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Ultrastrukturalne i cytochemiczne badania komodrek szeregu rozwojowego
granulocytéw obojetnochlonnych po podaniu srodka-antagonisty
kwasu foliowego

VAbTPacTPYKTYPHbIE M UMTOXMMMYECKME MCCIeOBaHuA KJETOK TeHETMYecKOro pana
HENTPOUIBLHBIX TPAHYJOUMTOB I10CJ€ BBEJAEHMA IpenapaTa aHTarOHUCTa (OJIMEBOM
KHCJIOTBI

Ultrastructural and Cytochemical Studies of the Neutrophil Granulocyte Series after
the Administration of a Folic Acid Antagonist Compound

Srodki cytotoksyczne odgrywaja obecnie wazng role w leczeniu réz-
nych nowotworéw. Stworzyly one nowe mozliwosci postepowania lekar-
skiego i w niektérych przypadkach ich stosowanie stalo sie¢ podstawo-
wym sposobem leczenia. Dobér leku zastosowanego w okreS§lonym typie
nowotworu jest ustalony gléwnie na podstawie doswiadczenia kliniczne-
go. W przypadku tych nowotworéw, co do ktérych istnieje mozliwos¢ wy-
leczenia, wydaje sie usprawiedliwione stosowanie nawet wysokich dawek,
a w konsekwencji spowodowanie czestego wystepowania objawéw ubocz-
nych, zwigzanych z toksycznym dzialaniego danego specyfiku.

Do takich lek6éw nalezy Metotreksat. Jest on silnym antagonistg kwa-
su foliowego, a wiadomo, ze wlasnie kwas foliowy dziala stymulujaco na
czynno$¢ krwiotwoéreza. Mozna zatem przypuszczaé, ze brak tego kwasu
spowoduje zaburzenia w procesie hematopoezy. Poza tym Metotreksat na-
lezy do zwigzkéw, ktorych gléwne dzialanie toksyczne dotyczy szpiku.
Wydalo sie nam ciekawe przebadanie szeregu rozwojowego granulocytow
obojetnochlonnych po zastosowaniu tego $rodka u zwierzat w warunkach
doswiadczalnych.
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MATERIAL I METODYKA BADAN

Badania przeprowadzono na szczurach bialych, samcach, o ciezarze ciala ok.
250 g. Zwierzetom do§wiadczalnym podawano Metotreksat (firmy Lederle, USA)
w dawce 0,25 mg/kg c.c. jeden raz dziennie w ciggu 5 dni (grupa do§wiadczalna I)
i 7 dni (grupa doé§wiadczalna II). Dawke i okres podawania leku ustalono na pod-
stawie obserwacji wlasnych. Podawano szczurom Metotreksat i okreflano liczbe
krwinek bialych i plytek w krwi obwodowe]. Zaobserwowano zauwazalny spadek
ilosci krwinek bialych i plytek po 3 dniach stosowania leku. Po 10 dniach podawania
preparatu zwierzeta ginely wér6d objawéw toksycznych (biegunka, skaza krwotocz-
na), a w badaniach szpiku stwierdzono tzw. szpik ,,pusty”, z pojedynczymi elemen-
tami szeregu granulocytarnego, Biorge pod uwage powyzsze, uznali§my za najbar-
dziej korzystny do badan okres 51 7 dni stosowania leku.

Badania prowadzono na szpiku pobieranym z ko$ci udowej. Material do badan
w mikroskopie elektronowym przygotowywany byt w sposéb typowy. Badania ultra-
strukturalne szeregu rozwojowego granulocytéw obojetnochlonnych uzupelniliSémy
prowadzonymi w mikroskopie elektronowym obserwacjami cytochemicznymi, okre§-
lajacymi zachowanie sie aktywnoéci fosfatazy kwasnej i peroksydazy. Kwasng fos-
fataze wykrywano wg metody Gomoriego (2), a aktywno§é peroksydazy wyka-
zywano wg Novikoffa (5. Skrawki sporzgdzano przy uzyciu ultramikrotomu
Tesla BS 490 A, preparaty ogladano i fotografowano w mikroskopie elektronowym
Tesla BS 613.

Poprzednio przeSledziliSmy u szczuréw budowe ultrastrukturalng szeregu rozwo-
jowego granulocytéw obojetnochionnych oraz okrefliliSmy zachowanie sie aktyw-
noSci kwasnej fosfatazy i peroksydazy w poszczegbélnych formach rozwojowych tych
komérek w warunkach fizjologicznych (3). Wyniki uzyskane w obecnych badaniach
eksperymentalnych byly por6wnywane z tym prawidlowym modelem,

BADANIA WLASNE
Grupa doswiadczalna l

W wielu komoérkach wszystkich stadiéw rozwojowych granulocytéw
obojetnochtonnych obserwowano nieregularny ksztalt jader komérko-
wych, spowodowany glebokimi wpukleniami blony jadrowej w obreb
karioplazmy. Glebokos$é tych wpuklen sprawiala niekiedy wrazenie pta-
towatosci jgdra, obserwowanej juz nawet w stadium meloblasta (ryc. 1).
Oprocz takich jader spotykano roéwniez we wczesnych stadiach rozwo-
jowych jadra ksztaltu podkowiastego, co w warunkach fizjologicznych wy-
stepuje dopiero u metamielocytow.

We wszystkich przypadkach zmianom ksztattu jagder komoérkowych to-
warzyszylo wyrazne zmniejszenie ich gestosci elektronowej, niekiedy tak
znaczne, Ze sprawialy one wrazenie elektronowo ,,pustych”. W zwigzku
z tym nie obserwowano tez brzeznych skupien chromatyny jadrowej, po-
jawiajacych sie normalnie juz od stadium promielocyta (ryc. 2). W obre-
bie cytoplazmy i umieszczonych w niej struktur komérkowych w komoér-
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kach szeregu rozwojowego granulocytéw obojetnochtonnych tej grupy do-
Swiadczalnej nie stwierdzono zmian w poréwnaniu z warunkami fizjolo-
gicznymi. Dotyczy to réwniez obecnosci, lokalizacji 1 intensywnoéci wyko-
nanych odezyndéw cytochemicznych dla wykazania peroksydazy i kwasnej
fosfatazy.

Grupa doswiadczalna II

Ultrastrukturalny obraz jader komérkowych wszystkich form rozwo-
jowych granulocytéw obojetnochtonnych byl podobny jak w poprzednio
opisanej grupie, dotyczy! jednak wiekszej ilosci ogladanych komoérek.
Zmianom w jgdrze komérkowym niekiedy towarzyszyly zmiany w obrg-
bie cytoplazmy. Dotyczylo to gléwnie dojrzatych form badanych komo-
rek. W pordéwnaniu z prawidlowym dojrzalym granulocytem obojetno-
chlonnym w krwinkach tych obecnie opisywanej grupy doswiadczalnej
zwracaly uwage wyraznie zaznaczone blony struktur Golgiego, zmniej-
szona ilos¢ typowych ziarnisto$ci pierwszo- i drugorzedowych (ryc. 3)
oraz pojawienie sie twordow lizosomopodobnych (ryc. 4).

W obserwacjach cytochemicznych prowadzonych w tej grupie zwie-
rzat w por6éwnaniu z warunkami prawidlowymi stwierdzono wyraine
oslabienie aktywnosci peroksydazy, a niekiedy nawet brak odczynu w
otoczce jadrowej i blonach gladkich mieloblastéw i promielocytéw (ryc. 5).

Odczyn specyficzny dla fosfatazy kwasnej wystepowal glownie w
strukturach, ktére odpowiadaly lizosomom wtérnym (ryc. 4) i w blonach
gladkich struktur Golgiego (ryc. 6), natomiast bardzo rzadko stwierdzalo
sie jego obecnos¢ w ziarnistosciach, co ma miejsce w warunkach fizjolo-
gicznych i dotyczy niektérych ziarnistosci pierwszorzedowych.

OMOWIENIE WYNIKOW

Kwas foliowy uzyskiwany z pokarmdéw zapoczatkowuje bardzo waine
procesy biochemiczne. W procesach tych jest on zasadniczym czynnikiem
dla syntezy puryn. Pierwszym etapem jest enzymatyczna redukcja kwa-
su foliowego do kwasu dwuhydrofoliowego, ktory nastepnie zostaje dalej
zredukowany enzymatycznie do kwasu tréjhydrofoliowego. Metotreksat
wigze sie bardzo silnie z enzymem reduktazg dwuhydrofoliowy. Wigzanie
to powstrzymuje redukcje kwasu foliowego i na tej drodze zostaje zablo-
kowana przemiana w kwas tréjhydrofoliowy. Ten zwigzek (je$li synteza
jego nie jest zaburzona) moze uzyskaé¢ dodatkowy atom wegla (w postaci
grupy formylowej), ktéry z kolei moze zosta¢ przesuniety z kwasu troj-
hydrofoliowego do wymagajacego metylacji metabolitu. Jednym z przy-
kladéw jest metylacja kwasu urydylowego do kwasu tymidylowego, kto-
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ry jest waznym skladnikiem kwasu nukleinowego. Grupa formylowa mo-
ze byé takze przenoszona z kwasu trojchlorofoliowego do rybotydu ami-
noimidazolu karboksyamidowego, dajac zwigzek formylowy, ktéry jest
prekursorem puryny (1). Wynika z tego, jak bardzo istotna jest rola kwa-
su tréjhydrofoliowego dla procesu przemian. Mozna zatem przypuszczaé,
ze brak tego kwasu spowoduje powazne zaburzenia, ktére mogg znalezé
odbicie w syntezie kwaséw nukleinowych.

W naszych obserwacjach stwierdziliSmy zmiany ksztaltu jader komoér-
kowych na poszczegbélnych etapach powstawania granulocytéw obojetno-
chltonnych. Pofaldowanie obryséw jgdra zwykle przemawia za wzmoze-
niem wymiany jadrowo-cytoplazmatycznej, co w tym konkretnym przy-
padku moze dotyczy¢ wlasnie kwaséw nukleinowych, ktérych niedobér
w cytoplazmie powaznie hamowal synteze bialek, koniecznych do wytwo-
rzenia struktur wewnatrzkomérkowych.

O zaburzeniu w syntezie kwasé6w nukleinowych mozna sadzi¢ takze
na podstawie ultrastruktury jader analizowanych komoérek. Wydaje sig,
ze bardzo mala gesto$é elektronowa karioplazmy i brak skupien chroma-
tyny jadrowej nasuwajg to przypuszczenie. Trudno jednak wypowiadaé
sie¢ w spos6bb bardziej wigzgcy bez wykonania reakcji specyficznych dla
RNA i DNA. Nie posiadaliSmy jednak mozliwosci przeprowadzenia tych
badan w mikroskopie elektronowym, a obserwacje w mikroskopie $wietl-
nym bedg wykonane w przyszlosci, w ramach planowanych innych badan
tych komérek.

W obserwacjach struktur cytoplazmatycznych w wyniku wykonanego
do$wiadczenia stwierdziliSmy w dojrzalych granulocytach obojetnochlon-
nych dobrze rozwiniete struktury Golgiego, a znacznie zmniejszong ilosé
ziarnistosci charakterystycznych dla tych komoérek. Poprzednie nasze ba-
dania (3) wykazaly, ze w tych komérkach ziarnistosci pierwszo- i drugo-
rzedowe sg bardzo liczne i wypelniajg calg komorke, a struktury Golgie-
go nie s3 juz na tym etapie rozwoju krwinki tak wyrazne. Mozna wigc
sadzi¢, ze podawanie zwierzetom doswiadczalnym antagonisty kwasu fo-
liowego, jakim jest Metotreksat, powoduje zahamowanie procesu wytwa-
rzania ziarnisto$ci i opéznione ich powstawanie w stosunku do procesu
dojrzewania komorki.

Cytochemiczne badania ziarnistosci pierwszorzedowych granulocytow
obojetnochlonnych szczura w mikroskopie elektronowym (6) wykazaly, ze
niektére z tych ziaren posiadajg w swym wyposazeniu enzymatycznym
obok innych enzyméw takie kwasng fosfataze. Nasze wlasne badania w
tym zakresie, wykonane wczesniej (4), pozwolily przyja¢ hipoteze, ze
wszystkie te ziarnistosci pierwszorzedowe, w ktoérych stwierdza sie obec-
nos¢ kwasnej fosfatazy (bez wzgledu na obecno$¢ innych enzyméw) moz-
na zaliczy¢ do grupy lizosoméw, Nalezy je jednak okresli¢ jako lizosomy
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pierwotne, nie zaangazowane w procesy trawienia. Zakladajgc te hipoteze
w obecnych badaniach, mozna przyjaé, ze ilosé lizosoméw pierwotnych
w dojrzalych komoérkach byla zmniejszona, gdyz stwierdzono mala ilos¢
ziarnistosci pierwszorzedowych z obecnoscig produktu reakeji na kwasng
fosfataze. Stwierdzono natomiast obecno$¢ duzych struktur, otoczonych
pojedynczg blong, zawierajgcych kwasng fosfataze, posiadajgcych niejed-
norodng strukture wewnetrzng i odpowiadajacych typowym lizosomom
wtérnym, nie spotykanym u tych komérek w warunkach fizjologicznych.
Wydaje sie wiec prawdopodobne, ze lizosomy pierwotne wlgczone zostaly
w trawienie wewnatrzkomoérkowe w wyniku narastania proceséw kata-
bolicznych. Procesy te osiagnely przewage nad anabolicznymi ze wzgledu
na weczesniej wspomniane zaburzenia w syntezie kwasoéw nukleinowych,
a w nastepstwie — takzie bialek.
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PE3IOME

donmeBad KHCJIOTA CTYMYJIMUPYET IpOHecc reMaTonossa. IIoiONBITHBIM KMBOTHBIM
BBOAUNCcA npenapat ,Metotreksat” (mapru Lederle, CIIIA) ABAAIOMIMIACA AHTATOHM~-
CTOM 9TOM KMCJIOTBL. B KIIeTKaX reHeTH4YeCcKOro pPAja HEeNTPOPUIbHBIX TPAaHYJIOLUUTOR
obHapyXeHb! M3MEHEHMA B YJIbTPACTPYKTypPe KJETOYHBLIX fAZep, a TaKiKe M3MEHEeHUA
B MODPMOJOTUHECKON M UMTOXVMMMYECKOM KapTUHAX LUTOILIAZMATHUYECKUX CTPYKTYP.
OTu M3MeHEeHMsT MOTYT CBUAETENLCTBOBATL O PACCTPOICTBAX CHHTE3a HYKJEMHOBOHI
KMCJIOTBI, a TaK¥Ke O yCuJeHuu KataboJauuecKux NpOecCcOB B MUCCIEAYEMBIX KJeTKax.

SUMMARY

The process of haematopoesis is stimulated by folic acid. The animals used
in the experiment were given a “Metotreksat” preparation (by Lederle, USA) which
is an antagonist of this acid. Changes were found to occur in the ultrastructure of
cell nucleus in neutrophil granulocyte series, as well as in morphological and cyto-
chemical picture of cytoplasmatic structures. These changes may show that there
are disturbances in the synthesis of nucleic acids and an increase in catabolic pro-
cesses in the cells under investigation.

3 Annales, sectio D, vol, XXXIIL






