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Souhrn

Morfometrie nukleolii v lymfocytech at’ jiz méfen4, ¢i odhadem, v kombinaci s cytochemickymi a modernimi morfo-
logickymi metodami, by mohla mit i v soucasné dobé sviij vyznam pti posuzovani stavu vySetiovanych bunék in si-
tu, tj. i lymfocytli na roztérovych, ¢i cytospinovych preparatech. U roztérovych a cytospinovych preparati jsou vSak
mérené hodnoty rozdilné v zavislosti na rozprostireni vySetrovanych bunék.
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Summary
Smetana K. Short morphometric notes to the heterogeneity of lymphocytes in the peripheral blood (,,a minireview*
with own original results)

At present, both estimated or exactly measured nucleolar morphometry combined with cytochemical and up-to-day
morphological procedures might be very useful for evaluating the state of investigated cells such as lymphocytes in
situ. However, depending on the cell spreading, the measured values may be different in smear and cytospin prepa-

rations.
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Morfologicka i funkéni heterogenita lymfocytt lidské
periferni krve je obecné zndma a je nejen dana jejich pu-
vodem, ale i stupném jejich diferenciace a maturace. Na
druhé strané je méné znamo, Ze muze byt i podminéna
stadiem jejich bunécného cyklu (1) i kdyZ pfi hodnoceni
na krevnich ndtérech a cytospinech po panoptickém bar-
veni se lymfocyty v rizné fazi bunééného cyklu nejevi
prilis odlisné. Nukleoly jsou jednim ze spolehlivych uka-
zatell lymfocytdrn{ aktivity, ktery nen{ prili§ zavisly na
roztérové technice diky jejich relativné vysoké mechanic-
ké odolnosti pro vysoky obsah nukleovych kyselin a pro-
teinl pfi zhotovovéni roztérovych a cytospinovych pre-
parétt (2). Nevyhodou je vsak to, Ze ve zralych lymfo-
cytech, na panopticky barvenych krevnich roztérech ne-
jsou nukleoly zpravidla viditelné, nebot’ jsou vétSinou pre-
kryty jadernou chromatinovou strukturou. Tato nevyhoda
je snadno odstranitelnd vizualizaci nukleoltl jednoduchou
cytochemickou metodou pro demonstraci RNA silné zfe-
dénym roztokem methylenové, ¢i toluidinové modie
Mcllvainovym néraznikem o pH 5,3, ktery obsahuje ky-
selinu citronovou (3, 4). Kyselé pH a kyselina citronova
zabranuje mj. extrakci RNA endogenni ribonukledzou
a proto jsou ndtéry a cytospiny po uschnuti barveny bez
predchozi fixace. Pfi této prileZitosti je nutné pozname-
nat, Ze chromatin (DNA) neni zbarven a z nukleold po-
zitivitu ddvajf jen nukleolarni téla (nucleolar bodies) bez
perinukleoldrniho chromatinu (obr. 1-4). Tato technika ta-
ké umoznuje lehké zbarven{ jadra jako pozadi nukleold.
Mize vSak byt uzita jen na suchych krevnich nitérech
a cytospinech do 24 hodin po jejich zhotoveni. Na takto
zpracovanych nétérech je zcela postacujici méfen{ pramé-

ru nukleold, resp. nukleoldrnich tél bez dalSich vypocti
jejich objemu (5). V nésledujicim pojednédni pro snadny
prehled bude uzivan termin nukleoly i kdyZ ve skute¢nos-
ti bude pojednavano o nukleoldrnich télech bez perinuk-
leoldrniho chromatinu.

Primér nukleoltt miiZe byt méfen piimo méfitkem vlo-
Zenym do okuldru mikroskopu po stanoveni hodnoty dil-
ki stupnice po jejich vypoétu srovndnim s dilky na ob-
jektivnim mikrometru (6). V soucasné dobé primér nuk-
leolt 1ze urcit nepfimo na obraze zachyceném digitaln{
kamerou s ndslednym méfenim na obrazovce pocitace vy-
baveného pfislusSnym programem (kupr. ref. 5). Tento po-
sledni typ méfeni je optimdln{ a to zvlasté jestliZe je ob-
raz bunky, resp. nukleolu, dostate¢né zvétSen. Méfeni na
,.klasickych* mikrofotografiich jiZ neni prakticky uZziva-
no. Je totiz zatiZzeno nékolika moznymi chybami pfi po-
fizovani negativu s naslednym kopirovanim obrazku z ne-
gativu. Na druhé strané je vSak vhodné poznamenat, Ze
1 odhad velikosti zkuSenym hodnotitelem natéru ¢i cyto-
spinu mtZe byt uzite¢ny. Primér prsténéitych nukleolt
ve zralych lymfocytech se totiZ pohybuje kolem 1 um (viz
niZe, obr. 1, 2) a slouZ{ jako zdklad pro srovndvdni s vét-
$imi ¢i menS$imi nukleoly.

Na rozté€rovych prepardtech je stfedni hodnota primé-
ru nukleolti v lymfocytech zdravych osob, tj. darct krve
1,2+ 0,1 wm (5). Histogram pak ukdzal, Ze primér nej-
vétsiho poétu nukleold (774 = 5,1 %) se pohybuje mezi
0,9 a 1,5 um. Stfedn{ hodnota nukleolti v lymfocytech na
cytospinovych prepardtech je vSak nizsi (1,0 + 0,2 um),
i kdyz byly tyto bunky méfeny na jejich periferii, ktera
se blizi rozprostfenim roztérovym preparatim. Podle his-

Transfuze Hematol. dnes, 16, 2010

89



SMETANA K.

> — i

2.6pm

Obr. 1 Obr. 3

o \..

s

//(0.5yum]

{13

Obr. 2 Obr. 4

Obr. 1. Zraly lymfocyt s prsténcitym jadérkem (Sipka). Periferni krev — ddrce krve.
Obr. 2. Zraly lymfocyt s prsténcitym jadérkem (Sipka). Periferni krve nemocného

s B-CLL.

Obr. 3. Stimulovany lymfocyt s velkym jadérkem (Sipka) v blastické transformaci

fytohemaglutininem.

Obr. 4. Zraly lymfocyt s mikronukleoly (Sipky). Periferni krev nemocného s B-CLL.

a 1,1 um. Pfi provedené korekci prictenim rozdilu me-
zi primérnymi hodnotami na roztérovych a cytospino-
vych preparatech se vsak rozdil vyrovnava a stfedni hod-
nota priméru by opét ¢inila 1,2 um. Podle histogramu
prumér vétsiny nukleolt v lymfocytech (68,7 + 6,3 %)
by se opét pohyboval mezi 0,9 a 1,5 um i kdyZ jejich za-
stoupeni na roztérovych a cytospinovych prepardtech je

rozdilné.
Heterogenita ,,zralych lymfocytd*

s hrubou chromatino-
vou strukturou by mohla byt podminéna i rozdilem jejich
stavu v bunééném cyklu. VéEtsina lymfocytd s nukleolar-
nim primérem mezi 0,9-1,5 um je patrné v GO/G1 fézi bu-
nécného cyklu. Podle predchozich studii takové buriky v té-
to fazi bunécného cyklu obsahuji jen malé nukleoly (1, 7).
Nadto tyto nukleoly bez ohledu zda jsou v T, ¢i B lymfo-
cytech, maji prsténcity charakter (obr. 1, 2) a jsou odra-
zem sniZené transkripce RNA (viz 8, 9). VEtsi nukleoly
s pramérem nad 1.5 pm pak jsou charakteristické pro sti-
mulované lymfocyty v dalSich fazich buné&ného cyklu, tj.

hlavni jadérko (8).

Z ptedchoziho vyplyva, Ze velikost nukleo-
It muze byt uziteénym voditkem pfi posuzo-
véni lymfocytd na nétérech ¢i cytosinech, a to
nejen u zdravych osob, ale i za patologickych
stavil. Mize napovédét, zda a kolik lymfocy-
tt je v klidovém ¢i ,,aktivovaném® stavu viet-
né proliferace. Dulezité je také to, Ze 1ze hod-
notit i jednotlivé bunky. Metoda k vizualiza-
ci jadérek je velmi jednoduchd a lehce zvlad-
togramu primér vétsiny nukleoll se pohyboval mezi 0,7  nutelnd. K hodnoceni jejich velikosti ¢asto postaci i vel-
mi jednoduchy metodicky pfistup bez potieby vyjadiova-
ni v absolutnich hodnotéch, resp. jednotkach. Je vSak sa-
moziejmé, Ze optimdlni je méfeni pfimo v um na digita-
lizovaném obraze na pocitacové obrazovce za uZiti pri-
slusného programu (kupf. ref. 5). U nemocnych s riznym
typem chorob véetné leukemii miize byt pramér jadérek
lymfocytd velmi odli$ny v zdvislosti na chorob¢ a stavu
nemocného. Je nezbytné miti na paméti, Ze vystihuje stav
nukleolarni transkripce a tim i jednotlivych lymfocyti bez
ohledu na jejich pivod. Kupfikladu u nemocného
s B-CLL bez cytostatické 1écby pfi prijeti k hospitaliza-
ci, stedn{ hodnota priméru nukleolt v lymfocytech by-
la jen lehce zvySend, avSak histogram ukdzal sniZenf pro-
centa nukleoltl s primérem 0,9-1,5 um svédéici o narQ-
stu bunék v jiné fazi cyklu nez GO/G1. Je také zndmo, Ze
velikost nukleold miZze byt ovlivnéna riznymi léky vlet-
né cytostatik, at’ jiz jde o leukemické, ¢i neleukemické
lymfocyty (14-18). Neni bez zajimavosti, Ze velikost nuk-
leoll v lymfocytech se také méni{ v zdvislosti na cirkadi-

v pozdni G1, S a G2 fazi (kupr. ref. 10). Takové nukleoly ~ 4dnnim rytmu (19).
ztraci také prsténcity charakter (obr. 3) a jejich primér se

zvySuje. Kupf. 6 hodin po stimulaci T lymfocytd fytohe-

Malé nukleoly — mikronukleoly — s primeé-
,G/ rem men$im neZz 0,9 um na ndtérech, resp.
[2.6pm] ' 0,7 um na cytospinech, jsou charakteristické
, - : pro termindlni lymfocyty (8) za predpokla-
":w du, Ze jsou jedinym typem nukleoltl v téch-
P to bunkach (obr. 4). V mikronukleolech je
transkripce RNA zastavena. Procento mikro-
nukleold v lymfocytech zpravidla nepfesahu-
je 15 %. Mikronukleoly pfitomné v jadrech
lymfocytd vedle vétSich prsténcitych jadé-
. rek, nebo jeSté vétSich jadérek s relativné
// uniformni distribuci RNA, predstavuji sate-
litni nukleoly. Ty pfedstavuji ,,reverzibilné
- odloZené* nukleoldrni organizdtory mimo

maglutininem (Casnd G1 faze) jejich pramér je 1,7 um Literatura
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