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Mikroskopia fluorescencyjna jest podstawowym narzedziem wizualizacji biologii komoérek in situ, ale
tradycyjnie ma ograniczona rozdzielczos¢ przestrzenna z powodu dyfrakcji swiatta. Nowe postepy
w badaniach UE umozliwilty ominiecie tej bariery i pozwalaja na naktadanie danych w nanoskali
w dwoch kolorach i w 3D za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej o superrozdzielczosci (SRFM).

Chromatyna jest kompleksem DNA i bialek organizacyjnych, upakowanych w jadrze. Struktura
chromatyny jest niezwykle wazna, poniewaz jej przebudowa moze spowodowac aktywacje lub
represje genu. Kontrola genéow ma kluczowe znaczenie dla rozwoju komoérek macierzystych, gdzie
komorki pluripotencjalne moga stac sie jednym z wielu typow komoérek w organizmie. Wazne jest,
aby naukowcy mieli doktadna kontrole nad tymi komdrkami na potrzeby terapii z wykorzystaniem
komorek macierzystych. Rownie wazna jest epigenetyka, w ktorej transkrypcja genu moze by¢
zmieniana przez srodowisko chromatyny.

Ostatnie badania wskazuja, ze organizacja przestrzenna chromatyny jest kluczowym czynnikiem
regulujgcym wyciszanie i ekspresje gendw. Struktura chromatyny jest jednak trudna do wizualizacji
ze wzgledu na nanometryczne skale dlugosci oraz ograniczenia rozdzielczosci przestrzennej, staby
stosunek sygnatu do szumu i usrednianie zespotu w istniejacych metodach.

SRFM zamiast konwencjonalnej mikroskopii fluorescencyjne;j

Dzieki dofinansowaniu ze stypendium Marii Curie dr Jason Otterstrom, gtowny badacz projektu
VCSD (Visualising chromatin structure and dynamics), wykorzystat mikroskopie fluorescencyjna
o superrozdzielczosci (SRFM) do przezwyciezenia tych ograniczen. Posiada on wieloletnie
doswiadczenie w zakresie mikroskopii fluorescencyjnej stosowanej w systemach biologicznych.
Pracowat w dwdch laboratoriach w Instytucie Nauk Fotonicznych (ICFO) w Barcelonie, najpierw
z Melike Lakadamyali, a nastepnie z dr Loza-Alvarezem, ekspertami w dziedzinie SRFM.
Zastosowana technika identyfikuje trojwymiarowe potozenie pojedynczych barwnikéw
fluorescencyjnych i rekonstruuje obraz przy uzyciu tych potozen, podobnie jak w przypadku
dziewietnastowiecznych pointylistéw (malarzy malujacych punktami).

Nadrzednym celem projektu VCSD byto ustanowienie nowych ram dla scharakteryzowania struktury
chromatyny. ,W tym celu musieliSmy opracowa¢ metodologie i algorytm nakladania danych
mikroskopowych w superrozdzielczosci w dwoch kolorach i w 3D”, wyjasnia dr Otterstrom. Dzieki
algorytmowi dane o superrozdzielczosci pomogly w wizualizacji i kwantyfikacji DNA wraz
z histonami w skali globalnej przy restrukturyzacji chromatyny. Nastepnym krokiem bytoby
skierowanie okreslonych loci genowych w jadrze w celu zbadania organizacji chromatyny
i restrukturyzacji na skale lokalng, poniewaz koreluje to z ekspresja gendow.

Poszukiwanie idealnych barwnikow dla wielokolorowych obrazéw

Zastosowanie wielu barwnikéw do wielokolorowego obrazowania wiazato sie z r6znymi wyzwaniami.
,Odkrytem, ze chociaz niektére barwniki nadaja sie do obrazowania niektorych struktur
w jednomolekularnym SRFM opartym na lokalizacji czasteczkowej, nie dzialaja one na inne struktury,
takie jak histony, ktére zamierzalem wizualizowac”, ttumaczy dr Otterstrom.

Odpowiedzia byto szerokie poszukiwanie odpowiednich barwnikéw wraz z niezbednymi warunkami
buforowymi. Wreszcie, we wspoélpracy z innym doktorantem, wprowadzono pomyst zastosowania
ortogonalnej metody jednomolekularnej, ktéra miata inne wymagania co do jakosci barwnika.



»~Musiatem dostosowaé moj przeptyw danych, aby potaczyé obie strategie obrazowania, ale to sie
udato”, odpowiada dr Otterstrom.

Przyszte zastosowania indywidualne i nie tylko

Kontynuowana jest analiza wynikow VCSD oraz rejestracja danych. Przewiduje sie, ze opracowana
metodologia zostanie zastosowana przez naukowcow w dziedzinach biologii komoérek macierzystych
i chromatyny, co wzmocni swiatowa reputacje Europy w dziedzinie innowacji naukowych.

»Stypendium Marii Curie pozwolilo mi na kontynuowanie zastosowan kwantyfikacji strukturalnej
chromatyny jako niezaleznemu biofizykowi oraz na znalezienie satysfakcjonujacej pracy w tej
dziedzinie”, podsumowuje dr Otterstrom. W zwiazku z rosnacym znaczeniem wiedzy na temat
struktury chromatyny w nanoskali w zastosowaniach z wykorzystaniem komoérek macierzystych,
i ogdlnie epigenetyki, projekt VCSD zgromadzit solidna baze wiedzy dla szybko rozwijajacej sie
dziedziny biomedycyny.
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Okazja do dziatania moze by¢ przygotowywany przez ONZ traktat.
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