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Navorsingsbriewe

Ultrastrukturele kwantifisering van mikrotubuli
in volledige selprofiele

Ontvang 16 Mei 1991: aanvaar 12 September 1991

ABSTRACT

Ultrastructural quantification of microtubules in complete cell profiles

The ultrastructural morphometric quantification ofcytoplasmic microtubular distribution densities requires electron micro-
graph magnifications whereby only small cytoplasmic areas are included per negative. Consecutive electron micrographs
can be composed in montages to attain complete profiles of high magnification cell sections. Conventional morphometric
methods are not suitable for application on areas that may be as great or even greater than 1 m” in size. Modifications of
conventional morphometric technology tofacilitate investigations o fthis nature are described. Statistical comparison ofresults

obtained with this method and a standard method reflect the soundness of the modifications.

Die noodsaaklikheid van intakte funksionele mikrotubuli
vir insulienvrystelling deur die B-selle van pankreaseilande
is welbekend."~ In glukose gestimuleerde B-selle korre-
leer die hoeveelheid mikrotubuli in die sitoplasma direk
met die kwantiteit van insulienvrystelling/'® en word
mikrotubuli dus as ’n essensiéle komponent van die effek-
torsisteem van hierdie selle beskou. Ofskoon die
mikrotubulére inhoud van weefsel deur middel van kolgi-
sienbindingstegnieke biochemies bepaal kan word,” *be-
teken dit in die geval van geisoleerde eilandjies van Langer-
hans dat die resultate ook die mikrotubulére inhoud van
al die ander seltipes in eilandweefsel® omsluit. In die
praktyk word verkreé resultate aan gebeure in B-selle al-
leen toegedig, aangesien hierdie seltipe in die eilandweef-
sel van die meeste spesies in elk geval ongeveer 75% van
die totale endokrienselmassa verteenwoordig. Die persen-
tasie B-selle per eilandjie kan egter varieer, trouens Baet-
ens et al.»° onderskei op grond van selsamestelling twee
tipes eilandjies in die rotpankreas. In dun snitte kan
mikrotubuli egter in spesifieke selle van die eilandjies mor-
fometries vanaf elektronmikrograwe gekwantifiseer word
en is isolering van die eilandjies nie ’n voorvereiste nie.
Mikrotubuli word eenvoudig per eenheidsoppervlakte ge-
tel." '5 Reaven"* wys egter daarop dat met so ’n benade-
ring die kortste en langste longitudinale segmente van
mikrotubuli verkeerdelik gelykwaardig geag word, 'n Wan-
beeld van die verspreidingsdigtheid van mikrotubuli kan
dus verkry word. Reaven en Reaven Dean' en Theron
et al."* oorbrug die probleem deur ’n punttellingsmetode
te benut. Deursigtige roosters word in hierdie geval oor
die elektronmikrograwe geplaas en die lynafsnydings of
punte (P) wat op mikrotubuli asook op die sitoplasma val,
afsonderlik getel. Die mikrotubulére verspreidingsdigtheid
(“konsentrasie”), (uitgedruk as ’n persentasie), word ver-
kry deur die vergelyking:

(P (mikrolubuli)/P(siloplasma)) X 100,

Die relatiewe klein afmetings van mikrotubuli (ofdie hoé-

vergrotingelektronmikrograwe) beperk die sitoplasma-area
wat prakties ondersoek kan word. Daar moet gevolglik terug-
geval word op lukrake seleksie van klein sitoplasma-areas
uit 'n betrokke sel. In B-selle is mikrotubuli normaalweg
nie eweredig deur die sitoplasma versprei nie, maar kom
byvoorbeeld in groter konsentrasies in die perinukluére area
voor.Sekresiegranules in gestimuleerde selle konsentreer
egter weer aan die kapillére selpool.® “Voorkeurversprei-
ding” van mikrotubuli kom ook algemeen in ander selsoorte
voor.N' Die anisotrope verspreiding van selorganelle, in-
sluitende mikrotubuli, mag uiteraard morfometriese resul-
tate komprometeer. Gelyktydige bepaling van die
mikrotubulére verspreiding in verskillende sitoplasma-areas
van die sel mag noodsaaklik wees in ondersoeke na die
spesifieke regionale mikrotubulére organisasie en moont-
like funksionele veranderinge gekoppel daaraan. In ’n on-
dersoek na mikrotubulére verspreidingsdigthede in vooraf-
gedefmieerde sitoplasma-areas van B-selle, is erkende mor-
fometriese tegnologie aangepas waarmee mikrotubuli ak-
kuraat in volledige seldeursnitte gekwantifiseer kan word.

Selprofiele is verkry deur 10 - 15 afsonderlike mikro-
grawe teen ’n finale afdrukvergroting van x40 000 so in
montage saam te stel dat volledige seldeursnitte daarge-
stel kon word (fig. 1). By vermelde vergroting is die
dwarsdeursnit van mikrotubuli presies 1 mm op die mon-
tage. Die kriteria waaraan ’n tubulus moet voldoen alvo-
rens dit in die morfometriese metings opgeneem word, is
dat dit onvertak en ’n minimumlengte van 5 mm moet hé,
wat in beginsel ooreenstem met dié van ander navor-
sers.M’” Uiteraard was tubuli wat in die dwarste deurge-
sny is, nie in berekening nie. Die lengte van elke afsonder-
like mikrotubulus is met ’n verdeelpasser gemeet en op die
foto gemerk. Hierdie gemete lengtes is op papier liniér som-
meer. Die betrokke sitoplasma-area is sorgvuldig deursoek,
deur 90° roteer en weer deursoek vir mikrotubuli wat moont-
lik oorgeslaan kon word. Die hele proses is viermaal herhaal.
Die oorgedraagde afstand op die papier is in millimeter
gemeet wat dan die eenheidsoppervlakte van die mikro-
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tubuli direk in mm- weerspieél. Die betrokke oppervlakte
waarin die tubuli voorgekom het, is planimetries bepaal
en uitgedruk in mm~ Die mikrotubulére verspreidings-
digthede is verkry deur die kwosiént van die totale
niikrotubulére oppervlakte en die betrokke sitoplasma-
oppervlakte. Om die geldigheid en herhaaibaarheid van die
morfometriese prosedure (lengtemetingsmetode) te kon-

FIGUUR I: 'n Fotoweergawe van 'n montage van 'n B-sel
uit n eilandjie van Langerhans. In die voorheeld het 12
elektronmikrograwe, teen 40 OOOx-vergroting, die volledige
selprofiel gedek. Mikrotubuli kan nie op die verkleinde
weergawe van die oorspronklike montage (800 mm x 500
mm) onderskei word nie.

TABEL 1
Gemiddelde mikrotubulére verspreidingsdigthede
(MVD), XION verkry deur die puntteilings- en leng-
temetingsmetode vir eike groep van vyf identiese elek-
tronmikrograwe

PUNTTELLING LENGTEMETING
Groep* MVD  SA %SA MVD SA %SA

1 151 25 166 138 8 58
2 120 5 42 12 7 57
3 238 42 176 253 15 59
4 130 19 146 132 5 28
5 105 31 295 82 7 85
Gem 149 24 16,5 145 8 5,9

* mikrograwe per groep.

troleer, is dié metixle sowel as die punttelmetode op ’n reeks
van 25 B-sel mikrograwe toegepas.

Ongeag die bepalingsmetode dui die resultate daarop dat
die gemiddelde mikrotubulére verspreidingsdigthede vir
die onderskeie groepe dieseltde basiese tendense vertoon.
(Groep 3 lewer byvoorbeeld die hoogste waardes op, groep
1 die tweede hoogste, groep 5 die laagste, ensovoorts.) Die
gemiddelde waardes vir die twee groepe (25 mikrograwe)
verskil nie statisties beduidend nie. Indien die statistiese
verspreiding van waardes uit die twee mctodes vergclyk
word, blyk dit duidelik dat die lengtemetingsmetode vir
meer betroubare resultate sorg. Die koéffisiént van vari-
asie wissei in hierdie geval tussen 3,8% en 8,5% (gem.
5,9%) teenoor die puntteliingsmetode waar die reikwydte
strekvan4,2% tot29,5% (gem. 16,5%). Die lengtemetings-
metode kom voor as ’n bruikbare (selfs beter) manier om
mikrotubuli in groter sitoplasma-areas te kwantifiseer as
ander bekender metodes.

’n Vergelykende ondersoek het getoon dat biochemiese
en morfometriese metodes vergelykbare resultate vir die
aanwesigheid van mikrotubuli in hepatosiete lewer.” Bui-
ten globale cx)reenkomstige resultate kan laasgencx;mde me-
tode meer uitgebreide inligting verskaf. Die regionale ver-
spreiding van mikrotubuli deur die selsitoplasma on mcwnt-
like korrelasie met die verspreiding van ander selorganelle,
kan nie biochemies bepaal word nie. Voorts mag die totale
mikrotubulére inhoud van ’n sel onveranderd bly, terwyl
t'unksioneel belangrike regionale verskuiwings in die in-
trasellulére voorkoms van die mikrotubuli plaasvind. Die
relatiewe aard van sodanige verskuiwings van een sitoplas-
ma-area na ’'n ander (byvot“rbeeld vanaf perinukluér na sub-
plasmalemmaal), sonder dat die verspreidingsdigtheid in
die intermediére area verander, vereis die ondersoek van
volledige seldeursnitte.

Op selfraksioneringsvlak is dit moontlik om riéle lengtes
van geisoleerde mikrotubuli aan te wend om mikrotubuli
te kwantifiseer.Op die vlak van intakte selle het Luftig
et al.™ wel mikrotubuluskontoerlengtes op enkel elektron-
mikrograwe (x23 000) sommeer en dit vergelyk met die
gewig van kalkeerpapiernatreksels van die betrokke sito-
plasma-areas. Ware oppervlakte/oppervlakteverhoudings
was gevolglik nie gebruik om verspreidingsdigthede vas te
stel nie. Voorts sal sodanige metode ook nie prakties wees
vir die ondersoek van volledige seldeursnitte nie.

Morfometrie bly steeds die enigste wyse waarop die in-
trasellulére verspreiding van mikrotubuli en moontlike
regionale aanpassings in hierdie effektorsisteem van die sel,
onder normale fisiologiese of patologiese toestande, kwan-
titatief nagegaan kan word. In ondersoeke na die sitoplas-
miese mikrotubulére inhoud waar volledige seldeursnitte
aangewend is, is die gemodifiseerde lengtemetingsmetode
’n akkurate en relatief eenvoudige metode om die mikro-
tubulére inhoud direk vanafelektronmikrograwe te meet.
Die metode kan met dieselfde mate van sukses op kleiner
sitoplasma-areas toegepas word.
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*Quteur aan wie korrespondensie gerig kan word.
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