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Ocena charakteru zmian rozwijajacych sie granulocytow
obojetnochlonnych szpiku szczura bialego w zatruciu karbarylem. Czes¢ I

OueHKa XapaKTepa M3MEHEeHMIT B Pa3BMBAIOIUMXCA HENTPO(OUIBHBIX TpPaHyJICUMTaxX
KOCTHOTO MO3ra 6elof1 KpbIChl NPM oTpaBieHuu Kapbapuiom. Yacts I

Evaluation of the Nature of Changes in Developing Neutrophils in Bone Marrow
of the White Rat in Carbary! Intoxication. Part I

Powszechnos$é¢ stosowania $rodkoéw chemicznej ochrony roslin stala sie przy-
czyng rozwoju badan eksperymentalnych, ktorych celem jest okresienie stopma ich
szkodliwosci dla organizmu ludzkiego. Zwigzki te bowiem maja dzialanie mniej lub
bardziej toksyczne, a mozliwosci zatrué¢ osoéb poprzez kontakt z nimi ze wzgledow
zawodowych sg bardzo duze. Dlatego szczegdlnie badania pozwalajgce na ujawnie-
nie wczesnych zmian na poziomie komérkowym i subkomérkowym moga dostar-
czy¢ wiele cennych informacji.

Postuzono sie technika mikroskopowo-elektronowa w celu przesle-
dzenia wptywu karbarylu na ultrastrukture rozwijajgcych sie granulo-
cytow obojetnochionnych szpiku szczura. Chodzilo przede wszystkim
o wykazanie, czy i w jaki sposob, a takze jakie dawki karbarylu zmie-
niaja ultrastrukture neutrofili i komoérek bedgcych ich prekursorami
oraz jak przebiega proces granulogenezy w tych komorkach. Granuloge-
neza jest bowiem zagadnieniem pierwszoplanowym z uwagi na udzial
mieloperoksydazy (4, 6) oraz innych enzyméw zawartych w ziarnisto$-
ciach cytoplazmatycznych granulocytow w ich funkeji obronnej.

W zwiazku z tym, oprécz utrastrukturalnych badan morfologicznych,
oceniano tez zmiany w poziomie i rozmieszczeniu mieloperoksydazy w
ziarnisto$ciach granulocytéw obojetnochionnych. Ukladem odniesienia
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dla materialu doswiadczalnego byl opracowany wczes$niej model szeregu
rozwojowego granulocytow obojetnochionnych szpiku szczura (7).

MATERIAL I METODYKA BADAN

Badania przeprowadzono na szczurach bialych, samicach, hodowli wtasnej
o c.c. 150—200 g. Wérdd zwierzgt wyodrebniono 5 grup do$wiadezalnych po 15 zwie-
rzat w kazdej. Wskaznik ostrej toksycznosci dia karbarylu wynosi 540 mg/kg c.c.
Preparat w postaci emulsji podawano szczurom dozoladkowo przy pomocy sondy.
Zwierzeta otrzymywaly nastepujace dawki karbarylu: grupa I doswiadczalna —
jednorazowa dawka kKarbarylu w wysokosci rownej 0,1 DLy, grupa II doswiadczal-
na — jednorazowo w wysokoscl réwnej 0,5 DLy, grupa III doswiadczalna — jedno-
razowo w wysokosci réwnej DLg. Grupy doswiadczalne IV i V obejmowaly zwie-
rzeta poddane zatruciu podostremu i otrzymywaly: grupa IV doswiadczalna —
0,025 DLy, karbarylu w ciggu 30 dni, grupa V doswiadczalna — 0,05 DL,;, w ciggu
30 dni.

Szpik z kosci udowych pobierano w narkozie eterowej od szczurdéw wszystkich
grup doswiadczalnych po uplywie 24 godz. od momentu podania ostatniej dawki
insektycydu. Prowadzono badania morfologiczne i histochemiczne, wykonujac reak-
cje z dwuaminobenzydyna — DAB na obecnosé mieloperoksydazy.

Material do badan morfologicznych przygotowywano w sposéb typowy dla tech-
niki mikroskopowo-elektronowej. Stosowano podwédjne utrwalanie w zbuforowa-
nych roztworach 4% glutaraldehydu i 1% kwasu osmowego, odwadnianie w szeregu
etanoli i zatapianie w Eponie 812.

Szpik do badan cytochemicznych utrwalano w 1,5% zbuforowanym roziworze
aldehydu glutarowego. Nastepnie wykonywano reakcje z dwuaminobenzydyna
(DAB), inkubujgc material w ciggu 60 min. przy pH=7,0 w temp. +37°C. Po inku-
bacji szpik dotrwalano w 1% OsO,, po czym postepowano analogicznie jak w przy-
padku badan morfologicznych. Skrawki krojono na ultramikrotomie Tesla BS 490,
a nastepnie ogladano i fotografowano w mikroskopie elektronowym Tesla BS 613.

WYNIKI BADAN

Grupa l do$wiadczalna — 0,1 DL5

Dojrzewajgce komoérki szeregu rozwojowego granulocytow obojetno-
chlonnych szpiku nie wykazywaly odchylen od normy w rozmieszczeniu
mieloperoksydazy w strukturach bloniastych komérek (ryc. 1) oraz w ziar-
nisto$ciach I-rzedowych (ryc. 1, 2, 3). Iloé¢ ziarnistosci I- i II-rzedowych
w odpowiednich formach rozwojowych byla réwniez prawidlowa. Wie-
kszo$é organelli komoérkowych odpowiadala swg budowa organellom ob-
serwowanym w materiale kontrolnym. Jedynie w obrazie ultrastruktu-
ralnym mitochondriéw stwierdzano ich obrzmienie przy zachowaniu cigg-
tcSei blony zewnetrznej (ryc. 1, 2).
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Grupa Il doswiadczalna— 0,5 DLj,

W promielocytach obojetnochlonnych w odniesieniu do komoérek pra-
widlowych obserwowano mniejsze ilosci produktu reakeji z DAB w otocz-
ce jadrowej, kanalach siatki $réodplazmatycznej oraz strukturach Golgie-
go {ryc. 4). W niektérych komoérkach produkt reakeji na obecnos$é mie-
loperoksydazy zlokalizowany byl tylko na obwodzie ziarnistosci I-rzedo-
wych (ryc. 5). Nieliczne mielocyty wykazywaty w poréwnaniu z kontrola
mniejszg ilo$é ziarnisto$ci II-rzedowych badz tez ziarna takie wystepo-
waly tylko sporadycznie. Metamielocyty i dojrzale neutrofile nie wyka-
zywaly zaburzen w granulogenezie. W promielocytach, mielocytach i me-
tamielocytach obecne byly balonowato rozdete, elektronowo jasne, mito-
chondria z zatartym rysunkiem grzebieni (ryc. 5). Pozostale organelle
komérkowe byly nie zmienione.

W omawianej grupie doswiadczalnej obserwowano $cisle przylegani=
do siebie komorek szpiku tak, ze sgsiadujgce ich blony stykaly sie na
niewielkich odcinkach badz tez oddzielala je jedynie waska szczelina
(ryc. 6). Dotyczylo to nie tylko granulocytéw obojetnochtonnych, lecz
réwniez innych komorek, np. granulocytéw kwasochlonnych, limfocy-
tow, erytrocytow, komérek plazmatycznych itd. W niektérych miejscach
zewnetrzne fragmenty blony komérkowej ulegaly odwarstwieniu i wpu-
klaly sie w postaci pecherzykéw do przestrzeni miedzykomoérkowych
(ryc. 6). Miedzy przylegajacymi do siebie komérkami, oprécz wspomnia-
nych wyzej struktur bloniastych, obecne byly takze struktury mielino-
podobne (ryc. 6) oraz homogenny material osmofilny.

Grupa IIl doswiadczalna — DLs

W promielocytach omawianej grupy doswiadczalnej obserwowano
zmniejszenie ilosci produktu reakcji z DAB w strukturach bloniastych
zaangazowanych w synteze bialek. Towarzyszylo temu zmniejszenie ilo-
$ci ziarnistosci I-rzedowych (ryc. 7). Niektére mielocyty zawieraly bardzo
malo ziaren II-rzedowych, natomiast metamielocyty i dojrzale komorki
posiadaly prawidlows iloé¢ ziarnistosci obu typow. Obserwowano takze
znacznego stopnia obrzmienie mitochondriéw, potaczone z obecnoscig
struktur mielinowych w tych organellach (ryc. 7). Twory mielinowe spo-
tykano réowniez w obrebie siatki $rodplazmatycznej i mitochondriéw
(ryc. 8). Opisane juz wcze$niej zjawisko przylegania komoérek miato
miejsce rowniez w aktualnie analizowanej grupie (ryc. 9). Takze w prze-
strzeniach miedzykomérkowych obecne byly elementy bioniaste oraz réoz-
nej wielkosei struktury mielinowe (ryc. 9).
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Grupa IV doswiadczalna — 30X0,025 DL5,

W promielocytach grupy IV doswiadczalnej ilos¢ i lokalizacja produk-
tu reakcji z DAB byla podobna jak w kontroli, zaréwno w odniesieniu
do struktur bloniastych komdarki, jak i ziarnistosci I-rzedowych (ryc. 10).
Takze ilos¢ ziarnistosci I-rzedowych nie odbiegata od normy. Pozostale
iormy rozwojowe — mielocyty, metamielocyty i dojrzale neutrofile po-
siadaly prawidlowa ilo$¢ ziarnistosci I- i II-rzedowych. Struktury we-
wnatrzkomorkowe w komérkach wszystkich stadiow rozwojowych byly
nie zmienione. Komérki przylegaly do siebie wyraznie, lecz przestrzenie
oddzielajagce komorki byly szersze niz to obserwowano w zatruciach
ostrych (ryc. 11). W przestrzeniach tych obserwowano réwniez mniej
struktur bloniastych oraz mielinowych.

Grupa V doswiadczalna — 30X0,00 DLs,

W komorkach rozwijajgcych sie neutrofili odezyn na obecno$é mie-
loperoksydazy w strukturach komérkowych odpowiedzialnych za jej syn-
teze byl malo intensywny (ryc. 12). Ziarnistosci I-rzedowe niecalkowicie
wypelnial produkt reakcji, jak to ma miejsce w warunkach fizjologicz-
nych. Ilos¢ tych ziarnistoSci ulegala zmniejszeniu w komérkach wszyst-
kich form rozwojowych (ryc. 13, 14). Podobnie zmalala ilo$¢ ziarnistosci
II-rzedowych w mielocytach, metamielocytach i komoérkach dojrzatych
(ryc. 13, 14). Struktury wewnatrzkomérkowe byly nie zmienione, z wy-
jatkiem obrzmienia mitochondriéw, dostrzeganego w niektorych komor-
kach, i spotykanych niekiedy twordéw mielinowych w obrebie elemen-
tow bloniastych komorek (siatka $rédplazmatyczna, aparat Golgiego).
Przyleganie komorek bylo wyraznie zaznaczone. Towarzyszylo mu duze
nagromadzenie struktur bioniastych i mielinowych w waskich przestrze-
niach miedzykomoérkowych (ryc. 12).

OMOWIENIE WYNIKOW

Mechanizm toksycznego dzialania insektycydow karbaminianowych
polega na hamowaniu esterazy cholinowej, z ktérg jednak w odréznieniu
od zwigzkow fosforoorganicznych nie tworzg stalych kompleksow. Jed-
noczesnie z uwagi na bardzo duze podobienstwo ich budowy chemicznej
do acetylocholiny mogg one wywiera¢ bezpo$redni wplyw na uklad ner-
wowy. Skape s3 jednak wiadomosci o ich procesach metabolicznych oraz
toksycznosci, zarowno samych insektycydow, jak 1 ich metabolitéw, na
narzady i tkanki (11, 13).
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Sposéréd insektycydow tej grupy czesto stosowany jest karbaryl mig-
dzy innymi z uwagi na szeroki zakres dzialania oraz niskg toksycznosé.
Dl dla tego preparatu jest najwyzsze sposréd wszystkich stosowanych
zwiazkéw karbaminianowych. Na korzys¢ karbarylu, podobnie jak wszyst-
kich insektycydow tej grupy, przemawia rowniez fakt, ze sg one szybko
metabolizowane i wydalane z moczem. W przypadku zatrué, objawy co-
faja sie na ogol wczesnie, gdyz inhibicja cholinesterazy ma charakter
odwracalny (11). Wplyw karbarylu oraz innych pestycydéw na narzgdy
zwigzane z metabolizowaniem i wydalaniem substancji toksycznych wy-
daje sie oczywisty i nie budzi watpliwosei. Jednak przeprowadzone ba-
dania, dotyczgce szpiku kostnego, wykazaly, ze pestycydy wywierajg
dzialanie réwniez na te tkanke (5, 8, 9, 12). Wynika to prawdopodobnie
ze specjalnych wlasciwoscei tkanki szpikowej. Obecne w niej komarki, zy-
jace krotko, szybko wymieniajace sie, jako miode i nie zrdéznicowane sg
tardzo wrazliwe na bodzce zewnetrzne, takze na dzialanie toksyczne sub-
stancji. We weczesniejszych badaniach wykazano, ze niektore pestycydy
cslabiajg granulogeneze oraz zmieniajg obraz submikroskopowy pewnych
organelli cytoplazmatycznych w komoérkach rozwijajacych sie granulocy-
tow obojetnochlonnych i kwasochlonnych (5, 8, 9, 12, 13). Stwierdzone
zmiany musialy niewgtpliwie odbié¢ sie niekorzystnie na pelnionych przez
te komérki funkcjach. Z tego tez wzgledu podjeto badania szpiku kostne-
go w aspekcie wplywu na rozwijajace sie granulocyty obojetnochlonne
jednego z najmniej toksycznych preparatow karbaminianowych — kar-
barylu.

Wykazano, ze jednorazowe dawki 0,1 DLjy oraz 30-krotne w wvyso-
kosci 0,025 DLj, nie powodowaly zmian w rozwijajgcych sie¢ komérkach
granulocytéw obojetnochtonnych. Granulogeneza miata rowniez przebieg
nie zmieniony. W warunkach prawidlowych w stadium mieloblasta zo-
staje zapoczatkowana synteza bialek enzymatycznych, ktéore wejdg w
sklad ziarnistosci I-rzedowych. Produkt reakcji z DAB, $wiadczacy o obec-
nosci jednego z bialek — mieloperoksydazy, obecny jest wiec w tych ko-
morkach w obrebie struktur cytoplazmatycznych zaangazowanych w syn-
teze bialka, tj. w otoczce jgdrowej i kanatach siatki $rodplazmatycznej.
W promielocytach, oprécz wyzej wymienionych struktur, produkt reak-
cji pojawia si¢ w strefie Golgiego oraz wypeinia calkowicie wszystkie
powstajace w tym stadium rozwojowym ziarnistosci I-rzedowe. Synteza
tych ziarnistosci zostaje calkowicie zakonczona w promielocytach i nie
powtarza sie juz w cyklu zyciowym komoérki (7). W mielocytach tworzo-
ne sy ziarnistosci II-rzedowe nie zawierajgce mieloperoksydazy. W me-
tamielocytach synteza ziaren II-rzedowych zostaje zakonczona i formy
dojrzale posiadajg nagromadzone duze ilosci ziarnistosci obu typoéw, na-
tomiast ilos¢ organelli komérkowych jest zredukowana do minimum (7).

16 Annales, sectio D. vol. XXXIX
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W przypadku zatru¢ ostrych (1X0,5 DLs i 1XDLg) i podostrych
(30X 0,05 DLgy) obserwowano ostabienie syntezy mieloperoksydazy i obni-
zenie jej zawarto$ci w ziarnistosciach I-rzedowych oraz zmniejszenie
ilosci tych ziarnisto$ci. W przypadku dawek jednorazowych takie zmiany
ograniczaly sie jedynie do mieloblastéw i promielocytéw, a w przypadku
dawek wielokrotnych dotyczyly takze mielocytow i form dojrzatych.
Zwigzane jest to prawdopodobnie z rézng dlugoscig zycia poszczegédlnych
form rozwojowych. Przykladowo promielocyt zyje ok. 2 dni, zas mielo-
cyt ok. 3 dni. Po 24 godz. od podania karbarylu zmienione promielocyty
nie mogly jeszcze przeksztalci¢ sie w mielocyty. Dlatego tez te mielocy-
ty i dojrzale formy posiadaly prawidlowg ilos¢ ziarnistosci I-rzedowych.
Wyzej wymienione komoérki w zatruciach podostrych wykazywaly mniej-
szg ilo$¢ mieloperoksydazy, powstaly one bowiem z promielocytéow, w
ktérych synteza tego enzymu ulegla ostabieniu. Ziarnistosci I-rzedowe
neutrofili zawieraja rézne enzymy hydrolityczne (1, 2, 3) oraz mielo-
peroksydaze (1, 10).

Poza zaburzeniami granulogenezy w komorkach rozwijajgeych sie
granulocytéw obojetnochlonnych szpiku, zaréwno w ostrych jak i pod-
ostrych zatruciach karbarylem, stwierdzono takze pewne nieprawidlo-
wosci w strukturach bloniastych komorki. Struktury te, takie jak siatka
Srodplazmatyczna, aparat Golgiego czy mitochondria, wykazywaty niekie-
dy obecnosé¢ tworow mielinowych, ktére nie wystepowaly jednakze cze-
sto i nie we wszystkich komérkach. Wyrazniej zaznaczone byly nato-
miast zaburzenia dotyczace blony komoérkowej. Przejawialy sie one nad-
miernym przyleganiem sasiadujgcych komérek, czasem czeSciowym od-
warstwianiem zewnetrznych fragmentow otoczki komérkowej oraz obec-
noscig w przestrzeniach miedzykomoérkowych struktur mielinopodob-
nych. Wygladem i budowg przypominaly one analogiczne twory pojawia-
jace sie w komérkach w wyniku destrukeji fosfolipidéw przez enzymy
lizosomalne. Byé¢ moze, zatem karbaryl lub jego metabolity dzialajg na
fosfolipidowa komponente blony komorkowej, powodujac jej degradacje.
Wyjasnialoby to réwniez wyzej wspomniane zmiany wlasciwosci po-
wierzchniowych bton komérkowych.

Podobne zmiany, dotyczace bton komoérkowych komérek szpiku, wy-
kazano we weczesniejszych badaniach w wyniku podawania zwierzetom
cynkotoxu (9). Dziatanie cynkotoxu bylo jednak bardziej drastyczne, po-
wodowalo bowiem przerwanie ciaglosci blony komérkowej, czego nie wy-
wolywat karbaryl. Wydaje sie, ze zaobserwowane odchylenia od prawi-
diowego obrazu morfologicznego oraz zaburzenia granulogenezy mogg
mie¢ ujemny wplyw na funkcje pelnione w organizmie przez badane ko-
morki. Charakter zmian sugeruje, ze sg one odwracalne. Rozstrzygniecie
tego zagadnienia wymaga jednak dalszych badan.
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OBJASNIENIA RYCIN

Ryc. 1 i 2. Grupa I do$wiadczalna. Promielocyt. Reakcja z DAB. Pow. ok.

25 000 X.

Ryc. 3. Grupa 1 doswiadczalna. Granulocyt obojetnochionny. Reakcja z DAB.

Pow. ok. 25 000X,

Ryc. 4, 5 i 6. Grupa II doswiadczalna. Promielocyt. Reakcja z DAB. Pow. ok.

25 000 X.

Ryc. 7 i 8. Grupa III doswiadczalna. Promielocyt. Reakcja z DAB. Pow. ok.

25000 X.

Ryc. 9. Grupa IIl doswiadczalna. Komérki szpiku. Reakcja z DAB. Pow. ok.

12 000 X.
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Ryc. 10. Grupa IV doswiadczalna. Promielocyt. Reakcja z DAB. Pow. ok.
25 000 X.

Ryc. 11. Grupa IV doswiadczalra. Komorki szpiku. Reakcja z DAB. Pow. ok.
12 000 X.

Ryc. 12. Grupa V doswiadczalna. Komérki szpiku. Reakcja z DAB. Pow. ok.
25 000 X. ’

Ryc. 13. Grupa V doswiadczalna. Mielocyt. Reakcja z DAB. Pow. ok. 25000X.

Ryc. 14. Grupa V doswiadczalna. Granulocyt obojetnochlonny. Reakcja z DAB.
Pow. ok. 25 000 X.

OBJASNIENIA SYMBOLI

CM — blona komoérkowa My — struktury mielinowe

ER — retikulum endoplazmatyczne N — jadro komoérkowe

G — struktury Golgiego SB — struktury bloniaste

M — mitochondria Z, — ziarnistosci I-rzedowe
MC — komorki szpiku Z, — ziarnistosci II-rzedowe

PESIOME

TIposenennl mMopdosiorMIecKUe MCCIEJOBAHMA U LMUTOXMMMYECKAA OLEHKa Mueno-
repoKcMzasbl B Pa3BUBAIOIINXCA HEHTROMMIBLHBIX IPaHyJOUMTAX KpPbIC, NOJXBepPKEH-
HbIX OCTEOMY M IIOAOCTPOMY OTpaBileHMI0 KapbapuiioM. YCTaHOBJIEHO, UTO OZHOKpAT-
HOEe BBezeHue 1o3nl kapbapuiaa 0,1 LDs;, u 30-kpatHoe BBenenue no3b1 0,025 LDyg,
He BbI3bIBAIOT OTKJIOHEHMIA OT HOPMbI. BoJjlee BoicoKMe a03bl MHceKTHMIMAA: 1X0,5 LDy,
1XLDs, u 30X0,05 LDy BI3LIBAJM pPaCCTPONCTBO TPaHYJIOreHe3a B MCCIEAYEeMbBIX
KJeTKaX, KOTOpOe MOIJI0 NOBJMATH OTPULATENBHO Ha uUX QYyHKIMIO. PaccTpoicTBy
TpaHyJioTeHe3a CONyTCTBOBaAM MopdoJorunyeckKue M3IMEHEHUA KJETOUHBLIX CTPYKTYD.
XapakTep HabI0naeMbIX U3MEHEHUI yKa3bIBaeT Ha UX obpaTruMocTs.

SUMMARY

Morphologic studies have been carried out, and myeloperoxidase cytologic
evaluation has been made of developing neutrophils in rats subject to acute and
subacute carbaryl intoxication. It has been shown that after single carbaryl ad-
ministration at a dose of 0.1 DLy, and after giving the insecticide 30 times at doses
of 0.025 DL, there were no differences from normal. Higher carbaryl doses: 1X
X0.5 DLg, 1XDLg, and 30X0.05 DLs, caused granulogenesis disorders in the cells
examined, which may exert negative influence on their function. Granulogenesis
disorders were accompanied by morphologic changes of some cellular structures.
The nature of the changes observed indicated that they are reversible.
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EXPLANATION TO FIGURES

Fig. 1 and 2. Experimental group I. Promyelocyte. Reaction with DAB. Magn.
ca 25,000X.

Fig. 3. Experimental group I. Neutrophil granulocyte. Reaction with DAB. Magn.
ca 25,000X.

Fig. 4, 5 and 6. Experimental group II. Promyelocyte. Reaction with DAB. Magn.
ca 25,000X.

Fig. 7 and 8. Experimental group IlI. Promyelocyte. Reaction with DAB. Magn.
ca 25,000 X. .

Fig. 9. Experimental group III. Marrow cells. Reaction with DAB. Magn. ca
12,000 X.

Fig. 10. Experimental group IV. Promyelocyte. Reaction with DAB. Magn. ca
25,000 X.

Fig. 11. Experimental group IV. Marrow cells. Reaction with DAB. Magn. ca
12,000 X.

Fig. 12. Experimental group V. Marrow cells. Reaction with DAB. Magn. ca
25,000 X.

Fig. 13. Experimental group V. Myelocyte. Reaction with DAB. Magn. ca 25,000 X.

Fig. 14. Experimental group V. Neutrophil granulocyte. Reaction with DAB.
Magn. ca 25,000 X.

EXPLANATION TO SYMBOLS

CM — cell membrane My — myelin structures

ER — endoplasmic reticulum N — nucleus

G — Golgi complex SB — membranous structures
M — mitochondria Z, — primary granules

MC — marrow cells Zy — secondary granules






