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1.Wprowadzenie

ytometria przeptywowa to metoda dokonywania pomiaréw cech komorek
Cza pomocag urzgdzenia zwanego cytometrem przeptywowym, w ktorym

przeptywajg one pojedynczo w strumieniu cieczy przez promien Swiatk
i punkt anatizy. W zalezno$ci od przyjetej metody barwienia istnieje mozliwos¢
analizowania zywych komorek i — jesli cytometr jest wyposazony w sorter
— rozdzielania badanej populacji na dwie, jednorodne pod wzgledem dobra-
nej cechy, grupy. Takie mozliwosci urzadzenia wykorzystuje sie, np. przy
prébach rozdzielania nasienia ssakOw na frakcje zawierajgce plemniki X oraz
Y w celu uzyskania potomstwa o pozadanej pici. Cytometr przeptywowy jest
doskonatym przyktadem potgczenia w jednym urzadzeniu najnowszych osiag-
nie¢ z dziedzin na pierwszy rzut oka dos¢ odlegtych od siebie. Do ,,0$wietlania”
probki wykorzystuje sie tu niewielkie nowoczesne lasery o statej lub regulo-
wanej mocy i ditugosci Swiatta; precyzyjne soczewki i wielowarstwowe filtry
separujg pozadang diugos¢ fali emisji, ktéra jest nastepnie wychwytywana
i wzmacniana przez bardzo czute fotopowielacze. Ukiad hydropneumatyczny
pozwata tak uksztattowac i podzieli¢ strumien z analizowanymi komérkami,
zeby w jednej kropli umiesci¢ jedng czasteczke. Catym urzadzeniem steruja
komputery z przyjaznym dla uzytkownika oprogramowaniem.

Poczatki cytometiii przeptywowej siegajg lat trzydziestych, kiedy to Mol-
davan (16) skonstruowat aparat do zliczania komoérek, w ktérym przeptywa-
jace szklang kapilarg czasteczki byty rejestrowane przez fotoetement zamoco-
wany na okularze mikroskopu. Problemy z utrzymaniem laminamego prze-
ptywu cieczy z komérkami i mata doktadnos$¢ odczytu spowodowaty zanie-
chanie prac nad rozwojem urzadzenia. Na przetomie lat czterdziestych i pie¢-
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dziesigtych, kiedy pojawito sie wieksze zainteresowanie mozliwosciami auto-
matycznego zliczania komoérek krwi, Wallace Coulter opracowat szeroko
pozniej stosowane urzadzenie zwane 'Model A' Coulter Counter (15). Dziatato
ono na zasadzie odczytu roznicy w przewodnictwie elektrycznym miedzy ko-
morka a otaczajacym ja medium. Na podstawie charakterystyki sygnatu ele-
ktrycznego mozna byto nie tylko liczy¢ czasteczki, ale okresla¢ ich wielkos¢
i ksztatt. Coulter ciggle udoskonalat swe urzadzenie wypuszczajgc nowe mo-
dele, tak ze z biegiem lat jego ,.liczniki” stopniowo zaczely wypiera¢ z labo-
ratoriow ,,reczne” metody liczenia ciatek krwi.

Problemy zwiazane z przeptywem badanych komérek doczekaty sie rozwia-
zania w 1953 r., kiedy to Crosland-Taylor (3) zaproponowat tzw. ogniskowanie
hydrodynamiczne, stosowane z powodzeniem do dzisiaj w nowoczesnych cy-
tometrach. Umiescit on strumien z analizowanymi komérkami w drugim, osto-
nowym, strumieniu cieczy. W uktadzie takim ptyn zewnetrzny petni role szkla-
nej kapilary, ma jednak nad nig te przewage, ze manipulujac cisnieniem
,»ostony” mozna dowolnie regulowac¢ Srednice ptynu rdzeniowgo. Wyelimino-
waniu ulega réwniez w ten sposéb bardzo ucigzliwa tendencja do zatykania
kapilary przez duze czasteczki (np. zanieczyszczenia) znajdujgce sie w prdbce.
Réwniez w 1953 r. Parker i Horst (15) opatentowali urzadzenie zliczajace
komoérki wybarwlone réznicowo. W ich aparacie mozna byto analizowaé préb-
ke krwi z biatymi ciatkami zabarwionymi na niebiesko i czerwonymi o kolorze
»wzmochionym” odpowiednim barwnikiem. Liczenia dokonywano za pomocg
dwoch fotoelementéw, z ktérych kazdy reagowat na inng diugos¢ Swiatta.

Przetom w rozwoju cytometrii nastgpit w potowie lat szesédziesigtych, kiedy
Louis Kamentsky z Columbia University skonstruowat system, w ktéorym ba-
dat réwnoczesnie absorpcje Swiatta przez kwasy nukleinowe w pasmie ultra-
fioletowym oraz rozproszenie widzialnego Swiatla przez badane komorki (12).
W aparacie tym czasteczki przemieszczaty sie w kanale utozonym pod katem
prostym do wigzki Swiatta — uklad taki jest stosowany dzisiaj w nowoczes-
nych cytometrach laserowych. Kamentsky wprowadzit réwniez jako pierwszy
obrazowanie i analize wynikéw cytometrycznych w formie dwuwymiarowego
histogramu.

Bardzo stymulujace dla rozwoju cytometrii przepl}rwowej staty sie proby
wykorzystania tej metody do diagnozowania choréb nowotworowych. Oparto
sie przy tym na fakcie, ze pewne typy komoérek nowotworowych cechuje nad-
barwliwos$¢ spowodowana nienormalng iloscig DNA, istniata zatem mozliwos¢
zidentyfikowania takich komoérek za pomoca metod fotometrycznych. We
wspomnianych badaniach opierano sie zaréwno na zjawisku naturalnej ab-
sorpcji $wiatta ultrafioletowego przez kwasy nukleinowe, jak i na wiasciwo-
sciach pewnych barwnikéw wigzanych przez DNA.

Pod koniec lat sze$édziesigtych skonstruowano aparat (24), ktéry swymi
wzajemnie prostopadtymi osiami iluminacji, detekcji i przeptywu, laminama
komorg Crosland-Taylora, a takze laserem jako zrédiem swiatta bardzo przy-
pominat juz dzisiejsze urzadzenia.

Wspbtczesne Cortometiy przept}wowe sg bardzo wyrafinowanymi pod wzgle-
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dem technicznym urzadzeniami o duzych mozliwosciach badawczych. Dobrym
przykladem mozliwosci analitycznych tych instrumentdéw jest model Epics Eli-
te firmy COULTER. Cytometr ten umozliwia rownoczesng analize nawet sze-
sciu réznych parametrow komoérkowych z maksymalng szybkoscig 15 000
komoérek/s (w rzeczywistosci jednak wolniej) i pozwala rozdziela¢ ok. 1000
badanych czasteczek w ciggu sekundy. Urzadzenie to posiada standardowo
dwa lasery — 488nm i 633nm (istnieje mozliwos¢ dobudowania trzeciego,
np. lasera UV) oraz sorter. Cztery lub pie¢ fotopowielaczy (czyli ,,czytnikow”
emitowanej przez komorke fluorescencji) pracuje w zakresie 200-800nm i po-
zwala odczyta¢ parametry komoérki o Srednicy 0,5am i zawartosci zaledwie
1000 molekut barwnika: cato$¢ nadzoruja dwa wspotpracujace ze sobg kom-
putery (rys. 1).

Osobnym, stanowigcym wiasciwie oddzielng gatgz wiedzy, zagadnieniem
cytometrii przeptywowej sg bar*wniki fluorescencyjne (fluorochromy). Sg one
traktowane jako swego rodzaju znaczniki pozwalajgce uzyska¢ precyzyjne in-
forrnacje o strukturze, funkcjonowaniu i zmianach patologicznych komoérek.
Dziatanie barwnikéw polega na absorpcji przez nie promieniowania $wietlnego
(lasera lub lampy tukowej), elektrony czasteczek barwnika sa ,,wybijane” na
wyzsze orbitale, a nastepnie powracajg na orbital podstawowy, oddajgc po-
chionieta energie w postaci fluorescencji. W trakcie procesu barwtenia czg-
steczki fluorochromu tgczg sie specyficznie z pewnymi sktadnikami komorki,
tak ze ilos¢ barwnika (a zarazem intensywnos$¢ fluorescencji komorki) jest
proporcjonalna do zawartosci tego skladnika. Wiasciwosci niektérych barw-
nikéw DNA podano w tab. 1.
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Tabela i
Charakterysiyka niektérych barwnikéw

WYKORZYSTYWANYCH DO ANALIZ KWASOW NUKLEINOWYCH

Ditugos¢ fali przy ktérej nastepuje:

Barwnik Powinowactwo barwnika maks. absorpcji maks. emisji

(nm) (nm)

Hoechst 33342 DNA (preferuje wigzania AT) 340 450

DAPI DNA (preferuje wigzania AT) 350 470

mitramycyna DNA (preferuje wigzania GC) 450 570

chromomycyna A3  DNA (preferuje wigzania GC) 450 560

jodek propydyny RNA, DNA w formie 536 623
podwdjnej nici

bromek etydyny RNA, DNA w formie 510 595
podwajnej nici

oranz akiydynowy kwasy nukleinowe 480 520

pyronina Y RNA 550 570

oranz tiazolowy RNA 450 480

Istnieje kilka eeeh, ktore powinien posiada¢ kazdy dobiy barwnik. Sg nimi:

* wysoka zdolno$¢ absorpcji promieniowania wzbudzajgcego,

» wysoka wartos¢ emisji promieniowania przez czasteczki barwnika pota-

czone z docelowym sktadnikiem komorki,

* dogodna diugos¢ fali emisji promieniowania (nie naktadajgca sie na

ewentualng autofluorescencje komoérki),

* duza fotostabilno$¢ barwnika — powinien przetrwac¢ od 10 tys. do 100

tys. wzbudzen, zanim ulegnie degradacji,

* mozliwie najkrétszy (ok. 1 ns) okres trwania w stanie wzbudzonym —

im Kkrotszy ten czas, tym wiecej cykli ,,wzbudzenie/emisja” zachodzi
w trakcie przechodzenia przez punkt odczytu C3dometru.

Przy ocenie poszczegolnych parametréw komorki (takich jak: cechy bton
komérkowych, zawartos¢ kwaséw nukieinowych, jonéw Ca™”, pH, itp.) istnieje
do wyboru co najmniej kilka r6znych barwnikéw. Réznig sie one miedzy soba
miejscem ,,przyczepu” do badanego skiadnika, diugosciag fali absorpcji i emis;ji,
zdolnoscig barwienia komérek martwych lub zywych, itp. Wyboér wiasciwego
barwnika zalezy zatem od rodzaju posiadanego lasera oraz od tego, co dokiad-
nie chce sie zbadaé. Dobrg ilustracjg tego problemu moga by¢ barwniki kwa-
s6w nukleinowych (tab. 1): np. Hoechst 33342, preferujacy pary AT w czaste-
czce DNA penetruje btony zyjacych komérek — nadaje sie zatem do analiz
DNA powiazanych z sortowaniem komorek (dla dalszej ich hodowli), wymaga
jednak uzycia lasera UV. Chromomycyna preferuje wigzania GC w tancuchu
DNA i jest wykorzystywana, w potaczeniu z Hoechstem 33342, do analiz chro-
mosomalnych. Jodek propydyny natomiast jest barwnikiem mniej specyficz-
nym (jego czasteczki ,,wstawiajg’ sie miedzy zasady podwdjnej nici kwasow
nukleinowych), nie przenikajgcym do wnetrza zywych komorek. Jego zaletg
jest mozliwos$¢ wzbudzenia standardowym w cytometrii laserem 488nm niskiej
mocy. Kolejny barwnik, oranz akiydynowy, ma wiasciwosci metachromatyczne
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— przytaczony do RNA lub zdenaturowanego DNA emituje Swiatto w pasmie
czerwonym, a przylaczony do helisy DNA — w pasmie zieton}/l.

Od momentu pojawienia sie przeciwciat monokitonalnych oczywista stata
sie ich przydatnos¢ jako znacznikéw dla cytometrii przeptywowej. W bardzo
duzym skrécie idea polega na tym, ze istnieje mozliwos¢ (przynajmniej teore-
tycznie) wyprodukowania przeciwciat skierowanych przeciw dowolnej substan-
cji znajdujacej sie w komarce. Jesli dodatkowo oznakuje sie takie przeciwciata
barwnikami fluorescencyjn3nrii, to powstaty uktad antygen-przeciwciato jest ta-
twy do zidentyfikowania w cytometrze przeptywowym. Przykladem takiej reakcji
jest analiza DNA za pomocg analogu tymidyny — bromodeoksyurydyny
(BrdUrd). W trakcie reakcji ,,barwienia” czasteczki BrdUrd sg wstawiane w ko-
morkowe DNA w miejsce tymidyny, nastepnie w w3oiiku dziatania przeciwciat
skierowanych na BrdU i znakowanych fluoresceing (FITC) tworzy sie kompleks
BrdU-przeciwciatlo+FITC; zrodiem fuorescencji w takim kompleksie jest FITC.
Reakcja ta, wraz z réwnoczesn)mi barwieniem za pomocg jodku propydyny,
jest wykorzystywana przy analizowaniu kinetyki cykli komdrkowych.

Wyniki analizy cytometrycznej sga przedstawiane za pomoca histogramow.
W najprostszej swej postaci sg to po prostu wykresy, gdzie na osi X jest
odkiadana intensywnos$¢ fluorescencji, a na osi Y liczbha komoérek. Bardziej
skomplikowane histogramy dwuparametryczne sa tréjwymiarowe — na
osiach X i Y sg zaznaczone dwa wybrane parametry komoérkowe, a na osi
Z liczba badanych czasteczek. Za pomocg oprogramowania mozna uzyskac
pelna statystyczng informacje o dowolnym regionie histogramu. Nalezy za-
uwazy¢, ze na podstawie histogramu nie mozna uzyska¢ bezposrednich da-
nych np. o rozmiarze bgdz strukturze powierzchni komoérek. Cytometr wska-
zuje tylko intensywnos¢ fluorescencji, badz stopien rozproszenia Swiatta la-
sera. Wielkos¢, czy strukture powierzchni mozna okresli¢ poréwnujac na hi-
stogramie ich wartosci z odczytami pewnych standardéw. Takimi standardami
moga by¢ inne komérki o znanych ksztattach i wielkosci, badZz sztucznie
wytworzone czgsteczki (kuleczki) o znanej i jednakowej S$rednicy oraz wyka-
zujace statg fluorescencje.

2. Zastosowanie cytometrii przeptywowej
do analizy cyklu komoérkowego (7)

Poznanie cytokinetycznych cech komérkowych jest bardzo istotne w wielu
badaniach biologicznych, biomedycznych i biotechnologicznych. Obecnie ist-
nieje juz szereg technik c3dometiycznych, ktére umozliwiajg uzyskanie wy-
mienionych informacji, dotyczacych komaérki. Oméwimy pokrétce te metody,
ich zastosowania i aktualne wyniki. Dla jasnosci prezentacji wynikéw postu-
luje sie wyodrebnienie czterech stanéw cytokinetycznych, w ktérych moga sie
znajdowaé komorki:

1. Proliferacji, kiedy komorki sg zdolne do tworzenia klonéw (PC).

2. Proliferacji, jednak bez zdolnosci komoérek do tworzenia klonéw (PD).
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3. Braku aktywnosci proliferacyjnej, jednak z mozliwoscig tworzenia klo-

now (QC).
4. Braku aktywnosci proliferacyjnej oraz braku zdolnosci do tworzenia
(QD).

Komérki wykazujace aktywna proliferacje przechodza przez cztery fazy oz-
naczone jako GIl, S, G2 i M. W tym czasie nastepuje replikacja DNA oraz
podziaty komdrkowe.

Analiza cytokinetyczna obejmuje oznaczanie iloSciowe rozkiadu komorek
w obrebie wymienionych faz i stanéw oraz zakres, w jakim zmieniajg one te
stany. Cytometria przeptywowa umozliwia uzyskanie informacji cytokinetycz-
nych odnoszgcych sie do subpopulacji komorek w fazie Gl, S, G2 i M, sub-
populacji wykorzystujacych aktywng proliferacje w catej populacji, subpopu-
lacji komorek zdolnych do tworzenia klonéw, czas tworzenia poszczegdlnych
faz oraz stopien syntezy DNA w jakim komorki wchodzg lub opuszczajg stan
proliferacji ze zdolnoscig (lub bez) tworzenia klonéw.

W ostatnich pietnastu latach opracowano wiele metod pozwalajgcych na
uzyskanie tych informacji. Obejmujg one:

1. Analize zawartosci DNA umozliwiajgca identyfikacje subpopulacji ko-
morek znajdujacych sie w réznych fazach cyklu komorkowego.

2. Uzycie cytometrii przeptywowej i sortowania do monitorowania cyktu
komoérkowego komodrek znakowanych prekursorami DNA, tj. bromodeoksy-
uiydyna (BrdUrd) lub tymidyna (3H-TdR).

3. Analize wielosktadnikowg, umoztiwiajacg cytokinetyczng ocene sub-
poputacji réznigcych sie ze wzgtedu na cechy cytometryczne.

3. Zastosowanie cytometrii przeptywowej i sortowania
w cytogenetyce i genetyce molekularnej (26)

3.1. Zastosowanie cytometrii przeptywowej w cytogenetyce

Cytometria przeptywowa umozliwita powstanie nowej specjatnosci badaw-
czej tzw. cytogenetyki przept}rwowej. Wykorzystuje ona mozliwosci tej metody
dla klasyfikacji i oczyszczenia chromosomoOw, ktore sg izolowane z komérek
mitotycznych. Klasyfikacja chromosoméw moze sie odbywaé na podstawie
szeregu kryteriébw, a mianowicie: zawartosci DNA, zawartosci biatka oraz
ksztattu. Jest szczegoinie przydatna do okres$lania ilosci wykrywania chromo-
somow w komorce. PoMala takze na dokiadne ich izolowanie za pomoca
sortera. Wyizolowane chromosomy sg odpowiednim materiatem do mapowania
genow, analizy zawartosci biatek oraz jako zrédito DNA do produkciji bibtiotek
rekombinowanego DNA. Ciezar motekutamy DNA ekstrahowanego z sortowa-
nych chromosomoéw jest dostatecznie wysoki, aby byt odpowiedni do analizy
przy uzyciu elektroforezy zelowej w polu pulsacyjnym. Daje to mozliwos¢ kon-
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strukcji duzego fragmentu map wyselekcjonowanych chromosoméw. Narze-
dziami stosowanymi dla klasyfikacji i izolowania chromosomoéw sa: pojedyncze
i podwdjne sortery laserowe, cytometria skaningowa oraz szybkie sortery.

Cytometry wyposazone w pojedynczy laser sg na ogét uzywane do klasy-
fikacji i izolacji chromosoméw barwionych fluorochromami specyficznymi dla
DNA takimi jak Hoechst 33258, jodek propydyny, bromek etydyny czy chro-
momycyna. W metodzie tej chromosomy sa klasyfikowane wedtug intens3rw-
nosci fluorescencji, ktdrg emituja w czasie przeptywu przez wiagzke laserowa
o diugosci odpowiedniej dla wydajnego wzbudzania barwnika.

3.2. Zastosowanie cytometrii przeptywowej w genetyce molekularnej

Zastosowanie cytometrii przeptywowej w badaniach dotyczacych genetyki
molekutamej wynika z funkcji analitycznych oraz mozliwosci sortowania. Me-
tody analityczne oparte na cytometrach przeptywowych moga by¢ wykorzy-
stane w badaniach dotyczacych zaréwno izolowanych chromosomow, jak i ilo-
sciowego oznaczania czgsteczek zlokalizowanych na powierzchni lub wewnatrz
komorki, a kodowanych przez okreslone geny. Natomiast sortowanie znajduje
zastosowanie do mapowania sekwencji DNA w odniesieniu do ich lokalizacji
na chromosomie, a takze do tworzenia bibliotek genéw specyficznych dla
danego chromosomu.

Biblioteki genéw sg waznym narzedziem w genetyce molekularnej. Stano-
wig one wyjsciowy materiat, z ktérego fragmenty DNA zawierajgce komplet
genow lub ich fragmenty sg izolowane. tatwiej bowiem izolowa¢ gen z bib-
liotek specyficznych dla chromosoméw niz z calej biblioteki genow. Jest to
podstawowy problem w badaniach nad strukturg genu oraz jego ekspresja.
Biblioteki gendw sg takze wazne dla genetyki medycznej. Stanowig bowiem
bogate zrodto specyficznych dia chromosomu sond stosowanych w badaniach
potimorfizmu DNA zwigzanego z locus okreslonej genetycznej choroby. Stwa-
rza to mozliwos¢ diagnozowania choroby w przypadkach, kiedy brak jest ob-
jawéw chorobowych, ale osoba nalezy do grupy oséb “ekszonego ryzyka.

Cytometria przeptywowa wykorzystywana jest tez w badaniach genéw, ktoé-
re kodujg czasteczki na powierzchni komdrki. Znajdujg tutaj zastosowanie
fluorescencyjnie znakowane sondy specyficzne dla czasteczek powierzchnio-
wych. Przyktadem sa geny kodujgce antygeny zgodnosci tkankowej, ktore
mozna identyfikowa¢ uzywajgc fluorescencyjnych przeciwciat monokionat-
nych. Cytometria przeptywowa i sortowanie umozliwiajg badania nie tylko
genéw systemu immunologicznego, ale réwniez gendw, ktérych produkt w po-
staci biatka pojawia sie na powierzchni komorki, jak np. receptory dla czyn-
nikéw wzrostowych. Przy uzyciu wymienionych metod mogg by¢ takze badane
geny, ktérych produktem sg biatka cytoplazmatyczne.

Kolejnym obszarem zastosowania cytometrii przeptywowej w genetyce sa
badania dotyczace onkogenéw. Genom tudzki zawiera sekwencje DNA, okre-
$lane jako protoonkogeny komérkowe lub alkogeny C. Wspomniane sekwencje
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DNA sa analogiczne do sekwencji wystepujacych w retrowirusach charaktery-
zujgcych sie wihasciwosciami onkogennymi u innych gatunkéw zwierzat, np.
u ptakéw. Protoonkogeny sa obecnie bardzo intensywnie badane, gdyz moga
odgrywac gtéwng rote w karcinogenezie u ludzi. Jak wiemy powstawaniu ge-
néw u cztowieka towarzyszy czesto przeorganizowanie chromosomoéw, nie da
sie zatem wykluczy¢ mozliwosci, ze w procesy te mogag by¢ zaangazowane
protoonkogeny.

Wazne zastosowanie ze wzgledu na duzg szybkos$¢ analizy znajduje cyto-
metria przeptywowa w badaniach nad opracowaniem nowych metod wykry-
wania mutacji i analizy mutagenezy. Trzeba bowiem pamieta¢, ze badania
nad mutagenezg zwigzane sg z wykrywaniem bardzo rzadko wystepujgcych
przypadkow. Aby je rozpozna¢ niezbedne jest przeprowadzenie analizy na ol-
brzymich, bo miliardowych populacjach komérek.

Ponadto w tych badaniach wykorzystywana jest inna zaleta cytometrii
przeptywowej, ktorg jest zdolnos¢ do badania korelacji wielu sktadnikéw ko-
morkowych. Jest to istotne zwlaszcza w sytuacjach, kiedy dwa lub trzy skiad-
niki komérkowe sg Scisle skorelowane z okreslonymi zjawiskami mutagenny-
mi. W badaniach nad mutageneza hodowanych in vitro komoérek dzieki sor-
towaniu cytometrycznemu mozliwy jest rozdziat komérek o réznych fenoty-
pach, co nie wymaga stosowania selekt3rwnych warunkéw wzrostu. Przy uzy-
ciu cytometrii przeptywowej i sortowania komorek mogg by¢ badane naste-
pujace zjawiska:

* pojawienie sie amptifikacji genu,

» okre$lenie stale mutagennych uszkodzern w somatycznych komoérkach
organizmu. Poniewaz istnieje zwigzek miedzy mutagenezg i karcino-
genezg, zatem pomiary takie stuzylyby okresleniu korelacji miedzy ob-
cigzeniem mutagennym a ryzykiem wystepowania choroby nowotworowej,

» okreslenie liczby zmutowanych komoérek somatycznych. Komérki moga
by¢ znakowane przeciwciatami wigzacymi zmodyfikowane na skutek
mutacji biatka. Nawet biatka, ktére r6znig sie w swej strukturze tytko
pojedynczymi aminokwasami, mogg by¢ réznicowane za pomoca odpo-
wiednich specyficznych przeciwciat,

» wykrywanie glikoprotein na powierzchni czerwonych ciatek, czyli tzw.
glikoforezy A.

4. Zastosowanie cytonnetrii przeptywowej
w mikrobiologii (15,24)

Dotychczasowy udziat cytometrii przept}AU'owej w badaniach mikrobiologi-
cznych jest stosunkowo niewielki. Jednakze mozliwosci rozwigzywania wielu
probleméw mikrobiologii na drodze analizy poszczegdlnych komérek w bardzo
duzej populacji sg znaczne. Podstawowe ograniczenie zastosowania cytometrii
przeptywowej w tych badaniach uynika z duzych rozmiaréw wielu drobno-
ustrojow. Wiekszos$¢ prac cytometrycznych z zakresu mikrobiologii dotyczyta
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badan na drozdzach i bakteriach. Drozdze z teehnieznego punktu widzenia
sg tatwiejsze do badania ze wzgledu na rozmiary ieh komoérek i zawartosé
DNA, choeiaz jest ona i tak okoto 200 razy nizsza niz w diploidalnych ko-
morkach cztowieka. Dotychezas przy uzyeiu eytometrli przeptywowej badano
eykt komérkowy drozdzy na podstawie zawartosei DNA, RNA oraz bialek.
Pomiary takie sg réwniez mozliwe u pierwotniakéw, alg i plesni. Przedstawia-
my prace dotyezaee uzyeia cytometrii przeptywowej w bakteriologii zaréwno
dla badan podstawowyeh, jak i stosowanych. Zastosowanie eytometrii prze-
ptywowej w badaniaeh podstawowyeh dotyezy gtéwnie prae nad kinetyka ey-
klu komérkowego oraz meehanizmoéw regulujgeych wzrost i replikaeje komo-
rek. Cykl komoérkowy bakterii nie jest tak dobrze poznany jak eykl komorkowy
ssakow ze wzgledu na wiekszy stopien jego skomplikowania i wiekszg zalez-
no$¢ od warunkow wzrostu. Ponadto brak na razie odpowiednich metod ba-
dawczych. Stgd tez wiele podstawowyeh probleméw dotyezgeych wzrostu
i rozmnazania bakterii nie zostato jeszeze rozwigzanyeh. W badaniaeh nad
Escherichia coli przeprowadzonych przy uzyciu cytometrii przeptywowej wy-
kazano, ze dotyehezasowa wiedza w tym zakresie musi by¢ w wielu punktach
zmodyfikowana. Wykazano, ze powtarzalnos¢ rezultatow bardziej zalezy od
warunkéw wzrostu, niz ma to miejsee w przypadku komoérek ssakéw. Wyka-
zano rowniez, ze barwienie DNA bakterii zalezne jest w pewnym stopniu od
stanu fizjologieznego komoérek w momencie rozpoezynania badan.

W bakteriologii klinieznej e3dometria przeptywowa moze zastgpi¢ czaso-
ehtonne metody wykrywania i identyfikaeji bakterii w oeenie stopnia infekeji,
ezy testowania podatnosei na antybiotyki.

Metoda cytometrii przeptywowej moze by¢ uzyta do monitorowania rozwoju
bakterii oraz innyeh mikroorganizméw biorgeyeh udziat w proeesaeh przemy-
stowych, czy tez wystepujaeyeh w formie kontaminacji, np. w wodzie, oleju, itp.

Ze wzgledu na niewielkie rozmiary i matg zawartos$¢ DNA do pomiarow
eytometryeznyeh bakterii niezbedne sg bardzo ezute instrumenty. Barwnikami
stosowanymi w badaniaeh DNA bakterii jest bromek etydyny oraz jodek pro-
pydyny. Barwniki te wykazuja jednak pewne powinowaetwo do RNA, ktdrego
zawartos¢ w komadrkaeh bakterii moze by¢ wyzsza niz u ssakéw. Dlatego tez
fluoresceneja zwigzana z RNA ,,zaeiera” na histogramie sygnal pochodzaey
z DNA. Wynika stad konieeznos¢ uzycia wysoko specyficznych barwnikéw
DNA, takich jak Hoechst 33258, DAPI czy mitramycyna. Innym powodem
uzyskiwania nieezytelnyeh histograméw jest niesferyezny ksztalt komoérek
wielu szczepow bakterii. Niezaleznie od trudnosei zwigzanych z cytometry-
cznymi badaniami bakterii, na podstawie uzyskanyeh wynikéw wykazano tak-
ze mozliwos¢ uzyskania histogramdéw DNA eharakteryzujacych sie wysoka
rozdzielezoSeig. Generalnie jednak perspektywy stosowania eytometrii prze-
ptywowej w bakteriologii sg uwamnkowane dostepnos$eig odpowiedniego in-
stmmentu. Cytometria przeptywowa byta tez uzywana w wimsologii. Badano
za jej pomoeg interakeje wirus-komoérka. Praee te przeprowadzano na para-
wirusaeh i SV40. Byty one mozliwe dzieki wyprodukowaniu monoklonalnych
i poliklonalnych przeciweciat specyficznych biatek wirusowyeh.
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Uzycie analizy wielosktadnikowej dato mozliwo$¢ poréwnania, korelacji,
analizy populacji, analizy pojedynczej komorki pod wzgledem zwartosei biatek
wirusowyeh oraz catego szeregu cech w zainfekowanej populacji komoérkowej.

5. Zastosowanie cytometrii przeptywowej
do analizy i sortowania gamet

Cytometria przeptywowa z uwagi na swe wielorakie funkcje analityezne
znajduje zastosowanie w badaniach dotyczgcych gamet, gtdownie meskieh. Sg
one zwigzane m. in. z prébami rozdzialu nasienia samcoéw zwierzat gospodar-
skich na frakcje ,,meskq” i ,,zeriskg”, poszukiwaniem nowych, bardziej precy-
zyjnyeh kryteriow oceny zdotnosci zaptadniajacej nasienia oraz badaniami nad
spermatogeneza. W znacznie mniejszym zakresie podejmuje sie proby wyko-
rzystania cytometrii do prac dotyczacych gamet zenhskieh oraz zarodkéw ryb.

5.1. Zastosowanie cytometrii przeptywowej do rozdziatu nasienia
na frakcje ,,meska” i ,,zenska”

Idea wykorzystania cytometru przeptywowego do rozdziatu nasienia wedtug
,.ptei” opiera sie na stwierdzeniu, ze u wiekszosci ssakow itosci DNA w ple-
mnikach niosgcych chromosomy X i Y r6znig sie o 3-5%. Wedlug badan
Johnsona i Clarka (9) réznice zawartosci DNA plemnikéw samcéw trzech
gtéwnych gatunkow zwierzat gospodarskich, tj. buhaja, knura i tryka wynosza
odpowiednio 3,9, 3,7 i 4,2 %. Przed dokonaniem rozdziatu DNA zawarte w ple-
mnikach barwi sie zwigzkiem fluoresceneyjnym.

Metode eytometrii przeptywowej do sortowania nasienia barwionego fluoro-
ehromami zaczeto stosowa¢ w latach osiemdziesigtych. Najpierw Pinkel
i wspot. (20) stwierdzili mozliwo$¢é pomiaru oraz réznice zawartosci DNA w ple-
mnikach ssakéw w zaleznosci od ich ,ptci”. Wymienieni autorzy barwiti utrwa-
lone plemniki kilku gatunkéw ssakéw przy uzyeiu bromku etydyny, mitramy-
eyny lub DAPI. Keeler i wspét. (14) zastosowali do barwienia plemnikéw, na
potrzeby analizy cytometrycznej, fluorochrom Hoechst 33342. Zwigzek ten jest
obecnie stosowany we wszystkich badaniach zwigzanych z prjy*zyciowg analizg
cytornetryczng plemnikéw ssakdéw. Pierwszymi autorami, ktorzy dokonali roz-
dziatu nasienia samcow zwierzat gospodarskich na populacje zawierajaca chro-
mosom X lub Y byli Johnson i Clark (9). Poddawali oni analizie w cytometrze
barwione Huorochromem Hoechst 33342 i pozbawione witek plemniki buhaja,
knura i tryka. Dokonujge powtOruej analizy cytometrycznej stwierdzili, ze do-
ktadnos¢ sortowania tak przygotowanych plemnikéw wynosita ponad 90%. Na-
stepnie autorzy ci przeprowadzali mikroiniekcje sortowanych plemnikéw do
oocytow chomika i stwierdzili ieh aktywacje, tzn. dekondensacje i tworzenie
meskiego przedjgdrza. W kolejnych doswiadczeniach Morrell i wspét. (19) wy-
kazali, ze plemniki krdlika i buhaja moga by¢ barwione przyzyciowo fluoro-
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chromem Hoechst 33342, a nastepnie analizowane eytometrycznie i rozdzie-
lane na dwie podgrupy. Sortowane plemniki byty ruehliwe i zachowaty zdolnos¢
zaptadniajaca. W pr~padku uzycia nasienia buhaja uzyskano przesuniecie
stosunku pici potomstwa zgodnie z zaktadandmi rezultatem. Chociaz liczba
inseminowanych zwierzat byta w tym doswiadczeniu niewielka, to osiggnieta
zmiana proporcji pici byla statystycznie istotna. Trzeba jednak zaznaczy¢, ze
ptodnos¢ sortowanego nasienia byta obnizona, gdyz w wyniku inseminacji wy-
cietito sie tytko ok. 30% krow. Gtéwnym powodem niskiej ptodnosei byta pra-
wdopodobnie zbyt mata liczba plemnikéw w dawce inseminaeyjnej, wynoszgca
okoto 5 min. W przeciwienstwie do nasienia buhaja, w przypadku sortowanego
nasienia krolikéw zabieg ten nie miat wptywu na zmiane proporcji pici uro-
dzonego potomstwa. Skutecznego rozdziatu ptemnikéw krétika dokonali jako
pierwsi Johnson i wspét. (10). Rozdzielali oni przy uzyciu cytometru przepty-
wowego $wieze nasienie krolika barwione Huorochromem Hoechst 33342. Re-
analiza sortowanego nasienia wykazala, ze doktadnos¢ separacji wynosita 86%
w przypadku plemnikoéw ,,zenskich”, oraz 81% w przypadku ,,meskich”. Roz-
dzielone plemniki byty wprowadzane ehirurgicznie do macicy krélic. Uzyskano
ok. 28% wykotéw, oraz niewielkg $rednig wielko$¢ miotéw, wynoszaca 3,9.
Potomstwo urodzone po inseminaeji frakejg nasienia wzbogacong w plemniki
z chromosomem X byto w 94% plci zenhskiej, natomiast potomstwo po inse-
minaeji ,,frakejg Y” w 81% byto pici meskiej.

Mozliwe jest rowniez skuteczne separowanie nasienia knura. Wykazat to
w swoich badaniach Johnson (11). Po barwieniu fluorochromem Hoechst
33342 nasienie bylo anatizowane i sortowane w eytometrze przeptywowym.
Skuteczno$¢ rozdziatu plemnikéw oceniano na podstawie powtornej analizy
cytometrycznej sortowanych plemnikéw oraz chirurgicznej inseminacji. Od-
setek prosiat pici zenskiej po inseminaeji ,,zensky" frakcjg nasienia wyniost
74%, a pici meskiej po inseminacji ,,meskim” nasieniem — 68%.

W przedstawionych doswiadczeniach nad rozdziatem nasienia ssakoéw do-
wiedziono, ze istnieje realna mozliwos¢ ,,seksowania’ plemnikéw. Ponadto
w trakcie tych badan u*yskano wiele informacji wskazujacych dalsze kierunki
doskonalenia metody, a takze jej ograniczenia. Warunkiem uzyskania odpo-
wiedniej wydajnosci i dokltadnosci jest uwzglednienie catego szeregu czynni-
kéw, ktére o tym decyduja. Sa to zaréwno czynniki natury technicznej, zwia-
zane z aparaturg, tj. odpowiednia moc lasera, prawidtowe formowanie kropli,
stabilnos¢ przeptywu, jak i caty szereg warunkéw zwigzanych z przygotowa-
niem materiatlu do analizy cytometrycznej. Stwierdzono, ze Hoechst 33342
jest zwigzkiem, ktéry moze by¢é uzywany do barwienia dla potrzeb cytometrii
przeptywowej. Okre$tone tez zostaty warunki jego stosowania (11,17,18,26).
Podnoszone sa pewne zastrzezenia dotyczace jego szkodliwego wpltywu na
zywotnos$¢ plemnikéw knura (11), lecz nie znajduja one potwierdzenia w od-
niesieniu do plemnikoéw krélika (18). W przypadku barwionych Huorochromem
Hoechst 33342 plemnikéw buhaja obserwowano wprawdzie nieznaczne obni-
zenie zdolnosci do zaptodnienia in vitro barwionych plemnikéw, jednak nie
dotyczyto ono wszystkich badanych ejakulatow. Zastrzezenia dotyezace usz-
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kodzehn chromosomoéw, jako rezultatu zaptodnienia barwionymi plemnikami,
czy tez wad potomstwa rowniez nie znalazty potwierdzenia w badaniach Smo-
raga i wspot. (22) oraz Morrelta i Dressera (18). Ci pierwsi stwierdzili pra-
widtowos$¢ kariotypdw blastocyst bydlecych uzyskanych w wyniku zaptodnie-
nia in vitro nasieniem barwionym wspomnianym fluorochromem. Morrel
i Dresser obserwujac pie¢ pokolen krélikéw uzyskanych po inseminacji bar-
wionym nasieniem wykazali, ze ich rozwéj nie rézni sie od obserwowanego
w grupie kontrolnej. Duzym ograniczeniem cytometrii przeptywowej jest sto-
sunkowo niewielka szybkos$¢ analizy i sortowania plemnikéw, wynoszgca pra-
ktycznie okoto tysigca komoérek na sekunde, co dia potrzeb standardowej
inseminacji nie wystarcza. Metoda moze by¢ natomiast w petni przydatna do
przygotowywania rozdzielonego nasienia dla potrzeb zaptodnienia in vitro (2).
Szersze wykorzystanie cytometrii przept}rwowej do rozdziatu ptemnikéw ze
wzgledu na pte¢ bedzie zatem sie wigza¢ ze zwiekszeniem szybkosci anatizy,
jej dokitadnosci, oraz zmniejszeniem ceny cytometréw.

5.2. Zastosowanie cytometrii przeptywowej do oceny nasienia
oraz badain nad spermatogenezg

Cytometria przeptywowa umozliwia szybkie uzyskanie informacji dotycza-
cej duzej populacji komoérek. Stad tez w ostatnich latach podejmowane sa
proby jej zastosowania do analizy komoérek plemnikowych z punktu widzenia
oceny zdolnosci zaptadniajgcej. Graham i wsp6t. (6), w swoich badaniach
poréwnywati standardowa ocene laboratoryjng nasienia buhaja z oceng przy
uzyciu cytometru i wykazali korelacje miedzy wynikami uzyskanymi przy za-
stosowaniu obu tych metod. W konkluzji autorzy stwierdzili, ze chociaz ba-
dania nasienia przy uzyciu cytometru nie poprawity doktadnosci oceny, to
moze by¢ ona uzyteczna w rutynowej anatizie ze wzgledu na krotki czas
potrzebny do jej wykonania. Do podobnych wnioskéw doszli Garner i wsp6t.
(5). Poddawali oni analizie cytometrycznej barwione i mrozone nasienie bu-
hajéw. Oceniali stopien uszkodzenia btony cytoplazmatycznej oraz funkcjo-
nowanie mitochondridw. Odsetek plemnikéw z nienaruszong btong i mito-
chondriami byt skorelowany dodatnio z niektorymi klasycznymi parametrami
jakosci nasienia, ale nie z jego ptodnoscig oceniong na podstawie niepowta-
rzalnosci inseminowanych kréw. Dopiero kombinacja pomiaréw jakosci na-
sienia, tzn. testéw standardowych i cytometrycznych, moze dostarczy¢ wiecej
informacji dotyczacych zdolnosci zaptadniajgcych nasienia.

W kolejnych badaniach nad wykorzystaniem cytometrii do oceny nasienia
Karabinus i wspot. (13) skoncentrowali sie na analizie struktury chromatyny
plemnikéw poréwnujac jg jednoczesnie z ocenag uzyskang przy uzyciu mikro-
skopu sSwietlnego. W rezultacie przeprowadzonych badan autorzy ci doszli do
przekonania, ze cytometryczne pomiary struktury chromatyny plemnikéw mo-
ga by¢ bardziej czutym wskaznikiem réznic pomiedzy poszczegdlnymi prob-
kami nasienia. Z innych préb zastosowania cytometrii przeptywowej do ba-
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dania plemnikéw na uwage, zdaniem autoréw, zastuguje okreslanie koncen-
traeji plemnikow w nie rozcienezonym i rozcienczonym nasieniu (4). Koncen-
tracje nasienia okreslono na podstawie zawartosci DNA przy uzyciu metody
fluorometrycznej i cytometrii. Stwierdzono, ze uzyskane wyniki byty podobne.
Zdaniem autorow metoda cytometryczna, jako czuta, doktadna i powtarzalna,
moze by¢ stosowana w laboratoriach sztucznego unasieniania.

Podejmowano tez proby zastosowania cytometrii przept)rwowej do badan
spermatogenezy opierajac sie na pomiarach DNA (21). Okreslano w ten sposéb
poszczegdlne stadia rozwoju komadrek plemnikowych w procesie spermatoge-
nezy, w tym takze ploidalnos¢ komoérek. Mozna tu przy okazji wspomniec
0 badaniach ploidalnosci 1- i 2-dniowych zarodkéw karpia (1). Podstawg kwa-
lifikacji zarodkéw byta zawartos¢ DNA barwionego jodkiem propydyny. Zasto-
sowana metoda jest prosta, szybka i dokitadna, dlatego tez jest korzystng
alternatywa dla dotychczasowych technik.

6. Zastosowanie cytometrii przeptywowej do izolacji
pierwotnych pecherzykéw jajnikowych

Metoda cytometrii przepl}rwowej zostata z powodzeniem uzyta do uzyski-
wania pierwotnych pecherzykéw jajnikowych (8). Po enzymatycznym trawieniu
tkanki jajnikowej nastepuje oddzielenie uzyskanych pecherzykéw w gradiencie
Percolu, po czym prébki byly sortowane przy uzyciu cytometru, w wyniku
czego oddzielono pecherzyki od zanieczyszczen w postaci komoérek somatycz-
nych. Ze wzgledu na duza szybko$¢ sortowania metoda ta jest polecana do
uzyskiwania pierwotnych pecherzykéw jajnikowych na duza skale.
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Flow cytometry-application in animal biotechnology
Summary

Flow cytometry is a modem and relatively new analytical method applicable to individual
cells or cell organelles. Flow cytometry offers several advantages over the formerly used metho-
dologies — hundreds or thousands of cells can be measured per second with high accuracy
and reproducibility, rare cells can be detected from a large population. Some of the staining
methods preserve cell viability so the reproductive capacity of the sorted cells can be investigated.
In biotechnology, the most popular application of flow cytometry is the DNA analysis e.g. cell
cycle, chromosome karyotyping, gene mapping, etc. It is possible to analyse quality of semen
and sorting of viable sperm cells.
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