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Morfologiczno oceno iqderek i lizosomów w limfocytoch

z zaklad]u Fizjopatologtt Instytutu Hematologlt w warszawle

W badaniach nad białaczkami limfatycznymi
wielu autorów poszukuje cech limfocytów krwi
obwodowej, charakterystycznych dla tych ko-

Poz;wala to na stosunkowo łatwą selekcję grupy
zwierząt podejrzanych o procesy białaczkowe.

Bardziej swoistą grupę metod stanowią bada-
nia serologiczne, są one jednak kosztowne -_-
wykonanie ich wymaga wyposażenia pracowni
immunologicznej (7).

W niniejszej pracy podjęto próbę zbadania
zrnian morfologicznych i cytochemicznych wy-
branych organelli subkomórkowych: jąderek
i lizosomów, limfocytów białaczkowych u by-
dła. Organelle te ulegają bowiem uchwytnym
zmianom zarówno w cyklu komórkowym źtt,

uitro, jak również wykazują istotne różnice w,
limfocytach krwi obwodowej w przebiegu bia-
łaczek u ludzi i drobiu (5, 6, 8, 9). Określone ce-
chy charakterystyczne jąderek i lizosomów lim-
focvtółv w białaczce bydła mogłyby stanowić
dodatkowe kryterium diagnostyczne w uzupeł-
nieniu metod hematologicznych.

Materiał i metody

Badanria przeprowadzono na krowach zdrowych i
doświadczalnych rasy nizinnej (cbn) w liczbie 4l
zwierząt.

Podziału na grupy dokonano w układzie podanym

krów chorych no biołoczkę

Tab. 1. Ifty,teria po,działu krów na grupy

w tab. 1. U krów zaliezonych do grup podejrzanych

na heparynę.
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Obraz różnicowy krwiriek białych uzyskiwano z
rozmazów barwionych odczynnikamri May-Griinwald-
-Giemsa wg Pappenherima. Bezwzględne wartości lim-
focytów w 4l krwi obliczano z liczby leukocytów i
obrazu różnicowego krwinek białych.
Dla wykrycia jąderek stosowano metodę Smetany

(15); metoda ta oparta jest na wybiórczym powino-
wactwie błękitu toluidyny w odpowiednim pH do
RNA jąderek w limfocytach. Do badań użyto błękitu
toluidyny f -my Merek. Wskaźnik jąderkowy (czyli
średnią liczbę jąderek przypadających na limfocyt)
obliczono w 100 limfocytach. 'Wyróżniono 3 formy
jąCerek: pterścieniorrye, złożone (tzw. aktywne) i mi-
krojąderka,ffg Smetany (16), analogiczne do form,\^,),stępuiących w limfocytach człowieka (ryc. 1). Po-
stać pierścieniowa jąderek charakteryzuje odwraca]-
nie zahamowaną syntezę RNA w jąderkach; złożona

- aktywną syntezę RNA, zaś w mikroiąderkach
synteza RNA zahamowana jest nieodwracalnie (13).

Różnice wartości wskaźnika iąderkoweEo w lim-
focytach krów w badanych grupach poddano analizie
statystyeznei wg testu t Studenta,

Identyfikację lizosomów w lńmfoeytach przeprowa-
dzono metodą ptzyżyciowego barwnika błon lizoso-
malnych euchryzyną 3Rx Gurr - London wg Bluma
(3); ocenę lliczby lizosomów w komórkach dokonano
w mikroskoprie fluorescencyjnym PZO typ MB 30.

W zależności od liczby i tozmieszezenia lizosomów
w cytoplazmie wyróżnńono 4 typy limfocytów (ryc. 2);

rua Schpnłxć opis

o l i zoss nórr nie 3;tmćerda6fra

{

lis
li zosam x roostaci daźego zia;na

&robae lizosomy łozmioszczane
rógnamieraie w caźej cgłaplazmte

3
Duże lizosom! łp złn t|@sze zonź
u całe.r; cgćoplaznzie

Ryc. 2. Klasyfikacja limfocytów w zależności od obrazu
lizosomów

od§etek poszczególnych typów obliezano w 100 loso-
wo wybranych komórkach z każdego preparatu. Ak-
tywność fosfatazy kwaśnej oznaczano metodą Barki i
Andersena (1, 10) ; Iimfocyty enzymododatnie podzie-
lono w zależności od charakteru reakcji cytochemicz-
nej na 3 rodzaje: (1) ziarniste, (2) ziarnistodyfuzyj-
ne (enzymodoCatnie zarówno lizoscmy jak i cyto-
plazma), (3) dyfuzyjne (reakc ja w cytoplazmie).

Wynriki podano w wartościach bezwzględnych.
Wskaźnik zmiennoścri obliczono jako stosunek war-
tości badanych parametrów do ich wartości u krów
zdrowych przyjętych za I.

Wyniki i omówienie
W tekście immunodyfuzyjnym stwierdzono

brak reakcii dodatnich w grupie krów zdro-
ivych. W grupach zwierząt podejrzanych o bia-
łaczkę stwierdzono zarówno wyniki ujemne jak
i dodatnie, w grupie krów chorych (Dl) u
wszvstkich osobników stwierdzono obecność
przeciwciał dla antygenu wirusowego białaczki
bydła.'

Zmiany jąderek w limfocytach krwi obwo-
dowei krów doświadczalnych dotyczą przede
wszystkim wartości wskaźnika jąderkowego,
zaś w mniejszym stopniu częstości występowa-
nia poszczególnvch form jąderek.

W limfoeytach krów doświadczalnych Dr
wartości rłrskaźnika jąderkowego są znamiennie
wyższe od wskaźnika u krów zdrowych Kr
(p{0,001). Zakres wartośći tego wskaźnika w
grupie Dl iest również większy niż w grupie
kl; co znajduie wyraz w wartościach odchyle-
nia standardowego (K1-7,24t 0,07, D1-1,66 t
0,16). W limfocytach grupy Dz i De wartości
wskaźnika jąderkowego są istotnie wyższe w
porównaniu do wartości w grupie Kz (p{0,02);
występuie także większy roztzltt wartości
wskaźnika w grupach Dz i Ds w stosunku do
grupy K2(K2-1,32+ 0,1; D2-7,57 !, 0,22; D3-
1,67 + 0,3B).

Wartości wskaźnika w badanych grupach ilu-
struje ryc. 3.

K2 i Dz D3 grup!
l_

Ryc. 3. Wartości (X-SD) wskaźnika jąderkowdgo (Wj)
w limfocytach krwr( obwodowej u krów zdrowych
(Kl i K2), podejrzanych o bialaczkę (Dt i D2) oraz cho-

rych (D8)

Wj

/,9

ł,4

Kt

Tab, 2. Formy ją,derdk w limfocytach krwi o,bwołdowej krów

Fo,rmy ją,derek w li,mfocytach

K1
D1

K?
D2
Ds

T_.lieżba
limf ocytów
w 1 pI krwi

3 900
,7 068

3 060
9 300

16 630

Ją,derka pierścieniowe

39%
4L0lo

479ń,
39%
430/0

Mikro jąderka Jąde,rka akty,wne

540h
52010

2I+0
3700

odsetek liczba
w 1 pI krwi

90
5ó0

1160

7%
70/o

270
490

1 130
3620
7150

odsetek | liczba
| ,w r ul Krwl
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Formy morfologiczne jąderek w limfoeytach krów
chorych (Ds) i podejrzanych o białaczkę (Dr i Do) nie
różnią się od form jąderek w limfocytach zwierząf
zdrowyeh (Kl i K2); wystepuią natomiast różniee rv
proporciach liezborx,veh poszezególnych form jąderek
w limfoeytaeh grup Dr, Dz i Da.

W grupie Dr rnożna odnotoqlać nieznaeme zwiek-
szenie 

'ezestośei wvstepowania limfoeytów z jąrlerka-
mi pńerścńeniowvmi przv jednoezesnym niewielkim
obniżeniu odsetka limfocytów z mikrojąderkaml w
stosunktl do qrupy Kl.

W grupaeh nr"i O, ,rrir^" zauważvć również wa-
hania triezbowe odsetka lrimfoeytów z jar]erkami pierś-
cieniorvvmi i mikro,iąderkami przy stałym. ehoć nie-
dużvm wzroście odsetka limfocytó,"v z jąderkami ak-
tyrvnvmi (tab. 2).

zńiany lizosomór,rr w limfoeytaeh zwierzat doś,łziad-
czalnveh otllepaia głórvnie na różniev w lńczbńe lizo-
somów w tveh komórkaeh. a także rodza,irr reake ji
enzomorlor]atniej kwaśnej fosfatazy rv u do
tyeh parametrów w 'limfoeytaeh kr owej
zvlierzat zdrowveh. w grupie Dr - n zrost
or]setka ln'mfocy+ów. w których nie stwierdza sie li-
zosomów, rv p do qrlrpv Kr. Podobnie rłl
gruDie D" - rlr do grupv K2 moźna zaurvażvć
źwiekszenie ez stepowania lirnfoeytów z ne-
gatvwna reakeią na obecnnśó błon llizosomalnveh.
Jerlnocześnie tlleEa podrvyższeniu odsetek limfocvtów
z lizosomłmi drobnymi rozproszonymi w całej cyto-
plazmie ]imfoeytu.

w bą,lrnńll aktvwnośei fosfetazy kwaśnel limfoey-
tów strv,;errlzono ierlvnie komórki enzvmo,iorln+nie.

Beakeia określaiaea aktywność fosfatazy kwaśnei w
Frlln^ch D, n" i T)" wvt,aztl ie rl,zlnct 6r]ęaf ltse limfn-
evtów z dvftlzv-invm typem reakeji w Dorńrvnaniu
do rvarto(ei or]setka teEo rnr]zaiu enzvmorlndątn,;ej re_
akeii w limfo"vtaeh zulierzat zdrowvch (K, i Kł.
Vlqknłnik zmlenności dla 8rupy Dl :3,1.i Dz:6,0i .
D":9.2.

Moźna st,tłlierrlzić że femtl wzrnstowri ezestośei rvy-
steDnrrzgnia limfoevfów z dvfllzvjnwn tvnem reekcii
na fo§f2faze kwaśna w grllpach z\r(Iierzat ehorveh
luh onr]eirzenvch o hlełanzke towarzvszv \ł/zrost od-
setka limfoevtórv. w którveh nie obserrvuie się w1,5fę-
powanńn liznsnmów (rve. 4).

wvniki bar]ań liezbv lizosomów i aktvrvnośei fos-
fatązrl klrzaśnei rxz'l,imfocvtach w rloszczeoólnveh pTu-
paeh zwierząt doświaclczalnych i zdrcwych ilustruje
tah 3,

przerrrowarlzona w uzupełn,ieniu badań hemato'lo-
pieznvehmweeluwvlrrveia
przeciuznriał bvrlła. wvkazała
zgodnośĆz w grupachzwietząt

Tab. 3. Charaktervs'tyka morfolog'iclz o,cytów krtvi o,bwodowej krówkrów

zdrowych l chorych. Rozbieżne wyniki w grupach
zvlterząt podejrzanych o białaczkę mogą być spowo-
dowane opóźnieniem występowania przeciwciał w su-
rowicy w stosunku do zmlian hernatologicznych. Po-
dobne rezultaty otrzymywali również inni autorzy
(7, L2).
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Ryc. 4. yka mo lim-
focytów owej u ezkę

w do limf

Znaezny wzrost kowego w
grupach zwierząt lub cho-
iyc6 ze względu porówna.-
niu do wartóści zdrowych
można uważać za charakterystyczną cechę jąderek

jąderkowy w limfocytach krów zdrowych jest znacz-

Grupy o/ l r./o 
I 
tezw

Charak yka FK ł
reak. ziar-d reak. dy,f.
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obiaśnienia: w - wskaźnlk
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1
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0,98
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3
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0,8

3820
1,48
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5
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L3"l

1
0,4
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1,0
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zmienloścl, x - średnia arytĘetyczrra.
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nie uzyskanych w nf-
niej ych (Ęl i K_n) auto-
rzy metodę wybarwńa-
nia jąderkowego uzys-
kane w limfocytach krów grupy kontrolnej są zbli-
żone do wskaźnika w limfocytach ludzi zdrowych,
gdzie wj : 1,076 - 0,06 (16), a także w limfocytach

nych o białaczkę lub chorych, ma podobny charakter
jak w limfocytach ludzkich w przewlekłej białaczce
limfatycznej (6).

Dane z piśmriennictwa dotyczące chorób limfopro-
liferacyjnych (4) potwierdza ją własne obserwac je
wzrostu liczby limfocytów bez fluorescencji błon lizo-
somalnych, a także upośledzenie enzymów układu li-
zosomalnego w limfocytach.

Test aktywności fosfatazy kwaśnej w limfoeytach
jako znacznika enzymatycznego lizosomów jest doŚĆ
powszechnie używany w medycynie ludzkiej (11,). Za-
stosowany W pracy sposób oceny reakcji enzymodo-
dodatniej z równoległym badaniem morfologii lizoso-
mó-w (błony lrizosomalne) pozwala na dokładniejszą
ocenę funkcji tych organelli.

Stwierdzony wzrost odsetka limf ocytów z reakc ją
dyfuzyjną u zwderząt grup D1, D2 i D3 (doświadczal-
nych) towarzyszy wzros[owi odsetka lirnfocytów bez
,,wykrywalnych" Iizosomów. śwdadczyć to może o
destrukc ji błon lizosomalnych i przemieszczeniu fo-
sfatazy kwaśnej (znaczndka lizosomów) w formie roz-
proszonej do cytoplazmy lrimfocytów. Ta cecha lim-
focytów białaczkowych może przemawiać za charakte-
rem ,,niepełnowartościowej" komórki i jest wynikiem
stanu zaawansowania choroby.

Stosowane w pracy metody określania liczebności
i stanu czynnościowego jąderek i lizosomów limfocy-
tów mogą stanowić uzupełniende rutynowych metod
hematologicznych, są proste i szybkie w wykonanńu.
Zastosowanie oceny tych organelli jako dodatkowego
testu w diagnostyce białaczki bydła rokuje możliwośĆ
wczeŚnriejszeg,r i bardziej dokładnego wykrywania
zwietząt zakażonych wirusami białaczki. .

Wnioski
1. Limfocyty krwi obwodowej bydła podej-

rzanego Iub chorego na białaczkę rożnią się od
Iimfocytów osobników zdrowych pod względem
liczby jąderek i lizosomów, aktywności jąderko-
wej i fosatazy kwaśnej,

2. Wzrost wartości wskaźnika jąderkowego w
limfocytach krów doświadczalnych jest statys-
tycznie istotny w poróv/naniu do wartości u
krów zdrowych.

3. Populacja limfocytów krów białaczkowych
charakteryzuje się wzrostem odsętka komórek
nie wykazujących fluorescencji lizosomów przy
jednoczesnym wzroście iimfocytów z dyfuzyj-
nym typem reakcji enzymododatniej na aktyw-
ność fosfatazy kwaśnej.

4. Badane parametry mogą stanowić uzupeł-
niający wskaźnik diagnostyczny do obecnie sto-
sowanych metod hematologicznych.
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JlorurlecKaa xapalrTepl,rcTur<a .rrułrSoqrłror uepuóeplr-
vecxoir xpoBr,r KopoB, 6ołrrurx łeixosola,

B rrrłu$oqrtax 3AopoBblx u 6onsrrrrx lelżxoso!łr
I{opoB rlccJIeAoBaJIr{ ]43MeHeHrłfl HyKJIeoJIfipHoro rosQ-
$rqreura ]łr pa3Hblx Tr1IIoB aAppblrl]eK (roMorenHblx,
KoJIbI]eBI4AHbIx 14 ToqeqHltx) a raxx<e Epo,BeJIr{ KoJII4-
qecTBeuHyro oIłeHKy .lrIcJIa JIJ43ocoMoB ll r<rc.rroń Qo-
cSata:rt.

Oupe4eneHo, .łto nłrruSoqfiTbl KopoB, 6orrrrarx .qefi-
Ko3oM, xapaKTepr3yer 6o.rrsrrroe yBefllłqeHrłe HyKJIeo-
JIflpHoI,o roe@@łqrłeHra. O4rrospeueHuo 3aMeqeHo
noBbIEIeHyIe npoI{eHTa nzuQoqrtoe 6eg nłrsócollgoż
$łyopeqerłqrĄu m c 4rQQysnoHubIM T]4IIoM t<wcltoit
QocQara:lr.

l4cc.rre4oearłrłe ff ApbIIueK 7t rII43ocoMoE łru$oqlłroa
Mo)KeT oKa3aTbc.fi IIoJIe3HbIM AoIIoJIH]łITeJIbHr,IM no}<a-
3aTeJIeM B A]4aIHocTJłKe łeżxosa KpyIIHoIo poraTolo
cKoTa.

Sitarska E., Kopeć J., Grabarezyk M. - Morphological
characteristics of nucleoli antl lysosomes in lymphocy-
tes of leukaemic cows.

There were analysed the changes of nucleolar coef-
ficient, forms of nucleoli, semi-quantitative evaluation
of lysosomes and activdty of acid phosphatase in perip-
heral blood lymphocytes of healthy, suspected leukae-
mia and leukaemic cows. It was confirmed a statisti-
cal increase of nucIeolar coefficient in peripheral
blood of lymphocytes of leukaemia suspected and
leukaemic cows as well lymphocytes percentage with
dense nucleolus in leukaemic animals. There were
observed a parallel increase of lymphocytes count
without detectable lysosomal fluorescence and an
increased percentage of lyrnphocytes with enzymo-
positive-diffusion reaction to acid phosphatase. The
characteristic changes of nucleoli and lysosomes in
lymphocytes of leukaemia suspected and leukaemic
animals can assist in the diagnosis.

MAKER D., COACKLEY W., SMITII O. *.,, Izolacja
syncycjalnego wirusa byilla. (lsolation of bovine syn-
cytial virus). Aust. vet. J. 56, ,153-154, 1980 (3).

W jednej z 25 hodowli jąder buhajów w piątym
pasażu stwierdzono powstawanie syncycjów. To dzia-
łanrie cytopatyezne z łatwością przenoszono po tryp-
synowaniu i repasażu komórek. W preparatach z mik-
roskopu elektronowego wykazano obecnośó cząsteczek
wirusa-o średnicy 10 nm i typowej budowie dla wiru-
sa syncycjalnego. 
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