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Wplyw Cyklofosfamidu na obraz cytochemiczny
granulocytéw obojetnochtonnych krwi obwodowej chorych na raka pluc
(carcinoma planoepitheliale)

Bausauue uukaodochamuia Ha UMTOXMMUUIECKYI0 KapPTUMHY HeATPOMUIbHBIX
TPaHYJIOUTOB NnepediepmnuecKorl KpoBM OONBHBIX PAKOM JETKUX
(carcinoma planocepitheliale)

The Influence of Cyclophosphamide on the Cytochemical Picture of the Neutrophils
in the Blood of Patients with Lung Carcinoma Planoepitheliale

Cyklofosfamid (CY) jest lekiem antymitotycznym z grupy zwigzkow
alkilujgcych. Podawany doustnie, dozylnie lub do jam ciala okazal sie
warto$ciowym 1 stosunkowo malo toksycznym preparatem stosowanym
w paliatywnym leczeniu raka sutka (3, 6, 17, 18, 19), raka pluc (7, 14),
ziarnicy zlosliwej (3, 20), szpiczakow (3), raka jajnika, miesaka limfatycz-
nego i siateczkowatego oraz innych schorzen nowotworowych (3). W or-
ganizmie przechodzi w aktywng cykliczng iminopochodna, ktéra hamuje
replikacje DNA i jego polimeryzacje (9). Uboczne dzialanie CY skierowa-
ne jest gtldwnie na szpik kostny. Ze sktadnikéw morfotycznych krwi obwo-
dowe]j szczegblnie wrazliwe okazaly sie granulocyty (3, 15). Lek ten po-
woduje leukopenie, czasem trombocytopenie (15). U 30% leczonych wy-
stepuje tysienie, u 15—20% zaburzenia ze strony przewodu pokarmowego
i ukladu moczowego (3). W zwigzku z tymi toksycznymi wlasciwosciami
Cyklofosfamidu wydato sie celowe prowadzenie obserwacji skutkéw dzia-
tania CY na obraz reakcji cytochemicznych w granulocytach obojetno-
chlonnych krwi obwodowej. Zagadnieniu temu poswiecono dotychczas



192 K. Czerny, M. Kalasiewicz, K. Janiszewska

niewiele badan, a wiadomo ze reakcje cytochemiczne sg morfologicznym
odzwierciedleniem stanu czynnosciowego komorki.

MATERIAL I METODY BADAN

Badaniem objeto 6 mezczyzn w wieku 42—77 lat (pacjenci Wojewddzkiego Szpi-
tala Onkologicznego w Lublinie), u ktérych rozpoznano pierwotnego raka piuc
o typie histologicznym carcinoma planoepitheliale. Chorzy o¢i nie byli uprzednio
poddawani leczeniu przeciwnowotworowemu. CY stosowano we wlewach dozylnych,
podajac jednorazowo dawke 30 mg/kg i nie przekraczajac 2000 mg. Krew obwodowg
do badan pobierano tuz przed wlewem kroplowym (I grupa), w 2 godz. po jego
zakonczeniu (I1 grupa) oraz po uplywie tygodnia (III grupa). Odczyny cytochemicz-
ne wykonywano na rozmazach nieutrwalonych i utrwalonych w parach formaliny.
Wykonywano nastepujace reakcje: 1) odczyn na aktywno$é dehydrogenazy burszty-
nianowej (16), 2) odczyn na aktywno$§é fosfatazy zasadowej (cyt. wg 11), 3) odczyn
na aktywno$§é fosfatazy kwasnej (4), 4) odczyn na aktywno$é esteraz niespecyficz-
nych (4), 5) reakcje PAS (13), 6) reakcje PAS-dimedon (21), 7) reakcje PAS-diastaza
(13), 8) oznaczanie lipidéw (cyt. wg 11), 9) reakcje Bracheta (13), 10) reakcje Feulgena
(13), 11) barwienie biekitem alcjanowym (13), 12) barwienie rywanolem (8). W dniu
dozylnego wlewu CY oraz po uplywie 1 tygodnia od chwili wlewu oznaczono ilo$-
ciowo zawarto§é we krwi krwinek bialych i w$réd nich procentows ilo§é granulo-
cytéw obojetnochtonnych.

WYNIKI BADAN

Grupa I (Badanie cytochemiczne granulocytow obojetnochlonnych
w rozmazach krwi pobranej przed wlewem dozylnym CY).

W cytoplazmie wiekszosci granulocytéw obojetnochtonnych stwierdzo-
no obecno$¢ dodatniege odczynu na aktywnosé dehydrogenazy burszty-
nianowej. Pozytywny byl rowniez wynik reakcji wykazujgcej aktywnos¢
fosfatazy zasadowej. Reakcje na aktywnosc fosfatazy kwasnej i esteraz
niespecyficznych byly stabo dodatnie lub ujemne. Komérki wykazywaly
w cytoplazmie duze nagromadzenie substancji PAS-pozytywnych, kté-
rych iloci zmniejszyla sie po hydrolizie przy pomocy diastazy. Cytoplaz-
ma granulocytéow barwila sie blekitem alcjanowym slabo, dyfuzyjnie.
Tylko pojedyncze komorki zawieraly nieliczne ziarenka sudanochlonne.
Jadra granulocytow obojetnochlonnych posiadaly po zabarwieniu wg me-
tody Feulgena zrgb prawidlowy, po zabarwieniu rywanolem obserwo-
wano z6ttopomaranczows intensywnga ich fluorescencje (ryc. 1). Pironino-
chlonnos¢ cytoplazmy byla mala, zmniejszata sie jeszcze (zanikala) po tra-
wieniu rybonukleazsg.

Grupa II (badanie cytochemiczne granulocytéw obojetnochlonnych
w rozmazach krwi pobranej w 2 godz. po wlewie dozylnym CY).

Odczyn cytochemiczny na aktywnos¢ dehydrogenazy bursztynianowej
mial charakter dyfuzyjny, w wielu komoérkach drobnoziarnisty. Nie
stwierdzono réznic w poréwnaniu z obrazami grupy I. Nie zauwazono
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w grupie I. Obrazy oglgdane po dzialaniu diastazy i zastosowaniju dime-
donu rowniez nie wykazywaly zmian w pordéwnaniu z grupg I. Odczyn
po zabarwieniu blekitem alcjanowym byl wzmozony. Granulocyty obo-
jetnochlonne nie zawieraly substancji sudanochlonnych. Jadra komér-
kowe badane przy pomocy reakcji wg Feulgena, barwione rywanolem
wg Grzyckiego i w odezynie wg Bracheta, nie réznily sie od jader
granulocytéw obojetnochtonnych poprzedniej grupy. Pironinochtonnos¢ cy-
toplazmy nie ulegla zmianie.

Grupa III (badanie cytochemiczne granulocytéw obojetnochtonnych
w rozmazach krwi pobranej po uplywie 1 tygodnia od chwili dozylnego
wlewu CY).

W cytoplazmie komoérek obserwowano znaczne zmniejszenie intensyw-
nosci odezynu na aktywnos¢ dehydrogenazy bursztynianowej. Czesto spo-
tykano komorki bez sladu aktywnosci enzymu (ryc. 2). Znacznemu osla-
bieniu ulegla aktywnos¢ fosfatazy zasadowej (ryc. 3). Natomiast wiele
granulocytow obojetnochlonnych wykazywato silny odezyn na aktywnosé
fosfatazy kwasnej. Aktywno$¢ esteraz niespecyficznych zmniejszyla sie
W poréwnaniu z poprzednimi grupami. Intensywnos$¢ odeczynu PAS w cy-
toplazmie byla réwniez obnizona (ryc. 4). Po hydrolizie przy pomocy
diastazy i po uzyciu dimedonu zabarwienie produktow reakeji PAS bylo
proporcjonalnie zmniejszone. Obserwowano silne zabarwienie cytoplaz-
my biekitem alcjanowym. Nie stwierdzono obecnosci ziaren sudanochlon-
nych w cytoplazmie. Zrgb jader granulocytow obojetnochlonnych barwit
sie podobnie jak w grupach I i II, nie zmienila sie rowniez ich fluores-
cencja. Obserwowano zmniejszong w poréwnaniu z grupa II intensywnosé
zabarwienia cytoplazmy granulocytéw obojetnochlonnych pironing.

Wyniki obliczen leukocytozy i procentowe oznaczanie ilosci granulo-
cytow obojetnochtonnych (formy jader segmentowane) przedstawiajg sie
nastepujgco: w dniu dozylnego wlewu CY (grupa I i II) u badanych
6 chorych stwierdzono leukocytoze 4800, 4600, 5000, 9800, 7400 i 4200.
W tej samej kolejnosci u badanych w tym dniu pacjentow procent gra-
nulocytéw obojetnochlonnych wynosit: 50, 53, 66, 54, 62 i 69. Po uplywie
1 tygodnia od chwili wlewu CY (grupa III) wyniki obliczen wynosily,
przy zachowaniu tej samej kolejnosci badanych przypadkoéw: leukocyto-
za — 4200, 3800, 400, 6800, 5200 4100; procent granulocytéw obojetno-
chionnych — 54, 56, 72, 70, 68, 70.

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Badania cytochemiczne zwrocily uwage na roznice w aktywnosci nie-
ktorych enzyméw w cytoplazmie granulocytéw obojetnochlonnych, poja-
wiajgce sie zwlaszcza po uplywie tygodnia od chwili dozylnego wlewu
Cyklofosfamidu. Obserwacje aktywnosci fosfatazy zasadowej byly przed-
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miotem zainteresowania wielu prac (m.in. 10, 11). Stwierdzono, ze gra-
nulocyty kwasochtonne i zasadochlonne nie wykazujg aktywnosci fosfata-
zy zasadowe]j. Rola tego niespecyficznego zespolu enzymatycznego w gra-
nulocytach obojetnochtonnych nie jest dotychczas dokladnie wyjasniona.
Prawdopodobnie fosfataza zasadowa bierze udzial w gospodarce weglowo-
danowe]j. Oznaczanie jej aktywno$ci ma zastosowanie jako test diagnos-
tyczny w hematologii, w réznicowaniu pomiedzy przewleklg biataczksg
szpikowa a innymi zespolami proliferacyjnymi. Wiele czynnikéw moze
wplywaé na zmiany aktywnosci fosfatazy zasadowej w granulocytach
obojetnochionnych (11). Stwierdzono m.in. wzrost aktywnosci fosfatazy
zasadowej w cytoplazmie po leczeniu bisulfanem, testosteronem, po sto-
sowaniu kortykosterydow i w przebiegu zakazen bakteryjnych. W obec-
nej pracy zauwazono, po uplywie 1 tygodnia od chwili dozylnego wlewu
CY, obnizenie aktywnosci fosfatazy zasadowej w wielu komoérkach. Ten
spadek aktywnosci fosfatazy zasadowej moze przemawiaé za zmniejsze-
niem intensywnosci metabolizmu weglowodanéw.

Wyniki badan aktywnosci fosfatazy kwasnej w komoérkach krwi, jak
podaje literatura (11), nie sg zgodne, zwlaszcza jesli chodzi o nasilenie
reakeji w poszczegdéinych komoérkach. Pomimo ze fosfataza kwasna ma
bardzo Scisty zwiagzek z fagocytoza, badanie jej aktywnosci nie jest bez-
posrednim wykladnikiem mozliwosci fagocytarnych komérki (11). W obec-
nej pracy zauwazono nieznaczny wzrost aktywnosci enzymu w III badanej
grupie, powiekszenie lizosoméw réwniez w niektérych granulocytach obo-
jetnochtonnych grupy II. Zjawisko to moze sie lgezy¢ raczej z czynnikami
uszkadzajgcymi komérke anizeli z nasileniem proceséw fagocytozy.

Dotychczas nie jest w pelni wyjasniona rola esteraz niespecyficznych
w komoérkach krwi. Twierdzono, ze zawierajg je tylko monocyty (49).
Aktywnosé esteraz niespecyficznych moze mie¢ zwigzek z procesami fa-
gocytozy (9). Jednak wyniki prac réznych autoréw sg czesto niezgodne
i uzaleznione od stosowanej metody badan. Nowsze prace (12) polecajg
dla diagnozy schorzen krwi badania aktywnosci m.in. esteraz niespecy-
ficznych. Przy stosowaniu jako substratu octanu a-naftylu wykazano do-
datni odczyn zaré6wno w granulocytach, jak i w agranulocytach. Stosujac
w obecnej pracy te metode cytochemiczng zauwazono juz po 2 godzinach
od chwili dozylnego wlewu CY zmniejszenie aktywnosci esteraz nie-
specyficznych w granulocytach obojetnochlonnych. Zjawisko to obserwo-
wano rowniez w III badanej grupie. By¢ moze, zgodnie z poprzednimi
doniesieniami (12), odczyn na esterazy niespecyficzne moze by¢ wskazi-
nikiem zmniejszenia intensywnosci metabolizmu komoérkowego bardziej
czulym niz inne metody cytochemiczne.

Wykladnikiem stanu czynnosciowego komoérek jest aktywnosé¢ dehy-
drogenazy bursztynianowej. Po tygodniu od chwili dozylnego wlewu CY
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aktywno$¢ dehydrogenazy bursztynianowej w cytoplazmie granulocytéow
obojetnochtonnych ulegla ostabieniu. Analizujgc to zjawisko w oparciu
o poprzednie prace (1, 2, 11), ostabienie aktywnosci dehydrogenazy bur-
sztynianowej moze by¢ uznane za dowo6d zmniejszenia intensywnosci pro-
cesOw oksydoredukecyjnych w komoérkach. Dehydrogenaza bursztyniano-
wa jest bardzo nietrwala i wrazliwa na wszelkie czynniki uszkadzajgce
komorke. W $wietle tego twierdzenia interesujgcy jest wynik zachowania
nie zmienionej aktywnosci dehydrogenazy bursztynianowej w granulo-
cytach grupy II, wtedy gdy aktywno$¢ esteraz niespecyficznych ulegla
juz zmniejszeniu.

Badania po zastosowaniu reakcji PAS, PAS-diastaza i PAS-dimedon
wykazaly w cytoplazmie granulocytéw obojetnochlonnych po tygodniu
od chwili dozylnego wlewu CY spadek intensywnosci reakeji PAS. Do-
tyczylo to zaréwno mukopolisacharydéw obojetnych, jak i zawartosci
glikogenu. Obserwowane zjawisko jest zgodne z poprzednimi doniesie-
niami (11). Zmniejszong zawartos¢ glikogenu mozna ttumaczy¢ mata syn-
tezg tego zwigzku w badanych warunkach. Natomiast duzg intensywnos¢
reakeji po barwieniu blekitem alcjanowym stwierdzono w wielu granu-
locytach obojetnochlonnych zwlaszeza grupy III. Zgodnie z jednoczesnym
zmniejszeniem intensywno$ci odezynéw na aktywnos¢ enzyméw, praw-
dopodobnie wystepuje mniejszy rozklad mukopolisacharydow kwasnych
lub zachodzg patologiczne zjawiska w metabolizmie cukrowcow i wieksze
nagromadzenie substancji barwigcych sie blekitem alcjanowym.

Ujemne wyniki barwienia lipidéw w cytoplazmie granulocytéw tlu-
maczy¢ mozna niewielkg rolg lipidow w gospodarce krwinek bialtych.
Przy pomocy metody stosowanej w obecnej pracy wykazano obecno$é
ziaren sudanochlonnych w nielicznych granulocytach obojetnochtonnych
grupy I. Nie stwierdzono pojawienia sie ziaren sudanochtonnych po do-
zylnym wlewie CY, pomimo Ze zwigkszona synteza lipidéw wigze sie
z degeneracjg komorki. O istnieniu degeneracji mozna mysle¢ biorac pod
uwage fakt wzrostu aktywnosci fosfatazy kwasnej przy jednoczesnym
zmniejszeniu aktywnosci fosfatazy zasadowej i dehydrogenazy burszty-
nianowej. Prawdopodobnie wiec, jes$li nawet zjawisko degeneracji wyste-
puje, to w malym stopniu i nie doprowadza do gromadzenia substancji
tluszezowych.

Cyklofosfamid w mechanizmie swego dzialania ma wptyw, jak wspo-
mniano w czeSci wstepnej pracy, na kwasy nukleinowe w komoérce. Ob-
serwacje prowadzone przy pomocy zastosowanych metod cytochemicz-
nych nie wykazaly istotnych réznic w jadrach granulocytéw obojetno-
chionnych badanych trzech grup. Zmniejszyla sie natomiast pironino-
chlonnos¢ cytoplazmy. Oslabienie reakeji (zanikajacej po hydrolizie przy
pomocy RNA-azy), wigze sie ze zmniejszeniem iloS§ci RNA i oslabieniem
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syntez bialkowych w cytoplazmie, co w warunkach obecnej pracy mozna
uzalezni¢ od wplywu CY. U wszystkich badanych chorych stwierdzono
przed leczeniem stan znacznego miejscowego zaawansowania nowotworu
z jednoczesnym do$¢ dobrym stanem ogoélnym i zadowalajacym obrazem
morfotycznym krwi obwodowej. Po uplywie tygodnia od chwili dozylnego
podania CY w ilo$ci 30 mg/kg c. ciala wystapil niewielki spadek ilosci
krwinek biatych. Stan ogdlny chorych nie pogorszyl sie. Obserwacje cy-
tocchemiczne po zastosowanej w obecnej pracy chemoterapii wykazaty
spadek intensywnosci metabolizmu w granulocytach obojetnochlonnych
po zastosowaniu masywnego wlewu dozylnego Cyklofosfamidu i prze-
prowadzone odczyny moga by¢ pomocne przy wczesnej ocenie stanu ko-
morek krwi. Zwlaszcza istotne znaczenie mogg mie¢ reakcje wykazujgce
aktywno$é enzyméw komorkowych — esteraz niespecyficznych, dehydro-
genazy bursztynianowej, fosfataz kwasnej i zasadowej.
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PE3IOME

Hejtrpohunbuble rpaHyJIouuThl nepecdepudyecKoit KpoBu OOJBHBIX carcinoma
planoepitheliale nerkux uccjaenoBajy NPU NOMOLUM HUTOXUMMHECKUX MeTOAOB. Boab-
Hble nogydanau 30 Mr/Kr Beca Tejla uMKIogocdamupy (OZHOKPATHOE BHYTPMBEHHO-
KarnejJbHOe BauAHue). Ma3KM KDPOBM OKPACHUAM PA3HBIMM IUTOXMMWYECKMMM METO-
namu. PesyJapTaTbl MCCIEAOBaHMI IIOATBEPIKAAIOT BausAinue ImKaodochaMuaa Ha Mme-
TaboJN3M JIeHIKOUUTOB.

SUMMARY

The meutrophils from circulating blood of patients with carcinoma planoepi-
theliae were studied by cytochemical techniques .The patients were treated by Cyc-
lophosphamide (a single iv. drip-infusion 30 mg/kg body weight). The smears
were stained with different cytochemical methods. The reaction results seem to
confirm the influence of Cyclophosphamide on the leucocyte metabolism.






