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Streszczenie: Technologia IS (ImageStream) stanowi nowe narzêdzie pomiarowe dla  wieloparame-
trowej  analizy komórek. System ³¹czy w sobie cechy cytometru przep³ywowego oraz mikroskopu
fluorescencyjnego wspó³pracuj¹cego z nowoczesnym systemem analizy obrazu. Podobnie jak cyto-
metr przep³ywowy, IS umo¿liwia analizê wielu obiektów komórkowych oferuj¹c statystyczn¹ ich
analizê pod k¹tem podstawowych parametrów fluorescencyjnych. Dodatkowo dziêki zapisowi rze-
czywistego obrazu komórek umo¿liwia ich kompleksow¹ ocenê morfometryczn¹, a nastêpnie jej
korelacjê z cechami fotometrycznymi komórek. Zgodnie z powy¿szym, ImageStream jest cytome-
trem przep³ywowym �fotografuj¹cym� analizowane obiekty i umo¿liwiaj¹cym wieloparametrow¹ ocenê
zapisanych obrazów. Stwarza on nowe mo¿liwo�ci zastosowania, szczególnie tam,  gdzie cytometr
przep³ywowy nie daje pe³nej, po¿¹danej informacji o charakterystyce badanych obiektów. Celem
poni¿szego artyku³u jest przybli¿enie ImageStream  osobom pracuj¹cym z systemami analizy ob-
razu komórek oraz cytometri¹ przep³ywow¹, przez podanie w skrócie podstawowych informacji o
systemie oraz jego mo¿liwych zastosowaniach.

S³owa kluczowe: ImageStream, cytometria przep³ywowa, cyfrowa analiza obrazu, morfometria.

Summary: The ImageStream technology was developed as a novel tool for multiparameter cell ana-
lysis. The system fully integrates the features of flow cytometry and fluorescent microscopy com-
bined with a modern system of image analysis. Similarly to flow cytometry, the ImageStream allows
analyzing of a large number of cells according to their fluorescent features and provides statistical
analysis of these objects. Additionally, allows detailed morphometric analysis of cells based on their
images collected during acquisition as well as correlation of various morphometric and photometric
features of the cells. Simply, the ImageStream system is a flow cytometer collecting images of cells
during their acquisition that allows their further multiparameter analysis. The innovative features of
the instrument create multitude possible applications of the system, especially for experiments where
flow cytometry does not provide enough information about analyzed cells. The aim of this article is
to introduce brief information about the system to scientists working with various systems of image
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analysis or flow cytometry. The article summarizes basic information about the features of Image-
Stream system as well as its possible applications.

Key words: ImageStream, flow cytometry, digital image analysis, morphometry.

WSTÊP

Podwalin¹ dla rozwoju i rozkwitu nauk biologicznych sta³o siê skonstruowanie przez
Hansa i Zachariaha Jannsenów pierwszego prototypu mikroskopu w 1590 roku. Ten
prosty, jednosoczewkowy mikroskop zosta³ pó�niej udoskonalony i wprowadzony do
u¿ycia w XVII wieku przez Antona van Leeuwenhoeka pozwalaj¹c zaobserwowaæ
obiekty dot¹d niedostrzegalne, odkrywaj¹c �wiat mikroorganizmów i komórek. Wraz z
rozwojem nauk �cis³ych i rozkwitem technologii,  mikroskopia sta³a siê podstawowym
narzêdziem biologów i lekarzy. Nowoczesna mikroskopia wyposa¿ona w zdobycze
technologii cyfrowej pozwala na jako�ciow¹ oraz ilo�ciow¹ ocenê obiektów
biologicznych, a tak¿e zachodz¹cych w nich zjawisk. Ze wzglêdu na stosunkowo
niewielk¹ liczbê analizowanych obiektów selekcjonowanych przez badacza, pozostaje
jednak nadal metod¹ w du¿ej mierze limitowan¹ w zakresie obiektywnej, ilo�ciowej
analizy [18, 33, 34, 64].

Kolejnym krokiem w rozwoju metod obrazowania i analizy komórek by³o skonstru-
owanie cytometru przep³ywowego, pozwalaj¹cego na analizê znacznie wiêkszej liczby
obiektów w porównaniu z klasyczn¹ mikroskopi¹. Idea cytometrii przep³ywowej
zapocz¹tkowana zosta³a w 1934 roku przez Andrew Moldavana, ale dopiero w 1949
roku Wallace Coulter skonstruowa³ pierwszy instrument zastosowany do liczenia
komórek krwi w zawiesinie. Rozkwit cytometrii przep³ywowej postêpowa³ szybko,
zw³aszcza w latach 1960�1970. Pierwszy funkcjonalny sorter komórkowy, zdolny do
rozdzia³u populacji komórkowych przy wykorzystaniu ich w³a�ciwo�ci optycznych, zosta³
wprowadzony w 1960 roku przez Leonarda i Leonorê Herzenberg z uniwersytetu w
Stanford, o�rodka naukowego, który nadal pozostaje jednym z wiod¹cych miejsc w
rozwoju technologii cytometrycznej na �wiecie. Termin �cytometria przep³ywowa� �
FC (ang. flow cytometry) zosta³ wprowadzony do s³ownika naukowego dopiero w
1976 roku, ale podobnie jak �sortowanie komórek na podstawie ich fluorescencji� �
FACS  (ang. fluorescence activated cell sorting) sta³ siê powszechnie u¿ywany w
dziedzinach stosuj¹cych obrazowanie komórkowe. Wprowadzenie cytometrii przep³y-
wowej przyczyni³o siê do poprawy obiektywizmu analizy i uzyskania oceny statystycznej
populacji komórkowych.

Cytomeria przep³ywowa pozwala na szybk¹ analizê du¿ej liczby obiektów w
stosunkowo krótkim czasie, uwzglêdniaj¹c relatywn¹ ocenê wielko�ci komórek, ich
ziarnisto�ci (lub inaczej mówi¹c stopnia skomplikowania ultrastruktury) oraz
fluorescencji emitowanej przez te komórki. Zalet¹ tej metody jest mo¿liwo�æ szybkiej i
obiektywnej analizy podstawowych i rzadkich populacji komórkowych oraz wielopara-
metrowa ocena komórek w tym samym czasie. W po³¹czeniu z dostêpem do ogromnej
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liczby przeciwcia³ dla antygenów komórkowych oraz szerokim wachlarzem fluorochro-
mów stosowanych dla ich znakowania, cytometria przep³ywowa znalaz³a szerokie
zastosowanie w ocenie komórek na poziomie ich morfologii, funkcji oraz ekspresji
genów, czego dowodem s¹ tysi¹ce publikacji naukowych z zastosowaniem tej metody
[5, 14, 32, 43, 55, 56, 60]. Jednym z nielicznych mankamentów FC, zw³aszcza w
zestawieniu z mikroskopi¹, jest brak rzeczywistego obrazowania analizowanych
komórek. Analizowane obiekty, okre�lane w cytometrii jako �zdarzenia� (ang. events)
s¹ wizualizowane na wykresach punktowych lub histogramach za pomoc¹ parametrów
bazuj¹cych na ich podstawowej morfologii i emitowanej fluorescencji. Rzeczywisty
obraz obiektu, dobrze znany z mikroskopii, nie mo¿e byæ generowany przy zastosowaniu
klasycznej cytometri przep³ywowej i ocena morfometryczna skorelowana z w³a�ciwo�-
ciami fluorescencyjnymi komórek nie mo¿e byæ przeprowadzona. Cytometr nie rozró¿nia
tak¿e obiektu komórkowego od artefaktu, je¿eli charakteryzuj¹ go podobne w³a�ciwo�ci
optyczne. W celu uzyskania dalszych informacji o klasycznej cytometrii przep³ywowej
odsy³amy do wybranych pozycji literaturowych [7, 17, 29, 37, 66].

Pierwszym narzêdziem maj¹cym na celu po³¹czenie cytometrii z nowoczesn¹
mikroskopi¹ i komputerow¹ analiz¹ obrazu by³ laserowy cytometr skaningowy  � LSC,
(ang. laser skanning cytometer). Wspomniany system, podobnie jak cytometr
przep³ywowy, umo¿liwia wieloparametrow¹ ocenê stosunkowo du¿ej liczby komórek
w krótkim czasie. Ocenie podlegaj¹ parametry optyczne komórek zbli¿one do mierzonych
za pomoc¹ cytometru przep³ywowego. Podstawow¹ ró¿nic¹ metody LSC w porównaniu
z klasyczn¹ cytometri¹ przep³ywow¹ jest to, ¿e LSC ocenia komórki unieruchomione
na szkie³ku lub innym sta³ym no�niku. Metoda ta rozszerza mo¿liwo�ci cytomerii
przep³ywowej koreluj¹c parametry fluorescencyjne z morfologi¹ i topografi¹ analizowa-
nych komórek, poprzez wprowadzenie do analizy parametrów morfometrycznych
badanych obiektów [8, 36, 63]. Brakiem metody LSC jest wci¹¿ stosunkowo niewielka
liczba analizowanych obiektów w porównaniu z cytometri¹ przep³ywow¹. W celu
uzyskania dalszych, szczegó³owych informacji na temat LSC odsy³amy do komplekso-
wych artyku³ów przegl¹dowych przygotowanych przez do�wiadczon¹ w tej technologii
grupê profesora Dar¿ynkiewicza [11, 15, 35, 54].

Ostatnio do wspomnianych wy¿ej metod pomiaru i obrazowania komórek do³¹czy³a
technologia ImageStream (IS), której podstawowym narzêdziem jest instrument ³¹cz¹cy
w sobie cechy cytometru przep³ywowego i mikroskopu fluorescencyjnego. W technologii
tej  mo¿na analizowaæ komórki pozostaj¹ce w zawiesinie i poruszaj¹ce siê w strumieniu
cieczy, co zbli¿a j¹ pod wzglêdem  zasady dzia³ania do klasycznego cytometru
przep³ywowego. Podobieñstwo polega tak¿e na tym, ¿e system IS analizuje  podobne
jak cytometr przep³ywowy cechy optyczne komórek, które nastêpnie mog¹ zostaæ
przedstawione na wykresach punktowych lub histogramach i poddane analizie
statystycznej w obrêbie wybranych populacji komórkowych. Podstawow¹ cech¹, która
czyni ten instrument bardziej zaawansowanym, jest mo¿liwo�æ uzyskania obrazu
ka¿dego analizowanego obiektu. Dziêki temu mo¿liwe staje siê skorelowanie
parametrów fotometrycznych i morfometrycznych w obrêbie analizowanej pojedynczej
komórki. Pozwala to równie¿ na wizualizacjê obiektu przedstawionego na wykresie
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punktowym za pomoc¹ zdjêcia tego obiektu. Stosuj¹c klasyczn¹ cytometriê przep³ywo-
w¹ badacz nie móg³ wiedzieæ do tej pory, co kryje siê rzeczywi�cie pod �kropkami�
pojawiaj¹cymi siê na wykresie (ang. dot-plot), a przedstawiaj¹cymi analizowane
obiekty. ImageStream pozwala przywo³aæ zdjêcie tego obiektu, które mo¿e nastêpnie
zostaæ poddane dok³adnej wieloparametrowej analizie obrazowej [22, 23, 27, 50, 52].
Nowe mo¿liwo�ci technologii ImageStream czyni¹ j¹ atrakcyjn¹ w kontek�cie nowych
aplikacji badawczych.

CHARAKTERYSTYKA SYSTEMU IMAGESTREAM (IS)

System ImageStream jest pierwszym komercyjnie dostêpnym urz¹dzeniem opraco-
wanym przez Amnis Corporation, ³¹cz¹cym w pe³ni cechy cytometru przep³ywowego
z mo¿liwo�ciami mikroskopu fluorescencyjnego oraz systemu komputerowej analizy

RYCINA 1.  Elementy systemu IMAGESTREAM. Komórki poruszaj¹ce siê w zawiesinie, po
wprowadzeniu do szklanej kuwety, zostaj¹ zogniskowane w strumieniu, a nastêpnie s¹ o�wietlane wi¹zk¹
lasera (488 nm solid-state laser) wzbudzaj¹c¹ fluorescencjê fluorochromów z nimi zwi¹zanych. �wiat³o
przechodz¹ce, rozproszone oraz emitowane przez komórki �wiat³o fluorescencyjne s¹ zbierane przez
obiektyw, a nastêpnie dziêki uk³adowi dekomponuj¹cemu rozdzielane na sze�æ niezale¿nych wi¹zek.
Ostatecznie wi¹zki �wietlne docieraj¹ do wielokana³owej kamery CCD, która stanowi detektor systemu.
Informacja o obrazach analizowanych obiektów jest przekazywana do komputera i tam przechowywana
do dalszej jej analizy w programie IDEAS
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obrazu. Na rycinie 1 przedstawiono zasadnicze elementy systemu IS. Komórki
pozostaj¹ce w zawiesinie s¹ wprowadzane do systemu hydrodynamicznego aparatu,
gdzie s¹ ogniskowane w laminarnym strumieniu, podobnie jak ma to miejsce w cytometrii
przep³ywowej. Komórki s¹ o�wietlane prostopad³¹ wi¹zk¹ lasera (488 nm solid-state
laser) wzbudzaj¹c¹ fluorescencjê fluorochromów z nimi zwi¹zanych. �wiat³o przecho-
dz¹ce (ang. transmitted), rozproszone (scattered) oraz emitowane przez komórki
�wiat³o fluorescencyjne s¹ zbierane przez obiektyw, a nastêpnie, dziêki uk³adowi
zwierciade³, rozdzielane na sze�æ niezale¿nych wi¹zek docieraj¹cych ostatecznie do
wielokana³owej kamery CCD, która stanowi detektor systemu [23]. Wysokiej klasy
kamera zatêpuje uk³ad fotopowielaczy i fotodiod s³u¿¹cy jako uk³ad detektorów
stosowany w klasycznych cytometrach przep³ywowych, zbieraj¹c sygna³y �wietlne i
konwertuj¹c je na sygna³y elektryczne generuj¹ce mapê pikseli obrazu (ryc. 1) [23,
59]. W³a�ciwo�ci obiektywu (0,75 NA) oraz rozdzielczo�æ kamery (0,5 µm/piksel)
zapewnia stosunkowo wysok¹ rozdzielczo�æ uzyskanego obrazu. Dziêki technice
optycznej dekompozycji obrazu, ImageStream kolekcjonuje sze�æ niezale¿nych
monochromatycznych podobrazów tej samej komórki. Nale¿¹ do nich cztery obrazy
fluorescencyjne (odpowiadaj¹ce sygna³om fluorescencyjnym w wielokolorowej
cytometrii przep³ywowej) oraz obrazy komórki w jasnym polu (brightfield) zale¿ne od
�wiat³a przechodz¹cego i w ciemnym polu (darkfield) zale¿ne od �wiat³a rozproszo-
nego. Zapewnia to mo¿liwo�æ niezale¿nej analizy sygna³ów pochodz¹cych od
poszczególnych fluorochromów oraz rzeczywistego obrazu komórki, co z kolei daje
mo¿liwo�æ lokalizacji tych sygna³ów w konkretnych obszarach komórki, jak równie¿
ich wzajemn¹ kolokalizacjê. Dziêki temu instrument staje siê idealnym narzêdziem do
pomiaru rozmieszczenia ró¿nych wewn¹trz- i zewn¹trzkomórkowych moleku³, jak
równie¿ ich translokacji w obrêbie komórki. Jako�æ obrazu oraz opisany sposób jego
zapisu daje mo¿liwo�æ analizy ponad 200 ró¿nych fotometrycznych i morfometrycznych
cech komórki oraz ich statystyczn¹ analizê w obrêbie wybranych populacji komórko-
wych [22, 23, 27, 50, 52]. Instrument w obecnym kszta³cie umo¿liwia u¿ycie
powszechnie stosowanych w cytometrii przep³ywowej fluorochromów, wzbudzanych
�wiat³em o d³ugo�ci fali lasera niebieskiego (488 nm). Cztery oddzielne kana³y detekcji
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fluorescencji (kana³y: 3 do 6) pozwalaj¹ zastosowaæ cztery ró¿ne fluorochromy o ró¿nym
pa�mie emisji w tym samym czasie (tab. 1). Aby zminimalizowaæ efekt detekcji czê�ci
emitowanej fluorescencji w detektorach innych ni¿ w³a�ciwy dla danego barwnika,
podobnie jak w przypadku analizy cytometrycznej, konieczne jest zastosowanie
kompensacji pomiêdzy stosowanymi fluorochromami w trakcie procesu analizy
zapisanych obrazów [22, 50]. Kana³y detekcji 1 i 2 zbieraj¹ odpowiednio �wiat³o
rozproszone oraz przechodz¹ce przez analizowane obiekty.

PRZYGOTOWANIE MATERIA£U DO BADANIA
ZASTOSOWANIA TECHNOLOGII IS

ImageStream podobnie jak cytometr przep³ywowy analizuje komórki w zawiesinie.
Przygotowanie materia³u do analizy przy u¿yciu tego instrumentu jest zgodne z
procedurami powszechnie stosowanymi w cytometrii przep³ywowej [57]. Komórki mog¹
zostaæ poddane analizie przy¿yciowo lub po ich wcze�niejszym utrwaleniu stosuj¹c
standardowe utrwalacze stosowane w cytometrii oraz immunohistochemii (preferowane
s¹ roztwory paraformaldehydu) [4, 20, 23, 50, 52]. Barwienie antygenów powierzch-
niowych komórek powinno zostaæ przeprowadzone przed utrwaleniem komórek, przy
zastosowaniu protoko³ów wypracowanych w cytometrii przep³ywowej [57]. W
przypadku barwienia moleku³ wewn¹trzkomórkowych utrwalone komórki s¹ dodatkowo
permabilizowane przy u¿yciu roztworów Tritonu X-100, saponin lub metanolu [20, 50,
52]. W celu uwidocznienia j¹dra komórkowego u¿ywa siê barwników wi¹¿¹cych siê z
DNA komórek, takich jak: jodek propidyny (PI), 7-aminoaktynomycyna D (7-AAD)
oraz dihydroksyantrachinon (DRAQ5; ang. dihydroxyanthraquinone), zgodnie z
do³¹czonymi do nich protoko³ami barwienia [3, 22, 23, 25, 47, 50, 52]. PI, jak równie¿ 7-
AAD wnikaj¹ do komórek martwych lub wcze�niej utrwalonych [26, 40, 65], natomiast
DRAQ5 efektywnie barwi j¹dra zarówno komórek martwych, jak i ¿ywych [44, 48,
71]. Typowy zestaw fluorochromów u¿ywanych dla celów analizy ImageStream zosta³
przedstawiony w tabeli 1. W ka¿dym eksperymencie, oprócz kontroli, przygotowuje
siê próbki wybarwione tylko jednym fluorochromem, w celu kompensacji kolorów [24,
50]. Skompensowane obrazy komórek mog¹ byæ dalej poddane komputerowej analizie.
Jej wynikiem jest jako�ciowa i ilo�ciowa ocena wielu parametrów fotometrycznych i
morfometrycznych komórek oraz ich wzajemna korelacja.

Technologia ImageStream zosta³a wprowadzona stosunkowo niedawno, ale liczba
naukowców stosuj¹cych j¹ w swoich laboratoriach ro�nie i lista potencjalnych jej
zastosowañ wyd³u¿a siê w szybkim tempie. Przyk³ady przedstawione poni¿ej  nale¿¹
do najlepiej opracowanych i opublikowanych badañ z zastosowaniem IS [4, 9, 20, 22,
23, 27, 47, 52, 62].

Ocena apoptozy komórek

Wiele metod pozwalaj¹cych na ocenê apoptozy zosta³o opracowanych, odk¹d proces
ten zosta³ opisany przez przez Johna Kerra w 1972 roku [38]. Zmiany strukturalne
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bia³ek oraz DNA komórek apoptotycznych, utrata integralno�ci organelli czy aktywacja
enzymów odpowiedzialnych za apoptozê, mog¹ byæ oceniane za pomoc¹ ró¿nych metod
detekcji, wykorzystuj¹cych m.in. PCR, elektroforezê, test ELISA, Western blotting,
mikroskopiê fluorescencyjn¹ oraz cytometriê przep³ywow¹ i LSC [6, 12, 13, 31, 41, 42,
45, 58, 67, 69]. Obecnie do wspomnianych metod dosz³a  równie¿ technologia
ImageStream bazuj¹ca na klasycznych technikach detekcji apoptozy opracowanych
dla mikroskopii fluorescencyjnej i cytometrii. Rutynowo stosowany test z u¿yciem
anneksyny-V (AnV) i jodku propidyny lub 7-AAD mo¿e byæ przeprowadzony z u¿yciem
IS. Oprócz analizy statystycznej poszczególnych populacji (komórek ¿ywych, martwych
oraz wczesnych i pó�nych apoptotycznych) opartej na ocenie fluorescencji komórek
pochodz¹cej od AnV i barwnika DNA, badacz otrzymuje dodatkowo miêdzy innymi
informacje dotycz¹ce struktury j¹dra komórkowego kluczowe dla opisu apoptozy,
uzupe³nione zdjêciami analizowanych komórek.  Dziêki zestawieniu tych informacji
mo¿liwe staje siê rozró¿nienie komórek nekrotycznych wi¹¿¹cych AnV od pó�nych
komórek apoptotycznych, co by³o do tej pory niemo¿liwe przy wykorzystaniu cytometru
przep³ywowego. Dodatkowo analiza mo¿e byæ pó�niej zweryfikowana poprzez ocenê
zdjêæ ka¿dej z populacji [21]. U¿ycie ImageStream pozwala tak¿e na detekcjê apoptozy
dziêki analizie tylko w³a�ciwo�ci j¹dra komórkowego wybarwionego 7-AAD lub PI.
Ze wzglêdu na analizê intensywno�ci pikseli oraz ich rozmieszczenia na obrazie j¹dra
komórkowego mo¿liwa jest ocena kondensacji i fragmentacji chromatyny, pozwalaj¹ca
na rozró¿nienie komórek ¿ywych od apoptotycznych [23]. Przyk³ad takiej analizy
przedstawiono na  rycinie 2.

Odró¿nianie artefaktów i rzeczywistych obiektów, dziêki wizualizacji analizowanych
komórek jest jedn¹ z mocnych stron tego systemu, której brakowa³o przy stosowaniu jak do
tej pory powszechnemu cytometrii przep³ywowej. Dobrym tego przyk³adem jest zastosowanie
technologii ImageStream do detekcji apoptozy technik¹ TUNEL (ang. Terminal transferase
dUTP Nick End Labeling)  [27]. Komórki wybarwione w tym te�cie normalnie ocenia siê
w mikroskopie fluorescencyjnym lub cytometrze przep³ywowym [30, 31, 51]. Zastosowanie
IS pozwala na rozró¿nienie prawdziwie TUNEL pozytywnych komórek apoptotycznych,
od fa³szywie pozytywnych z niespecyficznie zwi¹zanym fragmentem TUNEL do ich
powierzchni. Dla klasycznego cytometru przep³ywowego obie komórki s¹  �pozytywne�.
Warto nadmieniæ, ¿e IS jednocze�nie zapewnia statystyczn¹ i graficzn¹ analizê obiektów
typow¹ dla cytometrii przep³ywowej [27].

Ocena translokacji wybranych moleku³

Technologia ImageStream znalaz³a tak¿e zastosowanie w ocenie translokacji ró¿nych
moleku³ w obrêbie komórki, wzbogacaj¹c inne tradycyjne metody, takie miêdzy innymi
jak ocena mikroskopowa, LSC czy testy biochemiczne [15, 16, 39, 70]. ImageStream
razem z laserow¹ cytometri¹ skaningow¹ mog¹ byæ z du¿¹ skuteczno�ci¹ zastosowane
do oceny np. translokacji czynników transkrypcyjnych z cytoplazmy do j¹dra
komórkowego [15, 16, 19, 24].

Ocena translokacji jest dokonywana poprzez porównanie obrazów j¹dra komórko-
wego (po wybarwieniu barwnikiem DNA) oraz obrazu wybarwionego czynnika
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transkrypcyjnego (ryc. 3). W trakcie analizy porównywana jest intensywno�æ
fluorescencji tego samego pikselu na dwóch obrazach (porównanie parami). Je�li
intensywno�ci obu punktów koreluj¹ ze sob¹ pozytywnie, �wiadczy to o przemieszczeniu
czynnika do j¹dra. W przeciwnym przypadku, gdy wspó³czynnik korelacji jest ujemny,
czynnik transkrypcyjny pozostaje w cytoplazmie. Warto�ci wspó³czynników korelacji
analizowanych komórek mog¹ zostaæ przedstawione w postaci histogramu wraz z analiz¹
statystyczn¹ w obrêbie wyznaczonej populacji komórkowej. Dziêki temu mo¿liwe jest
równie¿ porównywanie stopnia translokacji pomiêdzy ró¿nymi populacjami lub próbkami.
Poszczególne analizy mog¹ byæ nastêpnie zweryfikowane poprzez przywo³anie galerii
zdjêæ obiektów o dowolnym wspó³czynniku korelacji [4, 19, 22, 24].

RYCINA 2.  Przyk³ad analizy apoptozy bazuj¹cej na fragmentacji  j¹dra komórkowego. ¯ywe i
apoptotyczne komórki linii Nalm-6 (ludzkiej bia³aczki typu B) rozró¿niono na podstawie ró¿nic w
rozmiarze i intensywno�ci fluorescencji j¹dra komórkowego (wybarwionego 7-AAD), a zwi¹zanych z
zachodz¹c¹ fragmentacj¹ DNA. Komórki pobrane z gêstej hodowli, nietraktowane w celu indukcji
apoptozy, utrwalono w 2% roztworze paraformaldehydu, wybarwiono 7-AAD (40 µM), a nastêpnie
poddano analizie przez ImageStream. Komórki ¿ywe i apoptotyczne przedstawiono na górnym dot-
plocie (odpowiednio region zielony i ¿ó³ty). Przyk³adowe zdjêcia komórek, z³o¿one z obrazu w jasnym
polu (brightfield) oraz obrazu j¹dra komórkowego (kolor czerwony) przedstawiono poni¿ej. W porównaniu
z komórkami prawid³owymi (lewy panel), j¹dra komórek apoptotycznych (prawy panel) s¹ mniejsze,
pofragmentowane i zwieraj¹ miejsca o wysokiej kondensacji chromatyny, co odzwierciedlaj¹ ich obrazy
po wybarwieniu 7-AAD
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Ocena kolokalizacji wybranych moleku³

Obrazy komórek uzyskanych w technologii Image Stream mog¹ zostaæ tak¿e
poddane analizie pod k¹tem kolokalizacji wybranych moleku³ w obrêbie ich ró¿nych
obszarów komórkowych. Technika IS wzbogaca wiêc metody klasyczne, takie jak:
testy koprecypitacji oraz klasyczn¹ mikroskopiê [10, 46, 49, 61, 68].

IS mo¿e byæ u¿ywany do analizy rozmieszczenia moleku³ powierzchniowych, jak
równie¿ wewn¹trzkomórkowych, w³¹czaj¹c moleku³y charakterystyczne dla
poszczególnych przedzia³ów wewn¹trzkomórkowych [2, 20]. Stosuj¹c analizê zbli¿on¹
do opisanej dla oceny translokacji, obliczany jest stopieñ podobieñstwa pomiêdzy

RYCINA 3.  Przyk³ad oceny translokacji czynników transkrypcyjnych do j¹dra komórkowego � parametr
�similarity�. Rycina przedstawia przyk³ad analizy translokacji NF-κB do j¹dra komórek linii THP-1
(ludzka linia monocytarna). Panel A przedstawia analizê komórek nietraktowanych (lewy dot-plot) oraz
traktowanych LPS [100 ng/ml] (prawy dot-plot). Wykresy przedstawiaj¹ korelacjê intensywno�ci
fluorescencji pikseli buduj¹cych obraz w zakresie dwóch fluorescencji: 1) pochodz¹cej od wybarwionego
czynnika NF-κB; 2) wybarwionego j¹dra komórkowego (7-AAD). Parametr S stanowi warto�æ
podobieñstwa (ang. similarity score) pomiêdzy intensywno�ci¹ tych samych pikseli na dwóch
wymienionych obrazach i odzwierciedla translokacjê NF-κB do j¹dra lub jej brak. Przyk³adowe obrazy
komórek (panel B) przedstawiaj¹ komórkê bez translokacji (lewy panel) i po translokacji NF-κB do j¹dra
(prawy panel). Ka¿de zdjêcie obejmuje obraz rozmieszczenia NF-κB (kolor zielony), obraz j¹dra
komórkowego (kolor czerwony) oraz wspólny obraz obu fluorescencji
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obrazami rozmieszczenia dwóch ró¿nych moleku³, zebranych w dwóch ró¿nych kana³ach,
okre�lany za pomoc¹ �wspó³czynnika podobieñstwa punktów o intensywnej fluorescen-
cji� � SBDS  (ang. Similarity Bright Detail Score). Szczegó³owy opis jego obliczania
zosta³ zaproponowany przez Beuma [20]. Przyk³ad oceny kolokalizacji receptorów
powierzchniowych przy u¿yciu systemu ImageStream przedstawiono na rycinie 4.

Potencjalne zastosowanie IS do oceny kolokalizacji moleku³ zyskuje coraz szersze
zainteresowanie badaczy i wkrótce nale¿y siê spodziewaæ pierwszych przyk³adów prac
z zastosowaniem tej techniki.

Inne zastosowania

Technologia ImageStream znalaz³a tak¿e inne, nastêpuj¹ce zastosowania, takie jak:
i) ocena zmiany kszta³tu komórki, formowania pseudopodii i migracji komórek  [62];

RYCINA 4. Przyk³ad oceny kolokalizacji moleku³ powierzchniowych. Przedstawiono ocenê kolokalizacji
receptorów dla leku przeciwnowotworowego (Rituxan; RTX) oraz sk³adnika dope³niacza (C3b) na
komórkach linii Raji (ludzki ch³oniak typu B). Komórki, wcze�niej inkubowane z surowic¹, wybarwiono
przeciwcia³em przeciw C3b (skoniugowanym z PE) oraz RTX (FITC). Histogram przedstawia warto�ci
wspó³czynnika podobieñstwa punktów o intensywnej fluorescencji � SBDS (ang. similarity bright detail
score) w komórkach o niskiej (szary kolor) i wysokiej (niebieski kolor) kolokalizacji obu moleku³. Regiony
R1 i  R2  bramkuj¹ odpowiednio komórki o najni¿szym i najwy¿szym SBDS (panel A). Panel B przedstawia
przyk³adowe obrazy komórek z obu regionów. Ka¿de zdjêcie komórki obejmuje obraz rozmieszczenia
RTX (kolor zielony), obraz C3b (czerwony kolor) oraz wspólny obraz obu fluorescencji
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ii) identyfikacja i opis komórek o okre�lonym profilu markerów [47, 52];
iii) identyfikacja komórek wybarwionych metod¹ FISH [9];
iv) identyfikacja komórek aktywnych mitotycznie [1, 25];
v) identyfikacja synaps immunologicznych pomiêdzy limfocytem T i komórk¹

prezentuj¹c¹ antygen (APC) [28].
Lista potencjalnych zastosowañ tej technologii stale siê rozszerza, czego potwierdze-

nie wkrótce znajdziemy we wzro�cie publikacji wykorzystuj¹cych IS.

PORÓWNANIE TECHNOLOGII IMAGESTREAM (IS)
 Z CYTOMETRI¥ PRZEP£YWOW¥ (FC) I LASEROW¥

CYTOMETRI¥ SKANINGOW¥ (LSC)

System ImageStream (IS) znajduje swoje miejsce obok powszechnie ju¿ stosowanych
cytometrii przep³ywowej (FC)  i  laserowej cytometrii skaningowej (LSC). IS, dysponuj¹c
mo¿liwo�ci¹ oceny nie tylko parametrów fluorescencyjnych, ale równie¿ cech morfome-
trycznych analizowanych obiektów, wykazuje podobieñstwo do LSC [11, 54]. W
przeciwieñstwie jednak do LSC pozwala na analizê wiêkszej liczby obiektów oraz
umo¿liwia pomiar komórek w zawiesinie, bez konieczno�ci ich unieruchamiania, a wiêc
z zachowaniem ich pierwotnej morfologii. Tego typu analiza jest szczególnie preferowana
w badaniach tkanek, takich jak: krew, szpik kostny, a tak¿e komórek uwalnianych z
tkanek sta³ych oraz komórek niektórych linii komórkowych. W porównaniu z cytometri¹
przep³ywow¹ ImageStream dodaje do wieloparametrowej analizy statystycznej
badanych populacji analizê zdjêæ komórek. Zestawienie porównawcze wybranych cech
wy¿ej wymienionych metod zamieszczono w tabeli 2.

PODSUMOWANIE

Technologia ImageStream wprowadza nowe mo¿liwo�ci wieloparametrowej oceny
komórek, ³¹cz¹c w sobie cechy cytometru przep³ywowego i mikroskopu fluorescen-
cyjnego wspó³pracuj¹cego z nowoczesnym systemem analizy obrazu. System ten
stwarza nowe mo¿liwo�ci zastosowania w wielu dziedzinach naukowych, jak równie¿
w dzia³aniach klinicznych, a szczególnie w sytuacjach, w których cytometr przep³ywowy
nie daje pe³nej odpowiedzi co do charakterystyki analizowanych obiektów. Obecnie
Amnis Corporation pracuje nad udoskonaleniem pierwszego wprowadzonego na rynek
instrumentu poprzez dodanie dwóch dodatkowych laserów oraz elementów optycznych
z nimi zwi¹zanymi, co sprawi, ¿e jego mo¿liwo�ci w przysz³o�ci znacznie siê poszerz¹.

Klasyczna cytometria przep³ywowa wykona³a wiêc kolejny krok w XXI wiek.
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