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Wśród metod mogących zna7eźć zastosowanie
we wczesnym diagnozowaniu nowotworzenia
należy lznać te, których istota oparta jest na
wykrywaniu procesów wolnorodnikowych. Do
badań procesów wolnorodnikowych, obok elek-
tronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR)
(14), coraz częściej używa się metody chemilu-
minescencii (ChL) (15, 16). Chemiluminescen-
cja pojawia się wówczas, gdy jeden z produk-
tów reakcji, np. tlen singletowy, jest w stanie
elektronowo wzbudzonym i powraca do stanu
podstawowego emitując światło (2, 6, 21). Po-
wstanie tlenu singletowego ma miejsce w sze-
regu procesach, np. rozpadzie tlenków niena-
syconych kwasów tłllszczowych (PUFA) i utle-
nianiu polifenoli (6). Zazwyczaj mamy do czv-
nienia z pierwszym wzbudzonym singtretowym
51 cząsteczki (2). Głównym żródłem wolnych
rodników (WR) jest tlen, występujący jako po-
dwójny rodnik O'-O', zamiasf O:O, Aspókt
patogenności WR ma polegać na wywoływaniu
zmian konformacji i wielkości cząstek, prowa-
dząc do zablsrzeń ich funkcji (1).

Stwierdzono (15), że w kolejnych badaniach
chemiluminescencyjnych wartość współczynni-
ka k ulega obniżeniu 1ub wzrostowi, co świad-
czy odpowiednio o zwiększeniu iub zmniejsze-
niu natężenia procesów wolnorodnikowych od-
powiedzialnych za przebieg reakcji z alfa-toko-
ferolem lv mieszaninie inkubacyjnej. Reakcja
ta jest bezpośrednio uza]eżniona od proporcji
lipidór,v antyutleniaczy w badanym narządzie,
Obniżenie wartości k wydaje się byó spowodo-
wane wzrostem poziomu lipidów i obniżeniem
zawartości antyutleniaczy i odwrotnie: obni-
żonemu poziomowi przecirvutleniaczy towarzy-
szy wzrost wartości współczynnika k (15, 16).

Celem pracy było określenie: a) przydatno-
ści metody chemiluminescencji w wykrywaniu
wolnych rodników w surowicy i narządach we-
wnętrznych oraz b) znaczenia tej metody w
diagnostyce wczesnych stadiów przeszczepial-
nej białaczki u myszy.

Materlał l metody
Do badań użyto myszy hybrydów BDFI(C57BL)6X

XDBA (2), samców, 3 mies., pochodzących z Ośrodka
Hodowli Zwietząt lVsobnych przy Instytucie Immu-
noiogii i Terapii Doświadczalnej PAN we Wrocławiu,
Białaczkę P 2B8 pasażowano co 6-7 dni przeszczepia-
jąc myszom DBA/2 dootrzewnowo 10' komórek no-
wotworowych. Myszy doświadczalne zaszczepiono ko-
rnórkami białaczki limfatycznej P 388. podając im do-

.) Praca wykonarti w rtmach PIo,blernu MR - łlT.

6B2

otrzewnowo 10a komórek nowotworowych, zawieszo-
nych w 0,1 ml buforowanego PBS. Myszy zabijano
przez skrwawienie po 2, 5 i 10 dobach od chwili za-
szczepienia nowotworu, a więc we wczesnym stadium
rozwoju białaczki. Narządy wewnętrzne, tj. wątrobę,
śledzionę oraz węzły chłonne ważono, a następnie we-
ryfikowano histopatologicznie w wym. terminach.

Badania chemiiuminescencyjne: rejestracji bardzo
słabych świeceń fotonowych dokonywano w 200/o wy-
ciągach tkankowych z wątroby, śledziony i węzłów
chłonnych, a także w surowicy krwi wg metody
Owczarczyk i wsp, (16). Czas rejestracji w próbie
ogrzanej do temp. 323oK wynosił 30 minut. Impulsy
pochodzące z bardzo słabych świeceń lotonowych zli-
czano przelicznikiem elektronowym typu PE.L-I z za-
stosowaniem fotopowielacza P-1,2 FQ 51. Przebieg re-
akcji chemiluminescencyjnej w ustalonych przedzia-
łacz czasu wyliczano z równania:

tI1:I6e-ę, gdzie It - wartość natężenia promienio-
wania w czasie t, 16 _ wartość początkowa natężenia
promieniowania i k - stała, charakterystyczna dla
danej reakcji.

Wyniki i omówienie
W drugim dniu po zaszczepieniu (p.z.) bia-

łaczki obserwowano w obrazie mikroskopowym
rozpoczynającą się kolonizację'węzłów chłon-
nych przez komórki nowotworowe, lokalizują-
ce się przede wszystkim w zatokach brzeżnych
i promienistych. W 5 dniu ilość komórek no-
wotworowych wyraźnie wzrastała, a w 10 dniu
konórki białaczkowe naciekały już cały vręzeł
chłonny. Kolonizacja wątroby i śledziony przez
komórki białaczkowe rozpoczynała się nieco
później w węzłach chłonnych, bo dopiero w 5
dniu po zaszczepieniu i nieznacznie nasiliła się
w 10 dniu. W śledzionie komórki białaczkowe
stwierdzono w zatokach, natomiast w wątrobie
w naczyniach kapilarnych, żyle środkowej oraz
w niektórych żyłach międzyzrazikow-ych (ryc.

Tab. 1. Średnie wartości k vl wyciągach tkankowych
otaz -Ń surowicy krwi myszy z ptzeszczepialną białacz-

ką limfatyczrą P 3B8

2
5

10

0,015
0,007
0,015

0,011
0,005
0,0l3

0,014
0,009
0,0l1

0,006
0,018
0,01

objaśnienle: xx - Dle oznaczono ze względu ną bardzo ma-
lą masę węzlów chlonnycrr.
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Ryc. 1. Średnia wartość k w węźle chłonnym po 2, 5
i 10 dobach od momentu zaszczepienia myszom bia-
łaczki limfatycznej P 388, skorelowana z masą ciała

zwierzęcia

ą0l5

ą0l0

Ryc. 2. Średnia wartość k w wątrobie po 2, 5 i 10 do-
bach od momentu zaszczepienia myszom białaczki lim- 0,00§
fatycznej P 388, skorelowana z masą ciała zwierzęcia

5). Wyniki badań chemiluminescencyjnych
przedstawiono na ryc. 1-4 oraz w tab. 1,

W tab, 1 przedstawiono średnie wartości
współczynnika k reakcji chemiluminescencyj-
nej w wyciągach tkankowych i w surowicy
krwi myszy kontrolnych (zdrowych) i białacz-
kowych. W porównaniu do wartości wyjścio-
wych wyciągi tkankowe myszy kontrolnych
charakteryzowaŁ zanik intensywności reakcji
ChL w czasie, ze stałą :0,009 < k < 0,016, zaś
w surowicy :0,008 < k < 0,013, Natomiast
wyciągi tkankowe myszy białaczkowych cha-
rakteryzował wzrost natężenia ChL w czasie
przebiegu reakcji ze stałą :-0,005<k<
<-0,015, zaś w surowicy :-0,009<k<
<- 0,017.

Na ryc. 1-3 przedstawiono wartości współ-
czynnika k (od 0,005 do 0,01) po 2, 5 i 10 do-
bach od momentu zaszczepienia myszom no-
wotworu, skorelowane ze wzrostem masy węz-
łów chłonnych, wątroby i śledziony. Na ryc, 4
przedstawiono wartość współczynnika k w su-
rowicy krwi myszy białaczkowych.

Obecnie ukształtował się pogląd, że koncen-
tracja wolnych rodników oznaczanych metodą
elektronowego rezonansu paramagnetycznego,
a także produktów wolnorodnikowego utlenia-
nia (nadtlenki, epok§ydy, aldehydy, ketony)

Ryc. 3. Średnia wartość k vr śledzionie po 2,. 5 i lq
dóbach od momentu zaszczepienia myszom białaczki
limfatycznej P 38B, skorelowana z masą ciała zwie-

rzęcra

(x)

Ryc. 4, Średnia wartość k w surowicy krwi po
i 10 dobach od momentu zaszczepienia myszom

łaczki limfatycznej P 388

komórki óiałaczłt ćimfaćycznej P Sea
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Ryc. 5. Cyrkulacja komórek białaczki limfatycznej
P 388 w ustroju myszy doświadczalnych

ś kdziona
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zwiększa się w tkankach w początkowej fazie
nowotworzenia, by po osiągnięciu typowego
d.la poszczegóInych procesów maksimum, obni-
żyć się (7, B, 17-20).

Badania własne przy użyciu nretody chemi-
luminescencji wykazały, że przeszczepialnej
białaczce limfatycznej P 388 towarzyszy wystę-
powanie wolnych rodników zarówno w narzą-
dach, jak i surowicy krwi. Stwierdzono istnie-
nie czasowej korelacii między ilością woinych
rodników a stopniem zaawansowania koloniza-
cji narządów przez komórki białaczkowe.
Zwiększony pozicrn wolnych rodników wystą-
pił najwcześniei w węzłach chłonnnyclr, bo już
w drugim dniu po zaszczepieniu białaczki
i zbiegał się wyraźnie z rozpoczynającą się ko-
lonizacją węzłów chłonnych przez komór,ki no-
wotworowe. Maksymalny poziom wolnych rod-
ników notowano w piątym dniu choroby. W
10 dniu ilość WR spadła do wartości wyjścio-
wych. W wątrobie i śledzionie wzrost poziornu
wolnych rodników rozpoczął się dopiero w pią-
tym dniu po zaszczepieniu białaczki i trwał do
dziesiątego dnia choroby. Korelował on z
opuszczaniem krwiobiegu przez komórki n,o-
rvotworowe i ich narastającym inkludowaniem
się w tkankach.

Koreiacja między poziomem wolnych rodni-
ków a rozwojem proce§u białaczkowego jest
zjawiskiem krótkotrwałym i ma miejsce tylko
w pierwszych dniach kolonizacji narządów
przez komórki nowotw,orowe. Okres synchr,oni-
zacji obu procesów w narządach trwa około
4-5 dni" W tym czasie poziom wolnych rod-
nikórv wzrasta wtaz ze wzrostem ilości komó-
rek białaczkowych w tkankach. W późniejszym
okresie zawartość wolnych rodników w narzą-
dach szybko spada, mimo dalszego namnażania
się komórek białaczkowych.

Wykonane badania dowodzą, że chemilumi-
nescencja charakteryzuje się wysoką czułością
i powtarzalnością w-yników i że może być z po-
wódzeniem wykorzystywana do wykrywania
wolnych rodników w tkankach i surowicy
krwi. Jej praktyczna wartość w diagnozowaniu
białaczki jest jednak ograniczona. Wynika to
z faktu krótkiego, bo zaledwie kilkudniowego
wzrostu, poziomu wolnych rodników i to tylko
w początkowej fazie procesu białaczkowego.
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- An to explolt
iagnosis phatic leu-

kaennia P 388 in mice

The assessment was carrled out on mice, hybrldes
BDF1, thr old, which are in_oculated with
10ł lYmph mia cells P 388. The mice u,ere
sacrlficed five and ten'days. Frće radicals
were found in the extracts of the liver, spleen, lymph
nodes, and in sera luminescence,
i.e. by photon lu ent. Internal
oTgans wóre verifie It was found
that the correlation free radicals
and the devlopment of leukaemia was of short time
and took
organs co
synchroni
4-5 da5,5
increased along with the number of leukaemic cells
in tissues. Later the content of free radicals decrea-
sed rapidly in tissues lndependently of the uumber of
propagating lcukaemic cells.


