ANNALES
UNIVERSITATIS MARIAE CURIE-SKLODOWSKA
LUBLIN—POLONIA
VOL. XXXV, 31 SECTIO D 1980

Samodzielna Pracownia Mikroskopii Elektronowej. Instytut Biologiczno-Morfologiczny.
Akademia Medyczna w Lublinie
Kierownik: prof. dr hab. Maciej Latalskl

Maciej LATALSKI, Janina HALLIOP,
Alina TOCHMAN

Wplyw ostrego zatrucia herbicydem 2,4-D na proces granulogenezy
w granulocytach kwasochlonnych

Bauasue ocTporo orpaBaedua repbuuugom 2,4-D ra npouecc rpanynorenesa
B auMAoUIAbHBLIX IPaHyJouUMTax

An Effect of Acute Poisoning with Herbicide 2,4-D on the Granulogenesis
in Eosinophiles

Kwasy chlorofenoksyoctowe uzywane sa powszechnie w rolnictwie w celu
selektywnego, chemicznego zwalczania chwastow. Wykazujg one, podobnie jak na-
turalne auksyny, zdolno$¢ regulowania wzrostu roslin. Po podaniu herbicydow
z tej grupy obserwuje sig zahamowanie podstawowych funkeji fizjologicznych i za-
mieranie roslin. Spowodowane jest to zachwianiem réwnowagi hormonalnej przez
wprowadzenie zwigzkéw chemicznych o dzialaniu analogicznym jak naturalne, ros-
linne regulatory wzrostu.

Macierzysta substancjag kwasow chlorofenoksyoctowych jest kwas 2,4-dwuchlo-
rofenoksyoctowy (2,4-D), ktorego sole i estry sg takZe czesto stosowane podczas za<
biegéw agrotechnicznych.

Znajomos$¢ metabolizmu 2,4-D w tkankach roélin i organizmach zwierzat jest
bardzo istotna w ochronie zdrowia ludzi i zwierzat narazonych na kontakt z tym
preparatem. Waine jest réwniez poznanie wplywu tego herbicydu na poszczegdlne
narzady i tkanki.

Stwierdzono, ze ok. 94% i wigcej ogdlnej iloéci wprowadzonego do organizmu
szezura 2,4-D wydalana jest z moczem w formie nie zmienionej (18). Erne (7)
wykazal, Zze po uplywie kilku godzin od podania szczurowi jednorazowej dawki
2,4-D w ilodci 100 mg/kg cigzaru ciala w nerce mozna bylo wykryé znacznie wiecej
herbicydu niz w innych narzadach, np. w watrobie, miesniach itp.,, oraz prawie
dwa razy wigcej niz w surowicy krwi. Ten sam autor zwrécil réwniez uwage
w doswiadczeniach in vitro na mozliwosé gromadzenia sie¢ badanego zwigzku w ko-
moérkach krwi w ilosci ok. 10% tej, ktéra wystepowala w surowicy.

15 Annales, sectio D, t. XXXV
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Narazenie tkanek na toksyczny wplyw 2,4-D oraz wykazanie jego
obecnosci w komoérkach krwi sklonily nas do podjecia préby przesledze-
nia procesu powstawania krwinek w szpiku szczura w przypadku ostrych
zatruc tym zwigzkiem. Obserwacje prowadzone byly przy zastosowaniu
techniki mikroskopowo-clektronowej uzupelnionej badaniami cytoche-
micznymi w celu latwiejszego zanalizowania granulogenezy w wybranych
przez nas granulocytach kwasochlonnych.

MATERIAL I METODYKA BADAN

Wskaznik ostrej toksycznosci DLg, dla 2,4-D, podawany przez réznych autorow,
waha sie w dosé duzych granicach, np. 300—1000 mg/kg ciezaru ciata (19). W bada-
niach naszych przyjeliSmy DLy, dla badanego herbicydu rowng 400 mg/kg ciezaru
ciala przy podaniu dootrzewnowym. Warto$é ta okreslona zostala przez Podolak
(15) przy uzyciu soli sodowej kwasu 2,4-dwuchlorofencksycctowege dla szczurow
hodowli witasnej. Taka sama chemiczna postaé¢ herbicydu i szczury z tej samej ho-
dowli uzyte zostaly do naszych do$wiadczen.

Obserwacje prowadzone byly na 24 szczurach bialych, samcach hodowli wlas-
nej, o ciezarze ciala ok. 160—i80 g. Wsrdd zwierzat wyodrebniono 3 grupy dos$wiad-
czalne, po 8 szczuréw w kazdej. Jako punkt odniesienia dla oceny uzyskanych wy-
nikéw, sluzyly nam wykonane wczesniej w warunkach fizjologicznych, morfologicz-
ne i cytochemiczne badania rozwijajgcych sie¢ granulocytéw kwasochionnych w szpi-
ku szczuréw (8).

Zwierzeta doswiadczalne otrzymywaly jednorazowo dootrzewnowo herbicyd
2,4-D, w nastepujgcych dawkach: grupa I — 0,2 DLy, grupa II — 0,4 Dl grupa
IIT — 1,0 DLj,. Tkanke szpikowa z kosci udowych pobierano w narkozie etero-
wej od szczuréw wszystkich grup doswiadczalnych po uplywie 24 godz. od mo-
mentu podania preparalu 2,4-D. Prowadzono badania morfologiczne i histochemicz-
ne, wykonujgc reakcje z dwuaminobenzydyng na obecnos$¢ mieloperoksydazy.

Material do badan morfologicznych utrwalano w 4% aldehydzie glutarowym
zbuforowanym buforem kakodylowym do pH 17,2, z 1% dodatkiem sacharozy, przez
1 godz. w temp. 0—+4°C. Po wyptukaniu w takim samym buforze i o tyin samym
pH, lecz z 7% dodatkiem sacharozy, szpik dotrwalano w 1% roztworze QsQ,, zbufo-
rowanym do pH 7,2 buforem kakodylowym, z dodatkiemn 5% sacharozy. Czas i tem-
peratura byly nie zmienione w porownaniu do pierwszego etapu utrwalania. Po
analogicznym jak wyzej ptukaniu, material przenoszono do 0,5% roztworu octanu
uranylu w buforze weronalowo-octanowym z dodatkiem 4% sacharozy na okres
1 godz. w temp. pokojowej. Nastgpnie szpik plukano w buforze weronalowo-octa-
nowym z 7% zawartoscig sacharozy, odwadniano w szeregu alkoholi etylowych
o wzrastajacych stezeniach i zatapiano w Eponie 812,

W celu wykazania aktywnosci mieloperoksydazy, tkanke utrwalano przez 2 godz.
w 1,5% roztworze aldehydu glutax“owego w buforze kakodylowym o pH 7,2, z dodat-
kiem 1% sacharozy, w temp. 0—+4°C. Po 2 godz. plukaniu w wyzej wymienionym
buforze, zawierajgcym 7% sacharozy, wykonywano reakcje z dwuaminobenzydyng
w obecnosci H;0,. Inkubacje przeprowadzano w ciggu 60 min. przy pH 7,0 w temp.
37°C. Do plynu inkubacyjnego dodawano 5% sacharozy oraz 1% dwumetylosulfo-
tienku, jako srodka ulatwiajgcego przenikanie substratéw przez blony cytoplazma-
tyczne komérek szpiku. Nastepnie material dotrwalano w 1% QsO4 i postepowano
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dalej tak samo, jak w przypadku przygotowywania tkanki do badan mcrfologicz-
nych. :

Skrawki krojono na ultramikrotomie Tesla BS-490, a preparaty ogladano i fo-
tografowano w mikroskopie elektrocnowym Tesla BS-613 (CSSR).

BADANIA WLASNE

Grupa ] doswiadczalna

Komork: szeregu rozwojowego granulecytow kwasochionnych nie wy-
kazywaly odchylen od normy. Obraz morfologiczny struktur wewngtrz-
komorkowych byl prawidlowy. Granulopoeza takze przebiegala podob-
nie, jak to obserwowano w badaniach wczesniejszych u szczuréw (8) w wa-~
runkach {fizjologicznych. W mieloblastach i promielocytach produkt reak-
cji z DAB wystgpowal w kanalach siatki endoplazmatycznej, strukturach
Golgiego oraz we wszystkich ziarnistosciach cytoplazmatycznych (ryec. 1).
W mielocytach pojawialy si¢ ziarnistosci, zawierajace rdzen (krystaloid),
w ktorych produkt reakcji cytochemicznej zlokalizowany byl w czesci
obwodowej, rdzen natomiast byl go pozbawiony (ryc. 2). W miare dal-
szego dojrzewania zwiekszala sie w komoérkach ilos¢ ziarnistoéci opatrzo-
nych rdzeniem i stanowily one zdecydowana wiekszos¢ w formach doj-
rzalych.

Grupa Il doswiadczalna

W szpiku szczurdw przewazaly mtlode i dojrzale granulocyty o pra-
widlowej budowie. Nieliczne mielocyty i bardziej od nich dojrzate for-
my zawieraly elektronowo jasne wakuole (ryc. 3). Na elektronogramach
z wykonang reakcja na obecno$¢ mieloperoksydazy (ryc. 4) mozna bylo
zauwazy¢ nieprawidlowy obraz ziarnistosci nie posiadajgcych rdzenia.
Zatracaly one swoje wyrazne kontury i przybieraly ksztalt nieregularny.
Niekiedy peroksydazo-dodatnia zawarto$é¢ ziarna byla oddzielona od ota-
czajacej ja blony waska, elektronowo jasna przestrzenig. Czasem row-
niez w obrebie wakuoli wystepowal material wykazujgcy obecnos¢ pro-
duktu reakeji z DAB.

Grupa Il dodwiadczalna

W licznych komérkach rozwijajacych sie granulocytéw kwasochlon-
nych obserwowano cechy réznigce je od tego samego typu komdérek uzy-
skanych ze szpiku szczuréw stanowigcych nasz punkt odniesienia. Do-
tyczyly one: zmniejszenia ilosci peroksydazo-dodatnich ziarnistosei, poz-
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bawionych rdzenia, oraz obecnosc: licznych i duzych, elektronowo jas-
nych wakuoli, wypelnionych bardzo zréznicowanym materialem. Byl on
drobnoziarnisty, gruboziarnisty, bloniasty, niekiedy omawiane wakuole
zawieraly liczne, drobne pecherzyki i przypominaly ciatka wielopeche-
rzykowe (ryc. 5). Na preparatach z wykonang reakcjg z DAB w obrebie
wakuoli znajdowal sie material wykazujgcy obecnos¢ produktu reakcji
(ryc. 6). W promielocytach i mielocytach wzrosla rowniez ilos¢ ziarni-
stosci, w ktérych ich peroksydazo-dodatnia zawarto$¢ oddzielona byla od
blony dos¢ szeroka, elektronowo jasng przestrzenig (ryc. 7). W niekto-
rych kemoérkach wystepowaly duze struktury mielinowe (ryc. 8). Ziar-
nistosci zawierajace rdzen, jak sie wydaje, wystepowaly w ilosci podob-
nej, jak w szpiku zwierzat nie zatruwanych 2,4-D (8).

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Granulocyty kwasochlonne czlowieka i wyzszych zwierzat zaangazo-
wane sa w pewne, specyficzne dla nich procesy. Stwierdzono wzrost ich
Jiczby w przebiegu niektorych schorzen pasozytniczych i alergicznych.
Szczegolne powinowactwo eozynofili do kompleksow antygen—przeciw-
cialo moze sugerowac¢ udzial tych krwinek w procesach immunologicz~
nych (5). Mann (13) wykazal zaleznos¢ funkcjonalna pomiedzy gra-
nulocytami kwasochlonnymi i komorkami tucznymi, polegajaca na fa-
gocytowaniu przez wyzej] wspomniane leukocyty ziarnisto$ci uwalnia-
nych z komoérek tucznych. Moze to wskazywa¢ — zdaniem aufora — na
udzial eozynofili badz w regulowaniu poziomu histaminy, badz tez w sty-
mulowaniu i réznicowaniu komérek tucznych.

Granulocyty kwasochlonne sg jednak podobne pod pewnym: wzgle-
dami do chojetnochlonnych. Wspoélnymi cechami obu rodzajow krwinek
jest na przykiad zdolnosé¢ poruszania sig, chemotaksja, zdolnos¢ do fago-
cytozy i wewnatrzkomoérkowego trawienia pochlonietego materiatu. Zdol-
no$¢ pochlaniania przez eozynofile egzogennego materialu oraz mozli-
wos¢ wykorzystania zawartosci ziarnistosei w procesie trawienia w obre-
bie wakuoli fagocytarnych, zostaly udokumentowane przez wielu auto-
row (5, €, 9, 17). Ta wspélna cecha funkcjonalna granulocytow kwaso-
chlonnych i obojetnochionnych znajduje swoje uzasadnienie w podobnyrc
wyposazeniu enzymatycznym ziarnistosci obu rodzajow krwinek. Takim
wspblnym enzymem, wykazanym réwniez i w naszych obserwacjach, jest
mieloperoksydaza, syntetyzowana juz w stadium promielocytow, zarow-
no przez eozynofile, jak i neutrofile. Mieloperoksydaza w polaczeniu
z H,0, i chlorowcopochodnymi (C1-, J~) wywiera efekt bakteriobojczy.
zarowno w granulocytach obojetncchlonnych (4, 10), jak i kwasochion-
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nych (3, 14). Wykorzystywana jest zatem w wakuolach fagocytarnych,
a dostaje sie do ich wnetrza poprzez fuzje blon wakuoli z btonami ota-
czajgeymi ziarnistosci. Oprocz tego enzymu w ziarnistoSciach ocbu rodza-
jow granulocytow wykryto obecnodé kwasnej fosfatazy, wyznacznika en-
zymoé6w lizosomalnych, oraz inne hydrolazy (1, 2, 11).

Wskazane wyzej podobienstwa funkcjonalne oraz obecno$é takich
samych bialek enzymatycznych, potwierdzone obserwacjami cytochemicz-
nymi w mikroskopie elektronowym, skionily wielu autoréw do badan
poréwnawcezych nad tymi rodzajami krwinek. Wyniki tych badan wy-
kazaly, ze eozynofile nie niszezg jednak pewnych mikroorganizméw (np.
Staphylococcus aureus) tak efektywnie, jak neutrofile, z powodu mniej-
szej zdolnosei fagoeytarnej (3). Ci sami autorzy wykazali réwniez réz-
nice funkcjonalne miedzy peroksydaza eozynofili i neutrofili. Cline
i wsp. (5) donoszg ¢ mniejszej zdolnosci granulocytow kwasochlonnych
do fagocytowania pewnych grzybdéw i niszczenia pochlonietych mikro-
organizmoéw. Wydaje sie zatem, Ze zaangazowanie w procesy fagocy-
tarne obu rodzajow granulocytéw, chociaz bardzo podobne, nie jest jed-
nak identyczne.

Badajge wplyw kwasu 2,4-dwuchloro{enocksyoctowego na proces pow-
stawania granulocytéw obojetnochlonnych szpiku szczura (12), stwier-
dziliSmy pojawianie sie wakuoli fagocytarnych w rozwijajacych sie ko-
moérkach tego rodzaju krwinek oraz udzial ziarnisto$ci peroksydazo-do-
datnich w trawieniu wewngtrzkomoérkowym. Podobne obrazy uzyskalis-
my réwniez w komodrkach szeregu rozwojowego granulocytéw kwaso-
chtonnych w przypadku ostrych zatru¢ herbicydem 2,4-D. Obecno$¢ wa-
kuoli fagocytarnych moina bylo zaobserwowa¢ w promielocytach, mie-
locytach i dojrzatych krwinkach, w tej grupie zwierzat, ktére otrzymy-
waly dawke 0,4 DL:. Po podaniu wiekszej dawki badanego preparatu
(DLisg) wzrosla ilo$¢ i wielko$¢ wakuoli. Wypelnione byly one materia-
lem ziarnistym, widknistym oraz zawieraty struktury mielinowe i drob-
ne pecherzyki. Wygladem swoim przypominaty lizosomy wtorne i ciata
resztkowe, bedace produktem lizosomalnego trawienia.

W procesy wewngtrzkomorkowego. trawienia, jak sie wydaje, sg za-
angazowane przede wszystkim peroksydazo-dodatnie ziaraistosei eozyno-
fili, pozbawione rdzenia. Obserwowano bowiem obecnos¢ wakuoli fago-
cytarnych w stadium promielocyta tzn. wtedy, kiedy komoérki jeszcze
nie wytwarzaly ziarnistosci specyficznych, opatrzonych rdzeniem. Poza
tym tylko ziarnistosci pozbawione rdzenia posiadaly czesto zmieniony
wyglad morfologiczny. W takich przypadkach przyjmowaly one niere-
gularny ksztalt oraz pojawiala sie, roznej wielkosci, elektronowo jasna
przestrzen, odgraniczajgca peroksydazo-dodatnia zawarto$é ziarna od ota-
czajacej je blony. W formach dojrzatych ponadto, mimo obecnosci licz-
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nych i duzych wakuoli fagocytarnych, ziarnistosci posiadajace rdzef,
a wigc specyficzne, wystepowaly dos¢ licznie. Degeneracje tylko ziarni-
stosci specyficznych obserwowali miedzy innymi Presently i wsp.
(16) u chorych leczonych solami zlota. Znane sy wiec przypadki, ze tyl-
ko jeden rodzaj ziarnistosci granulocytéw kwasochlonnych byl zmie-
niony.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze ostre zatru-
cie herbicydem 2,4-D powoduje zainicjowanie proceséw zwigzanych z fa-
gocytoza i trawieniem wewngtrzkomérkowym w rozwijajgeych sie i doj-
rzalych komérkach granulocytéw kwasochlonnych szpiku szczura.
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OBJASNIENIA RYCIN

Ryc. 1. Grupa I dos$wiadczalna. Mieloblast. Produkt reakcji z DAB obecny w ka-
natach siatki endoplazmatycznej i strukturach Golgiego. Pow. ok. 25 000X,

Ryc. 2. Grupa I doswiadczalna. Mielocyt. Produkt reakeji z DAB obecny w ziar-
nisto$ciach. W ziarnistosciach zawierajacych rdzen produkt reakcji wystepuje tylko
na obwodzie. Pow. ok. 25000 X.

Ryc. 3. Grupa II do$wiadczalna. Mielocyt. Pow. ok. 42 000X,
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Ryc. 4. Grupa II doswiadezalna. Mielocyt. W ziarnisto$ciach produkt reakcji
z DAB. Pow. ok. 25 000 X.

Ryc. 5. Grupa II1 doswiadczalna. Mielocyt {z lewej), metamielocyt (z prawej).
Pow. ok. 20 000X,

Ryc. 6. Grupa III doswiadczalna. Mielocyt. Produkt reakeji z DAB w obrebie
wakuoli fagocytarnych. Pow. ok. 20 000 X. '

Ryc. 7. Grupa III doswiadczalna. Mielocyt. W ziarnistofciach obecny produkt
reakeji z DAB. Pow. ok. 20 000 X.

Ryc. 8. Grupa IIl dos$wiadczalna. Mielocyt. Pow. ok. 33000X.

OBJASNIENIA SKROTOW

F — figury mielinowe V — wakuole
G — struktury Golgiego Z, — ziarnisto$ci pozbawione
M — mitochondria rdzenia
N — jadro komoérkowe Z, — ziarnisto$ci zawierajace
Re — retikulum rdzen
endoplazmatyczne
PE3IOME

TIpoaHanM3upPOBaH [pOLECC NOABJEHUA auMZOHUIBHBIX IDaHYJOHUTOB B KOCT-
HOM MO3Te KpBICEI BO BpEeMS OCTPOro OTpaBieHMA repObuumuaom 2,4-D. B pasBusaio-
WIMXCA M CO3PEBIUIMX KJeTkax obuapyskeHO HanuuMe MHOTOYMCIEHHBIX arouurap-
HBIX BaKyoJei. YKasplBaeT 3TO0 Ha HAYaJ0 NIPONECCOB, CBA3aHHBIX ¢ GaroUTO30M
M BHYTPMKIETOYHBIM muuIeBapeHueM. B mpejesax BaKyoJu O0HApDYIKEHO HaaMuue
MaTepuasa, NMPOABJAIOIIETO MNOJOXKUTENBHYI0 DeaKUMIO IIPU HaNM4MM MMEJONepPOKCHU-
Jas3pl. OTOT (PaKT, a TaKXKe M3MEHEHHbII MODPQOJIOTMUECKMIT BUA IEPOKCHIA30-II0JI0-
KUTENBHOM 3EPHUCTOCTH, JMINEHHOM CKOMJIEHUA TEMHOrO BEHIECTBa, MOXKET YKa3bl-
BaThb Ha Y4acTHe BbIIIEYINOMAHYTBIX OPraHeJI B NUIIEBAPUTENbLHLIX I[Iporeccax
B npezienax garonuTapHbIX BaKyoOJeln.

SUMMARY

Formation of eosinophiles in the marrow of the rat was analysed in acute
poisoning with herbicide 2,4-D. The presence of a large number of phagocytic
vacuoles was found in developing and mature cells. The appearance of the phago-
cytic vacuoles points out to an initiated process related both with phagocytosis
and intraeellular digestion. Within the area of the vacuoles the presence of myelo-
peroxidase was observed. Both the presence of myeloperoxidase as well as a chang-
ed morphological picture of peroxidaso-positive granules, without the core, can
suggest that the organelles take part in the digestion process within the phagocytic
vacuoles.

EXPLANATION TO FIGURES

Fig. 1. Experimental group I. A myeloblast. Peroxidase activity in the endo-
plasmic reticulum and the Golgi complex. Magn. 25 000X,
Fig. 2. Experimental group I. A myelocyte. Peroxidase activity in the granules.
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In the granules with the core peroxidase activity is observed only within the
granule except the core. Magn. 25 000X.

Fig. 3. Experimental group II. A myelocyte. Magn. 42 000X,

Fig. 4. Experimental group 1I. A myelocyte. Peroxidase activity in the gra-
nules. Magn. 25 000X,

Fig. 5. Experimental group III. A myelocyte (to the left), a metamyelocyte (to
the right). Magn. 20 000X,

Fig. 8. Experimental group III. A myelocyte. Peroxidase activity in the phago-
cytic vacuoles. Magn. 20 000X,

Fig. 7. Experimental group III. A myelocyte. Peroxidase activity in the granules,
Magn. 20 000 X.

Fig. 8. Experimental group III. A myelocyte. Magn. 33 000X,

EXPLANATION TO THE SYMBOLS

F — myelin figures Re — endoplasmic reticulum

G — Golgi complex V — vacuoles

M — mitochondria Z, — granules without the core
N — nucleus ' 2, — granules with the core















