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Bakgrund
Dagligen arbetar ett stort antal forskare och kliniker
med analyser av primära cellkulturer och etablerade
cellinjer, där de använder en mängd olika cellb io -
logiska tekniker för att analysera celldelning,
aktivering, celldöd, cytotoxicitet, cellcykelreglering,
migration, med mera. levande celler är transparenta i
vanliga mikroskop, vilket gör att man ofta måste
tillsätta färgämnen som tas upp av cellerna för att
möjliggöra detektion. Det digitala holografiska
mikroskopet är en ny metod som kombinerar faskon -
trastmikroskopi med digital holografi (figur 1).
Metoden kräver att man har tillgång till laser, digital
holografisk uppställning (Fresnel-uppsättning),
mikroskopobjektiv, svartvit kamera (CCD) med global
slutare, eventuellt faskontrastuppställning och
tillhörande faskontrastobjektiv. Det mikroskop som nu
använts av författarna är HoloMonitortM M2. Det nya
mikroskopet som kommer att tas i bruk under 2010
heter HoloMonitortM M3 (figur 2).

Holografi är en metod där man spelar in tre-dimen -
sionell (3D) information från ett objekt med hjälp av
interfererande vågfronter. Fältet holografi har nyligen
genomgått ett paradigmskifte med användandet av
digital holografi där de sparade bilderna processas i en
dator istället för att framkallas på en fotografisk plåt.
interferensmönstret som spelas in av bildsensorn
komprimerar 3D-informationen av objektet till en
enda bild. Digital holografi ger information om fas -
skiftet (�) av det laserljus som har reflekterats eller
transmitterats genom objektet. Fasskiftet kan
översättas till optisk tjocklek (l), vilken kan mätas med
en upplösning på nanometernivå och bestäms av

objektets refraktiva index (n), våglängden (l), tjock -
leken (t), brytningsindex på djupet i zeta-led, n(z) och
delta zeta, dz, enligt formel (1) nedan:
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Sammendrag
Bakgrund: Digital holografi är en ny teknik som de senaste fem åren använts

för att studera levande celler. Tekniken utgör en innovativ, icke-förstörande

metod som möjliggör studier av levande celler över tid.
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Digital holografi är när informationen i ett inter -
ferens mönster fångas upp på en digital sensor och
används för att räkna ut bildinformation med hjälp av
en dator. interferensmönstret uppstår när ljuset från
en koherent ljuskällas delas i två delar, där den ena
strålen, objektstrålen, får gå genom ett prov, till
exempel en cell, medan den andra strålen, referens -
strålen, går opåverkad förbi. De två strålarna sam -
manförs sedan igen och skillnaden mellan de två talar
om hur mycket ljuset har bromsats när det passerat
genom provet (figur 3). Det finns också varianter där
endast en stråle används, så kallad in-line holografi.
informationen i interferensmönstret måste bearbetas
för att ge en bild, men när uträkningen är gjord
innehåller den färdiga bilden både en bild av ljusets
amplitud och av dess fas, något som skiljer digital
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holografi från traditionell ljusmikroskopi, som bara
ger information om ljusets amplitud. en annan unik
egenskap är att bilden som tas i efterhand kan räknas
ut på samtliga fokusavstånd, något som gör tekniken
väl lämpad för långtiddstudier av prover där omfoku -
sering utgör ett problem. resultatbilden har också
mycket hög upplösning i transversell led eftersom
fasinformationen kan bestämmas ner till delar av en
våglängd. Fasinformationen i bilden bestäms av hur
mycket ljuset har bromsats ner på sin väg genom
provet, och är kopplat till både brytningsindex, dess
faktiska tjocklek och dess torrmassa. 

HolomonitortM M2 (phase Holographic imaging AB,
lund, Sverige) kombinerar faskontrastmikroskopi med
digital holografi. ljuskällan är en 0.8mW Hene-laser
på 633 nm. Den digitala holografiska uppställ ningen
är monterat på ett faskont rastmikroskop (nikon).
referensstrålen är placerad i en svag vinkel mot
objektstrålen och bildinformationen rekons trueras
med hjälp av en Fresnel-approximation, där bilden
först fokuseras i oändligheten och spatialfilt reras för
att eliminera den virtuella bilden och nolltermen, och
samtidigt sampla ner och centrera den reella bilden. 

Digital holografi är helt icke-förstörande för cellerna
man studerar, eftersom den har den unika fördelen att
man inte behöver tillsätta något färgämne till cellerna
före analys. Cellernas kondition analyseras med hjälp
av ett segmenteringprogram som bygger upp en
databas av fotograferade celler och därmed får man
unika mätvärden på olika cellparametrar såsom
cellarea, celltjocklek, form och optisk täthet. Dessa
parametrar kan tillsammans med annan information
översättas till antalet celler i det fotograferade
området, eller konfluens (celltäthet) som mäts i
procent. Då man gör mätningar på celler över tid, kan
informationen som erhålls från mjukvaran översättas
till celldelning (proliferation), celldöd, viabilitet,
migration, mm. Det är också intressant att tillsätta en
substans och mäta eventuella förändringar i cell -
populationen över tid. exempelvis kan man tillsätta
olika koncentrationer av aktiverande, inhiberande
eller toxiska substanser till celler (dosrespons) och

Abstract
Background: Digital holography is a novel technique which has been used for

about five years to study living cells. The technique is an innovative, non-

destructive method with possibilities to study living cells over time.
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Figur 1. Adherenta
PC3-celler (prostata
cancer) som odlats i
cellodlingskärl och
fotograferats i
faskontrast (a),
hologram (b), seg-
menterade celler i
hologram (c) samt
tredimensionell (3D)
bild (d).  

Figur 2. Det digitala holografiska mikroskopet
 Holomonitor™ M3.
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studera förändringar i cellantal, cellarea, tjocklek och
volym över tid. eftersom analyserna med det digitala
holografiska mikroskopet i sig inte påverkar cellerna
är det ett utmärkt verktyg att använda för studier över
längre tid, där man kan ta bilder och erhålla
mätvärden så ofta man vill.

Material och metod
Huvudförfattaren (A. GW) har arbetat inom området
cellbiologi och immunologi sedan 1990 och har varit
aktiv med en egen forskargrupp sedan 2002. i tre år
har huvudförfattaren även arbetat med att utveckla
cellbiologiska tekniker med det digitala holografiska
mikroskopet HoloMonitortM M2. 

litteraturen har valts ut genom att söka på redan
kända forskargrupper och företag som arbetar med
digital holografi och cellstudier samt pubMed-sökningar.

Resultat
De första experimenten
Holografin upptäcktes av Dennis Gabor som kallade
den en ny mikroskopisk princip (1). Digital holografi
har använts sedan 1970-talet och principerna för det
digitala holografiska mikroskopet har nyligen
beskrivits av kemper och Bally (2). kortfattat kan man
beskriva digital holografi som en metod som skiljer sig
från traditionell holografi genom att en digital
bildsensor (charge doupled device - CCD) används
istället för en fotografisk plåt. interferensmönstret
från objektet komprimeras som information i en enda
bild. Digital holografi ger information om fasskiftet
hos laserljuset som har reflekterats av eller gått
igenom objektet (3). Storleken på fasskiftet bestäms av
den optiska tjockleken, vilken beror på både bryt -
ningsindex i objektet och objektets tjocklek. Fasskiftet
kan mätas med nanometerkänslighet (4). en stor
fördel med digital holografi är att man erhåller både
kvantitativ och kvalitativ information från ett enda
hologram (5-6). Det digitala holografiska mikroskopet
utgör en kombination av faskontrastmikroskopi och
digital holografi (4, 7-9), och används särskilt inom
fältet cellbiologi och analyser av cancerceller (10-17). 

en forskargrupp i Schweiz använder det digitala
holografiska mikroskopet och kombinerar upplösning
på nanometernivå, realtidsanalyser och icke-
förstörande 3D observationer för applikationer på
framför allt levande celler inom områdena cellbiologi,
diagnostik, genomik, proteomik och livsmedels -
industri (10, 13, 18). i dessa studier gjordes de första
3D-analyserna bland annat på pollen, amöbor och
nervceller. rappaz et al (13) visade att in vitro-odlade
primärkulturer av embryonala celler från mus kunde
analyseras med digital holografi och presenteras som
3D-bilder efter numerisk rekonstruktion. Då en
hypoton lösning applicerades på nervcellerna sjönk
signalen som mäter det optiska fasskiftet i den
centrala delen av cellkroppen. Samtidigt uppmättes ett
ökat fasskifte i de mer perifera delarna av nervcel -

Figur 3. Schematisk bild över strålgången. Ljuset från en
laser delas upp i två strålar, en objektstråle (röd) och en
referensstråle (blå). Objektstrålen passerar genom provet
och ljuset sprids över en kamera (CCD-sensor) med hjälp
av ett standard mikroskopobjektiv. Interferensen mellan
objekt- och referensstråle bildar ett mönster på kameran.

Figur 4A och B. Adherenta mus fibroblastceller L929, odlades i cellodligsmedium och fotograferades i 3D.
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lernas cellkropp, vilket förklaras som ett resultat av att
cellens yta ökar (sväller) då den utsätts för hypoton
stress (13). Mätningarna av cellens tjockleksföränd ringar
kunde göras med en noggrannhet på 1 �m. ett flertal
undersökningar har gjorts på erytrocyter där man bland
annat har visat att volymmätningar är jämförbara med
teknikerna digital holografi, konfokal mikroskopi och en
volymanalysator som mäter elektrisk impedans (vanligt
förekommande i hema tologiska laboratorier) (19).
Dessutom har erytrocyters sedimentering och mem -
bran fluktueringar analyserats (20-21).

Cellräkning – analys av prolifererande celler över tid
Automatiska metoder för cellräkning bygger på
tekniker för att räkna partiklar eller cellkärnor. För att
dessa tekniker ska fungera på adherenta celler måste
dessa vanligtvis först behandlas för att lossna från
ytan de växer på. Cellräkning är därför ett område som
fungerar utmärkt för tekniken digital holografi och
har tidigare utförts med det digitala holografiska
mikroskopet  (22). Metoden visades på flera olika
adherenta prolifererande humana cellinjer. vi utförde
analysen genom att en gång per dag i upp till fyra
dagar mäta det totala fasskiftet på 15 slumpvis utvalda
områden i botten på en cellodlingsflaska. Både
faskontrastbilder och hologrambilder (figur 4A och B)
från alla mättillfällen sparades automatiskt i en
databas, där de enskilda parametrarna såsom cellantal
per bild, cellarea, tjocklek, volym och cellernas
oregelbundenhet kan räknas fram när som helst.
Mätningarna i proliferationsstudien gjordes fyra dagar
i rad för att erhålla förändringar i celltillväxt över tid.
parallellt analyserades cellerna manuellt med en
hemocytometer för att verifiera metoden. resultaten
jämfördes och korrelationen mellan de två metoderna
var mycket hög (22). vi har även med en cellinje från
prostatacancer, DU145, jämfört digital holografi och
manuell cellräkning med två andra väl vedertagna
proliferationsmetoder, nämligen radioaktiv mätning

med hjälp av 3H-thymidine upptag och MtS-assay,
baserad på en tetrazoliumförening (promega Corp.,
Madison, Wi). Då vi jämfört resultaten uppnår vi
mycket goda, jämförbara resultat (el-Schish et al,
opublicerade resultat). 

Migration – analyser av cellrörelse
rörelse av celler är en central process under såväl
embryonal utveckling, sårläkning samt under ett
immunsvar. tumörbildning och metastaser
uppkommer då celler rör sig, migrerar, och att försöka
finna läkemedel som förhindrar migration är ett
aktuellt och viktigt forskningsområde (23-24). Dubois
et al visade att cellkulturer med cancerceller som
migrerade i matrixgeler in vitro kunde analyseras
tredimensionellt med det digitala holografiska
mikroskopet (15). Flera andra celltyper i rörelse har
analyserats med digital holografi, nämligen
sedimenterande erytrocyter, Ht-1080 fibrosarkom
celler och musfibroblaster (25-26). Fibroblastcellerna i
båda studierna växte på och analyserades i kollagen
och dess rörelser kunde följas på ett kvantitativt sätt
utan någon inmärkning eller infärgning av cellerna.  

Celldöd 
Celldöd i form av programmerad celldöd, apoptos,
utgör ytterligare ett område som passar det
holografiska mikroskopiska systemet för inmärk -
ningsfria, kvantitativa analyser av celler och
cellorganeller eftersom celler som dör krymper ihop,
minskar i storlek och blir mindre kompakta (27).
pankreas cancerceller som behandlades med toxiner
uppvisade skillnader i tjocklek jämfört med obehand -
lade celler (12). Skillnaderna mäts framför allt med
hjälp av brytningsindex, vilket föreslås vara mycket
användbart för framtida analyser av läke medels -
behand lade cellers morfologiska förändringar. 3D-
bilder visar också tydligt skillnader mellan levande
och döda celler. Figur 5 visar två t leukemi celler,

Figur 5. 3D-bild av T leukemi
cellinjen Jurkat. Den vänstra
cellen är en död cell med
 minskad volym av cellkärnan,
den högra cellen är en levande
cell med bibehållen volym av
 cellkärnan.
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jurkat, i 3D. Den vänstra cellen med insjunken kärna är
en död cell, medan den högra cellen med en mer
omfattande cellkärna är en levande cell. 

vi har nyligen gjort en undersökning för att visa att
det digitala holografiska mikroskopet kan användas för
att särskilja levande celler från döda celler (el-Schish et
al, manuskript 2010). vi behandlade fyra olika
adherenta cancer cellinjer med ämnen som är kända för
att inducera celldöd. Mätningarna med det digitala
holografiska mikroskopet gjordes en gång per dag i upp
till tre dagar direkt i cellodlingsflaskan för att erhålla
eventuella förändringar i celltillväxt över tid. efter
holografimätningen trypsinerades cellerna från
cellodlingsflaskan och inmärktes med FitC-konjugerat
Annexin-v och propidiumjodid (pi) inför en flow -
cytometrisk celldödsanalys. Med digitala holografiska
mikroskopet kunde små, hopkrympta celler detekteras
samt färre antal celler, mindre area och minskad optisk
täthet i de celler som behandlats med celldödsindu -
cerande reagenser, jämfört med obehandlade celler (el-
Schish et al, manuskript 2010). i den flowcytomet riska
analysen uppmättes en ökad inbindning av Annexin-v
och pi i celler som behand lats med gifter, vilket är ett
välkänt tecken på ökad celldöd. vi sammanfattar att
resultaten som erhålls med de två teknikerna digital
holografi och flow cytometrisk analys är jämförbara.
nästa steg skulle kunna vara att behandla celler med
kända ämnen som inhiberar dem i olika faser i
cellcykeln. Hittills har kemper et al visat att cellmassa
(”dry mass”) och celldensitets förändringar i cell cykeln
går att mäta med digital holografi hos jästarten Schizo -
saccharo myces pombe (28).

Antikroppsarrayer
tidigare har ett fåtal forskargrupper använt anti -
kropps arrayer för att analysera och klassificera
leukemier och lymfomceller (29-31). Dessa celler
klassificeras vanligtvis med hjälp av antikroppar mot
”cluster of differentiation” (CD) antigen och analyseras
med flowcytometri. Här visar författarna att resultaten
med en mikroskopisk metod som kallas DotScantM är
jämförbara med flowcytometri (29-30). Antikropparna
sitter på en yta av nitrocellulosa och levande celler
fäster specifikt till de olika antikrop parna, varvid
densiteten av mängden inbundna celler mäts. Även
adherenta celler är möjliga att analysera med liknande
tekniker. Zhou et al (32) studerar coloncancer celler
och visar att olika celltyper binder till olika
antikroppsprofiler som mäts med ”fluore scence
multiplexing”. vi har nyligen gjort studier på icke-
adherenta leukemi- och lymfomceller och hur de
fäster upp till antikropps-coatade glasytor i en
antikroppsarray-baserad analys (figur 6). vi under -
söker vilka antikroppar som lymfomceller binder till
och vi kan, precis som i våra tidigare studier, erhålla
mätvärden för cellernas antal, area, tjocklek och volym
(opublicerade resultat). vi ser denna studie både som
ett sätt att klassificera cellerna med avseende på vilken
eller vilka antikroppar de binder till, men också ett
unikt sätt att erhålla information om cellernas antal,
area, tjocklek och volym. Då cellerna fäst upp till
antikropparna behandlas de med ett celldöds indu -
cerande ämne, etoposide, för att mäta om parametrar
såsom cellarea, celltjocklek och volym ändras efter
behandling. preliminära resultat visar att cellinjen

Figur 6. 3D-bild av 
T leukemi cellinjen Jurkat
som binder specifikt till en
yta förbehandlad med anti -
kroppar riktade mot ett
Lewis x-antigen.



B IO INGEN IØREN 9 . 2 0 1 0 | 11

jurkat minskar i tjocklek efter etoposide-behandling
över natt jämfört med obehandlade celler (opubli -
cerade resultat). i planerade fortsatta studier kommer
vi att analysera flertalet olika leukemi- och lymfom -
cellinjer samt tillsätta olika substanser och studera hur
de påverkar cellens area, tjocklek och volym. Det är
möjligt att med den här tekniken även studera
enskilda celler.

Nya tillämpningsområden för digital holografi
Ytterligare exempel på intressanta cellbiologiska
applikationer som kan studeras med digital holografi
är celldifferentiering, sårläkning och tillväxt av celler
på olika ytor. Man kan också studera detaljerade
subcellulära förändringar, eventuella förändringar i
celler som transfekterats med DnA för att uttrycka nya
proteiner eller med sirnA för att inhibera uttryck av
ett visst protein. Dessa behandlingar kan påverka
cellernas förmåga till proliferation, viabilitet eller
migration. resultaten av den typen av studier hoppas
vi se inom de närmaste åren.

Diskussion
tiotalet grupper runt om i världen använder nu den
unika icke-förstörande tekniken digital holografi för
studier av levande celler. Metoden ger ny kunskap om
hur framför allt ändringar i cellernas brytningsindex
under olika förhållanden över tid kan omvandlas till
mätbar information såsom proliferation, viabilitet
eller celldöd. De hittills mest välstuderade celltyperna
är cancerceller, men metoden passar för alla sorters
eukaryota celler inklusive stamceller, primära celler
och olika typer av cellinjer. tekniken kan i framtiden
förhoppningsvis konkurrera med dagens konven -
tionella cellbiologiska metoder då den är relativt billig,
enkel att använda och ger snabba resultat. en av de
vanligaste metoderna för att skapa fasbilder är nomar -
ski interference Contrast mikroskopi (differential
interference contrast, DiC) (32). Det är en optisk
ljusmikroskopmetod som används för att öka kontras -
ten i ofärgade, genomskinliga prover, som annars är
svåra att se med vanligt ljusmikroskop (33). DiC
använder interferometrimätning för att erhålla
information om provets optiska densitet. ett komplext
ljusmönster producerar en bild så att objektet upp -
träder i färgerna svart och vitt mot en grå bakgrund.
på det sättet kan osynliga föremål bli synliga. DiC kan
baseras på konventionell digital holografi (14, 34, 35).
Fördelarna med DiC är att metoden ger bättre kontrast
och skärpa på bilderna (36, 37). en annan metod som,
liksom digital holografi, används för mätningar av
adherenta celler  i realtid är elektrisk impedans. roche

Diagnostics (Basel, Schweiz) har utvecklat instru -
mentet xCelligence, en realtids cellanalysator som
analyserar levande celler utan inmärkning. Med
tekniken mäts cellprocesser såsom proliferation,
cytotoxicitet, invasion, migration och cellviabilitet (38-
40). Även cellantal, morfologi samt graden av
adhesion kan analyseras med hjälp av ett antal olika
cellbaserade metoder. likheterna med digital holo -
grafi är många, då man också kan tillsätta substanser
och göra mätningar av eventuella cellförändringar
över tid. Digital holografi ger också information om
cellens area, tjocklek och volym, samt 3D-bilder, vilket
man inte erhåller med elektrisk impedans.

Sammanfattning/konklusion
tekniken digital holografi för levande celler har
använts i cirka fem år och är därför fortfarande en ny
teknik. Med flera forskargrupper på gång som använ -
der tekniken hoppas vi på många nya spänn ande
studier och utvecklande av protokoll för cellanalyser.

Tack
tack till Crafoordska stiftelsen, Magnus Bergwalls
stiftelse, Malmö allmänna sjukhus stiftelse för
bekämpande av cancer samt till kersti Alm, lennart
Gisselsson, emmy nilsson, pirkko Härkönen och
Christer Wingren.
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Med over 140 kontorer i 50 land er World Courier blant de største og mest erfarne innen transport av biologisk materiale.
World Courier benyttes i dag av bl.a. laboratorier, sykehus og legemiddelfirmaer verden over for transport av produkter som
krever spesialbehandling; f.eks. temperaturkontrollerte forsendelser, produkter som har en begrenset levetid, eller infisert
biohazard materiale.
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Uerstattelig?

Ta kontakt med oss for uforpliktende råd og veiledning.
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VIP
Visste du at World Courier sin VIP emballasje (Vacuum Insulation Panels) er blant
det sikreste og mest pålitelige på markedet ? Våre validerte emballasjetyper kan
benyttes til tempererte forsendelser av kliniske prøver, vaksiner , legemidler, og
lignende. Konstruksjonen av emballasjetypen er laget slik at innhold vil forbli
 upåvirket av ytre forhold; som slag/støt og kraftige temperatursvigninger. 

Temperatur
World Courier benytter PCM’s ( phase changing material / temperatur-
elementer) som vil holde en konstant temperatur under hele transporten. 
Vi kan tilby temperaturforhold fra -25 til +35 °C. 

Størrelse
World Courier tilbyr VIP-emballasje med rominnhold fra 3 liter og opp til 324 liter.
Alle World Courier-kontorer har autoriserte ansatte som vil være behjelpelig med
å finne rett type emballasje, og kan være behjelpelige med nedpakking av produkt.


