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wodowaé¢ choroby, zmianami

w miejscu iniekeji.
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JANUSZ A. MADEJ
Wroctaw

Zaburzenia metabolizmu limfocytéw biataczkowych
in vivo i in vitro u zwierzaqt

Rola limfocytéw w mechanizmach obronnych, tj. pro-
dukeji biatek odpornosciowych, limfokin, wytwarzaniu
pamieci immunologicznej czy rozpoznawaniu antyge-
noéw jest stosunkowo dobrze poznana. Natomiast wia-
domosei na temat biochemii limfocytéw sa nadal skgpe.

AMetabolizm limfocytow jest $cisle zwigzany z ich
struktura i wyposazeniem biochemicznym. Dzigki nie-
mu limfocyty spoczynkowe poddane aktywacji sg zdolne
do rezwiniecia wielu przemian i syntez odpowiadajacych
nowym zadaniom. Jedng z najistotniejszych cech meta-
bolicznych tych komorek jest zdolno$¢é do przeksztal-
cen. polaczona z mozliwoscig zwiekszenia intensywnosci
przemian wewnatrzkomorkowych., W limfocytach wy-
kazano przede wszystkim cbecno$¢ duzej iloSci RNA
i DNA oraz licznych enzymoéw zwiazanych z metabo-
lizmem wymienionych kwaséw nukleinowych, a takze
biatek, weglowodanéw i lipidow. Ponadto komorki te
zawierajg lizosomy wyposazone w kwasne hydrolazy
oraz mitochnadria, w ktérych dokonuje sie tlenowy
rozktad glukozy, jak réwniez degradacja tego weglowo-
danu w cyklu pentozowym (7).

Pod wplywem niektorych stymulatoréow limfocyty
ulegajs wielokierunkowej aktywacji, co moze dokony-
waé sie zaréwno in vivo, jak i in vitro. W wyniku ak-
tywacji limfocyty spoczynkowe wychodza z fazy G
i proliferuja. W skrajnej postaci hiperproliferacji moze
prawdopodobnie dojs¢ do derepresji onkogenow, zawie-
rajacych informacje dla transformacji nowotworowej.
Mamy woéwczas do czynienia z limfoproliferacja nowo-
tworowa. Na znaczne mozliwo$el powigzan miedzy akty-
wacja i limfoproliferacjg z jednej, a leukemogenezg
z drugiej strony, zwrdcono juz uwage we wezeSniejszych
pracach wtasnych (27, 37).

Transformacja limfocyta prawidlowego w kierunku
limfocyta biataczkowego u zwierzat prawdopodobnie
zwiazana jest nie tylko z istotnymi zmianami bioener-
getycznymi (32), ale takze biochemicznymi zachodzacy-
mi w tej komoérce. W dobrze poznanym pod wzgledem
regulacji metabolizmu watrobiaku szezuréw zaobserwo-
wano, ze szybko$¢ syntezy i degradacji metabolitéw w
komérkach nowotworowych jest inna, niz w komorkach
prawidlowych (7). Obserwacje te $wiadcza o tym, ze
transformacja nowotworowa wplywa na zmian¢ mecha-
nizméw regulujacych aktywnos$e poszezegolnych drog

metabolicznych (41, 45, 64). JednoczesSnie nalezy za-
znaczy¢, ze roéznice metaboliczne miedzy komorks pra-
widlows i nowotworowg sa z reguly nieznaczne i wow-
czas nowotwory takie okre§la sie mianem ,minimal
deviation tumors” (7).

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie: 1) réznic
metabolicznych miedzy limfocytami prawidlowymi
i limfocytami bialaczkowymi in wivo i in vitro u my-
szy i bydla oraz 2) okreflenie miejse zmian ilo$ciowych
wybranych zwigzkéw nisko- 1 wysokoczasteczkowych
w niektérych ciggach metabolicznych tych komorek.

Badania limfocytéw biataczkowych in vivo wuw myszy
i bydla

I. Enzymy, lipidy, kwasy ttuszczowe oraz gliko- i sialo-

-proteidy

Zawarto$¢ wybranych zwigzkéw nisko- 1 wysokoczas-
teczkowych w limfoeytach bialaczkowych in vivo u my-
szy i bydla przedstawiono na ryc. 1, za§ zaburzenia w
niektérych ciggach metabolicznych tych komérek na
rye. 3. Wykazano znaczne roznice iloSciowe w wielu
ww. zwigzkach miedzy limfocytem normalnym i stran-
sformowanym nowotworowo, co opisano juz weze$niej
w pracy, dotyczacej znaczenia markerow biologicznych
w diagnostyce biataczek u zwierzat (30). Stwierdzono,
7ze wiele z wymienionych zwigzkéw ma charakter do-
brych markeréw biologicznych w rozpoznawaniu bia-
taczek, a to dlatego, ze wykrycie podwyzszonego ich
poziomu, np. enzymow, ma znaczenie dla monitorowania
terapii, zwlaszcza u ludzi. Jezeli podwyzszony poziom
biomarkera przed zabiegiem obnizy sie do normalnego,
wowezas kazda zwyzka moze byc¢ interpretowana jako
wznowa nowotworowa. Wynika to z faktu, ze wahania
poziomow biomarkeréow uzaleznione sg od masy nowo-
tworow w stopniu wprost proporcjonalnym
II. Aminokwasy

Aminockwasy sg kluczowymi zwigzkami metabolizmu
komorek. Ich aktywacja i synteza odbywa sie¢ w cyto-
plazmie komorki, za§ przemiany kataboliczne amino-
kwaséw zachodzg w mitochondriach.

U myszy z bialaczkg limfatyczng L 1210 wykazano
wzrost iloSci kwasu glutaminowego, izoleucyny, proliny,
spadek natomiast zawarto$ci glicyny. Wymienione ami-
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O‘wmst badanego parametry w odniesieriw do limf
cyta prawlddbowego

O -spadek badanego parametnl wodriesieriu do him:
cyva prawidioweao

Ryc. 1. Zawartoé¢ niektérych zwigzkéw nisko- i wysoko-
czgsteczkowych w limfocycie biataczkowym in vivo u myszy
1 bydita w pordéwnaniu z limfocytem prawidlowym

ENZYMY
Objasnienia:

1. Hyuro.azy (gamma-glutamylotransferaza — GGT, alanyloamino-
peptydaza — AAP, leucyloaminopeptydaza — LAP, acylaza akty-
wowana kobaltem — AACo, arylosulfataza — ASA, rybonukle-
aza — RNA-aza)

2. Hydrolazy (fosfataza zasadowa -— FZ, 5’-nukleotydaza — 5'-NT,
adenozynotroifosfataza — ATP-aza. glukozo-6-fosfataza — G-6-
-P-aza, fosfataza kwasna — FK, beta-glukuronidaza — B-GU,
lizozym — Li)

3. Oksydoreduktazy (peroksydaza glutationowa — GSH-px, dysmu-
taza nadtlenkowa — SOD, katalaza, dehydrogenaza mleczano-~
wa — LDH, dehydrogenaza bursztynianowa — SDH)

4. Transferazy (polimeraza RNA, polimeraza DNA, aminotransfe-
raza alaninowa — AIAT)
5. Transferazy (aminotransferaza asparaginianowa— AspAT)
6. Liazy (aldolaza -— ALD)
NIEFOSFORYLACYJNA TRANSGLIKOZYLACJA
7. Homotransgiikozylacja
8. Heterotransglikozylacja
LIPIDY POLARNE I OBOJETNE
9. Cholesterol, sfingomielina
10. Lecetyna, fosfoetanolamina
KWASY TLUSZCZOWE
11. Kwas linolenowy, linolowy, olejowy, eikozenowy
12. Kwas arachidonowy, stearynowy
13. KWASY ZOLCIOWE
AMINOKWASY
14. Kwas glutaminowy, prolina, izoleucyna
15. Glicyna .
GLIKO- I STALOPROTEIDY
16. Seromukoid, histomukoid
KWASY NUKLEINOWE
17. RNA, DNA
PREKURSORY RNA
18. Cytydyna, urydyna
19, GLIKOGEN, GLIKOLIZA, CYKL PENTOZOWY

nokwasy, ulegajac przemianom metabolicznym w orga-
nizmie, przeksztalcajg sie ostatecznie w amfiboliczne
zwigzki poSrednie z tworzeniem albo glikogenu Y{ami-
nokwasy ,glikogenne”, tj. kwas glutaminowy, prolina
i glicyna), albo glikogenu i lipidéw {aminokwasy ,,gli-
kogenne” i ,ketogenne” — tj. izoleucyna). Stad mozna
wnioskowaé¢, ze w biataczce L 1210 dochodzi do wyraz-
nych zmian w poziomie niektérych aminokwasow ,gli-
kogennych” oraz aminokwasow ,gliko- i ketogennych”,
co moze znajdowac odbicie z zaburzeniach cyklu Krebsa
(25) — ryc. 3.
III. Cholesterol i kwasy zdlciowe

Jednym ze zjawisk towarzyszacych onkogenezie jest
destabilizacja blon biologicznych komérki. Duza role

A

Q -wzrost badanego paramebru w odniesieniw do lnfo
. cyta prowidfowego )

O - spadek badanego parometru w odniesieriu do Wmfo-
dfowego

oy tov prow

Ryc. 2. Zawarto$é niektorych zwigzkéw nisko- 1 wysoko-
czgsteczkowych w limfocycie bialaczkowym n vitro u by-
dia w porownaniu z limfocytem prawidiowym

ENZYMY

Objasnienia:

1. Gamma giutamylotransferaza (GGT),
tydaza (3'-NT)

. Adenozynotrojfosfataza (ATP-aza-Ca+ zalezna),
zalezna, fosfataza zasadowa (FZ)

INHIBITORY
3. Inhibitor papainy, inhibit trypsyny
GLIKUrKOTEIDY

aldolaza (ALD), 5’-nukleo-

&

ATP-aza-Mgi+

4. Histomukoid
KWASY TLUSZCZOWE
5. Kwas linolenowy, kwas linolowy
6. Kwas arachidonowy, kwas eikozenowy
AMINOKWASY
. Kwas glutaminowy, prolina, glicyny, histydyna
. Walina, leucyna, arginina
LIPIDY OBOJETNE

[

9. Cholesterol
10, AKTYWNOSC PROTEOLITYCZNA WOBEC KAZEINY

* / x\ nem ._R-h — p
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( _ kogowm A & S
»%%% kwasy ¥ (np. arachidono
aliag-§ pott- ) buseczowe Seanpor)
{np. gikogsel

i . dwlestero,
Upicy (np, cukester

Ryc. 3. Miejsca zmian iloSciowych zwigzké4w nisko- 1 wy-
sokoczasteczkowych w niektoérych ciggach metabolicznych
limfocytéw biataczkowych in vivo i in vitro u zwierzat

w integralno$ci tych blon odgrywa m.in. cholesterol.
Wykazano, ze w wyniku transformacji nowotworowe]
moze dochodzi¢ do zaburzen w aktywno$ci reduktazy
beta-hydroksy-metyloglutarylo-CoA (HMG-CoA) — klu-
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czowego enzymu regulujacego szybkoéé biosyntezy cho-
lesterclu (7, 12). W warunkach fizjologicznych aktyw-
nos¢ HMG-CoA jest hamowana przez kwasy zoblciowe
i cholesterol w wyniku inaktywacji enzymu juz istnie-
jacego oraz inhibicji procesu syntezy reduktazy de
novo (13).

U myszy z biataczkg limfatyczna L 1210 wykazano
(33), ze poziom cholesterolu roénie w miare rozwoju
procesu nowotworowego. Zjawisko to wydaje sie by¢
zrozumiale w $wietle danych moéwigcych o tym, ze w
komérkach nowotworowych nie dochodzi do represji
reduktazy HMG-CoA. Zaburzenia represji HMG-CoA
w bialaczce u myszy sg prawdopodobnie spowodowane
obnizeniem przez cholesterol syntezy nowej reduktazy,
wzglednie pobudzenia syntezy enzymoéw powodujacych
degradacje istniejacego enzymu.

Kwasy z6lcio>we sg koncowym produktem kataboliz-
mu cholesterolu. Przemiana tego lipidu w kwasy z61-
ciowe =zachodzi w siateczce cytoplazmatycznej przy
wspoludziale mikrosomalnego uktadu utleniajacego, tj.
cytochromu P-450, reduktazy cytochromu, NADPH®, O,
i witaminy C (13, 49).

Wzrostowi poziomu cholesterolu u zwierzat bialacz-
kowych towarzyszy podniesienie sie iloSci kwasow zol-
ciowych, co wskazuje na réwnolegle przebiegajaca, wy-
datng synteze obu wymienionych zwiazkéw. Zjawisko
to nalezy prawdopodobnie wigza¢ z obnizeniem aktyw-
nosci reduktazy HMG-CoA, by¢ moze na zasadzie sprze-
zenia zwrotnego.

IV. Kwasy nukleinowe (DNA, RNA) oraz glikogen

W komérkach wielu nowotworow obserwuje sig
wzrost szybkosci syntezy RNA, aktywno$ci enzymow
zwigzanych z tym procesem, tj. kinazy urydylowej
i polimerazy RNA, jak réwniez zwiekszenie iloSci po-
branych z otoczenia prekursorow RNA — cytydyny
i urydyny. Procesowi temu towarzyszy wzrost syntezy
DNA i enzymow regulujacych, tj. polimerazy DNA,
kinazy tymidylanowej oraz nieswoistych fosfomonoes-
teraz. Wzrost syntezy kwaséw nukleinowych w komér-
kach nowotworowych uwazany jest zatem za wynik
zwiekszenia aktywnosci kluczowych enzyméw hekso-
zomonofosforanowych oraz biosyntezy puryn i pirymi-
dyn, a takze obnizenia ich wrazliwoécl na inhibitory
dzialajace na zasadzie sprzezenia zwrotnego i spadku
aktywno$ci enzymow procesu degradacji puryn i piry-
midyn (7).

Niektorzy uwazaja nawet, ze bialaczka jest ,chorobg
DNA” (46). Tlumaczy sie to faktem, ze bledy w poli-
meryzacji nici DNA sa kopiowane w procesie kolejnych
replikacji tego kwasu, co moze wywolaé¢ mutacje i w
konsekwenciji prowadzi do leukemogenezy. Np. o wzro-
$cie ilosci kwasoéw nukleinowych w limfocytach krwi
krow bialaczkowych donosza Nikitienko (42) i Sviri-
dow {61).

Ostatnio duze zainteresowanie budzi rola RNA w ja-
derkach limfocytéw (20, 39). Wykazano bowiem, ze go-
towosé limfocytéw do odpowiedzi immunologiczne]j za-
lezy od obecno$ci w nich jaderek zdolnych do syntezy
RNA (16, 20, 46). W limfocytach sg trzy postacie jade-
rek: aktywne (zlozone), pierscieniowe oraz mikrojgderka
(46, 56), przy czym wiadomo, ze zachodzi Scisla zalez-
noéé miedzy zdolnoscig jaderek do syntezy RNA a ich
postacig morfologiczng (20, 39). Jaderka aktywne cha-
rakieryzujg sie aktualna syntezg RNA, pierscieniowe —
odwracalng inhibicjag tego procesu, w mikrojgderkach
za$ ma miejsce calkowite zahamowanie syntezy kwasu
nukleinowego. W badaniach nad zachowaniem sie jade-
rek limfocytéw krwi w chorobach proliferacyjnych

obserwowano zmiany w udziale procentowym poszcze-
golnych form (39): Miedzy innymi w biataczce limfa-
tycznej u ludzi stwierdzono wzrost ilosci limfocytow
z jaderkami aktywnymi (54). Nie znana jest natomiast
zmienno$é omawianych struktur w limfocytach narzg-
dowych, objetych procesem biataczkowym.

Badania wlasne (26) pozwolily na stwierdzenie, ze
u myszy z przeszczepialng biataczkg L. 1210 dochodzi
w miare rozwoju nowotworu do wyraznego wzrostu
udziatu limfocytéw narzadowych z jaderkami pierScie-
niowymi, przy duzym spadku iloéci komorek z mikro-
jaderkami i jaderkami aktywnymi. Przy zalozeniu, ze
zmianie aktywnos$ci komérek towarzyszy zmiana mor-
fologii niektorych jej struktur, np. jaderek, mozna sa-
dzi¢, ze w trakcie proliferacji nowotworowej u myszy
dochodzi do pobudzenia komoérek limfoidalnych. Prze-
mawia za tym wzrost liczby limfocytéw z jaderkami
pierscieniowymi, przy czym nalezy zaznaczy¢, ze nie
oznacza to jeszcze wzrostu aktywnej syntezy RNA w
jaderku, a jedynie wskazuje na stan ich gotowo$ci. Po-
dobne zjawisko, tj. wzrost ilosci komorek z jaderkami
pierécieniowymi, a spadek liczby komérek z mikrojg-
derkami, obserwowala Matejkova (39) w limfocytach
krwi szezurow w poczatkowej fazie proliferacji Yoshida
ascites sarcoma.

Podezas przeksztalcen limfocytow zrodlem energii dla
przemian biochemicznych sa procesy glikolityczne, bio-
race swoj poczatek od glikogenu i glukozy z wytworze-
niem kwaséw pirogronowego i mlekowego. Nasilenie
proceséw glikolitycznych obserwuje sie od chwili roz-
poczecia pobudzenia limfocytéw. Réwnoczesnie notuje
sie nasilenie przemian cyklu pentozowego, wzrost ak-
tywno$ci LDH oraz wzmozenie wytwarzania zreduko-
wanego NADP i NAD (7).

W chorobach limfoproliferacyjnych u ludzi, tj. w
biataczce limfatycznej i ziarnicy zlodliwe]j obserwowa-
no wyrazny wzrost ilosci glikogenu w limfocytach (62).
Podobne zjawisko notowali w limfocytach biataczko-
wych krwi bydia m.n. Stowik i Barnecki (53) oraz
Nikitienko (42).

Wzrost ilosci glikogenu w limfocytach biataczkowych
nie zawsze musi byé oznakg wzrostu nowotworowego,
ale przedstawia og6lny objaw wzmozonej przemiany
materii w tych komérkach. Niemniej mozna wykaza¢,
ze komoérki bialaczkowe maja zwiekszong aktywnosé
glikolityczng, konieczng do rozrostu nowotworowego
(62). Aktywacja procesow glikolitycznych polgczona jest
ze zmianami, jakie zachodza w lizosomach. Wéréd en-
zyméw, ktérych uwolnienie aktywuje glikolize, wymie-
nia sie m.in. LDH i SDH, co przedstawiono juz w po-
przedniej pracy (32).

Badania limfocytéw bialaezkewych in vitro u bydla

I. Przemiana biatkowa i weglowodanowa

Z chwilg uzyskania mozliwosci obserwacji komorek
in vitro zakres do$wiadczen przeprowadzonych na ko-
morkach zywych zostal wyraznie poszerzony. Izolowane
komoérki stanowig dogodny material do bezpoSredniego
badania wplywu roznych czynnikéw onkogennych, np.
fizycznych, chemicznych czy wirusowych (wirus BLV),
a takze zachadzacych w nich zmian biochemicznych
z wylgczeniem ogélnoustrojowych procesow regulacyj-
nych (31).

Jednym z istotnych mechanizméw obronnych ustroju
jest biologiczna aktywnosé limfocytéw, stanowigca od-
powiedz organizmu na obecno$é substancji o cechach
antygenowych, np. pochodzenia wirusowego (wirus
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BLV). Oslabienie zdolnosci limfocytow do aktywacji
Swiadezy o zmniejszeniu obronno$ci organizmu i spoty-
kane jest glownie w nowotworach ukltadu limfatyczne-
go, tj. w bialaczce, ziarnicy zloSliwej, migsaku limfatycz-
nym, miesaku siateczki i plazmocytoma (51, 52).

W badaniach wlasnych obserwowano w limfocytach
bialaczkowych in vitro u bydla wyrazny wzrost aktyw-
noéci aldolazy (ALD) — enzymu biorgcego udzial w
reakeji ciggu glikolitycznego. Wzrost aktywno$ci enzy-
mu obserwowano takze w surowicy jak i same]j tkance
nowotworowej w wiekszoSci przypadkoéw takich nowo-
tworéw, jak: rak zolgdka, prostaty, jelita grubego, rak
przerzutowy watroby i rakach uktadu moczowo-plcio-
wego i to zaréwno u ludzi, jak i zwierzat (8, 51). Takie
zachowanie sie aldolazy tlumaczy sie derepresjg genow
plodowych typoéw enzymu (52).

Oproécz zaburzen metabolicznych cukrowcoéw obser-
wowano w limfocytach bialaczkowych in vitro u bydia
takze istotne uszkodzenie mprzemiany biatkowej tych
komorek (ryc. 2). Manifestowalo sie to wzrostem steze-
nia obu badanych inhibitoréw, tj. inhibitora papainy
i inhibitora trypsyny oraz wzrostem aktywno$ci gam-
ma-glutamylotransferazy {(GGT), spadkiem natomiast
aktywnosci proteolitycznej wobec kazeiny i obnizeniem
stezenia histomukoidu.

Interesujacy jest wzrost stezenia inhibitorow papainy
i trypsyny, zwiazanych z enzymami rozszczepiajgcymi
IgG na 3 fragmenty — 2 fragmenty Fab i fragment Fc.
Fragmenty Fab posiadaja miejsca laczenia sig przeciw-
ciala z antygenem, za$ fragment Fc nie ma znaczenia
dla swoisto$ci przeciwciala.

Ciekawie zachowuje sie takze GGT — enzym katali-
zujgcy przeniesienie grupy gamma-glutamylowej z gam-
ma-glutamylowego donora na odpowiedni akceptor,
ktérym moze by¢ peptyd lub aminokwas. Mozna przy-
ja¢, ze wzrost aktywno$ci GGT $Swiadezy o znacznych
zmianach we wchlanianiu aminokwaséw 1 peptydow
poprzez blony komorkowe limfocytéw biataczkowych
in vitro u bydla.

Fiala i wsp. (11) obserwowali wzrost aktywnosei GGT
w guzach wywolanych dofwiadczalnie 2-metylo-hydra-
zyng, a takze w raku jelita grubego u czitowieka. Po-
dobnie Beck i wsp. (2) oraz Steele i wsp. (60) notowali
wzrost aktywnosci GGT, a takze ALD w surowicy krwi
0s6b z przerzutowym rakiem jelita grubego do wa-
troby.

Badajac aktywno$é aryloamidazolowsg wobec siedmiu
beta-naftyloamidéw L- aminokwasoéw stwierdzono istot-
ny spadek aktywno$ci AlaBNA (alanylo-beta-naftylo-
amidu) w limfocytach bialaczkowych in vitro, w porow-
naniu z komorkami normalnymi. Najwyzszg aktywnosc
aryloamidazolows oznaczano wobec PhBNA (fenylo-
alanylo-beta-naftyloamidu), a nastepnie AlaBNA i Leu-
BNA Yleucylo-beta-naftyloamidu). Spoéréd siedmiu sub-
stratow tylko wobec dwoch, tj. AlaBNA i LeuBNA
wykazano nizszg aktywno$¢ w materiale bialaczkowym,
natomiast w stosunku do pozostatych wykazano o 13—
15% wyzsza aktywnose (36).

Ostatnio uwaza sie, ze zmiany metaboliczne komorki
sag raczej skutkiem transformacji nowotworowej mniz
jej przyczyna, niemniej badania aktywno$ci enzyma-
tycznej w komérkach nowotworowych ustroju obarczo-
nego nowotworem rokuja nadzieje postepu w diagnos-
tyce onkologicznej (47, 58). Przedstawione zaburzenia
w przemianie bialkowej i weglowodanowej w limfocy-
tach biataczkowych in witro u bydla (ryc. 3) sa pierw-
szg proba wyjasnienia przyczyn, charakteru i skutkow
metabolicznych obserwowanych zmian.

II. Kwasy ttuszezowe

W badaniach wiasnych u zwierzat z naturalng (22),
a takze przeszczepialng biataczkg limfatyczng (23, 24)
wykazano istotny udzial kwaséw tluszczowych {FA) w
destabilizacji bton biologicznych komoérek nowotworo-
wych. Zdaniem Hopkinsa i Westa (15) nienasycone kwa-
sy tluszczowe (UFA) moga sprzyja¢ muta- i onkogene-
zie, poprzez reakcje wolnorodnikowe i peroksydacje
lipidow blonowych: Z kolei Pande i Mead (43) uwazaja,
ze FA mnagromadzone wewnatrzkomorkowo wplywaja
na zmiane estryfikacji fosfolipidow, efektem czego jest
kumulacja lizofosfolipidéw, ktére przez swoj efekt de-
tergentowy powoduja destabilizacje blon komoérkowych
i blon lizosomalnych.

W limfocytach biataczkowych in witro u bydia do-
chodzi (31), w pordéwnaniu z limfocytami prawidlowy-
mi, do wyraznego wzrostu ilosci kwaséw: linolowego
(Cs=2) i linolenowego {C, = 3), spadku natomiast
iloSci kwasu eikozenowego (C,, == 1) i arachidonowego
(Cy = 4). Ciekawym zjawiskiem obserwowanym w lim-
focytach biataczkowych in vitro jest wzrost ilosci kwa-
su linolowego. Zdaniem Anthony (1) wzrost iloSci tego
kwasu moze byé¢ zrdédlem nasilonej syntezy prostaglan-
dyny PGE,. Prostaglandyna ta ma z kolei hamowat
uwalnianie kwasu arachidonowego z fosfolipidow i od-
wrotnie, niedobér PGE,; prowadzi do wzmozcnego me-
tabolizmu tego kwasu. Obnizenie sie ilodci kwasu ara-
chidonowego w limfocytach in vitro moze takze swiad-
czyé o wyraznym zaburzeniu proceséw beta-oksydacji
zachodzacych w komorkach stransformowanych nowo-
tworowo.

Wykazano, ze kwasy tluszczowe sg latwo whudowy-
wane do fosfolipidow blonowych, np. blon trombocyta
(59). Whudowywanie to pobudza przemiane kwasu ara-
chidonowego obecnego w fosfolipidach blon trombocyta,
a takze zmienia wilasciwoécei fizysko-chemiczne tej blo-
ny \3). i

Notowana w badaniach wtasnych zmniejszona ilo$¢
kwasow tluszczowych nienasyconych w limfocytach
bialaczkowych in witro wskazuje, ze w komoérkach stran-
sformowanych nowotworowo moze dochodzi¢ do stab-
szego odwodorowywania kwasoéw UFA, anizeli w lim-
focytach prawidtowych.

Udzial UFA w onkogenezie jest zagadnieniem bardzo
kontrowersyjnym. Uwaza sie, ze kwasy tluszczowe
moga sprzyja¢ indukcji takich nowotworéw u ludzi
i zwierzat jak: rak sutka, macicy, jajnika, prostaty,
trzustki i okreznicy (4—6, 9, 14, 15, 48, 65). Z kolei
Tannenbaum {63) wykazal hamujacy wplyw UFA na
przeszezepialne biataczki in vitro u myszy AKR. Istnie-
ja takze doniesienia, informujgce o tym, ze zaréwno
kwasy tluszczowe masycone, jak i nienasycone dzia-
lajg inhibujaco in vitro na takie nowotwory, jak: rak
Ehrlicha, rak sutka T, i chloniakomiesak 6 CyHED
u myszy (17, 19).

III. Aminokwasy i cholesterol

Wykazano, ze transfromacja mowotworowa wplywa
na zmiane mechanizmoéw regulujacych aktywnosé nie-
ktérych drog metabolicznych (40, 64). Np. w hepatoma
Reubera u szezuréw notowano przyspieszenie glikolizy,
syntezy kwasdéw nukleinowych i kwaséow tluszezowych
oraz wzrost zawartosei cholesterolu i niektérych ami-
nokwaséw (7).

W limfocytach biataczkowych in vitro u bydla obser-
wuje sie wyrazny spadek iloscei kwasu glutaminowego,
proliny, glicyny, izoleucyny, leucyny i argininy, wzrost
natomiast poziomu waliny i histydyny, w poréwnaniu
z limfocytami normalnymi {35). Zjawisko to, podobnie
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jak mialo to miejsce w limfocytach in vivo u myszy
biataczkowych, przemawia za znacznymi zahurzeniami
w przemianie niektérych aminokwasow ,,gliko- i keto-
gennych” 1 rogkojarzeniu cyklu kwasu cytrynowego
(ryc. 3). Pelny opis zaburzen metabolicznych wymie-
nionych aminokwaséw w limfocytach in vitro u bydia,
przedstawiono we wecze$niejszej pracy (35).

Jak wspomniano statej wysokiej syntezie choleste-
rolu in vitro u myszy i bydia biataczkowego towarzy-
szy wydatna produkcja kwaséw zolciowych. Wzrasta
takze poziom frakeji lipoproteidéw o wysokiej gestoSci
zwigzanych z cholesterolem (HDL-C) w osoczu zwierzat
biatlaczkowych (34), co moze prowadzi¢ do wyraznej
aktywacji lipazy lipoproteinowej i enzymu estryfiku-
jacego cholesterol (44).

Wzrost poziomu cholesterolu notowano w limfocy-
tach bialaczkowych in wvitro u bydia (35), co w kon-
tekscie wyzej opisanych zaburzen ilosci HDL-C wska-
zuje. ze transformacja bialaczkowa, bez wzgledu na ga-
tunek zwierzecia, a takze typ biataczki, tj. T lub B
recentorowej, wplywa w istotny sposob na metabolizm
cholezterolu w procesie onkogenezy.

Cholesterol lgcznie z tréjglicerydami wystepuje w
polaczeniach z kwasem arachidonowym, stanowigc ma-
terial budulcowy fosfolipidéow bilon komoérkowych.
Uwolnienie tego kwasu odbywa sie przez aktywacje
fosfolipazy A,C w obecnosci jonow Ca?* (21) i ma
miejsce w procesie bialaczkowym. Wykazano bowiem
spadek ilosci kwasu arachidonowego u zwierzat bia-
taczkowych (21, 23), co moze $wiadczy¢ o hamowaniu
uwalniania tego kwasu z fosfolipidéw przez prosta-
glandvne PGE, (1). Istnieje zatem powigzanie przemiany
cholesterolu, poprzez kwas arachidonowy, z metaboliz-
mem niektérych aminokwaséw, np. aminokwasow ,gli-
kogennych”, co potwierdzono we wcze$niejszych bada-
risch wtasnych (35).

Ponadto zdaniem Fabrieanta 1 wsp. (10) niektore wi-
rusy, np. MDV (Marek’s disease herpesvirus) same moga
powodowaé zmiany w metabolizmie lipidéw, co mani-
festuje sie nadmierng kumulacjg w komorkach nie tylko
cholesterolu, ale takze ttuszczowych.

Reasumujac mozna stwierdzié, ze blonv komoérkowe
limfoeytow biataczkowych in wvitro u bydla ulegaja
wyraznej destabilizacji pod wplywem wyzej wymie-
nionych zwigzkéw, jak rowniez kwasow tluszezowych,
co sprzyja prawdopodobnie ,,prowokacji” réznych kan-
cero- i kokancerogendéw oraz wnikaniu do komorki
leukemowirusa, np. BLV.

IV. Enzymy blonowe

W procesie onkogenezy zachodza zmiany w obrebie
btony komoérkowe]j, ktéore doprowadzaja m.in. do zabu-
rzen w transporcie niektérych jondéw oraz aktywnosci
pewnvch enzymow (7).

W blonach komérkowych limfocytéw biataczkowych
in vitro u bydla obserwuje sie spadek aktiywno$ci ATP-
-azy- Ca?" zaleznej oraz slabiej zaznaczone obniZenie
sie aktywnosci ATP-azy- Mg?" zalezne] (38). Spadek
ATP-azy w blonach komérkowych in vive u myszy
stwierdzil Sobiech i wso. (57) w takich nowotworach
przeszezepialnych, jak: biataczka limfatyczna L 1210,
1. 1210/ara-C, L 1210/CH, G, chtoniaku AKSL-4 i plaz-
moevt-ma ADJPC-5. Podobnie obnizenie sie aktyw-
noéci tego enzymu w blonach biologicznych komorek
biataczki L 1210 u myszy w obrazie ultrastrukturalnym
opisali Madej i Kuryszko (28, 29).

ATP-azy sa zaangazowane w wiazaniu i transporcie
jonéw wapniowych poprzez blone komérkows. W ko-
moérce stezenie Ca?* jest kontrolowane przez ATP-aze-

Ca?" zalezng i odwrotnie, jony wapniowe w polgczeniu
z kalmoduling regulujg aktywnos¢ tego enzymu Y(18).
Mozna zatem przyjaé, ze duzy naplyw wapnia, obser-
wowany w limfocytach bialaczkowych in vitro u by-
dta (38), rozdziela kompleks kalmodulina — wapn, co
utrudnia lub uniemozliwia jego dzialanie jako aktywa-
tora ATP-azy- Ca®* zaleznej. Mechanizm regulacji
wapnia uzalezniony jest takze od aktywnosci ATP-azy-
Mg?" zaleznej, poziom ktorej — jak juz wspomniano —
byl tylko nieznacznie obnizony w pordéwnaniu z limfo-
cytami prawidlowymi (38).

Opisanym zmianom ATP-az t{towarzyszy wyrazny
wzrost aktywnoéci 5’- nukleotydazy (5- NT) na po-
wierzchni limfocytow biataczkowych, z czym zwiazana
jest prawdopodobnie utrata witasciwodci inhibicji kon-
taktowej tych komoérek (50). Wysoka aktywno$é tego
enzymu sprzyja prawdopodobnie takze wzmozonemu
rozwojowi populacji komérek biataczkowych, na skutek
dostarczania prekursoréw kwaséw nukleinowych, np.
puryn (18). Notowano réwniez w limfocytach biataczko-
wych u bydla spadek aktywnosci fosfatazy zasadowe]
(FZ), jako wynik czynnodciowej i morfologicznej nie-
dojrzatosci tych komorek, gdyz prawdlowemu roéznico-
waniu ich towarzyszy znaczna aktywno$é tego enzymu.
Niska aktywno$¢ FZ w ww. komoérkach Swiadezy o za-
burzeniu w przepuszczalnosdci ich blon komérkowych
i jest najprawdopodobniej powodem nadmiernego gro-
madzenia sie w nich jonow Ca?* (38).

Podsumowujge mozna stwierdzi¢, ze limfocyty bia-
laczkowe in vitro u bydla charakteryzuja sie spadkiem
aktywno$ci ATP-az i FZ, wzrostem za$ 5'- NT, czemu
towarzyszy podniesienie sie poziomu jonéw Ca** i ob-
nizenie jonéw Mg?*"'. Procesy te prawdopodobnie podle-
gaja sprzezeniu zwrotnemu, tzn. ilo$¢ kationdéw Mg?*
i Ca*" wplywa modelujgco na aktywnos¢ ATP-az i FZ
i odwrotnie. Efektem jest otwieranie sie kanatéw wap-
niowych z nastepowa cytoplazmatyczna hiperkalcemia
(38). Moze to mie¢ pewne znaczénie w zmianie prze-
puszczalno$ei 1 elastycznosci blony komorkowej i w nas-
tepstwie takze w penetracji wirusow, np. BLV do wne-
trza komorki.

Niezaleznie od tego wykazano, ze w limfocytach do-
konuje sie biotransformacja i detoksykacja roéznych
zwigzkow chemicznych, w tym onkogennych nitrozo-
amin, benzoantracenu i benzopirenu (7). Reakcje te
uzaleznione sg od obecno$ci takich enzymoéw, jak np.
kwasne hydrolazy, dehydrogenazy, lipazy czy cAMP.

W pracy wykazano istnienie u zwierzgt duzych réoz-
nic iloSciowych w poziomie réznych metabolizowanych
zwigzkow nisko- 1 wysokoczasteczkowych —miedzy
limfocytami bialaczkowymi a limfocytami prawidiowy-
mi i to zardwno in vivo, jak i in vitro (ryc. 1 i 2). Upo-
waznia to do stwierdzenia, Zze biataczke limfatyczna
u zwierzat mozna traktowaé jako ,maximal metabolic
deviation tumor”, tj. nowotwoér wykazujacy duze roz-
nice metaboliczne w poréwnaniu z tkanka macierzysts.

W limfocytach biataczkowych procesy metaboliczne
przebiegaja zywiej niz w-komérkach prawidlowych, co
sugeruje, ze szybkos¢ produkcji entropii jest wprost
proporcjonalna do metabolizmu komoérek nowotworo-
wych (32). Dokonano takze poréwnania miedzy wzmozo-
nym metabolizmem limfocytow bialaczkowych a inten-
sywnym rozwojem komoérek w okresie embriogenezy
i wysunieto przypuszczenie, ze nowotwor jest przykla-
dem ,,odwroécenia” zjawisk ewolucyjnych w sensie ter-
modynamicznym {32). Z kolei wiadomoéci o metaboliz-
mie limfocytow pozwalaja na stwierdzenie, ze tkanka
bialaczkowa ma charakter embrionalny nie tylko w po-
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jeciu biotermodynamicznym, ale takze biochemicznym,
czyli biataczka moze byé¢ stadium zablokowanej onto-
genezy. Obserwowano bowiem, ze wraz z cofnieciem sig
ontogenezy w tkance nowotworowej zmienia sie typ
oddychania, tj. notuje sie wzrost beztlenowej glikolizy,
co odpowiada wezesnym stadium tkanki embrionalne]
(53). Jest to wiec powrot do archaiczne] postaci uwal-
niania energii przez fermentacje.

Pismiennictwo

o

. Anthony M.: Cephalgia 1, 83, 1981.

9. Beck H. P., Belfied A., Spooner R, Blumgort L. H.: Cancer,
Philad. 43, 1772, 1979.

3. Bloch K., Vance D.: A Rev. Blochem. 46, 263, 1977.

4. Brotman S A., Vitale J. J., Vavrousch-Jakube F., Gottlieb L. S.;
Cancer, Philad. 40, 2455, 1977,

5. Carrol K. K. Khor H. T.: Prog. Biochem. Pharmacol. 10, 308,
1975.

¢. Carrol K. K.: J. Environ. Pathol. Toxicol. 3, 253, 1980.

7. Criss W. R., Pradham T. K.: In: control mechanisms in cancer.

New York, 401—410, 1976.

>

Ravem Press,

3. Dali R. A.: Clinica Chim. Acta 11, 547, 1965.

9. Enig M. E, Munn R. J., Keeney M. Fedn Proc. 37, 2215, 1987.

10. Fabricant C. G., Hajjar D, P. Minich C. R.: Fedn Proc. 29,
110, 1980.

11. Fiale S., Tront E., Pregani B.: Lancet 1, 1145, 1979.

12. Gibson D. M., Ingebriten T. S.: Life Seci. 23, 2649, 1978.

13. Ginter E.: Ann. N. Y. Acad. Sci. 258, 410, 1975.

14. Hill M. J.: Proe. Nutr. Soc. 40, 15, 1981,

15. Hoplins G. J., West ¢. E. Life Sci. 19, 1103, 1976.

16. Ipanyi D, Tvanyt P.: Fol. biel, (Praha) 15. 354, 1989.

17. Jacobs L. R.; Am. J. clin. Nutr. 37, 361, L

18, Kautal . (ved)h: 1 vy evinfiziologii. Warszawa, 1985.

19. Kigoshi §., Ito H.: serientia 29, 1408, 1974

20. Kogee J., Sitarska k., Leszko H.: Arch. Imimun. Ther. 31, 48,
1983.

91, Kraus-Filarska M.: Post. hiz. 59, 376, 1985.

22. Madej J. A.: Welerynaria. Wroctaw 33, 5, 1982.

93. Madej J. A., Kaszubklewicz C., Szymczak J.; Medycyna Wet
39, 110, 1983.

24, Madej J. A., Szymczal J. Medycyna Wet. 41, 691, 1985.

95 Madei J. A. Faszubtewicz C.: Medycyna Wet. 42. 3% 1986.

26. Madej J. A., Graczylk §. Kuryszko J., Stowik J.: Pol. Arch.
wet. 26, 87, 1986,

27. Madej J. A.: Medyryna

Wet. 42, 259, 1986.

28. Madej J. A., Hu J.: Arch. exp. VetMed. 6, 939, 1985.
99. Madej J. A., Kuryszka J.: Arch. exp. VetMed. 3, 419, 1988.
30. Madej J. A.: Medyeyna Wet. 44, 140, 1988.

31. Madej J. A, Szymczak J.,
Cytobiol. 2, 83. 1988.

32. Madej J. A.: Medycyna Wet. 44, 352, 1988.

33. Madej J. A., Kaszubkiewicz C., Jopek Z.:
taw 172, 109. 1988.

34. Madej J. A., Jopek Z.. Zeszyty Naukowe, Weterynaria, Wroc-
taw (w druku).

35. Madej J. A., Klimentowski S,, Miskiewicz J.: Arch. exp. VetMed.
(w druku).

36. Madej J. A, Kilimentowski S,
VetMed. (w druku).

37. Madej J. A,; Medycyna Wet. (w druku).

33. Madej J. A.:. Pol. Arch. wet. (w druku).

39. Matejkova E.. Fol. biol,, (Praha) 21, 349.

40, Mertin J., Hugges D, Shenton B. Y.,
‘Wschr. 52, 247, 1974.

41. Mishra N. K., Di Mayorea G.: Bilochim. biophys. Acta 355, 205,
1975,

2. Nikitienko A. M,. Veterinarija, Moskwa 6, 41, 1976.

43, Pande S. V., Mead J. F.: J. biol. chem. 23, 6180, 1968.

44, Philips M. S, McLean L. R. Stoudt G. W. Rothblat G, H.
Atherosclerosis 36, 409, 1980.

453, rwor H. C:. A Rev. Med. s0, 25, 1979,

45, Potmesil M., Smetana K.: Fol. biol,

47. Przewtocki T.: Pat. Pol. 1, 39, 1980.

48, Reddy B. S.: Cancer Res. 41, 3600, 1981.

49. Rodwell V. W., Nordstom J. L., Mitschelon J. J.: Adv. Lipid

Klimentowski S.: Folia histoch.

Weterynaria, Wroc-

Sobiech K. A.:. Arch. exp.

1975.

Dickinsen J. P.: Klin.

(Praha) 15, 300, 1959.

Res, 14, 1, 1976,
50. Rostman S.. Chem. phys. Lipids 5, 270, 198",
51. Rupniciwska Z. M. Kurowska M.: Pol. Tyg. lek. 35, 455, 1980.

52. Schwarz M. K.: Clinica Chem. 19, 10, 1973.
53. Sodlak W.: Zesz. Nauk. KUL 1. 57 1962,

54, Sitarska E., Kopeé J., Grabczyk M.: Medycyna Wet, 37, 42,
1982,
55. Stowik J., Barnecki W.: Weterynaria, Wroctaw 29, 225, 1972,

56. Smith L. C., M.: Am. Rev, Biochem.
47, 751, 1978,

57. Sobiech K. A, Madej J. A, Fiszer-Maliszewska £, DMazurkie-
wicz M Arch. Jmmun. Ther. 34 35 1986,

58, Sobiech K. A., Stowifiska R., Madej J. A, Mazurkiewicz M.
Folia histoch. Cytobiol. 24, 61, 1987.

59. Spector A. A.: Ann. N. Y. Acad. Sci. 149, 768, 1938.

60. Stecle L., Cooper E. H., Mackay A. M., Lasowsky M. S. Br. J.
Cancer. 30. 319, 1974.

61. Sviridow W. D.: Veterinarija. Moskwa 10, 52, 1970.

62. Szmigieleki S., Litwin J., Zupanska B., Krolikowska J.:
Hig. 1, 19, 1965.

/2, Tranenbaum A Canrcer Res. 2% 468, 1989,

64. Weber G., Jackson R. C., Williams J. C., Goulding F. J., Eberte
T. J.: Adv. Enzyme Regul. 15, 53, 1977.

65, Weuman C, Belin J., Smith A. P., Thomson R H. S. Lancet
2, 37, 1975

Prownall H. J., Gotto A

Post.

Adres autora: doc. dr hab. Janusz A, Madej, ul. Liskego 4/5,

50-340 Wroclaw

MARIAN GRUNDBOECK, JADWIGA GRUNDBOECK-JUSKO *,

EWA BUZALA, MARIA SZCZOTKA, JAN RULKA

Préby uodpornienia zwierzat przeciw wirusowi enzootycznei biataczki
bydta (EBB). ll. Szczepienia przy uzyciu komérek utrwalonych
formaling lub aldehydem glutarowym
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Summary

Attempts of immunization of animals against bovine leukosis
virus (BLV). IL. Vaccination with formalin- or glutaraldehy-
de fixed cclls

FLK cells persistently infected with BLV were used for
the preparation of two vaccines. One contained the formalin-
_fixed cslls (FORM vaccine) and another the cells treated
with glutaraldehyde (GLUT vaceine), The concentration,
temperature and time of action of the fixatives were dif-
ferent. It was statad that the vaccine FORM elucited the
formation of antibodies for the gp antigen of BLV which
persisted in the serum not longer than 75 days. The pro-
longation of this time could be achieved by means of
revaccination of animals or by injection of an appropriate
dose of BLV. The resistance acquired due to the vaccination
could be overcome by a large dose of BLV. Since, the
vaccine had only a limited capacity to control the horizontal
transmission of the virus, therefore, it could not be recom-
mended for practical use. The vaccine GLUT proved to be
ineffective. The effectiveness of the both preparations was
compared with that one prepared previously from BLV
treated with UV rays.

Uzycie oczyszezonych czastek wirusa EBB jako ma-
teriatu do sporzadzenia szczepionki przeciw temu wiru-
sowi jest rzadko stosowane (1, 5). Wprawdzie uzyskane
w ten sposéb preparaty zawierajg stosunkowo malo
nieswoistych bialek, jednakze metoda ta Jest praco-
chlonna, a zatem kosztowna. Czeéciej uzywa sie do tego
celu ptynu znad hodowli komorek FLK (2, 3) lub ana-
logicznego ptynu znad hodowli innych komorek zaka-
zonych omawianym wirusem (6, 7), a niekiedy nawet
calych kemoérek linii FLK lub fibroblastow stransfor-
mowanych przy uzyciu wirusa EBB (4).

Dlatego tez po przeprowadzonych przez nas probach
uodpornienia owiec czgstkami wirusa, poddanymi dzia-
taniu promieni ultrafioletowych (1), podjeto badania
immunogennej warto$ci catych komorek, zawierajgcych
inaktywowany wirus EBB. Dwa do$wiadczenia na ten
temat, z uzyciem komoérek FLK-BLV, sa przedmiotem
niniejszej pracy.



