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Chemiluminiscencja osocza krwi u kréw biataczkowych

Z Instytutu Zoohigieny i Prolilakiyki w Produkejl Zwierzeee) SGGW-AR w Warszawie

Zjawisko chemiluminisceneji (ChL) zachodzi
w reakcjach chemicznych kosztem energii egzo-
ergicznych procesow elementarnych. Jest to pro-
mieniowanie elektromagnetyczne, bedace od-
wréceniem reakeji fotochemicznych. Mechanizm
tego zjawiska zostal w miare dokladnie zbada-
ny, a procesy te szczegdltowo przedstawiono w
calym szeregu opracowan monograficznych, uwz-
glednionych w poprzedniej czesci niniejszego o-
pracowania (7).

Rejestracja bardzo slabych §wiecen (ChL) zna-
lazla zastosowanie jako metoda nie niszczaca ba-
danych struktur w szeregu proceséw biologicz-
nych, zachodzacych w §rodowisku atmosferycz-
nego tlenu.

Zastosowanie Chl jako metody badawczej w
sledzeniu zjawisk zwiagzanych z procesem nowo-
tworzenia ma juz obecnie do$§¢ obszerna nauko-
wg dokumentacje oraz opracowania monogra-
ficzne (6. 10, 11).

W badaniach tych metode ChL stosowano w
celu:

a) okreslania aktywno$ci naturalnych prze-
ciwutleniaczy w samej tkance nowotworowej i
tkankach podtoza. Badania te wykonywano prze-
de wszystkim na nowotworach indukowanych u
zwierzat laboratoryjnych (1, 6, 9),

b) zbadania wplywu cytostatykéow na aktyw-
noéé przeciwutleniaczy w tkance nowotworo-
wej.

Mniej liczne prace dotycza rejestracji bardzo
stabych swiecen w surowicy (osoczu) krwi lu-
dzi chorych na réznego typu nowotwory (17).
Opublikowane zostaly rowniez pojedyncze do-
niesienia dotyczace rejestracji bardzo stabych
Swiecen otrzymanych z elementéw morfotycz-
nych krwi, na przyklad z przypadkow chronicz-
nej biataczki limfatycznej (2).

W wiekszo$ei prac nie stosowano metod akty-
wacii procesu chemiluminiscencji. Poprzestano
na bezposredniej rejestracji stabych $Swiecen
osocza lub bialych krwinek, zachodzacych w
temperaturze pokojowej w obecnosci tlenu at-
mosferycznego (10, 11, 17). Jest to mozliwe z
uwagi na duza czulo$é stosowanych obecnie fo-
topowielaczy, umozliwiajacych rejestracje prze-
licznikami elektronowymi nawet niewielkiej wy-
dajnoéci kwantowej ChL. W érodowisku tlenu
rejestruje sie przejscia z metastabilnych pozio-
moéw singletowych na podstawowe stany triple-
towe czgsteczek tlenu nawet wowezas, kiedy
uklady donorowo-akceptorowe sa w stezeniu
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Celem badan wlasnych byla proba rejestro-
wania zjawisk fotonowych w osoczu krow zdro-
wych 1 podejrzanych o biataczke. Jednoczesnie
modelowano przebiegi czasowe rekombinacji
ukladéw wolnorodnikowych w osoczu poprzez
oddzialywanie na nie podwyzszong temperaturg
tacznie z dodawaniem naturalnego przeciwutle-
niacza — tokoferolu.

W badaniach wlasnych zalozylismy, ze w
trakcie toczgcego sie procesu nowotworowego w
osoczu winny zachodzi¢ analogiczne zmiany, ja-
kie stwierdza sie w tkance nowotworowej. Sa
to zmiany stosunkéw ilosciowych i jakosciowych
miedzy reakcjami wolnorodnikowymi a pulg
przeciwutleniaczy (1, 6, 14, 15). W opublikowa-
nych dotychczas pracach nie stosowano do tych
celéw rejestracji zmiany stabych $§wiecenn tkan-
ki i surowicy zawierajacej dodatek tokoferolu.
Rowniez zjawiska powstajgce w trakcie termo-
chemiluminiscencji (TChL) nie byly stosowane w
badaniach nad osoczem =zwierzat dotknietych
procesem nowotworowym.

Material i metody

Do badan uzyto po 5 losowo wybranych prébek kiwi
od krow przebywajgcych w wydzielonych gospodar-
stwach.

Do badan poréownawezych zastosowano wycigg me-
tanolowo-chloroformowy z tkanki nowotworowej,
ktéra operacyinie pobrano od dwu prob (samice, 10—
12 lat) z rozpoznaniem carcinoma solidum partim car-
cinoma alveolare oraz cyst-adenocarcinoma papiloma-
tosum (1, 6).

Tmpulsy zliczano przelicznikiem elektronowym typ
PEL-5 z =zastosowaniem fotopowielacza EMI9514S.
Natezenie promieniowania rejestrowano z powierzni
7 cm? pojemnika umieszezonego nad fotopowielaczem.
Rejestracje prowadzono 25 minut w prébce ogrzanej
do 40°C.

Do poiemnika wkladano prébki o koncowej obje-
tosei 2,5 ml, zawierajgce osocze rozcieficzone wodg
destylowana w stosunku 1:5 oraz dl-alfa-tokoferol
(f-my L. Hoffmann -— Ia Roche) o koficowym ste-
zeniu 1,0 XX 10-6M/1.

Analogicznie postepowano z wyciagami metanolowo-
-chloroformowymi z tkanki nowotworowej.

R— Wyniki

Uzyskane wyniki na losowo wybranym materiale
dodwiadezalnym w ustalonych przedzialach czasowych
spelniajg podstawowy warunek chemiluminiscencji (3),
wynikajacy z réwnania:

t
It=Toe—
k
edzie: I, — poczatkowa warto§é natezenia promienio-
wania
I; — warto$é natezenia promieniowania w cza-
sie t

k — stata charakterystyczna dla danej reakcji.
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Ryc. 2. Wplyw o-tokoferolu na przebieg chemilumini-
5 i scencji: 1. carcinoma solidum partim alveolare, 2.

Ryc. 1. Wplyw u-tokoferolu na przebieg chemilumini-

scencji osocza OZ (1—5) i OB (6—10)

Jak z nlej wynika intensywno$é promieniowania
osocza po dodaniu tokoferolu dla obu badanych popu-
lacji znacznie sie rozni, W osoczu krow, u ktorych
badaniem hematologicznym prowadzonym w okresie
dwuletnim, wyklueczono podejrzenie biataczki, w ba-
danym czasie obserwujemy ciggly =zanik natezenia
ChL. Natomiast osocze kréw, zaliczonych do podej-
rzanych o biataczke, cechuje natezenie promieniowa-
nia, ktére nasila sie w analizowanym przedziale cza-
sowym, WartoSci liczbowe dla statej szybkosci reakeji
podane sg w tab, 1.

Tab. 1. Wartodci k badanego osocza

Osocze kréw podejrzanych

Osocze krow zdrowych o biataczke

Nr préby J k Nr proby | k
1 -+ 0,01 6 — 0,01
2 + 0,01 7 — 0,01
3 + 0,01 8 - 0,01
4 | o001 9 | — 0,01
5 + 0,02 1 — 0,01

7 powyzszej analizy wynika, Zze osocze oznakowane
symbolem OZ — charakteryzuje zanik intensywno$ci
chemiluminiscencji w czasie i przebiegu ze stalg
0,01 <k <0,02, zalezmg od poczatkowej wartosei pro-
mieniowania.

Osocza oznakowane symbolem OB charakteryzuja
si¢ wzrostem natezenia promieniowania w czasie, ze
stalg zaniku k = — 0,01 dla wszystkich badanych préb
osocza.

Na ryc. 2 przedstawiono charakterystyke zmian pro-
mieniowania wyciggéw metanolowo-chloroformowych
tkanki nowotworowej w reakcji z tokoferolem.
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cyst-adenocarcinoma papilomatosum

Z wykresu wynika wzrost natezenia promieniowania
badanych wyciaggéw, a stala zaniku k= —0,01. Uzy-
skany wynik reakeji z wyciggami z tkanki nowotwo-
rowej jest identyczny jak z osoczem OB.

Omdéwienie wynikow i dyskusja
Jedng z podstawowych reakeji odpowiedzial-

nych za biochemiluminiscencje jest rekombina-
cja nadtlenkow (12, 16) wedlug reakcji:

R+ 0, - RO, (1)
RO, + RH — ROOH + R’ itd. 2)
Procesowi temu towarzyszy rekombinacja

pewnej czesci nadtlenkowych rodnikow z wy-
tworzeniem wzbudzonych produktéw zdolnych
do luminiscencji:

ROO + ROO - [P]* + P - hv (3)

gdzie:

hv — fotony o energii 4070 kcal/mol

ROO" — aktywne substraty rodnikéw nad-
tlenkowych

[P]* — produkt rekombinacji w stanic
wzbudzonym, ktéry przechodzi w zwigzek [P] z
utratg energii hv.

Procesy te, przebiegajace normalnie we wszy-
stkich zywych komoérkach organizmu, utrzymy-
wane sg na niskim poziomie dzieki obecnosci
przeciwutleniaczy (InH), ktéore blokuja wolne
rodniki:

ROO" + [InH] — In' + ROOH (4)

Przeciwutleniacze moga ponadto zmieniaé
charakter bioluminiscencji, a wiec w ich obec-
nosci bardziej prawdopodobna jest rekombina-
cja typu:

Il’lO'2 + In02 — [PI]* — Pl —I_ hvl (6)
Il’lO‘2 + R02 — [Pz]>X< — P2 + hV2 (7)
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Procesowi temu moze towarzyszyc¢ czasowy
wzrost biochemiluminiscencji od razu po wpro-
wadzeniu inhibitora w aktywnie utleniany sub-
strat, zawierajacy zwiekszong ilo$¢ produktow w
stanie utlenionym (16).

W wielu pracach wykazano, ze witamina E
hamuje destrukeyjny proces powstawania nad-
tlenkow w wielonienasyconych lipidach (1, 8,
12). Efektywnos¢ jej jako naturalnego przeciw-
utleniacza uwarunkowana jest stezeniem w gra-
nicach 1078M/1 (1). W przypadku niedoboru wi-
taminy E utlenianie lipidow jest ekstensywne 1
niekontrolowane, prowadzac tym samym do usz-
kodzenia wewnagtrzkomorkowych struktur i po-
wstawania nieprawidlowych metabolitow (4).

W literaturze czesto pojawia sie pytanie doty-
czgce udzialu réznych zwiazkéw w hamowaniu
proceséw wolnorodnikowych. Problem ten nie
zostal jeszcze rozwigzany. Niektorzy autorzy
wigza go z zawartoscia okreslonych zwigzkow
typu tokoferol, ubichinon czy poszczegdlnych
frakeji fosfolipidowych, inni za§ z caloksztaltem
i wspoludzialem réznych czynnikéw, ktorych
zmiana wplywa na zestaw lipidéw. Niestety, fi-
zykochemiczna charakterystyka poszczegdlnych
frakcji lipidowych jest dotychczas nieznana i w
tej sytuacji na specjalng uwage zasluguje to-
koferol — zwigzek, ktérego mechanizm dziala-
nia jest najlepiej wyjasniony.

Osocze charakteryzuje sie stabym promienio-
waniem w widzialnej cze$ci widma. Natezenie
tego promieniowania rejestrowane w tempera-
turze 38°C i w bardzo czulych fotopowielaczach
ro$nie wraz ze wzrostem temperatury. Promie-
niowanie osocza uzaleznione jest od lipidéow lub
lipoproteinowych komplekséw. Stad wyraznie
zaznacza sie wplyw ilosci i stopnia utlenienia
lipidéw na chemiluminiscencje osocza, to zna-
czy wplyw zwigzkéw oddzialywujacych na sa-
moutlenianie lipidéw tkankowych oraz zwigz-
kow regulujacych metabolizm lipidéw (17).

7Z doswiadczen prowadzonych na indukowa-
nych nowotworach wynika, ze w tkankach obje-
tych procesem nowotworzenia, w zaleznosci od
fazy rozwoju, zmienia sie zarowno sktad iloscio-
wy, jak i jakoSciowy frakeji lipidowych. Zjawi-
sku temu towarzyszy odpowiednio iloSciowa
zmiana zawartosci naturalnych przeciwutlenia-
czy (1, 13). Dotyczy to nie tylko samej tkanki no-
wotworowej, lecz réwniez krwi, przenoszacej
te zwiazki do innych tkanek. Zwigzki te w pro-
cesie nowotworzenia wykorzystywane sa gléw-
nie przez rozwijajaca sie tkanke nowotworowsg
na niekorzy$¢ innych, pozostalych narzgdow i
tkanek. Jednocze$nie wykazano dynamike
zmian lipidéw, kwasow tluszczowych i fosfolipi-
dow osocza krwi z indukowanym nowotworem
(17). W procesie rozwoju nowotworu obserwuje
sie wzrost zawartodci lipidéw w osoczu przy
zmniejszonej ilosci fosfolipidow odpowiedzial-
nych za hamowanie reakeji wolnorodnikowych.
Tym samym nalezy sadzié¢, ze w tego rodzaju
procesach patologicznych w osoczu krwi wyste-

puje wieksze stezenie substratéow reakeji wol-
norodnikowych, przy jednoczesnym obnizeniu
puli naturalnych przeciwutleniaczy (14).

W przedstawionej pracy wlasnej badajgc pro-
mieniowanie samego osocza, nie stwierdzono
zadnej korelacji pomiedzy natezeniem procesu
patologicznego a natezeniem promieniowania.

Wprowadzenie dodatkowego czynnika, jakim
byt alfa-tokoferol pozwolilo na uchwycenie za-
sadniczych réznic, wynikajacych ze skladu ilo-
Scilowego 1 jakosciowego osocza OB i OZ.

Na specjalng uwage zastuguje analogiczny
przebieg wzrostu chemiluminiscencji osocza OB
i wyciggu metanolowo-chloroformowego tkanki
nowotworowej w tych samych warunkach do-
S§wiadezenia, charakteryzujacy sie tg sama war-
toscig stalej k przebiegajacego procesu. Mozna
wiec twierdzié, ze zarowno w rozwinietej tkan-
ce nowotworowej, jak i w osoczu, istnieje wiek-
sze stezenie produktéw w stanie utlenionym,
odpowiedzialne za wzrost chemiluminiscencji
wedlug réwnania 6 i 7 — przy obnizonej za-
warto$ci naturalnych przeciwutleniaczy, odpo-
wiedzialnych za zanik ChL wedlug réwnania 4.
W ten sposéb lancuch reakcji wolnorodniko-
wych, skierowany zostaje na inne tory, cha-
rakteryzujgce sie odmienna kinetyka i wydaj-
noscig kwantowsq reakcji.

W surowicy pochodzacej od zwierzat zdro-
wych tego typu zjawiska nie obserwuje sig. Do-
minujacy jest zanik ChL, uwarunkowany za-
rowno naturalnym stezeniem przeciwutleniaczy,
suplementacjg alfa-tokoferolu, jak i utrzyma-
niem reakcji wolnorodnikowych na stacjonarnie
niskim poziomie.

Do wyjasnienia pozostaje natura przeciwutle-
niaczy zawartych w surowicy zwierzat zdrowych
i chorych. Wedlug Zurawlewa (14) luminiscen-
cja lipidow uzalezniona jest od:

— substratu,

— zwigzkéw typu ergosteryny, nie wplywaja-
cych na przebieg reakcji lecz jedynie nasi-
lajacych luminiscencije,

—— naturalnych przeciwutleniaczy.

Autor ten wyroéznia dwa rodzaje przeciwutle-
niaczy. Do pierwszego zalicza zwiazki takie, jak
a-naftol, tkére oslabiajg chemiluminiscencje, za$
same lub tez produkty ich utlenienia, rodniki i
produkty rekombinacji rodnikéw, nie promie-
niuja. Do drugiego rodzaju zalicza na przyklad
adrenaling i lecytyne, ktore to zwigzki zwieksza-
ja natezenie chemiluminiscencji i zmieniajg
przebieg reakcji wolnorodnikowych.

W tym aspekcie mozna sadzié, ze w osoczu
OZ istnieje zwiekszona pula przeciwutleniaczy
pierwszego rodzaju, natomiast w osoczu OB, jak
doswiadczalnie wykazano, przewaza drugi ro-
dzaj przeciwutleniaczy.

Potwierdzenie tych zalozen, jak réwniez oce-
na przydatnosci opisanej metody do rozpozna-
wania biataczki limfatycznej bydla bedzie przed
miotem kolejnej publikacji.
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Opuapuur B., Mazypuag E., Pyccax I' — Xumpuosmwomyn-
UECHeHIIIS NNA3MBl KPOBY JeHReMUYLCKIIX KODOB.

Ilens ucenenoBaHEMil 3aKJAKMANIACE B IIONBITEE 3al¥i-
CY XMMMOJIIOMMHECIIeHTHBIM MeTOA0M (hOTOUHBIX HAEJE
HMII B KPOBAHHON ITJIa3Me 3J0POBLIX ¥ NOACILEBACMBIX
B JICMKeMMM KOPOB.

B onsiTax MOIeJAMPOBANM BDOMEHHBIC DA3BUTUSA Pe-
RKOMBUHaNMI CcBODOZHOPAAMKANBHEIX CHCTEM R ILJIa3Me
IyTeM BORLEMCTBMS HA HUX IIOBLIITEHITON TeMIIEPATY-
PO 1 npubaBKOil €CTECTBEHHOTO NPOTULOOKMUCINTE A —-
roxcepoma. Jas cpaBHEHMWsS BeJAW MCCAeOBAHMA HI
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METAHOJIC-XIOPOMOPMHBLIX BbITAXKKAX U3 ONYyXOJeBOH
TKAaHI.

IToxazany, YTO MHTEHCHMBHOCTH PaAMalMUM  I1J123Mbl
recie npmbaBkm Tokodeposa ANs 00erX MCCiIenyeMbIX
NCNYyJNALUI 3HAUUTEJBHO DPa3iMyaeTcs, 0 YeM CBUIC-
TeJIBLCTBYIOT Pa3JIM4yHbie IIOCTOAHHBIE M3NydeHUsA K. i
[JI22MbI OT 3JORCBLIX KOPOB K ~> 0, AJA IIJI&3MbI JKE CT
KODRCE, MOLO3PERaeMbIX B JICMKEMUM, M MeTAHOJIO-XJI0 -
peOPMEBIE BRITAXKEK OIMyXOoJNenod Tkauu K << 0.

ABTOPBI ZUCKYTHPYIOT COMCAHHOE fABJCHME B KOHTEK-
CTe PA3JMYHLIX OPONCPUNMI IIBOTUBOOKIICIANTENeH 1 cy0-
CTPATOB CRCOCAHOPANMKANBLHOTO OKMCIEHUA B CBIBOPOT-
e KPOBM 23JCPCBLIX U MOLO3PEBAEGMEBIX B JEeNKEMUM KM~
ROTHBIX.

Owezarezyk B., Mazurczak J., Russak G. — Chemilu-~
minescence of plasma in leukaemic cows.

The purpcose of the work was to examine photon
events in the plasma of normal and leukaemia sus-
pested cattle by means of chemiluminescence. In the
experiments the recombinations processes of free ra-
dicals systems in the plasma being under the influence
cf higher temperature and the addition of antioxidant
(tocopherol) were controlled. The extracts from neo-
plasma tissues served as a control. It was found thatl
the intensity of plasma ionization after the addition of
tocopherecl in the both populations was different and
was reflected by the various disappearance constants
of ionization k. In case of the plasma of normal callle
k>0 but from cattle suspected and from neoplasma
extracts k <C0 were found. The findings were discus-
sed by the authors taking into consideration different
proportions of antioxidants and free radicals substra-
tes in sera of normal and leukaemia suspected ani-
mals,

WELODZIMIERZ A GIBASIEWICZ, KAZIMIERZ GIBASITEWICZ

Ostrow Wielkopolski

Poziom otowiu w weztach chtonnych kréw
zdrowych i chorych na biataczke

Wiadomo, ze substancie mineralne ocdgry-
wajg zasadniczg role w wielu procesach biclo-
gicznych, Wszelkie ich zmiany ilosciowe nie
moga by¢ — rzecz oczywista — obojetne dla
prawidlowej dynamiki zycia zwierzgt. Dlatego
podjeto intensywne badania w celu wyjasnie-
nia roli ,metali zycia”, ijako kofaktordéw w
etiopatogenezie biataczek (1—5).

We wcze$niejszych pracach  dokonaliSmy
okreslenia poziomu wapnia, fosforu, potasu i
magnezu (3) oraz cynku, zelaza, miedzi i man-
ganu (4) w zmienionych wertach  chlonnych
krow chorych na bialaczke. Obecne doniesie-
nie jest kontynuacig rozpoczetych badan i ma
na celu wyijadnienie zawartosci olowiu w
wezlach chlonnych kréw hbiataczkowych, jak
i zdrowych

Materiat { metody

Do badan pobrano post mortem wezly chlonne bio-
drowe przysrodkowe (Inn. iliaci mediales) 8 kréw rasy
ncb w wieku 5—7 lat choruigcych na biataczke limfa-
tyezna oraz 8 krow zdrowych, bedacych wlasnoseia go-
spodarstw sektora panstwowego. Zawarlo$é olowiu w
weztach chlonnych okre$lano metodg atomowej spek-
trofotometrii plomieniowej (ASA).
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Wyniki i omoéwilienie

W tab. 1 podanc wyniki otrzymanych po-
miaréw w zakresie grupy kontrolnej (I) i do-
swiadczalnej (II). Tabela przedstawia ponadto
srednie wynikéw i 95-procentowy przedziat
ufnosci.  Srednie obu grup poréwnywano za
pomocg testu Studenta, przyjmujgc istotnosé
réznic na poziomie o=0,05.

W wezltach chlonnych krow grupy kontrol-
nej $rednia zawarto$¢ olowiu wynosila 0,41
ppm. Natomiast w zmienionych weztach chlon-
nych krow biataczkowych poziom olowiu byt
wyzszy o 0,09 ppm i wynosit 0,50 ppm. Roz-
nica ta okazala sie istotna.

Tab. 1. Zawartosé olowiu w wezlach chlonnych krow
zdrowych i bialaczkowych (ppm)

ANr T Grupa 7
SC N g Srednia | Preeazial
gtk 7 2 3 4 5 5 7 & g ufroscd

/ 046 (040 | 43 g3 040|043 | 04F | 041 a417 Y2l
4052|649 |08 |049 | Gad |a52 |09 |asz2 | aso 905




