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Ocena charakteru zmian rozwijajacych sie granulocytow
obojetnochlonnych szpiku szczura bialego w zatruciu karbarylem. Czes¢ 11

Ouenka XxapakTepa WM3MEHEeHMII B Da3BMBAKIOUXCA HEMTPOMUIBHBIX TPaHyJIOMMUTaAX
KOCTHOTO Mo3ra 6enoit Kpeics! ITpyu orpasienuu Kapbapunom. Yacrte 11

Evaluation of the Nature of Changes in Developing Neutrophils in Bone Marrow
of the White Rat in Carbary!l Intoxication. Part II

Insektycydy karbaminianowe nalezg do tych srodkéw ochrony roslin, ktorych
toksycznos$¢ okreslana jest jako mala. W szeregu prac doswiadczalnych wykazano
jednak ich negatywny wplyw na strukture i funkcje roéznych narzadéw i tkanek
@3, 4, 5).

We weczesniejszych badaniach (4) stwierdzono, ze karbaryl (zwigzek
nalezgcy do grupy insektycydéw karbaminianowych) zaburza strukture
i funkcje komoérek szeregu rozwojowego granulocytow obojetnochlon-
nych. Wydawatlo sie, ze stwierdzone woéwczas zmiany mialy charakter
odwracalny. W zwigzku z tym postanowiono okre$li¢ czas cofania sie
zmian wyweclanych wplywem karbarylu na granulocyty obojetnochlonne
szpiku szczura bialego w zalezno$ci od dawki i czasu podawania pre-
paratu.

MATERIAL 1 METODYKA BADAN

Badania przeprowadzono na szczurach bialtych, samicach, hodowli wlasnej, o c.c.
150—200 g. Wsréd zwierzat wyodrebniono 4 grupy doswiadczalne, po 30 zwierzat
w kazdej. Karbaryl w postaci emulsji podawano szczurom dozolgdkowo przy po-
mocy sondy w nastepujgcych dawkach:
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jednorazowo: 0,2 DLy, — grupa 1 doswiadczalna, 0,5 DLy, — grupa II doswiad-
czalna, 1 DLy, — grupa III doswiadczalna,

oraz 30-krotnie: 0,05 DLy, — grupa IV doswiadczalna.

Jak wspomniano wyzej, obecne badania sg kontynuacjag wczeSniej prowadzo-
nych doswiadczen, cho¢ w ukladzie grup doswiadczalnych wprowadzono pewne
Zmiany.

Poniewaz wczesniej wykazano, ze jednorazowe podanie karbarylu w wysokosci
0,1 DL, oraz 30-krotne w wysokosci 0,025 DLg,, nie powodowalo odchylerr od nor-
my w rozwijajacych sie granulocytach obojetnochionnych, dawki te wykluczono
z aktualnych do$wiadczen. Wprowadzono natomiast dodatkowg dawke 0,2 DLg,, jako
posrednig pomiedzy 0,1 DL;, nie powodujacg zmian, a 0,5 DLg;, po ktérej podaniu
zmiany submikroskopowe byly juz wyraznie zaznaczone.

Prowadzono badania morfologiczne i histochemiczne, wykonujac reakcje z dwu-
aminobenzydyng (DAB) na obecnos$¢ mieloperoksydazy. Szpik z kosci udowych po-
bierano w narkozie eterowej po uplywie 3, 7, 10, 14 i 17 dni od podania jednorazo-
wej dawki badz ostatniej w przypadku podan wielokrotnych, az do uzyskania pra-
widlowych i powtarzalnych obrazéw poszczegbdlnych form rozwojowych granulocy-
téw obhojetnochtonnych. W poszczegélnych grupach doSwiadczalnych pobierano wiec
materiat w odstepach 3—4-dniowych. Uzyskanie prawidlowych obrazéw rozwijajg-
cych sie komoérek szeregu granulocytarnego, zaréwno w badaniach morfologicznych
jak i histochemicznych, przyjeto jako czas cofania sie zmian.

W celu potwierdzenia uzyskanych wynikow we wszystkich ‘grupach doswiad-
czalnych prowadzono jeszcze obserwacje szpiku po 3 dniach od czasu, w ktorym
juz zmian nie stwierdzono. Uzyskanie prawidiowych obrazow komorek bylo po-
twierdzeniem wilasciwego wyboru czasu cofania sie zmian w badanym materiale.

Sposoéb przygotowywania materialu do badan morfologicznych i histochemicz-
nych zostal dokladnie opisany w czesci I (1).

OMOWIENIE WYNIKOW

Celem aktualnych badan byla ocena szybkosci cofania sie zmian w
ukladzie krwiotworczym spowodowanych podawaniem karbarylu, w za-
leznosci od uzytej dawki, przy zachowaniu zastosowanych w poprzed-
nich badaniach warunkéw podawania preparatu. W kazdej grupie do-
$wiadczalnej dgzono wiec do uzyskania prawidlowych obrazéw badanych
komorek. Taki kierunek prowadzenia obserwacji zmusil nas do nieco
innej (niz zwykle przyjmowana) formy przedstawienia uzyskanych wy-
niko6w. Punktem odniesienia sg bowiem uprzednio wykazane odchylenia
od normy w badanym materiale, opisane w kazdej z utworzonych grup
doswiadczalnych. W tym miejscu podajemy zatem ogdlng charakterysty-
ke tych zmian, w kwestiach szczegélowych odsylajac czytelnika do cze-
sci I (1). Wykazano w niej, ze karbaryl powoduje szereg zmian morfolo-
gicznych oraz histochemicznych dotyczgeych aktywnosci i rozmieszeze-
nia mieloperoksydazy w ziarnisto$ciach cytoplazmatycznych.

Dowodem zaburzen w syntezie i rozmieszczeniu mieloperoksydazy,
byt staby odczyn na ten enzym w ziarnistosciach I-rzedowych granulo-
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cytow, ktore sg jej magazynem oraz w elementach komérkowych zaan-
gazowanych w jej wytwarzanie, takich jak: siatka Srodplazmatyczna,
otoczka jadrowa i struktury Golgiego. Cze$e¢ ziarnistoSci posiadala pro-
dukt reakeji z DAB jedynie na obwodzie, co takie bylo dowodem na
obnizong w pordéwnaniu z normg ilo$¢ enzymu. Ponadto spotykano ko-
morki zawierajace znacznie mniejszg niz w kontroli ilos¢ ziarnistosci
I-rzedowych. Tego rodzaju zmiany dotyczyly glownie promielocytow jako
form, w ktérych zachodzi synteza ziarnistosci I-rzedowych.

W odniesieniu do ziarnistosci II-rzedowych, nie zawierajacych mie-
loperoksydazy i syntetyzowanych w stadium mielocytu, wykazano wy-
razne zmniejszenie ich ilosci, co moze Swiadezy¢ o zaburzeniu syntezy nie
tylko mieloperoksydazy, ale i innych biatek enzymatycznych, wystepu-
jacych zwykle w ziarnisto$Sciach II-rzedowych. Stwierdzono réwniez dzia-
lanie karbarylu na blony komoérkowe i bloniaste struktury wewnagtrzko-
moérkowe. Przejawialo sie ono zwiekszonym, wzajemnym przyleganiem
komorek, a nawet czeSciowym uszkodzeniem i zmiang wlasciwosci bion
komorkowych. Wowcezas w przestrzeniach miedzykomérkowych widoczne
byly twory bloniaste lub mielinowe. Struktury mielinowe spotykano tak-
ze w obrebie mitochondriow, siatki srédplazmatycznej i strefy Golgiego.
Cze$¢ mitochondridw wykazywala cechy obrzmienia. Zaznaczy¢ nalezy,
ze oméwione zmiany mialy ten sam charakter we wszystkich grupach
doswiadczalnych, niezaleznie od zastosowanej dawki preparatu. Jej wyso-
kos¢ wplywala natomiast na stopien ich nasilenia, tzn. na natezenie
zmian w obrebie komoérki oraz na ilos¢ komérek zmienionych.

W tym aspekcie stwierdzono, ze najmniejsze dawki jednorazowe kar-
baryiu nie powodowaly istotnych zmian w rozwijajacych sie komoérkach
granulocytow obojetnochlonnych szpiku szczura, pobranego po uplywie
24 godz. od podania preparatu. W niektérych promielocytach obserwo-
wano jedynie zmniejszenie ilosci produktu reakcji z DAB w otoczce ja-
crowej, kanatach siatki $rédplazmatycznej oraz strukturach Golgiego.
Konsekwencjag tego bylo prawdopodobnie zmniejszenie ilosci mieloper-
oksydazy w ziarnistoSciach I-rzedowych i charakterystyczna w takich
przypadkach obwodowa lokalizacja produktu reakcji z DAB w obrebie
ziaren. Ilos¢ ziarnisto$ci I-rzedowych nie wykazywala istotnych odchy-
len od normy, za$s ilos¢ ziarnistosci II-rzedowych w mielocytach i meta-
mielocytach wydawala sie nieco mniejsza niz w komoérkach grupy kon-
trolnej. Nie stwierdzono w tej grupie zmian w budowie organelli ko-
moérkowych oraz zaburzen w strukturze bton komérkowych.

Po zastosowaniu wyzszych jednorazowych dawek preparatu, tj.
0,5 DLg i DLsg, a takze po 30-krotnym podaniu karbarylu w dawce
0,05 DLj, zmiany byly bardziej nasilone. Poza wyzej wymienionymi
dotyczyly one obnizenia ilo$ci ziarnistosci I- i II-rzedowych oraz zaburzen
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w strukturze blon komoérkowych i systeméw bloniastych wewnatrzko-
morkowych.

Analizujge uzyskane wyniki, nalezy wzigé pod uwage, ze komoérki
szpiku szybko przechodzg z jednego stadium rozwojowego w nastepne.
Wyniki badan izotopowych (2) co do czasu zycia poszczegélnych form
rozwojowych neutrofili pozwalaja sadzi¢, ze jesli bodziec toksyczny za-
dzialal na komorke w stadium promielocyta, to po 3 dniach tenze pro-
mielocyt obserwowany juz bedzie w stadium mielocyta. Po 7 i 10 dniach
ulegnie on przeksztalceniu w metamielocyt lub granulocyt o jadrze plato-
watym, a po 14 dniach wspomniany wyzej promielocyt powinien juz jako
dojrzaly granulocyt przej$¢ do krazenia obwodowego. W zwigzku z tym
obserwacje dotyczy¢ beda nowej generacji komoérek.

W badaniach wykazano, ze w przypadku jednorazowej dawki karba-
ryle — 0,2 DLs, zdecydowana wiekszo$é komoérek badanego szeregu gra-
nulocytarnego miala budowe prawidlowsg po 7 dniach od czasu podania
preparatu. Po uplywie 3 dni w szpiku zwierzat do$wiadczalnych mozna
bylo obserwowac jeszcze promielocyty odbiegajgce od normy, tzn. wy-
kazujgce zmniejszenie ilosci produktu reakeji z DAB w strukturach bio-
rgcych udzial w syntezie biatka (ryc. 1). Mielocyty i metamielocyty byly
rowniez zmienione i posiadaly mniejszg niz w kontroli ilosé¢ ziarnistosci
II-rzedowych (ryc. 2). Komorki dojrzale zawieraty prawidiowg ilo$¢ ziar-
nistosci I-rzedowych, réwnomiernie peroksydazododatnich.

Wydaje sie zatem, ze promielocyty, ktére wykazywaly oslabienie syn-
tezy mieloperoksydazy i, co'sie z tym wigze, mniejszg ilo$¢ produktu
reakeji z DAB w obrebie ziaren, nie zdolaly sie jeszcze przeksztalcic¢
w formy dojrzale. Zmniejszona ilo§¢ ziarnistosci I- i II-rzedowych w nie-
ktérych metamielocytach i dojrzewajacych granulocytach mogtaby wska-
zywa¢, ze pochodzg one z mielocytéw, ktore byly narazone na dzialanie
karbarylu.

Po 7 dniach wszystkie promielocyty (ryc. 3) i mielocyty (ryc. 4) wy-
kazywaly budowe nie zmieniong oraz prawidlows ilo$é produktu reakcji
z DAB w strukturach komoérkowych i ziarnistoSciach I-rzedowych,
a takze prawidiowsg ilos¢ ziarnistosci obu typow. Niektore komorki doj-
rzale wykazywaly mniejsza zawarto$c ziarnistosci II-rzedowych oraz
zmienione ziarnistosci I-rzedowe (ryc. 5). Naszym zdaniem, nieprawidlo-
wosci te nie byly jednak bezposrednig konsekwencjg dzialania karbarylu
na te wlasnie komérki. Wynikaly prawdopodobnie z tego, ze te komoérki
dojrzale pochodzily ze zmienionych w wyniku eksperymentu promielo-
cytow i mielocytow. Dlatego tez, mimo obecnosci niektérych zmienio-
nych komoérek dojrzatych, za okres cofania sie zmian w tej grupie do-
$wiadczalnej przyjmujemy 7 dni. Uzasadniamy to przede wszystkim pra-
widlowg budowg miodych form rozwojowych.
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Po jednorazowym podaniu karbarylu w dawkach 0,5 DLs; i DLsp, sub-
mikroskopowy obraz komoérek badanego szeregu rozwojowego granulo-
cytow odpowiadal normie po uptywie 14 dni od jego podania.

Po 3, 7, 10 dniach obserwowano jeszcze mlode formy rozwojowe z mor-
fologicznymi wykladnikami zaburzonej granulogenezy (ryc. 6, 7, 8). Tak-
ze ilo$¢ ziarnistosci cytoplazmatycznych w komérkach byta obnizona
(ryc. 6, 7). Obraz mitochondriéw, ktére po 24 godz. od podania prepara-
tu wykazywaly cechy obrzmienia, wracal juz po uptywie 3 dni do normy.
Struktury mielinowe, cho¢ w ilosci znacznie mniejszej jak to obserwo-
wano po 24 godz., spotykano jeszcze zaré6wno po 3 dniach (ryc. 6), jak
i po 7 (ryc. 7) oraz 10 (ryc. 8). Po 14 dniach nie stwierdzano juz obec-
nosci tych struktur oraz nie obserwowano zaburzen w granulogenezie
i w ilosci ziarnistosci cytoplazmatycznych w komérkach szeregu rozwo-
jowego od mieloblasta poczawszy do mielocyta — co przyjeto za kry-
terium cofania sie zmian. Wiekszos¢ komorek dojrzalych miata budowe
prawidlowg (ryc. 9). Jedynie nieliczne dojrzale granulocyty obojetno-
chionne byly zmienione (ryc. 10). Sgdzimy jednak, ze podobnie jak w
przypadku dawki 0,2 DLg,, pochodzily one z tych najmlodszych form roz-
wojowych, ktore jako takie ulegly uszkodzeniu pod wplywem dzialania
karbarylu. Zgodnie z tym dla jednorazowych dawek karbarylu — 0,5 DL;,
1 DLg czas cofania sie zmian okreslono na 14 dni od chwili podania
preparatu.

Okreslajgc czas cofania sie zmian, nie wykazaliSmy istotnych roéznic
miedzy jednorazowym podaniem wyzszej dawki (0,5 DLs czy DLsg) a 30-
-krotnym podaniem dawki mniejszej (0,05 DLsy), co obrazujg ryc. 11
1 12. W tym ostatnim przypadku czas ten okreslono réwniez na 14 dni.

Na podstawie danych z pismiennictwa (2) wiadomo, ze czas powsta-
wania dojrzalych granulocytéw obojetnochlonnych z mieloblastow zna-
kowanych ?H-tymidyng wynosi ok. 12—13 dni. W zwigzku z tym w czasie
30-krotnego podawania karbarylu dwie pule rozwijajacych sie komorek
opuszczaja szpik i dostajg sie do krwiobiegu. Pobierajagc material po
3 dniach od podania ostatniej dawki obserwowane sg wiec komoérki, kto-
re jedynie przez okres 4—6 dni w czasie swojego rozwoju narazone byly
na dzialanie preparatu. Po 14 dniach analizujemy juz zupelnie nowg ge-
neracje, ktéra w okresie przemian rozwojowych i dojrzewania nie znaj-
dowata sie pod jego wplywem.

Poniewaz w komérkach szeregu rozwojowego po uplywie 14 dni nie
stwierdzono odchylen od normy, mozna na tej podstawie wnioskowaé, ze
karbaryl nie uszkadza komérek zapasowych, a dziala jedynie na komér-
ki rozwijajace sie.
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Wnioski

1. Przy jednorazowych podaniach karbarylu stwierdzono zaleznosc
miedzy wysokoscia dawki a czasem cofania sie zmian w rozwijajacych
sie komorkach szeregu granulocytéw obojetnochlonnych szpiku szezura.

2. Czas cofania sie zmian dla dawki 0,2 DLs, okreslono na 7 dni, a dla
dawek 0,5 DLj, i DL5; na 14 dni od momentu podania preparatu.

3. Nie stwierdzono roznic w szybkosci cofania sie¢ zmian spowodowa-
nych wysokimi dawkami jednorazowymi (0,6 DLj, i DLso) a 30-krotnymi
dawkami matymi (0,05 DLs).

4. Czas cofania sie zmian dla 30-krotnej dawki 0,05 DLs, okreslono
na 14 dni od podania preparatu.

9. Na podstawie uzyskanych informacji mozna sadzi¢, ze karbaryl po-
woduje zmiany w rozwijajgcych sie komoérkach szeregu rozwojowego
granulocytéw obojetnochionnych, natomiast nie wywiera wplywu na ko-
morki zapasowe.
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OBJASNIENIA RYCIN

Ryc. 1. Promieiocyt. 3 dni po podaniu 1X0,2 DL;, karbarylu. Reakcja z DAB.
Pow. ok. 25 000 X.

Ryc. 2. Mielocyt. 3 dni po podaniu 1X0,2 DLy, karbarylu. Reakcja z DAB. Pow.
ok. 25 000 X.

Ryc. 3. Promielocyt. 7 dni po podaniu 1X0,2 DL,, karbarylu. Reakcja z DAB.
Pow. ok. 25 000X.

Ryc. 4. Mielocyt. 7 dni po podaniu 1X0,2 DL;, karbarylu. Reakeja z DAB. Pow.
ok. 25 000 X.

Ryc. 5. Dojrzaty granulocyt. 7 dni po podaniu 1X0,2 DL, karbarylu. Reakcja
z DAB. Pow. ok. 25 000X.

Ryc. 6. Promielocyt. 3 dni po podaniu 1X0,5 DLy karbarylu. Reakcja z DAB.
Pow. ok. 25 000 X.
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Ryc. 7. Promielocyt. 7 dni po pedaniu 1 XDLg, karbarylu. Reakcja z DAB. Pow.
ok. 25 000 X.

Ryc. 8. Promielccyt. 10 dni po podaniu 1XDLg, karbarylu. Reakcja z DAB. Pow.
ok. 25 000X,

Ryc. 9. Dojrzaly granulocyt. 14 dni po podaniu 1XDIg karbarylu. Reakcja
z DAB. Pow. ok. 25 000X,

Ryc. 10. Dojrzaty granulocyt. 11 dni po podaniu 1XDLj, karbarylu. Reakcja
z DAB. Pow. ok. 25 000 X.

Byc. 11. Promielocyt. 14 dni po podaniu 30X90,05 DL;, karbarylu. Reakcja z DAB.
Pow. ok. 25 000 X.

Ryc. 12. Dojrzaly granulocyt. 14 dni po podaniu 30X0,05 DLy, karbarylu. Reak-
cja z DAB. Pow. ok. 25 000X,

ORJASNIENIA SYMBOLI

ER — retikulum endoplazmatyczne My — struktury mielinowe
G — struktury Golgiego N — jadro komoérkowe
M — mitochondria Z, — ziarnistosci I-rzedowe

Z, — ziarnistosci II-rzedowe

PE3IOME

Pabora BBLINCJHAJNACH C LEJbI0 ONpeAejIeHUS BPEMEHM MCYE3HOBEHUsS M3MEHEeHMH,
BbLIZBAHHBIX JAEMCTBMEM Kapbapuia Ha KJETKM TEHETHMUECKOro paja HEeMTPOMMIBHBIX
IPaHyJOLMTOB KOCTHOTO MO3r'a KPBICbl. Y CTAaHOBJIEHO, YTO BpPEeMA MCYE3HOBEHUA MU3Me-
HeHMIT 1npu noze 1X0,2 LD;, cocraBaano 7 aueit, npm po3ze 1X0,5 LDg, 1XLDs
u 30X0,05 LDy, — 14 greit OT BpeMeHM BBeJeNUA npenapaTa. Kpome 3TOro ycraHoBie-
HO, 4YTO MPMMEHSIEMEII MHCEKTMUMA AeMCTBYeT TOJILKO Ha Dpa3BMBalOlMecsa KIEeTKU
ucCyIeIyeMOT0 TeHeTHUUECKOro PAna, a MAaTEePUMHCKMUX KJIETOK He [I0BpexKjaerT.

SUMMARY

The aim of this paper was to determine the retraction time of the changes
caused by carbaryl influence on developing cells of the neutrophil series of the
bone marrow of the rat. It has been shown that the time of recovery at the dose
of 1X0.2 DLg is 7 days, at the dose of 1X0.5 DLg, 1XDLg, and 30X0.05 DLy, —
14 days after carbaryl administration. Moreover, it has been stated that the applied
insecticide influence only the developing cells of the developmental investigated
series, it does not however damage the stem celis.

EXPLANATIONS TO FIGURES

Fig. 1. Promyelocyte. 3 days after 1X0.2 DLy, karbaryl administration. Reaction
with DAB. Magn. ca 25,000 X.

Fig. 2. Myelocyte. 3 days after 1X0.2 DLy, karbaryl administration. Reaction
with DAB. Magn. ca 25,000X.
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Fig. 3. Promyelocyte. 7 days after 1X0.2 DLy karbaryl administration. Reaction
with DAB. Magn. ca 25,000 X.

Fig. 4. Myelocyte. 7 days after 1X0.2 DLy, karbaryl administration. Reaction
with DAB. Magn. ca 25,000X.

Fig. 5. Mature granulocyte. 7 days after 1X0.2 DLg, karbaryl administration.
Reaction with DAB. Magn. ca 25,000 X.

Fig. 6. Promyelocyte. 3 days after 1X0.5 DL;, karbaryl administration. Reaction
with DAB. Magn. ca 25,000X.

Fig. 7. Promyelocyte. 7 days after 1XDLg, karbaryl administration. Reaction
with DAB. Magn. ca 25,000 X.

Fig. 8. Promyelocyte. 10 days after 1XDL;, karbaryl administration. Reaction
with DAB. Magn. ca 25,000 X.

Fig. 9. Mature granulocyte. 14 days after 1XDLs, karbaryl administration.
Reaction with DAB. Magn. ca 25,000X.

Fig. 10. Mature granulocyte. 14 days after 1XDLy karbaryl administration.
Reaction with DAB. Magn. ca 25,000 X.

Fig. 11. Promyelocyte. 14 days after 30X0.05 DL karbaryl administration.
Reaction with DAB. Magn. ca 25,000 X.

Fig. 12. Mature granulocyte. 14 days after 30X0.05 DLy, karbaryl administration.
Reaction with DAB. Magn. ca 25,000 X.

EXPLANATIONS TO SYMBOLS

ER — endoplasmic reticulum My — myelin structures
G — Golgi complex N — nucleus
M — mitochondria Z, — primary granules

Z; — secondary granules



