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Funkéni stav bunék

/a hranice mikroskopie: Spolehliva
charakterizace funkéniho stavu leukocytu

Uvnitf bunééné membrany

Pocatky vyzkumu slozeni buné&né membrany sahaji
do 80. let 19. stoleti, kdy Overton v roce 1889 objevil
pfitomnost lipidové hranicni vrstvy. Nasledovaly dalsi
objevy, které pomohly vytvorit konkrétni obraz slozek
bunécné membrany, jak jej zname dnes.

Bunééné membrany jsou sloZeny z dvouvrstvy fosfolipi-
du, obracenych k sobé hydrofobnimi konci. Mezi témito
konciinteraguje fada druhu lipidd s proteiny a vytvari
lipidové rafty regulujici dynamickou membranovou
bioaktivitu. Pfesnéji feceno, lipidové rafty jsou submik-
roskopické specializované oblasti bunécné membrany
tvofené jedine¢nymi slozkami, bohatymi na cholesterol
a nasycené mastné kyseliny (obr. 1). Tyto dvé slozky
vyznamné prispivaji k tuhosti, tésné kompaktni strukture
a vysoké dynamice lipidovych raftd. Lipidové rafty byly
zpocatku oznacovany jako membranové frakce odolné
vUéi detergentum, protoZe maji pevné sbalené slozky
odolavajici detergentdm. Tyto sestavy jsou velmi dyna-
mické a mohou ménit své klastrovani v zavislosti na akti-
vaci a dozravani bunék, nebo na malignité bunék. Obr. 1Slozeni bun&éné membrany s obsahem lipidovych raftd

* Revize pUvodniho €lanku publikovaného v kvétnu 2019.
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Obr. 2 Bunécna membrana po reakci s lyzacnimi a fluorescenénimi
reagenciemi Sysmex. V zavislosti na slozeni lipid0 je membrana perforo-
vana odlisné&, coz umoziuje fluorescenéniznacce stiedni (nahofe) nebo
vysokou prostupnost (dole).

Uvadi se, ze lipidové rafty jsou ve zvySenych hladinach
pfitomny v buikach s aktivni extracelularni komunikaci,
jako jsou aktivni T-lymfocyty [1], a v rakovinovych bun-
kach [2].

Dalsi studie ukazaly, Ze cholesterol hraje hlavni roli v rezi-
stenci bunééné membrany vic&i neiontovym reagenciim,
jako je Triton X-100 [3], pficemZ mnozstvi cholesterolu
Umérné naznacuje stupen rezistence.

Tohoto pozorovani jsme vyuzili ve vyvoji reagencii Sysmex
obsahujicich neiontové detergenty. Jejich poZzadovanym
Ucinkem je, aby reagencie perforovaly bunéénou mem-
branu specifickym zpUsobem v zavislosti na jejim sloZzeni
a stavu aktivity bunky.

RozliSovaci moznosti fluorescenénich kanalU analy-
zator0 Sysmex fady XN vychazi z jejich schopnosti
poskytovat informace o slozeni bunééné membrany
a vnitfni struktufe buiky. Buné&na membrana je
perforovana odlisné v zavislosti na pouzité lyzacni
reagencii, zatimco jeji lipidové rafty zistavaji témér
neporusené. Po perforaci mdze fluorescenéni znacka
vstoupit do bunky a specificky oznacit dané struktury,
a tim vytvofit jedinec¢nou informaci o bufice, ktera je
specificka pro zvoleny méfici kanal (obr. 2).

Fluorescence takto oznacené bunky zavisi na:
0 stupni permeabilizace membrany
9 obsahu DNA

e obsahu RNA

Princip analyzy ve WDF kanalu

Mérfici kandl pro diferenciaci leukocytt (WDF) vyuziva
fluorescenéni znacku, ktera dovoluje diferencovat jed-
notlivé subpopulace na zakladé slozeni jejich bunécné
membrany a obsahu cytoplazmy. Jak uz bylo popsano,
lyzacni reagencie nejprve perforuje bunéénou membranu
a ponechava bunky do znac¢né miry neporusené. Intrace-
lularni RNA je poté oznacena fluorescenéni znackou.

Ve studii, kterou publikoval Kawauchi et al. [4], byla sledo-
vana morfologie leukocytd pfed a po reakci s reagencie-
mi WDF kanalu. Studie sledovala zejména Gcinek téchto
reagencii na rUzné subpopulace leukocytU a vyslednou
intenzitu jejich fluorescence.

Obr. 3 Subpopulace leukocytl diferencované kandlem WDF. Populace
lymfocytd, monocytd, neutrofild a eozinofill jsou oddéleny po znaceni
jejich RNA na zakladé jejich fluorescence, intracelularni komplexnosti
a velikosti buiky. Pfevzato od Kawauchi et al. [4].
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kazdého podtypu leukocytl, kdy byla primérna intenzita fluorescence
eozinofily stanovena jako 1,0.
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Dale byla zkoumana vnitfni struktura téchto bunék
transmisni elektronovou mikroskopii (obr. 3). Ve srovnani
s jinymi leukocyty maji lymfocyty nejméné komplexni
vnitini strukturu. To vysvétluje, pro€ maji signal s nizkym
bocnim rozptylem (SSC) a jsou jasné oddéleny od ostat-
nich normalnich podtypu leukocytd. Reaktivni lymfocyt
tak muozZe byt odlisen od normalniho diky jeho zvysené
cytoplazmatické aktivité (obsahu RNA). Monocyty se

odlisuji vétsi velikosti a vy§sim obsahem RNA a vykazuji
velmi vysokou intenzitu fluorescence.

... a princip analyzy ve WPC kanalu

Kanal prekurzor( bilé fady a patologickych bunék (WPC)
také vyuziva svych reagencii k rozliSeni mezi rdznymi
subpopulacemi leukocytl. Lyza¢ni reagencie WPC kanalu
ovliviuje mnohem silnéji membranové lipidy nez ta,
ktera se pouziva v kanalu WDF. To je zpUsobeno odlisnou
povrchové aktivnilatkou a delsiinkubaci. Vysledkem této
reakce je vyS§Si mira permeability bunécné membrany.
Navic ma fluorescenéni znacka WPC kanalu vyssi kon-
centraci polymethinu nez ve WDF kanélu, coz umozauje
znaceni nejen cytoplazmatické RNA, ale také DNA uvnitf
jadra.

Obr. 4 Subpopulace leukocytl diferencované WPC kandlem. Populace
T-lymfocytl, abnormalni lymfoidni buinky, monocyty a neutrofily jsou
rozliSeny po znaceni jejich DNA na zakladé fluorescence, intracelularni
komplexity a velikosti bunék. Pfevzato od Kawauchi et al. [4].
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*2 Obrazovou analyzou byla uréena intenzita fluorescence (promér +SD)
kazdého podtypu leukocytu, kdy byla promérna intenzita fluorescence
T-lymfocytd stanovena jako 1,0.

Cim vy33i je stupef perforace membrany lyzaéni re-
agencii WPC kanalu, tim vice bunééného obsahu unika
pory. To ma za nasledek mensi velikost buniky, do které
vstupuje vétsi mnozstvi fluorescenéni znacky a oznacuje

i jadernou DNA. Vysledkem reakce je vy3si intenzita fluo-
rescence. Napfiklad struktura nereaktivnich lymfocyt0 je
nejméné komplexni a zaroven jsou mensi nez ostatni sub-
typy leukocyty; proto mohou byt ve scattergramu snadno
oddéleny od ostatnich normalnich zralych leukocyt0.
Nezralé bunky mohou byt oddéleny od zralych bunék
diky rozdilnému obsahu lipidd v bunééné membrané.
Nizky obsah lipid0 v membranach téchto bunék (kmeno-
vé bunky, blasty atd.) je ¢ini odoln&jSimi vici permeabili-
zaci, a proto jsou jejich fluorescenéni signaly nizsi.

Pokrocila technologie WPC kanalu umoziuje také rozli-
Seni podezrelych malignich bunék od zdravych bunék. To
plati pro neoplastické lymfocyty, charakterizované snad-
no permeabilnimi membranami, diky kterym tyto bunky
vykazuji vyrazné vyssi fluorescenéni signaly (obr. 4).

Obr. 5 Rozdily v pisobenireagencii WDF a WPC kanalb umozauji
navzdajem odliit zralé normalni bunky (lymfocyty; a), aktivované bunky
(plazmatické bunky; b), prekurzorové buiky (kmenové buiky; c)

a maligni buiky (myeloblast; d).
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Kanaly WDF a WPC spole¢né utvareji
celkovy obraz

Rozdily v reagenciich a jejich pisobeni ve WDF a WPC
kanalu generuji fadu informaci, které se vzajemné do-
plAuji. | kdyz lyzaéni reagencie ve WDF kanalu pUsobi
jemné&ji a zachovava intracelularni strukturu leukocytg,
fluorescenéni znacka WPC kanalu cili na jiné intracelular-
ni organely. To vysvétluje, pro¢ nativni lymfocyt vypada
po reakci s reagenciemi WDF kanalu mensi, nez kdyz je
vystaven reagenciim WPC kanalu (obr. 5a). Aktivovany
lymfocyt ma vyssi cytoplazmatickou reaktivitu, a proto se
zd3, Ze je po reakci ve WDF kanalu vétsi nez ve WPC ka-
nalu (obr. 5b). Kmenova bunka se reakci v obou kanalech
zmensuje, ale jeji jadro se barvi odlisné (obr. 5¢). Maligni
bunky diky svému abnormalnimu slozeni membrany
umoznuji fluorescenéni znacce v kandlu WPC lepsi pfi-
stup ke své DNA (obr. 5d).

Kombinace informaci z obou kanald umozZnuje na analy-
zatorech XN pouzit pracovni postup, ktery optimalizuje
detekci reaktivnich pfipadd pfi vylouceni malignich
pfipadl [5]. To pomaha:

a) urcit stav imunitni odpovédi
Pripady infekce a zanétu Ize zjistit snadnéji pomoci
rozsifrenych parametru zanétu, EIP. Tyto parametry
kvantifikuji aktivované lymfocyty, nezralé granulocyty
a stav aktivace neutrofil0. Vice informaci naleznete
ve White Paper Nové hematologické parametry pro
rychlé monitorovani odpovédi imunitniho systému.

b) odlisit zralé buriky od nezralych
Nezralé bunky, jako jsou kmenové bunky, mohou byt
odliseny na zakladé jejich stfedni velikosti (stfedni
FSC), nizké granularity (nizké SSC) a relativné nizké in-
tenzity fluorescence (nizké az stfedni SFL). Protoze se
jejich membranové slozeni lisi od jinych bunék se srov-
natelnou velikosti a komplexitou (jako jsou NRBC),
je mozné je presné odlisit. Vice informaci naleznete
ve White Paper Efektivni kontrola procesu aferézy
kmenovych bunék.

Zavér

Pokrocila technologie fluorescenéni pritokové cyto-
metrie spolecnosti Sysmex se specialnim slozenim
reagencii jde nad ramec morfologického hodnoceni.
Vyhodnocuje mnohem vice informaci o bufce,
vCetné ovérenijejiho funkéniho stavu. Kombinovana
méfeni z WDF a WPC kanald poskytuji hlubsi vhled
na odpovéd imunitniho systému pacienta a urceni
stadia pfipadné infekce, nebo ovérfeni pfitomnosti
nezralych ¢i malignich bunék, jako soucast bézného
screeningového vysSetreni krve.
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