkiem u zwierzat
Z guzem nowotworowym nie obnizajac przy tym indeksu
terapeutycznego tego leku [56,57].

Uwaza sig, ze zastosowanie antyoksydantéw w trakcie
chemioterapii nowotwordw zwigksza efektywnos¢ dziata-
nia cytostatykéw przez obnizenie st¢zenia aldehydowych
produktow peroksydacji, ktére indukuja stres oksydacyj-
ny. Produkty te wptywaja hamujaco, m.in. na aktywnos¢
kaspaz i proces apoptozy [10,12].

‘W pracy skoncentrowano si¢ na wolnorodnikowym mechani-
zmie ubocznej cytotoksycznosci hydroksymocznika, antymeta-
bolitu stosowanego od wielu lat w terapii niektdrych przypad-
kéw guzéw litych oraz w chorobach mieloproliferacyjnych.

MECHANIZM DZIALANIA HYDROKSYMOCZNIKA

Hydroksymocznik (hydroxycarbamide, hydrea, hydroxyu-
rea — HU) jest znanym lekiem przeciwnowotworowym

stosowanym w chemioterapii klinicznej [7,8,38,39,48,69]
oraz odwracalnie dzialajacym inhibitorem syntezy DNA
w synchronizacji wzrostu komoérek zaréwno in vitro [27],
jak i in vivo [23]. Podstawowym mechanizmem dzialania
HU jest zahamowanie aktywnos$ci kompleksu enzymatycz-
nego reduktazy rybonukleotydowej przez destrukcje wol-
nego rodnika tyrozylowego w katalitycznej podjednostce
enzymu [41]. Inaktywacja enzymu powoduje zahamowa-
nie syntezy DNA w wyniku niedostatecznej podazy de-
oksyrybonukleotydéw (dNR) [45,58,72].

Hydroksymocznik jest przedstawicielem grupy zwiazkéw
okreslanych mianem alifatycznych kwaséw hydroksamo-
wych o prostej budowie, ale o duzej aktywnosci chemiczne;j.
Reszta hydroksamowa —CO-NHOH- czasteczki HU chela-
tuje jony metali dwuwarto$ciowych ze szczeg6lnie silnym
powinowactwem do jonéw zelaza i miedzi. Reszta hydrok-
sylaminowa =N-OH moze podlega¢ jedno- lub dwuelektro-
nowej reakcji utleniania z wytworzeniem rodnikéw nitro-
ksylowych, rodnikéw posrednich OH, NH,0, OHN-HOO,
tlenku azotu oraz nadtlenku wodoru [22,45,58].

Wyniki badan wilasnych [46] wykazaty, ze w uktadzie bez-
komoérkowym hydroksyloamina redukuje NBT w obec-
nosci NADH w stezeniach bliskich stezeniom stosowa-
nym w doswiadczeniach HU. Reakcja ta jest hamowana
przez SOD.

Obserwowany we krwi pacjentéw leczonych HU, wzrost
stgzenia metabolitéw tlenku azotu oraz kwasu hydroksa-
mowego dostarcza posredniego dowodu in vivo na powsta-
wanie hydroksyloaminy z HU [22].

Badania in vivo wykazaty, ze wynikiem metabolizmu HU
podanego szczurom droga pokarmowa w dawce réwnowaz-
nej dawce terapeutycznej jest tlenek azotu [21]. Tlenek azo-
tu okazat si¢ naturalnym inhibitorem aktywnosci enzyma-
tycznej reduktazy rybonukleotydowej w komoérkach. Jego
wplyw na komoérkowa pule dNR jest podobny do wpty-
wu inhibitoréw tego enzymu stosowanych w chemiotera-
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pii nowotworéw [52]. Wykazano jednak, ze moze on row-
niez chroni¢ DNA komorek gruczolakoraka Ehrlicha in
vitro przed toksycznoscia doksorubicyny (adriamycyny).
Dostarczenie bowiem substancji generujacych tlenek azo-
tu powodowato wzrost syntezy DNA i w znaczacym stop-
niu zapobiegato Smierci apoptotycznej tych komoérek in-
dukowanej przez doksorubicyng [26].

Inkubacja DNA z HU w obecnosci jonéw miedzi indukuje
pojawienie si¢ 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyny (8-OHdG),
ktéra posrednio stanowi wskazZnik stresu oksydacyjnego.
Wzrostowi st¢zenia HU w mieszaninie inkubacyjnej towa-
rzyszy wzrost poziomu 8-OHdG. Wzbogacenie badanego
uktadu o NADH stymuluje wzrost oksydacyjnych uszko-
dzeinn DNA. Dlatego tez dwuwarto$ciowe jony metali moga
posredniczy¢é w oksydacyjnym uszkodzeniu DNA przez
HU oraz warunkowa¢ mutagenne i kancerogenne wias-
ciwosci tego leku w trakcie dtugo trwajacej terapii [54],
cho¢ sa one niewielkie [17].

Wprawdzie uwaza sig, ze pierwotnym mechanizmem cy-
totoksycznosci HU jest zahamowanie enzymatycznej ak-
tywnosci reduktazy rybonukleotydowej, to rozwaza sie
istnienie dodatkowego mechanizmu jego cytotoksyczne-
go dziatania [37,45]. Rozwazania te sa oparte o hipoteze
DeSesso [13] sformutowana celem wyjasnienia teratogen-
nego dzialania tego leku oraz szybkiej Smierci komorek.
Hipoteza ta sugeruje réwniez, ze mechanizm ubocznej tok-
sycznosci HU jest wynikiem reakcji wolnorodnikowych.
Jezeli przyja¢ mozliwos¢ ochrony komérek przed ubocz-
na toksycznoscia HU przez jednoczesne dostarczenie an-
tyoksydantow lub zmiataczy rodnikéw, to nasuwa sig pyta-
nie, czy podawanie takich zwiazkow nie zaktdci swoistego
dziatania leku, ktéry powinien zniszczy¢ komoérke docelo-
wa poprzez zalezng od aktywnos$ci enzymu reduktazy ry-
bonukleotydowej blokade syntezy DNA.

Eksponowanie komérek proliferujacych na rézne czynniki
chemioterapeutyczne interferujace z synteza DNA powoduje
wzrost niezréwnowazony (unbalanced growth), ktéremu to-
warzyszy nieprawidlowy wzrost objetosci komérki. Hipoteza
wyjasniajaca wzrost masy komorki stanowi, ze komorki sa
pobudzane przez dziatanie tych czynnikéw do osiagnigcia
stanu abortywnego pseudocyklu komérkowego. Cykl ten
charakteryzuje si¢ nieproporcjonalna synteza biatek, RNA
i prawdopodobnie innych makromolekut przy braku innych
etapow przygotowujacych podziat komérki [49,50].

Pytanie, w jaki spos6b niezréwnowazony wzrost jest zaan-
gazowany w $mieré komorki pozostaje bez odpowiedzi.

Badania wykazaty, ze tylko zahamowanie syntezy DNA
prowadzi do Smierci komorki, natomiast zahamowanie syn-
tezy DNA z jednoczesnym zahamowaniem syntezy biatka
nie wywoluje tego procesu [28,51,67]. Dlatego tez synteza
biatek jest wazna. Niektore enzymy zaangazowane w me-
tabolizm DNA moga by¢ indukowane poprzez inhibitory
syntezy DNA, takie jak np. kinaza tymidylanowa [24,61],
deaminaza deoksycytydynomonofosforanu (dCMP) [24],
reduktaza dihydrofolianowa [14] oraz kwasna i zasadowa
deoksyrybonukleaza [62]. W zwiazku z tym zasugerowa-
no, ze niezréwnowazony wzrost indukujacy smier¢ komor-
ki moze by¢ bezposrednia konsekwencja biochemicznych
zmian wtasciwych metabolizmowi DNA [28].
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Ryc.1. Poréwnanie rozkfadu objetosci komérek L5178Y i $redniej
objetosci komérki (V) poddanych 3-godzinnej inkubagji
z 1 mMHU lub T mM HU + zwiazek ochronny, uzupetnionej
24-godzinng inkubacja w pozywce bez HU i zwigzku
ochronnego; wit. E 0,060 mM, BS1-benzoesan sodu 4 mM,
BS2-bezoesan sodu 5 mM, AS1-kwas acetylosalicylowy
0,05 mM, AS2-kwas acetylosalicylowy 0,15 mM, Kat — katalaza
14 ug/ml, Poks — peroksydaza 10 ug/ml, SOD — dysmutaza
ponadtlenkowa 5 ug/ml. Kazdy punkt pomiaru jest $rednia
z czterech probek doswiadczalnych uzyskanych w dwéch
niezaleznych doswiadczeniach [47]

Wyniki badan wtasnych nad zaleznym od dawki i czasu
dziataniem HU na komérki limfoblastéw L5178Y biataczki
mysiej wykazaty, ze w warunkach hodowli prowadzacych
do wzrostu niezréwnowazonego, wzrasta procent komo-
rek nieprawidtowo powigkszonych, wypetionych lizoso-
mami co wykazalo przyzyciowe barwienie euchryzyna.
Wysunigto wniosek, ze wzrost niezréwnowazony induku-
jacy Smier¢ komérki moze by¢ konsekwencja postgpuja-
cego nadmiernego wytwarzania, nieprawidtowego groma-
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dzenia i wycieku licznych enzymoéw lizosomalnych oraz
litycznych uszkodzen komoérki [30].

Toksyczno$é HU woBEC KOMOREK PROLIFERUJACYCH

Wyniki badan wiasnych [47] wykazatly, ze inkubacja limfo-
blastéw L5178Y w hodowli z 1 mM HU przez trzy godziny
uzupetniona 24-godzinng inkubacja tych komoérek w po-
zywce bez HU powodowata nieprawidtowy wzrost objetosci
u okoto 40% komorek catej populacji oraz postinkubacyj-
na redukcje syntezy DNA w poréwnaniu z hodowla komo-
rek bez HU (ryc. 1). Wykorzystano to do okreslenia stopnia
ochrony komérek przez zastosowanie antyoksydantéw: wi-
taminy E, witaminy C, katalazy, peroksydazy, dysmutazy
ponadtlenkowej i zmiataczy rodnikéw: benzoesanu sodu,
kwasu acetylosalicylowego. Obserwowana ochrona komérek
poddanych dziataniu HU przed nieprawidlowym wzrostem
objetosci i redukcja syntezy DNA sugerowata, ze szybkie
cytotoksyczne efekty HU tacznie z uszkodzeniem DNA sa
spowodowane przez mechanizm niezwiazany z zahamowa-
niem aktywnosci reduktazy rybonukleotydowe;j.

Na potwierdzenie tej tezy wykorzystano test Paintera [40]
do wykrywania czynnikéw, ktére uszkadzaja DNA. Wyniki
badan wykazaty, ze zahamowanie syntezy DNA przez HU
nie zmienia si¢ przez obecnos¢ witaminy E czy katala-
zy, natomiast okres postinkubacyjnego powrotu syntezy
DNA byt rézny w komérkach inkubowanych tylko z HU
lub HU + zwiazek ochronny. Réznica ta oznaczata roz-
réznienie migdzy dzialaniem czynnikow, ktére uszkadza-
ja DNA i czynnikéw, ktére hamuja synteze, ale nie uszka-
dzaja DNA. Obserwowana ochrona przez antyoksydanty
i zmiatacze rodnikéw potwierdzata hipotez¢ o udziale wol-
nych rodnikéw w dziataniach cytotoksycznych HU.

Powstaje pytanie, jaki jest molekularny mechanizm tok-
sycznego dziatania HU w komoérce.

Wolne rodniki sg znanymi czynnikami uszkadzajacymi
DNA, ktére dziataja podobnie jak promieniowanie jonizu-
jace [34]. Jednak reakcje rodnikowe moga inicjowac perok-
sydacje lipidéw w btonach komérkowych [1,42]. Stopiert
peroksydacji lipidéw w komérkach poddanych trzygodzin-
nej inkubacji z HU w obecnosci lub przy braku zwiazkéw
ochronnych nie wykazat jednak réznic. Celem poréwna-
nia efektywnosci indukowania $mierci komoérek przez
HU w obecnosci witaminy E, komérki L5178Y znajduja-
ce si¢ w logarytmicznej fazie wzrostu inkubowano 48 go-
dzin z 0,2 mM HU i witaming E lub bez witaminy E [44].
Zastosowano stezenie HU 0,2 mM poniewaz znajduje si¢
ono w zakresie stgzeri rekomendowanych w chemiotera-
pii klinicznej [4]. Zahamowanie syntezy DNA jest jednym
z pierwszych nastgpstw dziatania HU, dlatego tez porow-
nano inkorporacj¢ 3H-tymidyny w DNA w ciagu pierw-
szych 60 minut inkubacji z HU. Wykazano, ze inkubacja
komoérek zaréwno z HU, jak i HU + witamina E powodo-
wata obnizenie inkorporacji znakowanej tymidyny o pra-
wie 20% w poréwnaniu z komérkami z hodowli kontrolne;.
Podobny brak réznicy migdzy komérkami inkubowanymi
tylko z HU lub HU + witamina E pojawit si¢ w zahamo-
waniu syntezy DNA netto w czasie 48-godzinnej inkuba-
¢ji. Zaobserwowano natomiast réznice w przezywalnosci
komorek, poniewaz w hodowli bez witaminy E $miertel-
nos$¢ komoérek wyniosta okoto 20% po 24 godzinach in-
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Ryc. 2. Poréwnanie szybkosci proliferadji i syntezy DNA netto
w komdrkach L5178Y inkubowanych 24 godziny z 0,2 mM HU
i HU+wit. E po ich przeniesieniu do medium bez HU i wit. E.;
inkubacja z HU —, inkubacja z HU+-wit. E ---. Kazda wartos¢
jest $rednia z czterech probek doswiadczalnych uzyskanych
w dwdch niezaleznych doswiadczeniach [44]

kubacji z HU, zas w hodowli z HU + witamina E wszyst-
kie komérki pozostawaty zywe. Po 48 godzinach inkubacji
Smiertelnos¢ komdérek wyniosta okoto 80% zaréwno w ho-
dowli z HU, jak i hodowli z HU + witamina E. Ochronny
wplyw witaminy E w czasie 24 godzin ujawnit si¢ wzro-
stem ilosci mitoz oraz wzrostem zawartos§ci DNA w ko-
morkach inkubowanych z HU + witamina E w poréwnaniu
z komérkami inkubowanymi tylko z HU po ich przeniesie-
niu do medium bez HU (ryc. 2).

Stosunkowo wczesna ochrona komérek nie zmienita tem-
pa niezréwnowazonego wzrostu, Co oceniono przez po-
miar stosunku DNA/biatko oraz aktywnos¢ kwasnej fo-
sfatazy (ryc. 3). Dodatkowo, oceniano fragmentacj¢ jadra
komérkowego, ktéra stanowi nieswoisty, prenekrotycz-
ny etap uszkodzenia komorki przez promieniowanie jo-
nizujace [25].

Inkubacja komoérek proliferujacych z odpowiednim ste-
zeniem HU powodowatla nie tylko zahamowanie syntezy
DNA, lecz takze szybka smier¢ w fazie S cyklu komor-
kowego [65].

W celu wyjasnienia mechanizmu tak selektywnej, szybkiej
Smierci komorki, ktéra przeciez jest trudna do wytluma-
czenia blokowaniem syntezy DNA przez zahamowanie ak-
tywnosci enzymu reduktazy rybonukleotydowej, DeSesso
[13] hipotetycznie zatozyl, ze HU ma takie szybkie dziata-
nie cytotoksyczne na skutek reakcji rodnikowych.
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Ryc. 3. Poréwnanie stosunku DNA/biatko, aktywnosci kwasnej
fosfatazy i fragmentadji jadra w komérkach inkubowanych
z Hu lub HU+wit. E. Stosunek DNA/biatko —, aktywnos¢
kwasnej fosfatazy (jednostki/ug biatka) ---. Wartosci
wyrazono w liczbach wzglednych w stosunku do kontroli
przyjetej za 1. Stupki obrazuja zawarto$¢ procentowa komérek
z pofragmentowanym jadrem komérkowym. Kazdy punkt
przedstawia Srednia z czterech probek doswiadczalnych
uzyskanych w dwdch niezaleznych doswiadczeniach [44]

Jezeli rodnikowa hipoteza dziatania HU jest stuszna, to nie-
swoista toksycznos¢ tego leku moze uszkadza¢ zaréwno
komorki docelowe, jak i niedocelowe, a mozna jej prze-
ciwdziala¢ przez zastosowanie antyoksydantéw i zmiata-
czy rodnikéw.

Na mechanizm dziatania HU powodujacy $§mier¢ komorki

moglyby sktadac¢ si¢ dwa niezalezne procesy:

e wczesny — szybkie rodnikowe uszkodzenie komorki,
oraz

* pdZny — bedacy konsekwencja wydtuzonego zahamo-
wania syntezy DNA poprzez zanik aktywnosci redukta-
zy rybonukleotydowej z towarzyszacym temu zjawisku
poglebiajacym si¢ w czasie wzrostem niezréwnowazo-
nym.

Wydaje si¢, ze wzajemne proporcje mi¢dzy tymi dwoma
procesami moga by¢ zmienne w réznym czasie trwania in-
kubacji z HU. Im dtuzszy czas inkubacji z HU tym wigcej
komodrek jest uSmiercanych w konsekwencji niezréwnowa-
zonego wzrostu powodujacego uszkodzenie komorki.

Ochronne dziatanie antyoksydantéw i zmiataczy rodnikéw
moze by¢ efektywne tylko na wczesnym etapie inkubacji
z HU, gdy zahamowana aktywnos¢ enzymu reduktazy ry-
bonukleotydowej posredniczacej w zahamowaniu syntezy
DNA jest w petni odwracalna. Z postgpujacym wzrostem
niezréwnowazonym, gdy rozwinety si¢ juz destrukcyjne
konsekwencje tego stanu, ochronne dziatanie antyoksydan-
téw i zmiataczy rodnikéw nie moze by¢ efektywne, ponie-
waz uszkodzenie letalne prawdopodobnie wynika z inne-
go mechanizmu anizeli wolnorodnikowy.

Jezeli zatozymy, ze fundamentalnym dziataniem cytotok-
sycznym HU in vivo jest zalezne od enzymu reduktazy ry-
bonukleotydowej zahamowanie syntezy DNA prowadzace
poprzez stan wzrostu niezrownowazonego do §mierci ko-

morki, to mozna oczekiwac, ze ewentualna ochrona komo-
rek witaming E przed rodnikowa toksycznoscia HU moze
zapobiega¢ dzialaniom niepozadanym bez naruszania in-
deksu terapeutycznego tego leku.

Podobna sugestia znalazta swoje potwierdzenie we wstgp-
nych prébach klinicznych z dostarczaniem witaminy E 1 wi-
taminy C pacjentom leczonym zestawem cytostatykéw:
HU-cytosar-rubidomycyna. Wyniki tych préb wykazaty,
ze stosowanie witamin przed i jednoczesnie z tymi lekami
chemioterapeutycznymi moze by¢ zastosowane w czasie
réznych cykli leczenia przeciwbiataczkowego bez wpty-
wu na ich indeks terapeutyczny [31].

Ostateczna ocena ewentualnych dzialan ochronnych tych
antyoksydantéw wymaga jeszcze wielu kontrolowanych
préb klinicznych, poniewaz obserwuje si¢ duze réznice
w indywidualnej odpowiedzi na uboczng toksycznos¢, kto-
re moga odzwierciedla¢ r6zny stopient wydolnosci ustrojo-
wej obrony antyoksydacyjnej organizmu pacjenta i efek-
tywnosci naprawy uszkodzen oksydacyjnych.

WZzRoST NIEZROWNOWAZONY

W badaniach wtasnych nad zahamowaniem reprodukcji
limfoblastow L5178Y z towarzyszacym temu wzrostem
niezréwnowazonym zastosowano dwa inhibitory syntezy
DNA: 0,2 mM HU oraz 5 mM tymidyn¢ (dThR). Zwiazki
te sa znane jako czynniki powodujace wzrost objetosci ko-
morek [50].

Inkubacja limfoblastéw z HU lub dThR powodowata wy-
dajne zahamowanie proliferacji ze znaczacym efektem le-
talnym po 48 godzinach. Podobny stopieri zahamowania
proliferacji nastapit w wyniku jednoczesnej inkubacji ko-
morek z HU i nadmiarem czterech dNR, ale Smiertelnos¢
komérek byta znaczaco zredukowana. Dodanie 1 uM dCR
do hodowli komoérek z dThR czesciowo redukowato zaréw-
no zahamowanie wzrostu, jak i §miertelnos¢. Przyzyciowe
barwienie lizosoméw euchryzyna w hodowlach tylko z HU
lub tylko z dThR wykazato postgpujacy wzrost liczby po-
wigkszonych komérek wypetnionych licznymi lizosoma-
mi, czesto nieprawidlowo duzymi. Podobnych komérek
nie stwierdzano w hodowlach bez inhibitora a tylko spo-
radycznie pojawialy si¢ one w hodowlach komérkowych
inkubowanych z HU + dNR lub dThR + dCR. Poréwnanie
stosunku migdzy biatkiem i zawartoscia DNA w komor-
kach, aktywnoscia kwasnej fosfatazy i przezyciem komo-
rek wykazato, ze postepujacy brak rownowagi biatko/DNA
w komoérkach inkubowanych z HU lub dThR jest skorelo-
wany z postgpujacym wzrostem aktywnosci enzymu lizo-
somalnego i wysoka $miertelnoscia (ryc. 4).

W komérkach inkubowanych z HU + dNR, aktywnos¢ en-
zymu byla znaczaco mata a przezycie komérek znacznie
lepsze, to synteza DNA i biatka w tych komoérkach byta
zahamowana w réwnym stopniu. Bliskie warto$ciom kon-
trolnym byty réwniez te trzy parametry obserwowane w ko-
morkach poddanych dziataniu dThR indukujacemu dzia-
lanie hamujace ktéremu przeciwdziatal dCR. Podobne
relacje zaobserwowano migdzy: objgtoscia komérki, ste-
zeniem biatka na komorke 1 aktywnoscia kwasnej fosfata-
zy na komoérke po 18 godzinach inkubacji. Po tym czasie
komorki pozostawaty wciaz zywe. Jednoczesne oznacze-
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Ryc. 4. Relacje migdzy niezrownowazonym wzrostem (biatko/DNA)
—, aktywnoscig kwasnej fosfatazy(jednostki/mg biatka) ---
a przezyciem komérek — stupki. Wykres po lewej: stosunek
biatko/DNA i aktywnos¢ kwasnej fosfatazy wyrazone w liczbach
wzglednych w stosunku do kontroli przyjetej za 1. Kazdy
punkt pomiaru jest Srednig z trzech prébek doswiadczalnych
uzyskanych w dwdch niezaleznych doswiadczeniach [30]

nie aktywnosci kwasnej fosfatazy i dehydrogenazy mlecza-
nowej w komérkach i medium po 18 godzinach inkubacji
wykazalo, ze stan wzrostu niezréwnowazonego korelowat
ze wzrostem aktywnosci hydrolaz nie tylko lizosomalnych,
ale réwniez i nielizosomalnych zaréwno w komorkach, jak
i w medium (ryc. 5).

Jednakze stosunek aktywnosci kwasnej fosfatazy i aktyw-
nosci dehydrogenazy mleczanowej w medium komoérek
inkubowanych z dThR byt odwrécony w stosunku do po-
ziomu aktywnosci tych enzyméw w medium komorek in-
kubowanych z HU. Zniesienie nieréwnowagi biatko/DNA
w komérkach inkubowanych z HU + dNR lub dThR + dCR
powodowato normalizacj¢ aktywnosci obu hydrolaz zaréw-
no w komoérkach, jak i medium.

Aktywnos¢ enzymo6w mierzona w medium w stanie wzro-
stu niezréwnowazonego komoérek wskazywata, ze stan ten
wplywa na zmiang przepuszczalnosci bton komérkowych.
Dlatego tez zbadano przepuszczalnosé bton lizosomalnych
w warunkach izo- i hipoosmotycznych przez oznaczenie
aktywnosci glukozaminidazy. Zaobserwowano, ze w ko-
morkach inkubowanych z HU lub dThR, znajdujacych sie
w stanie wzrostu niezréwnowazonego, podwyzszona ak-
tywnos¢ catkowita enzymu koreluje z podwyzszona ak-
tywnoscia wolnego pozalizosomalnego enzymu zaréw-
no w roztworach izo- jak i hipoosmotycznych. Relatywne
proporcje enzymu uwolnionego z lizosoméw byty zblizo-
ne we wszystkich rodzajach hodowli komérkowych podda-
nych doswiadczeniu. Nalezy dodac¢, ze wzrost catkowitej
aktywnosci glukozaminidazy w komoérkach znajdujacych
si¢ w stanie wzrostu niezrownowazonego byt znacznie
mniejszy w poréwnaniu z aktywnoscia kwasnej fosfatazy
czy dehydrogenazy mleczanowej [30].

Wyniki te sa zgodne z wynikami otrzymanymi przez innych
autoréw wskazujacych, ze stopienl zmian w aktywnosciach
enzyméw lizosomalnych zalezy nie tylko od warunkéw ho-
dowli komorek, ale i od rodzaju enzymu [53]. Postgpujaca
synteza biatka jest krytycznym momentem w stanie wzrostu
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Ryc. 5. Aktywnos¢ kwasnej fosfatazy i LDH w komdrkach (puste
stupki) i w medium (stupki petne) po 18 godzinach inkubacji
z zaznaczonym na wykresie inhibitorem syntezy DNA. Kwasna
fosfataza (1), LDH (2) aktywnos¢ enzyméw oznaczona
w jednostkach/106 komdrek i wyrazona w liczbach wzglednych
w stosunku do kontroli przyjetej za 1[30]

niezréwnowazonego odpowiedzialnego za Smieré¢ komor-
ki. Jakkolwiek natura nowo powstatego biatka lub biatek
odpowiedzialna za $mier¢ komérki jest nieznana. Jak su-
geruje Lieberman i wsp. [28] proces ten moze odpowiadaé
indukcji enzymu lub enzymoéw najprawdopodobniej zwia-
zanych z metabolizmem DNA. Obserwowano, ze brak row-
nowagi biatko/DNA oraz nieprawidlowy wzrost objgtosci
komérki byt skorelowany ze wzrostem aktywnosci DNazy
II i w komoérkach, i w medium prowadzac do postgpuja-
cego uszkodzenia DNA [55]. Hipotetycznie, wyciek en-
zymoéw lizosomalnych do cytoplazmy moze spowodowacé
nie tylko uwolnienie cytochromu c przez uszkodzenie mi-
tochondriéw, ale réwniez wzrost generowania aktywnych
form tlenu powodujacych dalsza fragmentacjg lizosoméw
oraz zapoczatkowanie procesu apoptozy [73].

Badania limfocytéw uzyskanych od chorych na przewle-
kta biataczke szpikowa, inkubowanych z cytostatykami
w tym 1 hydroksymocznikiem wykazaty nasilenie apop-
tozy oraz fragmentacje DNA [3]. Podobne wyniki badan
otrzymano inkubujac komorki ludzkiej biataczki erytrobla-
stycznej (erythroblastosis acuta essentialis) z hydroksy-
mocznikiem [16]. Jednakze, komoérki B limfoblastycznej
linii transformowanej wirusem Epsteina-Barr inkubowa-
ne z HU nie wykazywaly fragmentacji DNA ani aktywacji
kaspaz. Obserwowano natomiast wzrost ekspresji biatka
Bcl-2 przeciwdzialajacego apoptozie oraz genu supreso-
rowego p53 [19].

Z kolei wyniki badanin wiasnych [30] wykazaly, ze zaha-
mowanie syntezy DNA prowadzace do Smierci komoérki
poprzez wzrost niezréwnowazony jest zwigzane z poste-
pujacym wzrostem aktywnosci cytoplazmatycznych i lizo-
somalnych enzyméw hydrolitycznych. Podobny stopien za-
hamowania syntezy DNA z jednoczesnym zahamowaniem
syntezy biatka nie byt zwiazany ze wzrostem aktywnosci
tych enzyméw, a przezywalnos¢ komérek byta znaczaco
lepsza. Dlatego tez smieré komoérki moze odzwierciedlaé
nadmierne wytwarzanie i nieprawidlowe gromadzenie licz-
nych hydrolaz. Gromadzenie si¢ hydrolaz wewnatrz ko-
morki jest powigzane ze wzrostem ich aktywnosci w me-
dium pozakomérkowym. Znaczacy wzrost obserwowano
w czasie, gdy komérki pozostawaty ciagle zywe. Wydaje
si¢ prawdopodobne, ze ,,wejscie” komorki w stan wzrostu
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Ryc. 6. Wptyw rdznych stezer HU na barwliwos¢ lizosomow,
przezywalno$¢ komdrek i proliferacje. Komorki inkubowano
w obecnodci stezeri 0,1, 1,0 10,0 mM HU; 1 — komdrki o typie
lizosomalnym 0 (komérki bez wykrywalnych lizosoméw),
2 — komdrki o typie lizosomalnym 1, 3 — komérki o typie
lizosomalnym 2, 4 — komérki barwiace sie btekitem trypanu.
Kazda wartosc jest Srednia z czterech probek doswiadczalnych
uzyskanych w dwdch niezaleznych doswiadczeniach [15]

niezréwnowazonego jest potaczone z zaburzeniem prze-
puszczalnosci blon komérkowych. Jednak badacze donosza
o zmianach aktywnosci enzyméw lizosomalnych zaleznych
od warunkéw wzrostu komérek; wyzszy wzrost zachodzit
wtedy, gdy proliferacj¢ zahamowano przez napromienienie
lub wyznakowanie trytem [53]. Zahamowanie czy opdz-
nienie podziatu komorki, jak sig sugeruje, jest pierwotna
przyczyna pobudzenia aktywnosci enzyméw lizosomalnych,
aczkolwiek powdd takiego wzrostu aktywnosci enzymow
jest niepewny. Hydrolazy lizosomalne sa odpowiedzialne
za degradacje molekut internalizowanych przez komorke
oraz autofagi¢ w warunkach stresu [36]. Wzrost autofagii
komdrkowej wydaje si¢ niezbgdny celem skompensowania
ograniczonej podazy matych molekut z medium w chwi-
li nadmiernego zaggszczenia hodowli [38].

Lizosomy JAKO DOCELOWA STRUKTURA WEWNATRZKOMORKOWA
Toksycznoscl rRobNikowe) HU

W hodowlach komérkowych poddanych dlugotrwatej in-
kubacji z HU obserwuje si¢ stopniowy, zalezny od czasu,
wzrost proporcji komorek bez wykrywalnych lizosoméw
[15]. W celu identyfikacji lizosoméw zastosowano tech-
nike fluorescencji [6]. Technika ta jest oparta o przyzy-
ciowe barwienie bton lizosomalnych euchryzyna, co ma
rowniez zastosowanie do oceny ich wtasciwosci fizyko-
chemicznych. Wykorzystanie tej techniki zostato oparte
na dwoch zatozeniach:
 reakcje rodnikowe sa generowane w komoérkach z HU,
* lizosomy sa wrazliwe na substancje, ktére zaréwno ka-
talizuja/hamuja reakcje rodnikowe, jak réwniez promuja
lub op6zniajq utlenienie nienasyconych lipidéw [64].

Inkubacja komérek z réznymi stgzeniami HU: 0,1 mM,
1 mM, 10 mM wykazala postepujacy wzrost liczby ko-
morek bez wykrywalnych euchryzyna lizosoméw. Byto to
poprzedzone $miercia komorek, zwtaszcza w hodowlach

poddanych duzemu stezeniu HU (ryc. 6), oceniang po wy-
barwieniu bitgkitem trypanu.

Sugerowato to zmiang postaci komérek bogatych w lizo-
somy w posta¢ komérek o niewykrywalnych lizosomach
jako wczesniejsze ujawnienie uszkodzenia przez HU w po-
rownaniu do barwliwosci bigkitem trypanu. Takie uszko-
dzenie lizosoméw moze stanowi¢ prosty i stosunkowo
wcezesny marker ubocznej rodnikowej toksycznosci HU.
Wszystkie rodzaje zastosowanych zwiazkéw ochronnych,
tj. witamina E, kwas acetylosalicylowy, benzoesan sodu,
witamina C modyfikowaty dziatanie HU w stosunku do
lizosoméw obserwowane dzieki barwieniu lizosoméw
euchryzyna. Wtasciwie dobrane st¢zenie kazdego z nich
powodowato czgSciowa ochrong komoérek przed toksycz-
noscig HU, oceniang na podstawie barwienia przyzycio-
wego biegkitem trypanu.

W przeciwienistwie do promieniowania jonizujacego lub
innych czynnikéw generujacych wolne rodniki, ktére la-
bilizuja lizosomy, HU cechuje tendencja do stabilizowa-
nia tych struktur [43]. Zgodnie z hipoteza, ze HU wywie-
ra uboczna toksycznos¢ poprzez interferencje¢ z reakcjami
rodnikowymi taki efekt byt nieoczekiwany, jakkolwiek wy-
niki doswiadczen na erytrocytach poddanych dziataniu HU
wykazaty zmiang opornosci osmotycznej, ktéra réznita sig
w zaleznosci od warunkéw inkubacji i wydawata si¢ za-
lezna od temperatury [29].

Badania wptywu promieniowania jonizujacego indukujace-
go uwolnienie enzymoéw z lizosoméw wykazaty zaleznosé
uszkodzenia od rodzaju medium w ktérym inkubowano
lizosomy, temperatury inkubacji i warunkow preparatyki
[70]. Dlatego tez nalezy wzia¢ pod uwagg, ze rézne eg-
zogenne, jak i endogenne czynniki oddzialywajace na li-
zosomy w trakcie inkubacji z HU, czy tez w trakcie pre-
paratyki moga determinowacé charakter odpowiedzi btony
lizosomalnej. Ochrona przed dziataniem HU — powoduja-
cego stabilizacj¢ btony — uzyskana przez zastosowanie ka-
talazy i dysmutazy ponadtlenkowej wydaje si¢ potwierdzac
ide¢ o rodnikowym mechanizmie dziatania HU. Nalezy do-
dad, ze wydajnos¢ preparatyki frakeji lizosoméw z komo-
rek inkubowanych i nieinkubowanych z HU byta podobna.
Obserwowane zmiany we wrazliwosci bton lizosomalnych
nie byly zwiazane ze zmiang latencji enzymu kwasnej fo-
sfatazy, a rozklad jej aktywnosci migdzy wolna, latentna
dostgpna w wodzie oraz latentng pozostata nie réznit sie
w komérkach inkubowanych trzy godziny z HU i bez HU.
Nie obserwowano zmian w aktywnosci kwasnej fosfatazy
i glukozaminidazy w trakcie inkubacji z HU oraz w me-
dium inkubacyjnym [43].

Toksyczno$é HU woBEC KOMOREK NIEPROLIFERUJACYCH

Wolne rodniki powstajace w wyniku dziatania promienio-
wania jonizujacego oraz innych czynnikéw stresowych sa
wyjatkowo szkodliwe dla systemu bton komérkowych [1].
Dlatego tez jest sprawa wazna okreslenie dziatania tok-
sycznego HU, zwtaszcza w odniesieniu do bton komérko-
wych nie tylko w komdrkach proliferujacych docelowych
dla HU, lecz takze nieproliferujacych.

Uzytecznym modelem badawczym w badaniach toksycz-
nosci réznych lekéw, wsréd nich rowniez lekéw przeciw-
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Tabela 1. Hemoliza osmotyczna erytrocytow cztowieka, inkubowanych w izotonicznym roztworze soli fizjologicznej, z H.0

HU i HU + zwigzki

2

ochronne, uzupetniona godzinng inkubacja w hipotonicznym roztworze soli (60 mM NaCl) w 37°C; przedstawione wartosci stanowia
Srednia pomiaréw u trzech dawcow. Kazdy pomiar powtdrzony dwukrotnie [29]

Stezenie HU Czas inkubacji z HU Temperatura inkubagji Iwiazek Hemoliza
[mM] [godz.] [°C] ochronny (kontrola =1,0 +SD)

1 1 37 - 1,36+0,10

1 24 37 - 1,76+0,24

1 24 4 - 0,77+0,04

10 1 37 - 1,49+0,05

10 24 4 - 0,71+0,08

10 1 37 - 1,65+0,04

10 1 37 witamina E (60 pg/ml) 1,20+0,10

10 1 37 witamina E (90 pg/ml) 1,80+0,14

10 1 37 benzoesan sodu (2 mM) 1,70+0,08

10 1 37 benzoesan sodu (3 mM) 1,74+0,02

Stezenie nadtlenku wodoru [mM]

10 1 37 - 1,56+0,18

nowotworowych, moga by¢ erytrocyty cztowieka. Uwaza
sig, ze zmiany w opornosci osmotycznej sa przejawem
zmian wtasciwosci fizyko-chemicznych btony komoérko-
wej erytrocytu [2].

Poréwnano stopiert hemolizy osmotycznej erytrocytéw in-
kubowanych z HU i bez HU (tab. 1) [29].

Inkubacja komérek z HU powodowatla znaczaca zmiang
opornos$ci osmotycznej, jakkolwiek charakter tych zmian
roznit si¢ w zaleznosci od warunkéw inkubacji. Nadtlenek
wodoru powodowatl podobne zmiany. Dodanie witaminy E
do mieszaniny inkubacyjnej powodowato czgsciowa ochro-
ng erytrocytéw przed uszkodzeniami indukowanymi przez
HU. Zastosowanie innego zwigzku ochronnego, tj. ben-
zoesanu sodu nie zapobiegalo uszkodzeniom erytrocytéw
przez HU, mimo iz zwiazek ten w identycznym stgzeniu
byt skuteczny w ochronie granulocytéw [63]. Poniewaz
reakcja erytrocytow na HU wykazywata znaczaca zmien-
nos$¢ u réznych dawcéw, dlatego tez celem zmniejszenia
indywidualnej zmiennosci zastosowano w badaniach azy-
dek sodu. Dzialanie azydku sodu polega na zablokowaniu
ochrony enzymatycznej przed rodnikami tlenowymi. Takie
dziatanie azydku sodu wykorzystano juz weczesniej w ukta-
dach komoérkowych inkubowanych z nadtlenkiem wodo-
ru [9,59]. Zablokowanie systemu ochrony enzymatyczne;j
w erytrocytach wykazato mniej zr6znicowana odpowiedz
dawcow na toksyczny efekt HU.

Przez hipotetyczng analogi¢ z uszkodzeniem erytrocytéw
przez promieniowanie jonizujace lub nadtlenek wodoru
zalozono, ze uszkodzenia spowodowane przez HU maja
charakter peroksydacyjny. Wiadomo, ze na peroksyda-
cyjne uszkodzenie komoérki najbardziej podatne sa struk-
tury bogate w lipidy. Dlatego tez podjgto proby oznacze-

nia koncowych produktéw peroksydacji lipidow w reakcji
barwnej z kwasem ditiobarbiturowym [29]. Wolne rodni-
ki moga utleniaé nienasycone fosfolipidy bton komoérko-
wych [1,42]. Jednym z koricowych produktéw peroksydacji
lipidéw jest dialdehyd malonowy, ktéry w reakcji z kwa-
sem ditiobarbiturowym tworzy kompleks TBA-RS absor-
bujacy swiatto widzialne przy dtugosci fali 532 nm [20].
Wprawdzie i erytrocyty i btony erytrocytarne inkubowane
z nadtlenkiem wodoru w obecnosci azydku sodu wykazy-
waty znaczacy wzrost stezenia TBA-RS, to analogicznie
stosowany HU nie powodowal wzrostu stopnia peroksy-
dacji lipidéw mierzonego poziomem TBA-RS. Kompleks
TBA-RS powstaly w erytrocytach inkubowanych z nad-
tlenkiem wodoru wykazywat dodatkowa absorpcje¢ Swiat-
ta przy dtugosci fali 460 nm, ktdra jest wynikiem interfe-
rencji hemoglobiny w oznaczanej reakcji [60]. Taki wzrost
absorbancji nie zaznaczyt si¢ jednak w erytrocytach inku-
bowanych z HU.

Innym wskazZnikiem wewnatrzkomérkowego generowa-
nia wolnych rodnikéw jest powstawanie methemoglobi-
ny (MetHb) [33]. Dlatego tez oznaczono poziom MetHb
w erytrocytach inkubowanych zaréwno z nadtlenkiem wo-
doru, jak i HU w obecnosci lub braku zwigzkéw ochron-
nych w medium inkubacyjnym. Wyniki badaii wykaza-
ty, ze HU — podobnie jak nadtlenek wodoru — stymuluje
wzrost stezenia MetHb w erytrocytach, nawet w matym
stezeniu 0,1 mM, jesli czas inkubacji jest wystarczajaco
dtugi. Toksycznemu dziatania HU czg$ciowo przeciwdzia-
taty zastosowane zwigzki ochronne [29].

Procesowi starzenia sig¢ erytrocytéw towarzysza zmiany
opornosci osmotycznej potaczone ze wzrostem peroksy-
dacji lipidoéw, co jest skorelowane ze stopniem wrazliwo-
Sci oksydacyjnej [66]. W zwiazku z tym poréwnano sto-
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pien hemolizy erytrocytéw inkubowanych z HU i bez HU
poddanych dzialaniu stresu oksydacyjnego z zastosowa-
niem askorbinianu sodu. Doswiadczenia te oparto na zato-
zeniu, ze uszkodzenie btony komoérkowej erytrocytu uczy-
ni t¢ komoérke bardziej podatna na hemolize i mniej oporna
na peroksydacjg¢. Po trzech godzinach inkubacji zaobser-
wowano wzrastajaca hemolizg zalezng od st¢zenia askor-
binianu sodu. Poréwnanie w tych samych warunkach re-
akcji erytrocytow inkubowanych z HU i bez HU ujawnito
zwigkszong hemolizg komérek z HU. Proces ten byt ogra-
niczony do matych stgzen askorbinianu sodu. Czynnikiem
powodujacym zwigkszenie hemolizy krwinek poddanych
dziataniu HU byt askorbinian sodu akcelerujacy peroksy-
dacje lipidéw zapoczatkowana przez wolne rodniki wywo-
dzace sig¢ z HU. Poréwnanie widm absorpcji krwinek inku-
bowanych z askorbinianem sodu i z askorbinianem sodu +
HU ujawnito, ze HU generuje wzrost absorpcji przy diu-
gosci fali 450-460 nm oraz stosunkowo mate widmo ab-
sorpcji w obszarze 530-540 nm.

Ostatnia seria dosSwiadczen z udzialem lektyn wykazata,
ze serologiczne wtasciwosci erytrocytéw inkubowanych
z HU pozostawaty niezmienione [29].

Granulocyty obwodowe wydaja si¢ réwniez odpowiednim
modelem do badan ze wzgledu na swoiste funkcje ktére
pelnia. Wiele lekéw uszkadza in vitro aktywno$¢ fago-
cytarng neutrofiléw [71]. Réwniez promieniowanie X in
vitro uszkadza fagocytoze i wtasciwosci migracyjne tych
komorek [70]. Wyniki bada wlasnych ujawnity in vitro
supresje fagocytozy przez HU, ktéra byta modyfikowana
dziataniem zastosowanych w doswiadczeniach zwiazkéw
ochronnych [63].

Toksycznosé uBoczna HU v vivo

Jednorazowa dawka HU 150 mg/kg m.c. podana dozyl-
nie zdrowym zwierzgtom powodowata wczesne efekty
toksyczne w komérkach krwi i w watrobie. Liczba ery-
trocytéw ulegata stopniowemu obnizeniu w ciagu pierw-
szych kilku dni. Stgzenie erytrocytow normalizowato si¢
po dwoch tygodniach osiagajac wartos$¢ zblizona do war-

PismiennicTwo

tosci kontrolnych. Ich oporno$¢ osmotyczna stawata sig
znaczaco wigksza. Zwigkszona opornos¢ erytrocytow
utrzymywatla si¢ w czasie trwania doswiadczenia. Nie
odnotowano znaczacych réznic w liczbie krwinek bia-
tych. Zaobserwowano jednak istotne sttumienie zdolno-
Sci fagocytarnej granulocytéw krwi obwodowej. Wzrost
aktywnosci kwasnej fosfatazy w surowicy krwi zwierzat
nastgpowat siddmego dnia, co stanowito juz p6zny efekt
toksyczny. Podanie zwierzg¢tom antyoksydantéw: witami-
ny E i witaminy C zapobiegato tym efektom toksycznym
spowodowanym przez HU [32].

Stres oksydacyjny wywotany rodnikorodnym mechani-
zmem dziatania niektérych lekow przeciwnowotworowych
moze wptywac na takie funkcje komorki jak przebieg cy-
klu komérkowego i proces apoptozy, a tym samym na za-
bicie komérki przez leki przeciwnowotworowe. Podczas
chemioterapii nowotwordéw stres oksydacyjny indukujac
procesy peroksydacji lipidow generuje powstanie wielu
aldehydowych produktéw, ktorych dziatanie moze zaréw-
no uszkadzaé¢ komorki, jak i obnizaé dziatanie cytotok-
syczne przez spowolnienie cyklu komérki, inaktywacje re-
ceptoréw $mierci i zahamowanie aktywnosci kaspaz [10].
Zastosowanie antyoksydantéw (witaminy E i C, B-karote-
nu), czy naturalnych antyoksydantéw, takich jak genisteina
i quercetyna jako suplementacja diety nie tylko obnizato
uboczna toksyczno$¢ leczenia, ale poprawiato efektyw-
nos$¢ chemioterapii [11].

PobpsumowaNIE

Zaprezentowane wyniki literaturowe i uzyskane w bada-
niach wtasnych potwierdzaja radiomimetyczng toksycznosé
dziatania HU. Rodnikowy mechanizm toksycznosci wyka-
zano wobec komorek proliferujacych, lizosoméw, komérek
nieproliferujacych oraz w badaniach in vivo. Uwaza sig,
ze ten mechanizm rodnikowego dziatania HU jest gtéwna
przyczyna ubocznej toksycznosci tego leku w warunkach
klinicznych. Proby zastosowania antyoksydantéw w che-
mioterapii chorych onkologicznych z uzyciem réznych cy-
tostatykow wykazuja obnizenie dziatan niepozadanych tej
terapii z jednoczesna poprawa indeksu terapeutycznego.
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