Czes¢ VII: Zliczanie komorek
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Z1.1CZANIE KOMOREK

Wyznaczenie ggstosci zawiesiny komodrek jest kluczowym problemem w wielu

zagadnieniach biologicznych i medycznych.

Zliczanie pod mikroskopem
Od dawna znana byta i stosowana metoda bezposrednia polegajaca na ustaleniu pod mikroskopem

liczby komorek zawartych w okreslonej objetosci zawiesiny. Z czasem wypracowano odpowiednie
wyposazenie dodatkowe mikroskopu, tzw. komory mikroskopowe, pozwalajace na szybkie,
powtarzalne 1 wzglednie wygodne zliczanie komodrek pod mikroskopem. Konstrukcja
poszczegolnych typow komor dostosowana jest do odpowiedniego rodzaju komoérek. Np. do
liczenia erytrocytéw i innych matych komorek stosuje si¢ powszechnie tzw. komory Thoma.
Komora Thoma ma glebokos¢ 0,1 mm i podzielona jest na 5 duzych

kwadratow ulozonych w ksztalt krzyza. Srodkowy z duzych kwadratow

podzielony jest na 16 tzw. kwadratow grupowych z ktorych kazdy podzielony

jest na 16 matych kwadratéw. Maly kwadrat ma wymiar 0,05 mm 1 objgtos¢

0,00025 mm°.

Poniewaz rozktad komoérek w badanej zawiesinie nie jest zwykle rownomierny, wigc aby uzyskaé

wiarygodne wyniki nalezy policzy¢ komoérki co najmniej w 40 + 89 matych

kwadratach. Zalecany jest przy tym okreSlony schemat wyboru kwadratow w PRl

ktérych dokonujemy zliczen. Np. w obrgbie danego kwadratu grupowego nalezy

dokona¢ zliczen we wszystkich tworzacych go matych kwadratach przesuwajac si¢

zgodnie z pokazanym obok schematem. Poslugiwanie si¢ takimi schematami ma za zadanie
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ograniczy¢ do minimum bledy wynikajace z subiektywnego, nielosowego doboru malych
kwadratow. Praktyka pokazata, Zze dla uzyskania bledu mniejszego niz 10% nalezy zliczy¢ co
najmniej 700 komorek.
Metoda zliczania pod mikroskopem chociaz jest metoda bezposrednia i dosy¢ wiarygodna, to
jednak posiada szereg uciazliwych wad. Do podstawowych z nich naleza:

= czasochtonno$¢ pomiaru

= pracochtonnosc i duze zmgczenie personelu laboratoryjnego

= mata powtarzalno$¢ wynikéw wzrastajaca wraz ze zmeczeniem personelu

Dlatego tez poszukiwano metod posrednich, w ktérych bezposrednie zliczanie komoérek zastapione

byloby pomiarem wielkos$ci proporcjonalnej do liczby komorek.

Metody posrednie

Opracowano szereg metod posrednich dostosowanych do réznych typéw komorek. W

chwili obecnej najwigksze zastosowanie maja metody, w ktorych mierzy sig:

e sucha mas¢ komoérek — metody tego typu zastosowane moga by¢ tylko w przypadku
komorek ktére sa w stanie przetrwa¢ co najmniej kilkuminutowy pobyt w wodzie.
Musza to wige by¢ komorki posiadajace $ciang komorkowa: bakterie, drozdze, grzyby,
algi itp.

e zawarto$¢ bialtka — zawiesing komorek w bezbiatkowym podtozu, np. buforze o
odpowiedniej sile jonowej, poddaje si¢ lizie i oznacza zawarto$¢ biatka metodami
kolorymetrycznymi

e Swiatto rozproszone — w takich metodach komorki moga si¢ znajdowa¢ w dowolnym,
klarownym podiozu. Pomiar ma charakter nieniszczacy 1 zawiesina po pomiarze moze

by¢ dalej inkubowana

Wszystkie metody posrednie wymagaja wyznaczenia krzywej 1
kalibracyjnej. Jej przygotowanie wymaga dla kilku (kilkunastu)
probek zawiesiny wyznaczenie ggstosci komorek metoda E
bezposrednia (zliczanie) i dana metoda posrednia. Przez -g
uzyskane punkty doswiadczalne prowadzi si¢ nastgpnie lini¢ °
kalibracyjna korzystajac z metody najmniejszych kwadratow. Wielkosé mierzona >

Wyznaczona linia kalibracyjna moze by¢ nastgpnie wykorzystana w rutynowych pomiarach
gestosci zawiesiny komorek. Przy kazdej zmianie warunkow prowadzenia do§wiadczenia: zmiana

podtoza, rodzaju komorek itp. nalezy ponownie przeprowadzi¢ procedurg kalibracyjna.
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Liczniki komorek

W latach *60 XXw. pojawity si¢ pierwsze urzadzenia stuzace do zliczania komorek. Byty to

tzw. liczniki komorek. Ich dziatanie opierato si¢ na zliczaniu skokowych zmian wybranych
parametréw roztworu pojawiajacych si¢ gdy w ,,polu widzenia” licznika pojawiala si¢ komorka. Po
wielu probach powszechne zastosowanie znalazty przyrzady, w ktorych rejestrowano:

e przewodnictwo jonowe roztworu — technika Coultera

e natgzenie $wiatla przechodzacego — cytometry przeptywowe.
Rozwoj uktadow elektronicznych i sprzgzenie licznika komoérek z komputerem uczynito z nich
bardzo uzyteczne narzedzia badawcze. Wspotczesne liczniki komoérek nie tylko zliczaja komorki,

ale okreslaja rowniez niektore ich parametry.

Metoda Coultera ()
%,

Rozwazmy przeptyw pradu jonowego przez maty otwor. Przy statej
réznicy potencjatéw migdzy elektrodami natgzenie pradu zalezy od:
e rodzaju i stgzenia elektrolitu

e cfektywnego przekroju otworu.

Gdy w otworze znajdzie si¢ obiekt nieprzewodzacy, np. komorka, efektywny
przekrdj otworu ulega zmniejszeniu. W efekcie spada natezenie ptynacego w obwodzie pradu. Gdy
obiekt przejdzie przez otwor nat¢zenie pradu wraca do wartosci poczatkowej. Typowy przebieg

zmian pradu w obwodzie pokazuje ponizszy rysunek.
A

Prad

|
Czas

Stopien obnizenia natg¢zenia pradu zalezy przy tym od wzajemnej relacji $rednicy otworu i
wielkosci komorki. W komercyjnych licznikach Coultera stosuje si¢ wymienne naczynka

pomiarowe o roznych $rednicach otworow dostosowanych do réznych typéw komorek.
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Uklad elektroniczny sprzgzony z gldéwnym obwodem pomiarowym zlicza ilo$¢ takich spadkow
pradu oraz ich gigbokos¢. Cyfrowa i statystyczna obrébka zapisanych impulsow pozwala uzyskaé
wiele dodatkowych informacji o analizowanej zawiesinie. Mozliwe jest np. okreslenie
jednorodnosci populacji komoérek pod wzgledem ich wielkosci. Ponizszy rysunek przedstawia

przyktad niejednorodnej zawiesiny zawierajacej przynajmniej 3 rézne subpopulacje komorek.

Differantial Volume
14 Trimodal_11.243

1.2

=
w

Volume (%)
=
as

=
=

=
(=] (5]

06 0.8 1 12 14
Particla Diameter ()

=
=

Licznik nie rozpoznaje obiektow przechodzacych przez otwor, lecz tylko rejestruje fakt takiego
przej$cia. Tym samym rejestruje przejscie nie tylko komorek (zywych lub martwych) ale rowniez
wszelkiego rodzaju ,,paprochéw” obecnych w zawiesinie. Dlatego tez wszystkie plyny

wykorzystywane do pracy z licznikiem musza by¢ bardzo starannie filtrowane.
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Aby unikna¢ sytuacji, gdy w otworze znajdzie si¢ wigcej niz jedna komodrka (byloby to
potraktowane jako pojawienie si¢ jednej komorki o podwdjnej wielkosci) nalezy podczas pomiaru
stosowa¢ bardzo rozcienczone zawiesiny. Moze to wymagaé rozcienczenia zawiesiny roboczej
przed pomiarem na liczniku.

Podstawowym, nieelektronicznym elementem licznika Coultera jest
probowka z kalibrowanym otworkiem czg¢$ciowo zanurzona w wigkszym
naczyniu zawierajacym zawiesing komorek w elektrolicie. W obu
naczynkach zanurzone sa platynowe elektrody. Przed pomiarem do

probowki zasysany jest roztwdr, ktory nastgpnie wyplywa przez

kalibrowany otwor. Pomiar rozpoczyna si¢, gdy menisk ptynu w probdéwce
—

|

minie czujnik i1 konczy sig, gdy menisk osiagnie drugi czujnik. Tym samym

pomiar dotyczy zawsze okreslonej objetosci roztworu, np. 1 ml, niezaleznie od jej lepkosci i

gestoscei.
Cytometr przeplywowy
W cytometrze przeplywowym zawiesina badanych
komérek
. . o
wprowadzamy cienki, wolno plynacy l =5 0 W piyn ostaniajacy
200
strumien zawiesiny do szybko, ale Yoo
dysza 0 laser wraz z ukladem
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komory roboczej rozmieszczone sa detektory $wiatta. Z punktu widzenia pracy cytometru
najwazniejszy jest detektor Swiatta przechodzacego FSC (ang. Forward SCater), detektor $wiatta
rozproszonego pod katem 90° SSC (ang. Side SCater) oraz zaopatrzone w filtry barwne detektory
swiatta fluorescencji FL1, FL2 i FL3.

Do samego liczenia komorek wystarczy detektor FSC lub SSC, jednakze wspodtczesne cytometry
przeptywowe stuza nie tyle do prostego zliczania komorek, co do oceny stanu komorki 1 jej funkcji.

Dlatego tez zaopatrzone sa w detektory $wiatta fluorescencji. Dobierajac odpowiedni zestaw
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barwnikow  fluorescencyjnych mozna uzyskaé

-~
boczny detektor
swiatla

dogtebny wglad w stan i1 funkcje pojedynczych ll
komorek. ,< rozproszonego

Niektére wspodiczesne cytometry przeply- e
pole elektryczne

odchylajace komork: w
- ukladzie sortowania (ok.
2000 V)

wowe wyposazone s3 dodatkowo w tzw. uktad
sortowania. W typowym rozwiazaniu ukfad ten
sterowany jest komputerowo na podstawie danych

zebranych podczas gdy komorka przechodzita przez

komorg¢ pomiarowa. Zastosowanie pola elektrycz-

nego o odpowiedniej polaryzacji pozwala podzieli¢ komorki opuszczajace cytometr na 3 frakcje.

Gromadzenie danych

Sprz¢zony z uktadem optoelektronicznym komputer rejestruje zjawiska zachodzace w
komorze pomiarowej cytometru. Sygnalem uruchamiajacym zapis danych jest spadek natg¢zenia
sygnalu w detektorze FSC ($wiatto przechodzace). Program komputerowy interpretuje to jako
pojawienie si¢ w komorze pomiarowe]j obiektu wartego rejestracji. W odpowiedzi na taki sygnat
komputer zapisuje wartosci sygnatow pochodzacych z kanatéw pomiarowych: FSC, SSC, FL1,
FL2, FL3 i ewentualnie kanatéw dodatkowych. Powstaje w ten sposéb pojedynczy rekord danych,
ktory poza wartos$ciami sygnaléw z poszczegdlnych kanatéw zawiera rdwniez numer kolejny
zapisu.

Dostegpna liczba kanaléow pomiarowych zalezy od stopnia skomplikowania uktadu optycznego oraz
klasy i ceny przyrzadu. Zawsze dostepne sa kanaty swiatla przechodzacego (FSC) i1 rozproszonego
(SSC) oraz 3 kanaly fluorescencji. Przy typowej konstrukcji ukladu optycznego s$wiatto
o$wietlajace komorki ma barwg niebieska, a kanaty fluorescencyjne rejestruja $wiatto zielone,

1 czerwone. W drozszych modelach dostgpne sa jeszcze dodatkowe kanatly
pomiarowe rejestrujace rozproszenie niskokatowe 1 fluorescencje wywotang $wiatlem

wzbudzajacym o innych barwach (od 1 do 3 kanalow).

Prezentacja wynikow
W typowych zagadnieniach badawczych rejestruje si¢ dla danej zawiesiny komorek kilka

tysiecy rekordéw. Zapisane na dysku komputera dane sa nastepnie przedstawiane w formie
graficznej i poddawane analizie numerycznej i statystyczne;j.
Wizualizacja danych obejmuje:

¢ histogramy jedno- i dwuwymiarowe
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e wykresy rozrzutu (cytogramy)
Na podstawie uzyskanych danych graficznych wustala si¢ liczbg subpopulacji komoérek i
odpowiadajace im zakresy warto$ci parametrow w odpowiednich kanalach. Nastgpnie zliczane sa
rekordy nalezace do poszczeg6lnych subpopulacji. Mozna w ten sposéb uzyskac dane statystyczne
dotyczace wzglednej liczebnosci subpopulacji.
W postaci histograméw jednowymiarowych mozliwa jest niezalezna prezentacja wynikow
zarejestrowanych w poszczegdlnych kanatach pomiarowy ch. Histogramy takie stuza przede

wszystkim do oceny jednorodno$ci populacji komorek.

128

Na podstawie histogramu mozna:
e okresli¢ uzyteczny zakres odczytow z danego
kanatu
e oceni¢ jednorodnos¢ populacji komorek
e ustali¢ liczbg subpopulacji

e wyznaczy¢ typowe wartosci parametréw dla

poszczegolnych subpopulacji
Zamieszczony obok histogram kanatu FSC pokazuje wyraznie ree
wystgpowanie dwoch, czgsciowo naktadajacych si¢ subpopulacji komoérek oraz obecnos¢ sygnatow
pochodzacych od innych obiektow, np. fragmentow komorek (zleczenia po lewej stronie wykresu
dla skrajnie matych sygnatow FSC). Roztaczny podzial populacji komoérek tylko w oparciu o ten
parametr nie jest mozliwy.
Histogramy dwuwymiarowe pozwalaja na
analiz¢ populacji komoérek jednoczesnie ze wzgledu na
2 parametry. Na trzeciej osi wykresu mamy liczbg

zarejestrowanych  rekordow o danej  wartosci

parametréw. Prezentacja taka pozwala lepiej wejrze¢ w

struktur¢ populacji. Jednakze przy populacjach v
zawierajacych liczne subpopulacje moze dochodzi¢ do przestaniania niektérych z nich (efekt
cienia).

Sposobem wizualizacji pozwalajacym wyeliminowac efekt cienia sa wykresy rozrzutu
(cytogramy). Na wykresach takich kazdy rekord przedstawiony jest w postaci pojedynczego

punktu. Przy duzej lokalnej ggstosci punktow zlewaja si¢ one tworzac jednolita plamg.
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W niektérych typach oprogramowania istnieje mozliwos¢

255

ustalania barwy punktu w zaleznosci od lokalnej gestosci.
Na wykresie obok obszary o duzej ggstosci zaznaczone sa

jasniejszym kolorem. Na cytogramach stosunkowo latwo

S5C-H

mozna wyznaczy¢ zakresy wystgpowania poszczegdlnych

subpopulacji. Po ustaleniu tych zakreséw program oblicza

wzgledne liczebnos$ci poszczegdlnych subpopulacji i

drukuje je w postaci tabelki albo na samym cytogramie albo — ﬁ% ——

w odpowiednim pliku raportu. -

Przyklad I — barwienie oranzem akrydyny

Oranz akrydyny (OA) jest barwnikiem fluorescencyjnym wiazacym si¢ metachromatycznie
z kwasami nukleinowymi. Po interkalacji do dwuniciowego DNA czasteczki OA wzbudzone
Swiattem niebieskim fluoryzuja na zielono. Zwiazanie OA z jednoniciowym DNA lub RNA
indukuje fluorescencj¢ czerwona. umozliwia to niezalezne okreslenie zawartosci DNA i RNA w

poszczeg6lnych komoérkach.

Cytogram w ukfadzie FSC-SSC pokazany obok sugeruje ?8_-: I
jednorodna populacj¢ komoérek o duzym rozrzucie wielkosci 1 §

stopnia uziarnienia. Rozrzut ten jest nietypowy jak na 55‘:

populacje jednego typu komoérek. Dlatego w nastgpnym kroku 4%

wykonano jednowymiarowe histogramy kanaléw FL1 %3

(fluorescencja zielona — DNA) i FL3 (fluorescencja czerwona ST o o o 1000

FSCH

—DNA).

Najciekawszy obraz uzyskano z kanalu FL1. Na histogramie warto$ci pomiaréw w tym kanale
wida¢ wyraznie co najmniej 2 subpopulacje komoérek o wartosciach sygnatu ok. 200 i ok. 400
jednostek. Mozna z tego wnosi¢, ze komorki drugiej sunpopulacji zawieraja 2 razy wigcej] DNA niz
komorki subpopulacji pierwszej. W zywej komodrce podwojenie ilosci DNA obserwowane jest w
fazie G2 1 w fazie M (mitoza). Podstawowa ilos¢ DNA wystepuje z kolei w fazie G1 cyklu
komoérkowego. W fazie S (synteza) ilo§¢ DNA jest zmienna i zalezy od postepu dzialan
syntetycznych. Komorki w tej fazie cyklu tworza na histogramie ciagle spektrum komorek

zawierajacych posrednia ilos¢ DNA.



Czes¢ VI: Policzy¢ komorki

L1210011290.001

T 800 1000

Cytogram w uktadzie fluorescencja zielona (DNA)-fluorescencja czerwona (RNA) potwierdza taka

interpretacja.

s L1210011298.001
%1
2]
o
84
w g

-~

x
8.
-
b
8 -
« T 3 T T Xt ¥ ¥ T T 2 - s Tt Y " T T T T ¥

g 200 400 600 800 1000

W obecnosci niektérych substancji, np. pewnych zwiazkdéw przeciwnowotworowych, obraz cyklu
komorkowego ulega charakterystycznym zaburzeniom. Sprawia to wrazenie jakby komorki
gromadzity si¢ tylko w niektorych fazach cyklu. Pozwala to wnioskowa¢ o mechanizmie

molekularnego dziatania takich zwiazkow.

Przykiad Il — apoptoza a nekroza

Cytometrie przeptywowa mozna zastosowa¢ do okreslenia mechanizmu $mierci
komoérkowej. Trzeba jednak w tym celu dysponowaé¢ odpowiednimi barwnikami
fluorescencyjnymi.

W zewngtrznej warstwie blony komorkowej komorek ulegajacych apoptozie (programowalnej
$mierci) pojawia si¢ charakterystyczny lipid — fosfatydyloseryna. W komorkach zywych wystepuje
on tylko w warstwie wewngtrznej btony komorkowej. Stwierdzono, ze niewielkie biatko zwane

aneksyna V wiaze wybidrczo do fragmentow btony komorkowej zawierajacych fosfatydyloseryng.
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W handlu dostgpna jest aneksyna V z przylaczona kowalencyjnie fluoresceina. Fluoresceina
wzbudzona $wiattem niebieskim $wieci na

W komoérkach w ktorych rozpoczat si¢ proces nekrozy (martwicy) wzrasta przepuszczalnos$é btony
komorkowej w stosunku do niektorych barwnikow. Jednym z takich barwnikow jest jodek
propydyny (JP), ktéry po interkalacji do DNA $wieci na czerwono.

Tak wigc barwiac komorki mieszaning aneksyny V zwiazanej z fluoresceina i jodkiem propydyny

mamy mozliwo$¢ ustali¢ mechanizm $§mierci komérkowej indukowanej przez badany preparat.
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Przedstawione powyzej cytogramy zarejestrowane zostaly dla dwéch hodowli komorek. Panel
gorny przedstawia cytogram hodowli kontrolnej (bez badanego zwiazku). Prawie 90% komorek w
tej hodowli nie ulega wybarwieniu ani jednym ani drugim barwnikiem. Sa to komorki zywe,
prawdopodobnie dzielace si¢. Panel dolny przedstawia cytogram hodowli takich samych komorek
w obecno$ci zwiazku przeciwnowotworowego. Rozktad komorek na cytogramie jest po 24 godz.
zupelnie odmienny w poroéwnaniu z hodowla kontrolna. Ponad 96% komorek wykazuje silna
fluorescencjg zielona, co wskazuje na zaawansowang apoptozg. Komorki te wykazuja jednoczesnie
silng fluorescencje czerwona, gdyz w pdznych etapach apoptozy rowniez wzrasta penetracja JP do

wngetrza komorek.
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