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CYTOMETRYCZNA METODA
OZNACZANIA ZYWOTNOSCI KOMOREK LIMFOIDALNYCH
W WARUNKACH STRESU TEMPERATUROWEGO

Zywotno$é $wiezo izolowanych lub ogrzewanych limfocytéw byta oceniana klasycz-
ng metoda mikroskopowg z wykorzystaniem blekitu trypanu oraz za pomoca cytometru
przeptywowego po potraktowaniu komdrek barwnikami fluorescencyjnymi. Cytometria
przeptywowa pozwala szybko i precyzyjnie okresli¢ zywotnos¢ komoérek w zawiesinach.

WSTEP

Posrod roznych metod okreslania liczby zywych komorek w zawiesinach,
najczesciej spotykang jest metoda wykorzystujaca biekit trypanu. Jest ona
prosta w wykonaniu, jednakze niezbyt doktadna, a stosowana w niej ocena
liczby komorek za pomocag mikroskopu S$wietlnego, raczej subiektywna.
Bardziej precyzyjna jest metoda spektrofotometryczna opisana przez Saijo
[12], wymaga ona jednak uzycia duzej liczby komorek.

Innymi metodami stuzagcymi do odrdzniania komoérek zywych od mart-
wych, sg procedury wykorzystujgce barwniki fluorescencyjne. Do najczesciej
stosowanych barwnikdéw naleza: bromek etydyny, jodek propydyny i oranz
akrydyny. Uzycie wymienionych barwnikéw wymaga zastosowania mikro-
skopu fluorescencyjnego w celu okreslenia liczby fluoryzujgcych komdrek.
Barwienie barwnikami fluorescencyjnymi, mimo ze dokfadniejsze, to nie
eliminuje jednak subiektywnej oceny liczby fluoryzujgcych komorek.

Do oceny liczby komérek fluoryzujacych zamiast mikroskopu fluorescen-
cyjnego wykorzystuje sie cytometry przeptywowe. Sg to urzadzenia, w ktérych
komaérki niesione przez no$nik przechodzg pojedynczo przez uktad sensorowy,
w obrebie ktérego odbywa sie pomiar widma i intensywnosci fluorescencji. Ze



wzgledu na szybko$¢ pomiaru (do 10 000 komdrek/min) i duzg liczbe zliczen,
metoda ta pozwala na obiektywne okreslenie liczby komérek fluoryzujacych.
Ponadto jest bardziej czuta i pozwala na identyfikacje matej liczby komorek
martwych wsrdéd duzej populacji komorek zywych.

W niniejszym artykule postanowiono poréwnaé¢ dwie metody okreslania
zywotnosci komdrek: metode wykorzystujgca btekit trypanu oraz metode,
w ktorej do rozréznienia komorek zywych i martwych uzyto barwnikéw
fluorescencyjnych, a pomiaru fluorescencji dokonano za pomocag cytometru
przeptywowego.

MATERIALY | METODY

Komérki. Do badan uzywano limfocyty izolowane z weztdw chionnych
pachwinowych myszy. Wyizolowane wezty chlonne myszy po oczyszczeniu
z tkanki tluszczowej homogenizowano w podiozu Iscove’s z 10% zinak-
tywowanej (30 min 56°C) surowicy ptoddw cielgt (Fetal Calf Serum - FCS),
uzywajagc homogenizatoréw szklanych. Uzyskane komorki piukano takim
samym podfozem i odwirowywano w ciggu 10 min przy 1200 obrotach/min.
Komérki zawieszano w PBS, przygotowujac zawiesiny komdrek o gestosci 106
komdrek w mililitrze.

Limfocyty, analizowane w probkach kontrolnych, byty bardzo jednorodne,
wolne od zanieczyszczen i rumoszu komorkowego. W badaniach uzywano
limfocyty nie ogrzewane i komorki ogrzewane w tazni wodnej o temperaturze
42°C.

Okreslanie zywotnosci komorek za pomocg biekitu trypanu. Wodny roztwor
btekitu trypanu (1%) rozcienczano 8-krotnie 0,85% NaCl i dodawano
w stosunku 1:1 do zawiesin komérek. Po 2-3 min od momentu dodania biekitu
trypanu, w mikroskopie Swietlnym (400x) zliczano komorki martwe (wybar-
wiajgce sie na niebiesko) oraz komarki zywe (wolne od barwnika) przypadaja-
ce na 100 zliczonych komorek. Nastepnie wyliczano procentowg zawarto$é
komorek zywych w badanych zawiesinach komadrkowych.

Barwienie barwnikami fluorescencyjnymi. W celu identyfikacji komorek
zywych, wybarwiajgcych sie oranzem akrydyny na kolor zielony, stosowano
trzy metody postepowania.

1. Barwienie oranzem akrydyny (OA) o stezeniu 0,2 mg/100 ml - préba P 1.

Do 0,4 ml zawiesiny komoérek dodawano 0,1 ml OA o stezeniu 1 mg/ml.
Koncowe stezenie OA w probie wynosito 0,2 mg/l00 ml. Oranz akrydyny
wybarwia komarki zywe na kolor zielony.



2. Barwienie OA o stezeniu 0,1 mg/100 ml oraz bromkiem etydyny (BE)
w stezeniu 0,1 mg/100 ml - préba P2.

Do 0,4 ml zawiesiny komérek dodawano 0,05 ml OA o stezeniu
1 mg/l00 ml oraz 0,05 ml BE o stezeniu 1 mg/100 ml. KoAcowe stezenie
barwnikow wynosito 0,1 mg/100 ml. Uzycie bromku etydyny pozwolito iden-
tyfikowa¢ komarki martwe. Barwnik wnikajgcy do komorek martwych thumi
fluorescencje zielong, pochodzgcg od oranzu akrydyny.

3. Barwienie OA w stezeniu 0,2 mg/100 ml oraz BE o stezeniu
0,1 mg/100 ml - préba P3.

Do 0,35 ml zawiesiny komdrek dodawano 0,1 ml OA o stezeniu
1 mg/100 ml oraz 0,056 ml BE o stezeniu 1 mg/100 ml. Korncowe ste-
zenie barwnikéw w probie wynosito odpowiednio: 0,2 mg/100 ml oraz
0,1 mg/100 ml.

Cytometria przeptywowa. Proby o objetosci 0,5 ml i gestosci ok. 106
komérek/ml byly analizowane za pomocg cytometru przeptywowego ARGUS
firmy Skatron. Dane analizowano za pomocg komputera IBM wyposazonego
w podstawowe oprogramowanie firmowe dla cytometru ARGUS.

Pomiar obejmowat:

a) rozpraszanie Swiatta w zakresie matych katéw czotowych (forward
scatter)-,

b) rozpraszanie Swiatta pod katem 90° (side scatter)’,

c) natezenie fluorescencji poszczeg6lnych komérek przy uzyciu bloku
filtrowego FITC, lex = 470-490 nm i = 520-560 nm.

Analiza danych przebiegata w uktadzie dwoch histogramow:

- histogram 1 przedstawiat zaleznos$¢ forward scatter [LS-1] i side scatter
[LS2];

- histogram 2 przedstawiat zaleznos$¢ forward scatter [LS-1] i natezenia
fluorescencji [FL-1],

Z histogramow odczytywano procent komorek zywych, jak rowniez
poddawano analizie profile histogramow.

Obliczenia statystyczne. Wyniki przedstawiono jako $rednie arytmetyczne

pomiarow + odchylenie standardowe.

WYNIKI

Tabela 1 przedstawia wyniki, na podstawie ktérych dokonano wyboru
optymalnego stezenia barwnikéw fluorescencyjnych. Komorki weztéw chion-
nych ogrzewano w tazni wodnej o temperaturze 42°C przez 5 lub 10 min.



Liczbe komoérek zywych w probach
kontrolnych (czas 0) i w prébach
ogrzewanych oceniano dwiema me-
todami: za pomocg cytometru prze-
ptywowego po uprzednim zastoso-
waniu trzech réznych stezen OA
i BE oraz za pomocg mikroskopu
Swietlnego po wczesniejszym potra-
ktowaniu komorek biekitem trypa-
nu. Wyniki zamieszczone w tab.
1 jak réwniez na odpowiadajgcym
im histogramach (rys. 1) wskazuja,
ze zastosowanie OA o stezeniu
0,1 mg/100 ml i BE o stezeniu
0,1 mg/100 ml zapewnia optymalny
sposéb barwienia komérek. W dal-
szych dosSwiadczeniach stosowano
ww. stezenie barwnikow.

W nastepnym etapie pracy w se-
rii  doswiadczen okreslano zywo-
tnos¢ zawiesin komdrkowych, stosu-
jac jednoczesnie fluorescencyjng me-
tode cytometryczng i metode mikro-
skopowg z uzyciem biekitu trypanu.
Komdrki weztéw chtonnych ogrze-
wano w tazni wodnej o temperaturze
42°C przez 5 min.

Procent komorek zywych w nie
ogrzewanych  (kontrolnych) lub
ogrzewanych zawiesinach komaorko-
wych oceniano bezposrednio po po-
traktowaniu komaérek barwnikami.

Rys. 1. Histogramy przedstawiajg trzy meto-
dy barwienia komaérek barwnikami fluores-
cencyjnymi: (1) - barwienie OA o stezeniu
0,2 mg/100 ml-PI; (2) - barwienie OA o
stezeniu 0,1 mg/100 ml i BE o stezeniu
0,1 mg/100 ml-P2; (3) - barwienie OA o ste-
zeniu 0,2 mg/100 ml i BE o stezeniu
0,1 mg/100 ml-P3



Tabela 1

Wybdr optymalnego stezenia barwnikéw fluorescencyjnych

Komorki zywe (%)

Lp blekit barwniki fluorescencyjne
trypanu préba PI  préba P2  préba P3

1 70 76 61 62

2 45 70 43 45

3 44 72* 46" 30"

* - Histogramy pomiardw zatgczono w pracy.

Objasnienia: Pl - OA o stezeniu 0,2 mg/100 ml; P2 - OA
o0 stezeniu 0,1 mg/100 ml oraz BE o stezeniu 0,1 mg/100 ml; P3 - OA
o stezeniu 0,2 mg/100 ml oraz BE o stezeniu 0,1 mg/100 ml.

Zywotno$¢ kazdej zawiesiny komorkowej oceniano 3-krotnie. Dane zamiesz-
czono w tab. 2.

Wyniki zebrane w tab. 2 potwierdzajg dobrg powtarzalno$¢ pomiarow
dokonywanych przy uzyciu obu stosowanych w pracy metod. Ro6znica
w procentach komoérek zywych w badanych zawiesinach komoérkowych,
wyznaczanych metodg cytometryczng, zawiera si¢ w granicy 5-10%, a wy-
znaczanych metoda mikroskopowg z uzyciem biekitu trypanu wynosi 8%.
Ogrzewanie komorek w temperaturze 42°C powodowato wyrazny wzrost
procentu komorek martwych. Procenty komorek zywych w badanych zawiesi-
nach, wyznaczanych poréwnywanymi metodami, sg zblizone.

Tabela 2
Procentowa zawarto$¢ komorek zywych
w zawiesinach komérkowych ogrzewanych w temperaturze 42°C
Komorki zywe (%)
Czas - .
i barwniki fluorescencyjne

ogrzewania bfekit trypanu Yl

[min] numer préby « + SD numer proby x + SD
1 2 3 1 2 3

0 80 73 72 75+ 43 76,0 702 713 725+ 3,0
5 60 51 58 56 + 4,7 63,0 553 655 61,2 + 53

10 49 45 40 45 + 45 496 480 456 47,7 £ 2,0

+



Tabela 3

Procentowa zawarto$¢ komorek zywych
w zawiesinach komorkowych ogrzewanych w temperaturze 42°C

Komaérki zywe (%)
Czas

ogrzewania biekit trypanu barwniki fluorescencyjne

[min] numer préby numer proby
n x + SD n x £ SD

1 2 3 1 2 3
0(1) 69 50 58 3 5 + 95 495 585 570 3 551 + 4,9
0(2) 64 70 69 3 68 £+ 32 638 623 638 3 63,3 £ 0,9
0(3) 69 59 66 3 65 + 51 602 640 61,0 3 61,7 £ 2,0
0(4) 63 59 58 3 60 + 26 599 56,7 638 3 60,2 £ 5,0
5(1) 51 60 58 3 5 + 47 580 605 60,2 3 595 + 13
5(2) 43 60 59 3 54 + 95 48,0 434 430 3 448 + 27
5(3) 49 49 60 3 53 + 63 572 524 536 3 544 + 24
5(4) 60 56 63 3 60 + 35 644 64,7 649 3 64,6 + 0,3
10(1) 50 47 46 3 48 + 20 410 350 374 3 378 £ 30
10(2) 46 42 48 3 45 + 30 416 40,2 429 3 415 + 13
10(3) 46 38 50 3 43 + 64 322 362 364 3 349 + 23
10(4) 40 39 37 3 39+ 12 423 408 426 3 499 + 09

Uwaga: Liczby w nawiasach oznaczaja numer préby.

Podobny wniosek pozwalajg wyciagna¢ wyniki przedstawione w tab. 3.
W tym przypadku procentowg zawarto$¢ komdérek zywych w zawiesinach nie
ogrzewanych (kontrolnych) lub ogrzewanych w temperaturze 42°C okreslano
po 1 godz. przetrzymywania komorek w PBS, w temperaturze pokojowe;j.
Spowodowato to spadek procentu komdérek zywych w badanych zawiesinach
komorkowych, stwierdzony obiema metodami.

DYSKUSJA

Przy okreslaniu zawartosci zywych komdrek w zawiesinach wykorzystuje
sie roznice w przenikaniu réznorodnych barwnikéw przez btony komoérek
martwych lub zywych. Niektdre barwniki nie mogq przechodzi¢ przez btone
komorek zywych. Zalicza sie do nich: biekit trypanu, eozyna Y, nigrozyna oraz



barwniki fluorescencyjne, takie jak: jodek propydyny czy bromek etydyny
[3, 6], Natomiast inne barwniki, np: dwuoctan fluoresceiny, penetrujg tylko
nienaruszong btone komorkowg [3, 1], W zwiagzku z tym w przypadku
barwienia bromkiem etydyny lub jodkiem propydyny ocenia sie fluorescencje
martwych komérek, natomiast w przypadku barwienia oranzem akrydyny
okresla sie fluorescencje komorek zywych [2, 3, 6],

Wewnatrz komorki barwniki moga wigza¢ sie¢ z roéznymi organellami
komorkowymi lub zwigzkami chemicznymi. Barwniki fluorescencyjne, takie
jak: jodek propydyny, bromek etydyny, oranz akrydyny, najczesciej wigzg sie
z kwasami nukleinowymi [1, 2, 3, 5, 7, 8, 14]. Inne barwniki, np. nigrozyna 540,
rodamina, majg zdolno$¢ wiazania sie z btong komdrkowg, natomiast Nikle
Red wykazuje powinowactwo do lipidow [10]. Niefluorescencyjne barwniki,
takie jak: biekit trypanu, eozyna Y, nigrozyna, moga wnika¢ tylko do
martwych komérek [6].

Tradycyjnie liczbe zywych lub martwych komérek ocenia sie mikro-
skopowo w mikroskopie $wietlnym lub fluorescencyjnym. W przypadku uzycia
barwnikow fluorescencyjnych, zamiast czasochtonnej metody mikroskopowej
mozna zastosowaé cytometr przeptywowy. Uzycie cytometru przeptywowego
pozwala na policzenie duzej liczby komorek, co zwieksza wiarygodnosé
otrzymywanych wynikéw i pozwala rowniez unikng¢ subiektywnosci metody
mikroskopowej [11, 4], Metoda cytometrii przeptywowej jest szczegoélnie
uzyteczna w ocenie zywotnosci zawiesin komérkowych zawierajgcych niewielki
procent komérek martwych [4, 9, 13, 15].

Zastosowanie oranzu akrydyny, jako jedynego barwnika roznicujgcego
komorki zywe i martwe, nie zawsze pozwala na uzyskanie doktadnego wyniku.
Analizujagc wyniki zamieszczone w tab. 1 mozna stwierdzi¢, ze procent
komoérek zywych w zawiesinach barwionych samym oranzem akrydyny jest
wyzszy niz procent komoérek zywych oznaczany za pomocg biekitu trypanu.
Zastosowanie dodatkowego barwnika bromku etydyny (barwigcego komorki
martwe) pozwolito precyzyjnie oceni¢ zawarto$¢ zywych komoérek w badanych
zawiesinach komoérkowych. W tym przypadku nie obserwowano istotnych
réznic miedzy wartosciami procentu komérek zywych oznaczanych metodg
cytometryczng lub mikroskopowg w réznorodnych zawiesinach komdrko-
wych. Swiadczy to o pelnej przydatnosci metody cytometrycznej do szybkiej
oceny zywotnosci komaérek w zawiesinach komaérek $wiezo izolowanych lub
poddawanych réznym stresom.

Metoda cytometryczna wydaje sie by¢ nie tylko mniej czasochtonna niz
metoda mikroskopowa, ale réwniez bardziej doktadna. Swiadczy o tym lepsza
powtarzalno$¢ wynikow uzyskiwanych tg metodgq w doswiadczeniach, w kt6-
rych oceniano zywotno$¢ komorek w wielu prébach przygotowywanych z tej



samej zawiesiny komorkowej. Stwierdzenie to pozostaje w zgodzie z opiniami
autoréw stosujagcych odmienne metody odrdzniania komorek zywych od
martwych [8, 15].
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THE CYTOMETRIC METHOD FOR MEASUREMENT OF THE VIABILITY
OF LYMPHOID CELLS UNDER HEAT SHOCK

The viability of freshly isolated or heat-treated lymphocytes was estimated by the classical
microscopic method based on trypan blue inclusion and it was measured by flow cytometry of the
cells stained with acridine orange and ethydium bromide or with acridine orange alone. It has been
showed that (low cytometry of fluorescence stained cells allowed to determine the viability of the
cell suspensions containing even a small percentage of dead cells rapidly and accurately.



