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Urbairski A., Niedźwiadek S, - Stuities orr an arliti-
cial insemination in rabbits treated with Biogonariyl.

Tlrere r-ł,as studieci the results of an artificial inse-
mination in rabbits. Ovulation r,vas stimulated by Bio-
gonadyl (fICG), Polish production. The studies were
performed on 42 female rabbits. Twenty one animals
were given Biogonadyl intravenously at a dose of
20---40 iu and tlren aftei, 1 hr insemina,ted vrith a fresh
sernen. In a control group (21 animals) female rabbits
were naturally maied. The percentage of conception
in an expedmerrtal and control groups was 76.1 and
B5.?%, respectiveiy.
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Znoczenie procesów wolnorodnikowych
w etiopotogenezie nowotworzenio

Z Instytutlr Zoohigicny i Plotilaktylri w Pro(till{c,ji zw'tcl:żęaej sccw-Alt w WaISZawic

Z fizykochenricznego punktu widzenia wol-
nym rodnikiem (WR) jest molekuła, która na
swej zewnętrznej lub molekularnej orbicie po-
siada niesparowany elektron. Posiadanie takie-
go elektronu nadaje związkom okreśIone właś-
ciwości; przede wszystkim wysoką reaktywność
oraz obecnoŚĆ momen|u magnetycznego, uwa-
runkowanego nieskompensowanym spinem. Ty-
powym przykładem tego typu molekuły jest
tlen, którego cząsteczka posiada dwa niesparo-
rvane elektrony o równoległych spinach.

Okres trwania wzbudzenia, charakterystycz,
ny dla struktury rodnika jest różny, najczęściej
bardzo krótki. W temperaturze 2?3"K wynosi
10-'8 sek. (12). Udowodniono również istnienie
rodników organicznych, wykazujących dużą
stabilność w temperaturze pokojowej (12),

Niestabilność WR uwarunkowana jest ener-
getyczną wydajnością ich rekombinacji, w wy-
niku której powstaje nieparamagnetyczna mo-
lekuła. Przykładem tego typu aktywności są
następujące reakcje:

1) wymiany:
Rl*Rr-Rs->Rl_Rż_[_R3

2) ptzyłączania i rozpadu:
R+Al-A2-_>R-Al-A2

3) izomeryzacji:
CH3-CH2-CH2 -__> CH8-CH--CHS

4) rckombinacji:
Rr -|- Rz --> R1 - R2

Odkrywając WR r,v systemach biologicznych
i określając substrat, w którym one powstają,
otrzymujemy możliwość śIedzenia reaktywnoś-
ci substratów, oraz natury reakcji, w których
uczestniczą WR.

496

badania pozwalają sądzić, iż w
nia promieniowania jonizującego
działania zv,liązków toksycznych,

w strukturalnych elementach komórkowych za-
chodzi indukowanie reakcji o charakterze wol-
norodnikowym. Zastosowane metody elektro-
Ii ]W€§o ]]ezonansu paramagnetycznego (Et]R)
oraz chemiluminiscencji (ChL) pozwala badać
wolnorodnikowe procesy zachodzące w komór-
kach rośiinnych i zwierzęcych.

W ostatnich latach wydatnie zwiększa się
liczba publikacji na temat roli i znaczenia lVR
r,v etiopatogc,nezie nowotworzenia, Takie ukie-
runkowanie badań co prawda nie doprowadziło
jeszcze do pełne go
procesu, Iecz poz ka
związane ze zm ch
związkol,v bioiogicznie czynnych w procesie
l}owotworzenilt. Chronologiczny przegląd badań
z tego zakresu znaleźć mozna w monografiach
(11, 26). Ponieważ jednak często są one trudno
dostępne, warto pokrótce scharakteryzować za-
sadnicze kierunki i etapy opisyl,vanych doś-
r.ii:l-dcileń.

Pierrvsze informacje, w których zwrócono
uwagę na rolę WR, a przede wszystkim rolę
stluktury chmury elektronowej w związkach
rakotwórczych, przyniosły doniesienia Schmid-
ta (21) i Htickela (10). Prowadzili oni badania
nad strukturą elektronową rakotwórczych węg-
lowodorów i współzależnościami między budo-
wą pochodnych antracenu i grup fenantreno-
wych a aktywnością rakotwórczą tych związ-
ków. Autorzy zastosowali podział elektronów
walencyjnych na A i B elektrony, przypisując
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rolq, rłrliotw-órc,zlr tyiir o:;laIniilr, W pl,rcy zitsl.t-
gcI,owa11.), żtl lnałłl el)elgiit erktyrvircji I]-clc.ktl,tl-
now umozliwier ich pfzenoszenie na inne struk-
tury biologiczne (białka), co powoduje powsta-
wanie struktur wzbudzonych. Innymi słowy
cytowani autorzy zakładają powstawanie w
strukturach biologicznych WR przy udziale B-
-elektronów, pochodzących z rakotwórczydn
węglowodorów,

W następn,u*ch iatach pojawiły się dalsze o-
pracowania zbliżone w swych wnioskach do
teorii przedstawianych przez Schm\dta (20). Zo-
stały również ogłoszone prace, w których za-
sLosolva-nie zasad fizyki kwantowej wyjaśniało
rolę ;z-elektronów wysLępujących w s|ruktu-
rach węglowodorów rakotwórczych (17). Tym
samym potwierdzono pierwotną tezę Schmidta
z 1940 i 1941 r. Udowodniono istnienie stref L
i K w strukturach węglowodorów rakotwór-
czyclt, co pozwoliło na rozwój badań zarówno
teoretycznych, jak i eksperymentatrnych z tego
zakresu. W 1960 r. Szent-Gyórgyi i wsp. (22)
opublikowali pracę na temat roli struktur elek-
tronowych układów akceptoro-donorowych w
powstawaniu procesu nowotworowego. Tym sa-
mym dołączono dalsze elementy, rozszerzaJące
znaczenie WR w etiologii powstawania zmian
nowotworowych,

Badania reakcji wolnorodnikowych z zastosowa-
niem metod;z elektronowego rezonansu para-

magnetycznego (EPR).

Przytoczone wyżej badania miały chdrakter
teoretycznych rozważań i dopiero wyniki prac,
w których zastosowano metodę EPR, pozwoli-
try na potwierdzenie słuszności pierwotnych hi-
potez. Metodyka ta ustaliła, iż w komórkach
objętych procesem nowotworzenia występują
WR (1, 25),

Postęp badań oraz udokumentowanie roli WR
w etiopatogenezie rozwoju nowotworów zna-
Iazły su,ój wyraz w pracach wielu autorów.
Między innyni należy tu wymienić prace Ema-
nuela (6, 7), który potwierdził rolę WR w pro-
cesach mutagenezy i nowotworzenia. Początko-
wo badarria, w których zastosowanc metodę
EPR przynosiły sprzeczne wyniki. Jedni auto-
rzy stwierdzali, że w tkance nowotworowej jest
znacznte więcej WR niż w tkankach zdrowych,
pochodzących z tego samego organizmu. Irrni
znów donosili, ze tkanka nowotworowa zawie-
ra znacznie mniej WR od tkanki zdrowej. Poź-
niejsze, prowadzone bardziej systematycznie
badania wykazały, że ilość WR w tkance no-
wotłvorowej zmienia się i zależy od fazy toz-
woju nowctworu (1B), co dokładnie ilustruje
ryc. 1.

Na podstawie całości dotychczasowych badań
ukształtował się pogląd, że w procesie nowo-
tworzenia dochodzi do naruszenia procesów
utleniania i równowagi inhibiior-antyoksydant.
Zaklócona zostaje dynamiczna równowaga mię-
dzy wytwarzaniem i zużyciem inn-ibitorów oraz

tvri]noroclni](tlw.vćlt rc,lrkcji. zae-lli,rlz;lcyclr w
p1,ocesic trtlt,ll ianiiL ( l ]. l 3).

W zdrowych komórkach istnicje określony
stosunek między poziomem reakcji wolnorodni-
kowych a ilością endogennych inhibitorów utle-
niania (antyoksydantów) pochodzenia biologicz-
nego (witaminy, horrnony, koenzymy itp.). Roz-
wój procesu patologicz:nego powoduje zachwia-
nie stacjonarności prawidłowo przebiegających
wolnorodnikorvych reakcji, zwłaszcza w tak
istotnych strukturach komórkowych jakimi są
biomembrany. W ten sposób koncentracja wol-
nych rodników, a także produktów wolnorodni-
kowego utlenienia (nadtlenki, aldehydy, ketony,
epoksydy) zwiększa się w tkankach w począt-
kowej fazie nowotworzenia, by po osiągnięciu
charakterystycznego dla poszczegóInego pro-
cesu maksimum, obniżyć się.

cłitź/ 9azd żg

Ryc, 1. Schemat stężenia wo,Inych rodników w obwo-
dowej (1) d, cerrrtlalnej (2) części guza (rnięsakorał< Wal_
kera) u ,szczlJl-a oraz ctężar tkanki nowo,tworowćj (3).
WR - 1ĄrzglęCne r,rlartości sygnałów EPR (\Mg Sarprina

i ,W§p,, Bioi.izlka, 12. 10190, 119i57)

Śledząc zawartość WR przy eksperymental-
nie w;lyg]anej u myszy białaczce, okazało się,
że w tkankach takich jak wątroba i śledziona,
w ciągu 3-4 dni koncentracja wolnych rodni-
ków zwiększa się. Po tym okresie w badanych
tkankach stęzenie WR ulega obniżeniu. Podob-
ną kinetykę obserwowano w przypadkach in-
nych typów schcrzeń nowotworowych. Różniła
się ona jedynie czasem osiągania ekstremum
stęzenia WR, zależnvm od cyklu samego pro-
cesu nowotworzenia. Na ryc. 2 przedstawiono
dynamikę WR w narządach myszy po przesz-
czepieniu tkanki nowotworowej.

Jak r,vynika z ryc, 2 we wszystkich badanych
tkankach oprócz wątroby, wzrasta koncentracja
wolnych rodników, osiągając na-jwyższy poziom
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11-13 dnia od momentu ptzeszczepv. Jedno-
cześnie maleje natężeirie wolnorodnikowych
procesów, przebiegających w wątrobie.

W oparciu o opublikowany w ostatnich la-
tach bogaty materiał eksperymentalny można
vznać, że ilość WR wzrasta wprost proporcjo-
nalnie do wzrostu guza, by następnie w koń-
cowym stadium procesu nowotworowego obni-
żać się.

Ryc, 2. Kinetyka wolnolrodlnilkowych prooesów w
tkankaotr |myszy z E!lzerfl Saroołma 1l&0ł. A - wątroba,
B - kiew, C - guz, 

Ł ;łr"rl;l"na 
,(wg Do,brina, cyt.

'W fachowym piśmiennictwie pojawiają się
także prace, z których wynika, iż metoda EPR
pozwala jedynie na rejestrowanie WR o stosun-
kowo długim okresie istnienia (9, 16). Nie ule-
ga wątpliwości, że bardziej złożone systemy
powstawania WR nie mogą być rejestrowane
tymi metodami (15), tym niemniej można
twierdzić, ze w doświadczalnie prowokowanych
nowotworach, synchronizacja zmian w ewolu-
cji guza i ilości WR. została już udowodł:riona.

Badania wykonywane metodą EPR Ńykazu-
ią, że współczynnik żyromagnetyczny, to jest
wartość g : 2,03 i 2,003, jest specyficzna dla
sygnałów EPR WR powstających w procesach
nowotworowych. Mimo tego wielu autorów na-
dal kwestionuje specy{iczność opisywanej me-
tody i jej wyłączność d]a badań nad nowotwo-
rzeniem. Z wielu względów pogląd taki jest
słuszny, gdyż badania z zastosowaniem tech-
niki EPR dają interesujące wyniki równiez i w
inny,ch zaburzeniach chorobowych (choroby za-
kaźne, zatrucia itp.) (26). Jednak analiza syg-
nałów pozyskiwanych w tych badaniach wyka-
zuje odmienny ich charakter. Można zatem
ptzyjąc, iż lv przebiegu procesów nowotworo-
wych, w których wartość g : 2,03 i 2,003 jest
w miarę specyficzna dla WR etiologicznie zwią-
zanych z nowotworzerriem.

Ciekawe są także doświadczenia wykonywa-
ne ln uźuo, polegające na inkubowaniu w obec-
ności NADH wyciągów wątrobowych z dodat-
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kietr. związków karcinogennych, zawierających
grupy NO. Jako przykład można tu przytoczyć
badania Nagata i wsp. z zastosowaniem N-
metyl-N-nitro-N-l-itrozoquanidyny (MNNG)
(14). W wyciągach wątrobowych inkubowanych
wraz z tym związkiem w szybkim czasie w EPR
uzyskuje się sygnały g : 2,039 i 2,015, wskazu-
jące na pojawianie się znacznych ilości WR.

Warto też przytoczyć badania Saprina i wsp.,
w trakcie których rejestrowano WR w wątro-
bach szczurów, żywionych dietą zaw,ierającą
zjełczały tłuszcz rybi (19). Autorzy już po 20
dniach stosowania takiej diety w tkance wąt-
robowej stwierdzili znaczny wzrost sygnałów
g: 2,03, co wskazuje na nasilenie reakcji wol-
norodnikowych, specyficznych dle procesów
nowotworowych.

Ltczba eksperymentów wskazujących na
istotną rolę WR w rozwoju procesów nowotwo-
rowych stale rośnie. Wszystkie one wskazują
niezbicie na fakt, iż niezależnie od etiologii no-
wo,tworzenia (czynniki chemiczne czy też wiru-
sowe), zawsze łączą się one ze zwiększeniem
ilości procesów wyzwalających WR.

Analiza reakcji wolnorodnikowych metodą
chemiluminiscencji (ChL),

Do badań nad procesami wolnorodnikowymi,
obok metody EPR, z coraz większym powodze-
niem stosowana jest metoda chemi]uminiscen-
cji (ChL). Jej teoretyczne zasady były niejedno-
krotnie przedstawiane w krajowych opracowa-
niach' monograficznych (23, 24).

Stosując metodę EPR istnieje możliwość reje-
strowania sygnałów pochodzących bezpośred-
nio ze stanów tripletowych. W metodzie ChL
wykorzystuje się odpowiednie procesy WR. Je-
den z przykładów przedstawiono na ryc. 3.
Najczęściej w badaniach. nad nowotworzeniem
w grę wchodzi proces dezaktywacji promieni-
stej elektronowo wzbudzonych cząsteczek tlenu
singletowego, oznaczalych termem 1^. i '>J.

tn1o' ł R1o'

ROd ł R@'
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Powstawanie tlenu singletowego zachodzi w ca-
łym szeregu procesów, takich jak rozpad nad-
tlenków nienasyconych kwasów tłuszczowych,
utlenianie polifenoli itp.

Tlen singletowy (10r-'Ar) w kotnbinowanych
stanach 1^* i 1>J- to cząsteczki elekbronowo
wzbudzone, wykazujące zwiększoną reaktyw-
ność, a tym samym łatwość wchodzenia w sze-
reg reakcji (na przykład utlenianie nienasyco-
nych kwasów tłuszczowych). Część 102, która
nie przereagowała, ulega dezaktywacji pro-
mienistej w postaci chemiluminiscencji. Prze-
bieg tych procesów trafnie oddaje schemat za-
proponowaty przez Sławińskich (24), a przed-
stawiony na ryc. 4. Efekty świetlne tych zja-
wisk rejestrowane są w zakresie widma 3B2 --
1270 nm.

Glavind (B) dzieii przeciwutleniacze na trzy
grupy:

1) rozpuszcza|ne w tłuszczach (tokoferol,
ubichromenol),

2) rozpuszczalne w wodzie (kwas askorbino-
wy, cysteina),

3) białka zawierające grupy tiolowe,
W ogólnym zarysie mechanizm działania

przeciwutleniaczy może polegać na:

- hamowaniu aktywnych wolnych rodni-
ków,

- 
nis2g7ęniu nadtlenków,

- blokowaniu katalizatorów, zwłaszcza me-
tali o zmiennej wartościowości,

- działaniu konkurencyjnym w stosunku do
subsŁratu.

IIość endogennych przec,iwutlenuaczy w
tkankach w znacznym stopniu określa inten-
sywność utleniania w nich lipidów. W procesie
rozwoju nowotworu wartość AOA jest wyższa
niż w komórkach zdrowych. Wyniki badań Ta-
rusowa i Iwanowa przedstawia tab. 1 (cyt. za
poz. l2). Z tabeli tej wynika, że sumaryczna
aktywność przeciwutleniaczy w trakcie rozwo-
ju nowotworu zwiększa się, pomimo jednostko-
wego obnizenia natężenia procesu chemilumi-
niscencji, spowodowanego nekrozą i procesem.
destrukcji.

Tab. 1. AlktywnoŚć |przeciwu,tleniaczy w trakcie wzro-
stu nowotworu

Ciężar
9uru
G)

Sunałyczna ałtgłŃ
(clęiar guza
x łdrćoł AoA)

':!l|::,? r;ł:!,.il d:9!-,oz /J a g,.l t § /

dcalćgac/l
,M:anirla

I
o2/3źj/łhgchcailuaia|łcnja

Ryc. 4. Sihernat,ohemilurniniisoencji

W badaniach procesu nowotworzenia często
wykorzystywane są reakcje, które polegają na
zastosowaniu naturalnych i syntetycznych prze-
ciwutleniaczy w reakcjach utleniania lipidów
znajdujących się w tkance no,wotworowe1. Za-
gadnieniom tym również poświęcono wiele prac
i monografii (5). W opracowaniach omawiano
badania nad t.zw. określaniem aktywności prze-
ciwutleniających lipidów. Termin ten często
jest stosowany przez autorów radzieckich w
formie skrótu AOA, a warbość jego o'oliczana
r,..,edług wzoru (l2):

AoA: T2-T1 
- 

AT
pp

gdzie:'l2 i T1 - ok:esy indr-rkcji bez i rv,oblc-
ności lipidów, p - naważka iipidów.

Posługując się tym wykładnikiem badano za-
chowanie się na|u,ralnych i syntetycznych prze,
ciwtleniaczy w płynach ustrojowych i tkance
nowotworowej zwierząt.

W obecności inhibitorów wolnorodnikowych
reakcji maleje intensywność ultrasłabej chemi-
J,uminiscencji, charakterysLycznej dIa poszcze-
gólnych tkanek. W ogólnym zarysie inhibitory
działając na nadtlenkowe rodniki obniżają ich
stężenie, a tym samym zmniejszają szybkość
reakcji. Konkretny mechanizm działania uza-
leżniony jest od warunków utleniania, właści-
wości samego inhibitora i utlenianego sub-
stratu.

Metodą chemiluminiscencji wykazano, że
wszystkie komórki charakteryzuje ultrasłabe
promieniowanie. Intensywność tego promienio-
wania w tkankach nowotworowych jest trzy-
krotnie niższa od notowanej w tkankach zdro-
wych. Źurawlew i Tarusow wykazali, że za-
wartość przeciwtleniaczy w komórkach nowo-
tworowych jest wyższa w porównaniu z ilością
stwierdzaną w komórkach zdrowych (27).

Badając kinetykę aktywności AOA w lipido-
wych ekstraktach wątroby okazało się, że ak-
tywność ta zwiększa się w czasie B-10 dni, co
zależy od stosowania modelu doświadczalnego.
Ponieważ zrlaczTla część bioantyoksydantów nie
jest syntetyzowana w organizmie, może to być
jedynie wynikiem transportu z komórek gospo-
darza do komórek guza.

Z prac Bur,łakowej i wsp. (2, 3, 4), wynika, ze
poprzez zmianę ilości inhibitorów lub szybkości
inicjowania reakcji wolncrodnikowych orga-
nizm ma możliwość regulowania tych procesów
metabo]icznych. które związane są z rozmnaża-
niem komórkowym.

W procesach, w których obniża się prolife-
racyjna aktywność komórek, cytowani autorzy
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zaobserłvowali zniększenie reakcji $,cllnoi,cle[*
,ri6gqlych i obnizenie wartości AOA.

Badania wykonane metodami EPR i chemilu-
miniscencji wykazały, że podczas ro,zwoju spon-
tanicznych lub indukowanych nowotworółv, w
lipidach tkanek nowotworowych obniża się
koncentracja wolnych rodników a wartość AOA
zwiększa się.

Opisane badania pozwalają na wyjątkowo
wczesne wykrywanie wszelkich zabutzeń, zwtą-
zanych z naruszeniem stacjonarnych układów
komórkowych zaangażowanych w reakcje wol-
norodnikowe. Wszeikie objawy rejestrowane
standarowymi metodami klinicznymi, morfolo-
gicznymi czy też histologiczrrymi są następ-
stwem wcześniej uruchamianych procesów, w
których reakcje wolnorodnikowe odgrywają
doniosłą rolę.

Śledzenie tych reakcji metodą EPR lub ChL
stwarza nowe m,ożliwości diagnostyczne i po-
szerza zakres badań nad etiopatogenezą nowo-
tworzenia,
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KAZI]IIIERZ GIBASIEWIOZt

Poziom cynku , żelazo, miedzi i mo ngcnu W węzłoch

chlonnych krów biołoczkowych i wolnych od biolo czka

Znaczenie substancji mineralnych, jako ko-
fatorów w etiopatogenezie białaczek, nie jest
jeszcze wyjaśnione. Niewątpliwie związane jest
to z faktem, że tylko bodźce o rtieznacznej in-
tensyrx,ności działania warunkują proliferację
nowotworową (1).

Wobec powyzszego określenie poziomu nie-
których mikroelementów w węzłach chłonnych
krów białaczkowych, jak i zdrowych było celem
naSZeJ pracy"

MaLteliał i lme,tody

Badaniorn lpoiddano węzły cłrłonne biodrowe przy-
śrold,kowe (lnn. iliaci medl,ales) poibrane post mortenl
od 8 ,krów ras} lndb w w.ieku 5--{ Iat, ch,orujących na
białaczkę lirmfatyczną onaz węzły chłonne B [<rów ,zdro-
wyoh. Ba

Poziom
motodą
(.ĄSA).

Wyniki i omówienie
Wyniki dokonanych pomiarów w zakresie

grupy kontrolnej (K) i doświadczalnej (D) za-
warte są w tab. 1. Tabela przedstawia ponad-
to średnie otrzymanych rvyników i 95-procen-
towy przedział ufności. Średnie grupy kontrol-

500

nej i doświadczalnej porównywano za pomocą
testu Studenta, przylmując różnicę za istotną
przy ryzyku błędu 0,05. W obliczeniach stoso-
wano metodykę średnich odchyleń standardo-
wych od średnich arytmetycznych.

W węzłach chłonnych krów grupy kontrolnej
oznaczoTlo następujące średnie parametry: cynk

- 70,77 pprn, żelazo - 15,60 ppm, miedź -0,51 ppm, mangan - 0,79 ppm. W grupie krów
białaczkowych stwierdzono następujące śred-
nie zawartośc,i: cynk - 73,27 ppm, żelazo -17,56 ppm, miedż - 0,5B ppm i mangan -0,B7 ppm, Na podstawie obliczeń przeprowa-

Tab. 1. :Wylnit}<i zawarrtości ,rrrikroelerrlentów w ,węz-

łach chło,nnych noó*,*riilofiron i hiałacżkowych

lP zeldzo Jłfąngą n
p o r D Ę
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