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Chemiluminiscencjo osoczo krwi u krów biołoczkowych
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Zjawisko chemiluminiscencji (ChL) zacltodzi
lv i,eakcjach chemicznych kosztem energii egzo-
ergiczn;rch procesów elementarnych. Jest to prcl-
nieniowanie elekti,omagnetyczne, będące od-
rvróceniem reakc j i f otochemic zn,, ch. Mechanizm
tego zjawiska został w miarę dokładnie zbada-
ny! a procesy te szczegółowo przedstawiono w
całym szeregu opracowań mono grafic zny clt, uw z-
ględnionych w poprzedniej części niniejszego o-
pracowania (7).

Rejestracja bardzcl słabych świeceń (ChL) zna-
lazła zast,osowanie jako metoda nie niszcząca ba-
danych struktur w szeregu procesów biologicz-
ny c|l, zachodzących w środowisku atmosf erycz-
ne.qo tlenu.

Zastosowanie ChL iako metody badawczej rv
śIedzeniu ziawisk z.rviązanych z procesem nowo-
tworzenia ma już obecnie dość obszerną nauko-
wą dokumentacię olaz opracowania monogra-
ficzne (6.10. i]).

W badaniach tych metodę ChL stosowan() w
cclu:

a) określania aktywności naturalnych pl,ze-
ciwrrtleniaczv w samej tkance nou,otwororvej j

tkai:rkach podłoża. Badania te wykonywano prze-
de wszystkim na nowotworach indukowanych u
zwietząt laboratoryjnych (1, 6, 9),

b) zbadania wpłvwu cytostatyków na aktyw-
rrość przeciwutleniaczy w tkance nowotwoLo-
lvej.

Mnie-i liczne place dotyczą r,eiestracji bardzo
słiibych świeceń w surowicy (osoczu) krwi lu-
dzi chorych na różnego typu nor,votwory (17).
Opublikowane został;, również pojedyńcze do-
rriesienia dotyczące rejestracii bardzo słabycb
świeceń otrzymanych z elementów morfotvcz-
nych krwi, na przykład z przypadków chronicz-
nej białaczki limfatycznej (2).

W większości prac nie stosowano metod akty-
wacii procesu chemiluminiscenc,ii, Poprzestano
na bezpośredniej rejestracji słabych świeceń
osocza lub białych krwinek, zachodzących w
temperaturze pokoiowej w obecności tlenu at-
mosferycznego (10, 11, 17). Jest to rnożliwe z
uwagi na duzą czułość stosowanych obecnie fo-
topowielaczv, umożliwiaiących reiestrację prze-
Iicznikami elektronowymi nawet niewielkiej wy-
dajności kwantowej ChL. W środowisku tlenu
rejestruje się przejścia z metastabilnych pozio-
mów singletowych na podstaworve stany triple-
towe cząsteczek tlenu nawet wówczas, kiedy
układy donorowo-akceptorowe są w stężeniu
10-15M.

Celem badań własnych była próba lejestro-
wania zjawisk fotonowych w osoczu krórv zdro-
-wych i podejrzanych o białaczkę. Jednocześnie
modelołvano przebiegi czasowe rekombinacji
układów wolnclrodnikowych w osoczu poprzez
oddziały.,łzanie na nie podwyższoną temperaturą
łącznie z dodawaniem naturalnego przeciwutle-
niacza - tokoferolu.

W badairiach własn5zch założyliśmy, że w
trakcie toczącego się procesu nowotworowego w
osoczu winny zachodzić analogiczne zmia.ny, ja-
kie stwierdza się w tkance nowotworowei. Są
to zmiany stosunkórv ilościowych i -iakościowych
międzv reakcjami wolnorodnikowymi a pulą
przeciwutleniaczy (7, 6, 14, 15). W opublikowa-
nych dotychczas pracach nie stosowano do tych
celów rejestracji zmiany słabych świeceń tkan-
ki i surowicy zawierającej dodatek tokoferolu.
Również zjawiska powstające w trakcie termo-
cheiniluminiscencji (TChL) nie były stosowane w
badaniach nad osoczem zwierząt dotkniętych
pI,ocesem nowotworowym.

Matel,iał i rne,to,dy
l)o badań użvto po 5 losowo wybranych próbek k,r,wi

od kr,ów przeb5rwających lv wydz,ielonych gospoda,r,-
stwach.

D,o ba,dań porórvnawczych zastlosowano w5lciąg me-
1anolowo-chloroformowy z tkanki nowotworowej,
litórą operacyinie pobrano od dwu prób (samice, 10-
12 la,t) z rozpoznanie,m card,noma solidum partim car-
cinoma all:eolare oratz cgst-adenocarcinon,la papiloma-
tosum (7, 6).

Tmpulsy zliczano przelicznikiem elektronolvym typ
PEL-5 z zastosouzaniem fotopowiela,cza EMI95145.
Natężenie pr"omien owania rejestrowano z powierzni
7 cmz pojernnifl<a umlieszclzonergo naLd fotopowiełaczem.
Rejes,trację plowadzo,no 25 minut w próbce orgrzanej
do 40oC

Do poiemnika wkładano próbki o końcowej obję-
tości 2,5 ml, zarvierające osocze rozcieńczone rvodą
destylowaną rv sto,sunku 1:5 oraz dl-alfa-tokoferol
(f-my L Hoffmann - La Roche) o końcowym stę-
żeniu t,0 X 10-6Mn.

AnaloBicznie postępov,ano z wyciąeami metanolowo-
-chlorofolrnowvrr'| z tkanłłi nołvotworowei.

Wyniki
Uzyskane wyniki na Iosowo wybllanym materiale

doświadczałnym,w u,stalo,nych przodziałach czasowych
spełniają podstaworvy rł,arunek cherniluminis,eencji (3),
rł,ynikający z równania:

tIt: I"e - ,K

gdzie: Io - tloczątkowa -wańość natęże,nia promienio-
wania

11 - wartość na'tężenia prornienio,rvania w cza-
sie t

k - stała charakterystyczna dla danej reakcji.
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Przebieg w czasie
nych próbek oso,cza

natężenia promieniowanria ba,da-
przedsiawia lyc. 1.
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Ryc. 1. Wpływ u-toł<oferolu na przebieg ohemiltr;nrrini-
scencji osoc:za oZ (1-5) i oB (6J10)

T,a'b. 1. War'toś,ci k ba,da,nęgo osocza

Osocze krów zdrowych Oso,cze krów p,odejrzany,ch
o ,białaczkę

Nr p,róby 
]

Jak z niej wynika intensy,wność pnomioniowarr,ia
osocza po ,do,daniu tlokoferolu dla obu badanych popu-

n w o§oczu krów, u których
h rryn prowardzon;łm w oikresie

podejrzenie białaczki, w ba-
dan5.,m czasie obserwujemy ciągły zanjk natężenia
ChL, Natomi,ast osocze krów, zaliozolnych do podej-
tzany,ch o białaczkę, cechuje natężenie pro,mienio,wa-
nia, które nasila się w anali,zowanym przedżale cza-
sowym. Waitoś,oi liczbowe dla stałej sz/blkoŚci reakcji
podane są w tab. 1.

Ryc. 2. Wpiyw u-rtoikofero u na przebieg chemilumini-
scencji: 7. carcinotna soliduln partilll alueolare, 2,

c,g st - acl, eno car cżnoma papilomato sum

z r,v)/kresu w)nniilna wzrost natężenia promieniowania
badanych wyciągórr, a stała zaniku k : < 0,01. Uzy-
Skany wynik feakcji z w)lciągarni z thanki nowo,two_
l,owej je,st idenltyczny jak z osoczem OB.

Omówienie wyników i dyskusja

Jedną z podstawowych reakcji odpowiedzial-
nych za biochemiluminiscencję jest rekclmbina-
cja nadtlenków (12, 16) według reakcji:

R, + 09 _> Ro,2 (1)
RO'2 + RH + ROOH + R' itd. (2)

Procesowi temu towarzyszy rekombinacja
pewnej części nadtlenkowych rodników z wy-
tworzeniem wzbudzonych produktów zdolnych
do luminiscencji:

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

gdzie:
hv - fotony o energii 40-70 kcal/mol
ROO' - aktywne substrraty rodników nad-

tlenkowych
[P]* - produkt rekombinacji w stanic

wzbudzonym, który przechodzi w związek [Pl z
utratą energii hv.

Procesy te, przebiegające normalnie we wszy-
stkich zywych komórkach organizmu, utrzymy.-
wane są na niskim poziomie dzięki obecności
przeciwutleniaczy (InH), które blokują wolne
rodniki:

ROO' + [InH] + In' * ROOH (4)

Przeciwutleniacze mogą ponadto zmieniać
charakter bioluminiscencji, a więc w ich obec-
ności bardziej prawdopodobna jest rekombina-
cja typu:

In' -l- 09 -+ InO'2 (5)
InO'2 ł InO'2 -+ [Pr]* - P1 ł hv, (6)
InO,, * RO2 --+ [Pz]* - P, -l hv, (7)

t
2
ó
4
5

+ 0,0,1
+ 0,01
+ 0,01
+ 0,01
+ 0,02

- 0,01

- 0,01

- 0,01

- 0,01

- 0,01

6
7
()

9
1o

Z powyższe1 alalizy w;łnika, że osocze oznakowane
symbolem OZ - charakteryzuje zanik intensylvności
che,mil9minis,cenoji w czasi,e i przebiegu ze stałą
0,01,< k < 0,02, zależną od p,oczątkowej wartości pro-
mieniowanita.

Oso,cza ozna,]<owane syrrlbolen OB oh,arakteryzują
się wzrostem natężenia prornieniow,ania w czasie, ze
stałą zaniku k: -0,01 dla -w"§zystkich bada,nyoh prób
osjorcza.

Na ryc. 2 przed,stawi,ono charakterysty'kę zmian pro-
mieniowania wyciągórv metanolowo-chloroformowych
fikanki nowoltworowej w rela]l<cji z iokoferolem.
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Pi,ocesowi temu może towarzyszyc czasowy
wzrost biochemiluminiscencji od razu po wpfo-
wadzeniu inhibitora w aktywnie utleniany sub-
stlat, zawierający zwiększoną ilośc produktów w
stanie utlenionym (16).

W rł,ielu pt,acach wykazano, ze witaminar E
Jramuje destrukc;,-j1,Iy proces powstarvania nacl-
tlenkórł, w wielonienasyconych lipidach (1. B,
J 2). Efektywność jej jako naturalnego plzecirł,-
utleniacza uwarunkowana jest stęzeniem w gra-
nicach 10-6Mil (1). W przypadku niedoboru wi-
taniny E utlenianie lipidów jest ekster'sywne i
niekontrolowane, prowadząc tym samym do usz-
kodzenia wervnątrzkomórkowych struktr-rr i p<l-

wstarł,ania nieprawidłowych metabolitów (4).

W literaturze często pojawia się pytanie doty-
czące udziału róznych związków w hanrowaniu
plocesów wolnorodnikowych. Problem ten nie
został jeszcze tozwiązany. Niektórzy autorzy
wiążą go z zawartością określonych zrviązkóv,
|yptr tokofeL,ol. ubichinon czy poszczegóInych
frakcji fosfolipidowych, inni zaś z całokształtern
i współudziałem róznych czynników, których
znriana wpływa na zestaw lipidów. Niestety, fi-
zykochemiczną charaktelystyka poszczególnych
flakcji lipidowych jest dotychczas nieznana i w
tej sytuacji na specjalną uwagę zasługuje to-
koferol - związek, którego mechanizm działa-
nia iest najlepiej wyjaśniony.

Osocze charakteryzuje się słabym plomienio-
ll,anienr w widzialnej części widma. Natężerrie
tego promieniowania rejestrowane w tempera-
turze 3B"C i w bardzo czułych fotopowielaczach
lośnie wraz ze wzrostem temperatuly. Promie-
niowanie osocza uzależnione jest od 1ipidów 1ub
lipoproteinowych kompleksów. Stąd wyraźnie
zaznacza się wpływ ilości i stopnia utlenienia
iipidów na chemiluminiscencję osocza, to zna-
czy wpływ związków oddziaływuiących na sa-
moutlenianie lipidów tkankowych oraz związ-
ków regulujących metabolizm lipidów (17).

Z doświadczeń prowadzonych na indukowa-
nych nowotworach wynika, że w tkankach obję-
tych procesem nowotworzenia, w zależności od
fazy rozwoju, zmienia się zarówno skład ilościo-
wy. jak i jakościowy frakcji lipidowych, Zjawi-
sku temu towarzyszy odpowiednio ilościowa
zmiana zawartości naturalnych przeciwutlenia-
czy (7,13). Dotvczy to nie tylko samej tkanki no-
wotworowej, Iecz równiez kr,*,i, przenoszącej
te związki do innych tkanek. Związki te w pro-
cesie nowotworzenia wykorzystywane są głów-
nie przez rozwijającą się tkankę nowotworową
na niekorzyść innych, pozostałych narządów i
tkanek. Jednocześnie wykazano dynamikę
zmian lipidów, kwasów tłuszczowych i fosfolipi-
dów osocza krwi z indukowanym nowotrł,orem
(17). W procesie rozwoju nowotworu obselwuje
się wzrost zawartości lipidów ,w osoczu przy
zmnieiszonei ilości fosfolipidów odpowiedzial-
nyclt za hamowanie reakcji wolnorodnikowych.
Tym samytrr nrrlezy sądzić, że w tego rodzaiu
procesach patologicznych w osoczu krwi wystę-

puje większe stęzenie substL,atów reakcii wol-
nclrodnikowych, przy jednoczesnym obnizeniu
puli naturalnych przeciwutleniaczy (I4).

W przedstawionej pracy własnej badając pro-
mieniowanie samego osocza) nie stwierdzontl
zadnei koreJacji pomiędzy natężeniem procesu
patologiczncgo a natęzeniem promieniowania.

Wprowadzenie dodatkowego czynnika, jakim
był alfrr-tokoferol poz,,voliło na uchwycenie zzi-
sadnicz5,gh różnic, wynikających ze składu ilcl_
ściowego i iakościowego osocza OB i OZ.

Na specialną uwagę zasługuje analogi,cznv
przebieg wzrostu cheniluminiscencji osocza OB
i wyciągu metanolowo-chloroformowego tkanki
trclwotworowej w tych samych warunkach do-
świadczenia, charakteryzując5, się tą samą war-
tością stałei k przebiegaiacego procesu. Możtra
więc trvierdzlć, że zarówno w rozwiniętej tkan-
ce nowotworowej, iak i w osoczu, istnieje więk-
sze stężenie produktórłl w stanie utJ,enionym,
odpowiedzialne za rvzrost chemiluminiscencii
według równania 6 i 7 - przy obniżonej za-
wartości naturalnych przecilvutleniaczy, odpo-
wiedzialnycll za zanlk ChL według równania 4.
W ten sposób łańcuch reakcji woinorodnikcl-
wych, skierowany zostaje na inne tory, cha-
rakteryzujące się odmienną kinetyką i wydaj-
nością kwantową reakcji.

W surowicy pochodzącei od zwierząt zclro-
rvych tego typu zjawiska nie obserwuje się. Do-
ninujący jest zanik ChL, uwarunkov,any za-
równo naturaltrym stęzeniem przeciwutleniaczy,
suplen'entacją alfa-tokofelolu, jak i utrzyma-
niem reakcji wolnoi,odnikowych tl.a stacjonarnic
niskim poziomie.

Do wyjaśnienia pozostaje natura przeciwutle-
niaczy zawartych w surowicy zwierząt zdrowych
i chorych. Według Zurarł,lewa (14) luminiscen-
c.ja lipidów uzależniona jest od:

- substratu,

- związków typu ergosteryny. nie wpływają-
cych na przebieg reakcji lecz jedynie nasi-
laj ących luminiscencję,

-- naturalnych przeciwutleniaczy.
Autor ten wyróżnia dwa rodzaie przeciwutle-

niaczy. Do pierwszego zalicza związki takie, iak
a-naftol, tkóre osłabiają chemiluminiscencję. zaś
same lub też produkty ich utlenienia, rodniki i
produkty rekombinacji rodników, nie promie-
niują. Do drugiego rodzaju za\icza na przykład
adrenalinę i lecytynę, które to zwtązki zwiększa-
ją natęzenie chemiluminiscencji i zmieniają
przebieg reakc j i wolnorodnikowych.

W tym aspekcie mozna sądzić, że w osoczu
OZ istnieje zwiększona pula przeciwutleniaczv
pierwszego rodzaju, natomiast w osoczu OB, jak
doświadczalnie wykazano, plzeważa drugi ro-
dzaj przeciwutleniaczy.

Potwierdzenie tych założeń, iak również oce-
na przydatności opisane,i metody do rozpozna-
wania białaczki limfatycznej bydła będzie przed
miotem kolejnej publikacji.
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ArrOPsl /j],1cKJlTrIpyIo1, on J4CaH}toe rIB JTeHJ4e B KoHTe ji_
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Tae KpoBI{ 3ACpcBT,Ix rł noAo3peBaeMbTx B JIeżKe\,!.!7lĄ >1<ń^

aoTllLIx,

Orl,czarczyk R.. Mzrzurczak J.. Rl-Lssak G. -- Chcnrilu-
rerincscence of t]lasma in l,eukaernic cows.

Ihe pirrpose of the work was to examine photoll
evellts in the pla:-:ma of nofmal and leukaemia sus-
pe;ted cattle by means of chemiluminescence. Tn the
experiments the reconbinations processes of free ra-
ciicals systems in the plasma being under the influelrce
cf higher temperature and the addition of antioxidant
(toccpherol) rvere controlled, The extracts from neo-
plasma tissues served as a control. Tt vras found that
the intcnsity of pla:ma ionization after the addition of
r;ocopherol in the both populalions was different and
ivas reflected by the va]:ious disappearance constant,s
of ionization k. In case of the plarnra of norma1 cattle
k } 0 but lrom cattle suspected and from neoplasrna
eretracts k { 0 were found The findings -łere discus-
sed by ihe authors tairing intc consideration differenl,
proportion.l of antio>;.idants and free radica]s lubstra-
tes in sera of norma1 and.leul<aernia suspected a,ni-
in al s,
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Foziorn ołowiu w węzłueh chłonnych [<rów

zelrowyeh i chorych ffifi biolcczkę
Wiadonro, ze suk}stancje minera]ne oC.gt_]/-

wają zasadniczą rolę v/ wielu ]ąrocesach bioio-
gicznych. Wszelkie ich zmiany ilościowe nie
mogą być - rzecz, oczywjsta - obojęine clla
prawidłowei dynamiki życia zwietząt. Dlatego
podięto intensywne badania w celu wyjaśnie-
nia roii ,,metali życta", ,iako kofaktorów w
etiopatogenezie białaczek (1-5).

We wcześniejszych pracach dokonaliśmy
określenia poziomu wapnia, fosforu, potasu i
magnezu (3) otaz cynku, że7aza, miedzj i man-
ganu (4) w zmienionych węzłach chłonnych
krów chorych na białaczkę. Obecne doniesie-
nie iest kontynuacią rozpoczątych badań i ma
na celu ,łyjaśnienie zawartości ołowiu w
1i,ęzłach chłonnych krów białaczkowych, jak
i zdrt;rvych

},{ateriał i metody
I-fo badań pobrano post martem lvęzły chłonne bio-

dlorłre przyśrodkowe (Lnn. żLiacź mediales) B krórv rasy
ncb w wieku 5-7 lat chorujących na białaczkę limfa-
Łyczną otaz 8 krów zdrol,vych, będacych własnością go-
spodarstrv sel<tora państr,vowego. ZawarLość ołolviu rv
qlęzłach chłonnych o}<reślano metodą atomorłlej spek-
tl,ofotometlii płomienior,vej (ASA).
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wyniki i onrówienie

W tab. 1 podano wyniki otrzymanych po-
nliarów w zakresie grupy kontrolnei (I) i do-
świadczalnej (II). Tabela przedstawia ponadto
średnie wynikóuz i 9S-procentowy przedział
ufności. Średnie obu grup polównywano za
pomocą testu Studenta, przyjmując istotnoŚĆ
rożntc na poziomie rx:0,05.

W węzłach chłonnych krów grupy kontrol-
nej średnia zawartość ołowiu wynosiła 0,4I
pp,m. Nato,miast w zmienionych węzłach chłon-
nych krów białaczkowych poziom ołowiu był
wyższy o 0,09 ppm i wynosił 0,50 ppm. Róż-
nica ta okazała się istotna..

Tab. 1. Zawartość ołorł,iu w węzłach chłonnych krów
zdrowych i białaczkowych (ppm)
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