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Z badan nad mechanizmem leukergii.

Studies on the mechanism of leukergy.

I. Leukergia u zwierzat pozbawionych zupelnie
lub czesciowo krwinek plytkowych.

W poprzednich pracach opisali§my udzial krwinek plytkowych
w leukergicznych zlepach cialek bialych. Dotyczy on przede wszystkim
zlepéw granulocytarnych, ktére prawie zawsze zawierajg trombocyty, pod-
czas gdy zlepy limfocytarne wykazuja je tylko w rzadkich przypadkach,
a monocytarne prawie nigdy.

W celu rozstrzygniecié czy udzial trombocytéw w zlepach granulo-
cytarnych stanowi konieczny warunek ich powstawania, usuneli§my
w szeregu przypadkdw plytki ze krwi zwierzecia przy pomocy surowicy
przeciwplytkowej wedlug Ledinghama.

Nasza technika sporzadzania surowicy przeciwplytkowej: Krolik
otrzymuje dozylne zastrzyki wzrastajacych ilosci plytek z krwi $winki.
Plytki uzyskano przez frakcjonowane wirowanie cytrynianowej krwi $winki,
naprzod powolne celem osadzenia krwinek czerwonych i bialych, potem
szybkie wirowanie odciagnietego osocza celem osadzenia plytek. Jedno-
razowe plukanie plytek roztworem soli fizjologicznej Pierwszy zastrzyk
zawieral plytki z 8 cm?® krwi, nastepne {w odstepach 2 — 4 dni) z ilosci
wiekszych az do 20 cm?® krwi, razem zastrzykow 6. Skrwawiono krdlika
w 8 dni po ostatnim zastrzyku ; surowica jego aglutynowala plytki swinki
w rozciericzeniach az do 1:320.

Zastrzyk $rédotrzewnowy 2 cm?® tej surowicy, wykonany u leuker-
gicznej s$winki (++++), wagi okolo 300 g, wywolat w ciagu 24 godz.
spadek liczby trombocytéw z 359000 w 1 mm?® do 10000 w 1 mm?® (Fo-
nio). Wystapily wybroczyny na blonach $luzowych jamy ustnej. Leuker-
gia spadia do ++. Po dalszych 24 godz. leukergia ++++, liczba plytek
17000 w 1 mm?® Wybroczyny na blonach $luzowych i w skérze po
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wiekszajg sie. Zgon w ciggu dalszych 2 dni, sekcja wykazala rozlegte
krwawienia w jamach surowiczych, zmiany krwotoczne w ptucach, wa-
trobie, jelitach. Erytrocytéw ante mortem 2800000, plytek 250C0 w 1 mu.3,
prawie wylacznie olbrzymie. Leukergia -4+, wyraznie widoczne zlepy gra-
nulocytéw wolne od plytek, pozatem bardzo charakterystyczny obraz
wienncowo uloionych leukocytéw dokota nielicznie zachowanych przewai-
nie gigantycznych plytek, patrz ryc. 1, 2, 3.

Analogiczne wyniki daly dwie inne $winki, patrz tabela 1.

W sposoéb podobny wykonano na $wince surowice przeciwpiytkowa
dla krolikéw : 8 zastrzykéw dootrzewnowych (co 2 dni) plytek kréliczych
z 10, 12, 18 itd. do 22 cm?® krwi kroiikéw otrzymanych. Skrwawienie
dziesigtego dnia po ostatnim zastrzyku. Miano aglutynacyjne dla plytek
krélika 1:320. Dzialanie w doswiadczeniu na kréolikach patrz tabela 2.
W preparatach ze krwi, wykonanych metoda probéwkowg, wyrainie wi-
doczne bezplytkowe zlepy granulocytow.

Z opisanych doswiadczen wynika, ze zlepianie sie leukocytow od-
bywa sie takie bez udzialu plytek. Jednak wydaje sie, ze nasilenie
leukergii uprzednio, tj. przed podaniem surowicy, wywolanej, spada z opa-
daniem liczby plytek i podnosi sie z jej wzrastaniem. Przy maloplytko-
wosci tworzg pojedyncze plytki jakgdyby osrodki ziepéw leukocytarnych.
U krolika zdrowego (tab. 2, krél. ,Sz*) wywolal $rédiylny zastrzyk suro-
wicy przeciwplytkowej rownoczesnie trombopenie i leukergie (biatko
obcogatunkowe ?).

Leukergia jest procesem, ktéry dotyczy zaréwno plytek jak leuko-
cytow: wprawdzie odbywa sie on takie pod nieobecnos¢ plytek lecz wy-
raznie slabiej. Szczegolne powinowactwo plytek do granulocytow, w od-
réznieniu od limfocytdw a zwlaszcza monocytéw, wymaga dalszych badan.

II. Zlepianie sig¢ bialych cialek pod wplywem heparyny.

Z literatury!) wiemy e heparyna powoduje in vitro zlepianie sie
leukocytéw. Zdaniem Jorpesa jest heparyna ,jednym z hormonéw ob-
stugujacych krwiobieg* a komérki tuczne, wytwarzajace heparyne (hepa-
rynocyty) rozmieszczone sg naokolo drobniejszych naczyn i wlosnikow
.i to albo tuz przy $cianach albo w niewielkim od nich oddaleniu®.
Tworza one uklad hormonalny o wainej roli fizjologicznej. Nadmjar he-
paryny we krwi stwierdzono podczas wstrzasu anafilaktycznego (Jaques
i Waters), przypuszcza sie dla wstrzasu peptonowego (Quick) i po
szczegdlnie intensywnych naswietlaniach promieniami Rentgena (A I-
len i tow.)?).

Y Np. Whitby and Britton, Disorders of the Blood, 1946, str. 567; Jorpes, Hepa-
rin, 1946, str. 93. Jorpes, Pol. Tyg. Lek. 1947, str. 72.
2 J. Exp. Med. 1948, Vol. 87, Nr 1, str. 71.
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Wszystko to naprowadza nas na mniemanie, Ze heparyna moze
gra¢ pewna role w leukergii, by¢ moze jako 6w przypuszczany przez nas!)
dodatkowy, nieswoisty czynnik powodujacy zwiekszong lepkos¢ leukocy-
tow, niezaleinie od glownego swoistego czynnika, odpowiedzialnego za
jednorodnos$¢ cytologiczng zlepow.

W celu wyswietlenia tej sprawy zbadaliSmy w tym kierunku dziala-
nie heparyny in vivo i in vitro.

Otdz stwierdziliSmy, ze heparyna ?) dodana in vitro w ilosci 5 — 20
mg%e krwi wywoluje zlepianie sie leukocytéw, widoczne juz po 15— 30
minutach, nasilajace sie jeszcze z czasem. Zlepy te po odpowiednim
kiéceniu krwi sa tak duze, Ze wida¢ je na $cianach probéwki golym
okiem, tym bardziej ze wykazujg wyraZne przylepianie sie do szkla, po-
dobnie jak zlepy leukergiczne. Mikroskopowe badanie krwi heparyno-
wanej pozwala przy pomocy techniki uzywanej do prob na leukergie od-
rozni¢ zlepy male, zupelnie podobne do zlepow leukergicznych i zlepy
duie, w postaci zbitych kul, ztozonych z kilkudziesieciu lub nawet kilku-
set leukocytow, dajace sie odrazu odréini¢ od zlepow w leukergii,
patrz Ryc. 4, 5, 6. Male zlepy wykazujg podobng jednorodnc$é komér-
kowa jak w leukergii (patrz tab. 3 i 4). Duie sg mieszane, lecz giéwnie
granulocytarne i zawieraja aglomeraty plytek. Wida¢ w nich czesto tez
bezpostaciowa mase dokola i pomiedzy leukocytami, barwigca sie jedno-
stajnie.

Ogrzewanie krwi heparynowanej do temp. 46 — 48° C w ciagu
30 — 45 minut rozbija zlepy, ostudzenie do 37° C laczy je z powrotem.
Pod tym wzgledem zachowuja sie zlepy heparynowe jak leukergiczne.
Hypertoniczne (3 — 4%) roztwory soli kuchennej hamujg powstawanie
zlepéw heparynowych i rozbijaja juz istniejace, analogicznie do zlepéw
leukergicznych. Rzecza waing, bo stanowigcg roinice w poréwnaniu
z leukergia jest okoliczno$é, ze zaréwno cytrynian sodu (8 mg na 1 cm.3
krwi, wzgl. 1 cze$¢ roztworu 3,8% natr. citric. + 4 czesci krwi) jak
szczawian potasu (1 mg na 1 cm 3 krwi, wzgl. 1 cze$é 2% kal. oxalic.~-9
czesci krwi) hamujq powstawanie zlepow heparynowych, lecz dodane po
ich powstaniu nie rozbijaja juz istniejacych.

Heparyna wywoluje zlepianie sie cialek bialych takie w nieobecno-
sci plytek krwi, usunietych surowicg antitrombocytarna.

Protamina lub blekit toluidyny, neutralizvjace jak wiadomo dzialanie
antykoagulacyjne heparyny, do krwi dodane wraz z natr. citric. w pét
godziny po heparynie, nie powodujg rozpadniecia sie zlepéw leukocy-
tow, nawet jesli dodamy je w ilosci wiekszej niz potrzebna do zniesienia
antikoagulacyjnego dzialania heparyny.

1} Tex. Rep. Biol. Med., Vol. V, str. 166, 1947.— Polski Tyg. Lek. 1947, nr 7.
?) Uszyty preparat: Heparin Vitrum, Apoteksvarucentralen Vitrum, Stockholm
i Solution of Heparin, Lederle Labor. Division.
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Wbrew danym w literaturze!), gdzie prawie z reqguly czytamy, ze
heparyna zapobiega aglutynacji plytek ?), stwierdziliémy wielokrotnie, ze
dodana do krwi w ilosci okolo 10 mg®e wywoluje stale zlepianie sig
plytek, patrz ryc. 7 i 8. Cytrynian sodu i szczawian potasu, protamina
i blekit toluidyny wydajg sie dziala¢ na te¢ aglutynacje podobnie jak na
zlepianie sie leukocytow pod wplywem heparyny.

Heparyna podana krolikowi dozylnie w ilo$ci 3—5 mg na 2 kg wagi
wywotuje w wiekszosci przypadkéw po !/, — 1 — 2 godz. — na o0go6!l
bardzo wczesnie — leukergies trwajacg nieraz kilka dni, tj. diuzej niz
dzialanie antikoagulacyjne. Leukergia ta nie réini sie zasadniczo cd
leukergii po zastrzyku bakterii.

Leukergii heparynowej nie udalo sie zapobiec przez doiylny zastrzyk
protaminy lub blekitu toluidynowego:

22.VI. Krélik 59, leukergia -+, otrzymuje o godz. 9,15 dwa cm3 pro-
taminy $rédiylnie. (1 cm3 tego roztworu réwnowazyt 0,6 mg heparyny).

O godz. 9,30 dwa miligramy heparyny srodzylnie.

O godz. 13 leukergia +-++-+, zastrzyk dalszych dwéch cm? protaminy

O godz. 17 leukergia ++-++.

Podobne wyniki daly doswiadczenia z blekitem toluidynowym.

Protamina lub blekit toluidyny, podane $rédiylnie przed wywoluja-
cym leukergie zastrzykiem bakterii nie hamuja powstania leukergii, po-
dane pédZniej nie usuwajg leukergii: ‘

22.Vl. Krélik 49, leukergia ++-+-, otrzymuje o godz. 9,15 dwa cm3
protaminy dozylnie (roztwor jak wyzej).

O godz. 13 dalsze dwa cm3 protaminy dozylnie, o godz. 17 leuker-
gia ++++, nazajutrz leukergia ++-++.

1} Whitby and Britton, Disorders of the Blood, 1946, str. 111; Boyd, A. Textbook
" of Pathology, 1946, str. 71; Ollgard, Klin. Wochenschrift 1943, str. 82 itd. itd.

2) Nieporozumienie w literaturze pochodzi stad, ze w roku 1940 Solandt i Best
stwierdzili, e heparyna podana in vivo hamuje osadzanie si¢ trombocytéw na rysach
plytki szklanej we wlaczonej w krwiobieg komorze. To przylepianie sig plytek uwazal
Best za aglutynacje i tak je nazywal (S. and B,, Lancet 1940, str. 1042): ,Although the
initial deposition of platelets was on the scratch, this was quickly followed by the
clumping of other platelets on these already immobilised : the process observed was
thus, for the most part a true agglutination®. Jorpes, Heparin, 1946, str, 89: ,The cel-
lulose trisulphuric acid in a concentration down to 0,000605 percent caused an aggluti-
nation of the thrombocytes in vitro, a reaction not given by the natural heparin. There
was in this respect a marked difference between the natural and synthetic heparin
preparations”. Bessis w swojej ostatnio wydanej w Revue d'Hematologie, (1948), pracy
zwraca uwage na roéznice miedzy przylepianiem sig plytek do szorstkiej powierzchni
a aglutynacja ich i stwierdza, ze heparyna hamuje pierwsze zjawisko a nie hamuje
drugiego.

Heparyna zdala swéj egzamin kliniczny jesli idzie o zapobieganie i leczenia za-
krzepow, niemniej jednak przyjete mniemanie o wplywie jej na aglutynacjg plytek i wo-
goéle o zwiazku miedzy powstawaniem zakrzepow a aglutynacig plytek, musi ulec rewizji.
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Pepton podany krélikowi $rédiylnie w ilosci 0,5 — 1,5 gr jako 5%
roztwér w fizjologicznym plynie, wywoluje w ciagu 2 — 3 godz. wybitng
leukergie, utrzymujacg sie przez kilka dni.

Z préb naszych z heparyna wynika:

1. Heparyna posiada zdolno$¢ zlepienia leukocytow in vitro, ktéra
to zdolno$é¢ nie daje sie usunaé przez protamine lub blekit toluidyny.
Zlepy heparynowe zachowujg sig zasadniczo analogicznie do zlepdéw leu-
kergicznych (temperatura, roztwory hipertoniczne, rola plytek, toluidyna).
Zauwazone roinice (posta¢ duiych zlepéw, mniejsza ich jednorodnosé
komérkowa, hamujgce dzialanie cytrynianu sodu), wydajg sie by¢ malo
istotne.

2. Heparyna wywoluje in vivo leukergie, przyczem stan ten zdaje
sie by¢ niezalezny od niekrzepliwosci krwi.

3. Na podstawie dotychczasowych préb nie moina wprawdzie osta-
tecznie orzec czy heparyna wchodzi w skliad mechanizmu leukergii zapal-
nej, wydaje sie jednak ze przypuszczenie to zasiuguje na dalsze badanie.

III. Kilka dalszych doswiadczen.

Zjawisko formowania sie slupkéw krwinek jest z wszystkich zjawisk
wplywajgcych na ukladanie sie cialek krwi najbardziej wrazliwe na zmiany
sit powierzchniowych. Wahania stezenia roztworow, wahania tempera-
tury, rozmaite substancje wplywajg wybitnie na tworzenie sie slupkow.
Miedzy innymi lecytyna i saponina dodane do krwi nawet w bardzo
malych ilosciach powoduja ,kulista metamorfoze“ krwinek czerwonych
i niszczg mozliwo$¢ powstawania slupkéw a takie hamujg szybkosé opa-

dania krwinek.
Otoz wydawalo sie mam wazne, stwierdzi¢ czy zwigzki te dzialaja

podobnie na zlepy leukergiczne. PrzekonaliSmy sie, ze dodatek lecytyny

(wedlug Lattesal), wywolujacy owa kulista metamorfoze erytrocytow

nie wplywa na leukergie. Podobnie przedstawia sie sprawa z saponing:

Krolik 49, leukergia ++-++1 po zastrzyku zabitych bakterii. Pobrano

z serca krew do cytr. sodu i zmieszano z 1% roztworem saponiny

w stosunkach:

5 kropel krwi cytr. + 1 kropla roztw. saponiny — Kulista metamorf.

krwinek, zlepy leukocytéw bez zmian.

2 krople krwi cytr. + 1 kropla roztw. saponiny — Kulista metamorf.

krwinek, zlepy leukocytéw bez zmian.

2 krople krwi cytr. + 2 kropla roztw. saponiny — Hemoliza, zlepy

leukocytéw bez zmian.

Bylaby to jeszcze jedna okolicznos$¢ odréiniajaca bardzo wyraznie

zjawiska takie jak stupki krwi i opadanie krwinek od leukergii, ktorej
mechanizm jest zasadniczo réiny.

1) Lattes, Abderhalden Hdb. d. Biolog. Arbmeth., Abt. XIlI, 2.1, str. 751,
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Leukergia u maloplytkowych swinek morskich, TABELA Nr
Leukergy in guinea pigs with thrombopenia.

. Cialk .- . . .
.WP,””“__M Data WONM”N%MGQ @ﬁwﬁn?ﬂ“” Plytki |Leukergia U w A G L
Nr Day € on:.q.oo cells Plateles [Leukergy R e m a r k s
19.11.48 | 6.000.000 | 47.000 |336.000| +4++ | 2 cm3 surowicy przeciwplytkowej dootrzewnowo.
1. . 2 cc antiplatelet serum intraperitoneally.
460 g. |20l 15.170.000 | 23.500 10 300 ++ Wybroczyny na blonie $luzowej jamy ustnej.
A 1,5 cm3 surowicy przeciwplytkowej dootrzewnowo.
Petechial hemorrhages of the oral mucosa.
] 1,2 cc antiplatelet serum intraperitoneally.
21.1l. | 3.000.000 | 36 600 3.000{ +++
23.1l.  |2.400.000 | 64.000 45.600( ++++
251l 13200000 | 25000 |304.000(++++
17.111 48.1 6.300 000 | 35.000 {270.000| —++ 3 e<m3 surowicy przeciwplytkowej i 0,5 cm3 zawiesiny
E zabitych pateczek X;3 dootrzewnowo.
’ 3 cc antiplatelet serum and 0,5 cc of a suspension
240 g. of killed Proteus X, intraperitoneally.
18.111.48. 18.000 | Nie wi- | 44 Wybroczyny na nozdrzach.
mwoua_m 1,5 ¢m3 surowicy przeciwplytkowej dootrzewnowo.
telots Petechial hemorrhages at the nostrils.
found. 1,5 cc antiplatelet serum intraperitoneally.
19.111.48.| 2.550.C00 6.500 10 200 +++
20.111.48. Swinka padla. Sekcja wykazuje rozlegle zmiany

krwotoczne w narzadach wewnetrznych.
Death. Postmortem examination revealed diffuse
hemorrhagic changes of the organs.
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S UumMARY

|. Studies were undertaken to determine whether the role of pla-
telets is essential for the process of leukergy, since these are regularly
found participating in the clumps of leukocytes in leukergic blood. Rab-
bit serum obtained by immunizing rabbits with guinea pig platelets
(titer 1:320) and injected intraperitoneally into guinea-pigs (0,75—1,8 cc
pro 100 g body weight) caused a drop of platelets from several hun-
dred thousand to a few thousand pro cmm or even a complete disap-
pearance within 24 hours.

Serum of guinea pigs which had been immunized with rabbit plate-
lets caused after intravenous injection in rabbits (1,0 — 1,5 cc pro 1 kg.
of body weight) a drop of the number of platelets from several hundred
thousand to about 10,000 pro cmm within 30 — 60 minutes.

Animals which had leukergy either before the administration of an-
tiplatelet serum, or which received simultaneously antiplatelet serum
and a suspension of killed bacteria showed leukergy even during the
phase of maximal thrombopenia, although to a lesser degree. The in-
jection of antiplatelet serum into normal animals, which had no leukergy,
elicited leukergy, probably as a response fo foreign protein,

Microscopic blood examination of thrombopenic animals by the
usuai technique used for the examination of leukergy revealed groups
of leukocytes completely devoid of platelets or groups including one or
two platelets — often of very large size — as a center surrounded by
leukocytes (Fig. 1, 2, 3).

The conclusion can be drawn that, although leukergy is a process
which involves leukocytes as well as platelets, the clumping of leuko-
cytes proceeds unaltered in the absence of platelets.

II. The fact that heparin is one of the important blood hormones
and that heparin causes clumping of leukocytes led us to investigate
its role in the process of leukergy. .

Blood added by 5 — 20 mgo/; of heparin shows groups of clumped
leukocytes either immediately or after approximately 30 minutes. Mi-
croscopic examination reveals smaller groups of considerable cytological
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homogeneity (T. 2, 4), which do nct differ from those usually seen in
leukergic blood, and larger groups which contain up to several hundred
cells of different types cf leukocytes (Fig. 4, 5, 6).

The groups of leukocytes in heparinized blood and in leukergic
blood have many similar properties: 1. hypertonic salt solutions (3—4%)
inhibit their appearance and cause a disintegration of already formed
groups, 2. the same effect is produced by a rise of temperature up to
46 — 48° C.; this process is reversible within a limited time, 3. the
clumping proceeds also in the absence of platelets. A distinguishing
feature is the inhibition ¢f clumping in heparinized blood by addition of
sodium citrate or potassium oxalate without disintegration of already
existing groups.

Protamine and toluidine blue do not impede the clumping action
of heparin on leukocytes although added in amounts exceedind those
needed for the neutralization of the anticoagulant action of heparin.

Contrary to other steteme’ts (Whitby and Britton; Boyd; Oligard;
Jorpes) we have found that heparin added in amounts of approximately
10 mg%o causes agglutination of platelets.

Intravenous injection of heparin (1,5 — 2,5 mg pro 1 kg. body
weight) elicits leukergy in rabbits, which appears in some cases within
30 minutes in others within a few hours after the injection and persists
sometimes for several days i. e. longer than the anticoagulant action of
heparin. No distinctive marks could be detected between leukergy
appeaiing sfter heparin erd leukergy caused by the injection of killed
bacteria.

The process of leukergy after injection of heparin or killed bacteria
was not inhibited by a preliminary injection of protamine or toluidine blue

An increase of heparin content was reported during anaphylactic
shock, in peptone shock and after intensive X ray irradiation. In our ex
periments intravenous injections of peptone in rabbits (0,5 — 1,0 g) elici-
ted leukergy within 2 — 3 hours which persisted for several days.

Histamine injected intravenously in rabbits in doses of 0,5 — 1,0 mg
elicited leukergy within a few hours which persisted at least for one
day. Experiments with histamine in these doses are rather complicated
as many animals show violent shock symptoms and succumb.

On the evidence presented it seems justified to conclude that he-
parin may represent this nonspecific factor which contributes to the
process of leukergy by increasing the stickiness of leukocytes. The exi-
stence of such a factor — besides another one responsible for the cy-
tological homogeneity of the groups — has been anticipated in our
previous publications.









