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Evaluation of the reactivity of blood leukocytes in anemized rats

Summary

The reactivity of rat blood leukocytes after recurrent blood losses was examined. The blood samples were
collected from the heart, three times in seven-day intervals. The volume of each sample was approximately
15% of the total blood volume. The functional changes in leukocytes were determined utilizing a test of radial
segmentation of nuclei (RS) in mononuclear leukocytes and a test of Saccharomyces cerevisiae yeast phago-
cytosis. Our results demonstrate that sequential blood loss induced a decrease in the number of mononuclear
cells indicating RS from 21.2% after 1° blood sampling up to 13% and 14% in following samplings: a decrease
in number of phagocytic granulocytes from 49.5% after 1° blood sampling up to 41% and 39.3% after 2" and
3" sampling, respectively; and an increase in the number of phagocytic mononuclear blood cells from 8.5%
after the 1* sampling up to 9.2% and 12.7% after the 2" and 3" blood samplings respectively. We affirm that
this frequent blood loss modified the reactivity of blood leukocytes but did not change the WBC quantity

in blood.
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Utrata krwi jest jedna z przyczyn prowadzacych do nie-
dokrwistosci, jezeli przekracza zdolnosci kompensacyjne
uktadu krwiotworczego lub gdy nastepuje w czasie krot-
szym od tego, jaki jest potrzebny do uruchomienia mecha-
nizmow wyrownujacych. Gloéwne objawy kliniczne nie-
dokrwistosci to: blado$¢ skory i bton §luzowych, zaburze-
nia pracy serca (tachykardia, zaburzenia rytmu) i niewy-
dolnos$¢ krazenia, zw1qksz0ne odczuwanie zimna, ostabie-
nie, szybkie chzenle SlQ, senno$¢ 1 dusznos¢.

HlpOkS]a anemiczna inicjuje pojawienie si¢ zmian w ko-
morkach, ktére moga prowadzi¢ do adaptacji umozliwia-
jacej przeZycie lub do ich uszkodzenia i $mierci (4, 6, 9,
11, 17). Dobrze poznane sa pokrwotoczne zmiany iloscio-
we ijakos$ciowe dotyczace erytrocytow. Znane sa tez zmia-
ny ilosciowe leukocytow, a przede wszystkim fakt poja-
wienia si¢ we krwi ich form mtodocianych. Mniej nato-
miast wiadomo na temat funkcji tych komorek. Badajac
wptyw hipoksji na leukocyty u cztlowieka, Sanidas i wsp.
(18) stwierdzili, ze stopien niedoboru tlenu wptywa na
morfologig i reaktywno$¢ tych komorek. Zaobserwowali
pojawienie si¢ kraterowatych ubytkéw w btonach zewnetrz-
nych granulocytow, uszkodzenie bton wewnatrzkomorko-
wych, zmniejszenie wielkosci i liczby ziarnistosci cyto-
plazmatycznych. Leukocyty wykazywaly zwigkszona zdol-
nosc¢ adhezji do srédblonka naczyn. Czgs¢ granulocytow,
bez zauwazalnej przyczyny, ulegata degranulacji (18). Nie-
dobdr tlenu uposledza oddychanie komérkowe, transport
przez blony, aktywuje beztlenowy tor przemian energii,

nasila produkcje wolnych rodnikdéw i zmienia wewnatrz-
komoérkowe stezenia jonow (4, 5, 11, 13, 16, 18, 19, 23).

Nadal nie w pelni wiadomo, w jakim stopniu i w jaki
sposob towarzyszaca niedokrwistosci hipoksja wptywa na
krazace leukocyty iich funkcje oraz komorki opuszczaja-
ce w tym czasie szpik. Dlatego celem pracy byto przesle-
dzenie, czy i w jaki sposob utrata krwi u szczurow zmienia
reaktywnos¢ leukocytéw krwi obwodowe;.

Materiat i metody

Badaniami objgto 6 szczurdw, rasy Wistar, ptci meskiej,
o masie ok. 300 g. Zwierzgta pochodzity z hodowli Akademii
Medycznej we Wroctawiu. Przetrzymywane byly w klatkach,
W pomieszczeniu, gdzie panowala temperatura pokojowa —
21-23°C (ok. 294-296 K). Zywione byty standardowym granu-
latem przeznaczonym dla dorostych szczuréw i mialy swobod-
ny dostep do wody.

Krew od szczurow pobierano w znieczuleniu ogolnym z ser-
ca trzykrotnie, kazdorazowo w ilosci ok. 2,5 ml, w odstgpach
siedmiodniowych (I i II pobranie krwi byly upustami anemizu-
jacymi, III pobranie stanowito upust diagnostyczny). W celu
uniknigcia zaburzen hemodynamicznych, kazdorazowo po za-
konczeniu pobierania krwi podawano szczurom podskornie
ogrzany do temp. 37°C (310 K) ptyn izotoniczny w ilo$ci 5 ml.
Przyjmujac siedmiodniowy odstep czasu pomigdzy kolejnymi
upustami krwi kierowano si¢ danymi wskazujacymi, iz jest to
okres czasu pozwalajacy na uniknigcie zaburzen hemodyna-
micznych, a jednoczesnie w tym przedziale czasowym wyste-
pyje szczyt mozliwosci wyréwnawczych ze strony uktadu krwio-
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tworczego (1, 8). Pobrana krew, chroniona przed krzepnigciem
(10 j heparyny/1 ml krwi), stanowita materiat do badan.

Reakcj¢ uktadu krwiotwodrczego na upusty krwi anemizujace
monitorowano na podstawie: liczby erytrocytow (RBC — red
blood cell) i leukocytéw (WBC — white blood cell), wartosci
hematokrytu (PCV — packed cell volume), poziomu hemoglobi-
ny (HGB), $redniej objetosci krwinki czerwonej (MCV — mean
corpuscular volume), Sredniej masy hemoglobiny w krwince czer-
wonej (MCH — mean corpuscular haemoglobin), §redniego
stezenia hemoglobiny w krwince czerwonej (MCHC — mean
corpuscular haemoglobin concentration), odsetka retikulocytow
oraz leukogramu.

Reaktywnos¢ leukocytow krwi oceniano na podstawie:

— zdolnos$ci komorek jednojadrzastych krwi do tworzenia
radialnej segmentacji jader (test spontanicznej i indukowane;j
radialnej segmentacji jader — radial segmentation — RS),

— zdolnosci leukocytéw do fagocytozy (test fagocytarny
z uzyciem komorek drozdzy).

Test spontanicznej i indukowanej radialnej segmentacji (RS)
wykonano wg metody Soderstroma i wsp. (21) w modyfikacji
wilasnej (10). Krew dzielono na dwie rowne czg¢sci, po 0,8 ml
kazda. Jedna stanowita kontrolg (RS spontaniczna). Do drugiej
dodawano 0,2 ml mieszaniny szczawiandw potasu i amonu Spo-
rzadzonej w stosunku 1 : 1 (RS indukowana). Obie probki inku-
bowano przez 3 godziny w temperaturze pokojowej — 21-23°C
(ok. 294-296 K). Po inkubacji krew odwirowywano, a z uzyska-
nego kozuszka bialokrwinkowego wykonywano rozmazy (po
2 od kazdego szczura), ktore barwiono metoda panoptyczna Pap-
penheima. W kazdym rozmazie liczono 200 napotkanych komo-
rek jednojadrzastych, roznicujac je na RS-dodatnie (RS+) i RS-
-ujemne (RS—). Za RS+ przyjmowano te komorki, ktorych jadra
posiadaty szczeliny o gigbokosci przynajmniej 1/3 jego srednicy
(ryc. 2).

Test fagocytozy z uzyciem drozdzy wykonano wg metody Slap-
nickovej i wsp. (20). Probki zawierajace 1 ml krwi inkubowano
z dodatkiem 100 pl zawiesiny komorek drozdzy (Saccharomy-
ces cerevisiae), w temperaturze 37°C (310 K) przez 15 minut. Po
inkubacji z kazdej probki sporzadzano po 2 rozmazy, ktore na-
stepnie barwiono metoda panoptyczna Pappenheima. W kazdym
rozmazie liczono 200 napotkanych neutrocytow. W trakcie anali-
zy rozmazow, stwierdzano obecnosé sfagocytowanych drozdzy,
takze w komorkach jednojadrzastych i dlatego dodatkowo w oce-
nie uwzglgdniano tez 200 napotkanych komorek tej populacji.
W obu liczonych populacjach komorki réznicowano na Fag-do-
datnie (Fag +) i Fag-ujemne (Fag—). Za Fag+ przyjmowano te
komorki, w ktérych stwierdzano obecnos¢ sfagocytowanych ko-
morek drozdzowych (ryc. 4 i ryc. 6).

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej przy zasto-
sowaniu testu t-Studenta.

Wyniki i oméwienie

Wyniki badan hematologicznych, zebrane w tab. 112,
wskazuja, ze anemizacja szczurdw wg przyjetej procedu-
ry nie miala wptywu na liczbg erytrocytéw, warto$¢ hema-
tokrytu i stezenie hemoglobiny. Ich wartosci, jak tez war-
tosci MCV, MCH, MCHC byly zblizone do wartosci wyj-
sciowych (tab. 1) i miescily si¢ w zakresach referencyj-
nych, charakterystycznych dla szczuréow (1, 8). Nie zmie-
nita si¢ tez znaczaco ogolna liczba i udziat procentowy leu-
kocytow (tab. 2). Brak zmian ilosciowych wskazuje, ze
szpik w czasie 7 dni miedzy kolejnymi upustami odtwa-
rzat utracong pulg¢ komorek. Jednak nastgpstwem prowa-
dzonych upustéw byly zmiany jakosciowe w komorkach
krwi krazacej. Nasilonej anizopoikilocytozie (zmiana
ksztattu i wielkosci erytrocytow) towarzyszyt wzrost od-
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Tab. 1. Srednia liczba erytrocytow oraz warto$ci charaktery-
zujace krwinki czerwone u szczuréow doswiadczalnych

| upust
Parametry al;:::]ritzouéizfv angl::?z:?;cy = d::gl:ll:)usst;cznv
wyjSciowe)
RBC (1012/]) 7,0 6,9 7,0
PCV (%) 38,0 40,0 40,0
HGB (g/dl) 12,2 13,4 11,9
MCV (fl) 51,4 57,8 57,8
MCH (pg) 17,6 19,8 11,7
MCHC (%) 34,2 33,5 30,0
Retikulocyty (%) 4,0 6,7 13,3

Objasnienia: RBC — liczba erytrocytéw, PCV — hematokryt,
HGB — hemoglobina, MCV — érednia objgtos¢ krwinki czerwo-
nej, MCH — $rednia masa hemoglobiny w krwince czerwonej,
MCHC - érednie stezenie hemoglobiny w krwince czerwonej

Tab. 2. Srednia liczba leukocytéw oraz wzér odsetkowy krwi-
nek bialych u szczuréw doswiadczalnych

| upust
Parametry alz:::]rilzt:lsiz?v an:alnlllrz:?;cy = di:glj:g:t?czny
wyjSciowe)
WBC (109/1) 1,7 8,6 7,0
Leukogram:
neutrocyty (%) 32 27 37
bazocyty (%) 0 1 0
eozynocyty (%) 8 4 6
monocyty (%) 1 2 2
limfocyty (%) 59 66 55

Objasnienia: WBC — liczba leukocytow
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Ryc. 1. Odsetek retikulocytéw we krwi u szczuréw doswiad-
czalnych

Objasnienie: * roznica statystycznie istotna (p < 0,05) pomigdzy
i I upustem krwi

setka retikulocytéw. Odsetek tych form erytrocytow z 4%
(warto$¢ wyjsciowa) wzrdst do 6,7% po 111 13,3% po 111
upuszczeniu krwi (ryc. 1). Zmienila sig¢ rowniez zdolno$¢
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Ryec. 2. Komérka jednojadrzasta krwi, ktorej jadro uleglo
radialnej segmentacji
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Ryc. 3. Radialna segmentacja (RS) jader komoérek jedno-
jadrzastych krwi u szczuréw doswiadczalnych

leukocytow jednojadrzastych do tworzenia radialnej seg-
mentacji jadra (RS). Radialna segmentacja jest zjawiskiem
wystepujacym przede wszystkim w komoérkach jedno-
Jqdrzastych krwi (limfocyty i monocyty). Polega na poja-
wieniu si¢ w jadrze komorki glgbokich szczelin, zbiegaja-
cych si¢ koncentrycznie w centrum jadra. Szczehny te
powstaja na skutek zwigkszonej, ale przebiegajacej w od-
powiednim tempie, depolimeryzacji mikrotubuli cyto-
szkieletu komorkowego (ryc. 2) (14, 15, 21, 22). Zaobser-
wowano, ze po II i III upuscie krwi, odsetek komorek ze
spontaniczna, jak i indukowana RS obnizyt si¢. Odsetek
komorek wykazujacych RS indukowana z 23,2% (warto$§¢
wyj$ciowa) obnizyt si¢ do 13,2% po 11 i 14,4% po III po-
braniu krwi (ryc. 3). Ostabienie zdolnosci limfocytéw i mo-
nocytow do tworzenia RS moze by¢ zwiazane ze stabiliza-
cja mikrotubuli uwarunkowana spowolnieniem lub wrecz
zatrzymaniem ich depolimeryzacji. Obnizenie dysocjacji
tubuliny z mikrotubuli obserwowano wraz z obnizeniem
w komorkach stezenia ATP (2). Jedna z najczgstszych przy-
czyn naglego obnizenia si¢ st¢zenia ATP w komorkach
bywa wiasnie niewystarczajace zaopatrzenie ich w tlen
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(13). Stabilizacj¢ mikrotubuli cytoszkieletu pojawiajaca sig
w wyniku hipoksji obserwowali w komoérkach nowotwo-
rowych San-Oh Yoon i wsp. (17).

U szczuréw doswiadczalnych obserwowano takze osta-
bienie zdolnosci neutrocytéw krwi do fagocytozy drozdzy.
Liczba granulocytow zawierajacych sfagocytowane komor-
ki drozdzy, w poréwnaniu z warto$ciami wyjsciowymi,
obnizyta si¢ 0 17,2% po 1l i 0 20,2% po III pobraniu krwi
(ryc. 5). Moze to by¢ spowodowane pojawiajacymi sig
w hipoksji anemicznej: naruszeniem labilnosci mikrotu-
buli, ktére w granulocytach Wydan si¢ bardziej wrazliwe
na niesprzyjajace warunki niz w monocytach i makrofa-
gach (12), dezintegracja cytoszkieletu aktynowego i naru-
szeniem struktury bton komoérkowych utrudniajacymi two-
rzenie fagosomow (4), obnizeniem pH ponizej optymal-
nego dla enzymdw lizosomalnych (11) oraz degranulacja
samych neutrofili (18). Natomiast zwigkszong aktywnos$¢
fagocytarna w stosunku do uzytych drozdzy wykazywaty
komorki jednojadrzaste. Odsetek fagocytujacych komorek
jednojadrzastych wzrost o 8,2% po 111 0 az 49,4% po 111
upuscie krwi (ryc. 7). Nasilenie zdolnosci tych komorek
do fagocytozy zgodne jest z obserwacjami innych auto-
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Ryc. 4. Granulocyt obojetnochlonny — wewnatrz sfagocyto-
wana komorka drozdzy
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Ryc. 5. Granulocyty fagocytujace we krwi szczurow doswiad-
czalnych

Objasnienia: * rdznica statystycznie istotna (p < 0,05) pomigdzy
11 IT upustem krwi; ** roznica statystycznie istotna (p < 0,05)
pomigdzy I i IIT upustem krwi
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Ryec. 6. Komérki jednojadrzaste krwi — wewnatrz sfagocyto-
wane komérki drozdzy
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Ryc. 7. Komdrki jednojadrzaste fagocytujace we krwi u szczu-
réw doswiadczalnych

Objasnienie: * roznica statystycznie istotna (p < 0,05) pomigdzy
i IIT upustem krwi

row (11). Jakkolwiek poglady na temat fagocytozy komo-
rek jednojadrzastych krwi w przebiegu hipoksji sa podzie-
lone. W srodowisku obnizonej preznosci tlenu makrofagi,
przy zachowanej zywotnosci, moga wykazywac obnizong
albo zwigkszona zdolno$¢ do fagocytozy (3, 11, 16, 19).
Ta dwoistos¢ zachowania nie zostata dotychczas wyjasnio-
na. W duzym stopniu moze by¢ zalezna od wielu innych
czynnikdéw, w tym od: obnizonego st¢zenia glukozy, de-
gradacji blon komérkowych, naruszenia transportu btono-
wego, uszkodzenia mitochondriow, obnizenia procesow tle-
nowych i produkcji silnie toksycznych aktywnych form
tlenu, reorganizacji cytoszkieletu komorkowego, obnize-
nia wewnatrzkomorkowego pH i naptywu jonéw Ca™ (4,
5,11, 13, 16, 18, 19, 23). Te skrajnie niesprzyjajace wa-
runki staja si¢ czesto przyczyna $Smierci komorek (4, 6, 9,
11, 16), ale moga tez uruchamia¢ mechanizmy adaptacji
(6, 9, 11, 16), prowadzac nawet do wzrostu ich aktyw-
nosci, co ma swoje odzwierciedlenie w nasileniu aktyw-
nosci fagocytarnej (11).

Zmiany w leukocytach krwi, pojawiajace si¢ w warun-
kach poupustowej hipoksji anemicznej, w istotny sposob
moduluja czynno$¢ uktadu odpornosciowego. Moga przy-
czyniac¢ si¢ do: hamowania proliferacji limfocytow (5, 7),
obnizenia aktywnosci limfocytow T i NK (5, 7), obnizenia
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zdolnosci makrofagéw do prezentacji antygenu (11), nasi-
lenia syntezy i uwalniania cytokin prozapalnych (3, 11, 19)
1 wzmozenia migracji leukocytoéw (13, 18, 23). Zwierzgta
w hipoksji wykazuja zwigkszona podatno$¢ na infekcje
bakteryjne (3, 16, 19). Natomiast w jaki sposdb hipoksja
moze zmienia¢ reaktywno$¢ uktadu odpornos$ciowego oraz
mechanizmy prowadzace do tych zmian nie sa jeszcze do-
statecznie poznane.

Wyniki badan wtasnych wskazuja, ze u szczuroéw upus-
ty krwi (kazdorazowo ok. 15% krwi krazacej) w odste-
pach tygodniowych prowadza do zmian czynnosciowych
leukocytow, ujawniajacych si¢ w zwigkszonej aktywnosci
fagocytarnej tych komorek oraz ostabionej zdolnosci lim-
focytow i monocytow do tworzenia radialnej segmentacji
jadra.
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