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Wisréd metod mogacych znalezé zastosowanie
we wecezesnym diagnozowaniu nowotworzenia
nalezy uznaé te, ktérych istota oparta jest na
wykrywaniu procesé6w wolnorodnikowych. Do
badan procesdéw wolnorodnikowych, obok elek-
tronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR)
(14), coraz czesciej uzywa sie metody chemilu-
minescencji (ChL) (15, 16). Chemiluminescen-
cja pojawia sie woweczas, gdy jeden z produk-
tow reakeji, np. tlen singletowy, jest w stanie
elektronowo wzbudzonym i powraca do stanu
podstawowego emitujge $wiatto (2, 6, 21). Po-
wstanie tlenu singletowego ma miejsce w sze-
regu procesach, np. rozpadzie tlenkéw niena-
syconych kwaséw tluszezowych (PUFA) i utle-
nianiu polifenoli (6). Zazwyczaj mamy do czy-
nienia z pierwszym wzbudzonym singletowym
S; czasteczki (2). Gléwnym zrdédilem wolnych
rodnikow (WR) jest tlen, wystepujgcy jako po-
dwéjny rodnik O'—O°, zamiast O=0. Aspekt
patogennosci WR ma polegaé¢ na wywolywaniu
zmian konformacji i wielkosei czgstek, prowa-
dzac do zaburzen ich funkecji (1).

Stwierdzono (15), ze w kolejnych badaniach
chemiluminescencyjnych warto$é wspdlczynni-
ka k ulega obnizeniu lub wzrostowi, co $wiad-
czy odpowiednio o zwiekszeniu lub zmniejsze-
niu natezenia procesdow wolnorodnikowych od-
powiedzialnych za przebieg reakeji z alfa-toko-
ferolem w mieszaninie inkubacyjnej. Reakcja
ta jest bezposrednio uzalezniona od proporcji
lipidéw antyutleniaczy w badanym narzgdzie.
Obnizenie wartosci k wydaje sie by¢ spowodo-
wane wzrostem poziomu lipidéw i cbnizeniem
zawartosci antyutleniaczy i odwrotnie: obni-
zonemu poziomowi przeciwutleniaczy towarzy-
szy wzrost wartosei wspolezynnika k (15, 16).

Celem pracy bylo okre$lenie: a) przydatno-
$ci metody chemiluminescencji w wykrywaniu
wolnych rodniké6w w surowicy i narzadach we-
wnetrznych oraz b) znaczenia tej metody w
diagnostyce weczesnych stadiéw przeszczepial-
nej biataczki u myszy.

Materiat i metody

Do badan uzyto myszy hybrydéw BDF,(Cs;BL)6X
XDBA (2), samcoéw, 3 mies.,, pochodzacych z Osrodka
Hodowli Zwierzat Wsobnych przy Instytucie Immu-
nolegii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroclawiu.
Biataczke P 288 pasazowano co 6—7 dni przeszczepia-
jac myszom DBA/2 dootrzewnowo 10% komérek no-
wotworowych., Myszy dos$wiadczalne zaszczepiono ko-
moérkami bialaczki limfatycznej P 388 podajgc im do-

*) Praca wykonana w ramach Problemu MR — 2/17T.
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otrzewnowo 104 komoérek 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 wiec we wezesnym stadium
rozwoju biataczki. Narzady wewnetrzne, tj. watrobe,
sledzione oraz wezly chlonne wazono, a nastepnie we-
ryfikowano histopatclogicznie w wym. terminach.

Badania chemiluminescencyjne: rejestracji bardzo
stabych $wiecen fotonowych dokonywano w 20% wy-
ciagach tkankowych z watroby, §ledziony i wezldw
chlonnych, a takze w surowicy krwi wg metody
Oweczarczyk i wsp. (16). Czas rejestracji w probie
ogrzanej do temp. 323°K wynosil 30 minut. Impulsy
pochodzgce z bardzo stabych $wiecen fotonowych zli-
czano przelicznikiem elektronowym typu PEL-5 z za-
stosowaniem fotopowielacza P-12 FQ 51. Przebieg re-
akcji chemiluminescencyjnej w ustalonych przedzia-
lacz czasu wyliczano z réwnania:

t
It=Ioe—'E, gdzie Iy — warto$é natezenia promienio-
wania w czasie t, I, — warto$¢é poczatkowa natezenia
promieniowania i k — stala, charakterystyczna dla

danej reakcji.

Wyniki i omdwienie

W drugim dniu po zaszczepieniu (p.z.) bia-
taczki obserwowano w obrazie mikroskepowym
rozpoczynajgcg sie kolonizacje' wezldw chion-
nych przez komorki nowotworowe, lokalizujg-
ce sie przede wszystkim w zatokach brzeznych
1 promienistych. W 5 dniu ilo$¢ komoérek no-
wotworowych wyraznie wzrastata, a w 10 dniu
komorki biataczkowe naciekaly juz caty wezel
chionny. Kolonizacja watroby i $ledziony przez
komorki biataczkowe rozpoczynala sie nieco
poézniej w weztach chionnych, bo dopiero w 5
dniu po zaszczepieniu i nieznacznie nasilita sie
w 10 dniu. W sledzionie komérki bialaczkowe
stwierdzono w zatokach, natomiast w watrobie
w naczyniach kapilarnych, zyle srodkowej craz
w niektérych zylach miedzyzrazikowych (rye.

Tab. 1. Srednie wartodci k w wyciggach tkankowych
oraz w surowicy krwi myszy z przeszczepialng bialacz-
ka limfatyczng P 388

3 Sledzio- | Wezly ! 2
Grupa Watroba na | chionne {Surowica

trol Doba i

weontrol. 0,008 | 0,018 xx 0,014
na i

Doswiad.| 2 | 0015 0,011 0,006 0,014

s | 5 | 0007 0,005 0,018 0,009

czalna | 149 | 0,015 0,013 0,01 0,017

Objasnienie: xx — nie oznaczono ze wzglgdu na bardzo ma-
13 mase wezléw chlonnych,
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Ryc. 1. Srednia warto$é k w wezle chlonnym po 2, 5
i 10 dobach od momentu zaszczepienia myszom bia-
laczki limfatycznej P 388, skorelowana z masg ciala
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Ryc. 2. Srednia warto$é k w watrobie po 2, 51 10 do-
bach od momentu zaszczepienia myszom biataczki lim-
fatycznej P 388, skorelowana z masa ciala zwierzecia

5). Wyniki badan chemiluminescencyjnych
przedstawiono na ryc. 1—4 oraz w tab. 1.

W tab. 1 przedstawiono s$rednie wartosci
wspolezynnika k reakeji chemiluminescencyj-
nej w wyciggach tkankowych i w surowicy
krwi myszy kontrolnych (zdrowych) i biatacz-
kowych. W pordéwnaniu do wartosci wyjscio-
wych wyciaggi tkankowe myszy kontrolnych
charakteryzowal zanik intensywnosci reakeji
ChL w czasie, ze stalg =0,009 <k << 0,016, za$
w surowicy =0,008 <<k <{0,013. Natomiast
wyciggi tkankowe myszy bialaczkowych cha-
rakteryzowal wzrost natezenia ChL w czasie

przebiegu reakcji ze staly =—0,005 <k <
<—0,015, za§ w surowicy =-—0,009 <<k <
<—0,017.

Na ryc. 1—3 przedstawiono wartosci wsp6l-
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 wez-
16w chlonnych, watroby i éledziony. Na ryc. 4
przedstawiono wartos¢ wspolczynnika k w su-
rowicy krwi myszy biataczkowych.

Obecnie uksztaltowal sie poglad, Ze koncen-
tracja wolnych rodnikéw oznaczanych metodg
elektronowego rezonansu paramagnetycznego,
a takze produktoéw wolnorodnikowego utlenia-
nia (nadtlenki, epoksydy, aldehydy, ketony)

Ryc. 3. Srednia wartoéé k w ¢ledzionie po 2, 5 i 10
dobach od momentu zaszczepienia myszom blalac;kl
limfatycznej P 388, skorelowana z masg ciala zwie-
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Ryc. 4. Srednia warto$¢ k w surowicy krwi po 2, 5
i 10 dobach od momentu zaszczepienia myszom bia-
taczki limfatycznej P 388
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zwieksza sie w tkankach w poczatkowej fazie
nowotworzenia, by po osiggnieciu typowego
dla poszczegblnych procesdéw maksimum, obni-
zy¢ sie (7, 8, 17—20). ‘

Badania wlasne przy uzyciu metody chemi-
luminescencji wykazaly, Zze przeszczepialnej
biataczce limfatycznej P 388 towarzyszy wyste-
powanie wolnych rodnikéw zaré6wno w narzg-
dach, jak i surowicy krwi. Stwierdzono istnie-
nie czasowej korelacji miedzy iloscig wolnych
rodnikéw a stopniem zaawansowania koloniza-
cji narzaddéw przez komoérki biataczkowe.
Zwiekszony poziom wolnych rodnikéw wystg-
pit najwczeéniej w weztach chlonnnych, bo juz
w drugim dniu po zaszczepieniu bialaczki
i zbiegal sie wyraznie z rozpoczynajacg sie ko-
lonizacjg wezldw chlonnych przez komorki no-
wotworowe. Maksymalny poziom wolnych rod-
nikéw notowano w pigtym dniu choroby. W
10 dniu ilos¢ WR spadla do wartosci wyjscio-
wych. W watrobie i §ledzionie wzrost poziomu
wolnych rodnikéw rozpoczgl sie dopiero w pia-
tym dniu po zaszczepieniu biataczki i trwatl do
dziesigtego dnia choroby. Korelowal on =z
opuszczaniem krwiobiegu przez komorki no-
wotworowe i ich narastajgcym inkludowaniem
sie w tkankach.

Korelacja miedzy poziomem wolnych rodni-
kéw a rozwojem procesu biataczkowego jest
zjawiskiem kroétkotrwalym i ma miejsce tylko
w plerwszych dniach kolonizacji narzgdéw
przez komérki nowotworowe. Okres synchroni-
zacji obu proceséw w narzadach trwa okolo
4—5 dni. W tym czasie poziom wolnych rod-
nik6w wzrasta wraz ze wzrostem iloéci komo-
rek biataczkowych w tkankach. W pdzniejszym
okresie zawartos¢ wolnych rodnikéw w narza-
dach szybko spada, mimo dalszego namnazania
sie komorek biataczkowych.

Wykonane badania dowodza, ze chemilumi-
nescencja charakteryzuje si¢ wysoka czuloscig
i powtarzalnoscig wynikdw i ze moze by¢ z po-
wodzeniem wykorzystywana do wykrywania
wolnych rodnikéw w tkankach i surowicy
krwi. Jej praktyczna wartos¢é w diagnozowaniu
bialaczki jest jednak ograniczona. Wynika to
z faktu krétkiego, bo zaledwie kilkudniowego
wzrostu poziomu wolnych rodnikéw i to tylko
w poczatkowej fazie procesu bialaczkowego.

Chemiluminescencja jako jedna z metod wy-
krywania wolnych rodnikéw rozszerza przede
wszystkim mozliwosci badawcze nad patogene-
za nowotwor6éw. Udzial wolnych rodnikow w
indukeji nowotworéw, ktore sg obecnie przed-
miotem zainteresowan wielu badaczy, pozosta-
je nadal sprawg otwartg (3—95, 7—21).
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Mageit 1. A.,, Kamybresuu Y, Ma3yprerna M., Kan-
menTorcguit C., Dumep JI. — IlemeITEAa HMCHONB30-
R2HNH XMMHUOTIOMMHECICHIYVY B8 OWArHCCTUEEe numda-
TryecKoN neligeMmuy P 388 y mermedt

Ina wmecnenoBaHuUM MCTIONB20BANM  MeIMei-rubpu-
mes BDF;, caMuior, 3 MeC. KOTODBIM BaRKUMHUPOBAJIM
BHYTPUOGPIOIMIMEHO 104 xyeTox smMchaTUYecKol Jelire-
vy P 288, Mermest ybueanam uepe3z oGecKpPOBIMBa-
yue wepe3 2, 5 1 10 cyTox onsrra. B TKaHeBLIX BBI-
TIHKAX M3 TIEUEHM, CEJE3eHKH U JAUMGATUUECKUX
Y3708, a TaXwe B CHIBODOTEE KPOBM OOHADVRUBAIU
cpofonubEIe pAaAMEAJBbl METOAOM XMMMOJIOMMHECHeH-
'y, T.e. TpoBenu 3anuch (DOTOHOBREIX CBEHeHMiL
BuyTpeuuye Opranbl OIEHUBAJIUCEHL I'UCTOMATOJIOTUYMEC-
xwy. OTMeTHMIM, ¢UTO KOPPeNAUVa MEXNY YPOBHEM
cBOBOIHETY DAaIMKAJNIOB M DA3BUTVEM JEVKEMUM AB-
A7eTCS KPAaTKOBPEMEHHBIM SABJEHWEM ¥ OTMedaeTcs
TONBEO B MEPBLIE JHU KOJOHM3AUMY OPTAHOB OIY-
XOMeBLIMM KJeTRaMy. ITepmon eunxpoumzaiumu obomx
mponeccor mpomonmaercss OR. 45 nweit. B sTo Bpe-
Mg VDOBEEL cBOOONMHLIX DAJ¥EANOB DPAcTeT ¢ DPOCTOM
reffKeMUIECKUX KIIETOK B TRAHAX. B nDo3guesimmit
nepuon coxepmaunne CBOGONHBIX DPAAMKAJNIOB B Opra-
Hax O6GBICTDO manaer MOMMMO JaNlbHEMIEero HaAMHO-
TEEeHUA JeKeMUUCeRUX KIETOK.

Madej J. A., Kaszubkiewicz C., Mazurkiewicz M.,
Klimentowski S., Fiszer L. — An attempt ¢o exploit
chemiluminescence in the diagnosis of Iymphatic leu-
kaemia P 388 in mice

The assessment was carried out on mice, hybrides
BDF,, three months old, which are inoculated with
104 lymphatic leukaemia cells P 388. The mice were
sacrificed after two, five and ten days. Free radicals
were found in the extracts of the liver, spleen, lymph
nodes, and in sera by means of cherniluminescence,
ie. by photon luminescence assessement. Internal
organs were verified histopathologically. It was found
that the correlation between the level of free radicals
and the deviopment of leukaemia was of short time
and took place only in the first days of internal
organs colonization by leukaemic cells, The period of
synchronization of the hoth processes lasted about
4—5 days. During that time the level of free radicals
increased along with the number of leukaemic cells
in tissues. Later the content of free radicals decrea-
sed rapidly in tissues independently of the number of
propagating leukaemic cells.



