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Badania mikroskopowo-elektronowe szeregu rozwojowego
granulocytéw obojetnochtonnych w doswiadczalnym zatruciu
monokrotofosem

MUK poCKONHO-3JIEKTPOHHBIE MCCJIEAOBAHMUA TEHETUYECKOr0 PAJa HEMTPOPUIBHBIX
TPaHYJIONUTOB IPX SKCIEPUMMEHTAJILHOM OTDaBJIEHMM MOHOKDPOTOGOCOM

Electron Microscopic Research on the Neutrophil Granulocyte Series
in Experimental Poisoning by Monocrotophos

W ochronie upraw buraka cukrowego czynione sg préby stosowania nowych
frodk6w chemicznych, a m.in. monokrotofosu. Preparat ten jest insektycydem o sil-
nym dziataniu systemicznym i kontaktowym. Stosowany jest do zwalczania wielu
gatunké6w owadoéw ssgcych oraz chrzgszczy i gasienic zjadajacych liScie. W naszym
do§wiadczeniu, prowadzonym na szczurach biatych, postanowiliSmy przesledzi¢ pro-
ces powstawania granulocytéw obojetnochlonnych po zatruciu monokrotofosem, dla
stwierdzenia ewentualnego wplywu tego zwiazku na uklad krwiotwoérczy. W tym
celu w mikroskopie elektronowym dokonywano badan ultrastrukturalnych i cyto-
chemicznych komérek szeregu rozwojowego tych krwinek.

MATERIAL I METODYKA BADAN

Doswiadczenie prowadzone bylo na szczurach bialych, samcach. Zwierzeta do-
§wiadczalne podzielono na dwie grupy, po 8 sztuk w kazdej. Grupa I otrzymywala
monokrotofos w dawkach 0,05 DLy, 1 raz dziennie w ciggu 28 dni, a grupa II —
0,1 DLy, jednorazowo. Preparat podawano w postaci wodnego roztworu stezonego pre-
paratu technicznego firmy CIBA, sondg dozoiadkowsg.

Szpik do badan pobierany byl z koSci udowych w narkozie eterowej, po 24 godz.
od jednorazowego badZ ostatniego podania uzytego w do$wiadczeniu zwigzku.

Szpik kostny pobrany do badan morfologicznych utrwalano 1 godz. w 4% roz-
tworze aldehydu glutarowego w 0,1 M buforze kakodylowym z dodatkiem 1% sacha-
rozy. Po plukaniu w takim samym buforze z dodatkiem 7% sacharozy materiat do-
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trwalano w ciggu 1 godz. w 1% OsO, w buforze kakodylowym, o takich samych wila-
sno$ciach, z dodatkiem 5% sacharozy. Zlepki szpiku podbarwiano octanem uranylu,
a nastepnie ptukano w buforze, odwadniano i zatapiano w mieszaninie Eponu 812

Szpik do badan cytochemicznych byl utrwalany w 1,5% roztworze aldehydu glu-
tarowego w 0,1 M buforze kakodylowym z dodatkiem 1% sacharozy w ciggu 2 godz.
Po plukaniu przez 2 godz. w buforze z dodatkiem 7% sacharozy wykonywano reakcje
z DAB w obecnoSci H;O, Inkubacje prowadzono w ciggu 90 min. przy pH 7,6
i 0,1% H;O; oraz w ciggu 60 min. przy 1% H;O,. Do plynu inkubacyjnego dodano
5% sacharozy i 1% dwumetylosulfotlenku. Po dotrwaleniu materiatu w 1% OsO, po-

stepowano z nim dalej podobnie, jak w przygotowaniach do obserwacji morfologicz-
nych.

Ultracienkie skrawki sporzadzano przy uzyciu ultramikrotomu Tesla BS 490 A,
a nastepnie ogladano i fotografowano w mikroskopie elektronowym Tesla BS 613.

WYNIKI BADAN

Opracowany i opisany przez nas wczesniej (3, 4) model szeregu roz-
wojowego granulocytéw obojetnochlonnych szczura przyjeliSmy jako
punkt odniesienia do wynikéw uzyskanych w tym doswiadezeniu. Stad
tez w opisie badan ograniczamy sie jedynie do dwéch grup doswiadczal-
nych.

Grupa I doswiadczalna

Dojrzewajace komorki szeregu granulocytarnego w stadium promie-
locyta wykazywaly obecnos$¢ peroksydazy w ziarnistosciach I-rzedowych
oraz w strukturach wewngtrzkomérkowych zaangazowanych w ich po-
wstawanie. W niektérych komérkach nie wszystkie ziarnistosci I-rzedowe
byty peroksydazo-dodatnie (ryc. 1). Rowniez slabszy byl odczyn w struk-
turach bloniastych.

W metamielocytach i formach dojrzatych ziarnistosci II-rzedowe wy-
stepowaty w ilosciach podobnych jak u zwierzat kontrolnych (ryc. 2)
badz tez w iloSciach mniejszych (ryc. 3). W komoérkach wszystkich form
rozwojowych pojawialy sie (na terenie cytoplazmy) liczne figury mieli-
nowe (ryc. 4). '

Grupa Il doswiadczalna

W wielu promielocytach wigkszo$¢ ziarnistosci I-rzedowych nie wy-
kazywala produktu reakcji. Delikatny odeczyn wystepowal w otoczce j3-
drowej, gladkiej siatce §rodplazmatycznej i strukturach Golgiego (rye. 5).
W metamielocytach i dojrzalych granulocytach ziarnistosci II-rzedowych
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bylo mniej niz u zwierzat, do ktoérych odnosiliSmy uzyskane obecnie wy-
niki, badz tez wystepowaly wrecz w znikomych ilosciach (ryc. 6). Granu-
locyty dojrzale, o 3—b5-platowym jadrze czesto posiadaly wyraZnie za-
znaczone struktury Golgiego oraz wolne i zwigzane z btonami rybosomy.

We wszystkich formach rozwojowych wystepowato znacznego stopnia
obrzmienie mitochondriéw z pojawiajgcymi sie¢ figurami mielinowymi
w tych organellach (ryc. 7). Zmianom tym towarzyszylo poszerzenie ka-
nalow ziarnistej siatki srédplazmatycznej (ryc. 8).

OMOWIENIE WYNIKOW

Granulocyty obojetnochionne odgrywajs m. in. bardzo istotng role
w procesach obronnych ustroju, polegajaca na fagocytowaniu mikroorga-
nizmoéw. Spelnienie tej roli jest mozliwe dzieki bogatemu asortymentowi
enzymow zawartych w ziarnistosciach, charakterystycznych dla opisywa-
nych komoérek., W strukturach tych wykryto: mieloperoksydaze, lizozym,
alkaliczng fosfataze, przeciwbakteryjne biatka kationowe oraz kwasng
fosfataze. U wielu gatunkow wystepujg jednak roznice zaréwno w obec-
nosci poszczegolnych enzyméw, jak i w ich umiejscowieniu w obrebie
poszczegbélnych rodzajow ziarnistosci. Mieloperoksydaza jest obecna
u wszystkich gatunkow, z wyjatkiem kurczat i gesi. '

Granulocyty obojetnochionne szczuréw posiadaja dwa rodzaje ziar-
nistosci, syntetyzowane na réznych etapach rozwojowych krwinki. Syn-
teza ziarnistosci I-rzedowych ma swoj poczatek juz w stadium mielobla-
sta i ukonczona zostaje w stadium promielocyta. Ziarnistosci II-rzedowe
natomiast powstajg w stadium mielocyta, a ich synteza zostaje ukonczona
w komérkach dojrzalych.

Mieloperoksydaza wystepuje u szczura tylko w ziarnistosciach I-rze-
dowych. Enzym ten wykrywa sie przy pomocy reakcji z DAB w obec-
nosci H,O,. WykorzystaliSmy wiec te reakcje cytochemiczng dla odréz-
nienia dwoéch wspomnianych wyzej rodzajéow ziarnistosci, gdyz dokonanie
tego na podstawie cech morfologicznych jest bardzo trudne.

Rozrézniajac na tej podstawie ziarnistosci w badanych krwinkach mo-
gliSmy stwierdzi¢ nieprawidlowosci w syntezie ziarnistosci I-rzedowych
w mieloblastach i promielocytach. Dotyczyly one niewielu komérek na
tych etapach rozwoju krwinki i polegaly na pojawianiu si¢ ziarnistoseci
I-rzedowych pozbawionych mieloperoksydazy. W takich komoérkach réw-
niez w otoczce jadrowej, bionach siatki srédplazmatycznej i strukturach
Golgiego odczyn na mieloperoksydaze byl nieznaczny. Sa to elementy
zaangazowane w synteze ziarnistosci I-rzedowych i zwykle produkt reak-
cji jest w nich réwnie dobrze widoczny jak w samych ziarnistosciach.
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Mozna zatem sgdzi¢, ze proces syntetyzowania ziarnistosci I-rzedo-
wych zostal opézniony w stosunku do warunkéw prawidiowych. Opoéznie-
nie to obserwowaliSmy zaréwno w podostrym, jak i ostrym zatruciu mo-
nokrotofosem, przy czym w tym drugim przypadku bylo bardziej nasilone.

Mieloperoksydaza jest nie tylko enzymem pozwalajagcym na zrdzni-
cowanie typdéw ziarnistosci, lecz odgrywa takze bardzo wazng role w dzia-
lalnosci przeciwbakteryjnej komorek (2). W procesie fagocytozy u kroélika
enzymy ze wszystkich ziarnistosci s3 uwalniane do wakuoli fagocytar-
nych (5). Czesciowy brak mieloperoksydazy bywa lgczony ze zwigkszong
podatnoscig na infekcje Staphylococcus aureus, a Breton-Gorius
i wsp. (1) wykazali obecnos¢ nieuszkodzonych bakterii w takich wakuo-
lach fagocytarnych, ktére nie zawieraly mieloperoksydazy.

W zatruciu ostrym u zwierzat doswiadczalnych we wszystkich rodza-
jach komoérek obserwowalismy ponadto uszkodzenie mitochondriow i po-
jawienie sig struktur mielinowych. Nalezy wiec przyja¢, ze w komoérkach
szeregu rozwojowego granulocytéw obojetnochlonnych dochodzilo do za-
burzenia proceséw oksydoredukeyjnych i przemian lipidowych. Zmniej-
szeniu w poréwnaniu do normy ulegla tez ilosc ziaren II-rzedowych.

W $wietle przytoczonych danych moina zatem sadzié¢, ze zatrucie mo-
nokrotofosem, w warunkach jakie zastosowano w naszym doswiadczeniu,
moze prowadzi¢ do osiabienia wlasnosci fagocytarnych granulocytéw obo-
jetnochlonnych, a takze moze powodowaé¢ zaburzenia w procesie granulo-
genezy na skutek zachwiania podstawowych proceséw metabolicznych.
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OBJASNIENIA RYCIN

Ryec. 1. Grupa I do§wiadczalna. Promielocyt. Er — ziarnista siatka §rédplazma-
tyczna, G — struktury Golgiego, M — mitochondria, N — jadro, R — rybosomy,
Z, — ziarnisto$ci I-rzedowe, Pow. ok. 25 000 X,

Ryc. 2. Grupa 1 do$wiadczalna. Granulocyt obojetnochtonny. N — jadro, Z; —
ziarnistosci I-rzedowe, Z, — ziarnisto$ci II-rzedowe. Pow. ok. 25 000X,
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Rye. 3. Grupa I do$wiadczalna. Granulocyt obojetnochionny. Er — ziarnista siat-
ka §rédplazmatyczna, N — jadro, Z, — ziarnisto§ci I-rzedowe, Z, — ziarnisto§ci II-
-rzedowe. Pow. ok. 25 000 X.

Ryc. 4. Grupa I do§wiadczalna. Promielocyt. Er — ziarnista siatka §rodplazma-
tyczna, N — jadro, R — rybosomy, SM — struktury mielinowe, Z; — ziarnisto§ci
1-rzedowe. Pow. ok. 25 000 X, ‘

Ryec. 5. Grupa II doswiadczalna. Promielocyt. Er — ziarnista siatka §rédplazma-
tyczna, G — struktury Golgiego, M — mitochondria, N — jgdro, R — rybosomy,
Z, — ziarnisto$ci I-rzedowe. Pow. ok. 25 000X,

Ryc. 6. Grupa II do§wiadczalna. Granulocyt obojetnochlonny. Er — ziarnista siat-
ka $rodplazmatyczna, G — struktury Golgiego, M — mitochondria, N — jgdro, R —
rybosomy, Z; — ziarnistoSci I-rzgedowe, Z; — ziarnisto$ci II-rzqdowe. Pow. ok.
20 000 X,

Rye. 7. Grupa II do$wiadczalna. Promielocyt. Er — ziarnista siatka §rédplazma-
tyczna, M — mitochondria, N — jgdro, R — rybosomy, Z, — ziarnistoSci I-rzedo-
we. Pow. ok. 25 000X,

Ryc. 8. Grupa 1I do$wiadczalna. Promielocyt. Er — ziarnista siatka $rédplazma-
tyczna, G — struktury Golgiego, M — mitochondria, N — jadro, R — rybosomy,
Z, — ziarnistoSci I-rzedowe. Pow. ok. 25 000X,

PE3IOME

BenbiM KpbICaM BBOAMJCA MOHOKDOTO(OC — HOBOe XMMMU4YECKOe CcpezicTBO, 3a-
mMIIaoliee BbIPAIUMBAEMyIO caxapHylo cBekay. Jlosa 0,05 DLj, BBOAMiace B Teye-
HMY 28 fauedt M ogHokpartHad fmos3a 0,1 Dlg,. IIpoBefeHO yABTPACTPYKTYDHBIE M IIATO-
xuMudeckue HabOJAOZeHMA 3a KJETKaMM TEeHEeTUMHEeCKOr0 pAAa HeUTPOMIbLHBIX rpa-
HYJIOHMTOB. Y CTAaHOBJIEHA HEIIPaBMJIBHOCTL CHMHTE3a 3epHucTtocTM I psAjga B Mueso-
fOacTax M DPOMMEJOLMTAX, 3aKJKYUAOUAACA B HaCTMYHOM HEZOCTATOYHOCTU MMEJIO-
nepoKcuzasbl B 3THMX CTDYKTypaX. YMEHBIIMJIOCH TaKXKe KOJMYECTBO 3€PHUCTOCTI
II papa. Bo Bcex craauax pa3BUTMA HEUTPOMUIBHEIX TPAHYJOUMTOB 3aMEY€HO II0-

BpeXKJeHle MUTOXOHIPUI, a TaKZ&Ke IMOABJEHME MMEJIMHOBBIX CTPYKTYD B Hpejenax
3TUX OpTaHeJJ.

SUMMARY

White rats were given monocrotophos — a new chemical drug used in protecting
the sugar — beet cultivation — in doses of 0.05 DLy, during a period of 28 days
and 0.1 DLy, only once. Ultrastructural as well as the cytochemical observations
of the cells of neutrophil granulocyte series were carried out. Some irreguylarities
in the synthesis of the I sequence of granules in myeloblasts and promyelocytes
being reflected in a partial lack of myeloperoxidase in those structures were noticed.
The amount of the II sequence of granules was also decreased. In all developmental
stages of neutrophilic granulocyties the damage of mitochondria and appearing of
the myelinic structures within those organelles were also observed.

EXPLANATION TO FIGURES

Fig. 1. Experimental group I. Promyelocyte. Er — rough endoplasmic reticulum,
G — Golgi’s structures, M — mitochondria, N — nucleus, R — ribosomes, Z, —
primary granules. Magn. approx. 25 000X.
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Fig. 2. Experimental group I. Neutrophil granulocyte. N — nucleus, Z; — primary
granules, Z, — secondary granules. Magn. approx. 25 000 X.

Fig. 3. Experimental group I. Neutrophil granulocyte. Er — rough endoplasmic
reticulum, N — nucleus, Z, — primary granules, Z, — secondary granules. Magn.
approx. 25 000 X.

Fig. 4. Experimental group I. Promyelocyte. Er — rough endoplasmic reticulum,
N — nucleus, R — ribosomes, SM — myeline structures, Z, — primary granules.
Magn. approx. 25 000X.

Fig. 5. Experimental group II. Promyelocyte. Er — rough endoplasmic reticulum,
G — Golgi’s structures, M — mitochondria, N — nucleus, R — ribosomes, Z, —
primary granules, Magn. approx. 25 000 X,

Fig. 6. Experimental group II. Neutrophil granulocyte. Er — rough endoplasmic
reticulum, G — Golgi’s structures, M — mitochondria, N — nucleus, R — ribosomes,
Z, — primary granules, Z, — secondary granules. Magn. approx. 20 000 X.

Fig. 7. Experimental group II. Promyelocyte. Er — rough endoplasmic reticulum,
M — mitochondria, N — nucleus, R — ribosomes, Z, — primary granules. Magn.
approx. 25000X.

Fig. 8. Experimental group II. Promyelocyte. Er — rough endoplasmic reticulum,
G — Golgi’s structures, M — mitochondria, N — nucleus, R — ribosomes, Z, —
primary granules. Magn. approx. 25 000 X.



