Fizjologiczne techniki badan
Techniki analizy roznicowania si¢ komorek hematopoetycznych

Warunki wstepne

1. Znajomo$¢ podstawowych informacji z zakresu hematopoezy u ssakow - hematopoetyczne
komorki macierzyste, linie hematopoetyczne, etapy hematopoezy, regulacja hematopoezy.

2. Wiedza dotyczaca przebiegu cyklu komérkowego.

Wstep:

Réznicowanie komorek to proces, w wyniku ktérego mniej wyspecjalizowana
komorka ulega stopniowej specjalizacji strukturalnej i czynnosciowej. U podstaw tego
procesu leza mechanizmy ustalajace wzor ekspresji genow charakterystyczny dla danego typu
komorek. Zdolno$¢ danej komodrki do roznicowania jest okre§lana przez jej potencje.
Hematopoetyczna komorka macierzysta — HSC (ang. hematopoetic stem cell) to komorka
multipotentna, ktora moze roznicowac si¢ W wyspecjalizowane komoérki krwi. Ponadto HSC
posiada zdolno$¢ do proliferacji i samoodnowy. Proces hematopoezy rozpoczyna si¢ od
asymetrycznego podzialu HSC, w wyniku ktoérego jedna z komorek potomnych pozostaje
komorka macierzysta, zapewniajac samoodnowe populacji HSCs, natomiast druga komorka
ulega dalszemu ro6znicowaniu. Komorki progenitorowe, powstajace z HSCs, moga
roznicowaé¢ sie do komorek progenitorowych linii mieloidalnej i limfoidalnej. Wybor
1 kontrola dalszej drogi rdéznicowania podlegaja S$cistej kontroli przez skoordynowane
dziatanie cytokin, czynnikow wzrostu, aktywowanych czynnikoéw transkrypcyjnych oraz

czynnikow epigenetycznych.

Proces rdznicowania si¢ komorek hematopoetycznych mozna analizowa¢ na modelach
in vivo, jak réwniez w warunkach in vitro z zastosowaniem hodowli pierwotnych lub linii
komorkowych, np. linii komoérek biataczkowych. Wybér typu i stopnia dojrzatosci komorek
zalezy od celu prowadzonych badan. Dogodnym modelem do badah réznicowania si¢
komorek hematopoetycznych in vitro jest linia komoérkowa ludzkiej biataczki
promielocytarnej HL-60. W zaleznosci od zastosowanego czynnika indukujacego, komorki
HL-60 mogg roznicowac si¢ w kierunku monocytéw lub granulocytow. Innymi modelami sa
ludzkie komorki biataczki promonocytarnej U937, ktore moga rdéznicowaé si¢ do monocytow

oraz ludzkie komorki erytroleukemiczne K562 zdolne do roéznicowania w kierunku



erytrocytow 1 megakariocytow. Prowadzenie badan nad roznicowaniem si¢ komorek
hematopoetycznych in vitro wymaga zastosowania S$cistych warunkéow hodowli, w tym

okreslonej gestosci komorek.

Réznicowaniu 1 dojrzewaniu komorek linii hematopoetycznych towarzysza swoiste
zmiany na poziomie molekularnym, biochemicznym i morfologicznym, ktére warunkujg
pelienie przez te komorki okreslonych funkcji biologicznych. W celu analizy procesu
roznicowania komorek hematopoetycznych mozna zastosowaé szereg technik, migdzy
innymi:

- okre$lenie zmian w cyklu komorkowym i proliferacji komorek. W przebiegu hematopoezy
wyrdznia si¢ stadia obejmujace podziaty komodrek oraz stadia dojrzewania. W komorkach
zréznicowanych, dojrzewajacych obserwuje si¢ zahamowanie cyklu komodrkowego
1 proliferacji (komorki pozostaja w fazie GO/G1 cyklu komorkowego).

- morfologiczng ocen¢ komorek hematopoetycznych. Analiza morfologiczna jest mozliwa
w przypadku komoérek o cechach morfotycznych pozwalajacych na ich rozpoznanie
w rozmazach barwionych rutynowo (np. barwienie May-Grunwald/Giemsa; Wright/Giemsa);
- oznaczenie aktywno$ci enzymow, czy innych substancji wewnatrzkomorkowych,
specyficznych dla jednej linii komorkowej lub tez etapu réznicowania komorki. Przyktadem
jest analiza aktywnosci miceloperoksydazy (MPO) metoda cytochemiczng. MPO jest
enzymem, nalezacym  do peroksydaz, ktory katalizuje reakcje powstawania kwasu
podchlorawego, zwiazku chemicznego o silnych whasciwosciach bakteriobdjczych. MPO
wystepuje wylacznie w komorkach nalezacych do szeregu rozwojowego granulocytéw
1 monocytow, natomiast brak go w komorkach nalezacych do szeregu rozwojowego
limfocytow i erytrocytow. Synteza MPO w komorkach linii granulocytarnej rozpoczyna si¢ W
stadium promielocytu a konczy w stadium mielocytu. Komorki dojrzate nie syntetyzuja MPO,
natomiast enzym ten jest jednym ze sktadnikow ziarnisto$ci pierwotnych tych komorek.
Innym przyktadem jest oznaczanie aktywnoS$ci niespecyficznej esterazy (NSE), enzymu
charakterystycznego dla komorek linii monocytarne;j.

- okreslenie ekspresji markerow réznicowania. HSCs majg charakterystyczng strukturg
powierzchniowych  antygenéw, co  wykaza¢ mozna przy uzyciu technik
immunocytochemicznych, z zastosowaniem przeciwcial skierowanych przeciw tym
antygenom. W miar¢ roznicowania si¢ komorek hematopoetycznych 1 ich dojrzewania
zmienia si¢ struktura antygenowa na powierzchni komorek. Jedne antygeny zanikaja,

a pojawiaja si¢ nowe, charakterystyczne dla danej linii rozwojowej w szpiku kostnym, czy



typu komorek. Identyfikowanie markerow powierzchniowych ma duze znaczenie w praktyce

klinicznej dla r6znicowania chtoniakéw oraz typow biataczek.

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie studentdéw z podstawowymi technikami analizy

réznicowania si¢ komoérek hematopoetycznych.

Opis procedury:

UWAGA! Wszystkie czynno$ci wykonujemy w rekawiczkach!

I. Cytometryczna analiza cyklu komérkowego.

Metoda: barwienie jodkiem propidyny (umozliwia oznaczenie zawartosci DNA
w komorkach; wymaga utrwalenia komorek i zastosowania RNA-zy).

Material: komorki HL-60 kontrolne i traktowane zwigzkiem indukujacym roéznicowanie.

1. Komorki odwirowac¢ i zawiesi¢ w 0.5 mL zimnego PBS.

2. Do zawiesiny komoérek doda¢ 4.5 mL zimnego 70% etanolu (utrwalanie).

3. Komorki umiesci¢ w lodowce na 30 minut. Po tym czasie przenies¢ do zamrazarki -20°C.
W -20°C komorki mogg by¢ przechowywane kilka tygodni.

4. Przed wykonaniem barwienia komoérki odwirowac i dwukrotnie przeptuka¢ PBS.

5. Doda¢ 300 pL roztworu jodek propidyny/RNA-za.

6. Inkubowa¢ 30 minut w ciemnosci.

7. Przeprowadzi¢ analiz¢ w cytometrze przeplywowym.

8. Omowi¢ otrzymane wyniki (poréwnanie cyklu komodrkowego komorek kontrolnych i

traktowanych zwigzkiem indukujacym réznicowanie).

I1. Morfologiczna ocena komorek HL-60 wybarwionych Wright/Giemsa

1. Ustawi¢ obraz komoérek kontrolnych HL-60 w mikroskopie $wietlnym pod imersja
(powiekszenie x100). W trakcie obserwacji zwroci¢ uwage na wielkos¢ komorek oraz ksztatt

jadra.

2. Ustawi¢ obraz komoérek HL-60 traktowanych zwigzkiem indukujacym réznicowanie. W
trakcie obserwacji zwroci¢ uwage na zmiany morfologiczne. Porowna¢ z morfologia komoérek

kontrolnych.



I11. Barwienie na wykrywanie aktywnosci mieloperoksydazy w rozmazach krwi oraz w

komorkach ostrej bialaczki promielocytarnej HL-60
Materialy:

- roztwor do barwienia: 5 mg diaminobenzydyny (DAB) w 10 ml buforu Tris-HCI (0.05M,
pH 7,6) z dodatkiem 0.1 ml 1% H,Oy;
- preparaty cytospinowe z komorek biataczkowych HL-60

- rozmazy krwi

1. Preparat cytospinowy i rozmaz krwi utrwali¢ w roztworze 10% formaliny przez 30 s;

2. Preparaty przeptuka¢ w wodzie biezacej;

3. Inkubowaé przez 3 min. w roztworze DAB (roztwor DAB nakropi¢ bezposrednio na
szkietko tak, aby zakryt caty preparat).

4. Preparaty przeptuka¢ trzy razy w buforze Tris-HCI;

5. Zanurzy¢ na 5 min. w 0.5% roztworze siarczanu miedzi (roztwor przygotowany w buforze
Tris-HCI);

6. Preparaty przeptuka¢ w soli fizjologicznej;

7. Ewentualnie podbarwi¢ jadra komorkowe hematoksyling lub barwnikiem Giemsy. W tym
celu bezposrednio na preparat nakropi¢ barwnik, inkubowa¢ 5 minut (z hematoksyling) lub 15
minut (z barwnikiem Giemsy), a nast¢pnie preparat optukaé pod biezaca woda;

8. Preparaty wysuszy¢ i oglada¢ pod imersja.

W miejscu aktywnego enzymu MPO, DAB ulega utlenieniu i wytragca si¢ w postaci

nierozpuszczalnego polimeru o bragzowym zabarwieniu.

Wymagania:

- student potrafi wymieni¢ metody stosowane w analizie rdéznicowania komorek
hematopoetycznych;

- student zna zasady cytometrycznej analizy cyklu komoérkowego;

- student potrafi prawidlowo zinterpretowa¢ wyniki analiz cytochemicznych i

morfologicznych w odniesieniu do procesu réznicowania si¢ komorek
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