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Analiza Komérek

Najnowsze postepy w biologii molekularnej i komorkowej — w badaniu

komorek obejmujacym ich funkcjg, struktury jakie zawieraja, oddzialywania

z otoczeniem oraz cykl zycia, podzial i $mier¢ — pomogly naukowcom zyskaé
glebsze zrozumienie chordb cztowieka. Coraz lepsze poznawanie réznych
rodzajoéw populacji komoérek, sposobow dziatania komorek i réznic pomigdzy
rodzajami komoérek ma fundamentalne znaczenie z punktu widzenia badania
biologii komoérkowej i chordb oraz stanowi podstawowe zastosowanie aparatow i
odczynnikéw opracowywanych przez BD Biosciences.

Technologia wzmacniajaca nasze oferty produktowe — cytometria przeptywowa
— odgrywa kluczowa rolg w poglebianiu tego zrozumienia. Cytometria
przeptywowa — pierwsza technika stworzona do analizy pojedynczych komorek —
stanowi zaawansowana technologi¢ liczenia, badania i sortowania pojedynczych
komorek. Z punktu widzenia tego postgpu rownie wazne bylo rownolegte
odkrycie i rozwoj przeciwcial monoklonalnych, co umozliwito badaczom
wykrywanie i oznaczanie specyficznych populacji komoérek.

Potaczenie tych dwoch technologii — skomercjalizowanych mniej wigcej w tym
samym czasiec — wywolato gwattowny rozwoj rynku cytometrii przeptywowe;.
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Rycina 1. Zasada cytometrii przeptywowe;j

Cytometria Przeptywowa

Cytometria przeplywowa oferuje badaczom i klinicystom trzy istotne
mozliwosci. Po pierwsze, cytometria przeptywowa analizuje populacj¢ komorek
na zasadzie ,,komorka po komoéree” (ang. cell-by-cell) — zdolnos¢ o decydujacym
znaczeniu z punktu widzenia dzisiejszych badaczy i klinicystow, ktorzy szukaja
bardzo niewielu komodrek wsrod wielu komorek w probee (czgsto jak igiet

w stogu siana), co umozliwia im zdiagnozowanie, monitorowanie lub badanie
choroby badz procesu biologicznego. Po drugie, cytometria przeptywowa jest
nadzwyczaj szybka. Tempo rutynowej analizy probek moze siggac¢ 10 000
komorek na sekundg — jest to niewiarygodny postep wzgledem historycznych
metod wzrokowego badania i zliczania komoérek. W koncu, cytometria
przeptywowa posiada zdolnos¢ jednoczesnego mierzenia wielu parametrow
(tzw. multipleksing ) pojedynczych komoérek. Multipleksing pozwala badaczom

i klinicystom zebra¢ wigcej informacji z jednej probki szybciej, niz kiedykolwiek
weczesniej. Mozliwosci te uczynity z cytometrii przeptywowej potezne narzedzie
o wielu zastosowaniach, zaréwno dla badaczy, jak i klinicystow.

Jak dziata cytometria przeptywowa
Cytometry przeptywowe zawieraja trzy glowne uktady — ptynéw, optyczny
i elektroniczny.

Uktad ptynéw przepuszcza probke komorek (na przyktad probke krwi
czlowieka) przez komorg przeptywowa w taki sposob, ze komorki przechodza
pojedynczo przez wiazke laserowa. Kazda komorka przechodzi przez wiazke,
rozprasza $wiatto i moze emitowac¢ $wiatto fluorescencyjne. Te sygnaty Swietlne
sa zbierane przez uktad optyczny i kierowane do rozmaitych detektorow.
Sygnatly otrzymywane przez detektory sa nastepnie przeksztatlcane w wartosci
numeryczne przez uktad elektroniczny. Wyniki moga by¢ wyswietlane na
ekranie lub zapisane dla celow przysztej analizy przy uzyciu specjalnie
zaprojektowanego oprogramowania.

Gdy kazda komorka przechodzi przez wiazke, jej parametry (cechy) sa mierzone
i zapisywane wraz z czasem przejscia przez wiazke. Zwykle dane zbierane

sa co najmniej dla 10 000 komorek na probke. Podstawowe zasady dziatania
cytometrow przeptywowych sa przedstawione na rycinie 1.

Sortowanie

System BD FACSAria™ II moze zar6wno sortowac, jak i analizowaé populacje
komorek. Jest to cenne, gdy badacz musi zbada¢ konkretny rodzaj komorki.
Najpierw parametry ustawiane sa w taki sposob, aby cytometr przeptywowy
mogt identyfikowac komorki interesujace badacza. Gdy tylko zidentyfikowana
zostaje populacja komorek, ktore maja by¢ poddane sortowaniu, strumien cieczy
zawierajacy probke jest przekierowywany przy wysokim ci$nieniu przez uktad
pltynéw w jeden strumien w taki sposob, ze komorki przechodza pojedynczo
przez wiazke laserowa, gdzie wykrywane sa informacje o komorkach. Jesli
komorka odpowiada okre$lonym parametrom, cytometr generuje tadunek
elektryczny. W efekcie natadowana komorka jest odchylana do probowki do
zbierania. Badacz moze wzia¢ interesujace go komorki i podda¢ je hodowli lub
zbada¢ przy uzyciu innych testow. Nienaladowane kropelki kierowane sa wraz
ze strumieniem do pojemnika na odpady. Proces ten przebiega szybko

i moze zosta¢ zrealizowany w tempie 20 000 komoérek na sekundg. System BD
FACSAria I moze sortowac jednoczesnie do czterech populacji.



Sygnat Rozproszenia
Bocznego SSC
(Ztozonos$¢ Komarki)

Swiatto
Laserowe

Sygnat Rozproszenia
Do Przodu FSC
(Rozmiar Wzgledny)

Rycina 2. Rozproszenie $wiatta
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Rycina 3. Wykres kropkowy réznych rodzajow
komorek krwi

Fluorochrom

BD Horizon™ V450
Pacific Blue™
AmCyan

Alexa Fluor® 488
FITC

PE

PE-Texas Red®
Texas Red®
APC Czerwony
Alexa Fluor® 647
PE-Cy™5

PerCP Czerwony
PerCP-Cy™5.5
Alexa Fluor® 700
PE-Cy™7
APC-Cy7

Kolor Emisji Fluorescencyjnej

Niebieski
Niebieski

Czerwony

Czerwony

Daleka Czerwien

Daleka Czerwien

Podczerwien

Podczerwien

Rycina 4. Popularne fluorochromy

Pomiary cech komérek

W momencie przechodzenia komorki przez wiazke laserowa, §wiatto ulega
rozproszeniu w réznych kierunkach, co ilustruje rycina 2. Ilo§¢ swiatta

i kierunek, w jakim $wiatlo to jest rozpraszane pomagaja badaczom okresli¢
zaroéwno rozmiar, jak 1 wewngtrzna ztozono$¢ komorki. Informacje te
wyswietlane sa w formie wizualnej na pewnego rodzaju wykresie, zwanym
wykresem kropkowym, gdzie kazda kropka reprezentuje pojedyncza komorke.
Na wykresie kropkowym, przedstawionym na rycinie 3, rézne rodzaje komorek
krwi — neutrofile, monocyty i limfocyty — mozna odrézni¢ poprzez sposdb
przedniego i bocznego rozpraszania $wiatta. Obecnie cytometria przeptywowa
umozliwia badaczom jednoczesne badanie wigcej niz jednej populacji komorek
i uzyskanie informacji wykraczajacych znacznie poza jeden parametr.

Przeciwciata monoklonalne

W momencie pojawienia si¢ cytometrii przeptywowej przypadkowo wytyczono
réwniez sposoby wytwarzania przeciwcial monoklonalnych. P6zniejsze
potaczenie przeciwcial monoklonalnych z cytomeria przepltywowa ujawnito
rzeczywista silg technologii przeptywowej i pobudzito szybki postep w zakresie
zastosowan cytometrii przeptywowe;j.

Przeciwciata monoklonalne pozwalaja badaczom wykrywac i oznaczac —
,,znakowac”— okreslone populacje komorek. Technologia obejmuje tworzenie
odczynnika przeciwciata, ktory bedzie wigzaé si¢ do okreslonej struktury
(antygenu), o ktorej wiadomo, ze jest obecna na danym rodzaju komorki
interesujacej badaczy. Technologia ta stanowi klucz do opracowywania
odczynnikow biologicznych, ktére mozna stosowac nie tylko w celu
identyfikowania komorek, ale rowniez oznaczania zmian zwiazanych z funkcja
tej komorki.

Wraz z mozliwos$cia przygladania si¢ wielu komoérkom i parametrom, badacze
potrzebowali sposobu identyfikowania i grupowania komorek. Aby osiagnaé

ten cel, do bazowe;j technologii cytometrii przeptywowej wlaczono uzycie
fluorescencji i wielokolorowego barwienia. Efektem tego mariazu technologii jest
zrewolucjonizowanie wspotczesnych badan biologicznych.

Fluorescencja jako marker komorek i aktywnosci komérkowej
Przeciwciata monoklonalne sg czgsto taczone z barwnikiem fluoroscencyjnym
(fluorochromem), ktory po pobudzeniu przez laser bedzie emitowacé $wiatto
fluoroscencyjne. Fluorochrom umozliwia badaczowi $ledzenie, ktore komorki
wiaza si¢ do przeciwciata lub znacznika.

Wigkszo$¢ komorek naturalnie nie emituje $wiatla fluorescencyjnego.
Jednakze jesli przeciwcialo monoklonalne oznaczone fluorochromem wiaze sig
z antygenem prezentowanym na powierzchni komoérki, w momencie
przechodzenia tej komorki przez wiazke laserowa cytometru przepty wowego
odebrany zostanie sygnat $wiatla fluorescencyjnego.

Fluorochromy r6znig si¢ miedzy soba pod wzgledem koloru emitowanego
swiatta. Na przyktad FITC, jeden z fluorochromoéw oferowanych przez BD,

po ekspozycji na dzialanie lasera stosowanego w naszych cytometrach
przeptywowych bedzie emitowac zielone $wiatlo, za$ PE, inny sposrod
oferowanych przez BD odczynnikow znakowanych fluorochromami, bedzie
emitowaé $wiatlo pomaranczowe. Te roznice pomigdzy fluorochromami sa
istotne, poniewaz pomagaja badaczom odrozniaé populacje komorek lub rozne
aktywnosci komorkowe..
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Rycina 6. Trjkolorowe barwienie limfocytow

Wielokolorowa cytometria przeptywowa

Komoérki réznych rodzajow posiadajg rézne kombinacje antygenow i beda wigzad
si¢ z r6znymi kombinacjami przeciwciat. Jesli kazde przeciwciato monoklonalne
stosowane w badaniu probki komorek jest zwigzane z innym fluorochromem,

to poszczegblne rodzaje komorek mozna odrozniac od siebie na podstawie
kombinacji koloréw emitowanych w momencie przechodzenia przez wigzke
laserowa. Rycina 5 przedstawia wykres kropkowy komoérek zabarwionych dwoma
réznymi odczynnikami przeciwcial monoklonalnych, z ktorych kazdy zwiazany
jest z innym kolorem fluorochromu. Na podstawie iloSci emitowanego $wiatta
kazdego koloru (FITC - zielone lub APC - czerwone), zidentyfikowano cztery
roézne populacje.

Rownoczesne zastosowanie kombinacji wielu koloréow jeszcze bardziej zwigksza
zdolno$¢ rozrézniania roznych (heterogennych) populacji komoérek. Rycina 6
ilustruje przyktad, w ktorym w badaniu probki komorek uzyto trzech réznych
przeciwcial monoklonalnych — kazde znakowane innym fluorochromem

— celem szukania limfocytow T. Widocznych bylo pig¢ roznych rodzajow
komorek. Uzycie wielu koloréw nie tylko umozliwito zidentyfikowanie komoérek
T, ale rowniez pozwolito wykry¢ dwa rézne rodzaje komorek T: limfocytow T
pomocniczych i limfocytéw T cytotoksycznych. Znajomos¢ liczby i proporcji
tych dwoch rodzajow limfocytow T jest bardzo wazne w badaniu niedoboru
odpornosci i w opiece nad pacjentami z chorobami niedoboru odpornosci,

np. HIV.

Podsumowanie

Cytometria przeplywowa, pierwsza technika stworzona do analizy pojedynczych
komorek, taczy w sobie elastyczno$¢ i czutos$¢ technologii fluorescencyjne;j

z szybko$cig 1 mozliwo$ciami integracji danych. Stata si¢ ona ztotym standardem
w analizie komérkowej i jest obecnie stosowana jako narzedzie analityczne

w wielu sektorach nauk biologicznych.

W miare rozwoju badan w dziedzinie biologii komoérkowej cytometria
przeplywowa w coraz szerszym zakresie wspiera te badania. Aby sprostac

temu wyzwaniu, zespot ds. Analizy Komoérkowej w BD Biosciences kontynuuje
wprowadzanie innowacji — rozwijajac bardziej niz kiedykolwiek skomplikowane
testy i aparaty, ktore sa bardziej zaawansowane i latwiejsze w uzyciu.
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