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/a hranice mikroskopie: Spolehliva
charakterizace funkcniho stavu leukocytl

Uvnitf bunécné membrany

Pocétky vyzkumu sloZeni buné&né membrany sahaji do 80. let
19. stoleti, kdy Overton v roce 1889 objevil pfitomnost lipidové
hrani¢ni vrstvy. Nasledovaly dal3i objevy, které pomohly vytvofit
konkrétni obraz slozek bunécné membrény, jak jej zndme dnes.

Bunécné membrany jsou sloZzeny z dvouvrstvy fosfolipidd,
obracenych k sobé hydrofobnimi konci. Mezi témito konci in-
teraguje Fada druh( lipid(i s proteiny a vytvafi lipidové rafty
regulujici dynamickou membranovou bioaktivitu. Pfesnéji
feceno, lipidové rafty jsou submikroskopické specializované
oblasti buné¢né membrany tvorené 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 zpo&atku oznacovény jako ,membréanové frakce odolné
vici detergentdm®, protoZe maji pevné sbalené slozky odolava-
jici detergentlim. Tyto sestavy jsou velmi dynamické a mohou
ménit své klastrovani v zdvislosti na aktivaci a dozravani bunék,
nebo na malignité bunék.

Uvadi se, Ze lipidové rafty jsou ve zvy3enych hladinach pfitomny
v bunikdch s aktivni extraceluldrni komunikaci, jako jsou aktivni
T-lymfocyty [1], a v rakovinovych buiikach [2].

Obr. 1 SloZeni bunécné membrdny s obsahem lipidovych rafti
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Obr. 2 Bunécnd membrdna po reakci s lyzacnimi a fluorescencnimi reagenciemi
Sysmex. V zdvislosti na sloZenf lipidti je membrdna perforovdna odlisné, coz
umoZzriuje fluorescencni znacce stiedni (nahore) nebo vysokou prostupnost (dole).

Dalsf studie ukdzaly, Ze cholesterol hraje hlavni roli v rezistenci
bunécné membréany vici neiontovym reagenciim, jako je Triton
X-100 [3], pficemz mnoZstvi cholesterolu imérné naznacuje
stupen rezistence.

Tohoto pozorovani jsme vyuZili ve vyvoji reagencii Sysmex obsa-
hujicich neiontové detergenty. Jejich poZadovanym tcinkem je,
aby reagencie perforovaly buné¢nou membranu specifickym zp(-
sobem v zavislosti na jejim sloZenf a stavu aktivity bunky.

RozliSovaci moznosti fluorescenénich kanal(i analyzatord
Sysmex fady XN vychazi z jejich schopnosti poskytovat infor-
mace o sloZeni buné&né membrdny a vnitfni struktufe buniky.
Bunécnd membrana je perforovana odlisné v zavislosti na po-
uzité lyza¢ni reagencii, zatimco jeji lipidové rafty zGstavaji
témér neporusené. Po perforaci mdze fluorescencni znacka
vstoupit do buriky a specificky oznacit dané struktury, a tim
vytvofit jedine¢nou informaci o burice, ktera je specificka pro
zvoleny mé¥ici kanal (obr. 2).

Fluorescence takto oznacené buriky zavisi na:
o stupni permeabilizace

Q obsahu DNA
e obsahu RNA

Princip analyzy ve WDF kanalu

Méfici kanal pro diferenciaci leukocytl (WDF) vyuZivé fluores-
cenéni znacku, kterd dovoluje diferencovat jednotlivé subpopu-
lace na zékladé slozenf jejich bunécné membrény a obsahu cyto-
plazmy. Jak uz bylo popséno, lyza¢ni reagencie nejprve perforuje
bunécnou membranu a ponechavé burky do zna¢né miry neporu-
Sené. Intracelularni RNA je poté oznacena fluorescencni znackou.

Ve studii, kterou publikoval Kawauchi et al. [4], byla sledovédna
morfologie leukocytl pfed a po reakci s reagenciemi WDF ka-
nalu. Studie sledovala zejména ucinek téchto reagencii na r(izné
subpopulace leukocytll a vyslednou intenzitu jejich fluorescen-
ce. Déle byla zkoumana vnitfni struktura téchto bunék pomoci
transmisni elektronové mikroskopie (obr. 3). Ve srovndni's jinymi
leukocyty maji lymfocyty nejméné komplexni vnitnf strukturu.
To vysvétluje, pro¢ maji signal s nizkym bo¢nim rozptylem (SSC)
a jsou jasné oddéleny od ostatnich normalnich podtypU leukocy-
th. Reaktivni lymfocyt tak mize byt odliSen od norméliniho diky
jeho zvysené cytoplazmatické aktivité (obsahu RNA). Monocyty
se odlisuji vétsi velikosti a vy$$im obsahem RNA a vykazuji velmi
vysokou intenzitu fluorescence.
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*2 Byla provedena obrazovd analyza a byla vyjddrena intenzita fluorescence (priimér
+SD) kazdého podtypu bilych krvinek, kdy byla primérnd intenzita fluorescence
eozinofilt stanovena jako 1,0.

Obr. 3 Subpopulace leukocytii diferencované kandlem WDF. Populace lymfo-
cytd, monocytt, neutrofilli a eozinofilii jsou oddéleny po znaceni jejich RNA
na zdkladé jejich fluorescence, intraceluldrni komplexnosti a velikosti buriky.
Prevzato od Kawauchi et al. [4].
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... a princip analyzy ve WPC kanalu

Kanal prekurzort bilé fady a patologickych bunék (WPC) také
vyuzivd svych reagencif k rozliSeni mezi rliznymi subpopulacemi
leukocytd. Lyza¢ni reagencie WPC kandlu ovliviiuje mnohem silné-
ji membranové lipidy nez ta, kterd se pouziva v kanalu WDF. To je
zpUsobeno odlisnou povrchové aktivni latkou a delsi inkubaci.
Vysledkem této reakce je vy$si mira permeability buné¢né mem-
brany. Navic ma fluorescen¢ni znacka WPC kandlu vy3si koncent-
raci polymethinu nez ve WDF kanalu, coZz umoziiuje znaceni nejen
cytoplazmatické RNA, ale také DNA uvnitf jadra.

Cim vy33i je stupefi perforace membrény lyzaéni reagencii WPC
kandlu, tim vice bunécného obsahu unika péry. To ma za nasledek
mensi velikost buriky, do které vstupuje vétsi mnozstvi fluores-
cencni znacky a oznacuje i jadernou DNA. Vysledkem reakce je
vyssiintenzita fluorescence. Napriklad struktura nereaktivnich
lymfocytl je nejméné komplexni a zaroven jsou mensi nez ostatni
subtypy leukocyt(; proto mohou byt ve scattergramu snadno od-
déleny od ostatnich normalnich zralych leukocytl. Nezralé buriky
mohou byt oddéleny od zralych bunék diky rozdilnému obsahu
lipidQ v buné¢né membrané. Nizky obsah lipidG v membranéch
téchto bunék (kmenové buriky, blasty atd.) je ¢ini odoIn&jSimi v({ici
permeabilizaci, a proto jsou jejich fluorescencni signély nizsi.
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*2 Byla provedena obrazovd analyza a byla vyjddrena intenzita fluorescence (primér
+5D) kazdého podtypu bilych krvinek, kdy byla priimérnd intenzita fluorescence
T-lymfocytii stanovena jako 1,0.

Pokrocila technologie WPC kandlu umoZiuje také rozliseni
podezfelych malignich bunék od zdravych bunék. To plati pro
neoplastické lymfocyty, charakterizované snadno permeabilni-
mi membranami, diky kterym tyto burky vykazuji vyrazné vyssi
fluorescencni signaly (obr. 4).

Kanaly WDF a WPC spole¢né utvareji

celkovy obraz

Rozdily v reagenciich a jejich plisobeni ve WDF a WPC kandlu
generuji fadu informaci, které se vzdjemné doplnvuji. | kdyz lyzacni
reagencie ve WDF kanalu plsobi jemnéji a zachovava intracelularni
strukturu leukocytd, fluorescenéni znacka WPC kanalu cili na jiné
intracelularni organely. To vysvétluje, pro¢ nativni lymfocyt vypada
po reakci s reagenciemi WDF kandlu mengi, nez kdyz je vystaven
reagenciim WPC kanalu (obr. 5a). Aktivovany lymfocyt ma vy3si
cytoplazmatickou reaktivitu, a proto se zda, Ze je po reakci ve WDF
kanalu vétsi nez ve WPC kandlu (obr. 5b). Kmenova bunka se reakci
v obou kanalech zmen3uje, ale jeji jadro se barvi odlisné (obr. 5¢).
Maligni buriky diky svému abnormdlnimu sloZeni membrany umoz-
nuji fluorescencni znacce v kanalu WPC lepsi pfistup ke své DNA
(obr. 5d).

WPC

Nativni

a) Lymfocyt

b) Plazmocyt

¢) Kmenovd burika

d) Myeloblast

Obr. 5 Rozdily v piisobeni reagencii WDF a WPC kandlt umoZiiuji navzdjem od-
lisit zralé normdini buriky (lymfocyty; a), aktivované buriky (plazmatické buriky;
b), prekurzorové buriky (kmenové buriky; c) a maligni buriky (myeloblast; d).

Obr. 4 Subpopulace leukocytii diferencované WPC kandlem. Populace T-lym-
focyti, abnormadlni lymfoidni buriky, monocyty a neutrofily jsou rozliseny

po znaceni jejich DNA na zdkladé fluorescence, intraceluldrni komplexity

a velikosti bunék. Prevzato od Kawauchi et al. [4].
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Kombinace informaci z obou kandlG umoZnuje na analyzatorech Literatura
XN pouZit pracovni postup, ktery optimalizuje detekci reaktiv-
nich pfipadul pfi vylouceni malignich p¥ipadd [5]. To pomdhd [1]  Tuosto L et al. (2001): Organization of plasma membrane functional
rafts upon T cell activation. Eur | Immunol. 31(2):345-9.

a) urcit stav imunitni odpovedi

P¥ipady infekce a zanétu Ize zjistit snadn&ji pomoci ,Roz3i- [2]  LiYCetal. (2006): Elevated levels of cholesterol-rich lipid rafts in
cancer cells are correlated with apoptosis sensitivity induced by choles-
terol-depleting agents. Am J Pathol. 168(4):1107-18.

fenych parametrd zanétu, EIP Tyto parametry kvantifikuji
aktivované lymfocyty, nezralé granulocyty a stav aktivace
neutrofili. Vice informaci naleznete ve White Paper Nové

L . . ., . [3]  ElKirat K et al. (2007): Cholesterol modulation of membrane resist-
hematologické parametry pro rychlé monitorovdni odpovédi

ance to Triton X-100 explored by atomic force microscopy. Biochim

imunitnfho systému. Biophys Acta. 1768(9):2300~9.

b) odlisit zralé buriky od nezralych [4]  Kawauchi S et al. (2014): Comparison of the Leukocyte differentia-
Nezralé buriky, jako jsou kmenové bufiky, mohou byt odli- tion Scattergrams Between the XN-Series and the XE-Series of Hema-
Seny na zakladé jejich stfedni velikosti (stfedni FSC), nizké tology Analyzers. Sysmex Journal International. Vol. 24 No. 1.
granularity (nizké SSC) a relativné nizké intenzity fluores-
cence (nizké az stfedni SFL). ProtoZe se jejich membrénové [5]  Schuff-Werner P et al. (2016): Performance of the XN-2000 WPC
sloZen( li&i od jinych buné&k se srovnatelnou velikosti a kom- channel flagging to differentiate reactive and neoplastic leukocytosis.

plexitou (jako jsou NRBC), je mozné je pfesné odlisit. Vice Clin Chem Lab Med. 54(9):1503-10.

informaci naleznete ve White Paper Efektivni kontrola proce-
su aferézy kmenovych bunék.

Zavér

Pokrocild technologie fluorescencnfi pritokové cytometrie spo-
le¢nosti Sysmex se specidlnim sloZzenim reagencii jde nad rdmec
morfologického hodnoceni. Vyhodnocuje mnohem vice informaci

o burice, v€etné ovérenf jejiho funkéniho stavu. Kombinovana mére-
ni z WDF a WPC kanald poskytuji hlubsi vhled na odpovéd imunitni-

ho systému pacienta a urcenf stadia pfipadné infekce, nebo ovéreni Volné pfistupné Sysmex White Papers s dal$imi tématy
pritomnosti nezralych ¢i malignich bunék, jako soucdst béZného naleznete na:
screeningového vysetreni krve. www.sysmex.cz/whitepapers
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