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Wptyw fluoru
na komorki stromalne szpiku kostnego szczurow

Streszczenie

Badania przeprowadzono na szczurach rasy "Wistar". Zwie-
rzeta podzielono na dwie grupy:- kontrolng i doswiadczalna.
Szczury grupy kontrolnej, otrzymywaly przez 7 dni dootrzewno-
wo 0,9% roztwor chlorku sodu, zas szczury grupy doswiadczal-
nej otrzynerwaly przez 7 dni dootrzewnowo roztwor fluorku so-
du ostezeniu 60 mg/kg wagi ciata (tj. 27 mg czystego fluoru).
W dziewigtym dniu, metodg hodowli pierwotnej, badano morfo-
logie i aktywno$¢ enzymatyczng komorek stromalnych szpiku
kostnego. Komdrki hodowano w hodowlach ptynnych o skiadzie:
ptyn Eagla wzbogacony 20% surowicg cieleca i L-glutamina.
Zwracano uwage na tempo wzrostu, rodzaj i liczbe komorek.
Komorki badano testami histochemicznymi na aktywno$¢ niespe-
cyficznej esterazy, zasadowej i kwasnej fosfatazy.

Stwierdzono istotnie statystyczne rodznice poszczegolnych
typoéw komorek stromalnych miedzy grupa kontrolng i doswiad-
czalna oraz réznice w wartosciach "score" poszczegdlnych
enzymow w roznych typach komoérek stromalnych.

WSTEP

W zwiazku z rozwojem przemystu olbrzymim problemem staje
sie wzrost substancji toksycznych w srodowisku, szczegdlnie
metali ciezkich oraz fluoru i jego zwigzkow.

Dla organizmow zywych niekorzystny jest niedobdr tego
pierwiastka jak i jego nadmiar. Fluor, po przedostaniu sie
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do krwiy przenika przez bitony komorkowe do elementéw morfo-
tycznych; az 85% tego pierwiastka wigze sie z biatkami (Ta-
vela, 1968a), gtéwnie z albuminami (Tawels, 1968b). V prze-
wlektych zatruciach fluorem zawartos¢ biatka we krwi jest na
0go6t prawidtowa. Spadek stezenia biatek w tkankach (Kathpo-
lia i Susheela, 1978) i w osoczu krwi, zwitaszcza albumin
(Kaur i inni, 1978), pojawia sie dopiero w stanach ostrych
zatruc¢, wigze sie to prawdopodobnie z uszkodzeniem biosynte-
zy biatka wwatrobie. Fluor uposledza inkorporacje zelaza
i glicyny do protoporfiryn, co doprowadza do anemii hypochro
micznej lub hypersideroplazmatycznej (De Bruin, 1976). Za-
ciera sie i rozluznia struktura kos$ci, pojawiajg sie zgrubie
nia beleczek czesci gabczastej. Zmniejeza.sie ilosS¢ czynnego
szpiku, co w konsekwencji prowadzi do niedokrwistosci
(Armstrong i inni, 1970).

Prowadzenie diugoterminowych hodowli szpiku kostnego
w warunkach "in vitro" jednoznacznie pozwolito stwierdzic,
ze komorki stromalne stanowig podstawowg substancje Srédko-
moérkowa, mikrosrodowisko dla samoodnawiania, réznicowania,
dojrzewania i podtrzymywania hematopoezy (Curry i inni, 1967
Dexter i Shadduck, 1980, Tavassoli i inni, 1972). Wynika
stad, ze hematopoeza na poczagtkowym etapie regulowana jest
przez interakcje zachodzace miedzy rozwijajagcymi sie komor-
kami hemopoetycznymi a otaczajgcym je podscieliskiem. Dla-
tego tez celowe wydawato sie zbadanie wptywu fluoru na ko-
morki stromalne szpiku kostnego szczurdw.

MATERIAL | METODY

Badania przeprowadzono na dwudziestu szczurach, samcach,
rasy "Wistar" o wadze 200 g (+ 10 g). Zwierzeta podzielono
na dwie grupy:

1. grupe kontrolng (n = 10)

2. grupe doswiadczalng (n = 10).
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Szczury grupy kontrolnej otrzymywaly przez 7 dni w iniek-
cjach dootrzewnowych 0,9% roztwor NaCl w objetosci 0,5 ml
(+ 0,025 ml w zaleznosci od ciezaru ciata zwierzecia). Na-
tomiast szczury grupy doswiadczalnej otrzymywaly przez 7 dni
w iniekcjach dootrzewnowych roztwdér NaF o stezeniu 60.mg/kg
wagi data (co odpowiada 27 ng czystego fluoru) w objetosci
0,5 ml (+ 0,025 ml w zaleznos$ci od ciezaru ciata zwierzecia).

W dziewigtym dniu zaktadano hodowle komérek szpiku kost-
nego szczura kontrolnego i doswiadczalnego. Szczury zabija-
no przez dyslokacje rdzenia kregowego, nastepnie pobierano
kosci udowe, wyptukiwano z nich szpik kostny, ktoéry rozbija-
no na pojedyncze komoérki przy pomocy igty ze strzykawka. Ko-
morki zawieszano w piynie Eagla i liczono metodg tradycyjna
w hemocytornetrze. Wstepne inokulum stanowita zawiesina ko-
morek 1,5 x 10°ml pozywki. Komérki hodowano w hodowlach
ptynnych o sktadzie: ptyn Eagla (80%) wzbogacony surowicag
cieleca (20%), L-glutaming (292 mg/L), za$ w celu utrzyma-
nia jatowosci dodawano antybiotyki: penicyline 120 j/ml
i streptomycyne 100 ug/ml.

Komorki hodowano metoda jednej warstwy (monolayer) w bu-
teleczkach Leightona, ze szkietkiem nakrywkowym. Szkietka
te, pokryte w trakcie hodowli warstwg rosngcych komérek
umozliwialy ich obrobke morfologiczng i histochemiczng. Ho-
dowle prowadzono w 37°C przez 7 dni.

Badania morfologiczne

W czasie wzrostu obserwowano kinetyke rozwoju komoérek.
Z hodowli po 3, 5 i 7 dniach wycofywano kilka buteleczek
i hodowle barwiono metodg Wrighta (Harper, 1974), celem
zaobserwowania zmian morfologicznych komoérek. Zwracano uwe-
ge na tempo wzrostu, rodzaj i liczbe komoérek. Liczono ilos¢
poszczegbdlnych komoérek do 100.



Badania histochemlczne

Po 7 dniach hodowli komorki rosngce na szkietkach badano
testami histochemicznymi na aktywno$¢ enzymow:

1. niespecyficzng esteraz? (E.C.3.1.1.8)

2. zasadowg fosfataz? (E.C.3.1.3.1)

3. kwasng fosfataz? (E.C.3.1.3.2).

Ad.1. Reakcje na niespecyficzng esteraz? wykonano wg me
tody LOfflera (Begemann, 1985). Komoérki utrwalano w parach
formaliny i inkubowano w $wiezo przygotowywanym ptynie inku-
bacyjnym z substratem: octanem alfa-naftylu w temperaturze
pokojowej.

Ad.r. Reakcje na zasadowag fosfataz? wykonano wg zmodyfi-
kowanej metody Kaptowa i Burnstone, 1964. Komorki utrwalano
w parach formaliny i inkubowano w Swiezo przygotowywanym
ptynie inkubacyjnym z substratem alfa-naftylofosforanem so-
du w temperaturze 4°C.

Ad.3. Reakcje na kwasng fosfataze wykonano wg metody
Gomoriego, 1953. Komoérki utrwalano w parach formaliny i inku-
bowano w $wiezo przygotowywanym pitynie inkubacyjnym z sub-
stratem: beta-glicerofosforanem sodu w temperaturze 37°C.

Obliczenia

1. Istotnos$ci statystyczne poszczeg6lnych typow komoérek
stromalnych w 3, 5 i 7 dniu hodowli w grupie doswiadczalnej
w stosunku do grupy kontrolnej obliczono stosujac test
t-Studenta, obliczono te*, bigd standardowy (S.E. - standard
error).

2. Wbadaniach cytochemicznych aktywno$¢ enzymatyczng
wyrazano za pomocg wskaZnika "score". Polega on na stopnio-
waniu aktywnosci enzymoéw, uzywajac skali od 0 do 4, liczac
100 kolejnych komorek. Wskaznik wartosci globalnej "score"
mstanowi suma iloczynéw stopnia aktywnosci enzymu pomnozona
przez liczbe komdrek w tym stopniu aktywnosci.
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WYNIKI BADAN

Obserwacja zwierzat

U szczurow otrzymujacych fluorek sodu w dziewigtym dniu
zachowaniu charakterystycz-
skurcze i drzenie konczyn,
biegunka, ptytki oddech, zmniejszona ruchliwo$é, ostabiona

stwierdzono zmiany W wygladzie i
ne dla nadmiaru fluoru. Bytly to:

reakcja na bodzce.

Badania morfologiczne (tab. 1)

Tabela 1

Poszczegdlne rodzaje komoérek stromalnych szpiku kostnego
zwierzat kontrolnych i doswiadczalnych w kinetyce rozwoju

Rodzaje Dni Zwierzeta
strléonTglﬁgch hodowli kontrolne
X +Sef e
3 12,8 0,9
Pibroblasty 5 24,7 wr
7 441 1,0
3 70,4 1,0
Makrofagi 5 441 2.3
7 19,3 1,7
3 16,8 0,5
Adipocyty 5 31,2 1,1
7 36,6 1,0

Zwierzeta
doswiadczalne
X +S.E.
5,2 0,5
37,0 1,3
48,8 1,4
80,4 1,1
30,6 1,7
20,2 1,6
14,4 0,8
31,7 1,2
31,0 1,0

Po 24 godzinach komoérki stromalne szpiku kostnego szczu-
row byly przytwierdzone do szkietek. Zaobserwowano: fibro-
blasty, makrofagi i adipocyty (komorki we wczesnym stadium
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gromadzenia ttuszczu). Po 7 dniach komodrki tworzyty kolonie
(fig. 1).

Fibroblasty (fig, la)

Liczba fibroblastow w 3 dniu hodowli wynosita w grupie
kontrolnej x = 12,8, wgrupie doswiadczalnej za$ x = 5,2.
Réznice tych sSrednich wartosci ag istotne statystycznie na
poziomie p < 0,05*

Liczba fibroblastow w 5 dniu hodowli wynosita w grupie
kontrolnej x = 24,7, a w grupie doswiadczalnej x * 37,0.
Réznice tych Srednich wartosci sg istotne statystycznie na
poziomie p< 0,05.

Liczba fibroblastow w 7 dniu hodowli wynosita w grupie
kontrolnej x = 44,1, natomiast w grupie doswiadczalnej
X = 48,8. ROznice tych Srednich wartosci sg istotne staty-
stycznie na poziomie p k 0,01.

Makrofagi (fig. Ib)

Liczba makrofagéw po 3 dniach hodowli wynosita w grupie
kontrolnej x = 70,4, wgrupie doswiadczalnej x = 80,4. ROz-
nice tych srednich wartosci sg istotne statystycznie na po-
ziomie p< 0,001.

Liczba makrofagdbw po 5 dniach hodowli wynosita w grupie
kontrolnej x = 44,1, wgrupie doswiadczalnej x = 30,6. ROz-
nice tych Srednich wartosci sg istotne etatystycznie na po-
ziomie p< 0,001.

Liczba makrofagéw po 7 dniach hodowli wynosita w grupie
kontrolnej x = 19,3, wgrupie doswiadczalnej x = 20,2. Ré6z-
nice miedzy tymi $rednimi wartoSciami nie sg istotne sta-
tystycznie.

Adipocyty (fig. 1c)

Liczba adipocytéw po 3 dniach hodowli wynosita w grupie
kontrolnej x = 16,8, w grupie doswiadczalnej x = 14,4. Ro6z-
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Fig. 1. Jednowarstwowa kolonia komoérek fibroblastycz-
nych. Barwienie Wrighta, pow.160x.Seria kontrolna
Fig. la - pojedyncze fibroblasty, 1b - pojedyncze makro-

fagi, 1c - pojedynczy /posSrodku/ adipocyt. Barwie-
nie Wrighta, pow. 300x






nice tych Srednich wartosci sg istotne etatystycznie na po-
ziomie p < 0,05.

Liczba adipocytéw po 5 dniach hodowli wynosita w grupie
kontrolnej i = 31,2, wgrupie dosSwiadczalnej x = 31,7. ROz-
nice miedzy tymi Srednimi wartosciami nie sg istotne staty-
stycznie .

Liczba adipocytéw po 7 dniach hodowli wynosita w grupie
kontrolnej x = 36,6, wgrupie doswiadczalnej x = 31,0. RoOz-
nice tych Srednich wartosci sg istotne statystycznie na po-
ziomie p< 0,01.

Badania histochemiczne (tab. 2)
Tabela 2

Wskaznik wartosci globalnej "score" poszczegdlnych enzymow
w réznych rodzajach komérek stromalnych szpiku kostnego
zwierzat kontrolnych (K) i doswiadczalnych (D)

ool R RS
stromalnych K D K D K D
Pibroblasty 318,9 1747 3086 352,7 2953 230,3
Makrofagi 354,8 253,Z 3559 393,6 2991 2427
Adipocyty 288,8 1475 306,4 326,5 312,3 204,7

1. Niespecyficzna esteraza - wskaznik wartosci globalnej
"score" dla fibroblastéw, makrofagéw i adipocytow jest niz-
szy w grupie doswiadczalnej w poréwnaniu z grupg kontrolna.

2. Zasadowa fosfataza - wskaznik wartosci globalnej
"score" dla fibroblastow, makrofagébw i adipocytéw jest wyz-
szy w grupie doswiadczalnej anizeli w grupie kontrolnej.

3. Kwasna fosfataza - wskaznik wartosci globalnej "sco-
re" dla fibroblastéw, makrofagéw i adipocytow jest nizszy
w grupie doswiadczalnej niz w grupie kontrolnej.



DYSKUSJIA

Zwiagzek mikrosrodowiska, na ktore sktadajg sie komorki
etromalne szpiku, z hematopoezg udowodniono wieloma badania-
mi (Bradley i Metcalfi, 1966, Brockbank i VanPeer, 1983,
Dexter i inni, 1977, 1983). Wiekszos¢ komorek szpiku kostne-
go, tacznie z prekursorami hematopoezy, ginie w pigtym dniu
hodowli. Szybka $mier¢ "in vitro" mote by¢ powstrzymana
przez pasazowanie komorek szpiku kostnego na powierzchnie
komorek stromalnych tworzgcych zwartg warstwe. Wtego rodza-
ju hodowli prekursory komoérek poszczegélnych linii komoérko-
wych morg by¢ utrzymywane przez 12 tygodni, a nawet diuzej,
przy zapewnieniu odpowiednich warunkéw hodowli (medium, tem-
peratura, pH).

Komoérki etromalne szpiku kostnego "in vitro" to miesza-
nina trzech typéw komoérek: fibroblastéw, makrofagéw i adipo-
cytow. Fibroblasty organizujg sie w kolonie, natomiast ma-
krofagi i adipocyty sa rozproszone miedzy nimi, co wskazuje,
ze obserwowane typy komoérek nie pochodzga od wspdélnej komor-
ki prekursorowej (Zipori i Boi, 1979).

Komorki etromalne wg Curry*ego i innych tworzag mikrosro-
dowisko indukujgce hematopoeze (hematopoietic inductive mi-
croenvironment - HIM). Komoérki mikrosrodowiska tworza tzw.
"nisze", w ktéorych zlokalizowane sg komoérki macierzyste
(stem cells). Jakakolwiek ingerencja czynnikéw toksycznych
powoduje zachwianie réwnowagi miedzy mikrosrodowiskiem a he-
matopoeza.

Niniejsze doswiadczenie jednoznacznie wskazuje na silne
toksyczne oddziatywanie NaF na komorki etromalne szpiku
kostnego. Fluor spowodowal bowiem zatrucie zwierzat, zmiany
komorkowe i enzymatyczne. Po trzech dniach hodowli byto
znacznie mniej fibroblastow w grupie zwierzat doswiadczal-
nych niz kontrolnych. (Z danych literaturowych wynika, ze
fibroblasty pozostajg w $Scistym zwigzku z rozwojem komorek
linii erytroidalnej). W5 i 7 dniu hodowli fibroblasty inten-
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sywniej dzielity sie w grupie doswiadczalnej. Liczba makro-
fagbw po 3, 5 i 7 dniach hodowli zaréwno w grupie kontrol-
nej, jak i doswiadczalnej zmniejszyta sie. Liczba adipocy-
tow natomiast po 3, 5 i 7 dniach hodowli w grupie kontrolnej
i dosSwiadczalnej wzrosta, co jest zjawiskiem typowym w wa-
runkach hodowli "in vitro".

Niewiele jest danych na temat zmian cytoenzymatycznych
w komérkach stromalnych szpiku kostnego, a z nich wiele jest
kontrowersyjnych. Mendelow i inni (1980) stwierdzili, ze
miodociane komoérki ttuszczowe nie wykazujg reakcji na obec-
nos¢ peroksydazy, natomiast wykazujg pozytywna reakcje na
niespecyficzng esteraze oraz kwasng i zasadowa fosfataze.

Lanotte i inni (1982) stwierdzili, ze u myszy fosfataza
zasadowa wywotata wyrazng reakcje pozytywna, natomiast kwa-
$na fosfataza dawata reakcje negatywng w komorkach etromal-
nych.

Quesenberry i inni (1985) stwierdzili u myszy niczym nie trakto-
wanych, ze alkaliczna fosfataza byta w makrofagach negatywna,
a w komorkach epitelialnych pozytywna, kwasna fosfataza za$
w makrofagach pozytywna w komorkach epitelialnych okazata
sie negatywna, niespecyficzna esteraza w makrofagach byta
pozytywna, natomiast w komoérkach epitelialnych - negatywna.

Miszta (1987) stwierdzita w komorkach stromalnych szpi-
ku kostnego szczurow po acetylofenylohydrazynie wzrost
aktywnosci niespecyficznej esterazy w fibroblastech, makro-
fagach i adipocytach. Aktywnos$¢ zasadowej fosfatazy w fibro-
blastach i adipocytach wzrosta,, w makrofagach za$ zmalata.
Aktywnos¢ kwasnej fosfatazy wzrosta, i zmalata w adipocy-
tach, w fibroblastech i makrofagach.

Badane enzymy: niespecyficzna esteraza, zasadowa 1 kwa-
$na fosfataza pod wpkywem NaF zareagowaly zmiang aktywnosci .
W przypadku niespecyficznej esterazy wskaznik wartosci glo-
balnej "score" grupy doswiadczalnej zwierzat dla fibrobla-
stow, makrofagow i adipocytow jest nizszy od wskaznika "'sco-
re" zwierzat grupy kontrolnej.
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Wskaznik wartosci globalnej -"score" w przypadku nasado-
wej fosfatazy w grupie doswiadczalnej zwierzat dla fibrobla-
stow, makrofagéw i adipocytéw jest wyzszy od wskaznika "sco-
re" zwierzat grupy kontrolnej.

Wskaznik wartosci globalnej "score" dla kwasnej fosfata-
zy w grupie doswiadczalnej zwierzat dla fibroblastow, makro-
fagdbw i adipocytéw jest nizszy od wskaznika "score" zwierzat
grupy kontrolnej.

Zmiany patologiczne wywotane fluorem sg skutkiem dziata-
nia tego pierwiastka na poziomie molekularnym. Zmiany w akty-
wnosei enzyméw sg efektem powinowactwa fluoru do jonéw Ca2+,
Mg , Fe i Zn . Zdolnoé¢ taczenia sie fluoru z tymi jona-
mi jest przyczyng blokady enzyméw aktywowanych przez te jo-
ny (Wiktor, 1968). Inni autorzy przyjmujg bezposrednie wig-
zanie sie jonéw fluorkowych z enzymami (Ferguson, 1971, Jen-
kis, 1970, Messer i inni, 1975). Jon fluorkowy dziaia hamu-
jaco przede wszystkim na enzymy zalezne od jonu Mg  jako
aktywatora (Bogin i inni, 1976).

Na podstawie przeprowadzonych badac¢ stwierdzono:

1) zatrucie zwierzat, objawiajgce sie zmianami w wygla-
dzie i zachowaniu;

2) zmiany w ilosci i szybkosci proliferacji fibrobla-
stow w grupie dosSwiadczalnej zwierzat;

3) badane enzymy reagowaty zmiang aktywnosci: w przypad-
ku spadku aktywnosci enzymu dawka NaF okazata sie bardzo
toksyczne dla tego enzymu, natomiast wzrost aktywnosci enzy-
mu dowodzit mobilizacji reakcji obronnej komérek na skutek
dziatania substancji toksycznej.
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Helena Miszta, Zbigniew Dabrowski

EFFECTS OF SODIUM FLUORIDE (NaF) ON THE STROMAL CELLS
OF THE BONE MARROW IN RATS

Abstract

The study has been carried out on "Wistar" rats. The
animals were divided into two groups: control and experimen-
tal. The control rats received 0,9% saline solution perito-
neally in seven consecutive days while the experimental ani-
mals received sodium fluoride in the dose of 60 mg/l kg of
body weight (which corresponds to 27 nmg of fluoride per 1 kg
of body weight) peritoneally again in seven days.

On the ninth day of the primary tissue culture, the
morphology and enzymatic activity of the stromal cells of
the bone marrow were determined. The cells were grown in
liquid cultures as monolayers. On a culture medium of
Eagle’s liquid enriched by 20% calf serum and L-glutamine.

Such parameters as type, numbers and rate of growth of
cells were monitored. The cells were submitted to histoche-
mical tests to determine the activities of nonspecific
esterase as well as acid and alkaline phosphatases.

Statistically significant differences between the con-
trol and experimental animals were found in both the num
bers of stromal cells and the differences in "score" values
for activity of particular enzymes for various types of cells.
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XeneHa Miuta, 36urHes [JoM6pOBCKY
BVSHVE ¢TOPA HA CTPOMA/IBHbE KNETKM KOCTHOIO MO3IA KPbIC

Pe3iome

ABTOpa NPOBOAWIM WCCNefoBaHMA Ha Kpbicax nopogsl ““Wistar'
XVBOTHbIX MOAEMMIN Ha [BE TPyMrbl: KOHTPO/bHYW U_OMbiTHYW. B op-
FaHW3M KpbiC KOHTPO/IbHOW TPYMrbl, Ha MPOTSAXEeHWW 7 OHEW, BBOAWM
BHyTpuOpionyHo 0,9$ pacTBOp X/IOPUCTOrO HATPWA, B OpraHu3m xe
KPbIC OMbITHOM FPYMMbl TAKKE Ha MPOTSXEHWW / [HEN BBOAWIN pacT-
BOP HaP KOHLEHTpauveii 60 Mr/kr Beca Tena /70 eCTb 27 MI YuC-
TOro giropa/. Ha [eBATHA AeHb MyTEM MEepBUYHON KyNbTuBaLMWU WC-
CrefoBa/i MOP(OSIONMI0 U SH3UMATUYECKYID aKTUBHOCTb CTPOMASTbHbIX
KNETOK KOCTHOIO Mo3ra. KneTku BbipalvBasii B XWAKUX KyrbTypax,

B COCTaB KOTOPbIX BXOAW: pacTBOp Eagl C 20% CbIBOPOTKOM Te-
NeHKa W -roTaMMHOM. ABTOpamM YUUTHIBA/ICA TEMM pocTa, TWn U
KONMYeCTBO KNETOK. AKTVMBHOCTb KNETOK WCCrefoBasiaCb NMyTEM ruc-
TOXVMUYECKMX TECTOB: HECMELMPNUECKO 3CTepasbl, WENOYHON U Kuc-
noit (pochatasbl. KOHCTATMpOBa/IM CTATUCTUYECKN CYWECTBEHHbE pas3-
NNUMS OTAE/bHLIX TUMOB CTPOMasIbHLIX KMETOK MEXy KOHTPONLHON W
OMbITHOM TPYNMoi, a Takke pas/muns B Be/MuMHax ''score”  oTaeNb-
HbIX 3H3VMOB, 3aK/MOYaWWMXCA B pa3HbiX TUMaX CTPOMaslbHbIX KIETOK.



