HEMATOLOGIA WHITE PAPER | Maj 2019

Funkcjonalnosc¢ komarek

Lighting the way
with diagnostics

sysmex

Wykraczajgc poza widoczne: wiarygodne
przedstawienie funkcjonalnosci WBC

Wewnatrz btony komérkowej

Badania nad budowa btony komdrkowej siegaja lat 80. XIX wieku,

gdy w 1889 Overton odkryt obecnos¢ granicznej warstwy lipidowej.

Dalsze badania potwierdzity jego odkrycie, pozwalajac uzyskac
obraz budowy btony komérkowej jaki znamy dzisiaj.

Btony komdrkowe zbudowane sg z dwuwarstwy lipidowej. W obrebie
tych warstw wiele rodzajéw lipidéw oddziatujac z biatkami reguluje
dynamiczng bioaktywnosc¢ btony. Tratwy lipidowe s3 wyspecja-
lizowanymi submikroskopijnymi regionami btony komérkowej,
zbudowanymi z unikalnych komponentéw. Sa bogate w cholesterol
i nasycone kwasy ttuszczowe (ryc. 1), ktére przyczyniaja sie do
sztywnej, ciasno upakowanej struktury oraz wysokiej dynamiki
tratw lipidowych. Co wiecej, tratwy lipidowe byty poczatkowo
okreslane jako ,detergento-odporne frakcje btony”. Interesujgcym
jest, ze zespoty te cechuje wysoka dynamicznos¢. Moga one rézni-
cowac swoje klastry w zaleznosci od stanu dojrzatosci i aktywacji
komarki, jak ma to miejsce w przypadku zmian rozrostowych.

Podwyzszony poziom tratw lipidowych jest obserwowany
w komérkach z aktywna komunikacjg pozakomérkowsa, takich
jak limfocyty T [1] i w komérkach rakowych [2].
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Ryc. 1Sktad budowy btony komérkowej ukazujqcy zawartos¢ tratw lipidowych
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Ryc. 2 Bfona komdrkowa po dziataniu odczynnika lizujgcego Sysmex i fluorochromu.
Bfona jest perforowana réznie, w zaleznosci od jej sktadu lipidowego, wzbudzajqc
tagodny (gorny obraz) lub silny (dolny obraz) sygnat fluorescencyjny

Ponadto badania wykazaty, ze cholesterol odgrywa gtéwna role
w odpornosci btony komérkowej na niezjonizowane zwiazki takie
jak Triton X-100 [3], w wyniku czego ilo$¢ cholesterolu sugeruje
stopien odpornosci.

Wtasciwos¢ ta zostata wykorzystana przy tworzeniu odczynnikéw
Sysmex zawierajacych niezjonizowane detergenty. Oczekiwanym
efektem jest perforacja btony komérkowej przez odczynnik w bardzo
specyficzny sposéb, zalezny od budowy i stanu aktywacji komérki.

Wyrdzniajaca cecha fluorescencyjnych kanatéw Sysmex serii XN
pochodzi od ich zdolnosci do przekazania informacji o strukturze
btony komérkowej i wewnetrznej budowie komérki. Sposéb
perforacji btony komérkowej zalezy od uzytego odczynnika lizu-
jacego, jednak tratwy lipidowe pozostaja niemal nienaruszone.
Dzieki powstatej perforacji odczynniki fluorescencyjne moga
przedostac sie do wnetrza komérki i wyznakowa¢ odpowiednie
struktury. Pozwala to na stworzenie unikatowej, specyficznej
dla kanatu informacji (ryc. 2).

Fluorescencja komérek zalezy od:
c stopnia przepuszczalnosci btony,
e zawartosci DNA, i/lub

e zawartosci RNA.

Zasada dziatania kanatu WDF

Kanat réznicujgcy biate krwinki (WDF) wykorzystuje markery
fluorescencyjne, ktére wyodrebniaja poszczegdlne frakcje biatych
krwinek na podstawie budowy ich btony komdrkowej i sktadu
cytoplazmy. Jak wspomniano wczesniej, odczynnik lizujacy kanatu
WDF perforuje btone komdrkowa, pozostawiajac w nienaruszonym
stanie wiekszos$¢ komorki. Nastepnie, wewngtrzkomérkowe RNA
jest znakowane przez marker fluorescencyjny.

W badaniach prowadzonych przez Kawauchi i wsp. [4], morfologia
WBC byta oceniana przed i po zastosowaniu odczynnika WDF.
Skupiono sie na efekcie oddziatywan odczynnikéw na rézne podtypy
WBC i wynikajacej z tego intensywnosci fluorescencji. Ponadto,
oceniono wewnetrzng strukture tych komdérek z uzyciem mikroskopu
elektronowego (ryc. 3). Limfocyty w poréwnaniu z innymi WBC
maja najmniej skomplikowang strukture wewnetrzna. Wyjasnia
to, dlaczego posiadaja niski sygnat swiatta rozproszonego bocznie
(SSC - Side Scattered Light), a co za tym idzie - ich wyrazne od-
dzielenie od pozostatych WBC. Interesujacym jest, ze limfocyty
o charakterze reaktywnym moga by¢ réznicowane z prawidtowymi
limfocytami przez ich podwyzszong aktywnos¢ cytoplazmatyczna
(zawartos¢ RNA). Monocyty posiadajg wiekszy rozmiar i wyzszg
zawartos$¢ RNA, co przektada sie na silniejszy sygnat fluorescencji.
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*2 Analiza obrazu pozwolita na liczbowe przedstawienie intensywnosci fluorescencji
(Srednia+SD) kazdej populacji WBC. Jako odnosnik przyjeto Sredniq fluorescencje eozynofili.

Ryc. 3 Réznicowanie WBC w kanale WDF. Populacje limfocytéw, monocytéw,
neutrofili i eozynofili sq wyodrebniane ze wzgledu na réznice w wyznakowaniu
RNA, a takze wewnetrznej ztozonosci. Obraz pochodzi z pracy Kawauchi i wsp. [4].
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Zasada dziatania kanatu WPC

Kanat komérek prekursorowych i patologicznych (WPC) uzywa takze
odczynnikéw umozliwiajacych réznicowanie poszczegélnych
podtypéw WBC. Jednakze odczynnik lizujacy kanatu WPC ma silniej-
szy wptyw na lipidy btonowe niz odczynnik uzywany w kanale WDF.
Jest to spowodowane innym surfaktantem i dtuzszym okresem
inkubacji. Konsekwencja tego jest wyzszy stopien przepuszczalnosci
btony komérki. Ponadto odczynnik fluorescencyjny kanatu WPC jest
bardziej stezony niz ten z kanatu WDF, co pozwala na wyznakowanie
DNA wewnatrz jadra, a nie tylko cytoplazmatycznego RNA.

Jednakze im wyzszy stopieri perforacji btony przez odczynnik kanatu
WPC, tym wiecej zawartosci cytoplazmy przedostaje sie przez
pory. Skutkuje to zmniejszeniem rozmiaru komorki, wiekszym
wnikaniem markera fluorescencyjnego do komérki i wigzaniem
go z DNA, a w konsekwencji silniejszym sygnatem fluorescencyjnym.
Dla przyktadu: niereaktywne limfocyty maja najmniej skomplikowana
strukture i sa mniejsze niz inne podtypy WBC, dlatego tez moga
byc tatwo odréznione od innych dojrzatych normalnych WBC na
skatergramie. Niedojrzate komérki (komdrki macierzyste, blasty itp.)
moga by¢ odréznione od komdérek dojrzatych poprzez ubozszy
sktad lipidowy ich btony, ktéry skutkuje ich wiekszg odpornosciag
na permeabilizacje, co ostatecznie powoduje nizszy sygnat flu-
orescencji w tych komérkach.

Mikrografiki
z fluorescendji 4

Mikrografiki
z fluorescencji

y KanatWpPC

1.02+0.19*2

Nieprawidtowe komérki
limfoidalne Molt-4

Monocyty

Blasty lub
atypowe
limfocyty

1.00+0.10*?

1.07+£0.14*?

Limfocyty T Neutrofile

Po

Reakcja z odczynnikami
kanatu WDF

Przed
— 1

Nieprawidtowe komérki
limfoidalne Molt-4

Limfocyty T Neutrofile

Monocyty

Mikrografiki z transmisyjnego mikroskopu elektronowego

*2 Analiza obrazu pozwolita na liczbowe przedstawienie intensywnosci fluorescencji
(Srednia+SD) kazdej populacji WBC. Jako odnosnik przyjeto sredniq fluorescencje eozynofili.

Zaawansowana technologia kanatu WPC pozwala takze na roz-
réznienie komoérek rozrostowych od komérek prawidtowych.
Dotyczy to nieprawidtowych limfocytéw, posiadajgcych tatwo
przepuszczalna btone, ktére beda emitowaty wyraznie silniejszy
sygnat fluorescenciji (ryc. 4).

Wspd6lny obraz z kanatu WDF i WPC

Réznice w odczynnikach i trybach pracy pomiedzy kanatami WDF
i WPC powoduja otrzymywanie réznych informacji, ktére wzajemnie
sie uzupetniajg. Odczynnik lizujacy kanatu WDF oddziatuje tagodniej
i zachowuje strukture wewnetrzng WBC, podczas gdy odczynnik
kanatu WPC skupia sie na innych strukturach wewnetrznych.
Wyjasnia to, dlaczego natywne limfocyty wygladaja na mniejsze
po kontakcie z odczynnikami z kanatu WDF w stosunku do tych

z kanatu WPC (ryc. 5a). Jednakze, gdy limfocyty staja sie aktywne
posiadaja wiekszg aktywnos¢ cytoplazmatyczng, dlatego po dzia-
taniu odczynnikéw z kanatu WDF wydaja sie wieksze niz w przy-
padku odczynnikéw z kanatu WPC (ryc. 5b). Komérki macierzyste
obkurczaja sie przy uzyciu kazdego z wyzej wymienionych
odczynnikéw, ale ich jadro wybarwia sie réznie (ryc. 5c). Natomiast
komérki rozrostowe posiadaja nietypowy sktad btony, ktéry
powoduje lepszy dostep do ich DNA w kanale WPC (ryc. 5d).
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Ryc. 5 Roznice w mechanizmie wybarwiania pomiedzy kanatem WDF a WPC
pozwalajq na rozréznianie miedzy prawidtowymi dojrzatymi komorkami (limfocyt; a),
komdrkami aktywowanymi (plazmocyt; b), komérkami prekursorowymi (komérka
macierzysta; c) i komdrkami rozrostowymi (mieloblast; d).

Ryc. 4 Réznicowanie WBC w kanale WPC. Populacje limfocytéw T, nieprawidtowych
komérek limfoidalnych, monocytéw i neutrofili sq wyodrebniane ze wzgledu na
réznice w wyznakowaniu DNA oraz wewnetrznej ztozonosci. Obraz pochodzi z
pracy Kawauchi i wsp. [4]
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Potaczenie informacji z obydwu kanatéw na analizatorach serii XN
pozwala na zoptymalizowanie wykrywania prébek pozytywnych
i wykluczenie w nich zmian rozrostowych [5]. Pomaga to:

a) poznac status odpowiedzi immunologicznej
Stany zapalne i infekcje moga byc¢ o wiele tatwiej wykryte dzieki
»Zaawansowanym Parametrom Stanu Zapalnego”. Parametry
te okreslaja ilosciowo aktywowane limfocyty, niedojrzate
granulocyty i status aktywacji neutrofili. Wiecej informacji
mozesz znalez¢ w White Paper ,Szybkie monitorowanie odpo-
wiedzi uktadu odpornosciowego za pomocg nowych parametréw
hematologicznych”.

b) réznicowac komdrki dojrzate od niedojrzatych
Komorki niedojrzate np. komérki macierzyste moga byc¢ réz-
nicowane poprzez ich rozmiar ($rednig intensywnos$¢ swiatta
rozproszonego czotowo - FSC), niska granulacje (niska inten-
sywnos¢ swiatta rozproszonego bocznie - SSC) i relatywnie
niska fluorescencje (niska-srednia intensywnosc $wiatta bocznej
fluorescencji - SFL). Co wiecej, poniewaz skfad ich btony
komadrkowej rézni sie od innych komdrek o podobnym rozmiarze
i wewnetrznej ztozonosci (np. erytroblastéw), mozliwe jest ich
doktadne réznicowanie. Wiecej informacji odnajdziesz w White
Paper , Przeprowadzenie efektywnej aferezy komdrek macierzystych”.

Whioski

Zaawansowana technologia fluorescencyjnej cytometrii przepty-
wowe] Sysmex z wyspecjalizowanymi odczynnikami wykracza
poza zakres morfologicznego wymiaru. Pozwala to uzyskac o wiele
wiecej informacji z komarek, wliczajac w to ich funkcjonalnosé.
Potgczenie pomiaréw z kanatu WDF i WPC umozliwia bardziej
dogtebna ocene uktadu odpornosciowego pacjenta, stopnia
zaawansowania infekcji jak i obecnosci komérek niedojrzatych
i/lub rozrostowych.
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