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Wplyw toksyny bloniczej na aktywnosé fosfatazy zasadowej leukocytow

The Influence of Diphtheric Toxin on the Activity of Alkaline
Phosphatase of Leukocytes

Toksyna blonicza powoduje zaburzenia w metabolizmie komoérkowym, a w
zwigzku z tym moze uszkadzaé wiele narzadéw w zakazonym organizmie. Ko-
moérki réznych narzadéw i tkanek sg w niejednakowym stopniu wrazliwe na dzia-
lanie toksyny. W pierwszej kolejno$ci zostaja uszkodzone: serce, uklad dokrewny,
nerki i watroba. Toksyna uszkadzajgc ukiad dokrewny, zwlaszeza nadnercza, po-
woduje zmiany w obrazie krwinek bialych, ktérych ilo§é i sklad uzalezniony jest
m. in. od funkcji tych gruczoléw (2). We krwi w czasie toksemii bloniczej wyste-
puje zazwyczaj leukocytoza wielojadrzasta 2z przesunieciem obrazu w lewo.
W krwinkach bialych, ciezkie postacie blonicy manifestujg sie zamgleniem jader,
slabg ich barwliwo$cia i wystepowaniem ziarenek barwigcych sie lekko zasado-
wo (4). Nieliczni autorzy (7, 11), podnosza znaczenie okre$lania aktywnos$ci fosfa-
tazy zasadowej (ALP-aza) w granulocytach dla zréznicowania niektérych choréb
zakaznych. Lambers K. i Bauer-Sic P. wspominajg, ze w blonicy aktyw-
noé¢ f. zas. jest zwykle podwyzszona.

Mimo dokladnego opracowania cze§ci klinicznej blonicy, nie zostaly calko-
wicie wyja$énione zmiany biochemiczne i histochemiczne. W zwigzku z tym w obec-
rej pracy podjeto badania nad zachowaniem sie aktywnosSci fosfatazy zasadowej
w granulocytach krwi §winki morskiej w przebiegu toksemii bloniczej.

MATERIAL 1 METODYKA BADAN

Badania przeprowadzono na $winkach morskich — samcach, ze wzgledu na
szczegblng wrazliwo$§é tych zwierzat na jad bloniczy. Do do§wiadczenia uzyto 20
swinek wagi okolo 250 g. Swinki morskie podzielono na dwie grupy: 1 — stano-
wila kontrole, za§ II — wstrzykiwano dootrzewnowo 1 DLM toksyny bloniczej
otrzymanej w Panstwowej Wytwoérni Surowic i Szczepionek w Lublinie. W grupie
tej pobierano zwierzetom krew po 15 godzinach, po 42 godzinach i po 90 godzi-
nach dziatania toksyny. W pobranej krwi obliczano ogdlng leukocytoze oraz histo-
chemicznie oznaczano aktywno$é fosfatazy zasadowej granulocytéw.
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Technika oznaczania aktywnoéci f£. zas. Rozmazy krwi obwo-
dowej utrwalano 0,5 godziny w zimnym acetonie, ptukano w wodzie destylowanej,
a nastepnie inkubowano 0,5 godziny w temperaturze pokojowej w mieszaninie
substratu zawierajgcej: 20 ml — 0,05 M buforu propandiolowego (pH 9,75), 20 mg
— fosforanu sodowego alfa-naftylu i 20 mg — Fast Garnet GBC. Po przemyciu
preparatéw-rozmazéw w wodzie destylowanej podbarwiano jadra hematoksyling
Mayera od 3 do 5 minut. Preparaty zamykano w glicero-zelatynie i oglgdano pod

immersja.
Aktywno$é enzymu dla poszczegélnych krwinek oznaczano w stopniach od 0
do 4. 0 = odczyn ujemny, 1 = odczyn stabo dodatni, jednolite rézowe zabarwie-

nie cytoplazmy z pojedynczymi ziarnisto§ciami skupionymi zwlaszcza w poblizu
blony komérkowej, 2 = odczyn dodatni, liczniejsze i wieksze ziarnisto$ci, skupione
przede wszystkim w obwodowej cze§ci komoérki, 3 = odezyn intensywnie dodatni
z licznymi czerwono-brunatnymi ziarnisto§ciami, wypelniajgcymi prawie cata cyto-
plazme i 4 = odczyn wybitnie dodatni, ziarnisto$ci duze, brunatne i brunatno-
czarne, zlewajgce sie i wypelniajace calg cytoplazme komoérki. Ogélng aktywnosé
fosfatazy oceniano wg metody podanej przez Kaplowa (1955), wyprowadzajac
wskazZnik odzwierciedlajacy aktywnos$é enzymu w stu dojrzatych granulocytach.
Za podstawe do obliczenia wskaZnika przyjeto intensywno$§é zabarwienia w stop-
niach od 0 do 4 w stu kolejnych leukocytach. W celu wyprowadzenia wskaznika
sumowano iloczyny stopnia aktywnosci f. zas. przez liczbe granulocytéw o tym
stopniu aktywnosci.

BADANIA WLASNE

Grupa kontrolna

Srednia leukocytoza we krwi $winek zdrowych wynosita 6800. Do-
datnig reakcje na f. zas. wykazywalo 63—70% granulocytéw. Najwiecej
krwinek wykazywalo $redni (2 i 3) stopieh aktywnosci f. zas. Sredni
wskaznik aktywnosci f. zas. obliczony na podstawie powyzszych danych
wynosit 155.

Grupa dosSwiadczalna

1) U $winek grupy doswiadczalnej po 15 godzinach dziatania toksyny
bloniczej stwierdzono nieznaczny wzrost leukocytozy, $rednio do war-
tosci 9200 oraz znaczny wzrost aktywnosci f. zas. granulocytow.
Stwierdzono 95—100% krwinek fosfatazododatnich (ryc. 2). Z kolei spo-
$réd krwinek wykazujacych dodatni odezyn na f. zas. okoto 80% wy-
kazywalo bardzo wysoki (4) stopien tej aktywnosci (ryec. 3). Wartosé
wskaznika aktywnosci fosfatazowej w tym okresie wynosilta srednio 350.

2) Po 42 godzinach dzialania toksyny bloniczej leukocytoza wyno-
sila $rednio 15200. W rozmazach krwi pobranych w tym okresie 93—
100% krwinek wykazywalo dodatni odeczyn na aktywnos¢ f. zas. Sposréd
nich 50% dawalo odczyn wybitnie pozytywny (ryc. 4). Wartos¢ wskaz-
nika dla tego okresu wynosita 324.
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3) Po 90 godzinach dzialania toksyny leukocytoza nieznacznie spa-
dala, $rednie wartosci wynosily 12300. Ogélna ilos¢ krwinek fosfatazo-
dodatnich utrzymywala sie na tym samym poziomie 90—100%. Spadala
liczba granulocytow z wybitng aktywnos$cig f. zas. Zwigkszyla sie liczba
krwinek wykazujacych niskie (1 i 2) stopnie aktywnosci. Sredni wskaz-
nik aktywnos$ci f. zas. w tym okresie wynosil 237.

L W

20000-400 r
19¢00-380 ]
16600-360
12000~ 340
1€€0C-32C 4
45000-200
18CC0-280
13060-260

12000-2aC

110C0-22¢
10000-200 o
9066-16C s
£C00-16C 3 -
7000-14¢ :
£000-120
5000-100
2000- 80 |
3000- 6C
2000~ 4C

100¢- 2C

| K 15 w2 90

Ryc. 1. Srednie zmiany aktywnosci f. zas. w leukocytach obojetnochlonnych
i Srednie zmiany leukocytozy w réinych okresach doéwiadczenia; W — wskaZnik
aktywnosci f. zas. (liczby w kolumnie wewnetrznej), L — leukocytoza (liczby
w kolumnie zewnetrznej), T — czas pobierania materialu, K — kontrola, 15 — po
15 godzinach dzialania toksyny bloniczej, 42 — po 42 godzinach dzialania toksyny
bloniczej, 90 — po 90 godzinach dzialania toksyny bloniczej, linia ciggla — krzywa
wskaznika, linia przerywana — krzywa leukocytozy
Mean variations of alkaline phosphatase in neutrophils and mean variations of
leukocytosis at different stages of the experiment; W — index of activity of
alkaline phosphatase (figures in the inside column), L. — leukocytosis (figures in
the outside column), T — time of collecting samples, K — control, 15 — 15 hrs.
following toxin activity, 42 — 42 hrs. following toxin activity, 90 — 90 hrs follow-
ing toxin activity, continuos line — the index curve, interrupted line —
the leukocytosis curve

Na podstawie s$rednich wartosei leukocytozy i $rednich wartosci
wskaznika okre§lajacego aktywnosé f. zas. granulocytéw dla grupy
kontrolnej oraz réznych okreséw toksemii bloniczej sporzadzono wy-
kres, a nastepnie poréwnano przebieg tych dwoch krzywych (ryc. 1).
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Dane liczbowe przedstawiajgce procent granulocytéw fosfatazododat-
nich oraz procent granulocytow z wybitng aktywnoscia w poszczegdl-
nych okresach doswiadczenia zawiera tabela 1.

Tab. 1. Procentowa zawarto§¢ granulocytéw fosfatazododatnich oraz granulocytow
z wybitng aktywnoscig fosfatazy zasadowej (spoéréd granulocytéw dajacych do-
datni odczyn f. zas.) w poszczegblnych okresach doswiadczenia
Per cent values showing the number of phosphatase positive granulocytes and gra-
nulocytes with a very high activity of alkaline phosphatase at different stages
of the experiment

locytéw % granulocytéw z wy-
G badane % granu

rupy fosfatazododatnich bitng aktywn. f. zas.
Grupa kontrolna 63— 70 14— 22

Po 15 godzinach dzialania 95 — 100 78 — 84
toksyny

Po 42 godzinach dzialania 93 — 100 47 — 56
toksyny

Po 90 godzinach dzialania 90 — 100 10 — 15
toksyny

OMQWIENIE WYNIKOW BADAN I WNIOSKI

Okreslenie aktywnosci f. zas. granulocytéw ma duze znaczenie
w roznicowaniu wielu schorzen (11). Najlepiej przebadane pod wzgle-
dem wlasciwosei cytochemicznych sg granulocyty w chorobach ukladu
krwiotworczego i krwi. Znacznie mniej doniesien spotykamy w litera-
turze odnos$nie znaczenia okre§lania aktywnosci f. zas. w granulo-
cytach dla diagnostyki réznicowej chorob zakaznych. Lambers K.
iBauer-Sic P. (7) donoszg, Ze w mononukleozie zakaznej stwierdza
sie obnizony poziom aktywno$ci f. zas., podczas gdy w anginie i blo-
nicy aktywnos$¢ ta jest zwykle podwyzszona. W naszej pracy starano
sie dokladnie przebadaé aktywnos$eé f. zas. granulocytéw w przebiegu
toksemii bloniczej w zestawieniu z zachowaniem sie ogélnej leukocytozy
w poszczegb6lnych okresach tego schorzenia.

Obraz bialych krwinek w blonicy byl szeroko opracowany. Wiek-
szos¢ badaczy (1, 2, 4, 6, 9, 13, 16) stwierdza, ze w blonicy najczeSciej
spotyka sie podwyzszong leukocytoze. Leukocytoza w blonicy nie jest
charakterystyczna (2), jak réwniez nie moze byé miernikiem ciezkosci
schorzenia (9). W naszych badaniach stwierdzono, Ze leukocytoza w prze-
biegu toksemii bloniczej jest przez caly czas podwyzszona. W poczgtko-
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tyczna byla najwigksza w pierwszym okresie toksemii po 15 godzinach,
a pozniej spadala az do $mierci zwierzecia, ktéra nastepowala po okolo
90 godzinach od chwili podania toksyny.
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No ok e

Bananue andTepuifHOro TOKCHMHA HA AKTHMBHOCTE MIes0uHON ¢hocdarazsr
JIEHKOI[UTOB

Pes3momMme

Brina mccienoBaHa aKTMBHOCTDL IUEJIOWHOM pocdaTrasel B TpaHyJsIo-
UMTaX MOPCKMX CBMHOK B mpolecce Iu(TEepHitHOM TOKCEMUM B COIIOC-
TaBJIEHMM C NOBeJleHueM OOIIero JIeMKOUMTO3a B OTAEJbHBIE TIE€PHUONBL 9TO~
ro 3aboseBanusa. 2KusorHble noayyanu 1 DLM mudrrepmitHoro TokKcmHA.
He ycranoB/eHO OTYETJMBOM 3aBMCUMMOCTHM MEKAY CreneHblo docdar-
HOM aKTMBHOCTM HENTPOMUIIOB M BeJMUMHaAMM OOIEro JeiKOLMTO3a IJIA
OTJENbHBIX IIepuonmoB audTepuitHOM Tokcemuu. Camas BBICOKAA 9H3UMA-
THHecKasd aKTMBHOCTH Habuofasack cmycTd 15 gacoB, a HauBpICIIas BE-
JMYMHA JIEMKOLMTO3a — COycTA 42 4Yaca oT MOMEHTa mnojadm pudTe-
PMIHOTO TOKCHHA.
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The Influence of Diphtheric Toxin on the Activity of Alkaline
Phosphatase of Leukocytes

Summary

During diphtheric toxaemia studies of the activity of alkaline phos-
phatase in granulocytes of guinea pigs were carried out simultaneously
with examinations of general leukocytosis at different stages of the
disease. The animals were given 1 DLM of diphtheric toxin. No distinct
relation was found between the degree of the phosphatase of neutro-
phils and the values of general leukocytosis at different stages of diph-
theric toxaemia. The highest enzymatic activity and the highest values
of leukocytes were observed after 15 and 42 hrs., respectively following
the moment of diphtheric toxin administration.
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