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W3yyenne BIMAHUA KapbBodypana Ha pa3BuUTHe HENTPO@UIBHBIX
JIEIKOLIUTOB KPbICHI

Studies on Carbofuran Effect on the Development of Neutrophils in Rats

Wiele sposrod $rodkéw chemicznej ochrony roslin, mimo niskiej to-
ksycznosci, posiada negatywny wplyw na narzady i tkanki. Nalezy do nich
miedzy innymi karbofuran z grupy insektycydéw karbaminianowych.
Mechanizm toksycznego dzialania zwigzkéw tej grupy polega na hamo-
waniu esterazy cholinowej, z ktérg jednak, w odréznieniu od zwigzkow
fosforoorganicznych, nie tworza stalych komplekséw. Jednoczesnie, z
uwagi na duze podobienstwo ich budowy chemicznej do acetylocholiny,
moga wywierat¢ bezpo$redni wplyw na uklad nerwowy (1). Stwierdzono
toksyczny wplyw preparatéw tej grupy, np. karbarylu, na niektére na-
rzady, takie jak: watroba, nerka, gonady (2). Karbaryl byl rowniez oce-
niany w naszych eksperymentach w aspekcie jego dzialania na komoérki
szpiku kostnego. W czasie kontynuacji badan nad wplywem insektycy-
déw karbaminianowych na szpik kostny, interesujgce wydalo sig prze-
§ledzenie wplywu karbofuranu na te tkanke, tym bardziej Ze w porow-
naniu z karbarylem jest on ok. 100X bardziej toksyczny.

MATERIAL I METODYKA BADAN

Badania przeprowadzono na szczurach bialych, samicach, hodowli wlasnej, o
c.c. 150—200 g. Wsrod zwierzat wyodrebniono grupe kontrolng oraz 5 grup do-
Swiadczalnych, po 15 szczuréw w kazdej. Zwierzetom doswiadczalnym podawano
sondg, dozolgdkowo, wodny roztwdr karbofuranu, za§ zwierzgetom kontrolnym —



126 A. Tochman, M. Latalski, D. Obuchowska, J. Halliop

wode destylowang w iloSci odpowiadajacej objetosciowo roztworowi karbofuranu,
ktory otrzymywaly zwierzeta dos$wiadczalne. Wskaznik ostrej toksycznosei — DLs
dla karbofuranu wynosi 14 mg/kg c.c. (1).

Zwierzeta do$wiadczalne otrzymywaly nastepujgce dawki preparatu:

grupa I do$wiadczalna — jednorazowa dawka karbofuranu w wysokosci réwnej
0,1 DLyg;

grupa 11 Joswiadczalna — jednorazowo w wysokosci rownej 0,5 DLsg;

grupa III do$swiadczalna — jednorazowo w wysokaSci rownej DLSO;

grupa IV doSwiadczalna — 0,025 DLy karbofuranu w ciggu 30 dni;

grupa V dos$wiadczalna — 0,05 DLs w ciggu 30 dni.

Szpik z ko$ci udowych pobierano w narkozie eterowej od szczuréw kontrol-
nych po uplywie 24 godz. od momentu podania wody destylowanej, zas od szczu-
row doswiadczalnych — po uplywie 24 godz. od chwili podania ostatniej dawki
karbofuranu, Prowadzono badania morfologiczne i histochemiczne, wykonujac reak-
cje z dwuaminobenzydyna (DAB), na obecnoé¢ mieloperoksydazy.

Material do badan morfologicznych przygotowywano w sposéb typowy dla
techniki mikroskopowo-elektronowej, Stosowano podwodjne uirwalanie w zbuforo-
wanych roztworach 4% glutaraldehydu i 1% kwasu osmowego, odwadnianie w szere-
gu etanoli i zatapianie w Eponie 812.

Szpik do badan cytochemicznych utrwalano w 1,5% zbuforowanym roztworze
aldehydu glutarowego. Nastepnie wykonywano reakcje 2z dwuaminobenzydyng
(DAB), inkubujac material w ciggu 60 min. przy pH=17,0 w temp. +37°. Po inku-
bacji szpik dotrwalano w 1% OsOs po czym postepowano analogicznie jak w przy-
padku badan morfologicznych. Skrawki krojono na ultramikrotomie Tesla BS 490,
a nastgpnie ogladano i fotografowano w mikroskopie elektror.xowym Tesla BS 613

WYNIKI BADAN

Grupa kontrolna

Mieloblasty i wezesne promielocyty posiadaly jadra komorkowe o re-
gularnych obrysach i drobnoziarnistej, réwnomiernie rozmieszczonej,
chromatynie, ktore to cechy charakteryzuja mlode, mniezréznicowane
komorki. Cytoplazma byla uboga w organella komdrkowe. Spotykano nie-
liczne przekroje siatki $rodplazmatycznej oraz pojedyncze mitochondria.
Odczyn na mieloperoksydaze byt wyrazny i wystepowal w otoczce jadro-
wej oraz kanalach siatki srodplazmatycznej (ryec. 1).

W miare dojrzewania komoérek rosta w nich ilo§¢ mitochondridéw oraz
cystern srédplazmatycznych wypelnionych ciemnymi strgtami produktu
reakeji z DAB. Poza tym w cytoplazmie péznych promielocytow obecna
byla duza ilo$¢ peroksydazododatnich ziarnistosci I-rzedowych zwykle o
ksztalcie okraglym, roznej wielkosci, otoczonych pojedynczg blong. We
wczesnych promielocytach ziarnistoéci te wystepowaly sporadycznie
(ryc. 1). Dojrzalte promielocyty zawieraly rowniez dobrze rozwiniete, typo-
‘wo zbudowane, struktury Golgiego, zawierajace produkt reakcji z DAB. W
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kolejnym stadium rozwojowym granulocyta obojetnochlonnego — w mie-
locycie jadra mialy najczesciej ksztalt nieregularny, a chromatyna two-
rzyla skupienia przylegajagce do wewnetrznej otoczki blony jadrowej. W
cytoplazmie, obok struktur obecnych w promielocytach, pojawit sie dru-
gi rodzaj ziarnistosci granulocytéw obojetnochlonnych — ziarnistosci II-
-rzedowe, nie zawierajgce mieloperoksydazy (ryc. 2). Produkt reakeji z
DAB obecny byl w tych komérkach jedynie w obrebie ziaren I-rzedo-
wych (ryc. 2).

Podobny obraz przedstawialy metamielocyty, jednak jadra ich miaty,
charakterystyczny dla tego stadium, pierscieniowaty ksztalt i duze brzez-
ne skupienia chromatyny. Cytoplazma tych komodrek zawierata duzg ilosé
peroksydazododatnich ziarnistosci I-rzedowych oraz nie zawierajace mie-
loperoksydazy ziarnistosci II-rzedowe. :

Dojrzale neutrofile charakteryzowala obecnos¢ wieloptatowego jadra
komoérkowego, o zbitej chromatynie i bardzo mala ilo§é¢ organelli komor-
kowych, trudnych czesto do identyfikacji z powodu duzego nagromadze-
nia ziarnisto$ci cytoplazmatycznych. Wsrdéd tych ostatnich wystepowaty
peroksydazododatnie ziarna I-rzedowe oraz nie zawierajgce mielopero-
ksydazy ziarna II-rzedowe.

Grupa I doswiadczalna — 0,1 DL

Wszystkie formy rozwojowe granulocytow obojetnochlonnych szpiku
szczurow, ktore otrzymaly jednorazowsa dawke karbofuranu w wysokosci
0,1 DL, nie wykazywaly odchylen od normy. Dotyczylo to zaréwno ich
budowy submikroskopowej jak i aktywnosci oraz rozmieszczenia mielo-
peroksydazy.

Grupa’II doswiadczalna — 0,5 DL,

Po wprowadzeniu do organizmu zwierzat karbofuranu w dawce 0,5
DL, stwierdzono w komdrkach rozwijajacych sie granulocytow obojetno-
chlonnych pewne odchylenia od stanu prawidlowego tylko we wczesnych
formach rozwojowych.

Przy zachowanej nie zmienionej budowie wszystkich organelli komér-
kowych mieloblasty wykazywaly zmniejszenie ilosci produktu reakeji z
DAB w siatce srodplazmatycznej, a promielocyty — we wszystkich struk-
turach biorgcych udzial w syntezie biatka oraz w ziarnistosciach I-rzedo-
wych. Zmniejszeniu ilosci produktu reakcji z DAB w ziarnistosciach I-
-rzedowych promielocytéw towarzyszylo nieré6wnomierne jego rozmiesz-
czenie w obrebie ziaren. Najczesciej odczyn wystepowal w obwodowej
strefie ziaren (ryc. 3). -
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Ponadto ilos¢ omawianych ziarnistosci w promielocytach byla w po-
rownaniu z materialem kontrolnym obnizona. Wigkszo$¢ mielocyow nie
wykazywala odchylen od normy. Nieliczne tylko posiadaly mniejszg ilosé¢
ziarnistosci II-rzgdowych. Metamielocyty i dojrzate granulocyty byly
prawidlowe.

Grupa III doswiadczalna — DLy

Obraz dojrzewajacych neutrofili szpiku tej grupy wskazywal na ten
sam charakter zmian co w grupie poprzedniej. W wielu komoérkach byly
one jednak bardziej nasilone. Tak wiec w dalszym ciggu obserwowano
ostabienie reakcji na mieloperoksydaze w kanalach siatki srodplazmatycz-
nej, strefie Golgiego i w ziarnistosciach I-rzedowych we wczesnych sta-
~diach rozwojowych (ryc. 4). Zmniejszeniu ulegla takze ilo$¢ ziarnistosci
-rzedowych w promxelocytach i II-rzedowych w mielocytach (ryc. 5).

Grupa IV doswiadczalna — 30X0,025 DL,

W wyniku podostrego zatrucia karbofuranem w dawce 0,025 DL,
zdecydowara wiekszos¢ komorek posiadata budoweg prawidlowa. W ko-
morkach tych nie odbiegala réwniez od normy ilos¢ ziarnisto$ci cytoplaz-
matycznych obu typoéw, oraz rozmieszczenie mieloperoksydazy w ziarnis-
tosciach I-rzedowych. Spotykano jednakze pojedyncze komoérki o zmie-
nionym wygladzie. Posiadaly one mniej ziarnistosci cytoplazmatycznych
oraz mniej mieloperoksydazy, ktéra zlokalizowana byla na obwodzie zia-
ren I-rzedowych (ryc. 6). Niekiedy widoczne byly mlode formy rozwojo-
we ze slabszym odczynem na mieloperoksydaze w strukturach bloniastych
komoérki, zaangazowanych w synteze bialek enzymatycznych (ryc. 7).

Grupa V doswiadezalna — 30X 0,05 DL,

Po 30-krotnym podaniu karbofuranu w dawce 0,05 DL;, obserwowano
zmiany dotyczace granulogenezy oraz iloSci ziarnistoSci cytoplazmatycz-
nych we wszystkich stadiach rozwojowych neutrofili. Ponadto stwier-
dzono rowaiez zaburzenia w budowie niektoérych organelli komérkowych.
Promielocyty mialy slabszy niz w warunkach fizjologicznych odezyn na
mieloperoksydaze w strukturach bloniastych komoérki (ryc. 8). Obserwo-

*wano zubozenie ziaren I-rzedowych w mieloperoksydaze w promielocy-
tach (ryc. 9).

Ponadto jedynie w tej grupie doswiadczalnej spotykano ziarnistosci
I-rzedowe nie zawierajace produktu reakeji z DAB (ryc. 8) oraz obrzmia-
le mitochondria. Stopien obrzmienia tych organelli byl czesto znaczny,
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zwigzany z calkowitym prawie zanikiem grzebieni (ryc. 8). Tylko w tej
grupie do$wiadczalnej mozna bylo obserwowaé réwniez obecnos¢ struk-
tur mieclinowych w obrebie mitochondriow (ryc. 8), stref Golgiego (ryc.
9, 10) oraz blon siatki srodplazmatycznej. Ilos¢ ziarnistosci I- i II-rzedo-
wych w dojrzalych neutrofilach byla mniejsza niz w grupach I—IV
{ryc. 10).

OMOWIENIE WYNIKOW BADAN

Oprocz niewatpliwych korzysci, piynacych ze stosowania $rodkow
ochrony roslin, stanowig one pewne zagrozenie dla ludzi zatrudnionych
przy ich produkecji, magazynowaniu i dystrybucji oraz przy zabiegach
agrotechnicznych. Stad tez badania zmierzajace do poznania mechanizmu
dzialania pestycydéw na narzady i tkanki sg w pelni uzasadnione.

Do $rodkéw tych nalezy miedzy innymi duza grupa zwigzkow beda-
cych pochodnymi kwasu karbaminowego, a wsrdéd nich — karbofuran.
Wykazano, Ze mechanizm 'dzialania karbaminiandéw polega gléwnie na
blokowamniu cholinesterazy, nie wyjasniono jednak, czy to jedyna droga
ich dzialania (2). Udowodniono toksyczny wplyw karbaminianéw na na-
rzady migzszowe, takie jak watroba i nerka (2). Inne tkanki, nie zwigzane
wprawdzie bezposrednio z metabolizmem czy wydalaniem tych substancji,
np. szpik kostny, wykazywaly rowniez zmiany morfologiczne w przypad-
ku ostrych i podostrych eksperymentalnych zatrué¢ herbicydami (3—®6).

Podczas obecnych badan stwierdzono, ze takze karbofuran wywiera
wplyw na niektére komérki szpiku kostnego, zmieniajge ich morfologie,
dezorganizujac granulogeneze i w ten sposéb zaburzajge ich funcje.
Zmiany te dotyczyly jedynie komorek szeregu rozwojowego granulocy-
tow obojetnochlonnych, podczas gdy w granulocytach kwasochlonnych
odchylen od normy nie obserwowano.

Szczegbélnie wnikliwie analizowano proces tworzenia z1armstos01 w
granulocytach obojetnochlonnych, czyli granulogeneze, z tego wzgledu,
ze ziarnistosci cytoplazmatyczne neutrofili zwigzane sg Scisle z pelniong
przez te komérki funkcjg obronng w organizmie (7, 8). Reakcja z DAB,

" $wiadczaca o obecnosci mieloperoksydazy, okazata sie pomocna zaréwno
w ocenie granulogenezy w poszczegdlnych stadiach rozwojowych granu-

" cytow obojetnochlonnych, a takze w odrdznieniu ziarnisto$ei I-rzedowych
od II-rzedowych (9—11).

W zatruciach ostrych karbofuranem, podawanym w dawce 0,1 DLy,
i podostrych — 300,025 DLj, — nie stwierdzono zmian w granulogene-
zie w poszczegblnych formach rozwojowych neutrofili. Natomiast po
dawce 0,5 DLs5, oraz DLgy w zatruciach ostrych i 30X0,05 DLs, w zatru-

9 Annales, sectio D, vol. XL
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ciach podostrych obserwowano zmniejszenie ilosei produkiu reakcji
z DAB w siatce $rodplazmatycznej i strukturach Golgiego mielobla-
stow i promielocytéw, a takze w ziarnistosciach I-rzedowych tych.komo-
rek. Jednocze$nie obserwowano mniejszg niz w warunkach prawidlowych
ilos¢ ziaren I-rzedowych i II-rzedowych we wszystkich stadiach rozwo-
jowych, Oslabienie syntezy mieloperoksydazy w komdrkach, a takze
zmniejszenie ilo$ci innych bialek enzymatycznych, powoduje prawdopo-
dobnie uposledzenie funkcji omawianych komorek.

Podstawowg czynnoscig granulocytéw obojetnochlonnych jest ich
udzial w procesach fagocytozy i trawienia wewngtrzkomdrkowego (3).
W procesach tych uczestnicza biatka enzymatyczne zlokalizowane w ziar-
nisto$ciach cytoplazmatycznych neutrofili. Obnizenie wiec poziomu tych
bialek odbija sie prawdopodobnie ujemnie na funkcji komorek.

Zaburzeniom granulogenezy towarzyszylo niekiedy obrzmienie mito-
chondriéw. Dotyczylo ono jednakze tylko nielicznych komoérek i nie-
znacznej liczby mitochondriow w tych komorkach. Wazne jest ponadto
zachowanie ciggloSci blony zewnetrznej tych organelli, co przemawia za
odwracalnym charakterem zmian. Struktury mielinowe réwniez nie wy-
stepowaly czesto, dlatego nie ma podstaw do oceny stwierdzanych zmian,
jako zmian wstecznych.

Na podstawie przeprowadzonych obserwacji mozna sgdzi¢, ze zar6wno
w zatruciach ostrych, jak i podostrych wysylane sa do krwiobiegu nie-
pelnowartosciowe granulocyty obojetnochlonne. Jednoczesnie nalezy pod-
kresli¢, iz stwierdzone w komorkach szeregu rozwojowego granulocy-
tow obojetnochlonnych zmiany majg prawdopodobnie charakter odwra-
calny. Biorac pod uwage ten fakt oraz to, ze komoérki szpiku ciggle sie
wymieniajg, mozna przypuszczat, iz szpik moze podja¢ prawidlowg funk-
cje z chwilg zaprzestania podawania karbofuranu.
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OBJASNIENIA RYCIN

Ryc. 1. Grupa kontrolna. Promielocyt. Reakcja z DAB. Pow. ok. 25 000X.
Ryc. 2. Grupa kontrolna. Mielocyt. Reakcja z DAB. Pow. ok. 25000X,

Ryc. 3. Grupa II do$wiadczalna. Promielocyt. Reakcja z DAB. Pow. ok. 25 000X,
Ryc. 4. Grupa III doswiadczalna. Promielocyt. Reakcja z DAB. Pow. ok. 25 000X,
Ryc. 5. Grupa III do$wiadczalna. Mielocyt. Reakcja z DAB. Pow. ok. 25000X.
Ryc. 6. Grupa IV dos$wiadczalna. Promielocyt. Reakcja z DAB. Pow. ok. 25 000X,
Ryc. 7. Grupa IV dos$wiadczalna. Niedojrzaly promielocyt. Reakcja z DAB. Pow.

ok. 25 000X,

Ryc. 8, 9. Grupa V do$wiadczalna. Promielocyt. Reakcja z DAB. Pow. ok.
25 000 X.

Ryc. 10. Grupa V do$wiadczalna. Dojrzaly granulocyt. Reakcja z DAB. Pow.
ok. 25 000X,

OBJASNIENIA SYMBOLI

ER — retikulum endoplazmatyczne N — jadro komorkowe

G — struktury Golgiego Z, — ziarnisto$ci I-rzedowe

M — mitochondria Z, — ziarnisto$ci II-rzedowe
PE3IOME

IJexpio HacTosaumeir paboTbi ABAANOCH IIPOAHANM3MPOBaHME WM3MeHEeHMII cyObmu-
KPOCKOIIMYECKO! CTPYKTYDbI, a TaKXe aKTMBHOCTM MUEJONEePOKCHUAa3, KJETOK pas-
BUBAKOUIErOCA pPAjJa HEATPOMUILHBIX JAEeMKOUMTOB MO3ra KpBICBI MNP OCTPOM M
mojoecTpoM oTpasieumm kapbodpypanoMm. OaHokpaTHOe BBegeHmMe Kapbodypana 0,1
AJlsy n 30-xpataoe mo 0,025 JJI;, He BBI3LIBAJIO OTKJIOHEHMII OT NPaBUJIBHOIO Ipa-
HyJIOTE€HE3a ¥ MODP(OJIOTHYECKUX UIMEHEHMI B OTAEJbHBLIX pa3BuBamOUluxca Qop-
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Max Heurpoduamny, Ilocne npumeHeums 6Gosee BBICOKMX A03 1X05 5, 1XIJs,
a rakxe 30X0,05 OJ; OTMETHMIN MU3MEHEHMA CTPYKTYPbl B HEKOTODBLIX KJETOYHBIX
opraHessiax, a TaKiKe pacCTPOMCTBO AKTMBHOCTM MHEJONEPOKCHAA3 M KOJMIECTBA
UMTONJIA3MATHHUECKUX 3eDHMUCTOCTEM HCciaenyeMblXx KieToK. IIpemnonaraem, 4ITO pac-
CTPOMCTBA TAKOTrO TMUIIA MOTYT ObITH NPUUMHON ocjabnenus (DYHKUMM MCIOJIHAEMOM
Henrpoduaamyu. OJHOBPEMEHHO YCTAaHOBJIEHO, 4TO xapax'rep YKa3aHHBIX W3MeHeHUMN
6e11 0BpaTHMBIIL.

SUMMARY

The aim of the paper was to analyse changes in submicroscopial structure and
in myeloperoxidase activity of cells of neutrophils’ developmental series in rats’
marrow, in acute and subacute carbofuran intoxication. A single carbofuran admi-
nistration at 0.1 DLs, and 30-fold administration of a dose of 0.025 DLj did not
induce deviations in normal granulogenesis nor changes in morphology of particular
developmental forms of neutrophils. After application of higher doses — 1X0.5 DLs,,
1XDLs and 30X0.05 DLsy, changes in the sfructure of some cellular organelle were
found, as well as the disturbances in myeloperoxidase activity and the number of
cytoplasmic granules in the cells investigated. It seems that disorders of this kind
may causes weakness of the functions performed by neutrophils. At the same
time it was confirmed that the changes indicated were of reversible character.

EXPLANATION TO FIGURES

Fig. 1. Control group. Promyelocyte. Reaction with DAB. Magn. ca 25000X.

Fig. Control .group. Myelocyte. Reaction with DAB. Magn. ca 25000X.

Fig. 3. Experimental group II. Promyelocyte. Reaction with DAB. Magn. ca
25 000X,

Fig. 4. Experimental group III. Promyelocyte. Reaction with DAB. Magn. ca
25 000 X.

Fig. 5. Experimental group III. Mpyelocyte. Reaction with DAB. Magn. ca
25000 X,

Fig. 6. Experimental group IV. Promyelocyte. Reaction with DAB. Magn. ca
25 000X,

Fig. 7. Experimental group IV. Non-mature promyelocyte. Reactlon with DAB.
Magn. ca 25000X.

Fig. 8, 9. Experimental group V. Promyelocyte. Reaction with DAB. Magn. ca
25 000 X.

Fig. 10. Experimental group V. Mature granulocyte Reaction with DAB. Magn.
ca 25 000X.

Lo

EXPLANATION TO SYMBOLS

ER -- endoplasmic reticulum N — nucleus
G — Golgi complex Z, — primary granules
M — mitochondria Z, — secondary granules .



