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STRESZCZENIE

Struktura chromatyny umozliwia upakowanie DNA, w ktorego nici jest zapisana informa-
cja genetyczna. Chromatyna wystepuje na réznych poziomach organizacji. Na najnizszym po-
ziomie organizacji wystepuje w postaci nukleosomow, a na najwyzszym poziomie organizacji
w postaci chromosoméw metafazowych. Ze wzgledu na kluczowa role chromatyny w organi-
zacji DNA, zostal zbadany wplyw metylacji DNA 1 histonu H3 na jej struktur¢ chemiczna.
Ponadto, zostat takze zbadany udziat euchromatyny i heterochromatyny w powstawaniu uszko-
dzen w wyniku oddziatywania z wigzkg protonéw, co ma istotne znaczenie dla radioterapii.

Do badan struktury molekularnej chromatyny zostaly wykorzystane dwie techniki nano-
spektroskopii molekularnej: spektroskopia Ramana wzmocniona na ostrzu sondy skanujacej
(TERS, ang. Tip- Enhanced Raman Spectroscopy) oraz spektroskopia w zakresie podczerwieni
pofaczona z mikroskopig sit atomowych (AFM — IR, ang. Atomic Force Microscopy Infrared
Spectroscopy). Spektroskopia TERS umozliwita zbadanie wptywu metylacji zarowno DNA,
jak 1 histonu H3 na struktur¢ chemiczng chromatyny na najnizszym poziomie jej organizacji-
pojedynczego nukleosomu. Za pomocg spektroskopii AFM — IR, wykonano pomiary pojedyn-
czych chromosoméw metafazowych cztowieka, czyli chromatyny na najwyzszym poziomie
jej organizacji.

Na bazie przedstawionych w ponizszej rozprawie wynikow TERS, na podstawie zmiany
intensywnosci pasma charakterystycznego dla wib. zasad A, C i G oraz 8(CH), a takze C=C
(1487 cm™), zidentyfikowano dwie rézne struktury nukleosomow: 1) charakteryzujaca sie bra-
kiem obecnosci pasma dla liczby falowej 1487 cm™ w przypadku liniowego DNA faga A (glow-
nie konformacja A) oraz 2) charakteryzujaca si¢ obecno$cig pasma dla liczby falowej
1487 cm™ w przypadku kolistego DNA (pUC19, wspotistnienie konformacji A i B). Zanik in-
tensywnosci pasma na pozycji spektralnej 1487 cm™ zostat powigzany z powstawaniem wiaza-
nia wodorowego pomi¢dzy koncem NH> kationowych reszt histonow z azotem N7 zasady gua-
ninowej DNA w wickszym rowku DNA. Ponadto, w oparciu o otrzymane wyniki, stwierdzono,
ze na strukture nukleosomow najistotniejszy wptyw ma konformacja DNA.

Za pomocg spektroskopii AFM — IR zweryfikowano wplyw organizacji i budowy che-
micznej chromatyny na powstawanie aberracji chromosomowych w wyniku oddziatywania
z wigzka protonow. Pokazano, zZe procesy powstawania uszkodzen radiacyjnych oraz ich na-
prawy prowadzace do powstania chromosomow dicentrycznych oraz pierscieniowych zacho-

dza glownie w euchromatynie.
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Podsumowujac, badania nanospektroskopowe chromatyny na najnizszym i najwyzszym
poziomie jej organizacji, umozliwily lepsze wyjasnienie i zrozumienie zmian spektroskopo-
wych zwigzanych z metylacja lub typem/konformacja DNA. Umozliwily one takze zbadanie
czulo$ci euchromatyny i heterochromatyny na uszkodzenia zwigzane z oddzialywaniem

z wigzka protondw.
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SUMMARY

Genetic information is stored in the chemical structure of the DNA strand and the chro-
matin structure allows the DNA packing and organization. Chromatin occurs at various levels
of the organization. At the lowest level of organization it forms the nucleosomes,
and at the highest level of organization it forms metaphase chromosomes. Due to the key role
of chromatin in DNA packing, the influence of DNA and histone H3 methylation on its chem-
ical structure was investigated. In addition, the participation of euchromatin and heterochroma-
tin in the formation of damage as a result of interaction with the proton beam was also exam-
ined, which is important for radiotherapy.

Two nanospectroscopic methods were used to study the chemical structure of chromatin:
Tip- Enhanced Raman Spectroscopy (TERS) and infrared spectroscopy combined with atomic
force microscopy (AFM - IR). TERS spectroscopy enabled studies of the effect of methylation
of both DNA and histone H3 on the chemical structure of chromatin at the lowest level
of its organization - a single nucleosome. On the other hand, the AFM - IR spectroscopy enabled
the spectroscopic measurements of individual human metaphase chromosomes, which repre-
sents the highest level of chromatin organization.

Based on the presented TERS results and the decrease of the intensity of band character-
istic for vibrations of DNA bases (A, C, G) and §(CH), and C=C (1487 cm™), two different
nucleosome structures were identified: 1) characterized by no band presence at 1487 cm™
in the case of linear phage A DNA (mainly in A conformation) and 2) characterized
by the presence of the band at 1487 cm™ in the case of circular DNA (pUC19, coexistence
of A and B conformations). Decrease of band intensity at 1487 cm™ was related to the hydrogen
bond formation between the NH> terminal end of the cationic histone residues with the N7
nitrogen of the guanine DNA base in the larger DNA groove. In addition, based on the results
obtained, it was concluded that the DNA conformation, not methylation itself, mainly influ-
ences nucleosome structure.

Using AFM - IR spectroscopy, it was possible to examine the contribution of two main
types of chromatin: euchromatin and heterochromatin, in the formation of chromosomal aber-
rations as a result of interaction with the proton beam. It was shown that chromosome breaks
caused by interaction with the proton beam, related to the formation of dicentrics

or rings, are formed mainly in euchromatin.
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In conclusion, nanospectroscopic studies of chromatin at the lowest and the highest level
of its organization allowed for a better explanation and understanding of the nature of observed
bands in spectra and spectroscopic changes associated with methylation or the type/confor-
mation of DNA. They also enabled studies of the sensitivity of euchromatin and heterochroma-
tin to damage associated with the interaction with the proton beam.

IFJ PAN VII Krakow, 2019 r.



,Badanie wplywu promieniowania jonizujacego...” Anna M. Borkowska

Spis tresci

120) VA1 21 (O ) N N1 NP |
WY KAZ PRAC NAUKOWY CH DOKTORANTA .......cotitiiieeieeee et 11
STRESZCZENIE ........ootieeeeeeeeeeeeees ettt ettt ettt en s sttt et en s e ens et \Y;
SUMMAOARY ..ottt ettt sttt et sttt sttt n st ettt ettt en e ettt VI
WYKAZ UZYWANYCH SKROTOW ......oouiuiiiiiiiiiiiieeeseteee et en st en s Xl
ST = S 17 = =1 RO XV
SPIS RYSUNKOW ..ottt ettt n sttt sttt XVI
TR VT4 U ) 2RO 1

1. Nowoczesne metody nanospektroskopii molekularnej w badaniach uszkodzen

chromatyny pod wplywem promieniowania joniZujaCeEO0. .......corrrrreerrrmrreeirirrnreessineeeesnnnns 1

2. Hierarchiczne uporzadkowanie materialu genetycznego w komoérkach- od DNA

O CHTOIMOSOIMIOW L1vvuiiiieeeiieiiiiiie s e e e ee et ie e e s e e e e e e e e e et e et s e e e e e e e ab bt ssseeeeeessbbbb s seeeeessrrbbanees 4
2.1. Struktura DNA i struktura Chromatyny ..........ccccevvvinieiiieiiieesee e 4
2.2. Struktura ChrOMOSOMOW ......vvviieeeiiiiiiiiiiii e e et e e e e e e 7
2.3. Euchromatyna a heteroChromatyna...........cccccvveiiieeiiie e 8

3. Promieniowanie jonizujace i jego oddzialywanie z materig..........ccccvvrrereriiiiiiiinnennnnn. 10
3.1. Promieniowanie JONIZUJACE.......uuuurrriiieeiiiiiiiiieiieeeeessssiiirreeee e e e e s s sienrreeeeens 10
3.2. Oddzialywanie promieniowania jonizujgcego Z mMateria............cccvvverrrererssnns 10
3.3. Uszkodzenia radiacyjne DNA i biatek .........ccociiiiiiiiiiiiiiiiiieee, 14
3.4. Powstawanie aberracji ChromosOMOWYCH..........ccccvviveiiiie e 15
3.5. Radioterapia ProtOnNOWA. ..........ccveeiiurreeiieeesiee e s iee e sie e se e e aee e 18

4. Klasyczne metody spektroskopii moleKularnej ...........cccovveviiviiiineiiiie e 19
4.1. Teoretyczne podstawy spektroskopii w zakresie podczerwieni .................... 19
4.2. Teoretyczne podstawy rozpraszania Ramana i spektroskopii ramanowskiej. 25

5. Metody mikroskopii SKANINGOWE].......c.uveeiuiieiiieeciie et 30
5.1. Mikroskopia sit atomowych (AFM)........ooviiiiiiiiiiiiiii e 30

6. Metody nanospektroskopii moleKularne] ...........cccocvveiiiiiiiic i, 32
6.1. Teoretyczne podstawy metody TERS .........ooiiiiiiiiiiiii e 32

IFJ PAN VI Krakow, 2019 r.



,Badanie wplywu promieniowania jonizujacego...” Anna M. Borkowska

6.2. Teoretyczne podstawy metody AFM- IR ......c.oooiiiiiiiiiiic e 37
7. Wielowymiarowe analizy StatyStyCZNe ..........cccvoiieiiieniiiiiecie e 50
7.1. ANAIZA KIASITOWA. .......eiiiieiiiccie s 50
7.2. Analiza sktadowych glownych (PCA) .......cooviiiiiiiiiicec e 53

Il. BADANIE STRUKTURY MOLEKULARNEJ CHROMATYNY W NANOSKALI:
BADANIE STRUKTURY ODTWORZONEJ CHROMATYNY Z WYKORZYSTANIEM
SPEKTROSKOPII RAMANA WZMOCNIONEJ NA OSTRZU SONDY SKANUJACEJ

(TERS) ettt bbbt ettt R bbbt 58
1. OPIS EKSPEIYMENTU ..ottt ettt 58
1.1. Charakterystyka materiatu badawczego ..........coooviiiiiiiiiiiiii e 60
1.1.1.  Odtwarzanie chromatyny z r6znym stopniem metylacji DNA i histonéw..... 60

1.1.2. Przygotowanie optymalnego podtoza do pomiaréw TERS..............cccccoveen 61

1.1.3.  Nanoszenie chromatyny na podioza do pomiarow TERS .............ccccoeiiininn 65

1.1.4. Przygotowanie probek referencyjnych: pojedynczych chromosomoéw

metafazowych oraz roztwordw DNA 1 hiStOnOW...........occuvviiviiiiiiiiiiiiiiee e 65
1.2. Charakterystyka warunkOw pomiaroWycCh ............oocvvviiiiiiieiiiiiiiiiiiiineeeenns 66

1.2.1.  Nanospektroskopia TERS w konfiguracji prostej z wykorzystaniem systemu
AFM- RAMEAN ... 66

1.2.1.1. Opis ukladu pomiaroWegZ0 .........ccovrurirriiiiieeiiiiiiiiiiiiie e 66

1.2.1.2. Pomiary probek referencyjnych- pomiary Ramana pojedynczych

0] 014070010 1510 0 110 1 2T 68

1.2.1.3. Pomiary probek referencyjnych- pomiary roztwor6w DNA i histonow .. 71

1.2.1.4. Analiza statystyczna Widm TERS ...........cccccooiie i 71

2. WWYNIKI T DYSKUS . 1eeeivieeiiie ettt e st et e et e e sraa e e snte e e snteeeannee e 73
2.1. Zidentyfikowanie markerow spektroskopowych eu- i heterochromatyny

z wykorzystaniem spektroskopii Ramana............cccccccvveiiiie e 79
2.2. Odtworzenie modelowego widma ramanowskiego eu- i hetero-chromatyny
Na NAJNIZSZYM POZIOMIE OTZANIZACTT «.vvvvreeeinrrrreeeaiireeesaitrreeaasbneeesassbreeeaassrneeeesanneeeeaas 90

IFJ PAN IX Krakow, 2019 r.



,Badanie wplywu promieniowania jonizujacego...” Anna M. Borkowska

2.3. Poszukiwanie markeréw spektroskopowych metylacji DNA i histonu H3
W NANOSKEIT ... 98
Be WINIOSKI ... 122

1. BADANIE STRUKTURY MOLEKULARNEJ CHROMATYNY W MIKROSKALI:
BADANIE CHROMOSOMOW Z WYKORZYSTANIEM NANOSPEKTROSKOPII AFM-
IR 125

1. OPIS EKSPEIYMENTU ..ottt 125
1.1. Charakterystyka materiatu badawczego .........ooovviviiiiiic e 126
1.1.1.  Napromienianie krwi obwodowej wigzkg protondw.............cccvveerrnnnne. 126

1.1.2. Otrzymywanie chromosoméw metafazowych i nanoszenie ich na podloze

do pomiarOW AFM-IR ... 127
1.2. Charakterystyka warunkOw pomiarowych ...........ccccevvviinieiiiiieniiie s 128
1.2.1.  Nanospektroskopia AFM- IR z wykorzystaniem systemu nanolR2............ 128
1.2.1.1. Opis ukladu pOMIArOWEEZO0 ......eeeruvvieiiiieiiiie e 128
1.2.1.2. Pomiary probek referencyjnych .......ccccccvviiiiiiiiii 133

1.2.1.3. Poszukiwanie optymalnego podioza i1 czestotliwosci sondy do pomiarow

AFM- IR 134
1.2.1.4. Pomiary chromosomow z wykorzystaniem lasera OPO...................oon. 136
1.2.1.5. Pomiary chromosomow z wykorzystaniem lasera QCL...............cc.ceen. 138

1.2.2.  Sledzenie rozkltadu metylacji w  pojedynczych  chromosomach

z wykorzystaniem barwienia fluorescencyjnego anty - 5mC ..........ccccevveveviieeiiinnnn, 140

1.2.3. Identyfikacja chromosomow metafazowych  z  wykorzystaniem

fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (MFISH) ..........cccooveiiiie e 141

2. WWYNIKIE T DYSKUSJ . .eeeiivieeiiiee ettt s e sttt et e e staa e snaa e et eesnbaeeanneeeas 143

2.1. Pomiary roztworow DNA 1 histondéw z wykorzystaniem nanospektroskopii
AFM- IR 143

2.2. Poréwnanie badan chromosoméw w nanoskali z wykorzystaniem

rezonansowego i wzmocnionego rezonansowo modu kontaktowego ............cc..ccvee..ne. 152

2.3. Hyperspectral imaging w nanoskali.............ccccovvieiiii e, 164

IFJ PAN X Krakow, 2019 r.



,Badanie wplywu promieniowania jonizujacego...” Anna M. Borkowska

2.3.1.  Hyperspectral imaging z rozdzielczo$cig przestrzenng 200 nm.................. 164
2.4. Badanie rozkladu metylacji w chromosomach czlowieka na przyktadzie
zenskich ChromoSOMOW X .....coiuiiiiiiiiiiii e 173
2.5. Spektroskopia AFM-IR w badaniach zmian struktury chromatyny
indukowanych za pomocg promieniowania JOniZujaCeZ0 .......uverrrrrerrrreerveeerneeerineens 176

2.5.1.  Sledzenie uszkodzen radiacyjnych w chromosomie typu chromosom

AICENIIYCZINY ...ttt ettt ettt nns 176

2.5.2.  Sledzenie uszkodzen radiacyjnych w chromosomie typu chromosom

PIETSCIETIIOWY ..etteeee ettt ee e et e e et e e et e e e e e e e e st e e e s e e e e nn e e e e nnn e e e e s nnnree e e 191

2.5.3.  Sledzenie uszkodzen radiacyjnych we fragmencie chromosomu typu minutki

202
Be WWVNHOSKI . .ttt 210
NAJWAZNIEJSZE WNIOSKI ROZPRAWY ......oouviiiriieireieecteeeeee e es e, 212
IV. BIBLIOGRAFIA ... ettt e e e anaeeas 214
V. DODATEK ..ttt 229
1. Kody programow w JeZYKU CHt.......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicceee e 229
2. Obliczenia pomocnicze do analizy Kariogramow ...........cccccevviivviriiieeeeensininnne 229

IFJ PAN Xl Krakow, 2019 r.



,Badanie wplywu promieniowania jonizujacego...” Anna M. Borkowska

WYKAZ UZYWANYCH SKROTOW

A (ang. adenine)- adenina

Abs- absorbancja

ACF (ang. ATP- utilizing chromatin assembly and remodeling factor)- czynnik odtwarzajacy
I formujacy chromatyng zalezny od adenozyno-5'-trifosforanu

AFM (ang. Atomic Force Microscopy)- mikroskopia sit atomowych

AFM - IR (ang. Atomic Force Microscopy Infrared Spectroscopy)- spektroskopia w zakresie
podczerwieni, sprze¢zona z mikroskopig sit atomowych

ATP- adenozyno-5'-trifosforan

anty — 5mC- barwienie fluorescencyjne, umozliwiajace $ledzenie rozktadu 5-metylocytozyny
BALM (ang. Binding Activated Localization Microscopy)- mikroskopia lokalizacji wigzania
Bg- 1 Bekerel- jednostka miary aktywnosci promieniotworczej (uktad SI)

BSA (ang. Bovine Serum Albumin)- surowicza albumina wotowa

BSS (ang. Basic Safety Standards)- Podstawowe Standardy Bezpieczenstwa

obl.- obliczenia

C (ang. cytosine)- cytozyna

CCB- Centrum Cyklotronowe Bronowice

CCD (ang. Charge-Coupled Device)- detektor w postaci matrycy $wiattoczutych elementow
DAPI (ang. 4’ 6-diamidino-2-phenylindole)- barwnik fluorescencyjny

DNA (ang. Deoxyribonucleic acid)- kwas deoksyrybonukleinowy

DSBs (ang. double strand breaks)- podwojne przerwania nici DNA

ds (ang. double strand)- dwuniciowa helisa

EMCCD (ang. An Electron Multiplying Charge-Coupled Device)- rodzaj wysokoczulego de-
tektora CCD wyposazonego w dodatkowy powielacz elektrondw, wzmacniajacy sygnat

FBS (ang. Fetal Bovine Serum)- serum ptodowe z cielat

FTIR (ang. Fourier-transform infrared spectroscopy)- spektroskopia fourierowska w zakresie
podczerwieni

G (ang. guanine)- guanina

Gy- 1 Grey- jednostka dawki pochtonigtej (uktad ST)

H1, H2A, H2B, H3, H4 i H3K4me3, H3K36me3 oraz H3K79me3 i H3K9me3, H3K27me3
oraz H4K20me3- nazwy histonow i ich modyfikacji posttranslacyjnych

HCA (ang. Hierarchical Cluster Analysis)- hierarchiczna analiza klastrowa
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HelL a- linia komorkowa wywodzaca si¢ z komorek raka szyjki macicy

INS-1E- sekrecyjna linia komorkowa wywodzaca si¢ ze szczurzych komorek f3- trzustki

LET (ang. Linear Energy Transfer)- liniowy transfer energii

MBE (ang. molecular beam epitaxy)- metoda epitaksji wiazki molekularnej

mFISH (ang. multicolor Fluorescence In-Situ Hybridization)- wielokolorowa fluorescencyjna
hybrydyzacja in situ

NAP-1 (ang. Nucleosome Assembly Protein)- biatko umozliwiajace odtworzenie nukleosomu
OPO (ang. Optical Parametric Oscillator)- optyczny oscylator parametryczny

PBS (ang. Phosphate-buffered saline)- zbuforowany fosforanem roztwor soli fizjologicznej
PCA (ang. Principal Component Analysis)- analiza sktadowych gléwnych

PCC (ang. Pearson Correlation Coefficient)- wspotczynnik korelacji Pearsona

PHA (ang. phytohemagglutinin)- fitohemaglutynina

PMMA (ang. poly(methyl methacrylate)- szkto akrylowe

PMT (ang. photomultiplier)- fotopowielacz

QCL (ang. Quantum Cascade Laser)- laser kwantowo- kaskadowy

RBE (ang. Relative Biologic Effectivity)- wspotczynnik wzglednej skutecznosci biologicznej
RMS (ang. root mean square)- srednia kwadratowa, miara statystyczna pozwalajgca oszaco-
wac rzad wielkosci danych (tu: chropowatos$¢ podloza)

RNA (ang. ribonucleic acid)- kwas rybonukleinowy

RPM (ang. revolutions per minute)- obroty na minute

RPMI 1640- medium komoérkowe

SERS (ang. Surface- Enhanced Raman Spectroscopy)- powierzchniowo wzmocniona spektro-
skopia Ramana

SI (fr. Systeme International d'unités)- Migdzynarodowy Uktad Jednostek Miar

SOD (ang. Sum Of Distances)- suma odlegtos$ci pomigdzy obiektem a centroidem danego kla-
stra

SOBP (ang. Spread-out Bragg peak)- poszerzony piku Bragga

ss (ang. single strand)- jednoniciowa helisa

SSBs (ang. single strand breaks)- pojedyncze przerwania nici DNA

SSC (ang. Saline-Sodium Citrate)- bufor

STM (ang. Scanning Tunneling Microscope)- skaningowy mikroskop tunelowy

STORM (ang. Stochastic Optical Reconstruction Microscopy)- mikroskopia stochastycznej

rekonstrukcji optycznej
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TERS (ang. Tip-Enhanced Raman Spectroscopy)- spektroskopia Ramana wzmocniona
na ostrzu sondy skanujace;]

ts (ang. triple strand)- trojniciowa helisa

T (ang. thymine)- tymina

UPGMA (ang. unweighted pair-group method using arithmetic averages)- metoda sredniego
polaczenia hierarchicznej analizy klastrowe;j

WET (ang. Water Equivalent Thickness)- wspotczynnik ekwiwalentu wody

wib.- drgania

Typy drgan:

vsymlas- drgania rozciggajace (symetryczne/ asymetryczne)

8- drgania deformacyjne

ds- drgania nozycowe (ang. scissoring: in—plane bending)
dr- drgania wahadlowe (ang. rocking: out—of—plane bending)
y- drgania wachlarzowe (ang. wagging vibrations)

A- drgania rozciggajace pierscieni (ang. breathing mode)
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Rys. 8 Topografia AFM pozlacanych podlozy: A-krzemowego naparowanego zlotem,
B- krzemowego naparowanego zlotem wyzarzanego plomieniowo, C- poztacanego
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RMS dla badanych podlozy, ktéra wynosita odpowiednio: 1,34 nm (Rys. 8A), 1,14 nm (Rys.
8B), 0,35 nm (Rys. 8C). Na Rys. 8E przedstawiono profile wysokos$ci zebrane wzdtuz szarych
linii zaznaczonych bialg strzatka na Rys. 8A-C. Dodatkowo na Rys. 8F przedstawiono
topografiec AFM odtworzonej chromatyny na poziomie pojedynczego nukleosomu naniesionej
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histonowego o PDB ID: 1aoi oraz: 1tzy zostaly zwizualizowane przy pomocy programu Pymol
1.3 (Schrodinger)). Uzyskano nastepujagce widma chromatyny: B- usrednione widmo
ramanowskie (n=69) z pojedynczego chromosomu, ktére zestawiono z usrednionym widmem
TERS C- nukleosomu (n=32), D- DNA (n=48) oraz E- histonéw z chromatyny nr 2 (n = 71,
metylowane DNA faga A z niemetylowanymi hiStonami). ............coccvvvvviriinnnninnniiiiiiieee e 75
Rys. 12 Topografia AFM (A) wraz z mapg ramanowska (B-D) pojedynczego chromosomu
metafazowego wyekstrahowanego ze szczurzej linii komérkowej INS-1E. Na Rys. 12A
topografia AFM zostala zestawiona z odpowiadajaca jej mapa Ramana, przedstawiajaca
rozklad przestrzenny DNA (Rys. 12B) oraz rozklad przestrzenny grup metylowych (CHs,
Rys.12C). Na Rys. 12D zostat takze przedstawiony rozktad przestrzenny zidentyfikowanych
klastrow z wykorzystaniem hierarchicznej analizy klastrowej. Dendrogram oraz poziom
odcigcia dla wybranych klastrow zostat przedstawiony na Rys. 12E.............ccocoiiiiinn 80
Rys. 13 Hierarchiczna analiza klastrowa (HCA, A-B) i analiza sktadowych gtownych (PCA,
C-I) widm zebranych bezposrednio z pojedynczego chromosomu (klaster nr 3 oznaczony

kolorem z6ltym na Rys. 12). Dendrogram, podsumowujacy przeprowadzong analizg klastrowa
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Zostal przedstawiony na Rys. 13A wraz z linig, pokazujaca poziom odcig¢cia zaznaczong
kolorem czerwonym. Zostaly zidentyfikowane dwa klastry widm: charakteryzujacy bardziej
metylowang heterochromatyng¢ (czerwony, nr 4, Rys. 13A) i mniej metylowang euchromatyne
(niebieski, nr 5, Rys. 13A). Rozklad przestrzenny zidentyfikowanych klastrow,
charakteryzujacych oba te typy chromatyny zostat zaznaczony na Rys. 13B. Widma, ktore
w analizie PCA zostaly zidentyfikowane jako odstajace, zostaly zaznaczone na Rys. 13B
kolorem czarnym. W celu zidentyfikowania zrédet wariancji w widmach zebranych
z pojedynczego chromosomu, zostala wykonana analiza PCA w zakresie spektralnym 3200 —
2800 cm?, dla ktorej trojwymiarowy wykres sktadowych glownych zostat przedstawiony
na Rys. 13C.  Usrednione widma dla obu zidentyfikowanych grup widm (n=21
dla heterochromatyny- grupa oznaczona kolorem czerwonym i n=48 dla euchromatyny- grupa
oznaczona kolorem niebieskim) zostaly przedstawione na Rys. 13D Otrzymane w analizie
tadunki czynnikowe PC1- PC3, opisujace odpowiednio 35 %, 7 %, 1 6 % zmienno$ci w danych
zostaty przedstawione na Rys. 13E. Analiza PCA zostala takze wykonana w zakresie
spektralnym 1760 — 810 cm™. Usrednione widma zostaly przedstawione na Rys. 13F.
Otrzymane tadunki czynnikowe, opisujace odpowiednio 27 %, 11 % 17 % wariancji w danych
zostaty przedstawione na Rys. 13G Grupy widm, zidentyfikowane poprzez analize PCA w obu
zakresach spektralnych (3200 — 2800 cm™ na Rys.13D-E i 1760 — 810 cm™ na Rys.13F-G)
byly wzajemnie aNAlOGICZNE. .........ccuviiiiieiiie et 84
Rys. 14 Referencyjne widma ramanowskie DNA, histonow oraz chromatyny w zakresie
spektralnym 3200 - 2800 cm™ (A) wraz z odpowiadajacymi im II pochodnymi (B) oraz widma
w zakresie 1800 — 600 cm? (C) wraz z Il pochodnymi widm (D). Poszczegdlne widma
referencyjne zostaly zebrane z: niemetylowanego DNA faga A, metylowanego DNA faga A,
histonow H2A, H2B 1 H4, modelowego widma DNA euchromatyny (1x widmo
niemetylowanego DNA + 0,4x widmo histonow H2A, H2B i H4), modelowego widma DNA
heterochromatyny (1x widmo metylowanego DNA + 1x widmo histonow H2A, H2B 1 H4)
oraz widma ramanowskie eu- i hetero-chromatyny zebrane z pojedynczego chromosomu,
rozdzielone dzigki analizie HCA 1 PCA. ...t 91
Rys. 15 Kombinacje liniowe widm ramanowkich niemetylowanego DNA faga A (A-B)
i widma histonow H2A, H2B i H4 oraz metylowanego DNA faga A (C-D) i widma histonow
H2A, H2B i H4 opracowane w celu uzyskania modelowego widma referencyjnego chromatyny
na najnizszym poziomie organizacji. Otrzymane widma kombinacji liniowych zostaly
przedstawione w nastepujacych zakresach spektralnych: 3100 - 2800 cm™ (A, C) oraz 1800 -

900 cm™ (B,D). Wyznaczone wspotczynniki korelacji Pearsona pomiedzy prezentowanymi
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widmami modelowymi chromatyny na najnizszym poziomie organizacji a widmami eu-
I hetero-chromatyny zebranymi z pojedynczego chromosomu zostaty przedstawione w Tabeli
PR PRSPPI 92
Rys. 16 Topografia AFM kolistego DNA (pUC19, A-B), niemetylowanego DNA faga A (C)
i metylowanego DNA faga A (D), ktére zostaly wykorzystane do odtworzenia chromatyny
na najnizszym poziomie organizacji w badaniach z wykorzystaniem spektroskopii AFM-TERS.
Na Rys. 16E-F zostata przedstawiona topografia pojedynczego nukleosomu odtworzonej
chromatyny z niemetylowanego DNA faga A i niemetylowanymi histonami HeLa (chromatyna
nr 1, Tabela 1) naniesionej na mike. Z kolei na Rys. 16G zostala przedstawiona struktura
krystalograficzna pojedynczego nukleosomu, odpowiadajaca topografii przedstawionej na Rys.
16E-F (struktura o PDB ID 1aoi [138]). Odpowiednio dla nukleosomu (1) i pojedynczej nici
DNA (2), bedacej fragmentem lacznikowym pomigdzy nukleosomami w chromatynie (tzw.
tacznikowe DNA) zostaly przedstawione przekroje poprzeczne grubosci (Rys. 16H).
W przypadku pojedynczego nukleosomu, maksymalna grubo$¢ wyniosta 9 nm (przekrdj nr 1,
Rys. 16H). Z kolei w przypadku pojedynczej nici DNA maksymalna grubo$¢ wyniosta 1,6 nm
(przekroj nr 2, Rys. 16H). Na Rys. 161 zostata przedstawiona topografia AFM pojedynczego
nukleosomu chromatyny, ktora zostala odtworzona z metylowanego DNA faga A
z niemetylowanymi histonami HelLa (chromatyna nr 2, Tabela 1) naniesionej na poztacane
szablonowe podloze wyzarzane plomienioWO. .........cuvvviiiiiiiiiiiiiiiiii e 99
Rys. 17 Usrednione widma TERS DNA (A), histonéw (B) i chromatyny (nukleosomu, C)
zebrane z odtworzonej chromatyny nr 1-5. Wszystkie typy odtworzonej chromatyny opisano
w Tabeli 1. Liczbe usrednionych widm w kazdej z grup przedstawiono w Tabeli 6. ........... 109
Rys. 18 1II pochodne usrednionych widm TERS zebranych z DNA (A), histonow (B)
i chromatyny (nukleosomu, C) zebrane z odtworzonej chromatyny nr 1 - 5 . Wszystkie typy
odtworzonej chromatyny opisano w Tabeli 1. Liczbg¢ usrednionych widm w kazdej z grup
Przedstawiono W Tabeli B..........cveiiiiiieiie e 110
Rys. 19 Topografia AFM chromatyny naniesionej na poztacane szablonowe wyzarzane
plomieniowo podioze z wykorzystaniem niemetylowanego DNA faga A z niemetylowanymi
dodatkowo histonami HeLa (A, chromatyna nr 1, Tabela 1). Przedstawiono takze przyktadowe
pojedyncze widma TERS zebrane z nukleosomu (B), DNA (C) i podloza (D) wraz
z zaznaczonym obszarem na topografii AFM, z ktérego widma te zostaly zebrane. Widma
TERS nukleosomu (B) i DNA (C) zostaly wybrane na podstawie najwyzszych wartosci
wyznaczonych wspdtczynnikéw korelacji Pearsona z widmami referencyjnymi (modelowym

widmem euchromatyny otrzymanym poprzez kombinacje liniowa (PCC=0,3) i referencyjnym
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widmem niemetylowanego DNA faga A (PCC=0,4)). Dla poréwnania, przedstawiono takze
widmo, zebrane, gdy sonda nie byla w kontakcie z probka (n=5, E) w celu sprawdzenia
czystosci sondy. Dodatkowo przedstawiono takze sygnat z fotopowielacza (PMT), obrazujacy
potozenie sondy (F) oraz sygnal przedstawiajacy obszar najwickszego wzmocnienia sygnatu
TERS (ang. hot spot), otrzymany poprzez integracj¢ sygnalu TERS w zakresie spektralnym
1808 — 43 cm?. Dolny rzad przedstawia mozliwy mechanizm oddzialywania DNA
w konformacji B i histonu H4 (H4R45) poprzez oddziatywanie z mniejszym rowkiem DNA
(H), potencjalny mechanizm oddziatywania DNA w konformacji A i histonu H4 (H4R45),
poprzez oddzialywanie z mniejszym rowkiem DNA (1), ktory jest jednak mato prawdopodobny.
Podobnie przedstawiono takze potencjalny mechanizm oddziatywania DNA w konformacji B
i histonu H4 (H4R45) poprzez oddziatywanie z wigkszym rowkiem DNA (J), ktory takze jest
mato prawdopodobny. Dodatkowo, przedstawiono bardziej prawdopodobny mechanizm
oddzialywania DNA w konformacji A 1 histonu H4 (H4R45) poprzez oddziatywanie
z wiekszym rowkiem DNA (K, struktura oktameru histonowego, PDB ID: 1aoi [138], struktura
DNA w konformacji B, PDB ID: 1bna [150] oraz struktura DNA w konformacji A, PDB ID:
o T 1 SRR 120
Rys. 20 Schemat eksperymentéw 1 analizy danych uzyskanych z pomiaréw chromosomow
z wykorzystaniem metody AFM — IR ... 125
Rys. 21 System nanolR2 do pomiardéw z wykorzystaniem metody AFM — IR (A) wyposazony
w laser OPO (B) i laser QCL (C). W systemie nanolR2 do pomiaréw w modzie kontaktowym
wykorzystuje si¢ specjalne sondy AFM (PR-EX-NIR2-10, D).....c..coovvvviviieiiiie e 128
Rys. 22 Widmo mocy lasera OPO zmierzone dla polaryzacji 0 ° (A) i 90 ° (B) bez dodatkowego
filtra ostabiajacego moc lasera oraz zmierzone dla polaryzacji 0 ° (C) i 90 ° (D) z dodatkowym
filtrem ostabiajgcym moc lasera dla mocy lasera 100 % w calym zakresie spektralnym
(usredniono 5 widm mocy, w kazdym punkcie usredniono sygnat z 128 pulséw lasera (ang. co-
oAV =10 1) ) RS SSOUSR USRS 130
Rys. 23 Widmo mocy lasera QCL zmierzone dla polaryzacji 0 ° (A) i 90 ° (B) dla modu
krokowego (ang. stepped mode) oraz zmierzone dla polaryzacji 0 ° (C) i 90 ° (D) dla modu
szybkiego (ang. fast mode, usredniono 5 widm mocy lasera, w kazdym punkcie usredniono
sygnat z 256 pulsow lasera (ang. co- averages)). Moc mierzono dla 100 % mocy lasera w calym
ZaKreSie SPEKLIAINYM. ...t e e e e e e ara e 131
Rys. 24 Badanie wzbudzenia sondy AFM na r6znych podiozach do pomiaréw z uzyciem
spektroskopii AFM — IR: zalezno$¢ intensywnos$ci sygnatu AFM - IR od mocy lasera

dla czestosci w zakresie 0 — 1,2 MHz dla fali wzbudzajacej 1660 cm™ i polaryzacji 0 © -
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na podlozu ZnS (A) i na mice napylonej zlotem (150 nm warstwa zlota, B). Dodatkowo
przedstawiono takze zalezno$¢ intensywnosci sygnatu AFM — IR dla kolejnych modow drgania
sondy AFM od mocy lasera dla podioza ZnS (C) i miki nappylonej ztotem (D). Poréwnano
takze mape AFM - IR, przedstawiajacg rozklad przestrzenny pasma charakterystycznego

dla drgania wigzania amidowego w bialkach histonowych (1660 cm™

, amid 1), otrzymang
dla chromosomow naniesionych na krysztat ZnS (E) i mik¢ napylong zlotem (F). .............. 135
Rys. 25 Badanie wzbudzenia sondy AFM na roéznych podiozach do pomiaréw z uzyciem
spektroskopii AFM — IR: zalezno$¢ intensywnosci sygnatu AFM - IR (IR Amplitude) od mocy
lasera dla czesto$ci w zakresie 0- 1.2 MHz dla fali wzbudzajacej 2960 cm™ i polaryzacji 0 © -
na podlozu ZnS (A) 1 na mice napylonej zlotem (150 nm warstwa zlota, B). Dodatkowo
przedstawiono zalezno$¢ intensywnosci sygnatu AFM - IR (IR Amplitude) dla kolejnych

modow drgania sondy AFM od mocy lasera dla podtoza ZnS (C) 1 miki nappylonej ztotem (D).

Rys. 26 Chromosomy czlowieka wybarwione z wykorzystaniem metody mFISH przy uzyciu
zestawu 24XCyte Human Multicolor FISH (A, MetaSystems) wraz ze schematem barwienia
(2 ) TSRS 142
Rys. 27 Referencyjne widma AFM — IR DNA, histonéw oraz chromatyny (chromosom
metafazowy) w zakresie spektralnym 3100 - 2700 cm? (A) wraz z odpowiadajacymi
im 11 pochodnymi (B) oraz widma w zakresie 1800 — 900 cm™ (C) wraz z Il pochodnymi (D).
Poszczegolne widma referencyjne zostaly zebrane z: niemetylowanego DNA faga A (n = 50),
metylowanego DNA faga A (n = 50), histonow H2A, H2B i H4 (widmo przedstawione jako

suma, n= 150 (n= 50 dla kazdego histonu)) oraz z pojedynczego chromosomu metafazowego

Rys. 28 Analiza sktadowych glownych (PCA) II pochodnych widm (Algorytm wygladzania:
Savitzky - Golay, wielomian Il stopnia, 7 pkt.) zebranych z metylowanego (czerwony)
i niemetylowanego (niebieski) DNA z faga A w zakresie spektralnym 3100- 2700 cm™ (A-B)
oraz w zakresie spektralnym 1800 — 900 cm™ (C-D). Na Rys. 28A,C przedstawiono wykres
rozrzutu 3D. Z kolei na Rys. 28B,D przedstawiono otrzymane tadunki czynnikowe (przerywane
linie oznaczaja poziom 0 dla poszczegodlnych fadunkow czynnikowych). ..........cccceveennnnn. 148
Rys. 29 Identyfikacja chromosomu metafazowego do pomiardw poréwnaczych AFM — IR
w 1) rezonansowym i 2) wzmochionym rezonansowo modzie kontaktowym: A- topografia
AFM metafazy. Bialg strzatka zaznaczono chromosomy wybrane do badan porownawczych

(A) oraz do obrazowania z wykorzystaniem rezonansowego modu kontaktowego (B).
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Topografiec AFM poréwnano z barwieniem mFISH (B) umozliwiajacym identyfikacje
wybranego do pomiardw chromosomMU (C). .......uviiiiiiiiiiiiiiiieiii e 154
Rys. 30 Poroéwnanie sygnalu AFM — IR w 1) rezonansowym i 2) we wzmocnionym
rezonansowo modzie kontaktowym na przyktadzie $ledzenia rozktadu DNA w chromosomie
cztowieka (rozktad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania pomiedzy tlenem
i fosforem w szkielecie DNA (vaym(PO2), 1230 cm?): A- topografia AFM wybranego
do pomiaréw chromosomu nr 21. B- sygnat defelction pokazujacy drobne zmiany w morfologii
chromosomu, C- sygnat AFM — IR zebrany w rezonansowym i D- we wzmocnionym
rezonansowo modzie kontaktowym, E, F- rozklad czestoSci drgania sondy AFM podczas
pomiaréw w rezonansowym (E) 1 we wzmocnionym rezonansowo (F) modzie kontaktowym.
Na Rys. 30G przedstawiono przekroj poprzeczny sygnatu AFM — IR na mapie, przedstawiajace;]
rozklad przestrzenny DNA w chromosomie czlowieka (rozklad absorbcji pasma,
charakterystycznego dla drgania pomiedzy tlenem i fosforem w szkielecie DNA (vasym(PO2),
1230 cm, przekroj oznaczono czerwona strzatka na Rys. 30C) z zaznaczonym dopasowaniem
linowym, za pomocg ktorego wyznaczono poziom intensywno$ci  sygnatu
na 1) chromosomie 12) POAIOZUL. .......cooiiiiiiiiiiie e 156
Rys. 31 Poréwnanie sygnalu AFM — IR w 1) rezonansowym i 2) we wzmiocnionym
rezonansowo modzie kontaktowym na przykladzie obrazowania AFM - IR rozkiadu
bioczasteczek lub ich grup funkcyjnych: A-B- rozkltad DNA (rozklad absorbcji pasma,
charakterystycznego dla drgania pomiedzy tlenem i fosforem w szkielecie DNA (vasym(PO2),
1230 cm), C- rozktad przestrzenny gtownie grup CH, i CHs oraz zasad DNA w chromosomie
(rozktad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania grup 6(Cs-CHs), wib. zasad DNA,
5(CH2) w alaninie, 8asym(CHs) w walinie, 1450 cm?), D- rozklad przestrzenny bialek
histonowych (rozktad absorbcji pasma, charakterystycznego dla wigzania amidowego (amid II,
1540 cm?), E-F- rozkiad przestrzenny bialek histonowych (rozklad absorbcji pasma,
charakterystycznego dla wigzania amidowego (amid I, 1650 cm™), G-H- rozklad przestrzenny
acetylacji histonow (rozklad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania grup C=0O
(v(C=0), 1720 cm™). Na Rys. 31A, E, G przedstawiono mapy AFM — IR uzyskane
w rezonansowym modzie kontaktowym. Z kolei na Rys. 31B-D, F, H przedstawiono mapy
AFM — IR uzyskane we wzmocnionym rezonansowo modzie kontaktowym. ..................... 157
Rys. 32 Poréwnanie sygnatu AFM — IR w 1) rezonansowym i 2) wzmocnionym rezonansowo
modzie kontaktowym na przyktadzie usrednionych widm (n = 10) zebranych z chromosomu

nr 21 (Rys. 30). Na Rys. 32A przedstawiono widmo AFM — IR zebrane w rezonansowym
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modzie kontaktowym. Z kolei na Rys. 32B przedstawiono widmo AFM — IR zebrane
we wzmocnionym rezonansowo modzie KontaKtoWym. ..........ccccoovveiiieiiieninecnie e 160
Rys. 33 Obrazowanie AFM — IR pojedynczego chromosomu metafazowego czlowicka
we wzmocnionym rezonansowo modzie kontaktowym: A- topografia AFM — IR wybranego
chromosomu (chromosom B, Rys. 33), B- sygnat wygigcia sondy AFM (ang. deflection)
pokazujacy drobne zmiany w morfologii chromosomu (za pomoca biatego kwadratu oznaczono
obszar telomeru, dla ktérego wykonano mapowanie przedstawione na Rys. 34), C- rozklad
przestrzenny DNA w chromosomie (rozktad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania
pomiedzy tlenem i fosforem w szkielecie DNA (vasym(PO2), 1230 cm?), D- rozktad
przestrzenny czgstosci drgania sondy AFM — IR podczas obrazowania, E- rozktad przestrzenny
gtownie grup CH2 i CHs oraz zasad DNA w chromosomie (rozktad absorbcji pasma,
charakterystycznego dla drgania grup 6(Cs-CHz), wib. zasad DNA, 6(CH2) w alaninie,
Sasym(CH3)  w walinie, 1450 cm?), F-G- rozklad przestrzenny biatek histonowych
w chromosomie (rozklad absorbcji pasma, wiazania amidowego (F- amid I, 1540 cm?,
G- amid |, 1650 cm™), H- rozklad przestrzenny acetylacji histonéw (rozklad absorbcji pasma,
charakterystycznego dla drgania grup C=0 (v (C=0), 1720 cm™). .....coooovivriiiiiiiiiie, 161
Rys. 34 Obrazowanie AFM — IR telomeru w pojedynczym chromosomie metafazowym
czlowieka we wzmocnionym rezonansowo modzie kontaktowym: A- topografia AFM — IR
telomeru, B- rozklad przestrzenny DNA w telomerze (rozklad absorbcji pasma,
charakterystycznego dla drgania pomiedzy tlenem i fosforem w szkielecie DNA (vasym(PO2),
1230 cm™), C- rozklad przestrzenny gléwnie grup CHz i CH3 oraz zasad DNA w telomerze
(rozktad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania grup 6(Cs-CHs), wib. zasad DNA,
8(CH2) w alaninie, dasym(CH3) w walinie, 1450 cm™), D-E- rozklad przestrzenny biatek
histonowych w telomerze (rozklad absorbcji pasma, wigzania amidowego (D- amid I,
1540 cm?, E- amid I, 1650 cm?), F- rozklad przestrzenny acetylacji histonow (rozkiad
absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania grup C=0 (v (C=0), 1720 cm™). Na Rys.
34G-H przedstawiono analize rozdzielczo$ci przestrzennej wykonanego obrazowania (Rys.
34E). Na Rys. 34G przedstawiono przekrdj poprzeczny sygnalu AFM — IR na granicy
chromosomu 1 podloza (zaznaczony czerwong liniag na Rys. 34E). Z kolei na Rys. 34H
przedstawiono I pochodng sygnatu AFM — IR na granicy chromosomu i podloza z dopasowa
krzywa Gaussa (FWHM = 22 NM)....ccoiiiiiiiiiiiiiiciee e 163
Rys. 35 Hyperspectral imaging z rozdzielczos$ciag przestrzenng 200 nm: A- topografia AFM
wybranej metafazy. Bialg strzatkg zaznaczono chromosom wybrany do pomiarow AFM — IR.

Na Rys. 35B przedstawiono barwienie DAPI metafazy przedstawionej na Rys. 35A. Na Rys.
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35C przedstawiono topografic AFM chromosomu wybranego do obrazowania typu
hyperspectral imaging z zaznaczonym potozeniem zebranych widm (macierz widm). Na Rys.
35D przedstawiono przyktadowe widmo zebrane z chromosomu przedstawionego na Rys. 35C
wraz z Il pochodng (algorytm: Savitzky - Golay, wielomian II rzedu, 19 pkt.). ......cceveneee. 167
Rys. 36 Poroéwnanie mapowania AFM — IR we wzmocnionym rezonansowo modzie
kontaktowym z mapowaniem typu hyperspectral imaging: A- topografia AFM wybranego
chromosomu, B-D- rozklad DNA w chromosomie (rozkltad absorbcji pasma,
charakterystycznego dla drgania pomiedzy tlenem i fosforem w szkielecie DNA (vasym(PO2),
1230 cm™): B, C mapowania AFM — IR w modzie rezonansowym, D- mapowanie typu
hyperspectral imaging. Na Rys. 36E-F przedstawiono rozklad przestrzenny bialek
histonowych w chromosomie (rozktad absorbcji pasma, wigzania amidowego (amid I,
1660 cm™). Na Rys. 36G-H przedstawiono rozklad biatek histonowych w chromosomie
(rozktad absorbcji pasma, wigzania amidowego (amid II, 1550 cm™). Rozmiar piksela na Rys.
36C,E,G: 16 x 16 nm, a na Rys. 36B,D,F,H: 200 X 200 NM. ......ccooiiiiiiieeiiiiiie e 169
Rys. 37 Analiza klastrowa (metoda K-srednich) widm zebranych z chromosomu metoda
hyperspectral imaging: A- rozklad przestrzenny zidentyfikowanych dwoch klastrow, klastra
charakterystycznego dla: 1) podloza (szary) i 2) chromosomu (bordowy) zestawiony
z barwieniem DAPI zmierzonego chromosomu. Na Rys. 37C przedstawiono usrednione widmo
dla klastra charakterystycznego dla: 1) podtoza (szary, n= 1389, A) 12) chromosomu (bordowy,
n = 211, A). Na Rys. 37D przedstawiono rozklad przestrzenny zidentyfikowanych szesciu
klastrow wraz z usrednionymi widmami charakterystycznymi dla tych klastrow (E) oraz
IT pochodnymi widm zebranych z dwoch rodzajow chromatyny zidentyfikowanych w badanym
CRIOMOSOMIE (). weeieiiii ettt et e e et e e et a e e st e e e sna e e e anbaeeaneeeas 172
Rys. 38 Identyfikacja zenskich chromosoméw X na podstawie kariotypowania: A- topografia
AFM przedstawiajaca kompletng metafazg, B- zdjecie spod mikroskopu fluorescencyjnego,
przedstawiajace rozklad grup 5SmC wyznakowany z uzyciem fluorescencyjnego testu
molekularnego anty — 5mC, C- kariogram wykonany na podstawie topografii AFM (A) oraz
D- kariogram wykonany na podstawie zdjgcia fluorescencyjnego (B) z dodatkowym
barwieniem kontrastowym z uzyciem jodku propidyny. .......ccccoecvvreeiiiiiieeniiiiiee e 176
Rys. 39 Sledzenie rozktadu metylacji w pojedynczych zenskich chromosomach X za pomoca
spektroskopii AFM — IR i molekularnego barwienia fluorescencyjnego anty — 5mC: A,
G- topografia AFM pojedynczych chromosoméw X, B, H- rozklad DNA w pojedynczych
chromosomach (rozklad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania pomig¢dzy tlenem

i fosforem w szkielecie DNA (vasym (PO2), 1240 cm?), C, I- rozklad bialek histonowych
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(rozktad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania wigzania amidowego (amid I,
1660 cm™), D, J- rozktad grup metylowych (rozklad absorbcji pasma, charakterystycznego
dla drgania grup CHs (vasym (CHs), 2960 cm™), E, K- mapa stosunku CHs/PO2, F,
I- molekularne barwienie fluorescencyjne anty - 5mC (kolor zielony) z barwieniem
kontrastowym jodkiem propidyny (Kolor CZerwony). ........ccccooveiiiieiiiii e 176
Rys. 40 ldentyfikacja aberracji chromosomowej typu chromosom dicentryczny na podstawie
kariotypowania: A- topografia AFM przedstawiajaca kompletng metafaze, B- zdjecie spod
mikroskopu fluorescencyjnego przedstawiajace barwienie DAPI chromosoméw, C- kariogram
wykonany na podstawie topografii AFM (A). Na Rys. 40 aberracja chromosomowa typu
chromosom dicentryczny oraz zidentyfikowany fragment acentryczny, zostaly oznaczone biatg
SEEZATKA. <o e 177
Rys. 41 Poroéwnanie usrednionego widma AFM — IR zebranego z chromosomu typu dicentryk
(n = 157) z widmem zebranym z obszaru wokot chromosomu (n = 12, podloze wraz
Z pozostato§ciami KOMOTKOWYIML). ...eeoiiiiiiiiiiiiic e 178
Rys. 42 Identyfikacja eu- i hetero-chromatyny w chromosomie typu dicentryk: A- topografia
AFM z zaznaczonym profilem wysokosci (czarna linia) 1 prawdopodobnym miejscem
powstania uszkodzenia w wyniku oddziatywania z wigzkg protondéw (czerwona linia),
B- sygnat wygiccia sondy AFM (ang. deflection), pokazujgcy drobne zmiany w morfologii
dicentryka, C- rozklad czg¢stosci sondy AFM w trakcie mapowania AFM — IR (dla rozkladu
absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania pomiedzy tlenem i fosforem w szkielecie
DNA  (vaym(PO2), 1240 cm™), D- rozkltad grup metylowych (rozklad absorbcji pasma,
charakterystycznego dla drgania grup CHs (vaym(CHs), 2960 cm™), E- rozkiad grup
metylenowych (rozklad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania grup CHo>
(vsym(CH2), 2850 cm™), F- rozklad DNA (rozklad absorbcji pasma, charakterystycznego
dla drgania pomiedzy tlenem i fosforem w szkielecie DNA (vasym(PO2’), 1240 cm™), G- mapa
stosunku CH3/CH2, H- mapa stosunku CH3/PO>", I- barwienie DAPI i mFISH zmierzonego
dicentryka. Na Rys. 421, znakiem ,+” zostal oznaczony fluorochrom, ktéorym zostat
wybarwiony badany chromosom, a znakiem ,,-,, fluorochrom, ktéorym nie zostat wybarwiony
badany ChrOMOSOM. ........eiiiiiee et e e et e e s e e aree e 180
Rys. 43 Analiza PCA widm zebranych z chromosomu dicentrycznego w zakresie spektralnym
3000 cm® - 2800 cm®: A- wykres rozrzutu 3D uzyskany na podstawie analizy widm,
B- tadunku czynnikowe dla trzech pierwszych sktadowych gtownych PC, opisujacych kolejno:
55 %, 14 %, 10 % zmiennosci w danych czynnikowe (przerywane linie oznaczaja poziom 0

dla poszczegolnych tadunkéw czynnikowych), C-D- usrednione widma zidentyfikowane jako
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widma zebrane z: euchromatyny (n = 48, kolor niebieski) i heterochromatyny (n = 53, kolor
czerwony), E-F- II pochodne widm (algorytm gladzenia: Savitzky - Golay, wielomian II rz¢du,
13 pkt.), zidentyfikowanych jako widma zebrane z: euchromatyny (kolor niebieski)
I heterochromatyny (kolor czerwony), G- rozktad przestrzenny widm zidentyfikowanych jako
widma zebrane z euchromatyny (niebieski) i heterochromatyny (czerwony) za pomocg analizy

PCA w zakresie spektralnym 3100 cm™ — 2800 cm™ zaznaczony na mapie stosunku CHs/CHs.

Rys. 44 Weryfikacja opracowanego modelu, umozliwiajgcego identyfikacje eu-
i heterochromatyny w dicentryku: A- mapa stosunku CH3/CH>z zaznaczong linig wzdtuz ktore;j
wyekstrahowano profil sygnalu CHs/CH2 na granicy eu- i hetero-chromatyny, ktory
przedstawiono na Rys. 44B. W celu wyznaczenia rozdzielczosci, z jakg mozliwe bylo
zidentyfikowanie rozkltadu przestrzennego euchromatyny i heterochromatyny wybrano
fragment profilu na granicy tych dwoch rodzajow chromatyny (C) i wyznaczono I pochodng
sygnatu (D). Do wyznaczonej I pochodnej sygnatu zostata dopasowana krzywa Gaussa i zostala
wyznaczona warto$¢ szerokos¢ potdwkowa FWHM = 51,7 £ 1,6 NM. ....oooeviiiiieeiiiiineennnee. 186
Rys. 45 Identyfikacja eu- i hetero-chromatyny we fragmencie acentrycznym powstalym wraz
z chromosomem typu dicentryk: A- topografia AFM z zaznaczonym profilem wysokosci,
B- sygnal wygiecia dzwigni AFM, pokazujacy drobne zmiany w morfologii fragmentu
acentrycznego, C- rozktad czestosci sondy AFM w trakcie mapowania AFM — IR (dla rozktadu
absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania pomiedzy tlenem i fosforem w szkielecie
DNA (vasym(PO2), 1240 cm?), D- rozktad grup metylowych we fragmencie acentrycznym
(rozktadu absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania grup CHs (vasym (CHa),
2960 cm™), E- rozklad grup metylenowych we fragmencie acentrycznym (rozklad absorbcji
pasma, charakterystycznego dla drgania grup CHz (vsym (CH2), 2850 cm™), F- rozklad DNA
we fragmencie acentrycznym (rozklad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania
pomiedzy tlenem i fosforem w szkielecie DNA (vasym (PO2"), 1240 cm™), G- mapa stosunku
CH3/CHz, H- mapa stosunku CH3/CH> z zaznaczonymi widmami zebranymi z euchromatyny
(niebieski) i heterochromatyny (czerwony), |- barwienie DAPI i mFISH zmierzonego
fragmentu acentrycznego. Na Rys. 451, znakiem ,,+” zostal oznaczony fluorochrom, ktorym
zostal wybarwiony badany chromosom, a znakiem ,,-,, fluorochrom, ktéorym nie zostat
wybarwiony badany chromosom. Na Rys. 45A,G-H bialg strzatkg oznaczono tzw. trabant
(7S] V11 TP SO PP PPTPPPPPPPPPP 188
Rys. 46 Analiza PCA widm zebranych z fragmentu acentrycznego powstalego wraz

z chromosomem dicentrycznym w zakresie spektralnym 3000 — 2800 cm™: A- wykres rozrzutu
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3D uzyskany na podstawie analizy widm, B- tadunki czynnikowe dla trzech pierwszych
sktadowych glownych PC, opisujacych kolejno: 60 %, 11 %, 8 % zmiennosci w danych
(przerywane linie oznaczaja poziom 0 dla poszczegdlnych tadunkéw czynnikowych),
C-D- usrednione widma zidentyfikowane jako widma zebrane z: euchromatyny (n = 36, kolor
niebieski) i heterochromatyny (n = 10, kolor czerwony), E-F- Il pochodne widm (algorytm:
Savitzky - Golay, wielomian II rzedu, 13 pkt.), zidentyfikowanych jako widma zebrane
z: euchromatyny (kolor niebieski) i heterochromatyny (kolor czerwony)...........cccccooevvennnen. 190
Rys. 47 ldentyfikacja aberracji chromosomowej typu ring na podstawie kariotypowania:
A- topografia AFM przedstawiajagca kompletng metafaze, B- zdjecie spod mikroskopu
fluorescencyjnego przedstawiajace barwienie DAPI chromosoméw, C- kariogram wykonany
na podstawie topografii AFM (A). Na Rys. 47 aberracja chromosomowa typu ring oraz
zidentyfikowany fragment acentryczny, zostaly oznaczone biatg strzatka........................... 191
Rys. 48 ldentyfikacja eu- i hetero-chromatyny w chromosomie typu ring: A- topografia AFM
z zaznaczonym profilem wysokosci 1 prawdopodobnym miejscem powstania uszkodzenia
w wyniku oddziatywania z wiazka protonow (niebieska strzatka), B- sygnat wygigcia sondy
AFM (ang. deflection), pokazujacy drobne zmiany w morfologii ringa, C- rozklad czgstosci
sondy AFM w trakcie mapowania AFM - IR (dla rozkladu absorbcji pasma,
charakterystycznego dla drgania pomiedzy tlenem i fosforem w szkielecie DNA (vasym(PO2),
1240 cm?), D- rozklad  grup metylowych w ringu (rozklad absorbcji pasma,
charakterystycznego dla drgania grup CHs (vaym (CHs), 2960 cm™), E- rozktad grup
metylenowych w ringu (rozktad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania grup CH>
(vsym (CH2), 2850 cm?), F- rozktad DNA w ringu (rozklad absorbcji pasma,
charakterystycznego dla drgania pomiedzy tlenem i fosforem w szkielecie DNA (vasym(PO2),
1240 cm), G- mapa stosunku CHs/CH, H- mapa stosunku CHs/PO2", I- barwienie DAPI
i mFISH zmierzonego ringa. Na Rys. 481, znakiem ,,+” zostat oznaczony fluorochrom, ktorym
zostal wybarwiony badany chromosom, a znakiem ,,-,, fluorochrom, ktorym nie zostal
wybarwiony badany ChrOMOSOM. .........cuuieiiuiieiiie e aae e 193
Rys. 49 Analiza PCA widm zebranych z chromosomu pier§cieniowego w zakresie spektralnym
3000 cm?® - 2800 cm®: A- wykres rozrzutu 3D uzyskany na podstawie analizy widm,
B- tadunku czynnikowe dla trzech pierwszych skladowych gtownych PC, opisujacych kolejno:
50 %, 17 %, 9 % zmiennosci w danych (przerywane linie oznaczaja poziom 0
dla poszczeg6lnych tadunkow czynnikowych), C-D- usrednione widma zidentyfikowane jako
widma zebrane z: euchromatyny (n = 61, kolor niebieski) i heterochromatyny (n = 25, kolor

czerwony), E-F- II pochodne widm (algorytm wygladzania: Savitzky - Golay, wielomian
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II rzedu, 13 pkt.), zidentyfikowanych jako widma zebrane z: euchromatyny (kolor niebieski)
I heterochromatyny (kolor czerwony), G- rozklad przestrzenny widm zidentyfikowanych jako
widma zebrane z euchromatyny (niebieski) i heterochromatyny (czerwony) za pomoca analizy

PCA w zakresie spektralnym 3100 cm™ — 2800 cm™ zaznaczony na mapie stosunku CH3/CHs.

Rys. 50 Weryfikacja opracowanego modelu, umozliwiajacego identyfikacje eu-
i heterochromatyny w ringu: A- mapa stosunku CHs/CHz z zaznaczong linig wzdtuz ktorej
wyekstrahowano profil sygnalu CHs/CH2 na granicy eu- i hetero-chromatyny, ktory
przedstawiono na Rys. 50B. W celu wyznaczenia rozdzielczosci, z jaka mozliwe byto
zidentyfikowanie rozkladu przestrzennego euchromatyny i heterochromatyny wybrano
fragment profilu na granicy tych dwoch rodzajow chromatyny (Rys. 50C) i1 wyznaczono
I pochodng sygnalu (Rys. 50D). Do wyznaczonej I pochodnej sygnatu zostata dopasowana

krzywa Gaussa i zostata wyznaczona wartos¢ szerokos¢ potowkowa FWHM = 29,2 = 1,5 nm.

Rys. 51 Identyfikacja eu- i hetero-chromatyny we fragmencie acentrycznym powstalym wraz
z chromosomem typu ring: A- topografia AFM z zaznaczonym profilem wysokosci
1 prawdopodobnym miejscem powstania uszkodzenia w wyniku oddziatywania z wigzka
protonéw, B- wygigcie sondy AFM (ang. deflection), pokazujace drobne zmiany w morfologii
fragmentu acentrycznego, C- rozklad czestosci sondy AFM w trakcie mapowania AFM — IR
(dla rozktadu absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania pomigdzy tlenem i fosforem
w szkielecie DNA (vasym (PO2)), D- rozktad grup metylowych we fragmencie acentrycznym
(rozktadu absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania grup CHs (vasym (CHa),
2960 cm™), E- rozklad grup metylenowych we fragmencie acentrycznym (rozklad absorbcji
pasma, charakterystycznego dla drgania grup CHz (vsym (CH2), 2850 cm™), F- rozklad DNA
we fragmencie acentrycznym (rozktad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania
pomigdzy tlenem i fosforem w szkielecie DNA (vasym(PO2)), G- mapa stosunku CHs/CHa,
H- mapa stosunku CHs/CH2 z zaznaczonymi widmami zebranymi z euchromatyny (niebieski)
i heterochromatyny (czerwony), |- barwienie DAPI i mFISH zmierzonego fragmentu
acentrycznego. Na Rys. 511, znakiem ,+” zostal oznaczony fluorochrom, ktéorym zostat
wybarwiony badany chromosom, a znakiem ,,-,, fluorochrom, ktérym nie zostal wybarwiony
badany ChrOMOSOM. ........viiiiiee e e e e e s e e e s e e e e bee e 199
Rys. 52 Analiza PCA widm zebranych z fragmentu acentrycznego powstalego wraz
z chromosomem pierécieniowym w zakresie spektralnym 3000 — 2800 cm™: A- wykres rozrzutu

3D uzyskany na podstawie analizy widm, B- tadunku czynnikowe dla trzech pierwszych
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sktadowych glownych PC, opisujacych kolejno: 35 %, 19 %, 16 % zmiennosci
w danych (przerywane linie oznaczaja poziom 0 dla poszczeg6lnych tadunkow czynnikowych),
C-D- usrednione widma zidentyfikowane jako widma zebrane z: eu chromatyny (n=16, kolor
niebieski) i heterochromatyny (n = 22, kolor czerwony), E-F- Il pochodne widm (algorytm
wygtadzania: Savitzky - Golay, wielomian II rzedu, 13 pkt.), zidentyfikowanych jako widma
zebrane z: euchromatyny (kolor niebieski) i heterochromatyny (kolor czerwony)............... 201
Rys. 53 Identyfikacja aberracji chromosomowej typu minutki: A- topografia AFM
przedstawiajgca wybrang metafaze, B- zdjecie spod mikroskopu fluorescencyjnego,
przedstawiajace chromosomy wybarwione DAPI oraz C- kariogram wykonany na podstawie
obrazu AFM (A). Na Rys. 53 aberracja chromosomowa typu minutki zostata oznaczona bialg
SEEZATKA. <o e 203
Rys. 54 ldentyfikacja eu- i hetero-chromatyny w aberracji chromosomowej typu minutki:
A- topografia AFM przedstawiajagca aberracje chromosomowg typu minutki, B- sygnat
wygiecia sondy AFM, pokazujacy szczegdtowe zmiany w morfologii, C- rozklad czestosci
sondy AFM podczas pomiaru mapy AFM- IR (rozktad przestrzenny drgania pomig¢dzy tlenami
i fosforem w szkielecie DNA- rozktad pasma 1240 cm™), D- rozklad przestrzenny grup
metylowych (vasym(CHs), 2960 cm™), E- rozklad przestrzenny gryp metylenowych (vsym(CHz),
2850 cm™), F- rozklad przestrzenny drgania pomiedzy tlenami i fosforem w szkielecie DNA
(Vasym(PO2), 1240 cm™), G- mapa stosunku CHs/CH,, H- mapa stosunku CH3/PO>’, I- barwienie
DAPI i mFISH zmierzonej aberracji u minutki. Na Rys. 541, znakiem ,,+” zostal oznaczony
fluorochrom, ktorym zostat wybarwiony badany chromosom, a znakiem ,,-,, fluorochrom,
ktorym nie zostat wybarwiony badany chromoSOm. ...........cvvviiiiiiiiiiiiiiieiiiiiic e 204
Rys. 55 Analiza skladowych gldéwnych (PCA) w zakresie spektralnym 3000- 2800 cm?,
umozliwiajgca identyfikacje eu- i hetero-chromatyny w aberracji chromosomowej typu
minutki: A- wykres rozrzutu 3D uzyskany na podstawie analizy widm, B- fadunki czynnikowe
dla trzech pierwszych sktadowych gtéwnych PC, opisujacych kolejno: 50 %, 17 %, 9 %
zmiennosci w danych (przerywane linie oznaczaja poziom 0 dla poszczegdlnych tadunkow
czynnikowych), C-D- usrednione widma zidentyfikowane jako widma zebrane
z: euchromatyny (n = 25, kolor niebieski) i heterochromatyny (n = 24, kolor czerwony),
E-F- II pochodne widm (algorytm wygtadzania: Savitzky - Golay, wielomian II rz¢du, 13 pkt.),
zidentyfikowanych jako widma zebrane z: euchromatyny (kolor niebieski) i heterochromatyny
(kolor czerwony), G- rozklad przestrzenny widm zidentyfikowanych jako widma zebrane
z euchromatyny (niebieski) 1 heterochromatyny (czerwony) za pomocg analizy PCA w zakresie

spektralnym 3000 cm™ — 2800 cm™ zaznaczony na mapie stosunku CHs/CHa..................... 206
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Rys. 56 Weryfikacja opracowanego modelu, umozliwiajacego identyfikacje eu-
I heterochromatyny w aberracji typu minutki: A- mapa stosunku CH3/CH: z zaznaczong linig
wzdluz ktorej wyekstrahowano profil sygnatlu CHs/CH: na granicy eu- i hetero-chromatyny,
ktory przedstawiono na Rys. 56B. W celu wyznaczenia rozdzielczosci, z jakag mozliwe bylo
zidentyfikowanie rozkladu przestrzennego euchromatyny i1 heterochromatyny wybrano
fragment profilu na granicy tych dwoch rodzajow chromatyny (C) 1 wyznaczono I pochodng
sygnatu (D). Do wyznaczonej I pochodnej sygnatu zostata dopasowana krzywa Gaussa i zostata

wyznaczona warto$¢ szerokos¢ potdwkowa FWHM =289 £ 1,9 NM. .......coooiiiiiiiiineennnee. 208
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|.  WSTEP

Informacja genetyczna zapisana jest w budowie chemicznej nici kwasu deoksyrybonukle-
inowego (DNA). W komorkach eukariotycznych ni¢ DNA jest zorganizowana w wyzej upo-
rzadkowang strukturg, jaka jest chromatyna. Najnizszym poziomem organizacji chromatyny
jest nukleosom, a najwyzszym stopniem sg chromosomy metafazowe. Ze wzgledu na kluczowa
role chromatyny w zapewnieniu zorganizowanego upakowania DNA w jadrze, badanie
jej struktury chemicznej, a zwlaszcza uszkodzen powstajacych pod wplywem np. promienio-
wana jonizujacego ma ogromne znaczenie m.in. dla radioterapii. Nanospektroskopia czgstecz-
kowa pozwala na badanie struktury chemicznej probek i nie wymaga wczesniejszego znako-
wania/wybarwiania chemicznego. Dlatego w prezentowanej rozprawie zastosowano nanospek-
troskopi¢ czasteczkowa do badania struktury chemicznej chromatyny, poddanej dziataniu pro-

mieniowania jonizujgcego.

Zadaniem niniejszej rozprawy jest weryfikacja tezy mowigcej, ze dwa podstawowe typy

chromatyny charakteryzuja sie r6zna wrazliwoscia na promieniowanie jonizujace. Dla-

tego tez glownym celem rozprawy jest analiza struktury chemicznej chromatyny na najnizszym
i na najwyzszym poziomie jej organizacji z wykorzystaniem nanospektroskopii molekularnej.
Chromatyna w postaci nukleosoméw zostala zbadana za pomoca spektroskopii Ramana
wzmocnionej na ostrzu sondy skanujgcej. Z kolei chromosomy zostaty zbadane za pomoca

spektroskopii w zakresie podczerwieni, sprz¢zonej z mikroskopia sit atomowych.

1.  Nowoczesne metody nanospektroskopii molekularnej w badaniach

uszkodzen chromatyny pod wplywem promieniowania jonizujacego.

Do dnia dzisiejszego, wiedza na temat budowy chromatyny i chromosoméw metafazo-
wych jest rozlegta. Wiele uwagi zostatlo roOwniez poswigconej badaniom uszkodzen radiacyj-
nych chromosomoéw metafazowych. Ponadto, duzy wysitek zostal wlozony w analiz¢ wptywu
metylacji, zardwno DNA, jak i histonow na strukture chromatyny. Wciaz jednak, brakuje na-
rzedzi, ktore w sposob jednoznaczny, z nanometryczng zdolnoscig rozdzielcza, umozliwityby
identyfikacj¢ i mapowanie rozktadu dwoch podstawowych typow chromatyny: aktywnej tran-
skrypcyjnie euchromatyny oraz silnie metylowanej i skondensowanej, nieaktywnej heterochro-

matyny. W celu uzupetnienia i wzbogacenia istniejacej wiedzy na temat struktury molekularne;j
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chromatyny, w niniejszej rozprawie, zostata zastosowana nanospektroskopia molekularna. Ba-
dano chromatyne na najnizszym poziomie organizacji- pojedynczych nukleosoméw
oraz na poziomie organizacji chromosomow metafazowych. W prezentowanej rozprawie, zo-
stal podjety rowniez temat powstawania uszkodzen radiacyjnych w chromosomach metafazo-
wych. Wedlug najlepszej wiedzy Autora, nanospektroskopia molekularna po raz pierwszy
na §wiecie zostala zastosowana do badan nukleosoméw oraz chromosomoéw z widocznymi
aberracjami, powstalymi w wyniku oddziatywania z wigzka protonow. W prezentowanych
w rozprawie badaniach wybrano spektroskopie Ramana wzmocniong na ostrzu sondy skanuja-
cej (TERS, ang. Tip - Enhanced Raman Spectroscopy) oraz spektroskopie w zakresie podczer-
wieni, sprzgzong z mikroskopia sit atomowych (AFM — IR, Atomic Force Microscopy Infrared
Spectroscopy) ze wzgledu na ich zalety w badaniach probek biologicznych, takie jak: 1) nie-
niszczace dzialanie na delikatne struktury jak nukleosomy, czy chromosomy metafazowe,
2) brak koniecznosci stosowania dodatkowego znakowania lub skomplikowanej preparatyki
probek, 3) nanometryczng zdolnos¢ rozdzielczg oraz 4) mozliwos¢ otrzymania jednoczesnie
komplementarnej informacji o wielu grupach funkcyjnych znajdujacych si¢ w badanych prob-
kach. W badaniach struktury chemicznej chromatyny na poziomie organizacji pojedynczych
nukleosomow, zostaty do tej pory wykorzystane gtdwnie metody krystalograficzne, mikrosko-
pia elektronowa oraz spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR, ang. Nuclear
Magnetic Resonance). W badaniach chromosomow metafazowych, wykorzystywano z kolei
gldwnie metody biologii molekularnej, jak np. barwienie z uzyciem przeciwciat typu anty-
5mC, metody cytogenetyczne, jak np. barwienie Giemsa lub mFISH (ang. multicolor Fluore-
scence In-Situ Hybridization - fluorescencyjna hybrydyzacja in situ). Gl6wnym ograniczeniem
tych technik eksperymentalnych jest niska rozdzielczos$¢ przestrzenna, koniecznos¢ modyfika-
cji probki i jej znakowania oraz brak mozliwosci uzyskania petnej informacji o strukturze che-
micznej. W badaniach chromosomoéw, stosowano réwniez techniki mikroskopowe, wiaczajac
wysokorozdzielcze metody mikroskopowe jak STORM (ang. Stochastic Optical Reconstruc-
tion Microscopy - mikroskopia stochastycznej rekonstrukcji optycznej), czy BALM (ang. Bin-
ding Activated Localization Microscopy - mikroskopia lokalizacji wigzania). Podobnie jednak
jak metody biologii molekularnej, w technikach mikroskopowych, konieczna jest modyfikacja
probki poprzez przylaczenie fluorochromow. Ponadto, metody te nie dostarczaja informacji
0 strukturze chemicznej, konformacji DNA czy biatek. Jedng z metod, ktéra umozliwia obra-

zowanie chromosoméw z nanometryczng zdolno$cia rozdzielcza bez dodatkowego barwienia
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jest mikroskopia AFM (ang. Atomic Force Microscopy - mikroskopia sil atomowych). Jed-
nakze, metoda ta dostarcza informacji jedynie o morfologii. Nie umozliwia ona wgladu w struk-
ture chemiczng badanych probek.

Prezentowana rozprawa zostala podzielona na trzy gléwne czesci: 1) wstep teoretyczny,
w ktorym omawiane sg podstawy fizyczne i biologiczne badanych zagadnien, 2) opis pomiarow
chromatyny na poziomie pojedynczych nukleosoméw z wykorzystaniem spektroskopii TERS
wraz z prezentacjg wynikow oraz 3) opis pomiar6w chromatyny na poziomie chromosomow
metafazowych z wykorzystaniem spektroskopii AFM — IR rowniez wraz z prezentacja wyni-
kow. W pierwszej czesci ,,Wstepu” zatytutowanej: ,,Hierarchiczne uporzagdkowanie materiatu
genetycznego w komorkach - od DNA do chromosoméw”, zostaly omowione zagadnienia
zwigzane z budowg chromatyny. Opisano dwa gléwne rodzaje chromatyny: euchromatyng
1 heterochromatyng oraz oméwiono morfologi¢ chromosomu metafazowego. W czesci zaatu-
towanej ,,Promieniowanie jonizujace i jego oddzialywanie z materig” zostaty przedstawione
podstawy fizyczne oddziatywania wigzki protondéw z materig oraz powstawanie uszkodzen ra-
diacyjnych chromatyny 1 aberracji chromosomowych. Nastepnie, w czesci ,,Klasyczne metody
spektroskopii molekularne;j” zostaly zaprezentowane podstawy fizyczne spektroskopii w zakre-
sie podczerwieni oraz spektroskopii Ramana. W czesci ,,Metody mikroskopii skaningowej” zo-
staly omowione podstawy fizyczne mikroskopii sit atomowych. Kolejna czes¢ wstepu teore-
tycznego do niniejszej rozprawy pt. ,,Metody nanospektroskopii molekularnej” traktuje o pod-
stawach fizycznych spektroskopii TERS oraz AFM — IR. W ostatniej czeSci wstepu pt. ,,Wie-
lowymiarowe analizy statystyczne” zostaly opisane wykorzystane metody, ktore postuzyty
do opracowania zebranych danych: analiza klastrowa oraz analiza skltadowych gléwnych.
Cze$¢ eksperymentalna rozprawy zostata podzielona na dwie czgsci. Pierwsza cze$¢ zatytuto-
wana ,,Badanie struktury molekularnej chromatyny w nanoskali: badanie struktury odtworzone;j
chromatyny z wykorzystaniem spektroskopii Ramana wzmocnionej na ostrzu sondy skanujace;j
(TERS)” traktuje o badaniach spektroskopowych nukleosoméw chromatyny odtworzone;j
z DNA o r6znym poziomie metylacji i histondw zawierajacych niezmodyfikowany histon H3
oraz zawierajacych histon H3K27me3. Studia te miaty na celu zbadanie wptywu metylacji
DNA i histonu H3 na strukture chemiczng chromatyny na poziomie nukleosomu i identyfikacje
markeréw spektroskopowych z tym zwigzanych. Aby osiagna¢ zamierzony cel, wykorzystano
nanospektroskopi¢ TERS ze wzglgedu na mozliwag do uzyskania nanometryczng zdolno$¢ roz-
dzielcza. Kolejna czg§¢ eksperymentalna pt. ,,Badanie struktury molekularnej chromatyny

w mikroskali: badanie chromosomow z wykorzystaniem nanospektroskopii AFM - IR” traktuje
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o badaniach chromosoméw metafazowych z widocznymi aberracjami typu: chromosom dicen-
tryczny, chromosom pier§cieniowy oraz aberracja typu minutki (ang. double minutes) z wyko-
rzystaniem nanospektroskopii AFM —IR. Celem badan chromosomow byta identyfikacja miej-
sca uszkodzenia w wyniku oddzialywania z wigzka protondéw oraz identyfikacja rodzaju chro-
matyny biorgcej udzial w powstawaniu aberracji chromosomowych. Zidentyfikowane za po-
mocg mikroskopii AFM i spektroskopii AFM — IR miejsca powstania uszkodzen w chromoso-
mach byty takze weryfikowane z wykorzystaniem metody mFISH. Ponadto, w cz¢$ci metodo-
logicznej niniejszej rozprawy, zostaly porownane dwa mody pracy dostepne w badaniach
z wykorzystaniem nanospektroskopii AFM — IR: klasyczny mod kontaktowy oraz wzmocniony
rezonansowo mod kontaktowy. W interpretacji rezultatow otrzymanych z uzyciem nanospek-
troskopii AFM — IR zostaly wykorzystane wyniki, otrzymane, dzigki zastosowaniu metody
TERS, ktore uzupehily i rozszerzylty wiedze¢ dotyczaca wptywu metylacji na strukturg che-
miczng chromatyny 1 zwigzany z nig ksztalt widm oscylacyjnych 1 wystepujace pasma. Obie
czgsci eksperymentalne zostaly podzielone na dwa podrozdziaty: 1) opis eksperymentu

i 2) prezentacja wynikow oraz dyskusja.

2. Hierarchiczne uporzadkowanie materialu genetycznego w komor-

kach- od DNA do chromosomow

2.1. Struktura DNA i struktura chromatyny

DNA (ang. deoxyribonucleic acid), czyli kwas deoksyrybonukleinowy jest w komérkach
nosnikiem informacji genetycznej. W sekwencji DNA jest zapisana informacja dotyczaca ko-
lejnos$ci aminokwasow w biatkach [1]. Jest to dtugi liniowy polimer zbudowany z cukru (deok-
syrybozy), kwasu fosforowego oraz zasad purynowych (adenina- A, guanina- G) i pirymidy-
nowych (cytozyna- C, tymina- T) [2]. Czasteczki deoksyrybozy potaczone z grupami fosfora-
nowymi stanowig rdzen molekuty DNA, petnigc role strukturalng. Z kolei informacja gene-
tyczna jest zachowana w sekwencji zasad lezacych wzdhuz fancucha DNA. Czasteczka DNA
ma forme¢ podwdjnej helisy. Sktada si¢ ona z dwoch komplementarnych nici kwasu nukleino-
wego. Podwdjng helis¢ stabilizuja wigzania wodorowe (4 — 21 kJ-mol-1) i oddziatywania hy-
drofobowe.

Ludzki genom jadrowy zawiera 3,1 miliarda par zasad i koduje ponad 26 tys. genow

[3]. Catkowita liniowa dlugos¢ DNA w komorce eukariotycznej wynosi okoto 2 m [4]. Z tego
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tez wzgledu, problem upakowania takiej ilosci informacji w jadrze komérkowym o rozmiarze
rzedu 6 pm nie jest trywialny [4]. Jest to jednak mozliwe, miedzy innymi dzigki biatkom histo-
nowym, na ktore nawinigta jest ni¢ DNA. Dzigki nawijaniu DNA na biatka histonowe, powstaja
cewki i petle, ktore zapewniaja coraz wyzszy poziom organizacji, zapobiegajac jednoczesnie
niekontrolowanemu splataniu si¢ nici DNA [4]. Niezwykle jest, ze pomimo tak wysokiego
stopnia upakowania DNA w chromatynie, jest ono wcigz fatwo dostgpne dla wielu enzymow
komorkowych, ktore sag odpowiedzialne za replikacje, naprawg oraz transkrypcje [4]. Kompleks
DNA z biatkami histonowymi jest okreslany mianem chromatyny (z jezyka greckiego: chroma-
kolor, ze wzglgdu na wlasnos$ci barwienia) [4].

Podstawowg jednostka organizacyjng chromatyny sa nukleosomy (Rys. 1A) [4]. Struk-
tura nukleosomow zostata odkryta w 1974 r. Sa one zbudowane ze 147 par zasad DNA nawi-
nigtych na oktamer histonowy (Rys. 1A). Oktamer histonowy jest zbudowany z dwoch kopii
czterech histonow: H2A, H2B, H3 oraz H4 i stanowi on rdzen nukleosomowy [4]—[8]. NukKle-
osom twory strukture o ksztalcie dysku o $rednicy rzedu 11 nm i wysokosci rzedu 5,5 nm [8].
Oktamer histonowy tworzy symetryczng strukture w ksztatcie tuku, w ktorej trzy rézne miejsca
wigzgce DNA sg rozmieszczone wzdhiz zewnetrznej zakrzywionej krawedzi [5]. Struktura nu-
kleosomow jest stabilizowana dzigki oddziatywaniom elektrostatycznym miedzy szkieletem
fosforanowym DNA, a dodatnio naladowanymi resztami histonéw [9]. Przyjmuje si¢, ze w po-
jedynczym nukleosomie wystepujg 142 wigzania wodorowe [4]. Rozwazajac strukture DNA
w nukleosomie, obserwuje si¢ pewng statystyczng preferencje oddzialywania DNA z biatkami
oktameru histonowego poprzez mniejszy rowek (ang. minor DNA groove), ktory charaktery-
zuje si¢ sekwencjami DNA bogatymi w zasady A:T [7]. Wynika to z faktu, iz rejony bogate
w takie sekwencje, fatwiej ulegaja kompresji niz rejony zawierajace zasady C:G [4]. Obserwa-
cja ta wskazuje, ze pewne sekwencje DNA beda wplywac na orientacje DNA w nukleosomie
[7]. Do tej pory uwazano, ze oddzialywanie pomiedzy rdzeniowymi histonami a helisg DNA
zachodzi jedynie poprzez mniejszy rowek DNA, dzigki wigzaniom wodorowym pomiedzy ato-
mami glownego lancucha amidowego biatka a atomami tlenu fosforanowego szkieletu DNA
[10]. Jednakze ostatnie badania S. Bilokapic i in. wskazuja, iz mozliwe jest znieksztalcenie
struktury histonow, ktére prowadzi do zmiany orientacji DNA wzgledem histonow i jego trans-
lokacji [9]. Co wigcej, S. Bilokapic i in. na podstawie istniejacej literatury, sugeruje, ze w roz-
tworze nukleosomy moga wystepowacé w roznych strukturach, z ktérych nieliczne zostaly zba-

dane za pomocg badan krystalograficznych [9], [11]-[13].
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Nawini¢cie na oktamer histonowy powoduje 7- krotne liniowe upakowanie DNA [2],
[5]. Porownujac ta warto$é z wartosciag 10%, ktora mowi o krotnosci upakowania DNA w chro-
mosomach metafazowych (Rys. 1A), ktére sg najwyzszym poziomem upakowania chroma-
tyny, wida¢, ze formowanie si¢ nukleosomow to zaledwie pierwszy krok. Nukleosomy nawi-
ni¢te na ni¢ DNA, tworzg struktur¢ koralikdw nanizanych na sznurek (ang. beads-on-a-string)
[2]. Pomiedzy kolejnymi nukleosomami wystgpuje tzw. DNA facznikowe (ang. linker DNA)
[2], [4]. Dlugos$¢ tacznikowego DNA waha si¢ kilku do 80 par zasad [4]. Mozna oszacowac,
ze w jednej diploidalnej komorce czlowieka wystepuje 30 milionow nukleosomow [4]. Kolej-
nym krokiem kondensacji DNA jest formowane si¢ struktur o wyzszym stopniu upakowania,
stabilizowanych przez histon H1. Na tym etapie, DNA jest upakowane o czynnik 30 — 40 [7].
Nastepnie, fancuch DNA tworzy kolejng helis¢ o $rednicy okoto 36 nm 1 skoku helisy rownym
11 nm, nazywang solenoidem lub 30 - nm widknem (ang. 30-nm fiber). Zwijanie wiokiem so-
lenoidu prowadzi do jeszcze wigkszej kondensacji DNA [2], [8]. Obecnie, nie jest znany do-
ktadny model zwijania si¢ DNA w solenoid. Przyjmuje si¢, ze odpowiada za to tzw. zigzag

model [4]. Wcigz prowadzone sg badania, majgce na celu wyjasnienie tego procesu.

oktamer
histonowy

— ramie p

~=&- centromer

— ramie q

chromosom
metafazowy

nukleosom

D--n

D
ol |

Rys. 1 Upakowanie DNA w strukture chromatyny i chromosom metafazowy (A) oraz

aberracje chromosomowe: B- chromosom dicentryczny, C- chromosom pier§cieniowy oraz

D- aberracja typu minutki.
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2.2. Struktura chromosomow

Chromosomy sg zbudowane z DNA oraz biatek (Rys. 1A). Oprdcz biatek histonowych:
H2A, H2B, H3, H4, ktore wchodza w sklad nukleosomow, sg one rowniez zbudowane z histonu
HI, biatek niehistonowych oraz RNA (ang. ribonucleic acid) [14]-[17]. Chromosomy moga
by¢ obserwowane tylko w jednym stadium komérkowym, stadium mitozy [18]. W cyklu ko-
morkowym, ni¢ chromatyny ulega kondensacji i dekondensacji. Mitoza, w trakcie ktorej do-
chodzi do podziatu jadra komérkowego, jest podzielona na cztery fazy: 1) profaza, 2) metafaza,
3) anafaza, 4) telofaza. Interfaza jest to z kolei okres pomiedzy kolejnymi mitozami [19]. Inter-
faze rowniez mozna podzieli¢ na trzy fazy: Gi, S oraz G2. W fazie S (ang. synthetic), materiat
genetyczny ulega podwojeniu (replikacji). W fazie G1 (ang. pre-synthetic gap), komoérka przy-
gotowuje sie do replikacji, a w fazie G2 (ang. post-synthetic gap) do podziatu. Komorki, ktore
pozostaja w uspieniu, pozostajg w fazie Go, jak na przyklad limfocyty [19]. W fazie mitozy
w stadium metafazy, chromatyna jest najbardziej skondensowana ze wzgledu na nast¢pujacy
po niej podziat materiatu genetycznego i cytoplazmy. Wiasnie w stadium metafazy, materiat
genetyczny jest obserwowany w postaci chromosomoéw metafazowych.

Chromosomy metafazowe posiadajg charakterystyczng budowe (Rys. 1A). W ich mor-
fologii mozna wyr6zni¢ nastepujace elementy: 1) ramie krotkie (p) oraz rami¢ diugie (q),
2) przewezenie pierwotne, przez ktére rami¢ krotkie taczy sie z dlugim, tak zwany centromer,
3) telomery, 4) przewezenia wtorne, tzw. organizatory jaderka (NOR, ang. nucleolus organizer
region) [18]. Pozycja centromeru jest stata dla danego chromosomu. Z tego wzgledu chromo-
somy mozna podzieli¢ na nastepujace grupy: 1) chromosomy metacentryczne, dla ktérych dtu-
gos$¢ ramion p i q jest taka sama, 2) chromosomy submetacentryczne, dla ktorych ramie p jest
nieco krotsze od ramienia g oraz 3) chromosomy akrocentryczne, ktore posiadajg bardzo krot-
kie ramig p [18].

Poszczegdlne elementy morfologii chromosomow petnig inne funkcje. Rolg centromeru
jest zapewnienie wlasciwej segregacji chromosomow podczas podziatu mitotycznego [18]. Te-
lomery z kolei zabezpieczaja chromosomy przed skracaniem. W ich rejonie, znajduja si¢ ob-
szary subtelomerowe, gdzie wyst¢puje znaczna liczba gendw. Warto tez wspomnieé, ze enzym
telomeraza, ktory odpowiada za syntez¢ sekwencji telomerdéw, ulega dezaktywacji w dojrza-
tych komérkach. Ponadto, przy kazdym podziale komorkowym, dtugos¢ telomeréw skraca sie
o okoto 50 par zasad. Stad uwaza sig¢, ze proces skracania telomerow ma zwigzek ze starzeniem
si¢ organizmu [18]. Na ramieniu krétkich chromosoméw akrocentrycznych (p), wystgpuja

przewezenia wtorne. Przewezenia te (NOR), sa okre$lane mianem organizatoréw jaderka, ktore
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kodujag RNA rybosoméw (rDNA, ang. ribosomal DNA). rDNA moze wystgpowaé w roéznej
ilosci kopii, stad tez dlugo$¢ przewezenia moze by¢ rdzna u roznych oséb. Pod koniec podziatu
mitotycznego, wokot NOR, ktore sg aktywne transkrypcyjnie, powstaja jaderka, ktore poprzez
faczenie si¢, tworza wicksze jaderko. Po zakonczeniu podziatu, aktywne NOR, znajduja
si¢ w obrgbie nowo powstalego jaderka [18]. Fragmenty materiatu genetycznego, znajdujace
si¢ za przewezeniem wtornym to tzw. satelity (inaczej trabanty) [18]. Obszar chromosomow,
w ktorym wystepuja NOR oraz satelity jest wysoce polimorficzny [18].

W prawidlowych komorkach somatycznych czlowieka jest 46 chromosomow. Zestaw
chromosomow, charakterystyczny dla kazdego gatunku to kariotyp. Z kolei, kariotyp przedsta-
wiony w postaci graficznej, to kariogram [18]. W prawidlowym organizmie, kazda komorka
posiada taki sam zestaw chromosoméw, z wyjatkiem wysoce wyspecjalizowanych komorek.
Sposréd nich w komdérkach somatycznych cztowieka, wystepuja 23 pary chromosomoéw homo-
logicznych, z czego 22 pary stanowig chromosomy somatyczne (autosomalne, od 1 do 22),
a jedng parg stanowig chromosomy piciowe (XX lub XY). Kazda diploidalna komoérka czto-
wieka zawiera jeden chromosom z pary odziedziczony od ojca, a jeden od matki. Z kolei
w komorkach plciowych, ktore sg haploidalne, wystepuje tylko jeden komplet 23 chromoso-
moéw. Poszczegolne chromosomy mozna rozrézni¢ na podstawie wielkosci, potozenia centro-
meru, stosunku dlugo$ci ramion p do q oraz charakterystycznego wzoru prazkowego (przy wy-
konaniu odpowiedniego barwienia) [18], [20], [21]. Ze wzgledu na morfologi¢, wyrdznia
si¢ siedem grup chromosomow (od A do G) [18], [20], [22]. W celu opisu chromosomoéw oraz
wystepujacych nieprawidlowosci w ich budowie, tak zwanych. aberracji wprowadzono mie-

dzynarodowa nomenklature: system ISCN 2005 [18].

2.3. Euchromatyna a heterochromatyna

Ze wzgledu na budowe chemiczng oraz petniong funkcje biologiczna, mozna wyr6dznié
dwa rodzaje chromatyny: 1) euchromatyng¢ oraz 2) heterochromatyne. Euchromatyna jest ak-
tywna transkrypcyjnie. Z kolei heterochromatyna to cze$¢ chromatyny nie aktywna transkryp-
cyjnie [18]. Oznacza to, ze ta cz¢$¢ chromatyny nie ulega transkrypcji, czyli ,,przepisaniu”
na RNA i translacji, czyli ,,przettumaczeniu” kodu DNA na sekwencje aminokwasowa [18].

Heterochromatyna zostata zidentyfikowana przez Heitza w 1928 r. na podstawie podsta-
wowych r6zni¢ w kondensacji w interfazie [23]. Fragmenty DNA budujace heterochromatyng
zawierajg wiele sekwencji powtarzajacych si¢. Pod wzgledem budowy, heterochromatyna po-

zostaje skondensowana [23]. Rowniez jej replikacja zachodzi pézno. Do dnia dzisiejszego,
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funkcja heterochromatyny nie jest w pelni poznana. Obecnie, przyjmuje si¢, ze wplywa
ona na zachowanie stabilno$ci budowy chromosoméw oraz regulacje ekspresji genow [18].
Dhugo sadzono, ze formowanie si¢ heterochromatyny wiaze si¢ tylko w wyciszaniem genow.
Dzi$ jednak wiadomo, ze bierze ona takze udziat w aktywacji genow [23]. Z chemicznego
punktu widzenia, formowanie si¢ heterochromatyny jest zwigzane zarowno z metylacjag DNA,
jak 1 metylacja histonow [23]-[25]. Metylacja petni kluczowg role w epigenetycznej kontroli
ekspresji genéw. Bierze ona rowniez udziat w wielu procesach chorobowych [26]-[28]. Obec-
nie, wyroznia si¢ cztery grupy genow, w kontroli ktorych kluczowg role petni metylacja DNA:
1) geny odpowiedzialne za utrzymanie prawidlowego stanu komoérki (ang. housekeeping ge-
nes), 2) geny specyficzne dla tkanek, 3) geny zalezne od chromosomu X oraz 4) geny zwigzane
z imprintingiem, czyli rodzicielskim pietnem genomowym [29]. W przypadku metylacji DNA
u ssakow, metylowana jest cytozyna, poprzez kowalencyjne polaczenie grupy CHs, co daje
5-metylocytozyne (5mC) [25], [30]. Na formowanie si¢ euchromatyny i heterochromatyny
ogromny wplyw ma metylacja reszt lizyny w histonie H3. Obecnie wiadomo takze, ze rozkiad
markerow epigenetycznych nie jest przypadkowy [5]. Niektore modyfikacje reszt lizyny w hi-
stonie H3 sg charakterystyczne dla euchromatyny: H3K4me3, H3K36me3 i H3K79me3 [25].
Inne modyfikacje z kolei sg charakterystyczne gltdéwnie dla heterochromatyny: H3K9me3,
H3K27me3 i H4K20me3 [25].

Mozna wyr6zni¢ dwa rodzaje heterochromatyny: 1) konstytutywna, ktora wystepuje
we wszystkich komoérkach oraz 2) fakultatywna, ktora jest skondensowana warunkowo [18],
[23]. Heterochromatyna konstytutywna wystepuje gldwnie w obregbie centromerow, satelit
i krotkich ramion (p) chromosoméw akrocentrycznych oraz na chromosomie Y (ramie q) [18].
Z kolei heterochromatyna fakultatywna, to chromatyna, ktora zostata odwracalnie zdezaktywo-
wana. W komorkach czlowieka przyktadem na tego typu inaktywacje jest dezaktywacja jed-
nego z chromosoméw X w organizmie kobiety [18]. Inaktywacja jednego z chromosoméw
X w organizmie kobiety zachodzi w kazdej diploidalnej komoérce losowo we wezesnym sta-
dium rozwoju embrionalnego [18]. Nieaktywny chromosom X w komorce moze zosta¢ wybar-
wiony jako tzw. ciatko Barra [18].

Euchromatyna, to chromatyna, ktéra jest aktywna transkrypcyjnie. Zawiera ona zatem
znaczacy liczbg gendéw. W interfazie w cyklu komoérkowym, ulega ona dekondensacji,
aby umozliwi¢ dostgp enzymom transkrypcyjnym [18]. Heterochromatyna i nieaktywne frag-

menty chromatyny nawet w interfazie moga pozosta¢ skondensowane.
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3. Promieniowanie jonizujgce i jego oddzialywanie z materia

3.1. Promieniowanie jonizujace

Terminem ,,promieniowanie jonizujace” okresla si¢, promieniowanie, ktére moze zjoni-
zowac atom lub molekute (czyli moze spowodowaé wybicie elektronéw z powlok atomowych)
znajdujace si¢ w medium przez ktore promieniowanie to przechodzi [31]. Promieniowanie jo-
nizujace moze byc¢ falg elektromagnetyczng o odpowiedniej energii, lub moze tez mie¢ nature
czasteczkowg [31]. Mozna do niego zaliczy¢ m. in. protony, czastki a (jadra 3He), ciezkie wo-
doropodobne jony, elektrony (czastki B) oraz promieniowanie X, czy v. Istniejg dwa glowne
naturalne zrodta promieniowania jonizujacego: 1) wysoko- energetyczne czgstki promieniowa-
nia kosmicznego oddziatujace z atmosferg Ziemi oraz 2) radioaktywne nuklidy obecne w sko-
rupie ziemskiej [32]. Moze by¢ ono réwniez uwolnione w wyniku rozpadow promieniotwor-
czych niestabilnych jader, w wyniku reakcji jadrowych, a takze moze by¢ produkowane w cy-
klotronach lub na przyktad za pomoca lamp promieniowania X [31]. Zrédlo promieniowania
moze zosta¢ opisane poprzez miar¢ jego aktywnosci, czyli ilos¢ rozpadéw promieniotworczych
w ciggu 1 s [31]. Jednostka SI (fr. Systeme International d'unités, Migdzynarodowy Uktad Jed-
nostek Miar) aktywnosci jest 1 Bekerel (Bg, 1 Bq = 1/s).

3.2. Oddzialywanie promieniowania jonizujacego z materig

Gdy promieniowanie jonizujgce przechodzi przez materi¢, dochodzi do jonizacji atomow,
z ktérymi promieniowanie oddzialuje. W miejscu przejScia promieniowania, pozostajg wow-
czas pozytywnie natadowane jony. Rozktad pierwotnych zdarzen, jonizacji oraz wzbudzen
wzdluz pierwotnego toru promieniowania jonizujacego, zalezy od rodzaju promieniowania
[22]. Prawdopodobienstwo zaj$cia wspomnianych procesow jest okreslone przez prawa me-
chaniki kwantowej [33]. Jest ono okreslone przez przekr6j czynny. Uwzgledniajac rodzaj pro-
mieniowania przechodzacego przez materi¢, w zaleznos$ci, czy beda to natadowane czastki,
czy tez fotony, beda zachodzi¢ inne procesy fizyczne. Zostang one oméwione ponize;.

W ogo6lnosci, jesli rozwaza si¢ przechodzenie naladowanych czastek przez materig,
mozna wyrozni¢ gtdéwnie dwa zjawiska: 1) utrat¢ energii przez czastki oraz 2) zmiang kierunku
lotu czastek [33]. Efekty te zachodzg gtownie dzigki 1) nieelastycznym zderzeniom czastek

z elektronami o$rodka oraz 2) elastycznym zderzeniom czastek z jadrami o$rodka. Tego typu
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reakcje zachodza wiele razy na jednostkowej dlugosci toru lotu czastek [33]. Ostatecznie, ob-
serwowany jest efekt kumulowania si¢ tych pojedynczych zdarzen. Ponadto, moga zachodzi¢
roOwniez inne procesy, jak: 3) emisja promieniowania Czerenkowa, 4) reakcje jadrowe oraz
5) powstawanie promieniowania hamowania. Zjawiska te wystepuja jednak rzadziej niz utrata
energii przez czastki oraz zmiana kierunku lotu [33].

W ogdlnosci, natadowane czastki mozna podzieli¢ na dwie grupy: 1) elektrony i pozytony
oraz 2) ciezkie jony (ci¢zsze od elektronow, takie jak miony, piony, czastki o, protony, lekkie
jadra). Z ostatniej grupy nalezy jednak wykluczy¢ cigzkie jadra ze wzgledu na wystgpowanie
dodatkowych efektow fizycznych [33].

Sposréd dwoch wymienionych procesow, wystepujacych najczesciej (nieelastyczne 1 ela-
styczne rozpraszanie), rozpraszanie nieelastyczne jest odpowiedzialne gtdéwnie za straty energii
i zmiany pedu przez natadowane czastki przy przechodzeniu przez materi¢ [33]. Podczas tego
zjawiska, tracona energia jest przekazywana elektronom. Mozna zatem wyr6zni¢ dwa rodzaje
oddziatywan: 1) twarde zderzenia (ang. hard collisions), dla ktorych przekazana energia jest
wystarczajgca, aby zjonizowa¢ atom lub czgsteczke oraz 2) migkkie zderzenia (ang. soft colli-
sions), dla ktorych wystepuja jedynie wzbudzenia atomow lub czagsteczek [33]. Rozpraszanie
elastyczne na jadrach zachodzi rzadziej z powodu duzej masy jadra w poréwnaniu z masg
czastki padajacej [33]. Zjawisko to ma duze znaczenie, zwlaszcza w przypadku, gdy masa
czastki padajacej jest porownywalna z masg jader atomowych w materii przez ktérg promie-
niowanie to przechodzi [33]. Jednak nawet w takiej sytuacji, wigksza cze$¢ energii jest tracona
na nieelastyczne rozpraszanie na elektronach osrodka [33].

Rozpraszanie nieelastyczne jest procesem statystycznym. W makroskopowej objetosci
osrodka, takich zdarzen jest wiele, stad fluktuacje strat energii sg raczej male. Z tego
tez wzgledu, uzasadnione jest operowanie pojeciem Srednich strat energii na jednostkowg dhu-
gos¢, dE/dx [33]. Parametr dE/dX jest inaczej nazywany mocg zatrzymywania. PO raz pierwszy,
parametr ten zostal w sposob teoretyczny wyznaczony przez Bohra na podstawie praw mecha-
niki klasycznej. Dopiero Bethe i Bloch wzi¢li pod uwagg rowniez efekty kwantowo — mecha-
niczne (1) [33]. Oprocz uwzglednionych juz efektow rozpraszania nieelastycznego i efektow
kwantowo - mechanicznych, we wzorze (1) mozna dodatkowo uwzglgdni¢ korekcje gestosci
lub korekcje ze wzgledu na powloki, ktore sg istotne, odpowiednio w przypadku wysokich

lub niskich energii promieniowania [33]:
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gdzie:
N, — liczba Avigadro %— liczba :Z:Zo:aa absorbujaego materiatu

1, — klasyczny promien elektronu 2 — tadunek czastek padajacych

me — masa elektronu I — $redni potencjat whudzenia

p — gestosct absorbujacego Woax — maksymalny transfer energii

materiatu podczas jednego zderzenia
v
B = c p — gestos¢ materiatu absorbujacego
1

N

Dla nierelatywistycznych predkosci, zaleznos¢ dE/dx od energii kinetycznej padajacych
czastek jest zdominowana przez czynnik 1/5? i maleje z rosnaca predkoscia az do wartosci
okoto 0.96¢, gdzie zalezno$¢ ta osigga minimum. Warto zauwazy¢, ze wartos¢ mocCy zatrzymy-
wania w potozeniu minimum jest praktycznie taka sama dla r6znych rodzajow czastek posia-
dajacych ten sam tadunek [33]. Dla energii wyzszych niz polozenie minimum, czynnik 1/p? jest
praktycznie staly, a zalezno$¢ dE/dX rosnie w sposob logarytmiczny. Wzrost ten jest jednak
ograniczony przez wprowadzong korekcje ze wzgledu na gestos¢ [33]. Dla bardzo niskich ener-
gii, formuta Bethego — Blocha (1) zatamuje si¢. Zalezno$¢ dE/dx od glebokosci penetracji po-
kazuje z kolei, ze w przypadku ci¢zszych czastek, obserwuje si¢ gwattowny wzrost zdepono-
wanej energii na jednostke dlugosci w poblizu konca toru lotu czgstek. W tym rejonie obser-
wuje si¢ tzw. pik Bragga. Pik ten jest charakterystyczny dla czastek naladowanych przechodza-
cych przez materi¢ dla zalezno$ci dE/dx od glebokos$ci penetracji [33].

Formuta Bethego — Blocha sprawdza si¢ dobrze w przypadku czastek elementarnych,
do czastek a dla predkosci od 0,15 az do predkosci relatywistycznych. Zgodno$¢ teorii z eks-
perymentem na poziomie kilku procent moze zosta¢ zachowana réwniez dla czastek o wyz-
szych warto$ciach Z, jesli uwzgledni si¢ poprawke ze wzgledu na tadunek [33]. Formuta (1)
zatamuje si¢ dla predkosci < 0,055.

Uzytecznym parametrem umozliwiajacym opisanie depozycji energii przez rozne rodzaje
promieniowania jest liniowy transfer energii (LET, ang. Linear Energy Transfer) [22]. Para-
metr ten opisuje straty energii podczas przechodzenia wigzki przez dany osrodek [34].
Ze wzgledu na warto$¢ wspotczynnika LET, mozna wyr6zni¢ dwa typy promieniowania:

1) promieniowanie o niskim LET, jak promieniowanie X, promieniowanie y i wigzka protonow
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oraz 2) promieniowanie o wysokim LET, jak wigzka neutronéw, czy ciezkich jondw, na przy-
ktad jonéw wegla [34]. Obecnie wiadomo rowniez, ze warto$¢ wspotczynnika LET zalezy
od glgbokosci penetracji przez promieniowanie. Jesli wezmie si¢ pod uwage wigzke protonow
o energii 200 MeV/nukleon, warto$¢ liniowego transferu energii w wodzie maleje od wartosci
4.8 keV/um na glebokosci 1 mm do 0.5 keV/um na glebokosci 262 mm [35].

Dawka pochlonigta (D), okresla §rednig energi¢ przekazang przez promieniowanie joni-
zujace do materii na jednostke masy w elemencie objetosciowym. Jest ona zdefiniowana przez
Podstawowe Standardy Bezpieczenstwa (BSS, ang. Basic Safety Standards) zgodnie z rowna-
niem (2). W uktadzie SI jednostka zaabsorbowanej dawki jest 1 Grey (Gy): 1 Gy = 1 J/kg [22].

de 2
p-te @)
gdzie:

de- Srednia energia przekazywana przez promieniowanie jonizujace do materii w ele-
mencie objgtosciowym

dm- masa materii w elemencie objetos§ciowym

Do okre$lenia skutkéw biologicznych oddziatywania r6znego typu promieniowania joni-
Zujgcego na organizm, stosuje si¢ wspolczynnik wzglednej skutecznosci biologicznej (RBE,
ang. Relative Biologic Effectivity), ktory jest dany wzorem (3) [34], [36], [37]. Wspdtczynnik
RBE okresla, jaka dawka promieniowania danego typu jest potrzebna do wywotania takiego
samego efektu biologicznego jak dawka referencyjnego wysokoenergetycznego promieniowa-
nia X:

Dx

RBE = , (3)

prom

gdzie:
Dyprom- dawka badanego promieniowania wywotujgca dany efekt biologiczny
Dyx- dawka wysokoenergetycznego promieniowania X wywotujaca ten sam efekt bio-

logiczny

Warto$¢ wspotczynnika RBE dla wigzki protonowej wynosi 1,1. Oznacza to, ze skutki
biologiczne po zastosowaniu wysokoenergetycznego promieniowania X i wiazki protondw

beda podobne. Warto$¢ wspdiczynnika RBE zalezy jednak od wielu parametrow,
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jak np. 1) parametry fizyczne promieniowania: typ i energia wigzki oraz 2) parametry biolo-
giczne: typ komorek, frakcjonowanie dawki, czy utlenowanie tkanki [34]. Ponadto, rozktad
uszkodzen w komorkach jest inny dla rdznego typu promieniowania. Dla wigzki fotonow,
uszkodzenia te sg fatwe do naprawienia, poniewaz roztozone sa rownomiernie. Z kolei na dro-
dze wiazki protonow powstaja klastry uszkodzen. Bywaja one czg¢sto niemozliwe do naprawy
ze wzgledu na gesto$¢ ich wystepowania, co prowadzi do Smierci komorek [34]. Z tego
tez wzgledu, przewidywanie skutkow biologicznych jedynie na podstawie wartosci wspotczyn-
nika RBE nie jest wystarczajace. Ponadto, w przypadku radioterapii, czyli metody umozliwia-
jacej leczenie nowotwordéw z wykorzystaniem promieniowania jonizujacego, ogromne znacze-
nie ma kontrolowanie dawki zdeponowanej. Ze wzglgedu na wystepowanie piku Bragga w przy-
padku wigzki natladowanych czastek, kontrola zdeponowanej dawki jest tatwiejsza niz dla pro-
mieniowania X. Pik Bragga jest to strome maksimum, charakteryzujace depozycje energii pro-
mieniowania jonizujacego na konicu toru lotu czastek. Pomimo zblizonej wartosci LET promie-
niowania X 1 wigzki protondéw, to wlasnie wigzka protonow jest wykorzystywana w radioterapii
nowotworow potozonych w bliskim sgsiedztwie krytycznych organdw, takich jak nowotwory
kregoshupa, prostaty, nowotwory galki ocznej, zatok przynosowych, nosa, nosogardta, opon

mozgowych, podstawy czaszki, czy nowotwordéw pediatrycznych [36], [38].

3.3. Uszkodzenia radiacyjne DNA i bialek

W wyniku oddziatywania DNA z r6znego typu fizycznymi lub chemicznymi mutage-
nami, powstajg uszkodzenia pierwotne (ang. primary lessions). W wyniku oddziatywania pro-
mieniowania jonizujagcego z DNA mozna wyr6zni¢ 1) pojedyncze (SSBs, ang. single strand
breaks) i 2) podwdjne przerwania nici DNA (DSBs, ang. double strand breaks), 3) uszkodzenia
zasad DNA oraz powstawanie wigzan chemicznych pomiedzy DNA i biatkami lub fragmentami
DNA (ang. cross-links) [22]. Uszkodzenia zarowno bialek, jak i DNA moga by¢ spowodowane
bezposrednio przez promieniowanie lub posrednio poprzez wolne rodniki powstale w wyniku
jonizacji lub radiolizy wody [39], ktora naturalnie wystgpuje w organizmach zywych. W ko-
morkach, uszkodzenia DNA moga zosta¢ naprawione, w wyniku czego nie powstang aberracje

chromosomowe, czyli nieprawidlowos$ci w ich ilo$ci lub budowie.
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3.4. Powstawanie aberracji chromosomowych

Organizm, posiadajacy prawidlowy komplet chromosoméw jest okreslany jako euploi-
dalny. Nieprawidlowosci w liczbie lub morfologii chromosomow okresla si¢ mianem aberracji.
Aberracje chromosomowe ze wzgledu na liczbe chromosomow dzieli si¢ na aneuploidalne oraz
na poliploidalne. Aberracje aneuploidalne zwigzane sg z nieprawidlowa liczbg jednego
lub kilku chromosomoéw. Aberracje poliploidalne réwniez zwigzane sg z zaburzeniami w licz-
bie chromosomow, jednakze w przypadku, gdy nieprawidtowa liczba dotyczy calego pojedyn-
czego zestawu chromosomow [18]. Aberracje strukturalne zwigzane sg z nieprawidlowa mor-
fologig chromosomow. Powstajg one w wyniku peknieé i przeniesienia fragmentéw chromoso-
moOw oraz potaczenia ich w nowe konfiguracje [18]. W wyniku powstania tego typu aberracji,
moze dojs¢ do znacznej utraty czgsci materialu genetycznego podczas podzialu komorkowego
ze wzgledu na duza niestabilno$¢ powstatych chromosoméw z aberracjami. Moze to mie¢ bar-
dzo powazne konsekwencje kliniczne, jak na przykiad inicjalizacja procesu onkogenezy. Tego
typu aberracje powstaja w wyniku pekania prawidlowych chromosoméw. Wowczas,
na ich koncach powstaja tzw. lepkie konce (ang. sticky ends), ktore moga laczy¢ si¢ z innymi
komplementarnymi fragmentami DNA. W przypadku prawidlowych chromosomow jest to nie-
mozliwe, gdyz ich konce sg zabezpieczone poprzez telomery. Sposrdd aberracji strukturalnych
mozna wyr6ézni¢ nastgpujace typy: 1) translokacje, 2) delecje, 3) powstawanie chromosomow
pierscieniowych, 4) duplikacje, 5) inwersje, 6) powstawanie izochromosomow [18]. Gdy do-
chodzi do duplikacji lub utraty cz¢$ci materiatu genetycznego, aberracje takie nazywa si¢ nie-
zrownowazonymi. Z kolei, jesli ilos¢ materialu genetycznego jest zachowana, takie aberracje
nazywa si¢ zroOwnowazonymi [18]. W prezentowanej rozprawie zostang zbadane trzy typy aber-
racji chromosomowych: 1) powstawanie chromosomu dicentrycznego, 2) powstawanie chro-
mosomu pierscieniowego oraz 3) delecja terminalna (dystalna) typu minutki. Zostang
one szczegdlowo omowione ponizej. Pierwsze dwie aberracje (chromosom dicentryczny i chro-
mosom pierscieniowy) zostaly wybrane do badan ze wzgledu na fakt, iz sa one wykorzysty-
wane w dozymetrii biologicznej. Z kolei aberracja typu minutki zostala wybrana do badan
w celu sprawdzenia, czy metoda AFM — IR umozliwia $ledzenie rozktadu eu- i hetero-chroma-
tyny w chromosomie o grubosci rzedu 40 nm, co jest na granicy detekcji wybranej metody
nanospektroskopowe;.

Chromosom dicentryczny (ang. dicentric chromosome) charakteryzuje si¢ wystepowa-
niem dwoch centromerow (Rys. 1B). Powstaje on, gdy dochodzi do jednoczesnego pgknigcia

chromatyny w dwoch réznych chromosomach. Woéwczas chromosom dicentryczny powstaje
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z polaczenia dwdch centrycznych fragmentéw chromosoméw, w ktorych wystapito peknigcie.
Dodatkowo, powstaje fragment acentryczny z dwoch acentrycznych fragmentéw uszkodzo-
nych chromosomow [22]. W dozymetrii biologicznej, chromosomy dicentryczne sg glownym
typem aberracji wykorzystywanych w analizie [22].

Chromosom pier$cieniowy (ang. ring chromosome) powstaje najcze¢sciej, gdy dochodzi
do utraty dwoch telomerow (Rys. 1C). W takich przypadkach, wraz z chromosomem pierscie-
niowym powstaje dodatkowy fragment acentryczny [18], [22]. Powstawanie tego typu aberracji
jest szczegdInym przyktadem delecji dystalnej. Do powstania chromosomu pierscieniowego
dochodzi, gdy nastapi jednoczesne pekniecie chromosomu na ramieniu krotkim (p) 1 dlugim
(q). W wyniku pekniecia dochodzi do utraty obu fragmentow acentrycznych, a pozostate lepkie
konce chromosomu f3czg si¢, tworzac pierscien [18]. Powstawanie chromosoméw pierscienio-
wych jest rzadsze niz powstawanie dicentrykow [22].

Przyktadem delec;ji jest powstanie chromosomu typu minutki (ang. double minutes, Rys.
1D). Minutki sa niewielkimi acentrycznymi fragmentami chromosoméw, powstatymi w wy-
niku peknigcia albo w obrebie telomerow (aberracja dystalna), albo w obrgbie ramion chromo-
somu (aberracja Srodmigzszowa).

Opisane powyzej aberracje chromosomowe: 1) chromosom dicentryczny, 2) chromosom
pierscieniowy oraz 3) fragment acentryczny typu minutki naleza do aberracji niestabilnych
[22]. W przypadku aberracji niestabilnych, materiat genetyczny nie jest dzielony rOwnomiernie
pomiedzy komorki potomne, w wyniku czego uszkodzone komorki bedg eliminowane podczas
dalszych podziatow komdrkowych. Przeciwienstwem sg stabilne aberracje chromosomowe,
typu inwersje lub translokacje, ktore moga zosta¢ odziedziczone przez komoérki potomne i po-
zosta¢ w populacji.

Aberracje chromosomowe ze wzgledu na liczbe chromosomow moge powsta¢ zarowno
w trakcie podziatu mitotycznego lub mejotycznego (czyli procesu podziatu redukcyjnego jadra
komoérkowego). Nieprawidlowosci, ktore pojawity si¢ w trakcie mejozy, ujawniajg swo je skutki
w catym organizmie potomnym. Z kolei te, ktore powstaly w trakcie mitozy, ograniczaja si¢
tylko do komorek potomnych [18]. Aberracje strukturalne moga by¢ z kolei spowodowane bie-
dami w trakcie mejozy, wskutek nieprawidtowej wymiany segmentow migdzy chromosomami
homologicznymi lub niewtasciwymi chromosomami podczas procesu zwanego Crossing - over.
Inng przyczyna powstawania aberracji strukturalnych moze by¢ oddziatywanie chromatyny
Z czynnikami uszkadzajacymi, takimi jak promieniowanie jonizujace [18].

Powstawanie uszkodzen chromosoméw w wyniku oddziatywania z promieniowaniem jo-

nizujagcym zostalo zaobserwowane po raz pierwszy przez Miillera w 1927 r. na przykladzie
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chromosomow muszki owocowej Drosophila Melanogaster. Nastepnie w 1929 r. uszkodzenia
chromosomoéw w wyniku oddziatywania z promieniowaniem X zostaly potwierdzone przez Pa-
intera i Miillera [22]. W pdzniejszych latach, Sax zaproponowat hipoteze ,,p¢kniecie najpierw”
(ang. ,,breakage first”) [22]. Postulowal on, Zze uszkodzone rejony chromosoméw wchodza
ze soba w kontakt w chwili, gdy chromosomy ulegng catkowitym peknigciom. Wowczas uszko-
dzone fragmenty przesuwaja si¢ i tacza, tworzac chromosomy z widocznymi aberracjami. Al-
ternatywne wytlumaczenie zaproponowat Revell, ktory sugerowat, ze punkty uszkodzen stano-
wig niestabilne fragmenty chromosomow, ktore mogg wzajemnie oddziatywacé [22]. Nie sg one
jednak calkowitymi przerwaniami fragmentow chromosomoéw. W pdzniejszych latach,
Chadwick i Leenhouts zaproponowali mozliwo$¢ oddzialywania powstalego uszkodzenia
w sensie Revella z nieuszkodzonym chromosomem, co miato prowadzi¢ do powstania chromo-
somu z aberracjami [22].

Limfocyty we krwi obwodowej, pozostaja normalnie w fazie Go cyklu komorkowego.
Aberracje powstale w wyniku oddziatywania z promieniowaniem jonizujacym naleza do typu
aberracji chromosomowych, czyli takich, ktore angazujg obie chromatydy (ramiona chromoso-
mow) [22]. Promieniowanie jonizujace jest typem mutagenu, ktorego dziatanie nie zalezy
od wystepowania komorek w fazie S w cyklu komérkowym. Jednakze, aberracje chromoso-
mowe i chromatydowe wystepuja w wyniku oddziatywania promieniowania jonizujacego z ko-
morkami w fazie Go/G1 oraz G,/S [22]. W przeciwienstwie do promieniowania jonizujacego,
promieniowanie UV oraz substancje chemiczne powoduja powstawanie aberracji chromatyno-
wych [22].

Badanie aberracji chromosomowych w limfocytach jest obecnie uzywane do oceny dawki
pochlonietej przez pacjentow narazonych na zdarzenia radiacyjne [22]. Aby wyznaczy¢ dawke
pochlonietg (2) przez pacjenta, dla okreslonej ilo$ci metafaz, wylicza si¢ czestos¢ wystepowa-
nia aberracji chromosomowych (takich jak chromosomy dicentryczne i pierscieniowe). Nastep-
nie, w oparciu o krzywa kalibracyjng odpowiedzi komorek na promieniowanie (ang. dose re-
sponse curve) oblicza si¢ dawke¢ pochlonigta [22]. Krzywa kalibracyjng otrzymuje si¢ poprzez
ekspozycje krwi in vitro na promieniowanie jonizujace o odpowiednich wlasnosciach. W takim
referencyjnym eksperymencie, nalezy rOwnocze$nie wyznaczy¢ dawke pochlonieta za pomoca
przyrzadow fizycznych [22]. Tego typu urzadzenia sg zwykle wykalibrowane dla powietrza.
Aby zatem wyznaczy¢ dawke pochlonigta przez tkanke, nalezy wzia¢ pod uwage czynnik ko-
rekcyjny. Przyjmuje si¢, ze dawka pochlonigta przez jadro komoérkowe, odpowiada wyznaczo-
nej za pomocy tej metody dawce pochlonietej [22]. Stanowi ona rowniez srednig dawka po-

chlonietg przez limfocyty. Mozna przyjac¢, ze odpowiada ona $redniej dawce pochlonigtej
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przez cale cialo, ze wzglgdu na fakt, ze limfocyty sa rozlozone w organizmie rdwnomiernie

oraz sg w ciggltym ruchu [22].

3.5. Radioterapia protonowa

Gléwnym celem radioterapii jest dostarczenie w sposob jak najbardziej efektywny
jak najwigkszej dawki promieniowania jonizujacego w rejon guza przy jednoczesnym jak naj-
mniejszym narazeniu zdrowych komoérek [39]. W radioterapii wykorzystuje si¢ rozne rodzaje
promieniowania jonizujacego oraz rézne metody dostarczania go do organizmu [34], [39], [40].
W celu zapewnienia jak najwigkszej ochrony zdrowym komdrkom, stosuje si¢ frakcjonowane
dawki terapeutycznej. Zapewnia to czas zdrowym komorkom na naprawe materialu genetycz-
nego pomig¢dzy kolejnymi zabiegami napromieniania [39]. Jak juz zostalo wspomniane w ni-
niejszej rozprawie, w przypadku wigzki czastek natadowanych, dla zaleznosci dE/dx od glgbo-
kosci penetracji, wystepuje pik Bragga. Efekt gwaltownej depozycji energii na koncu toru lotu
czastek, jest wykorzystywany w precyzyjnej kontroli zdeponowanej dawki promieniowania jo-
nizujacego, m.in. w terapii protonowej. Zjawisko to nie wystepuje w przypadku wigzki foto-
noéw. Dla fotonow, obserwuje si¢ eksponencjalny zanik deponowanej energii w zaleznos$ci
od energii [35]. Ze wzgledu na fakt, iz pik Bragga jest bardzo waski w porownaniu z rozmiarami
guza, aby umozliwi¢ zdeponowanie dawki promieniowania jonizujagcego w obrebie calego
guza, stosuje si¢ modulatory, otrzymujac rozszerzony pik Bragga (SOBP, ang. Spread
Out Bragg Peak) [41].

Wigzka protondow jest produkowana z wykorzystaniem gtoéwnie cyklotronow, a dzigki
zastosowaniu zaawansowanej fizyki, inzynierii oraz technologii informacyjnej [41] mozna
ja transportowa¢ w niemal dowolnym ksztalcie (przekroju poprzecznego) oraz dowolne miejsce
napromienianego obiektu. Uzycie cyklotronu umozliwia przyspieszanie wigzki protonéw
do energii rzedu setek MeV (protony o energii 230 MeV docieraja w wodzie na glebokos¢
30 cm [42]). Nastepnie, przyspieszona wigzka protonow jest transportowana jonowodami
w wysokiej prozni (w celu unikania interakcji z czasteczkami powietrza), do pomieszczen te-
rapeutycznych [41]. Na koncu toru lotu wigzki terapeutycznej nalezy ja ostatecznie uformowaé
tak, aby odpowiadata ksztattowi i potozeniu guza nowotworowego [42]. Aby osiggnaé posze-
rzenie wigzki stosuje si¢ gldwnie elementy pasywne, jak np. folie. Mozliwe jest rowniez stoso-
wanie elementdw aktywnych, jak np. magnesy skanujace. Aby ograniczy¢ pole poprzeczne

wigzki terapeutycznej, wykorzystuje si¢ kolimatory [42]. Na ostatnim etapie formowania
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wigzki, stosuje si¢ kompensator. Jego ksztalt jest dobierany dla kazdego pacjenta indywidualnie
[42]. Proces planowania radioterapii protonowej jest skomplikowany i bardzo wymagajacy.

Mozliwo$¢ wykorzystania wigzki protondw w radioterapii zaproponowal w 1946 r. Wil-
son po zanalizowaniu profilu gi¢bokosciowego zdeponowanej dawki [41]. W 1956 r. Lawrence
i Larson rozpoczgli stosowanie wigzki protonow w radioterapii [34], [35], [37], [41].
Od lat 50- tych ubieglego wieku, zainteresowanie zastosowaniem protondéw w leczeniu nowo-
tworow stale rosnie. Obecnie na $wiecie funkcjonuje wiele centréw terapii protonowej. W Pol-
sce od 2011 r. funkcjonuje jedno takie centrum w Krakowie, Centrum Cyklotronowe Brono-
wice, ktore znajduje si¢ na terenie Instytutu Fizyki Jadrowej Polskiej Akademii Nauk [43], [44].
W Centrum Cyklotronowym Bronowice (CCB) prowadzona jest radioterapia protonowa z wy-
korzystaniem akceleratora Proteus-235 [44]. Dodatkowo, uktad pracujacy z akceleratorem Pro-
teus-235 jest wyposazony w gantry, umozliwiajace napromieniania pacjenta wigzkami z roz-
nych stron [45]. Zastosowanie gantry, umozliwia rozszerzenie mozliwosci prowadzonej radio-
terapii na nowotwory zlokalizowane poza narzagdem wzroku. Do 2016 roku terapia nowotwo-
roOw oka byta gldéwng terapig prowadzang w CCB.

Obecnie, oprocz coraz lepszej kontroli zdeponowanej dawki w miejscu wystgpowania
guza, dazy si¢ takze do zindywidualizowania terapii w celu zwigkszenia jej efektywnosci.
Aby zwickszy¢ efektywnos¢ radioterapii rozpatruje si¢ takie aspekty jak hipoksja w guzie,
szybkosci repopulacji komoérek i radioopornos¢, zarowno komoérek nowotworowych, jak i zdro-
wych [46]. Dodatkowo, radioterapi¢ mozna skombinowa¢ z innymi rodzajami terapii,

jak np. chemioterapia, czy leczenie chirurgiczne [39], [40].

4. Klasyczne metody spektroskopii molekularnej

4.1. Teoretyczne podstawy spektroskopii w zakresie podczerwieni

Pod pojeciem spektroskopii, zawieraja si¢ metody, shuzagce badaniu powstawania, wila-
snosci 1 interpretacji widm. Obecnie, spektroskopia jest wykorzystywana w szczegolnosci
do badania struktury materii [47]. W badaniach spektroskopowych z wykorzystaniem $wiatla,
rozpatruje si¢ dwa gldowne zjawiska towarzyszace oddziatywaniu fali elektromagnetycznej

z materig: 1) absorbcj¢ i 2) emisje, wynikajaca ze wzbudzenia ukfadu [47].
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W momencie, gdy monochromatyczne $wiatlo o czestosci v i intensywnosci lo pada
na badang probke o grubosci |, jego intensywnos$¢ maleje do wartosci |. Dla danej dtugosci fali

/A mozna wyznaczy¢ absorbancj¢ Abs;, zgodnie z rownaniem (4) [47]:

Abs; = logm% )
gdzie:

Abs;- absorbancja

I,- intensywnos$¢ $wiatta padajacego

I- intensywno$¢ $wiatla po przej$ciu przez probke

Proces absorbcji opisuje empiryczne prawo Lamberta — Beera [47], mOéwigce, ze absor-

bancja (Abs;) jest wprost proporcjonalna do st¢zenia substancji absorbujacej (¢) i grubosci

probki (1) (5).

Abs, = e(D)lc (5)
gdzie:
Abs;- absorbancja
e(4)- molowy wspotczynnik ekstynkcji
I- grubos¢ probki

C- stezenie substancji absorbujace;j

Spektroskopia w podczerwieni (ang. IR spectroscopy) jest obecnie jedng z najwazniej-
szych i aktywnie rozwijajacych si¢ metod analitycznych. Promieniowanie w zakresie podczer-
wieni mieéci sie w przedziale dlugoéci fali pomiedzy 0,8 pm (12500 cm* bliska podczerwien)
— 1000 um (10 cm?, daleka podczerwien) [47]. Absorbcja lub emisja promieniowania z tego
zakresu jest selektywna i jest przedmiotem badan spektroskopii oscylacyjnej. Probkowane cze-
stoéci oscylacji moleukut sg rzedu 102 - 10%* s, W niniejszej rozprawie wykorzystano metody
absorpcyjne spektroskopii IR w zakresie $redniej podczerwieni tj. przedziale dlugosci fali po-
migdzy 2,5 um a 25 pm (4000 cm™ — 400 cm?). Ogromng zaletg spektroskopii w podczerwieni
jest mozliwos¢ wykonywania pomiaréw probek niemalze kazdego rodzaju, praktycznie w kaz-
dym stanie skupienia [48]. Za pomocg spektroskopii w zakresie podczerwieni mozna mierzy¢

probki w stanie ciektym, roztwory, probki w formie past, filmow, zeli, widkien, gazow i ciat
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statych. Co wigcej, pomiary z wykorzystaniem spektroskopii IR sg nieniszczace. Jest to szcze-
golnie wazne w przypadku pomiaréw delikatnych probek, jak np. probki biologiczne [48].

Spektrometry w zakresie podczerwieni sg dostepne od lat 40- tych XX wieku. Wowczas,
konstrukcja spektrometru byta oparta o pryzmaty jako elementy dyspersyjne. Z kolei w potowie
lat 50- tych XX wieku zaczeto wykorzystywaé siatki dyfrakcyjne. Najwiekszym osiggnieciem
technicznym dla rozwoju spektroskopii w podczerwieni byto zastosowanie spektrometrow
opartych o transformate Fouriera [48]. W tego typu spektrometrach wykorzystany jest interfe-
rometr wraz z matematycznie dobrze zdefiniowang procedurg przetwarzania danych. Metoda
wykorzystujaca transformate Fouriera nazywana jest FTIR (ang. Fourier-transform infrared
(FTIR) spectroscopy) [48]. Zastosowanie spektroskopii FTIR w ogromnym stopniu poprawito
jakos¢ otrzymywanych widm w zakresie podczerwieni przy jednoczesnej minimalizacji czasu
potrzebnego na wykonanie pomiaru. Co wigcej, na rozwdj 1 rosngcg popularnos¢ spektroskopii
w zakresie podczerwieni, mial tez ogromny wptyw rozwoj technologii informacyjnej i kompu-
terow.

Spektroskopia w zakresie podczerwieni opiera si¢ na probkowaniu wibracji atoméw
w molekutach. W ogdélnosci, widmo w zakresie podczerwieni jest otrzymywane w wyniku
selektywnej absorbcji promieniowania podczerwonego o okreslonej energii przez okreslone
grupy funkcyjne. W eksperymencie mierzona jest roznica pomi¢dzy intensywnoscia wigzki pa-
dajacej oraz wigzki po przejsciu przez probke, co umozliwia wyznaczenie absorbcji. Potozenie
pasm na widmie w podczerwieni odpowiada czgstosci wibracji konkretnych grup chemicznych
w molekule.

Z matematycznego punktu widzenia, widmo w zakresie podczerwieni mozna opisac, wy-
korzystujac model oscylacji jader jako ruchu harmonicznego. W opisie matematycznym mozna
wykorzysta¢ rOwnanie (6), ktore opisuje problem wiasny oscylujacych czgstek, co jest rowno-
wazne z opisem ruchu jader w potencjale Viy. Réwnanie (6) zostalo wyprowadzone przy wy-
korzystaniu przyblizenia Borna — Oppenheimera, ktore umozliwia rozdzielenie ruchu elektro-
now i jader [47]. Pierwszy czlon rownania (6) okresla energie kinetyczng jader. Drugi czion
z kolei, okresla energie potencjalng [47]. Rownanie (6) opisuje energi¢ stanow w potencjale,
w ktorym zachodzg oscylacje atoméw w ukladzie, opisane funkcjg falowa ¢, (R). Potencjal
Vii(R) skiada si¢ z potencjatu w przyblizeniu Borna — Oppenheimera (Ux(R)), ktory jest rozny
dla roznych standow elektronowych k oraz czlonu rotacyjnego, zaleznego od rotacyjnej liczby
kwantowej J (7). Dla okre$lonego zestawu wartosci K i J, roOwnanie (6) ma wiele rozwigzan.
Zostaly one rozroznione wspotczynnikiem v. Czton rotacyjny w potencjale (7), opisuje oscyla-

cje czastki. Na skutek pobudzenia rotacji, minimum potencjalu Vii(R) staje si¢ coraz plytsze,
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co odpowiada ostabieniu wigzania, w wyniku pojawienia si¢ sity odsrodkowej. Po odpowied-
nich przeksztalceniach rownania (6) otrzymuje si¢ kwantowe rownanie dla oscylatora harmo-

nicznego, ktorego rozwigzania dla postaci liczb falowych &, podane sa w postaci (8) [47]:

h? d?
T oL dR? + Vig(R) | @iy (R) = Egyj Py (R) (6)
gdzie:
h? (7)
Vig(R) = U (R) +](J + 1)m
£, = % = 7, (v + %) [em™], (8)
dlav=0,1,2,....- liczba kwantowa oscylacji, gdzie:

V.- liczba falowa, odpowiadajaca czestosci drgan w modelu klasycznego oscylatora

harmonicznego

Energia oscylatora harmonicznego przyjmuje dyskretne wartosci. Oprocz energii, z rozwigza-
nia rOwnania (6) otrzymuje si¢ rowniez oscylacyjne funkcje falowe. O omawianym przyblize-
niu dla oscylatora harmonicznego, przy oddziatywaniu z falg elektromagnetyczng, mozliwe
sg przejscia pomiedzy poziomami energetycznymi, dla ktorych Av = + 1. Warunek ten stanowi
regute wyboru dla spektroskopii IR [47]. Mozliwa jest zatem absorbcja lub emisja promienio-

wania o czestosci v, (9):

Eyp1— & = V, (v+%+ 1) —v_e(v+%) = v, [ecm?], (9)

Model oscylatora harmonicznego, przewiduje wystepowanie tylko jednego przejscia dla
czasteczki dwuatomowej. W rzeczywistosci jednak obserwuje si¢ wiele pasm. Model oscyla-
tora harmonicznego jest zatem niewystarczajagcym przyblizeniem. [47]. Zastosowane przybli-
zenia dotyczgce postaci potencjalu Ux(R) okazaty si¢ niedoktadne. W rzeczywistym oscylatorze
molekularnym, sita, ktora dziata na poruszajace si¢ atomy, nie zwigksza si¢ wprost proporcjo-
nalnie do wychylenia, co w efekcie oznacza konieczno$¢ zastosowania modelu oscylatora an-
harmonicznego [47]. Kwantowe rownanie dla oscylatora anharmonicznego, ktorego rozwigza-

nia dla postaci liczb falowych podane za pomocg rownania (10). Poroéwnujac rownania (8) oraz
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(10) mozna zauwazy¢, ze energia drgan zerowych jest rozna dla oscylatora anharmonicznego

w poréwnaniu z oscylatorem harmonicznym [47]:

&, = %[l —xc (v+3)1(v +2) [eom], (10)
gdzie:

X .- stata anharmonicznosci

Dla oscylatora anharmonicznego, regula przej$¢ zostaje rozszerzona do warunku
Av==1, £2, +3.... Otrzymuje si¢ zatem reguly przej$¢ dla nadtonow [47]. Model oscylatora
anharmonicznego, uwzgledniajacy przejscie podstawowe oraz przejscia dla nadtonow odpo-
wiada wynikom eksperymentalnym [47].

Intensywnos¢ przej$¢ obserwowanych w spektroskopii w zakresie podczerwieni, zalezy
od dwodch czynnikow: 1) obsadzenia poziomoOw energii oscylacyjnej standw poczatkowych
oraz 2) prawdopodobienstwa przejs$¢, ktore zalezy od wartosci elektrycznych dipolowych mo-
mentow przej$¢. Obsadzenie poziomoéw energii oscylacyjnej jest dane rozkladem Boltzmana.
Zalezy wiec od temperatury [47]. Doswiadczalnie, w temperaturze pokojowej, obserwuje
si¢ gldwnie przejscia ze stanu v = (. O intensywnosci danego przejscia B,,,,, pomi¢dzy pozio-
mami oscylacyjnymi decyduje elektryczny dipolowy moment przej$cia miedzy stanem v’’
a stanem v’ (11):

By = f‘kau]ﬁ(R) Piviy Vg (11)
gdzie:
Prvinyr Piviry — funkcje falowe, opisujgca poziomy oscylacyjne
k- indeks odnoszacy si¢ do stanu elektronowego
J- indeks odnoszacy si¢ do stanu rotacyjnego

Vg - ZMienne przestrzenne

Dipol elektryczny jest to uklad fizyczny, sktadajacy si¢ z dwoch przeciwstawnych fadun-
kow @, ktorych wartosci bezwzgledne sg sobie rowne i znajduja si¢ w odlegtosci r od siebie
[47]. Dipol elektryczny charakteryzuje si¢ elektrycznym momentem dipolowym (pierwszy mo-
ment multipolowy), ktéry mozna zdefiniowa¢ zgodnie z rownaniem (12) [47]. Moment dipo-

lowy u jest wektorem, a jego zwrot okresla si¢ od fadunku ujemnego do dodatniego:
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n= qr (12)
gdzie:
q- warto$¢ tadunku elektrycznego

r- odlegto$¢ pomigdzy tadunkami

Dla neutralnego uktadu n tadunkéw elektrycznych, moment dipolowy definiuje si¢ zgodnie
z rownaniem (13). W przypadku czasteczek, wartos¢ momentu dipolowego mozna oszacowac,
wykorzystujac koncepcje momentéw dipolowych wigzah. Koncepcja ta zaklada, ze czasteczka
jest sztywna strukturg, ktora jest ztozona z atomow, majacych czastkowe tadunki o wartosciach
wynikajacych z ich elektroujemnosci. Wowczas moment dipolowy mozna rozpatrywac jako
wektorowa sumg¢ momentéw poszczegdlnych wigzan. Taka metoda szacowania jest bardzo

uproszczona, jednakze umozliwia ona przewidywanie widm oscylacyjnych czasteczek wieloa-

n
pu(R) = Z qi7i
-1

tomowych [47]:
(13)

gdzie:
gi- warto$¢ tadunku elektrycznego czastki i
ri- promien wodzacy czastki o tadunku q;

n- liczba atomoéw

Moment dipolowy u(R) zalezy od dlugos$ci wigzania R czasteczki dwuatomowej.
Nie znajgc doktadnej postaci funkcyjnej zaleznosci u(R) (13), mozna jg przedstawi¢ w postaci
rozwiniecia w szereg Taylora, wokol wartosci Re, ktora jest okreslana mianem potozenia row-
nowagi i odpowiada potozeniu minimum warto$ci potencjatu Uk(R). Po podstawieniu rozwi-

nigcia u(R) w szereg Taylora do rownania (11), otrzymuje si¢ rownanie (14) [47]:

du (14)
Py = n(R,) f Prv''y Pry'yAVR + (ﬁ)RzRe f Pry' ) (R = Re) @y jdvg + -,

Pierwszy czton roéwnania (14) jest rowny zero, gdyz funkcje oscylacyjne roznych poziomow
oscylacyjnych tego samego poziomu elektronowego sg wzajemnie ortogonalne. Z kolei drugi
czton rownania (14) wnosi glowny wktad do intensywnosci przejscia i zalezy od pochodnej
momentu dipolowego po wspotrzednej opisujacej oscylacje, obliczonej w punkcie rownowagi

[47]. Mozna zauwazy¢, ze prawdopodobienstwo przejscia zalezy wprost proporcjonalnie
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od zmiany momentu dipolowego, wywolanego ruchem jader, ktore biorg udziat w drganiu (15).
W celu wyznaczenia relacji (15) pomini¢to w rozwinigciu Taylora u(R) czlony wyzszego rzgdu.

Przyblizenie to jest okreslane mianem przyblizenia elektrycznej harmonicznosci [47]:

d 2 (15)
IIR ~ |Pwrw|2 ~ (_‘u)R=R
dR €

Wartoé¢ P,,,,,, zalezy rowniez od wartosci catki [ ¢, 7 (R — Rp) @y jdvg. Warto$C tej catki
jest rozna od zera, gdy Av = £1 dla oscylatora harmonicznego oraz Av = £ 1, + 2, + 3....
dla oscylatora anharmonicznego. Cztony dla Av = £ 2, + 3.... nazywane s3 cztonami anharmo-
nicznos$ci mechanicznej i opisuja wystgpowanie nadtonéw (przejsciaz v’ =0nav’'=2,3...)
[47]. Opisane powyzej wlasnosci dotyczg zmian energii oscylacyjnej molekuty. Czasteczki wy-
konujg jednak rownoczes$nie ruch oscylacyjny i rotacyjny. Odstepy pomiedzy poziomami rota-
cyjnymi sg mniejsze niz pomi¢dzy poziomami oscylacyjnymi. Oznacza to, ze danemu przej$ciu
oscylacyjnego, moga towarzyszy¢ przejscia pomiedzy poziomami rotacyjnymi. Przejscia oscy-
lacyjne 1 rotacyjne mozna obserwowa¢ w przypadku widm IR o bardzo duzej rozdzielczosci
[47].

Widmo czasteczek wieloatomowych sktada si¢ z wielu pasm o réznych intensywno-
$ciach. Czasteczka wieloatomowa o N atomach charakteryzuje si¢ 3N stopniami swobody.
Po odjeciu od tej wartosci 3 stopni swobody zwigzanych z translacja oraz 3 stopni swobody
zwigzanych z rotacja dla nieliniowej czasteczki, pozostaje fosc = 3N-6 stopni swobody, zwigza-
nych z oscylacjami. W przypadku czasteczki liniowej liczba stopni swobody, zwigzanych
z oscylacjami wynosi fosc = 3N-5 [47].

W przyblizeniu oscylatora harmonicznego, czgstka wykazuje fosc niezaleznych drgan,
ktére nazywane sg drganiami normalnymi. Kazde drganie normalne, opisuje oscylacje wszyst-
kich atoméw w czasteczce bez zmiany polozenia srodka masy [47]. Opis klasyczny i kwantowy
oscylacji czasteczek wieloatomowych jest znacznie bardziej skomplikowany niz w przypadku

czastek dwuatomowych. Szczegdtowo jest on opisany w: [47].
4.2. Teoretyczne podstawy rozpraszania Ramana i spektroskopii ramanowskiej

Izolowany atom rozprasza padajace swiatlo, poniewaz pole elektryczne padajace;j fali po-
woduje oscylacje elektrondow w atomie [47]. Zgodnie z prawami elektrodynamiki klasycznej,

drgajacy atom emituje promieniowanie we wszystkich kierunkach w plaszczyznie prostopadie;]
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do kierunku oscylacji [47]. Rozpraszanie §wiatla obserwuje si¢ rowniez w przypadku czaste-
czek. Rozproszone promieniowanie jest charakteryzowane przez dwa parametry: 1) intensyw-
nos$¢ 12) czestosé. Intensywnos¢ zalezy od kwadratu amplitudy pola elektrycznego. Jesli chodzi
0 czgstose, to jesli dla fali rozproszonej jest ona rowna czestosci fali padajacej, mowi si¢ woOw-
czas o rozpraszaniu Rayleigha (elastycznym) [47]. Tego typu rozpraszanie zachodzi wowczas,
gdy dlugos¢ fali padajacej jest wicksza niz rozmiary rozpraszajacych czastek. W tym przypadku
intensywno$¢é rozproszonego promieniowania jest proporcjonalna do 4! i zalezy od kata pomie-
dzy kierunkiem $wiatfa padajacego i kierunkiem obserwacji [47]. W sytuacji, gdy dochodzi
do oddzialywania promieniowania z czasteczkami, ktérych rozmiary sg wieksze niz dlugos¢
fali, mozna zaobserwowac rozpraszanie Mie. Przekrdj czynny na rozpraszanie tego rodzaju
jest skomplikowang funkcjg dlugosci fali, promienia czastki 1 wspdtczynnika zatamania swiatta
[47]. Promieniowanie rozproszone moze mie¢ tez zmieniong czestos¢ wzgledem promieniowa-
nia padajacego. Odpowiedzialne mogg by¢ za to dwa zjawiska: 1) ruch atomoéw lub czgsteczek
rozpraszajacych (przesunigcie Dopplera) oraz 2) zmiany stanu energetycznego atomu lub cza-
steczki w wyniku oddziatywania ze §wiatlem (rozpraszanie Ramana).

Rozpraszanie Ramana zostato odkryte doswiadczalnie w 1928 r. dla cieczy oraz przez
Mandelsztana i Landsberga dla krysztatow [47]. Rozpraszanie Ramana polega na zmianie czg¢-
stosci rozproszonego $wiatta v wzgledem czestosci Swiatta padajacego vo. Czestos¢ swiatla roz-
proszonego moze by¢ albo wigksza v > vo, albo mniejsza od czgstosci §wiatla padajacego
v < wo. Z eksperymentalnego punktu widzenia, widmo ramanowskie to zaleznos$¢ intensywnosci
$wiatla rozproszonego w funkcji przesuniecia czgstosci Av = v - vo [47]. Podczas nieelastycz-
nych zderzen fotonow z uktadem, dochodzi do wymiany energii pomiedzy fotonami promie-
niowania padajacego, a czasteczkami uktadu. W efekcie tej wymiany, czastka moze zmieni¢
swoj poczatkowy stan energetyczny E; (Stan rotacyjny, oscylacyjno- rotacyjny lub oscyla-
cyjny). Zgodnie z prawem zachowania energii, zmianie ulega rownoczesnie energia fotonu (16)
[47]. W ogblnosci, rozpraszanie Ramana zachodzi dla stanéw rotacyjnych, oscylacyjnych oraz
elektronowych [47]:

hvo + M(E) = hv + M(Ej) (16)
gdzie:
Vo- czestos¢ fotonu padajacego
v — czestos¢ fotonu rozproszonego w efekcie rozpraszania Ramana
E;- energia molekuty M w stanie poczatkowym

Ef- energia molekuty M w stanie koncowym
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Jak juz zostalo wspomniane, foton rozproszony w efekcie rozpraszania Ramana moze mied
czestos¢ wigkszg (linie antystokesowskie) lub mniejsza (linie stokesowskie) od czestosci fotonu
padajacego (17) [47]:
V=Vt vy (17)
gdzie:
v — czestos¢ fotonu rozproszonego w efekcie rozpraszania Ramana
vo- czgstos¢ fotonu padajacego

vit- czgstos$¢ przejscia z poziomu energetycznego E; do Ef molekuty M

Polaryzowalno$¢ o jest funkcja drgan normalnych Q;. W czasie wykonywania przez
czasteczki drgan normalnych, dochodzi do okresowych zmian w polozeniach jader, co powo-
duje rowniez zmiany polaryzowalno$ci [47]. Polaryzowalnos$¢ jest zwigzana z indukowanym
elektrycznym momentem dipolowym w czasteczce. Jesli dowolna molekuta, charakteryzujaca
si¢ niezerowym lub roOwnym zero momentem dipolowym zostanie wprowadzona do zewnetrz-
nego pola elektrycznego ¢, to wowczas nastgpi polaryzacja gestosci elektronowej. W wyniku
polaryzacji fadunku w molekule, powstanie indukowany moment dipolowy uind [47]. Wielkos¢
indukowanego momentu dipolowego jest wprost proporcjonalna do natezenia pola elektrycz-
nego, dzialajacego na czastke. Wspolczynnik proporcjonalnosci jest okreslany mianem polary-
zowalnos$ci a. Charakteryzuje on dang czastke. Zalezno$¢ pomiedzy indukowanym momentem

dipolowym ging, a zewnetrznym polem elektrycznym jest opisana rownaniem (18) [47]:

Hina = @€ (18)
gdzie:
a- polaryzowalno$¢ molekuty

- natgzenie zewngtrznego pola elektrycznego
Polaryzowalnos$¢ o jest tensorem drugiego rz¢du. Rownanie (18) w uktadzie wspotrzednych (X,

Yy, ) zwigzanych z molekuta moze by¢ opisane rownaniem (19). Kierunek indukowanego mo-

mentu dipolowego wind jest zgodny z kierunkiem dziatajacego pola :
Hx,ind Axx COxy QAyz Ex (19)
(My,ind) = (“yx Xyy “yZ) <€y)
Hz,ind Azx  OQzy  Azz/ \g
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Polaryzowalnos$¢ czasteczki okresla jej podatno$¢ na deformacje chmury elektronowe;j
wywolang zewngtrznym polem elektrycznym. Im gesto$¢ elektronowa jest mniej podatna
na deformacje, tym warto$¢ polaryzowalnosci jest mniejsza. Dla wszystkich czastek, z wyjat-
kiem tych o specyficznej symetrii, polaryzowalno$¢ zalezy od orientacji molekuty wzgledem
kierunku zewnetrznego pola elektrycznego, co sprowadza si¢ do anizotropii polaryzowalnosci.

Ze wzgledu na fakt, iz nieznana jest doktadna posta¢ zaleznosci polaryzowalnosci
od drgan normalnych, mozna zalezno$¢ a(Qi) rozwinaé¢ w szereg Maclaurina. Dla przyblizenia

czastki dwuatomowej, otrzymuje si¢ wowczas zaleznos$¢ opisang rownaniem (20):

(20)
a(Q) = aQO+( )Q 0@+ 57 (sz) 0Q*+

Przy zalozZeniu przyblizenia harmonicznego, cztony wyzszego rzedu mozna zaniedba¢. Wspot-
rzedne normalne Q zmieniajg si¢ okresowo z czasem t, zgodnie z rownaniem z amplituda
A i czestoscig drgan v, (21):

Q = Acos(2mv, . t) (21)

Po uwzglednieniu zaleznosci (21), rownanie (20) przyjmuje postaé (22):

a(Q) = a + ( )OAcos(Zm/osct) (22)

Podstawiajac posta¢ polaryzowalno$ci z rownania (22) do réwnania (18), po odpowiednich
przeksztalceniach trygonometrycznych, otrzymuje sie¢ rOwnanie (23). Opisuje ono zalezno$¢

indukowanego elektrycznego momentu dipolowego od zmiany poltozen atomow:

1/da
Uina = XoEocos(2myyt) + (dQ ) Aegycos(2m(Vy — Vyge)t)
(23)

1/da
+ E (E )O AgOCOS(ZTE(VO + 17osc)t)

Pierwszy czton roéwnania (23) opisuje rozproszenie $wiatla o czestosci niezmienionej w sto-

sunku do czestosci swiatta padajacego vo, czyli rozpraszanie Rayleigha [47]. Dwa kolejne
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czlony opisuja z kolei rozpraszanie Ramana: 1) sktadowa stokesowska o czestosci vy — Vg
oraz 2) sktadowg antystokesowska o czestosci vy + Vg, [47].

Gdy $wiatlo o czestosci vo pada na czasteczke, wowczas jest ona wzbudzana na wirtu-
alne poziomy energetyczne. Czesto$¢ promieniowania padajacego vo nie jest rowna roznicy
energii poziomow oscylacyjnych czasteczki. Jesli w stanie koncowym, poziom energii oscyla-
cyjnej molekuly jest taki sam jak poziom oscylacyjny czastki w stanie poczatkowym, wystepuje
rozpraszanie Rayleigha [47]. Z kolei, jesli dla tego procesu, oscylacyjny stan koncowy czastki
ma wyzszg lub nizszg liczbg kwantowa niz stan poczatkowy, wowczas dochodzi do rozprasza-
nia Ramana [47].

Wyznaczenie prawdopodobiefistwa przejscia zwigzanego z efektem Ramana Pmn,
jest mozliwe tylko na gruncie mechaniki kwantowej. Jest ono opisane rOwnaniem (24), w kto-
rym zamiast momentu dipolowego u, jak to byto w przypadku opisu matematycznego przej$¢

dla spektroskopii w podczerwieni (11), wystepuje indukowany moment dipolowy pind:

Pan = [ @ *m flina(R) ¢ndv (24)
gdzie:
Pmn- prawdopodobienstwa przej$cia zwigzanego z efektem Ramana
m, n- indeks odnoszacy si¢ do stanu elektronowego

@- funkcje falowe opisujace stany elektronowe

Po wstawieniu do rOwnania (24), rozwinigcia polaryzowalnosci (22), otrzymuje si¢ rOwnanie

(25).

Pon = (Z_Z)O f @ *m Q ppdv (25)

Calka [ ¢ *,, Q @,dv przedstawiona w rownaniu (25) jest niezerowa w przypadku,
gdy 4v = + 1. Stad, intensywno$¢ przejscia Ramana jest proporcjonalna do kwadratu momentu
przejscia (26). Warunkiem obserwacji efektu Ramana jest rdzna od zera warto$¢ pochodnej
polaryzowalnosci po wychyleniu normalnym, wyznaczona w punkcie rownowagi [47]. W trak-

cie wykonywanej oscylacji, musi si¢ zatem zmienia¢ polaryzowalno$¢ czasteczki.

? (26)

da
Iz = |Bpnl?® = (_>
dQ

Q=Q¢
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5.  Metody mikroskopii skaningowej

5.1. Mikroskopia sil atomowych (AFM)

Techniki mikroskopii ze skanujaca sondg (SPM, ang. Scanning Probe Microscopy) na-
leza do grupy poteznych nowoczesnych technik badawczych, umozliwiajagcych wykonywanie
pomiaré6w morfologii oraz lokalnych wiasnosci powierzchni ciat stalych z bardzo dobrg zdol-
noscig rozdzielcza [49]. Skaningowa mikroskopia tunelowa (STM, ang. Scanning Tunnel Mi-
croscopy) zostala wynaleziona w 1981 r. przez Binniga i Rohrera. W 1986 r. otrzymali oni
Nagrode Nobla za projekt pierwszego skaningowego mikroskopu tunelowego. W latach pdz-
niejszych, zostaty wynalezione kolejne metody skaningowe, takie jak: mikroskopia sil atomo-
wych (AFM, ang. Atomic Force Microscopy), mikroskopia sit magnetycznych (MFM, ang. Ma-
gnetic Force Microscopy), mikroskopia sit elektrycznych (EFM, ang. Electric Force Micro-
scopy) oraz wiele innych [49]. W prezentowanej rozprawie zostaly wykorzystane techniki na-
nospektroskopowe, oparte o mikroskopie sit atomowych. Z tego tez wzgledu mikroskopia AFM
zostanie opisana bardziej szczegdtowo.

Mikroskopia sit atomowych AFM zostata wynaleziona w 1986 r. przez Binniga, Calvina
Quate’a oraz Herbera. U podstaw mikroskopii AFM leza oddzialywania pomigdzy stozkiem
sondy AFM oraz powierzchnig probki. Sonda AFM ma ksztatt dzwigni zakonczonej stozkiem
(ang. apex). W wyniku oddziatywan sondy AFM z powierzchnig probki, dochodzi do wychy-
lenia dzwigni, ktore jest mierzone za pomocg fotodiody i 4 - kwandrantowego detektora [49].
Rozmiar stozka sondy AFM (ang. apex) jest zwykle rzedu 10 nm. Odleglo$¢ pomiedzy stoz-
kiem sondy AFM a powierzchnig probki wynosi pomig¢dzy 0,1 do 10 nm [49]. Pomig¢dzy stoz-
kiem sondy AFM a powierzchnig probki wystepuje wiele oddzialtywan, jak np. oddziatywanie
Van der Waalsa [49].

Podstawowymi parametrami rejestrowanymi przez ukiad optyczny do pomiaréw AFM
sa odksztalcenia zginajace dzwigni pod wptywem skladowych wertykalnych sit przyciggania
lub odpychania (Fz) i odksztalcenia skretu dzwigni pod wptywem horyzontalnych sktadowych
sit interakcji (FL) pomiedzy stozkiem sondy AFM i powierzchnig probki [49]. Jesli wyjsciowe
warto$ci pradu na poszczegdlnych kwadratach detektora oznaczy si¢ jako lo1, loz, los, los,
a za pomoca l1, l2, 13, 14 0znaczy si¢ wartosci pradu po zmianie polozenia sondy AFM,

to wowczas, mozna zdefiniowac réznice w postaci: 4li = lj — loi. Dzigki zdefiniowaniu r6znicy
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Ali, mozna wyznaczy¢ prad zwigzany z odksztalceniem zginajacym (Al,) oraz odksztalceniem

skretu (Al) za pomoca rownan (27) [49].

AIL - (All + AI4) - (AIZ + AI3)
Warto$¢ réznicy Al, jest wykorzystywana jako parametr wejsciowy w petli zwrotnej mikro-
skopu AFM. Zadaniem ukladu jest utrzymanie stalej wartosci roznicy Al,=const [49].
Sita oddzialywania F pomiedzy sondg AFM a powierzchnia probki moze zosta¢ wyzna-

czona na podstawie rownania (28) [49].

F =kAZ (28)
gdzie:
k- sztywnos¢ dzwigni, waha sie w zakresie 102 + 10 N/m

AZ- wychylenie dzwigni

Wiasnosci rezonansowe sond AFM sg bardzo istotne w przypadku pomiarow réznych prébek.
Czestosci wiasne oscylacji wychylenia dzwigni o przekroju prostokagtnym mozna wyznaczy¢
ze wzoru (29) [49]. Z réwnania (29) mozna zatem wywnioskowac, ze czgsto$¢ rezonansowa
dzwigni zalezy od wlasnosci geometrycznych sondy. Czestosci gtownych modéw drgan sond

AFM sg zwykle w zakresie 10 - 1000 kHz [49].

Wri = 712 p_S

gdzie:

k- dlugos¢ dzwigni

E- modut Younga

J- moment bezwtadnosci dzwigni
S- obszar przekroju

p- gestose

Uz- wspotczynnik numeryczny, zalezny od analizowanego modu drgania

Metody mikroskopii AFM mozna podzieli¢ zasadniczo na dwie grupy: 1) kwazi-sta-

tyczne metody kontaktowe oraz 2) bezdotykowe metody oscylacyjne. W trybie kontaktowym,
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stozek sondy AFM jest w bezposrednim kontakcie z powierzchnig probki, a sity przyciggania
I odpychania, dziatajace od strony probki, sa rownowazone przez sile sprezystosci dzwigni.
Sondy AFM, uzywane podczas pracy w takich trybach, maja stosunkowo mate wartos$ci wspot-
czynnika sztywnosci K, co pozwala zapewni¢ wysoka czulo$¢ i unikng¢ niepozadanego nad-
miernego wptywu oddzialywania ze stozkiem [49]. Topografia AFM w trybie kontaktowym
jest zbierana albo w modzie stalej sity (F, = const) albo w modzie statej odleglosci stozek -
powierzchnia probki (Z = cost). Z kolei, w trybie bezdotykowym, dzwignia wykonuje wymu-
szone oscylacje o malej amplitudzie okoto 1 nanometra. Dodatkowo, mozna wyr6znic tryb pot-
kontaktowy (ang. semi - contact lub tapping mode), w przypadku ktoérego dzwignia wykonuje
wymuszone oscylacje o malej amplitudzie okoto 10 - 100 nm [49]. W trakcie pomiaréw AFM
informacje zostajg zebrane w réznych kanatach, w zaleznosci od trybu: wysoko$¢ (ang. height,
tryb kontaktowy i bezkontaktowy), podtuzne wygiecie dzwigni (ang. deflection, tryb kontak-
towy), poprzeczne wygiecie dzwigni (ang. lateral deflection, tryb kontaktowy), czy czesto$¢
sondy AFM (ang. frequency, tryb bezkontaktowy). Sygnat AFM dla kolejnych linii mozna row-
niez mierzy¢ w kierunku ,,do przodu/tam” (ang. trace) oraz ,,do tylu/z powrotem” (ang. retrace)
[49].

6. Metody nanospektroskopii molekularnej

6.1. Teoretyczne podstawy metody TERS

U podstaw nanooptyki lezy zalozenie, ze optyka w skali nanometrycznej nie jest ograni-
czona zadnym fizycznym prawem [50]. W prézni, relacja dyspersji jest dana przez relacje:
w(k) = ck, ktora faczy dlugos¢ wektora falowego k, rownego k = \/k,zc+k—32,+k§ Z czesto-
$cig kotowa fotonu. Zasada nieoznaczonosci Heisenberga, opisana rownaniem (30) dla fotonu
[50] mowi, ze iloczyn niepewnosci potozenia czgstki mikroskopowej wzdhuz okreslonego kie-
runku (np. x) 1 niepewnosci jej pedu (odpowiednio Akx) jest ograniczony przez warto$é g
Na podstawie rownania (30), mozna zatem stwierdzi¢, ze przestrzenne ograniczenie mozliwe
do osiaggniecia dla fotondw, jest odwrotnie proporcjonalne do rozrzutu amplitudy wektora falo-

wego wzdtuz okreslonego kierunku, np. x [50].

h
hk,Ax = > (30)
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gdzie:

Ax- niepewnos$¢ wyznaczenia polozenia

Tego typu rozrzut wartosci amplitudy wektora falowego, pojawia si¢ w przypadku sku-
piania §wiatla przez soczewke. Taka sytuacja moze zosta¢ opisana poprzez superpozycje wek-
torow falowych pod réznymi katami. Maksymalny mozliwy do uzyskania rozrzut amplitudy

wektora falowego wzdluz wybranego kierunku, np. Ky, dany jest poprzez catkowita dlugosé
wektora falowego w prozni, rowng k = 2711 Po wstawieniu tej wartosci do rownania (30), otrzy-

muje si¢, rownanie (31), ktore w zasadzie jest bardzo zblizone, do kryterium Rayleigha (34).
Mozna zatem zauwazyc¢, ze przy powyzszych zalozeniach, przestrzenne ograniczenie potozenia
fotonu jest ograniczone jedynie przez rozrzut amplitudy wektora falowego w danym kierunku.
Aby zmniejszy¢ rozrzut amplitudy wektora falowego, mozna zastosowac pewien trik [50]. Roz-
patrujac dwa prostopadfe kierunki, mozliwe jest zwigkszenie rozrzutu wektora falowego
wzdhiz jednego kierunku, do wartosci wigkszej niz catkowita dlugo$¢ wektora falowego,
przy jednoczesnym zmniejszeniu wartosci amplitudy wektora falowego w prostopadtym
do niego kierunku, otrzymujac urojong wartos¢. Jesli zatem zalozymy, ze jesteSmy w stanie
rozciggna¢ wektor falowy wzdluz wybranego kierunku, jednoczes$nie zachowujac relacje
k = \/ki + k% + kZ, wowczas ograniczenie przestrzenne potozenia fotonu wzdtuz tego kie-
runku, jest w zasadzie nieograniczone i nie obowigzuje dluzej relacja dana roéwnaniem (31).
Oczywiscie, jest to kosztem ograniczenia przestrzennego wzdtuz kierunku prostopadlego
do wybranego wczeéniej kierunku, np. wzdtuz kierunku z. Jesli, zatem, wektor falowy wzdtuz
kierunku k; bedzie czysto urojony, to wowczas, otrzymuje si¢ eksponencjalny zanik fali w kie-

ikzz — e—lkzlz

runku z, dany relacja: e [50]. W przeciwnym kierunku, otrzymuje si¢ jednak,
eksponencjalny wzrost, co nie ma znaczenia fizycznego. Nalezy zatem przyjac, ze w nieogra-
niczonej przestrzeni, obowigzuje ograniczenie dane rownaniem (31). Sytuacja ma si¢ jednak
inaczej, gdy rozwazy si¢ dwa graniczace ze sobg osrodki o r6znym wspotczynniku zalamania.
Wowczas, zanikajace pole w jednym kierunku moze istnie¢ bez eksponencjalnie rosngcego
pola w drugim. Przedstawione powyzej proste rozwazanie pokazuje, ze jes$li wystepuje nieho-
mogeniczna przestrzen, to z teoretycznego punktu widzenia, istniejg takie warunki, dla ktorych

mozna stwierdzi¢, ze kryterium Rayleigha nie stanowi dluzej ograniczenia [50]. Przedmiotem

badan nanooptyki jest poszukiwanie takich materiatdéw, ktore pozwolilyby na realizacje
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tych teoretycznych rozwazan. Innym problemem, ktorym zajmuje si¢ nanooptyka jest poszuki-
wanie odpowiedzi na pytanie, jakie sa skutki wystepowania tak silnie skupionych pdl elektro-

magnetycznych z punktu widzenia fizyki [50].

A
Ax = E (31)

Spektroskopia Ramana wzmocniona na ostrzu sondy skanujacej (TERS, ang. Tip-enhan-
ced Raman spectroscopy) jest metoda spektroskopowa bliskiego pola (ang. near- field) i nalezy
do metod nanooptyki. W og6lnosci, rozpraszanie Ramana jest efektem bardzo stabym. Zaled-
wie 1 na 10% — 10'? fotonéw jest rozpraszanych ramanowsko [51]. Z tego wzgledu, badania,
uktadow biologicznych, dla ktorych przekrdj czynny na rozpraszanie Ramana jest maty sg nie-
zwykle trudne. Probki biologiczne sg bardzo czute na zmiany temperatury oraz wykazuja fluo-
rescencje, co znacznie utrudnia pomiary z uzyciem spektroskopii Ramana. Przytoczone powy-
zej powody, daty impuls do rozwoju metod optyki bliskiego pola. Wartos$¢ przekroju czynnego
na rozpraszanie Ramana mozne wzrosnac¢, jesli zastosuje si¢ zlokalizowane pole elektromagne-
tyczne poprzez oddziatywanie §wiatta laserowego z metalicznymi nanoczgstkami osadzonymi
albo na podtozu, na ktore jest naniesiona probka (SERS, ang. Surface- enhanced Raman spec-
troscopy), albo na stozku sondy AFM (TERS) [51].

Pierwsze obserwacje wzmocnienia rozpraszania Ramana dla czgsteczek pirydyny nanie-
sionej na powierzchni¢ metaliczng zaobserwowat Fleischmann w 1974 r [51]. Trzy lata pdzniej,
Creighton i Van Duyne niezaleznie zauwazyli [51], Ze wzmocnienie sygnatu bylo zwigzane
z wystepowaniem nierownosci na metalicznym (srebrnym) podtozu [51]. W 1985 r. Wessel
rozwingt koncepcje wzmocnienia rozpraszania Ramana na ostrzu sondy skanujacej [51].
Ta koncepcja zostala zrealizowana eksperymentalnie poprzez zdeponowanie nanoczastek me-
talicznych na stozku sondy AFM w 2000 r przez Zenobiego oraz pdzniej przez Kawate, Ander-
sona i Pettingera w tym samym roku [51]. Obecnie uwaza si¢, ze wzmocnienie sygnatu
SERS/TERS jest mozliwe dzigki: 1) wzmocnieniu chemicznemu i/lub 2) wzmocnieniu elektro-
magnetycznemu.

Wzmocnienie chemiczne jest uzyskiwane poprzez znaczacy wzrost polaryzowalnosci
molekuty (20) - (22), dzigki jej absorbcji na powierzchni metalicznej, co skutkuje transferem
tadunku oraz kreacja par elektron — dziura [51]. Proponuje si¢, ze u podstaw mechanizmu
wzmocnienia chemicznego lezy adsorpcja chemiczna molekuly (chemisorpcja), w wyniku kto-
rej pojawiajg sie nowe stany wzbudzone, ktore sa w rezonansie z wigzka wzbudzajaca lasera.

Model wyjasniajacy ten proces zostat zaproponowany przez Albrechta [51].
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Za wzmocnienie elektromagnetyczne odpowiadaja glownie trzy procesy: 1) zlokalizo-
wany rezonans plazmonéw (ang. localized plasmon resonance), 2) tzw. efekt piorunochronu
(ang. lightening rod effect) oraz 3) tzw. efekt nanoanteny (ang. optical antenna resonance) [51].

Mianem zlokalizowanego rezonansu plazmonéw sa okreslane kolektywne oscylacje elek-
tronow wzbudzonych o okreslonej czestosci wlasnej (czgstos¢ plazmonowa) poprzez promie-
niowanie elektromagnetyczne lasera. Na powierzchniach metalicznych gromadzi si¢ ujemny
tadunek. Oscylacje elektronéw powoduja powstanie dodatkowego pola elektrycznego wokot
nanoczastek, ktore moze by¢ znacznie wigksze niz pole elektryczne padajacej fali. Jesli roz-
wazy sie sfer¢ o promieniu a, napromieniang wigzka spolaryzowanego $wiatla o dhugosci fali
A, spelniajacej warunek: a/ A <0,1, wowczas pole elektryczne Eoqut wokot nanoczastki jest dane
wzorem (32) [51]. Dla tych zalozen, dla okre$lonej odlegloscir, pole elektryczne jest state wo-
kot nanoczastki, a rownania Maxwella mogg zosta¢ rozwigzane przy uzyciu przyblizenia kwa-

zistatycznego.

Eyu(x,y,2) = Eg2 — [8‘”+ e"”t] aE, |= T—3 -= (xx +y9 + zz)] (32)

Ein~2Eout
gdzie:
€in- stata dielektryczna nanoczastki metalicznej
eout- Stata dielektryczna srodowiska zewnetrznego
E,- natezenie pola elektrycznego
a- promien nanoczastki

r- odlegtos¢

Warunek rezonansu jest dany przez wyrazenie: ein = -2 eout [51]. Dla nanoczastek ztotych
1 srebrnych, ten warunek jest spetniony przy oswietlaniu ich $wiatlem z zakresu widzialnego,
odpowiednio barwy czerwonej i zielonej. O wielko$ci wytworzonego pola, w znacznym stopniu
decyduje rowniez rozmiar nanoczastek oraz stata dielektryczna srodowiska zewngtrznego [51].
Calkowita wielko$¢ wytworzonego pola elektrycznego stanowi sume pol elektromagnetycz-
nych oddzialujacych na probke. Warto rowniez wspomnieé, ze w przypadku rezonansu pla-
zmondw, ruchy elektrondw, powodowane oddzialywaniem z falg elektromagnetyczna, spola-
ryzowang w kierunki prostopadtym do powierzchni metalicznej, sa silniej wzmacniane,
niz w sytuacji, gdy Swiatlo jest spolaryzowane w kierunku rownolegtym do powierzchni [51].

W ogolnosci, wiadomo, ze uklad fizyczny dazy do minimalizacji energii. W przypadku
piorunochronu, umozliwia on odprowadzenie nadmiaru tadunku najkrotsza droga. Podobna

funkcje pelni rowniez metaliczna lub metalizowana sonda AFM/STM [51]. Sonda TERS
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(jej stozek) koncentruje zlokalizowane pole elektryczne. Potencjal na stozku oraz rozktad ener-
gii pola elektrycznego moze zosta¢ obliczony, dzigki rozwigzaniu rdwnan Laplace’a przy od-
powiednich warunkach brzegowych, zwigzanych z geometrig i przewodnoscia sondy oraz pod-
foza. Efekt ten zostal udowodniony przez Pohla i Denka, ktérzy pokazali, ze metaliczna
lub metalizowana sonda AFM/STM koncentruje pole elektromagnetyczne, co umozliwia
wzmocnienie sygnatu TERS [51].

Metaliczna lub metalizowana sonda AFM/STM moze réwniez petni¢ funkcje tzw. nano-
anteny [51]. W ogolnosci, antena stuzy do konwertowania fali elektromagnetycznej w zlokali-
zowane i ukierunkowane pole elektryczne i odwrotnie. Stopien zlokalizowania oraz warto$¢
pola elektrycznego, definiuje wydajnos¢ anteny. W przypadku nanoanten optycznych, ich diu-
g0s¢ nie moze by¢ skalowana analogicznie jak dla klasycznych anten gdyz nalezy dodatkowo
uwzgledni¢ optyke bliskiego pola [51]. W praktyce oznacza to, ze efektywna dlugosé fali
nie jest rowna dlugosci fali padajacej (optyka dalekiego pola). Wzmocnienie dla danej anteny
jest definiowane jako kombinacja efektywnosci transmisji, zwigzanej z calkowitg rozproszong
mocg (suma wyemitowanej 1 zaabsorbowanej mocy) oraz z kierunkowoscig anteny (zdolnosci
do ukierunkowania promieniowania w kierunku odbiornika) [51].

Wyznaczenie wspolczynnika wzmocnienia (g) w spektroskopii TERS wymaga wzigcia
pod uwage intensywnos$ci $wiatta rozproszonego w efekcie rozpraszania Ramana, gdy metali-
zowana sonda jest w poblizu probki (lin) oraz gdy znajduje si¢ ona w znacznej odlegltosci
od powierzchni probki (lout). Wowczas, wartos¢ wspotczynnika g moze zosta¢ wyznaczona
ze wzoru (33) [51]. Wartos¢ wspotczynnika wzmocnienia zalezy od konfiguracji (AFM —
TERS/STM — TERS), ksztaltu oraz materiatu z jakiego jest wykonana sonda, rodzaju podloza

oraz wlasnos$ci rozpraszajgcych probki [51].

Iin Afar (33)

Iout Anear
gdzie:
g- wspotczynnik wzmocnienia
I- intensywnos$ci §wiatta rozproszona w rozpraszaniu Ramana, gdy metalizowana
sonda jest w poblizu probki (lin) oraz gdy znajduje si¢ ona w znacznej odleglosci
od powierzchni probki (lout)
Anear- 0bjetos¢ substancji probkowana w bliskim polu (ang. near - field)

Avar- objetos¢ substancji probkowana w dalekim polu (ang. far - field)
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Spektroskopia TERS jest metoda nanospektroskopowa, gdyz umozliwia probkowanie bu-
dowy chemicznej probek z rozdzielczoscia przestrzenng rzgdu nanometréw. Podczas ekspery-
mentu, rozdzielczo$¢ moze zostaé wyznaczona poprzez pomiar obiektu o rozmiarach nanome-
trycznych i dobrze zdefiniowanym ksztatcie. Moze to by¢ na przyktad standard, jakim jest pla-
zmidowe DNA zdeponowane na mice, ktore po wysuszeniu ma grubos¢ rowng 1,6 nm [51].
Obecnie, zostalo pokazane, ze wysoko- rozdzielcza spektroskopia TERS umozliwia nawet nie-
jako sekwencjonowanie DNA, dzicki pomiarowi widm TERS 1 ich réznej charakterystyki
dla poszczegdlnych zasad DNA [52].

Pod wzgledem eksperymentalnym, spektroskopia TERS wymaga zaawansowanej tech-
nologii oraz wymagajacej metodologii, zwlaszcza, jesli chodzi o preparatyke metalicznych
lub metalizowanych sond. Kazdy system do spektroskopii TERS sklada si¢ z mikroskopu
sit atomowych sprzezonego ze spektrometrem ramanowskim [51]. W ogo6lno$ci, mozna wyrdz-
ni¢ trzy gtdéwne techniki TERS: metode badania sprz¢zenia zwrotnego sity $cinajacej (ang.
shear-force feedback), AFM — TERS (wykorzystuje metalizowang sonde AFM) oraz STM —
TERS (wykorzystuje metaliczny drut jako sonde) [51]. W zaleznosci od konfiguracji systemu,
$wiatlo padajace i rozproszone jest zbierane przez ten sam obiektyw: od gory (ang. upright
configuration), od dotu (ang. inverted system) lub z boku (ang. side ilumination). Istniejg row-
niez systemy zawierajace dwa obiektywy: jeden dla $§wiatla padajacego, a drugi dla Swiatla
rozproszonego [51]. W ramach badan w niniejszej rozprawie zostata wykorzystana metoda
AFM — TERS i system w konfiguracji prostej z jednym obiektywem, ze §wiatlem padajacym
i mierzonym od goéry. W przypadku probek biologicznych, do tej pory spektroskopia TERS
zostata wykorzystana do badan DNA [51]-[59] oraz biatek [51], [60]-[63]. Wedtug najlepszej
wiedzy Autora, nie zostata ona zastosowana do pomiaré6w chromatyny. Wyniki prezentowane
w ponizszej rozprawie dotyczace pomiarow TERS nukleosoméw zostaly wykonane

po raz pierwszy na swiecie.

6.2. Teoretyczne podstawy metody AFM- IR

Nanospektroskopia w zakresie podczerwieni jest inaczej nazywana fototermalnie indu-
kowanym rezonansem (PTIR, ang. photothermal induced resonance) lub spektroskopig w za-
kresie podczerwieni, sprzezong z mikroskopig sit atomowych (AFM — IR). Metoda ta umozli-
wia pomiar lokalnej absorbcji promieniowania w zakresie podczerwieni [64]. Dzigki wykorzy-
staniu przestrajalnego lasera w zakresie podczerwieni, mozliwe jest otrzymywanie widm w za-

kresie podczerwieni oraz map charakteryzujacych rozktad przestrzenny wybranych substancji
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chemicznych [65]. Klasyczne metody spektroskopowe, takie jak spektroskopia w zakresie pod-
czerwieni, ograniczone sg limitem dyfrakcyjnym, opisanym rownaniem (34), okreslanym jako
kryterium Rayleigha [51]. W przypadku spektroskopii w podczerwieni, oznacza to, ze mozliwa
do otrzymania rozdzielczo$¢ przestrzenna jest rzedu 5 — 10 pm [64]. Wykorzystujac klasyczne
metody, nie jest mozliwe wykonanie obrazowania np. bakterii, czy wirusow [65]. W tym celu
zostaly rozwinigte techniki bliskiego- pola (ang. near-field). Mimo faktu, iz techniki te umoz-
liwiaja wykonywanie pomiaréw spektroskopowych poza limitem dyfrakcyjnym, maja
one wiele ograniczen, a uzyskane wyniki zalezag w znacznym stopniu od jakosci sond optycz-
nych. Ponadto, interpretacja otrzymanych wynikow wymaga wiedzy 1 do§wiadczenia w obsza-
rze optyki bliskiego pola [65].
1222 _ 0614 (34)

" 2nsind ~ NA

gdzie:

r- minimalna odlegtos$¢, miedzy rozr6znialnymi punktami
A- dlugos¢ fali swiatta

n- wspolczynnik zatamania osrodka

0- kat potowkowy stozka, $wiatla w punkcie pomiaru

NA- apertura numeryczna

Metoda kryjaca si¢ pod nazwag fototermalnie indukowanego rezonansu, zostala
po raz pierwszy zademonstrowana przez Dazziego w Laboratoire de Chimie Physique, CLIO,
Université Paris Sud we Francji w 2005 r. [64]-[66]. Metoda PTIR polega na detekcji absorbcji
promieniowania w zakresie podczerwieni, wykorzystujacej mikroskopi¢ sit atomowych
(AFM). Dzi¢ki mikroskopii AFM mozliwa jest detekcja przejsciowej i lokalnej dylatacji probki
podczas podgrzewania jej rezonansowo przy uzyciu przestrajalnego lasera w zakresie podczer-
wieni w wybranym zakresie spektralnym [65], [66]. Intensywno$¢ sygnatu indukowanego fo-
totermalnie ro$nie, gdy laser jest dostrojony do czgstosci, dla ktorych wystepuja pasma absorp-
cyjne w badanej probce [65]. Istniejg rowniez inne techniki, wykorzystujace podobne efekty,
jednakze metoda PTIR jest jedyna dostepng metoda, umozliwiajaca wykonywanie pomiarow
niehomogenicznych pod wzgledem chemicznym probek oraz ktéra umozliwia zard6wno po-
miary widm jak 1 map substancji organicznych, biologicznych, czy ciat stalych z rozdzielczo-
$cig rzedu dziesigtek nanometrow [65]. Ograniczeniem na rozdzielczos$¢ przestrzenng w meto-
dzie AFM — IR jest $rednica stozka sondy AFM lub w niektorych przypadkach dyfuzja cieplna
[67].
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Co wigcej, mozliwo$¢ wykonywania pomiardw za pomoca metody PTIR w cieczach,
co jest obecnie rozwijane, otwiera nowe mozliwosci w badaniach komorek, jak np. pomiary
zywych komorek z rozdzielczo$cig przestrzenng rzgdu nanometrow [65].

Opis fizyczny i matematyczny jest wymagany, aby bezposrednio powigzaé intensyw-
no$¢ sygnatu, otrzymywanego metodg PTIR z absorbancja, ktéra jest mierzona za pomoca kon-
wencjonalnej spektroskopii w zakresie podczerwieni [64], [65]. Jest to konieczne, aby mbc za-

stosowa¢ metode PTIR w rzeczywistych pomiarach spektroskopowych.

A DFL (t) C 4- kwadrantowy
e detektor AFM
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Rys. 2 Schemat eksperymentu z uzyciem metody PTIR (AFM - IR): A- sygnat AFM — IR
zmierzony jako wychylenie dzwigni AFM (Dfl, ang. deflection), B- amplituda kolejnych mo-
dow drgania dzwigni (Ampl, ang. IR Amplitude), C- schemat uktadu do pomiarow AFM — IR
(system nanolR2).

W skali makroskopowej, mozna opisa¢ absorbancje promieniowania przez nieskon-
czong warstwe o grubosci z, za pomocg rOwnania (35), wykorzystujac prawo Lamberta — Beera,
w nieco innej formie niz (5). Jak mozna zatem zauwazy¢ na podstawie roOwnania (35), absor-
bancja jest wprost proporcjonalna do urojonej cz¢sci zespolonego wspotczynnika zatamania.
Aby zatem wykaza¢ mozliwo$¢ praktycznego zastosowania metod PTIR, nalezy powigzaé in-
tensywno$¢ otrzymywanego sygnatu z urojong czgscig zespolonego wspotczynnika odbicia
[65], [66].

Abs = “%Im[ﬁ(z)] x %Im[ﬁ(l)] , (35)

gdzie:
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A- dlugo$¢ fali $wiatta padajacego
(1) = n(A) + i (A) - zespolony wspdlczynnik zalamania (gdzie: n(1) odpowiada
dyspersji, a {(1) odpowiada absorbcji)

W momencie, gdy probka jest naswietlana falg elektromagnetyczng o czgstosci, odpo-
wiadajacej czgstosci rezonansowej jednej z wibracji wigzan w molekule, cze$¢ promieniowania
jest absorbowana i przekonwertowywana na wzbudzenie czasteczki do wyzszych stanow wi-
bracyjnych [68]. Naste¢pnie, w bardzo krotkim czasie, rzedu 10 ps, energia wzbudzenia zostaje
rozproszona na wzbudzenie stanow wibracyjnych o nizszych energiach oraz na wzbudzenie
stanow wibracyjnych i drgan mechanicznych otaczajacych molekut [68]. Prowadzi to do lokal-
nego wzrostu temperatury w probce. Wzrost temperatury z kolei prowadzi do zjawiska zwa-
nego rozszerzalnos$cig termiczng [67], [68]. Ten mechaniczny efekt wzrostu objetosci probki
wraz z rosngca temperaturg jest mozliwy do wykrycia, dzigki uzyciu sondy AFM. Stad tez me-
toda ta jest nazywana spektroskopig AFM — IR [65]. Idea pomiaru za pomoca spektroskopii
AFM — IR polega na spowodowaniu szybkiej ekspansji termicznej probki, ktora wzbudza drga-
nia dzwigni AFM. W przypadku, gdy czestos$¢ pulsow lasera jest dos¢ mata (np. 1 kHz), obser-
wuje sie eksponencjalny zanik intensywnosci sygnatu AFM — IR (ang. ring- down signal, Rys.
2A). Pomiaru intensywnosci sygnatu AFM — IR dokonuje si¢ albo poprzez pomiar réznicy mig-
dzy najwyzszymi skrajnymi warto$ciami sygnatu typu ring- down (ang. IR Peak, Rys. 2A) albo
poprzez pomiar amplitudy kolejnych modéw drgania dzwigni po obliczeniu transformaty Fou-
riera sygnatu typu ring- down (ang. IR Amplitude, Rys. 2B). W celu wygenerowania, odpo-
wiednio szybkiej ekspansji, w metodzie AFM — IR wykorzystywane sg lasery o nanosekundo-
wych pulsach [65]. Obecnie istniejg dwa systemy umozliwiajgce tego typu pomiary dost¢pne
komercyjnie. Jeden z nich (nanolR) wykorzystuje pryzmat, wykonany z ZnSe i efekt catkowi-
tego wewnetrznego odbicia [65]. W przypadku systemu nanolR, $wiatlo padajace, pada
od dotu, dochodzi do catkowitego wewnetrznego odbicia w pryzmacie, a nast¢gpnie zachodzi
absorbcja fali zanikajacej. W drugim systemie (nanolR2), §wiatlo pada od gory pod odpowied-
nim katem (20°) bezposrednio na probke, a nastepnie dochodzi do absorbcji. W przypadku
systemu nanoIR2, probka jest naniesiona na ptaskie podioze (rekomenduje si¢ krysztaly ZnS
lub CaF2). Wykorzystanie systemu nanoIR2 pozostawia wigksza dowolnos¢ co do wyboru pod-
foza 1 sposobu przygotowania probki. System nanolR2 schematycznie przedstawiono na Rys.
2C. Jak mozna zauwazy¢ na Rys. 2C, system nanolR/nanoIR2 zawiera 1) podloze z naniesiong

probka, 2) przestrajalny laser w zakresie podczerwieni oraz 3) sond¢ AFM wraz z systemem
detekcji [65], [66].
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W przypadku metody PTIR mozna zalozy¢, ze absorbcja probki, odpowiadajaca wibra-
cjom molekut jest staba, co oznacza, ze speliony jest warunek: Re(n?) >> Im(n?). Mozna row-
niez zalozy¢, ze rozmiar probkowanego obszaru jest mniejszy od dlugos$ci fali padajacej. Po-
czynione zalozenia, pozwalaja na przyjecie przyblizenia dipolowego [65]. Przy przyjetych za-
foZeniach, moc absorbcji Pabs, mozna opisa¢ rownaniem (36). Przy zblizaniu si¢ do pasma ab-
sorpcyjnego, mozna zalozy¢, ze zmienno$¢ Re(n) jest bardzo mata w poréwnaniu do Im(n).
W tym przypadku, z rownania (36) wynika, ze zaabsorbowana moc Paps jest wprost proporcjo-
nalna do Im[n(A)]/A, czyli do klasycznie wyrazonej absorbancji (35).

21 9Im(n)Re(n)
PAbS = TCEO —[Re(n)2+2]2 |EiTlC|2V’ (36)

gdzie:

A- dlugos¢ fali $wiatta padajacego
Einc- pole elektryczne fali padajace;
V- objetos¢ probki

n(2)- zespolony wspotczynnik zatamania

Wazrost temperatury w probee jest zwigzany ze zrédtem ciepta, danym prawem Fouriera
(37).

T _ Q(v) (37)
pspthph E = T + KsphAT

gdzie:

Psph~ gestose

Cspn- pojemnos¢ cieplna
Kspn- przewodnos¢ cieplna

Q(t)- zrédio ciepta, bezposrednio zwigzane ze Swiatlem lasera

Dla prostoty obliczen, zaklada si¢, ze pulsy lasera sg opisane funkcja prostokatna H(tp)
o dhugosci trwania pulsu tp. Stad Q(t) = H(tp) * Pyps [65].

W przypadku uzycia lasera OPO (ang. Optical Parametric Oscillator) o pulsach o dtu-
goscirzedu 1 ns, przyjmuje sie, ze dlugos¢ pulséw lasera jest mniejsza niz czas dyfuzji cieplne;
w probee (tp << Trelax). Wykorzystujac klasyczne warunki brzegowe, przedstawione zalozenia
oraz zakladajac, ze probka jest sferg o promieniu a, wzrost temperatury w prébce moze zostaé

opisany rownaniem (38) [65].
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dla:0 <t < t,

_(@-tp)
T = Tmaxe Trelax,
dla:t, <t

gdzie:

Tmax- maksymalny wzrost temperatury:

PAbs tp
psph CsphV

Tnax =

Trelax-czas relaksacji sfery o promieniu a oraz efektywnej przewodnosci cieplnej k:

_ pspthph 2
Trelax = 3K a

Przy zatozeniu, ze zmiana ksztaltu sfery jest spowodowana jedynie termiczng ekspansja,
jej odksztalcenie mozna opisa¢ rownaniem (39). Rownanie (39) jest stuszne w sytuaciji,
gdy sfera jest otoczona homogenicznym izotropowym medium. W rzeczywisto$ci, sytuacja
jest bardziej skomplikowana, poniewaz probka znajduje si¢ na pryzmacie. Dla zachowania pro-
stoty modelu, przyjmuje si¢, ze probka jest otoczona medium o przewodnos$ci cieplnej «,

co bierze pod uwage kontakt probki z pryzmatem [65].

da(t) 1 (39)

a = §asphT(t)

gdzie:

asph- Wspotczynnik rozszerzalnosci cieplnej

Wiedzac jak rozszerza si¢ probka podczas absorbcji promieniowania z zakresu podczer-
wieni (39), warto teraz zastanowic si¢ teraz nad ruchem dzwigni AFM o dlugosci L. Aby ma-
tematycznie opisa¢ ruch dzwigni, mozna przyjaé¢ ze sktadowa x odpowiada za kierunek po-
dluzny, a z oznacza wychylenie dzwigni [65]. Rownanie ruchu dla zginania dzwigni AFM

jest dane rownaniem (40).
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EIT2+ pAZZy par%=o, (40)
gdzie:
E- modut Younga
I- moment bezwladnosci obszaru
p- gestose
A- przekr6j czynny

I- thumienie wigzki

Uklad wspotrzednych jest tak wybrany, aby dzwignia AFM byla maksymalnie rozciggnigta
dla x=L i aby wowczas byta w kontakcie z probka. Przy powyzszych zalozeniach, warunki
brzegowe sg opisane rownaniem (41) [65].

0%

2 x=Lt)=M (41)

z(x=0,t)=0 EI

0z 9%z

a(x—O,t)—O EI@(X—L,t)-F F,=0,
gdzie:
M- moment zginajacy

F;- sila reakcji na koncu dzwigni

Wyrazenie na site reakcji mozna zapisa¢, wykorzystujac odchylenie dzwigni z(L, t) na koncu
dzwigni. Wowczas, site reakcji mozna wyznaczy¢ nastepujaco: F, = -k;z(L), gdzie k; jest wer-

tykalng stalg sprezystosci. Z kolei moment zginajacy mozna opisa¢ relacja:

M= |-k H2Z

, gdzie ky 0znacza lateralng stalg sprezystosci, a H oznacza wysokos¢
x=L

dzwigni [65]. Odchylenie dzwigni moze zatem zosta¢ opisane rOwnaniem (42) [65].

2066) = ) Paga(h(® (42
n

gdzie:

Pn- amplituda zwigzana z n- tym modem drgania, zalezna od warunkow brzegowych

On- przestrzenny rozklad drgania

h(t) = e'®t - zalezny od czasu ruch dzwigni

IFJ PAN 43 Krakow, 2019 r.



,Badanie wplywu promieniowania jonizujacego...” Anna M. Borkowska

Site, jaka dziata na dzwignie mozna opisa¢ rownaniem (43), zakladajac, ze dzwignia
jest sztywna oraz ze rozmiar probki jest na tyle duzy w pordwnaniu z rozmiarem konca dzwigni

(ang. apex), ze mozna zaniedbaé¢ krzywizne¢ probki.

16 .y
Fsph = kzda = kzga’sphTsph(t) = EE \/Egasph’rsph(t), (43)
gdzie:
Tsph- zmiana temperatury probki (sfery o promieniu a)
'y
P e
. 7’
s 7
7 7’
7 A
7
7 e

Fosina

Rys. 3 Schemat sil dzialajacych na stozek sondy AFM (Zaadaptowane z [65]).

W przedstawionym modelu, gdy sfera a rozszerza si¢, sonda nie doznaje przesuniecia, a raczej
wygina si¢ dla x=L (Rys. 3). Ponadto, kat pomi¢dzy dzwignig a powierzchnig jest niezerowy.
Aby uwzgledni¢ to zachowanie, sit¢ dzialajaca na dzwigni¢ nalezy rozdzieli¢ na dwa cztony:
1) czlon normalny (Fuppm(t) = Fspn(t)cos(a)) oraz 2) czlon lateralny (Fjq.(t) =

Fspp(t)sin(a)H

= ). Po odpowiednich przeksztalceniach matematycznych rownania (42) oraz (39),

otrzymuje si¢ rownanie (44), opisujace odchylenie dzwigni [65].
n . - 44
202, 6) = T 22 g, (0) (sin(w D€ ) # Typn(0), 44
gdzie:

*- oznacza konwolucje
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Zmierzony za pomocg metody PTIR sygnal, odpowiada sygnatowi typu géra - dof zmie-
rzonemu przez 4 - kwadrantowy detektor AFM, za pomoca ktdérego mierzone jest wychylenie
sondy AFM (27) [65]. Zmierzony sygnal mozna wyrazi¢ jako catk¢ pod nachyleniem wspor-
nika wzdtuz $rednicy D, ktora odpowiada $rednicy plamki lasera $wiatla odbitego (45).

S@) = Tp it i, 2

P
wp LD 9x

dx(sin(w, t)er__zlt) * Topn (0, (45)

gdzie:
*- oznacza konwolucje
D<<L
Uwzgledniajac fakt, ze sygnal PTIR latwiej jest rozwaza¢ po obliczeniu transformaty

Fouriera S(t), zmierzony sygnal S(t) mozna wyrazi¢ za pomoca rownania (46).

(46)

S(w) = Zn S(w)n = Zn D ag"]fx) |x=LPn |Tsph(w)|

9 /(w%—wz)zﬂ"zwz

Po odpowiednich przeksztalceniach matematycznych i podstawieniach oraz dla czestosci
® = ©n, mozna wyrazi¢ zmierzony sygnat PTIR S(w, 1),, za pomoca réwnania (47). Mozna
zatem wykaza¢, ze zmierzone maksimum amplitudy poszczegdlnych modoéw drgan sygnatu
PTIR jest wprost proporcjonalne do absorbancji (35) [65]. Dowodzi to uzyteczno$ci metody
PTIR w badaniach spektroskopowych w zakresie podczerwieni. Mozna réwniez pokazac,
ze pierwsze cztery mody drgan majg porownywalng amplitude [65]. Na Rys. 4 przedstawiono
poréwnanie widm otrzymanych metodg AFM - IR w modzie kontaktowym (zakres spektralny:
3100 cm? — 900 cm?) oraz we wzmocnionym rezonansowo modzie kontaktowym
(zakres spektralny: 1800 cm™ — 1145 cm™?), a takze przy pomocy konwencjonalnej spektrosko-
pii FTIR (zakres spektralny: 3100 cm™ — 900 cm™) dla: PMMA (ang. Poly(methyl methacry-
late), Rys. 4A) oraz dla polistyrenu (Rys. 4B). Widmo otrzymane za pomocg metody AFM -
IR we wzmocnionym rezonansowo modzie kontaktowym zostato przedstawione w we¢zszym
zakresie spektralnym ze wzgledu na fakt, iz tylko w takim zakresie jest mozliwe wykonanie
pomiaru w zastosowanej konfiguracji pomiarowej (system nanolR2, dostgpne trzy segmenty
lasera (ang. chip), pokrywajace nastepujacy zakres spektralny: 1930 — 1145 cm™?). Widma
otrzymane za pomocg metody AFM — IR 1 FTIR sg analogiczne. Powyzszy eksperyment, do-
wodzi rowniez stusznosci twierdzenia, iz pomiary wykonane za pomocg metody PTIR, odpo-

wiadaja pomiarom wykonanym z uzyciem klasycznych metod spektroskopowych (FTIR).
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& I A
S(w;/l)n = HmHAFMHopthh m[z( ) ! (47)

gdzie:

Hp, = k,asppa- wkiad mechaniczny

=1 ; D 9gn(x) 2_ L,
Hypy = ron [cos(a)dx + sin(a)H] il [=5,~ =]~ wkiad od dzwigni
_ Re(n) 2
Hope = Retmy212)2 50 |Einc|*- wkiad optyczny
Hy, = % ty (%p + Trelax) dla tp << Trelax— wkiad termalny
sphlsp
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Rys. 4 Poréwnanie widm otrzymanych metoda AFM- IR w modzie kontaktowym

oraz we wzmocnionym rezonansowo modzie kontaktowym, a takze przy pomocy konwen-

cjonalnej spektroskopii FTIR dla: A- PMMA, B- polistyrenu.

Typowe lasery OPO w czasie trwania jednego pulsu dostarczaja energie rzgdu 50 pJ.
Plamka lasera, padajaca na probke ma $rednic¢ rzedu 200 um. Mozna zatem oszacowac,
ze moc lasera na probce jest rzedu 2-10'° W/m?2. Zakladajac, ze probke stanowi polimer

lub inny materiat organiczny, mozna wyliczy¢, ze maksymalny wzrost temperatury na probce
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w wyniku oddziatywania ze $wiatlem laserowym jest rzgdu 4 K [65]. Wzrost temperatury
na probce jest zatem bardzo matly, co pozwala potwierdzi¢, ze metoda PTIR, podobnie
jak klasyczne metody spektroskopowe sa nieniszczace dla probki. Z kolei, mozna rowniez ob-
liczy¢, ze spodziewane odksztalcenie probki da jest rzedu 40 pm [65]. Pomiar tak maltego wy-
chylenia bytby niezwykle trudny w przypadku pomiardéw statycznych. Dlatego tez, w metodzie
PTIR wykorzystuje si¢ impulsowe wzbudzenie i bardzo szybka ekspansj¢ termiczng probki
[65]. Czulos¢ metody mozna wyznaczy¢, zaktadajac, ze plamka lasera AFM ma $rednice rzedu
100 pm. Wspélczynnik czutosci jest rzedu 8 mm-s-K™. Jest on poréwnywalny dla pierwszych
czterech modow drgania [65].

Opisana do tej pory metoda AFM — IR i jej teoretyczne podstawy dotyczyly pomiarow
w rezonansowym modzie kontaktowym bez dodatkowego wzmocnienia. Pomiary ze znacznie
wiekszg czuloScig oraz rozdzielczosciag przestrzenng, mogg zosta¢ wykonane, wykorzystujac
wzmocniony rezonansowo mod kontaktowy (ang. resonance- enhanced AFM - IR). Przyjmuje
si¢, ze praca we wzmocnionym rezonansowo modzie kontaktowym pozwala na wzmocnienie
intensywnosci sygnatu AFM — IR nawet o dwa rzedy wielkosci [64]. Uzyskanie tego wzmoc-
nienia jest mozliwe, dzigki wykorzystaniu przestrajalnego lasera kwantowo- kaskadowego
(QCL, ang. Quantum Cascade Laser), ktorego czgstos¢ pulsow moze zostaé dopasowana
do wybranej czestosci rezonansowej, odpowiadajacej wybranym modom drgania dzwigni AFM
[64]. Amplituda sygnatu AFM — IR wzrasta wowczas, zgodnie z wartoScig dobroci Q uktadu
[68]. Mechaniczne wzmocnienie drgan rezonansowych, pozwalana na wzmocnienie sygnatu
AFM — IR. Nie jest ono jednak samo w sobie wystarczajace aby wzmocni¢ na przyklad sygnat
z pojedynczej mono-warstwy [68]. W tym celu, nalezy rowniez uzyska¢ wzmocnienie elektro-
magnetyczne pola w przestrzeni pomi¢dzy stozkiem sondy pokrytym warstwa ztota a pokrytym
zlotem podlozem. Dzieki wykorzystaniu wzmocnieni elektromagnetycznego, mozliwe jest lo-
kalne wzmocnienie sygnalu AFM — IR o pig¢ rzedow wielkosci [68].

Roéwnanie ruchu dla dzwigni podczas pomiaru z wykorzystaniem wzmocnionego rezo-
nansowego modu kontaktowego, mozna zapisa¢ za pomocg rownania (48), ktore sprowadza

si¢ do kinematycznego rownania ruchu oscylatora harmonicznego z sita wymuszajaca Fr(t)

[68], [69].

Z42yz+ wi(z—zy)? = Fr(t) (48)
gdzie:

Zo- polozenie rOwnowagi
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wo- czestotliwos¢ drgan wiasnych dzwigni AFM w kontakcie z probka
y- wspotczynnik thumienia drgan dzwigni

Fr(t)- sita wymuszajaca

W przypadku, gdy sita wymuszajaca dziata na uktad z czgstoscia, odpowiadajaca czestosci
drgan witasnych dzwigni AFM w kontakcie z probka wo, wOwczas wzmocnienie rezonansowe

sygnatu AFM — IR moze zosta¢ opisane rownaniem (49) [69].

Az =~ Az:Q (49)
gdzie:
Az- wychylenie dzwigni AFM w przypadku wzmocnienia rezonansowego
zg- wychylenie dzwigni AFM w wyniku pojedynczego pulsu lasera

Q= ‘;’—y" - dobro¢ uktadu

Aktualnie metoda AFM — IR jest szeroko rozwijana. Do tej pory zostala ona wykorzy-
stana do pomiarow amyloidow [70]-[73], biatek [74]-[76], kompleksu zbierajacego $wiatto
w ukfadach fotosyntetycznych (LHCII, ang. Light-Harvesting Complex Il) [77], [78], bakterii
[79]-[81] komorek [82]-[86], polimerow [87]-[89], nanorurek weglowych [90]. W przypadku
probek biologicznych, otrzymana do tej pory rozdzielczos¢ przestrzenna za pomocag metody
AFM — IR byta rzedu 50 — 100 nm przy pomiarach tkanek [64], [91], komorek [86], bakterii
[79] oraz widkien kolagenu [92]. Najlepsza do tej pory otrzymana rozdzielczo$¢ dla probek
biologicznych byta rzedu 10 nm, co jest limitem metody AFM — IR ze wzgledu na $rednice
stozka sondy AFM [93]. O ile, pomiary jakosciowe metodg AFM — IR sg stosunkowo latwe
do interpretacji, zwlaszcza w przypadku zwigzkow, posiadajacych charakterystyczne pasma
absorbcyjne, o tyle pomiary ilo$ciowe, stanowia ogromne wyzwanie [86]. Jest to szczegdlnie
trudne dla probek o niejednorodnym sktadzie chemicznym, jak np. prébki biologiczne. W przy-
padku interpretacji wynikdéw uzyskanych z wykorzystaniem spektroskopii AFM — IR, nalezy
wzig¢ pod uwage takie czynniki jak: topografia (grubos$¢ probki), jednorodnos¢ sktadu che-
micznego, czy sztywnos¢ probki [86]. W prezentowanej rozprawie, metoda AFM — IR zostata
zastosowania do pomiar6w pojedynczych chromosomow cztowieka. Wedtug najlepszej wiedzy
Autora, pomiary z wykorzystaniem spektroskopii AFM — IR chromosomow z aberracjami, zo-

staly wykonane po raz pierwszy na Swiecie.
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7. Wielowymiarowe analizy statystyczne

Chemometria jest dyscypling nauki, w ktdrej stosuje si¢ matematyczne i statystyczne me-
tody obliczeniowe do rozwigzywania problemow natury chemicznej [94]. Jedna z dziedzin che-
mometrii sg wielowymiarowe analizy statystyczne (ang. multivariate analysis). W tego typu
badaniach, dokonuje si¢ jednoczesnego pomiaru wielu zmiennych, charakteryzujacych badany
obiekt. Glownym celem wielowymiarowej analizy statystycznej jest klasyfikacja obiektow
ze wzgledu na ich wilasnosci tak, aby wykry¢ pewne ogolne prawidlowosci dotyczace badanych
mechanizméw. W prezentowanej rozprawie zostang wykorzystane dwie metody wielowymia-
rowej analizy danych: analiza klastrowa (CA, ang. cluster analysis) oraz analiza sktadowych

glownych (PCA, ang. Principal Component Analysis), ktore zostang blizej omowione ponizej.

7.1. Analiza Klastrowa

Analiza klastrowa nalezy do jednej z dyscyplin w wielowymiarowej statystyce, nazywang
analiza skupien [95]. Dyscyplina ta polega na grupowaniu badanych obiektow na podstawie
podobienstwa w oparciu o zmienne charakteryzujace te obiekty. Stad tez, wybor zmiennych,
opisujacych badane obiekty jest niezwykle istotny w prawidlowej klasyfikacji. Nalezy takze
pamigtac, ze analiza ta jest bardzo wrazliwa na skrajnie odstajgce wartosci zmiennych. Powinno
si¢ zatem odrzuca¢ przypadki odstajace oraz zmienne, ktére nieznacznie rdznicag badane
obiekty [95].

Glownym celem analizy skupien jest pogrupowanie obiektow, wykazujacych pewne ce-
chy, scharakteryzowanych wybranymi zmiennymi tak, aby obiekty te byty podobne do obiek-
tow w obrebie swojej grupy. Jednoczesnie, obiekty te z zalozenia powinny znaczaco rdézni¢
si¢ od obiektow z pozostatych grup [94], [95]. Na podstawie otrzymanego grupowania mozna
okresli¢, czy istniejq jakie§ prawidlowosci w badanej grupie obiektow, mozna dokona¢ redukeji
znaczacego zbioru danych, poshigujac si¢ Srednimi wartosciami parametrow dla zidentyfiko-
wanych grup oraz wykorzysta¢ otrzymane grupowanie w dalszej wielowymiarowej analizie
danych [95]. Warto takze wspomnie¢, ze metody analizy skupien sg bardzo efektywne, zwlasz-
cza przy braku zalozen co do analizowanych obiektow na etapie wstepnej analizy danych.
Naleza one do grupy tzw. metod klasyfikacji bez nadzoru. Stad tez w tego typu analizie
nie wykorzystuje si¢ metod testowania istotnosci statystycznej. Wazne sg jednak inne aspekty,

takie jak znalezienie odpowiedniego sposobu okreslania podobienstwa obiektow, znalezienie
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metody identyfikacji skupien oraz zidentyfikowanie zatozen i ograniczen tej metody statystycz-
nej [95].

Jak juz zostatlo wspomniane, jednym z najistotniejszych probleméw w metodzie analizy
skupien jest znalezienie sposobu, umozliwiajgcego na okreslenie podobienstwa miedzy bada-
nymi obiektami. W tym celu nalezy zdefiniowaé funkcj¢ podobienstwa. Funkcja podobienstwa
przyporzadkowuje parze obiektow (Oi, Oj) okreslong liczbe rzeczywista Pij, ktora jest nazywana
wspoélczynnikiem podobienstwa [95]. Funkcja podobienstwa powinna spelniaé nastepujace
wiasnosci: 1) liczba Pjj nie moze by¢ wyzsza niz mozliwa maksymalna warto$¢ wspotczynnika
podobienstwa (Pmax), 2) wartosci wspofczynnika Pijj zachowujg symetrie, tzn. Pij = Pji [95].
W praktyce obliczeniowej, najcz¢sciej jednak stosuje si¢ niejako miare braku podobienstwa,
czyli miar¢ odleglosci (metryke, d). Laczy sie zatem obiekty lezace blisko siebie, jednoczesnie
rozdzielajac obiekty lezace daleko od siebie. Wykorzystana funkcja odleglosci, rowniez jest
okreslona dla pary obiektow (Oj, Oj) i powinna spetnia¢ nastepujgce warunki: 1) przyjmowac
tylko wartosci ze zbioru nieujemnych liczb rzeczywistych, 2) spetnia¢ warunek zwrotnosci:
d(Gi, Oj) = 0 < 0Oi = 0j, 3) speia¢ warunek symetrii: d(O;, O;) = (O;, Oi) oraz 4) speliac
warunek trojkata: d(Oi, Ok) <d(Oj, Oj) + d(O;, Ok) dla wszystkich obiektow Oi, Oj i Ok [95].

Postac¢ funkcji odlegtosci jest zalezna od rodzaju skali pomiarowej zmiennych, ktore zo-
staly wykorzystane do opisania badanych obiektow (zmienne ilosciowe, porzadkowe czy jako-
$ciowe). Dla skal przedzialowych, kazdy obiekt mozna opisa¢ poprzez cigg p liczb rzeczywi-
stych (X1, X2....Xp). Kazdy obiekt zatem mozna opisa¢ jako punkt w p- wymiarowej przestrzeni.
Woéwczas, mozna wyznaczy¢ odlegltos¢, wykorzystujac np. metryke euklidesowa, opisang wzo-

rem (50) [94], [95]:

(50)
d(x,y) =
gdzie:
X = (Xi, ...., Xp)
y =i e 30)

Metryka euklidesowa stanowi szczegdlny przypadek metryki Minkowskiego, ktora

w 0g6lnym przypadku jest opisana wzorem (51). Jak mozna zatem zauwazy¢, do opisu podo-
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bienstwa miedzy obiektami mozna wybra¢ metryki r6znego typu. Wazne jest jednak, aby po-
rownywac wielkosci w tych samych jednostkach dla wszystkich obiektow, co jest rownowazne

standaryzacji zmiennych [95].

- (51)
d(x,y) = z x; — y;|/? dlap =1
i=1

W analizie skupieh mozna wykorzysta¢ dwie metody: 1) hierarchiczne
i 2) nichierarchiczne metody analizy skupien (HCA, ang. Hierarchical Cluster Analysis).
W przypadku hierarchicznych metod analizy skupien, wykorzystuje si¢ dwie techniki: 1) aglo-
meracyjng oraz 2) podzialowa. Aglomeracyjna technika hierarchicznej analizy skupien, cha-
rakteryzuje si¢ zalozeniem, iz na poczatku kazdy obiekt stanowi osobne skupienie. W toku
analizy, stopniowo zostajg pofaczone obiekty lezace obok siebie najblizej, az do uzyskania jed-
nego skupienia. Z kolei, technika podzialowa opiera si¢ na odwrotnym zalozeniu, Ze na wyjsciu
wszystkie obiekty stanowig jedno skupienie. W toku analizy zostaja one rozszczepione
na mniejsze skupienia, az do uzyskania skupien zawierajagcych po jednym obiekcie [95].
W prezentowanej rozprawie zostanie wykorzystana technika aglomeracyjna. Wykorzystujac
obie techniki, czy to aglomeracyjna, czy tez podzialowa, otrzymuje si¢ tzw. dendrogram, czyli
drzewo utozonych hierarchicznie skupien [95]. Analiza drzewa umozliwia przesledzenie podo-
bienstwa mi¢dzy obiektami i zdecydowanie o potencjalnym przypisaniu obiektow do okreslo-
nych grup.

W przypadku technik aglomeracyjnych, na poczatkowym etapie, kazdy obiekt stanowi
wlasne skupienie. Nastepnie, na kolejnych etapach, tworzy si¢ nowe skupienia, taczac obiekty
ipowstate uprzednio skupienia w nowe grupy. Powstaje wowczas jednak istotny problem, okre-
$lenia odlegtosci migdzy nowymi skupieniami, powstatymi w toku analizy oraz zadecydowania
dla jakiej odlegto$ci roze skupienia sg do siebie na tyle podobne, aby potaczy¢ je w jedno wigk-
sze skupienie obiektow [95]. W tym celu wykorzystuje si¢ rozne metody, ktore roznig si¢ zale-
dwie sposobem obliczania odleglo$ci miedzy skupieniami. W prezentowanej rozprawie zosta-
nie wykorzystana metoda $redniego polaczenia (ang. Average Linkage Clustering Method). Zo-
stanie ona omoOwiona ponizej.

Metoda $redniego potaczenia hierarchicznej analizy klastrowej (ang. Average Linkage
Clustering Method) jest inaczej okreslana skrotem UPGMA (ang. unweighted pair-group met-

hod using arithmetic averages), ktory zostal wprowadzony przez Sneatha i Sokala w 1973 r.
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[95]. W metodzie UPGMA wyznacza si¢ odleglos¢ pomiedzy dwoma skupieniami za pomocg
sredniej arytmetycznej wyznaczonej ze wszystkich obiektéw, nalezacych do dwdch roznych
skupien [95]. Metoda ta jest najbardziej efektywna w przypadku, gdy obiekty tworza naturalnie
oddzielone sferyczne skupienia. Moze ona jednak rowniez by¢ stosowana w przypadku skupien
o wydhizonych ksztaltach [95].

Jak juz zostalo wspomniane, oprocz hierarchicznej analizy klastrowej (HCA),
w analizie danych moga rowniez zosta¢ wykorzystane niehierarchiczne analizy skupien,
jak grupowanie metodg k- $rednich (ang. K- means) [94], [95]. Obecnie jest to jedna
z najczesciej stosowanych metod analizy skupien [96]. Opiera si¢ ona na zidentyfikowaniu
okreslonej ilosci skupien obiektow. Zadne zidentyfikowane skupienie nie jest jednak podsku-
pieniem innego skupienia. Z tego tez wzgledu, metoda ta jest okreslana jako niehierarchiczna
[95]. Zostala ona opracowana przez MacQueena w 1967 . W  metodzie
tej z gory zaklada si¢ okreslong liczbe skupien k a priori. Algorytm, w toku analizy, dzieli
obiekty na podang liczbe grup jak najbardziej si¢ od siebie roznigcych, biorac pod uwage obli-
czong metryke (np. euklidesowa (50). W pierwszym kroku, algorytm losowo definiuje k r6z-
nych klastrow [97]. Nastepnie, wyznaczana jest odleglo$¢ pomiedzy kazdym obiektem w ob-
rgbie danego klastra a ich odpowiednim centroidem. W kolejnym kroku, obiekty sg przeno-
szone do klastréw, dla ktorych odlegtos¢ obiekt — centroid jest najmniejsza. Cala procedura jest
powtarzana az do otrzymania najbardziej optymalnego klastrowania. Kazda kolejna iteracja
rozpoczyna si¢ od losowego zdefiniowania Kk klastrow. Jako$¢ klastrowania ocenia si¢ na pod-
stawie warto$ci parametru SOD (ang. Sum Of Distances). Wartos¢ SOD okre$la sum¢ odlegto-
$ci pomiedzy kazdym obiektem a centroidem danego klastra. Najlepsza analiza charakteryzuje

si¢ najnizsza wartoscig SOD, uzyskang dla optymalnej liczby iteracji [98].

7.2. Analiza skladowych gléwnych (PCA)

Analiza sktadowych gléwnych nalezy do metod statystycznych shuzacych do redukcji
ilo§ci zmiennych. Ponadto umozliwia ona wykrycie struktury i ogélnych prawidlowosci
w danych, zweryfikowanie ich oraz opis i klasyfikacje badanych obiektow [94]. Jest to mozliwe
dzigki przeksztalceniu zmiennych opisujacych badane obiekty w nowy zbidér zmiennych
w ortogonalnym ukladzie wspotrzednych, ktory jest zdefiniowany przez nowe zmienne (czyn-
niki) [95]. W analizie PCA (ang. Principal Component Analysis) dokonuje si¢ zatem ortogo-

nalnego przeksztalcenia zmiennych obserwowanych w zbiér nowych nieskorelowanych zmien-
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nych (sktadowych). Catkowita wariancja obserwowanych zmiennych jest rowna sumie warian-
cji sktadowych gtownych. Co za tym idzie, model ten umozliwia redukcj¢ zmiennych, nie za-
ktada jej jednak a priori [95]. Poczatki tej metody wywodza si¢ od badan Pearsona w 1901 r.,
ktoéry wykorzystywat tego typu obliczenia do dopasowywania powierzchni za pomocg metody
najmniejszych kwadratow. Pelen teoretyczny opis metody PCA zostat przedstawiony przez Ho-
tellinga w 1933 r. oraz w 1936 r. [95].

Aby matematycznie opisa¢ metode analizy sktadowych glownych, nalezy zdefiniowaé
zespot p poczatkowych zmiennych (X1, ...Xp). Celem analizy bedzie zredukowanie liczby
zmiennych potrzebnych do opisania badanego ukfadu, przy zachowaniu jak najwigkszej zmien-
nosci w danych. Aby osiggna¢ ten cel, wykorzystujac analize PCA, nalezy stworzy¢ kombina-
cje liniowe obserwowanych zmiennych poczatkowych, otrzymujac nowe nieobserwowane
zmienne, okreslane mianem sktadowych gtdéwnych (PC, ang. Principal Component) [94], [95].

Dla pierwszej sktadowej gldwnej, mozna wigc zapisac (52).

Zl = a11X1 + a12X2 + ...+ alep (52)
gdzie:

ai1, a1z, ...aip- wspotczynniki wyznaczone przez poczatkowe zmienne

W celu zachowania jak najwigkszej wariancji w danych, nalezy wyznaczy¢ sktadowa gtéwna
Z1 o najwigkszej wariancji. Oznacza to wyznaczenie warto$ci wspotczynnikow aii, ai, ...dp,
w taki sposob, aby wariancja Z1 byta mozliwie najwigksza, przy ograniczeniu, opisanym row-

naniem (53), shuzgcym znormalizowaniu wektora wspotczynnikow [95].

Z af; =1 (53)

l

Z matematycznego punktu widzenia, opisany problem mozna zapisa¢ jako problem wtasny ma-
cierzy kowariancji (54).
(§ —ADa;=0, (54)
gdzie:
a= (a1, a1, ...a1p)- wektor wspotczynnikow
S- macierz kowariancji zmiennych Xi, Xo, ... Xp

I- macierz identyczno$ciowa
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A- warto$¢ wlasna macierzy S

Kowariancj¢ (Cov) zmiennych X1, Xz, ...Xp definiuje si¢ z kolei zgodnie z rownaniem (55):
1 n
Cov(Xi,X') = _Z(Xik - )?l)(X]k - X]),
n—1 o] (55)
gdy X:,YL COU(Xi,Xi) = Var(Xl-)

Rownanie (54) ma niezerowe rozwigzania, jesli jest spetnione rownanie charakterystyczne (56),

co oznacza, ze macierz (S - Al) jest macierza niecodwracalng [95].
|S—AI=0 (56)

Otrzymanie rozwigzania rOwnania wlasnego (56) jest rownoznaczne ze znalezieniem wektorow
wlasnych a; macierzy S, odpowiadajacych wartosciom wlasnym /4 macierzy S. Znalezienie
wektorow wlasnych a; macierzy S umozliwia utworzenie macierzy przejscia L oraz diagonali-
zacje macierzy S. Poszczegdlne wartosci wlasne A1, odpowiadajg wariancji poszczegdlnych
sktadowych glownych Z;: Var(Zi)) = 11 Skladowe glowne 21, 2o, Za.....
sg zatem wyznaczane tak, aby 41> 1>> A3>...., co oznacza, ze kolejne sktadowe gtowne (PC)
opisujg coraz mniejszg wariancje. Wektory wspotczynnikow ai, ay, ...sg znormalizowane (53),

a takze sg wzajemnie ortogonalne (nieskorelowane) (57) [94], [95].

Z a1z =0 (57)

l

W wyniku analizy sktadowych gléwnych otrzymuje si¢ wykres rozrzutu (ang. score plot), ktory
przedstawia potozenie analizowanych obiektow w nowej p - wymiarowej przestrzeni sktado-
wych glownych (PC). Wykres wynikowy, obrazuje zatem strukture danych 1 przedstawia po-
dobienstwa i roznice w danych [98]. W toku analizy PCA otrzymuje si¢ takze tadunki czynni-
kowe (ang. loadings). Relacje¢ pomiedzy macierza z obserwowanymi zmiennymi (X), macierza
wynikowg ze zmiennymi w nowym obréconym uktadzie wspotrzgdnych (T) oraz macierzg la-
dunkéw czynnikowych, ktora jest rownocze$nie macierzg przej$cia (L) wyznacza rownanie
(58). Ladunki czynnikowe wyznaczaja wspotczynniki korelacji pomi¢dzy dang zmienng i skta-

dowymi gldwnymi oraz opisujg wklad tej zmiennej do poszczegodlnych sktadowych PC [95].
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Z geometrycznego punktu widzenia, wartosci fadunkow czynnikowych odpowiadaja wartosci
cosinusa kata pomigdzy dang zmienng a okreslong sktadowa gtowna [98]. Wynika to z faktu,
ze przeksztalcenie zmiennych do przestrzeni wektorow wlasnych macierzy kowariancji

jest tozsame z obrotem wyjSciowego ukladu wspotrzednych [95].

X=TL, (58)
gdzie:

X- macierz danych
T- macierz wynikowa

L- macierz tadunkéw czynnikowych

Analiza skladowych glownych jest bardzo poteznym narzgdziem statystycznym.
Jej zastosowanie jest mozliwe jednak tylko w przypadku, gdy dane wejsciowe sg skorelowane.
W praktyce, wartos¢ korelacji mierzy si¢ wspotczynnikiem korelacji Pearsona mi¢dzy zmien-
nymi PCC(Xi, Xj) ((59), PCC, ang. Pearson Correlation Coefficient). Przyjmuje si¢, ze uzycie
tej metody jest zasadne w przypadku, gdy korelacja miedzy danymi jest wicksza niz 0,3 [95].
Reguta ta zostata zobrazowana na Rys. 5. Jak mozna zauwazy¢ na Rys. 5, gdy dane sg odpo-
wiednio skorelowane, mozliwy jest obrot wyjsciowego uktadu wspodtrzednych, tak aby pierw-
sza sktadowa gtowna PC1 opisywala mozliwe najwigkszg wariancje (Rys. 5A). Tego typu ob-
rot uktadu wspotrzednych nie jest mozliwy, gdy dane nie sg ze sobg skorelowane (Rys. 5B).
Waznym czynnikiem wplywajacym na wynik analizy PCA jest rowniez liczebnos¢ 1 reprezen-
tatywnos¢ proby. Przyjmuje si¢, ze proba o liczebnosci 50 obserwacji to absolutne minimum

w tego typu analizie [95].
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Rys. 5 Przyklad danych skorelowanych (A) i nieskorelowanych (B) oraz metody wyzna-
czania sktadowych gléwnych (PC) poprzez obrot wyjsciowego ukladu wspotrzednych,

tak aby pierwsza sktadowa glowna PC1 opisywata mozliwe najwigkszg wariancje.

COU(Xl', X]) (59)

1/VCLT(XL',XL') Var(X],X])

PCC(X;, X)) =

W toku analizy sktadowych glownych, nalezy zdecydowa¢, ile wybra¢ sktadowych
gtéwnych PC do opisu danych. Jednym z narzgdzi stuzacych do oceny 1 wyboru optymalnej
ilosci sktadowych glownych jest tzw. wykres osypiska, opracowany przez Cattella w 1966 r.
[95]. Wykres ten pokazuje kolejne wartosci wlasne na osi X wraz z odpowiadajgcymi im war-
tosciami wlasnymi A1, A2, ...., 4p na 0si y. Na wykresie osypiska nalezy wybra¢ taki punkt,
dla ktorego na prawo od niego wystepuja tagodny spadek wartosci wiasnych, co oznacza,
ze za tym punktem wystepuje jedynie tzw. osypisko czynnikowe. W tym punkcie, przyrost
informacji zatamuje si¢. Do opisu danych nalezy wiec wybra¢ tylko skladowe glowne, znajdu-

jace si¢ po lewej stronie tego punktu [95].
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1. BADANIE STRUKTURY MOLEKULARNEJ CHROMATYNY
W NANOSKALI: BADANIE STRUKTURY ODTWORZONEJ
CHROMATYNY Z WYKORZYSTANIEM SPEKTROSKOPI|
RAMANA WZMOCNIONEJ NA OSTRZU SONDY SKANUJACEJ
(TERS)

1. Opis eksperymentu

Schemat przeprowadzonych eksperymentow i wykonanej analizy, majacej na celu zba-
danie struktury molekularnej odtworzonej chromatyny z wykorzystaniem spektroskopii TERS

zostat przedstawiony na Rys. 6.
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Analiza klastrowa
Pomiary AEM'i i PCA widm zebranych
Ramana z pojedynczego
pojedynczych chromosomu
chromosomow. \}

Otrzymanie widm modelowych Ramana
eu- i hetero- chromatyny.
Pomiary’Ramana (kombinacje liniowe widm DNA
probek i i histonow oraz wyznaczenie wartosci

referencyjnych: it W wspotczynnika korelacji Pearsona- PCC)
DNAi histonow.

Wyznaczenie widm TERS nukleosomu, DNA i histonow
na podstawie wartosci wspotczynnika korelacji
Pearsona, obliczonego:
Pomiary AEM
I TERS dla widma TERS nukleosomu z widmem
odtworzonej modelowym chromatyny
chromatyny dla widma TERS DNA z referencyjnym widmem
Ramana DNA
dla widma TERS histonow z referencyjnym
widmem Ramana histonow

T Algorytm analizy logicznej widm TERS:
— Jesli wartos¢ PCC pomiedzy widmem TERS
a widmem modelowym/referencyjnym

byfa:
s PCC>0, przypisywano wartoé¢ logiczng i
PCC=1
* PCC<0 przypisywano wartosc logiczng
PCC=0
widmo TERS
modelowym . referencyjnym | zidentyfikowane
! referencyjnym . . .
widmem . widmem jako widmo
widmem DNA : a
chromatyny histonow
1 1 1 chromatyny
1 0 0 podfoza/ )
zanieczyszczen
0 1 0 DNA
0 0 1 histonéw
1 1 0
1 0 1 podtoza/
0 1 0 zanieczyszczen
0 0 0

Rys. 6 Schemat wykonanych eksperymentow oraz przeprowadzonej analizy majacej
na celu zbadanie struktury molekularnej odtworzonej chromatyny z wykorzystaniem

spektroskopii TERS: A- wykonane eksperymenty: mapowanie ramanowskie pojedynczych
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chromosomow, pomiary Ramana probek referencyjnych (roztworé6w DNA oraz histonow), po-
miary TERS chromatyny na poziomie pojedynczych nukleosoméw, B- schemat analizy da-
nych: analiza klastrowa i analiza sktadowych gtéwnych (PCA) widm ramanowskich zebranych
z pojedynczego chromosomu, analiza korelacyjna widm referencyjnych oraz widm TERS,
a takze C- schemat analizy korelacyjnej widm TERS i wyodrebnienie widm zebranych z: DNA,

histonow oraz chromatyny (na poziomie pojedynczego nukleosomu).

1.1. Charakterystyka materialu badawczego

1.1.1. Odtwarzanie chromatyny z ré6znym stopniem metylacji DNA i histonow

Chromatyna, na najnizszym poziomie organizacji- pojedynczego nukleosomu, byta od-
twarzana za pomocg zestawu Chromatin Assembly Kit (Active Motif). Uzycie tego zestawu,
umozliwilo zalezne od ATP (adenozyno-5'-trifosforan) odtworzenie chromatyny z regularnie
rozdystrybuowanymi pojedynczymi nukleosomami [99]. Chromatyna na poziomie ,.koralikow
nanizanych na sznurek” zostata odtworzona zar6wno z niemetylowanym, jak i z metylowanym
DNA faga A (~48 kbp, Sigma Aldrich) oraz z kolistym DNA (pUC19, 2,686 kbp, Active Motif).
W kazdej reakcji zostal wykorzystany 1ug DNA. Niezaleznie od rodzaju DNA uzytego do od-
tworzenia chromatyny, w kazdej reakcji wykorzystano biatko opiekuncze (ang. chaperone)
h-NAP-1 (ang. Nucleosome Assembly Protein) oraz czynnik ACF (ang. ATP- utilizing chroma-
tin assembly and remodelling factor) [51]. Podczas odtwarzania chromatyny, poczatkowo do-
dawano 1,4 ul roztworu zrekombinowanych biatek h-NAP-1 i 1,8 pl roztworu histonow rdze-
niowych (1,5 mg/ml, H2A, H2B, H3 i H4, HelLa, Active Motif) do 10 ul roztworu o wysokim
stezeniu (ang. High Salt Buffer). Nast¢pnie, po doktadnym zmieszaniu sktadnikow przy uzyciu
vortexu oraz inkubacji na lodzie przez 15 min, do 64,3 ul roztworu o niskim st¢zeniu
(ang. Low Salt Buffer), 2,5 ul zrekombinowanego kompleksu ACF oraz 10 ul systemu umozli-
wiajacego rekreacje ATP (ang. Complete 10x Regeneration System) zostato dodane 10 ul DNA
(0,1 pg/ul). Powstaty roztwor zostat dokladnie wymieszany, a nastepnie zostat pozostawiony
do inkubacji przez 4 godz. w temp. 27 °C. W roztworze odtworzonej chromatyny, koficowe
stezenie DNA wynosito 0,01 pg/ul. W celu zbadania wptywu modyfikacji posttranslacyjnych
histonow na strukture chromatyny na najnizszym poziomie jej organizacji, a w szczeg6lnosci
metylacji histonu H3 (H3K27me3), w trakcie procedury odtwarzania chromatyny, wyjsciowy

roztwor rdzeniowych histonow (HeLa) zostal zastapiony 1,8 pul roztworu zawierajacego mie-
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szank¢ histonow zawierajacych zmodyfikowany histon H3K27me3 (Active Motif) oraz pozo-
state histony H2A, H2B, H4 (NEB) w proporcji 1:1:1:1 (koncowe stezenie: 1,5 mg/ml). Osta-
tecznie, zostalo odtworzonych 5 réznych rodzajow chromatyny. Wszystkie rodzaje chroma-

tyny, ktore zostaly odtworzone, zostalty wymienione w ponizszej tabeli (Tabela 1).

Tabela 1 Typy odtworzonej chromatyny w celu wykonania pomiarow z uzyciem spek-

troskopii TERS.

Nr chroma-
Typ DNA Typ histonow
tyny

1 niemetylowane DNA faga A niemetylowane dodatkowo histony
2 metylowane DNA faga A rdzeniowe (HelLa)
3 koliste DNA plazmidowe pUC19

i histony zawierajace dodatkowo me-
4 niemetylowane DNA faga A ]

tylowany histon H3 (H3K27me3)

5 metylowane DNA faga A

1.1.2. Przygotowanie optymalnego podloza do pomiaréw TERS

Pomiary wykonywane za pomocg metody nanospektroskopowej, jaka jest spektrosko-
pia TERS, wymagajg przygotowania podiozy, ktore sg jednocze$nie odpowiednio gladkie
w nanoskali (RMS ~ nm), spektroskopowo czyste oraz jak najlepiej odbijajace swiatto zarowno
lasera wzbudzajacego o dlugo$ci 633 nm, jak i rozproszony sygnat Ramana w zakresie 2,5 -
20,0 pm (4000 - 500 cm™). Metoda umozliwiajaca opracowanie tego typu podlozy- pozlaca-
nych szablonowych podtozy wyzarzanych plomieniowo (ang. template strip flame-annealed
gold substrates) zostata opisana w referencji [100]. Pierwszym etapem przygotowywania po-
ztacanych podtozy do pomiaréw TERS byto pocigcie wafli krzemowych na fragmenty o roz-
miarze rz¢du 20 x 20 mm. Wafle byty wstepnie pokryte PMMA w celu ochrony przed zaryso-
waniami powstatymi w wyniku bezposredniego kontaktu z pylem krzemowym uwalniajacym
si¢ podczas cigcia. Po pocigciu wafli na odpowiednie fragmenty, warstwa PMMA byta usuwana
poprzez 6 godzinne moczenie fragmentow podlozy w acetonie. Po rozpuszczeniu warstwy
PMMA, podloza zostaly przeptukane woda destylowang (MilliQ, NANOpure) oraz etanolem
(>99.8 % Fluka). Nastepnie, byty one czyszczone poprzez moczenie w tzw. roztworze piranha

etch (roztwor kwasu siarkowego (H2SO4)oraz ditlenku wodoru (H202), Sigma-Aldrich) przez
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20 min. Kolejnym krokiem bylo dwukrotne przeptukanie wafli woda destylowang oraz etano-
lem i wysuszenie ich pod delikatnym strumieniem sprezonego N». Kolejno, na potowe wysu-
szonych wafli napylano warstwe zlota o grubosci 100 nm ztota (Leica Folien Targets, 99,99 %
Au) poprzez naparowanie (BAL-TEC MEDO020 high vacuum coating system, pod ciSnieniem
1,5 x 107 mbar, z szybkoécia napylania 0,01-0,03 nm/s). Po napyleniu, pozlacane wafle byly
wyzarzane przez 4 min w plomieniu palnika Bunsena (w temperaturze okoto 450 °C, Rys. 7B-
C), a nastepnie byly wychtadzane w powietrzu. Na pozostate (bez napylonej warstwy zlota)
podtoza krzemowe zostato naniesione okoto 10 pl dwusktadnikowego kleju epoksydowego.
Nastepnie oba fragmenty (poztacany fragment po wyzarzaniu z fragmentem z naniesionym kle-
jem) zostaly ze sobg polaczone, jak przedstawiono na Rys. 7E. W celu utrzymania pozlacanych
powierzchni odpowiednio gladkich i spektroskopowo czystych, byly one rozdzielane bezpo-
$rednio przed naniesieniem na nie chromatyny (Rys. 7F). Minimalny czas wysychania kleju

wynosit 12 h.

~ 150 °C m -

S

5cm c
A HC D T By
11 cm
tytanowy % % ‘
holder )‘ 1 - )\_l
palnik (ﬂ’ “
Bunsena
E F

D
klej

epoksydowy

—p klejepoksydowy. ... [ — 100 nm warstwa zfota

00 nm warstw

/
poztacany wyzarzany ptomieniowo

krzemowy wafel

Rys. 7 Schemat przedstawiajacy przygotowywanie pozlacanych szablonowych podlozy
wyzarzanych plomieniowo do pomiaréw TERS [100]: A- podgrzanie substratu do okoto

150 °C, B, C- wyzarzanie podloza w temperaturze okoto 450 °C przez 4 min, D- nanoszenie
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kleju epoksydowego na fragmenty wafli krzemowych i E- Iaczenie wyzarzonych poztacanych
wafli krzemowych z fragmentami wafli z klejem epoksydowym oraz F- rozdzielanie warstw
w celu uzyskania spektroskopowo czystych i odpowiednio gladkich podiozy do pomiarow
TERS.

Przed naniesieniem chromatyny na przygotowane podloza, sprawdzana byla zar6wno
ich chropowatosc, jak i czystos¢ chemiczna. Chropowato$¢ mierzono za pomoca mikroskopii
sit atomowych, wyznaczajgc wartos$¢ sredniego kwadratowego odchylenia RMS (ang. Root Me-
ans Square) dla obszarow o rozmiarze 0,5 X 0,5 pm zaznaczonych na Rys. 8A-C bialg strzalka.
Na Rys. 8 przedstawiono porownanie topografii podtoza krzemowego naparowanego zlotem
(RMS = 1,34 nm, Rys. 8A) z poztacanym wyzarzanym plomieniowo podiozem krzemowym
(RMS = 1,14 nm, Rys. 8B) oraz z pozfacanym szablonowym podtozem wyzarzanym plomie-
niowo (RMS = 0,35 nm, Rys. 8C). Jak mozna zauwazy¢ na Rys. 8, podloze przygotowane
z wykorzystaniem metody wykonywania poztacanych szablonowych podtozy wyzarzanych
plomieniowo ma najmniejszg warto§¢ RMS, co §wiadczy o jego najmniejszej chropowatosci.
Na Rys. 8D przedstawiono zebrane przyktadowe widmo ramanowskie z uzyciem lasera o dtu-
gosci emitowanej fali 633 nm (czerwonego) z podtoza przedstawionego na Rys. 8C. Na przed-
stawionym na Rys. 8D widmie nie sg widoczne zadne pasma, co $wiadczy o czystosci che-
micznej przygotowanych podiozy. Na Rys. 8E przedstawiono profile wysokosci zebrane
wzdhiz szarych linii zaznaczonych bialg strzatkag na Rys. 8A-C. Na Rys. 8E rowniez mozna
zauwazy¢, ze pozlacane szablonowe podioze wyzarzane ptomieniowo charakteryzuje si¢ naj-
mniejszg chropowatoscig (Rys. 8C). Ponadto, na Rys. 8F przedstawiono topografie AFM chro-
matyny o strukturze , koralikdéw nanizanych na sznurek™ naniesionej na poztacane szablonowe
podioze wyzarzane ptomieniowo. Jak mozna zauwazy¢ na przedstawionym Rys. 8F, podloze
bylo wystarczajaco gladkie, aby mozliwe bylo wykonanie topografiit AFM, zard6wno pojedyn-
czego nukleosomu (~10 nm), jak i pojedynczej nici DNA (~1 nm). Ze wzgledu na najmniejsza
chropowatos¢ oraz wysoka czysto$¢ chemiczng do pomiaréw TERS zostaly wybrane poztacane

szablonowe podloza wyzarzane ptomieniowo.

IFJ PAN 63 Krakow, 2019 r.



,Badanie wplywu promieniowania jonizujacego...” Anna M. Borkowska

50 [nm]
40
30
20
10
1500 1000 500 0
Liczba falowa [cm'1]
E1s- F = ] 60 [nm]
A
15
£ B 40
5 124
~g W
-
2 ol
2 c 20
W
6_
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Odlegtosé [um]

Rys. 8 Topografia AFM pozlacanych podlozy: A-krzemowego naparowanego zlotem,
B- krzemowego naparowanego ztotem Wyzarzanego plomieniowo, C- pozlacanego szablono-
wego podloza wyzarzanego ptomieniowo. Z wybranego poztacanego szablonowego podioza
wyzarzanego ptomieniowo (Rys. 8C) zostato zebrane przyktadowe widmo ramanowskie z uzy-
ciem lasera o dlugosci emitowanej fali 633 nm (czerwonego, Rys. 8D). Dla obszaréw zazna-
czonych biatymi strzatkami na Rys. 8A-C zostala wyznaczona warto§¢ RMS dla badanych pod-
tozy, ktora wynosita odpowiednio: 1,34 nm (Rys. 8A), 1,14 nm (Rys. 8B), 0,35 nm (Rys. 8C).
Na Rys. 8E przedstawiono profile wysokosci zebrane wzdhuz szarych linii zaznaczonych biatg
strzatka na Rys. 8A-C. Dodatkowo na Rys. 8F przedstawiono topografic AFM odtworzone;j
chromatyny na poziomie pojedynczego nukleosomu naniesionej na poztacane szablonowe pod-

oze wyzarzane ptomieniowo (Rys. 8C).
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1.1.3. Nanoszenie chromatyny na podloza do pomiar6w TERS

W celu naniesienia chromatyny na uprzednio przygotowane poztacane szablonowe pod-
foza wyzarzane ptomieniowo do pomiarow TERS, 10 pl roztworu odtworzonej chromatyny
(0,01 pg/ ul) bylo nakrapiane na czysty, $wiezo oddzielony substrat pokryty zlotem.
Aby chromatyna zostata rownomiernie roztozona na podkladkach, do zlotej powierzchni byto
przyktadane napigcie 0,20- 0,23 V. Po 20 min w temperaturze pokojowej napigcie bylto odla-
czane, a przygotowane probki byty delikatnie ptukane 1 ml wody destylowanej (miliQ) w celu
usuniecia niezwigzanych do DNA produktow reakcji odtwarzania chromatyny. Po doktadnym
wyptukaniu przygotowanych probek, byly one suszone pod delikatnym strumieniem sprezo-
nego azotu (N2). Réwnolegle, w celu sprawdzenia jakosci i morfologii odtworzonej chroma-
tyny, byta ona takze nanoszona na mike, ktora jest atomowo ptaska i umozliwia badanie struk-
tur o rozmiarach nanometrycznych z wykorzystaniem mikroskopii sit atomowych (AFM).
W celu naniesienia chromatyny na mike, roztwor odtworzonej chromatyny byt kazdorazowo
rozcienczany (1:4) w wodzie destylowanej (miliQ) z 2 mM Mg?*, a nastepnie byta ona nano-
szona na $wiezo roztupang powierzchnie miki. Podobnie jak w przypadku chromatyny nano-
szonej na pozlacane szablonowe podioze wyzarzane ptomieniowo, po 3 - 5 min inkubacji,
probki byty przeptukiwane 1 ml wody destylowanej i delikatne suszone pod strumieniem sprg-

zonego No.

1.1.4.  Przygotowanie probek referencyjnych: pojedynczych chromoso-

méw metafazowych oraz roztworow DNA i histonow

W celu wykonania pomiarow referencyjnych chromatyny na najwyzszym poziomie
jej organizacji, zostaly wykonane pomiary ramanowskie pojedynczych chromosoméw metafa-
zowych. Na potrzeby powyzszych pomiaréw, chromosomy zostaly otrzymane
z wykorzystaniem klasycznych metod cytogenetyki, jak opisano w literaturze [22]. Wykorzy-
stane w badaniach komorki linii INS-1E (otrzymanej dzigki uprzejmosci prof. Agnieszki Do-
brzyn z Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Nenckiego w Warszawie, Polska) byty inkubo-
wane z roztworem BSA przez 24 godz. w 37 °C w inkubatorze o odpowiedniej wilgotnosci
i 5 % stezeniu CO.. Nastepnie 2 godz. przed trypsynizacja, do hodowli byt dodawany 5 %
roztwor kolcemidu (Max Karyo Colcemid Solution, Life Technologies). Kolcemid jest substan-
cja, ktora powoduje przerwanie wiokien podzialowych w komorcee, przez co zwigksza si¢ liczba

komorek w stadium metafazy w hodowli. W nastgpnym kroku, odciggano medium, komorki
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plukano roztworem PBS i zbierano je przez trypsynizacj¢. Kolejno, komorki inkubowano
w 0,75 mM roztworze KC1 w celu zwigkszenia ich objetosci oraz utrwalano je w mieszance
kwasu octowego i1 metanolu (1:3). Tak przygotowany roztwor z komérkami byt nakrapiany
na okienko CaF; (Crystran, IR grade, @ 20 mm). Nape¢czniate komorki, dzigki inkubacji z roz-
tworem KCI o odpowiednim stezeniu w chwili kontaktu z podtozem pegkaty i uwalniaty chro-
mosomy.

W celu otrzymania modelowego widma ramanowskiego chromatyny na najnizszym stop-
niu jej organizacji- na poziomie pojedynczego nukleosomu, zostalty wykonane pomiary probek
referencyjnych: 1) niemetylowanego DNA faga A (Sigma Aldrich), 2) metylowanego DNA faga
A (Sigma Aldrich) i 3) pojedynczych histonéw: H2A, H2B oraz H4 (NEB). Referencje zostaty
zmierzone w postaci wysuszonych kropli naniesionych na foli¢ aluminiowg w celu wzmocnie-

nia otrzymanego sygnalu rozpraszania Ramana poprzez odbicie od powierzchni Al.

1.2. Charakterystyka warunkoéw pomiarowych

1.2.1. Nanospektroskopia TERS w konfiguracji prostej z wykorzystaniem sys-
temu AFM- Raman

1.2.1.1. Opis ukladu pomiarowego

Przed wykonaniem witasciwego eksperymentu z wykorzystaniem spektroskopii TERS,
badane probki chromatyny, naniesione zar6wno na mike, jak i na poztacane szablonowe pod-
foze wyzarzane ptomieniowo, byly badane z uzyciem mikroskopii sit atomowych. Miato
to na celu oceng ich jako$ci i morfologii. Do pomiarow AFM zostaly wykorzystane dwa mi-
kroskopy: BioScope Catalyst (Bruker NanoSurfaces, Santa Barbara CA) oraz NTEGRA NT-
MDT (NTEGRA Spectra Upright, NT-MDT, Zelenograd, Rosja). Wszystkie pomiary AFM zo-
staly wykonane w modzie nie-kontaktowym (,.tapping mode”’) z uzyciem komercyjnie dostep-
nych sond AFM (Aspire CT300R). Mapy AFM o rozmiarze w zakresie 0,2 - 10 um byty zbie-
rane z szybkoscig skanowania od 0,2 — 0,5 Hz z rozdzielczoscig przestrzenng mapy w zakresie

256 x 256 pkt. lub 512 x 512 pkt.
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Rys. 9 Zdjecie systemu TERS do wykonywania pomiarow w konfiguracji prostej (A)

wraz ze schematem pomiarowym (B).

Pomiary TERS byly wykonywane z uzyciem mikroskopu AFM NTEGRA NT-MDT
w konfiguracji prostej sprzezonego z mikroskopem optycznym (100x, NA = 0,7, Mitutoyo) oraz
ze spektrometrem Ramana Solar TII (Minsk, Biatorus, schemat: Rys. 9). Pomiary TERS byly
wykonywane z uzyciem komercyjnie dostgpnych krzemowych probnikéw AFM (typu ,,top vi-
sual”) dwoch firm: NT-MDT oraz Nanosensond NanoAndMore GmbH (Wetzlar, Niemcy,
ATEC-NC). Bezposrednio przed pomiarami TERS, na sondy byla naparowywana warstwa ty-
tanu o grubo$ci 5 nm oraz ztota o grubosci 20 nm Au z wykorzystaniem tego samego systemu,
ktory byt stosowany do naparowywania podiozy. Do pomiarow TERS zostal wykorzystany
czerwony laser He-Ne emitujacy fale o dtugosci 633 nm (moc lasera na powierzchni probki:
1,2 — 0,025 mW) jako zrédto wzbudzenia. Z kolei do zbierania sygnatu rozpraszania zostat
wykorzystany detektor EMCCD (Andor, Newton 971 UVB CCD). Ponadto, spektrometr
byt wyposazony w siatke dyfrakcyjng (czterokierunkowa kratownica (ang. four way grating
turret), 150, 600 i 1800 L/mm), zrodlo $wiatta biatego oraz kamer¢ CCD do podgladu probki
w mikroskopie optycznym [59]-[61].

Podczas eksperymentéw z wykorzystaniem spektroskopii TERS, pierwszym krokiem
bylo zebranie topografii probki o rozmiarze w zakresie 0,5 X 0,5 — 5 X 5 um z rozdzielczo$cia
w zakresie 256 x 256 lub 512 x 512 pkt. za pomoca mikroskopu sit atomowych. Nastepnie
przy uzyciu fotopowielacza (PMT), znajdowane bylo potozenie wierzchotka sondy (ang. apex,
Rys. 9B), a potem dzigki integracji sygnatu spektroskopowego w zakresie spektralnym
1808 — 43 cm™ znajdowane bylo polozenie obszaru najwiekszego wzmocnienia sygnatu roz-

praszania Ramana (ang. hot spot, Rys. 9B). Przed pomiarami TERS chromatyny, sprawdzana
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byla czystos¢ probnika poprzez zebranie widma Ramana podczas kontaktu z probka i po odda-
leniu probnika od powierzchni. Na podstawie topografiit AFM, wybierano mniejsze obszary
0 rozmiarach od 10 x 10 do 70 x 70 pkt. do skanowania za pomoca TERS. Réwnolegle
do pomiaréw z uzyciem spektroskopii TERS, zbierana byla takze topografia badanego obszaru
probki. Po zebraniu macierzy widm TERS, ponownie sprawdzana byla czystos$¢ sondy poprzez
zebranie widma, gdy sonda nie byla w kontakcie z probka. Czas akwizycji dla pojedynczego
widma TERS wahat si¢ w zakresie od 5 do 60 sek., w zaleznosci od jakosci sygnatu
I uzyskanego wzmocnienia. Czas byt dobierany tak, aby mozliwe bylo zebranie widma TERS
o jak najlepszym stosunku S/N z jednoczesnym uniknigciem zanieczyszczen w postaci wegla
amorficznego powstalego w wyniku osadzania si¢ z powietrza lub termicznej dekompozycji

probki.

1.2.1.2. Pomiary prébek referencyjnych- pomiary Ramana pojedynczych

chromosomow

W celu otrzymania modelowych widm Ramana chromatyny na najwyzszym poziomie
jej organizacji, zbierane byty mapy ramanowskie z pojedynczych chromosoméw wyizolowa-
nych z linii komorkowej INS-1E. Pierwszym krokiem byta jednak ocena jakosci metafazy
i pojedynczego chromosomu poprzez zebranie jego topografii za pomocg mikroskopii
sit atomowych w trybie nie-kontaktowym, sondy krzemowe: NSG01 (NTEGRA Spectra
Upright, NT-MDT, Zelenograd, Rosja). Kolejno, z pojedynczych chromosomow, byly zbierane
mapy Ramanowskie z uzyciem mikroskopu inVia Renishaw (Rys. 10, wyposazonego w detek-
tor EMCCD (kamera CCD, 1600 x 200), konfokalny mikroskop (Leica, x100, NA= 0,85) oraz
z uzyciem lasera zielonego o emisji fali o dlugo$ci 532 nm (maksymalna moc: 3 mW, siatka
dyfrakcyjna 1800 I/mm) jako zrodta wzbudzenia. Mapy byty zbierane z obszaréw 8,5 x 13 um
z rozmiarem pojedynczego piksela rownym 0,5 X 0,5 pm (17 x 26 pkt). Widma ramanowskie

byty zbierane w zakresie spektralnym 3200 — 400 cm™.
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do pomiaréw chromosomoéw.

Otrzymane topografie AFM pojedynczych chromosomow byly analizowane
z wykorzystaniem programu SPIP (Image Metrology, Dania). Mapy ramanowskie byty anali-
zowane z wykorzystaniem programu WIRE 4.2 (Renishaw). Pierwszym etapem analizy widm
Ramana bylto usuniecie artefaktow w postaci pikow pochodzgcych od promieniowania ko-
smicznego (algorytm: Nearest Neighbour) oraz odjecie od kazdego widma linii bazowej (algo-
rytm: Intelligent Fitting). Wykorzystany algorytm Nearest Neighbour usuwania pikow pocho-
dzacych od promieniowania kosmicznego polega na pordwnywaniu wybranego widma z wid-
mami zebranymi z sgsiednich punktow. Dzieki analizie korelacyjnej zostaje wybrane najbar-
dziej podobne widmo sgsiada, zostaje ono przesuni¢te i wykorzystane do identyfikacji potoze-
nia pikéw pochodzacych od promieniowani kosmicznego. Wyznaczone wartos$ci przesuniecia
sa definiowane w kategoriach poziomu szumu dla danych o niskim stosunku sygnatu do szumu
1 pod wzgledem wysokosci piku dla danych o wysokim stosunku sygnatu do szumu. Skalowane
wartos$ci intensywnos$ci widm sgsiadow s3 uzywane do wymiany zaburzonych pikseli, pozwa-
lajac na petne odzyskanie podstawowych cech spektralnych [101]. Z kolei wykorzystany algo-
rytm odejmowania linii bazowej Intelligent Fitting polega na iteracyjnym dopasowaniu wielo-
mianu do danych odniesienia z uwzglednieniem dopuszczalnego odchylenia danych odniesie-

nia od wielomianu (patent B. J.E. Smith, Renishaw PLC, nr EP2705338A2
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z 12.03.2014). Nastepnie widma byly wygladzane (algorytm wygtadzania: Savitzky - Golay,
wielomian Il stopnia, 11 pkt) z wykorzystaniem oprogramowania OPUS 7.5 (Bruker). Do wy-
gladzenia danych wykorzystano cyfrowy filtr Savitzky - Golay, ktory wykorzystuje splot, do-
pasowujac kolejne podzbiory sgsiednich punktow danych do wielomianu niskiego stopnia me-
todg najmniejszych kwadratow [102]. Kolejnym krokiem analizy byto wykonanie Hierarchicz-
nej Analizy Klastrowej (ang. Hierarchical Cluster Analysis, HCA) przy uzyciu programu
Unscrambler (CAMO, algorytm: Hierarchical Average Linkage, obliczanie odleglosci Eukli-
desowych), ktora zostata opisana we Wstepie. Dzigki analizie HCA, zostaly wyodrgbnione kla-
stry widm, charakterystyczne dla chromosomu oraz dla podloza i pozostato$ci komérkowych.
Nastepnie, rozklad przestrzenny klastrow zostal przedstawiony/wyrysowany za pomocg pro-
gramu Gwyddion 2.41 (Czech Metrology Institute). Otrzymany rozklad przestrzenny klastrow
zostal porownany z otrzymanym uprzednio rozkladem przestrzennym widm wynikowych
dla chromosomu i podloza wraz z pozostatoSciami komorkowymi oraz z rozkladem przestrzen-
nym DNA (integracja pasma, charakterystycznego dla drgania rozciggajacego pomigdzy tle-
nami i fosforem w DNA w zakresie 1280 — 1215 cm™, vasym(PO>)) oraz z rozktadem przestrzen-
nym grup CHs (integracja pasma, charakterystycznego dla drgania rozciggajacego pomigdzy
wodorami i weglem W zakresie 2900 — 2850 cm, veym(CH3)). Integracja wybranych pasm zo-
stala wykonana przy uzyciu programu Origin 2017 (OriginLab), a ich rozkiad przestrzenny
narysowano w programie Gwyddion 2.41. Kolejno, w celu wyodregbnienia widm chromosomo-
wych heterochromatyny, charakteryzujacej si¢ wyzszym poziomem metylacji niz euchroma-
tyna i euchromatyny, widma wyodrgbnione z mapy jako widma z chromosomu, zostaty pod-
dane analizie klastrowej (wykorzystano taki sam algorytm jak uprzednio). Dodatkowo,
aby uzyska¢ informacje dotyczaca zrddet wariancji w poszczeg6lnych grupach widm (charak-
terystycznych dla eu- i hetero-chromatyny), zostata wykonana analiza sktadowych gtownych
(ang. Principal Component Analysis, PCA) z uzyciem programu Unscrambler X 10.5 w naste-
pujacych zakresach spektralnych: 3200 - 2800 cm™ oraz 1760 - 810 cm™, ktora zostala opisana
we wstepie. Przed wykonaniem analizy PCA, od widm zostata odjeta linia bazowa (algorytm:
Concave Rubberband, 30 iteracji, 64 pkt., OPUS 7.5) w celu usunigcia jej wptywu na uzyskane
fadunki czynnikowe i uzyskania lepszej charakterystyki pojedynczych pasm, odpowiedzial-
nych za grupowanie si¢ widm. Wykorzystany algorytm o nazwie Concave Rubberband, stuzacy
do odejmowania linii bazowej, polega na zdefiniowania punktow podparcia poprzez zidentyfi-
kowanie tzw. ,,wypuktego kadtuba” widma. Linia bazowa jest nastgpnie dopasowywana tak,

aby przechodzila przez zadane punkty podparcia (patent M, Pirzer i J. Sawatzki, Bruker Optik
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GmbH, nr US20060212275A1 z 21.09.20106). Schemat czgsci eksperymentalnej i analizy zo-

stat umieszczony na Rys. 6.

1.2.1.3. Pomiary prébek referencyjnych- pomiary roztworéw DNA

i histonow

W celu otrzymania modelowego widma chromatyny na najnizszym poziomie jej orga-
nizacji- na poziomie pojedynczego nukleosomu, zostaly wykonane pomiary ramanowskie pro-
bek referencyjnych: 1) niemetylowanego DNA faga A (Sigma Aldrich), 2) metylowanego DNA
faga A (Sigma Aldrich) i 3) pojedynczych histonow: H2A, H2B oraz H4 (NEB). Pomiary probek
referencyjnych zostaly wykonane z uzyciem mikroskopu Ramana (Renishaw), wykorzystanego
uprzednio do pomiaru chromosoméw. W celu uzyskania widma modelowego chromatyny
na poziomie nukleosomu, =zostala wyznaczona kombinacja liniowa widm DNA
i widm histonéw z ré6znymi warto$ciami wspotczynnikow korelacji w zakresie 0,5 - 5. W celu
uzyskania widma modelowego heterochromatyny, zastosowano kombinacje liniowag widm me-
tylowanego DNA faga A i mieszkanki histonow: H2A, H2B oraz H4. Z kolei, aby uzyskac
widmo modelowe euchromatyny, wykonano kombinacje liniowg widm niemetylowanego
DNA faga A i mieszkanki histonow: H2A, H2B oraz H4 [6]. Otrzymane kombinacje liniowe
zostaly porownane z widmami eu- i hetero-chromatyny uzyskanymi z pomiaréw dla pojedyn-
czego chromosomu z wykorzystaniem analizy korelacyjnej. W tym celu zostaty obliczone
wspotczynniki korelacji Pearsona dla widm modelowych eu- i hetero-chromatyny i widm ra-
manowskich eu- i hetero-chromatyny z pojedynczego chromosomu. Otrzymane z kombinacji
liniowej widmo euchromatyny i heterochromatyny o najwyzszym wspotczynniku korelacji Pe-
arsona (PCC, ang. Pearson Correlation Coeficient) zostaly wybrane do dalszej analizy widm
TERS jako modelowe widma ramanowskie, odpowiednio eu- i hetero-chromatyny na najniz-

szym poziomie jej organizacji (na poziomie pojedynczego nuklesosomu).

1.2.1.4. Analiza statystyczna widm TERS

W trakcie pomiaréw z wykorzystaniem spektroskopii TERS, zostato zebranych facznie
38 macierzy widm TERS z pieciu réznych probek odtworzonej chromatyny, naniesionych
na pozlacane szablonowe podioza wyzarzane ptomieniowo (Tabela 1). Celem przeprowadzonej

analizy byto wyrdznienie widm TERS zebranych z: DNA, histonéw oraz nukleosomu. Widma
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TERS w zakresie spektralnym: 1800 - 100 cm™ zostaty wygladzone (algorytm wygladzania:
Savitzky-Golay, wielomian Il stopnia, 13 pkt.) oraz zostala odjgta linia bazowa (algorytm: Con-
cave Rubberband, 30 iteracji, 40 pkt., OPUS 7.5 (Bruker)). Nast¢pnie, widma zostaty znorma-
lizowane w calym zakresie spektralnym (normalizacja wektorowa, OPUS 7.5 (Bruker)).
Aby wyodregbni¢ pojedyncze widma TERS DNA, histonow i nukleosomu, zostata wykonana
analiza korelacyjna i wyznaczono wspotczynniki korelacji Pearsona dla kazdego widma TERS
z kazdej mapy z nast¢pujacymi widmami referencyjnymi: 1) widmem niemetylowanego DNA
faga A, 2) widmem metylowanego DNA faga A, 3) modelowym widmem Ramana euchroma-
tyny na najnizszym poziomie jej organizacji (z niemetylowanym DNA faga A, kombinacja li-
niowa: 1x widmo DNA + 0,4 x widmo histonéw H2A, H2B i H4) oraz 4) modelowym widmem
Ramana heterochromatyny na najnizszym poziomie jej organizacji (ze metylowanym DNA
faga A, kombinacja liniowa: 1x widmo DNA + 1x widmo histonow H2A, H2B i H4). Nastepnie,
dla kazdego widma TERS zostaly sprawdzone wartos$ci wspotczynnikow korelacji Pearsona
z widmem: 1) DNA, 2) histondéw 1 3) modelowym widmem Ramana chromatyny na najnizszym
poziomie  jej  organizacji i  zostaly im  przypisane  logiczne  wartosci
0 lub 1. Wartos$ci logiczne, charakteryzujace widma TERS, zostaly przypisane w nastepujacy
sposob: gdy widmo TERS, w danej kategorii, bylo pozytywnie skorelowane (PCC > 0) z wid-
mem DNA, histonow lub chromatyny, przypisywana mu byta wartos¢ 1. Z kolei, jesli widmo
to, w danej kategorii, byto negatywnie skorelowane z widmem DNA, histonéw lub chromatyny,
to przypisywana mu byta warto$¢ 0. Kazde widmo TERS zostalo zatem scharakteryzowane
przez trzy rézne wartosci logiczne, mowiagce o jego pozytywnej lub negatywnej korelacji
z widmem 1) DNA, 2) histonéw i 3) nukleosomu. Warto takze wspomnie¢, ze w przypadku
widma TERS odtworzonej chromatyny z niemetylowanym DNA, wykonywana byta analiza
korelacyjna tego widma TERS z widmem dla niemetylowanego DNA faga A i modelowym
ramanowskim widmem zebranym z euchromatyny. Odpowiednio, dla widma TERS odtworzo-
nej chromatyny z metylowanym DNA, wykonywana byla analiza korelacyjna tego widma
z widmem metylowanego DNA faga A i modelowym ramanowskim widmem zebranym z hete-
rochromatyny. Nast¢pnie, widma TERS, scharakteryzowane poprzez trzy wartosci logiczne,
opisujace jego pozytywna lub negatywna korelacje z widmem DNA, histonow i chromatyny,
zostaly podzielone na cztery grupy wedlug nastepujacego schematu: 1) widma TERS chroma-
tyny (pozytywnie skorelowane jednocze$nie z widmem DNA, histonéw i chromatyny, suma
wspotczynnikow logicznych rowna 3), 2) widma TERS DNA (skorelowane pozytywnie jedy-
nie z widmem DNA, wspotczynnik logiczny byl rowny 1 tylko dla korelacji z widmem Ramana

DNA), 3) widma TERS histonéw (skorelowane pozytywnie jedynie z widmem histonow,
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wspotczynnik logiczny rowny 1 tylko dla korelacji z widmem Ramana histonow H2A, H2B
i H4). W celu wykonania bardziej wydajnej analizy wszystkich zebranych widm TERS, zostat
napisany przez Autora program w jezyku C++ (Dodatek, program: program_TERS.exe).
W oparciu o wyznaczone warto$ci wspotczynnika korelacji, program umozliwiat automatyczne
pogrupowanie wszystkich widm z danej mapy na widma TERS 1) chromatyny, 2) DNA
i 3) histonow, a takze automatyczne wyznaczenie usrednionego widma dla kazdej grupy. Po-
szczeg6lne kroki wykonanej analizy zostaly schematycznie przedstawione na Rys. 6. Sposrod
widm, zaklasyfikowanych jako widma DNA, do dalszej analizy zostaly wybrane widma z wy-
raznym pasmem Nha pozycji spektralnej 1078 cm™, charakterystycznym dla drgania rozciagaja-
cego pomiedzy atomami tlenu a atomami fosforu w szkielecie DNA (vsym(PO>)). Widma TERS
w kazdej grupie zostaly uszeregowane wedtug malejgcej wartosci wspotczynnika korelacji Pe-
arsona. Jako wynikowe widma TERS DNA, histonéw oraz chromatyny zostaty wybrane widma
o warto$ci PCC wigkszym od 0,05 lub 0,1. Determinujaca klasyfikacje warto$¢ wspotczynnika
PCC byta wybrana indywidualnie dla kazdej mapy TERS, zaleznie od jakos$ci widm 1 uzyska-
nego wzmocnienia. Wybrane w kazdej grupie widma TERS, charakteryzujace DNA, histony
i chromatyng¢ na najnizszym poziomie jej organizacji, zostaly usrednione w celu uzyskania glo-
balnej informacji na temat lokalnej struktury chromatyny ,,koralikow nanizanych na sznurek”.
Widma TERS usredniono takze ze wzgledu na fakt, ze na ksztalt widm w nanoskali ma wptyw
wiele czynnikéw, takich jak: orientacja badanych molekut na podlozu, relatywna zawartos$¢
histonéw 1 DNA w miejscu, z ktorego zbierane jest widmo, ksztalt pola elektromagnetycznego
rezonansu plazmonowego dla pojedynczej sondy AFM, ksztalt stozka pojedynczej sondy AFM
oraz nanoczastek napylonych na jej koniec, a takze nierownosci podioza. W celu uniezaleznie-
nia otrzymanych wynikow od wyzej wymienionych czynnikow, widma TERS zostaty usred-
nione. Opisana powyzej analiza statystyczna, umozliwita wybranie widm TERS, charakteryzu-
jacych zarowno DNA, histony, jak i chromatyng na poziomie pojedynczego nukleosomu. Sche-
mat, przedstawiajacy poszczegolne kroki czgsci eksperymentalnej i analize statystyczng zostat

przedstawiony na Rys. 6.
2. Wyniki i Dyskusja
Przeprowadzone eksperymenty spektroskopowe, pozwolity na wglad w strukture mo-

lekularng chromatyny w postaci chromosomu metafazowego (Rys. 11A-B), ale co wiegcej,

takze na wglad w struktur¢ chromatyny w postaci pojedynczego nukleosomu (Rys. 11A,C),
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pojedynczej nici DNA (Rys. 11A,D) oraz oktameru histonowego (Rys. 11AE). NaRys. 11B
przedstawiono usrednione ramanowskie widmo chromatyny zebrane z pojedynczego chromo-
somu (n = 69), ktore zostato zestawione z usrednionym widmem TERS nukleosomu (Rys. 11C,
n = 32), DNA (Rys. 11D, n = 48) oraz histon6w z chromatyny odtworzonej
z uzyciem metylowanego DNA faga A oraz niemetylowanych dodatkowo histonéw HeLa (Rys.
11E, n = 71). Widma na Rys. 11 zostaly przedstawione w zakresie spektralnym 1750 —
600 cm?, oprocz widma na Rys. 11B, ktore zostalo przedstawione w zakresie spektralnym
1750 — 800 cm™ ze wzgledu na inny zakres pomiarowy. Jak mozna zauwazy¢ na Rys. 11B-E,
usrednione widmo ramanowskie pojedynczego chromosomu (Rys. 11B), wykazuje podobna
charakterystyke do usrednionego widma TERS pojedynczego nukleosomu (Rys. 11C). Widmo
to stanowi rowniez kombinacj¢ liniowa widm TERS DNA (Rys. 11D) oraz oktameru histono-
wego (Rys. 11E). W przypadku zarowno ramanowskiego widma zebranego z chromosomu,
jak i widma TERS nukleosomu, widoczne sg pasma charakterystyczne dla DNA, takie jak drga-
nia od pierécieni imidazolowych w zasadach DNA (1611 cm™ i 1583 cm™?), drgania rozciaga-
jace pomiedzy tlenami i fosforem w szkielecie DNA (1247 cm™ (vagym(PO7)) i 1085 cm™
(veym(PO2)) oraz rozcigganie pomiedzy atomami wegla w szkielecie DNA (996 cm

i 940 cm™ (v(C-C))). Zidentyfikowane pasma oraz ich przypisania, znajduja si¢ w Tabeli 2.
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Rys. 11 Schemat przeprowadzonych eksperymentéw w badaniach chromatyny: A- spek-
troskopia Ramana, mikroskopia sil atomowych i spektroskopia Ramana wzmocniona
na ostrzu sondy skanujacej wykorzystanych odpowiednio do badania chromosomu metafa-
zowego oraz nukleosomu (struktury krystalograficzne nukleosomu i oktameru histonowego
o PDB ID: laoi oraz: ltzy zostaly zwizualizowane przy pomocy programu Pymol 1.3
(Schrodinger)). Uzyskano nastepujace widma chromatyny: B- usrednione widmo ramanowskie
(n=69) z pojedynczego chromosomu, ktore zestawiono z usrednionym widmem TERS C- nu-
kleosomu (n=32), D- DNA (n=48) oraz E- histonéw z chromatyny nr 2 (n = 71, metylowane

DNA faga A z niemetylowanymi histonami).

Zaréwno w ramanowskim widmie pojedynczego chromosomu metafazowego (Rys.
11B), jak i widmie TERS nukleosomu (Rys. 11C), widoczne sg pasma charakterystyczne
dla histonow, takie jak: drgania od piercieni benzenowych (1583 cm™), drgania wigzania ami-

dowego (1555 cm? (amid 1), 1272 cm? (amid 1l1)) oraz drgania tzw. ,,ddychajace”
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w pierscieniu fenyloalaniny (996 cm? (AC-C)). Pomimo podobiefstwa wystepujacego pomie-
dzy usrednionym ramanowskim widmem chromatyny z pojedynczego chromosomu metafazo-
wego oraz widmem TERS pojedynczego nukleosomu, mozna zauwazy¢ wsrdd nich rowniez
istotne roznice. Glowna roznica, jakg mozna zaobserwowac to brak widocznego pasma charak-
terystycznego dla amidu | w widmie TERS w zakresie spektralnym 1680 - 1640 cm™ [48].
Efekt ten byl do tej pory szeroko dyskutowany w literaturze [60], [63], [103], [104]. Zanik
pasma charakterystycznego dla amidu I w widmach TERS molekut biologicznych byl badany
m. in. przez D. Kurouskiego i in. [63]. D. Kurouskiego i in. stwierdzit, ze zanik tego pasma
jest niezalezny od konfiguracji uktadu eksperymentalnego lub stanu agregacji konkretnego
biatka. Wplyw na zanik pasma charakterystycznego dla amidu I moze mie¢ jednak dhugosc¢
tancuchow bocznych poszczegdlnych aminokwaséw w badanym biatku [8]. Zaobserwowany
efekt jest prawdopodobnie zwigzany z faktem, ze rosngca dlugos¢ tancuchéw bocznych
w biatku powoduje zwigckszanie odleglosci pomiedzy wigzaniem peptydowym 1 nanoczastkami
metalicznymi na wierzchotku sondy. W efekcie, skutkuje to zablokowaniem bezposredniego
kontaktu pomigdzy wigzaniem peptydowym i nanoczastkami i powoduje zmniejszenie wzmoc-
nienia w widmie TERS. D. Kurouski i in. sugerowali takze, ze w §wietle powyzszych obserwa-
cji, mozna stwierdzi¢, ze powierzchniowe wzmocnienie rozpraszania Ramana dla pasma cha-
rakterystycznego dla amidu I moze by¢ zwigzane z krotko-dystansowym mechanizmem che-
micznym, a nie fizycznym. Omawiamy efekt, drobiazgowo badata takze C. Blum i in [104].
Wskazata ona, ze przyczyng relatywnego spadku intensywnosci pasma charakterystycznego
dla amidu I jest znaczagce wzmocnienie pasm charakterystycznych dla drgan pier§cieni aroma-
tycznych, co skutkuje znaczacym pogorszeniem stosunku sygnatu do szumu w obrebie pasma
charakterystycznego dla amidu | [104]. Zarowno D. Kurouski i in., jak i C. Blum i in. zgadzaja
si¢ jednak, ze spadek intensywnos$ci pasma charakterystycznego dla amidu I jest zwigzany
z ekranowaniem wigzania peptydowego przez dhugie tancuchy boczne aminokwasow [63],
[104]. Wymienione powyzej efekty sa wiec prawdopodobnie przyczyng spadku intensywnosci
pasma charakterystycznego dla amidu | obserwowanego w widmie TERS chromatyny (Rys.
11C).
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Tabela 2 Pasma zidentyfikowane w widmach Ramana zebranych z pojedynczego chro-
mosomu oraz widmach TERS zebranych z pojedynczego nukleosomu, metylowanego

DNA i niemetylowanego oktameru histonowego wraz z przypisaniami.
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2.1. Zidentyfikowanie markerow spektroskopowych eu- i heterochromatyny

z wykorzystaniem spektroskopii Ramana

Glownym celem przeprowadzonych badan bylo zidentyfikowanie zmian molekular-
nych pomiedzy  silnie skondensowang i metylowang  heterochromatyna,
a transkrypcyjnie aktywng euchromatyng. Dodatkowo, celem badan bylo znalezienie markerow
spektroskopowych metylacji DNA i histondw z wykorzystaniem spektroskopii TERS. Pierw-
szym krokiem na drodze osiagnigcia gtownego celu badan bylo znalezienie r6znic spektrosko-
powych pomigdzy heterochromatyng i euchromatyng z uzyciem spektroskopii Ramana. Sche-
mat przeprowadzonych eksperymentow i analizy danych przedstawiono na Rys. 6. Na wstepie
zostala okreslona jakos¢ 1 morfologia wybranej metafazy szczurzych komorek linii INS-1E
z wykorzystaniem mikroskopii sit atomowych (AFM, Rys. 12A). Nastepnie, pojedynczy wy-
brany chromosom metafazowy zostat zmierzony za pomoca mapowania ramanowskiego (Rys.
12). Otrzymano rozktad przestrzenny DNA poprzez integracje intensywnosci pasma ramanow-
skiego w zakresie spektralnym 1280 — 1215 cm', ktére jest zwigzanie Z rozcigganiem pomiedzy
tlenami i fosforem w szkielecie DNA (vasym(PO2), Rys. 12B). Ponadto, zostat takze otrzymany
rozklad przestrzenny grup CHs, poprzez integracje pasma w zakresie 2900 — 2850 cm'
(vasym(CH3)), charakteryzujacego rozktad grup metylowych (Rys. 12C). W celu okreslenia
szczegotowych roznic spektroskopowych pomiedzy eu- i hetero-chromatyna, z przykladowe;]
mapy ramanowskiej zostaly wybrane pojedyncze widma zebrane bezposrednio z chromosomu,
dzigki zastosowaniu hierarchicznej analizy klastrowej (Rys. 12D-E). Rozklad przestrzenny zi-
dentyfikowanych klastrow zostat przedstawiony na Rys. 12D wraz z dendrogramem przedsta-
wiajgcym wzajemne odleglosci euklidesowe pomiedzy poszczegodInymi widmami (Rys. 12E).
Wybrano cztery Kklastry, aby efektywnie oddzieli¢ widma zebrane bezposrednio z chromosomu
od widm zebranych z podioza i pozostatosci komorkowych otaczajacych chromosom (Rys.
12D). Poziom odcigcia zostal naniesiony na dendrogram i zaznaczony czerwong linig (Rys.
12E). Zostat on dobrany tak, aby rozklad przestrzenny klastra (klaster zotty, Rys. 12D), cha-
rakteryzujagcego widma zebrane z chromosomu jak najlepiej odpowiadat rozkltadowi prze-

strzennemu DNA (Rys. 12B).
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Rys. 12 Topografia AFM (A) wraz z mapa ramanowska (B-D) pojedynczego chromosomu
metafazowego wyekstrahowanego ze szczurzej linii komorkowej INS-1E. Na Rys. 12A to-
pografia AFM zostata zestawiona z odpowiadajacg jej mapg Ramana, przedstawiajacg rozktad
przestrzenny DNA (Rys. 12B) oraz rozkiad przestrzenny grup metylowych (CHs, Rys.12C).
Na Rys. 12D zostat takze przedstawiony rozkiad przestrzenny zidentyfikowanych klastrow
z wykorzystaniem hierarchicznej analizy klastrowej. Dendrogram oraz poziom odcigcia

dla wybranych klastrow zostal przedstawiony na Rys. 12E.

Zbior widm ramanowskich (n = 69) otrzymanych bezposrednio z chromosomu metafa-
zowego, wybrany z wykorzystaniem hierarchicznej analizy klastrowej, zostat znormalizowany
i ponownie poddany hierarchicznej analizie klastrowej oraz analizie sktadowych glownych.

Schemat przeprowadzonych eksperymentow i analizy danych zostat przedstawiony na Rys. 6.
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Dwustopniowa analiza klastrowa zostala wykonana ze wzgledu na fakt, ze wzajemne podo-
bienstwo pomiedzy widmami zebranymi z chromosomu bylo wigksze niz wzajemne podobien-
stwo pomigdzy widmami zebranymi z podloza z pozostatosciami komérkowymi, co uniemoz-
liwialo efektywne wyroznienie grup widm charakterystycznych dla eu- i hetero-chromatyny.
Z kolei w celu uzyskania informacji na temat zrédet wariancji w widmach zebranych z poje-
dynczego chromosomu oraz w celu identyfikacji pasm, bedacych zrodlem tej wariancji, zostata
wykonana analiza PCA. Dzigki przeprowadzonej analizie HCA zostaly wyroznione Kklasy
widm, charakterystycznych dla eu- i hetero-chromatyny (Rys. 13). Dendrogram dla przepro-
wadzonej analizy klastrowej zostat przedstawiony na Rys. 13A wraz z poziomem odcigcia
zaznaczonym czerwona linig. Mozliwe bylo rowniez jednoznaczne zidentyfikowanie dwoch
grup widm sposrod danych zebranych z pojedynczego chromosomu (zaznaczonych na kolor
niebieski i czerwony), pomimo rozdzielczo$ci przeprowadzonego mapowania ramanowskiego,
ktora byta rzedu 0,5 um. Rozktad przestrzenny poszczegodlnych grup widm, zidentyfikowanych
dzieki wykorzystaniu analizy HCA i PCA zostal przedstawiony na Rys. 13B. Klaster widm
zebranych bezposrednio z chromosomu, zaznaczony na Rys. 12D kolorem zottym, na Rys. 13
zostal zastgpiony przez klaster widm, oznaczonych kolorem niebieskim oraz czerwonym,
a takze kolorem czarnym (widma odstajgce w analizie PCA). Analiza PCA zostala wykonana
niezaleznie na tej samej grupie widm, co analiza klastrowa, 0Sobno
w dwoch zakresach spektralnych: 3200 - 2800 cm™ oraz 1760 - 810 cm™ (Rys. 13C-G). Po-
twierdzita ona wystgpowanie dwoch grup w widmach zebranych z pojedynczego chromosomu,
co mozna zaobserwowac na Rys. 13C. Przedstawia on wykres rozrzutu 3D dla analizy PCA
przeprowadzonej w zakresie spektralnym 3200 - 2800 cm'1, w ktorym wyraznie wyodrebniaja
si¢ dwie grupy wzdtuz skladowej gtéwnej PC1. Opisuje ona 35 % zmienno$ci w grupie widm
zebranych bezposrednio z chromosomu. Dwie pozostate sktadowe PC2 i PC3 opisujg kolejno
7 % i 6 % zmiennosci w danych (Rys. 13C). Usrednione widma w obrgbie obu grup (n = 21
dla grupy widm ,,czerwonych” i n = 48 dla grupy widm ,,niebieskich™), zidentyfikowanych
dzieki analizie PCA w zakresie spektralnym: 3200 — 2800 cm™ zostaty przedstawione na Rys.
13D. Ladunki czynnikowe dla pierwszych trzech sktadowych gtownych (PC1 — PC3) w zakre-
sie spektralnym: 3200 — 2800 cm™ zostaly przedstawione na Rys. 13E. Pasma pochodzace
od drgan rozciagajacych grup metylenowych (2937 cm?, vasym(CH.)) oraz grup metylowych
(2937 cm?, 2872 cm, veym(CH3)) sa pozytywnie skorelowane ze sktadowa gtéwng PC1 i cha-
rakteryzuja one grup¢ widm oznaczong kolorem czerwonym, ktora zlokalizowana jest po do-
datniej stronie PC1. Z kolei grupa widm, oznaczona kolorem niebieskim ma ujemne wartosci

sktadowej glownej PC1. Analizujac usrednione widma w obrebie kazdej z grup w zakresie
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spektralnym 3200 - 2800 cm™ (Rys. 13D), mozna zauwazy¢, ze grupa widm oznaczona kolo-
rem czerwonym, odznacza si¢ wyzszg intensywnoscia pasm, charakterystycznych dla drgania
grup metylenowych (CHy) i metylowych (CHz3) niz grupa widm oznaczona kolorem niebieskim,
dla nastepujacych liczb falowych: 2937 cm™ (vVasym(CH2), veym(CH3)) i 2872 cm™ (veym(CH3)).
W zwigzku z powyzszym, moze 0na zosta¢ zidentyfikowana jako grupa widm charakteryzuja-
cych heterochromatyng. Z kolei, grupa widm oznaczona kolorem niebieskim,
ze wzgledu na mniejsza niz grupa widm oznaczona kolorem czerwonym intensywno$¢ pasm
charakterystycznych dla drgania grup metylenowych i metylowych moze zosta¢ zidentyfiko-
wana, jako grupa widm charakteryzujacych euchromatyng. W sumie, trzy pierwsze sktadowe
glowne PC1 - PC3, opisuja tacznie 48 % zmienno$ci w grupie widm, zebranych bezposrednio
z chromosomu. Niski procent opisanej zmiennosci (<50 %) jest spowodowany prawdopodob-
nie rozdzielczoS$cia przestrzenng wykonanego mapowania ramanowskiego. Pojedyncze widma
byty zbierane z krokiem 0,5 um. Stad tez kazde widmo ramanowskie jest kombinacjg widm
charakterystycznych, zaréwno dla eu-, jak i hetero-chromatyny. Do tej pory, w chromosomie
metafazowym, oba typy chromatyny zostaly wyrdznione w literaturze na dystansie 300 nm,
dzieki barwieniu prazkowemu przy uzyciu Giemsy. W tego typu barwieniu, jasne prazki, ozna-
czane jako R, charakteryzuja euchromatyn¢. Z kolei ciemniejsze prazki, oznaczane jako G,
charakteryzujg heterochromatyne. Pomimo zidentyfikowanych prazkow R 1 G, mozliwe bylo
wyr6znienie W chromosomach metafazowych rowniez mniejszych obiektow, o rozmiarze rzedu
100 nm [122]-[124]. Pomimo rozdzielczosci wykonanego mapowania ramanowskiego rzedu
0,5 um w przeprowadzonych badaniach, wcigz mozliwe byto wyréznienie dwoch grup widm,
charakteryzujacych eu- i hetero-chromatyne i zidentyfikowanie pasm, charakteryzujacych
obie te grupy w zakresie spektralnym 3200 - 2800 cm™.

W celu szczegdtowego zidentyfikowania réznic molekularnych pomiedzy eu- i hetero-
chromatyng i zidentyfikowania pasm markerowych charakteryzujacych te grupy, analiza PCA
zostala takze przeprowadzona w zakresie spektralnym 1760 — 810 cm™ (wykres rozrzutu
3D nie zostal pokazany). Podobnie, jak w przypadku analizy, ktora zostata przeprowadzona
w zakresie spektralnym 3200 - 2800 cm™, zostaly zidentyfikowane dwie analogiczne grupy
widm. Usrednione widma w obrgbie kazdej ze zidentyfikowanych grup (n = 21 dla grupy widm
czerwonych i n = 48 dla grupy widm niebieskich) zostaly przedstawione na Rys. 13F. Z kolei
fadunki czynnikowe zostaly przedstawione na Rys. 13G. Charakteryzuja one pierwsze
trzy sktadowe gtowne PC1 - PC3, opisjace odpowiednio 27 %, 11 % i 7 % zmiennosci w da-

nych. Jak mozna zauwazy¢ na Rys. 13G, sktadowa glowna PC1, jest pozytywnie skorelowana
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z pasmami, charakterystycznymi gtownie dla histonow, jak pasma charakterystyczne dla drga-
nia wigzania amidowego (1652 cm™ (amid 1) oraz 1554 cm™ (amid 11)), jak i pasmami charak-
terystycznymi dla drgania zasad DNA (1482 cm™ (wib. zasad A, C i G oraz §(CH) i C=C),
Tabela 3). Ponadto, sktadowa gléwna PC1 jest pozytywnie skorelowana z pasmami charakte-
rystycznymi dla chromatyny, jak pasma charakterystyczne dla drgania m.in. grup metylowych
i metylenowych (1447 cm? (8¢(Ns-H), 8(CH2), 8(CHs)), dla drgania zasad DNA (1415 cm?
(zasady DNA, prawo-skretne helisy, 8(CH), 8(NH), v(CN)), dla drgania deoksyrybozy
(1174 cm? (deoksyryboza, Sr(NH3*) w lizynie) oraz innych drgan w szkielecie DNA
(1128 cm™ (DNA), 959 cm™ i 933 cm™ (v(C-C)) oraz 869 cm™ (vasym(PO2), v(C-C), §(CCH),
Tabela 3). Wszystkie zidentyfikowane pasma w widmach chromosoméw wraz z przypisaniami
zostaly umieszczone w Tabeli 3. Intensywnos¢ wymienionych pasm, ktore sg pozytywnie sko-
relowane ze sktadowsg glowng PCl1 jest wyzsza w przypadku widm charakterystycznych
dla heterochromatyny w poréwnaniu z widmami charakterystycznymi dla euchromatyny. Z ko-
lei sktadowa gitéwna PC1 jest negatywnie skorelowana z nast¢pujacymi pasmami, charaktery-
stycznymi dla euchromatyny: pasmami charakterystycznymi dla drgan pierscieni w zasadach
DNA (1508 cm™ (v(pier$cienie w zasadach DNA- A))) oraz dla drgan rozciagajacych i zgina-
jacych:1371 cm™ (§(CHs), Ssym(C-H), v(C-N), §(CH), §(NH), v(CO), Tabela 3). W zidentyfi-
kowanych widmach eu- i hetero-chromatyny nie zostalo zaobserwowane przesuniecie poszcze-
golnych pasm ramanowskich. W widmach zebranych z pojedynczego chromosomu, na podsta-
wie pasm charakterystycznych dla rozciggania pomigdzy tlenami a fosforem w szkielecie DNA,
zostata zaobserwowana glownie forma A DNA (1237 cm™ oraz 869 cm™ Tabela 3) [125]. Wy-
stepowanie gidownie formy A DNA wynika najprawdopodobniej z faktu, ze probka byta sucha
[58], [118], [119], [125]. Analizowano takze strukture II rzedowa biatek chromatyny na naj-
wyzszym poziomie Organizacji, w postaci chromosomu metafazowego. Na podstawie pasm
charakterystycznych dla drgania wigzania amidowego, zaobserwowano glownie strukture
a-helisy (1652 cm™ (amid 1), 1264 cm™ (amid 111), Tabela 3) [126]. Ponadto, zostato takze udo-
wodnione wystepowanie struktury - kartki (amid | w pozycji spektralnej 1671 cm™) i struktury
nieuporzadkowanej (amid 111 w pozycji spektralnej 1264 cm™) [126], [127]. Podsumowujac,
dzieki wykonanej analizie klastrowej i analizie sktadowych gldéwnych, mozliwe bylo zidenty-
fikowanie pasm ramanowskich, charakterystycznych dla eu- i hetero-chromatyny. Zidentyfiko-
wane pasma oraz wybrane widma, charakteryzujace oba te typy chromatyny, zostang wykorzy-
stane w dalszej czeSci rozprawy do analizy widm TERS zebranych z chromatyny na najnizszym

poziomie organizacji- w postaci pojedynczego nukleosomu. Zostang one wykorzystane w celu
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zidentyfikowania markerowych pasm TERS, zwigzanych z metylacja DNA oraz metylacja li-
zyny w histonie H3 (H3K27me3).

DENDROGRAM

2 pm

klaster 0
podioze

@ heterochromatyna
@ euchromatyna

klaster 2 Klas!

: er 4
krawedz
chromosomu heterochromatyna

klaster 1 ';"f;‘ﬁ;:ne . cluster 5
podioze punkty euchromatyna
heterochromatyna heterochromatyna
10 euchromatyna 0.2 euchromatyna
D T e = EEE % F " | EeEEEEESEEE EEEEE EEEE E
EU E oo E g VDO VOLOLO VL OO EEEEE UOUE EE
o ] Mo N~ o~ = (N st OO Pap D MOt O QOOM o I
gE g B8z £ B8 Eaa28Is s Rt fE 258 88
_ @M @ NN N & e rrT T T T e T
E] —_
=) 3
\3 =
8 0,5 0,1
g ]
3 H
o H
@ 5
s @
2 c
£ 2
£
0,0 =y T y 0,0 T T T T
3150 3000 2850 1600 1400 1200 1000
Liczba falowa [cm“] Liczba falowa [cm™]
——PC1 (35 %) —— PC1 (27 %)
E ——PC2(7 %) G —rz } 1 10;?)
PC3 (6 %) o
" i TEE % * " FEEEEEEEE EEEEE EEEE EE
0s EE £ gg E g GG GOG G060 66 ouEEEuqu EE
34 - Mo
28 g 885 & 5525288358 28T 8% 2388 8%
—02] M o NN N bS] _ e i o e e T
5 5
2 /\,, 2014
S 0,14 4
%o,o-a.- v "r-v.-w{ w.\cwl B SER g
5 )
=-0,11 E 0,0+ wr; —
0,2 4
2850 1600 1400 1200 1000

3150 3000
Liczba falowa [cm™]

Liczba falowa [cm™]

Rys. 13 Hierarchiczna analiza klastrowa (HCA, A-B) i analiza skladowych gléwnych
(PCA, C-I) widm zebranych bezposrednio z pojedynczego chromosomu (klaster nr 3 ozna-
czony kolorem zottym na Rys. 12). Dendrogram, podsumowujacy przeprowadzong analiz¢ kla-

strowg zostal przedstawiony na Rys. 13A wraz z linia, pokazujaca poziom odcigcia zaznaczong
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kolorem czerwonym. Zostatly zidentyfikowane dwa klastry widm: charakteryzujacy bardziej
metylowang heterochromatyng (czerwony, nr 4, Rys. 13A) i mniej metylowang euchromatyne
(niebieski, nr 5, Rys. 13A). Rozklad przestrzenny zidentyfikowanych klastrow, charakteryzu-
jacych oba te typy chromatyny zostat zaznaczony na Rys. 13B. Widma, ktore
w analizie PCA zostaly zidentyfikowane jako odstajace, zostaly zaznaczone na Rys. 13B kolo-
rem czarnym. W celu zidentyfikowania zroédet wariancji w widmach zebranych z pojedynczego
chromosomu, zostala wykonana analiza PCA w zakresie spektralnym 3200 — 2800 cm™,
dla ktorej trojwymiarowy wykres sktadowych gtéwnych zostat przedstawiony na Rys. 13C.
Usrednione widma dla obu zidentyfikowanych grup widm (n=21 dla heterochromatyny- grupa
oznaczona kolorem czerwonym i n=48 dla euchromatyny- grupa oznaczona kolorem niebie-
skim) zostaty przedstawione na Rys. 13D Otrzymane w analizie tadunki czynnikowe PC1- PC3,
opisujgce odpowiednio 35 %, 7 %, i 6 % zmienno$ci w danych zostaly przedstawione na Rys.
13E. Analiza PCA zostala takze wykonana w zakresie spektralnym 1760 — 810 cm™. Uéred-
nione widma zostaly przedstawione na Rys. 13F. Otrzymane fadunki czynnikowe, opisujace
odpowiednio 27 %, 11 % i 7 % wariancji w danych zostaty przedstawione na Rys. 13G Grupy
widm, zidentyfikowane poprzez analiz¢ PCA w obu zakresach spektralnych
(3200 — 2800 cm™ na Rys.13D-E i 1760 — 810 cm™ na Rys.13F-G) byly wzajemnie analogiczne.

Tabela 3 Pasma zidentyfikowane w usrednionym widmie Ramana, charakterystycznym

dla eu- i hetero-chromatyny w pojedynczym chromosomie wraz z przypisaniami.

Pozycja pasma

[em™]

g « -
T2 | < Przypisania
c € c £
- O - £
25 |8 ¢
8 & |8 S
x & X 3

2
3184 | 3184 |v(O-H), v(N-H) [120]

3170 - v(O-H), v(N-H) [120]

3063 3063 | C-H pierscienie [105]

2983 2980 | vasym(CHs), v(N-H) [105]-[108]

2968 2970 | vasym(CHs), v(N-H) [105]-[108]

2937 2936 | vasym(CH2) [105]-[108] vsym(CHs3) [109]
2872 2872 | vym(CH2), v(N-H) [105]-[108]
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DNA:

1698-1691 cm™- v(C,=05) zasad DNA/RNA (U, T) [108]
1689- 1688 cm™- v(N-H) zasad DNA (T), v(C,=0) zasad
DNA (G), 8s(NH,) [105], [108], [128]

1689-1678 cm™- v(Ce=0s) zasad DNA (G) ($rednie) [108]
1677-1672 cm™- (C4=04) zasad RNA (U) ($rednie) [108]
Histony: amid I czuty na uwodnienie

(80% v(C=0), 10% v(C-N), 10% S(N—H))

1695- 1670 cm*- antyréwnolegta B—kartka, miedzyczastecz-
kowa struktura 8 [48], [110]-[112]

1690- 1680 cm™- wewnatrzczasteczkowa struktura f [48],
[110], [111]

1678 cm™- v(C=0) (CONH>) w asparaginie [112]

1673 cm- vasym(C=N) w argininie [48], [110]-[112]

DNA:

1671-1655 cm™*- v(Cs=04) zasad DNA (T) [108]
1660-1655 cm- v(C=0), 5(N-H) [48], [113]

1657-1653 cm™- v(C4=04) zasad RNA/DNA (U, silne) (T)
[108]

1656- 1652 cm™?- v(C,=0) zasad DNA (C) [105]

1655- 1647 cm™- v(C2=02) zasad DNA (C) [108]

1654 cm- v(C=C), W(C(4)=0)[117]

1646- 1642 cm™*- metylowana cytozyna Cs [105]

1652 1652 | 1645-1641 cm- wib. pierécieni (T) [108]

1671 1671

Histony: amid I

1650 cm™'- v(C=0) w asparaginie [48], [116]

1655 cm’'- a—helisa [48], [110]-[112]

1645- 1640 cm’'- struktura nieuporzadkowana [48], [110]—
[112]

1640-1610 cm™- §(NH**) w lizynie [48], [116]

1633 cm- veym(C=N (CN3Hs")) [112]

1631 cm™- Sasym(C=0 NH*(NH3*)) [112], miedzyczasteczkowa
struktura [3 [48]
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1630 cm*- struktura rownoleglej p—Kartki [48], [110], [112]
1629 cm- Sasym(NH*(NH3*)) [112]

1642- 1624 cm™- struktura p—kartki [112]

1622 cm*- (NH(CONH?>)) w asparaginie [112]

DNA: v(C=C pierscienia imidazolowego)[48]

Histony:

1610, 1615 cm™- §(NH(CONH3)) w glutaminie [48], [112],
[116]

1608 cm*- wib. pierécienia benzenowego w argininie [48],
[116]

DNA:

1590-1575 cm™- v(C=N pierécienia) zasad DNA (G),[108]
wib. pierscieni zasad (A/C/G/T), [129], [130]

1585-1582 cm™- wib. pierscieni (C, stabe) [108]

1577 1577 | 1579-1576 cm*- wib. pierécieni (A, stabe) [108]

1578 cm™- v(C=N pierscieni imidazolowych) [48], [105], [113]
1580- 1575 cm™- C=N zasad DNA (A) [105]

Histony:

1604 1604

1586 cm™*- wib. pierscieni benzenowych w argininie [48], [116]
DNA:

1538 cm*- wib. pierscieni zasad (G) [115]

1534- 1531 cm*- zmodyfikowana zasada G [105], marker kon-
formacji DNA [113]

Histony:

amid II (60% 8(N-H), 40% v(C—N)), czuty na uwodnienie [48],
[112], [113]

1560 cm™'- vaym(CO, ") w kwasie glutaminowym [48], [116]
1534- 1531 cm*- wib. pierécieni zasad DNA (C, T) [129],

[130]

1508 1508 | DNA: wib. pier§cieni zasad DNA (A) [115]

DNA:

1506- 1498 cm*- wib. pierécieni zasad DNA (C) [108]

1482 1482 | 1495- 1476 cm™- wib. pierscieni zasad DNA (A, G) [108], mar-
ker konformacji DNA [113]

1496- 1487 cm™- §(CH), C=C [108]

1554 1554
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DNA:

1463 cm- 55(N3-H), 5(Cs-CHs) zasad DNA (T) [115]
1457-1453 cm-1- obl.: N1=C6, C6N6 zasad DNA (A, forma
B/A) [108], marker konformacji DNA [113]

1447 1447 Histony:

1465 cm*- §(CH2) w alaninie [48], [116]

1450 cmt- Sasym(CH3) w walinie, wib. pierscieni benzenowych
w fenyloalaninie i tyrozynie [48], [116]

1445 cm™- §(CH.) w lizynie [116]

DNA:

1438-1434 cm*- zasady DNA (A) w forme Z [108], prawo-
skretne helisy [110], [114]

1425-1420 cm™ C2'-endo deoksyrybozy w formie B [108],
1415 1418 | marker konformacji DNA [113], zasady w formie Z DNA (A)
[108]

1412- 1417 cm- §(CH), 5(NH), v(CN) [108]

Histony:

1415 cm- veym(CO2") w kwasie glutaminowym [48], [116]
DNA:

1389-1374 cm™- obl.: 8sym(CHs) zasad DNA (T) [108],
marker konformacji DNA [113]

1384 cm™- v(Cs-CHz), 85(Cs-H) zasad DNA (T, A) [115]
1373 cm™" §(CH3) [117]

1381-1369 cm*- puryny w konformacji anty [108]

1373- 1369 cm™- v(C-N) zasad DNA (C, G) [105]

1370- 1380 cm™- §(CH), 8(NH), v(CO) [108]

Histony:

1375 cm- 8sym(CH3) W leucynie [48], [116]

DNA:

1361 cm™- §(CH3)[117]

1333 1333 | 1381-1369 cm™- puryny w konformaciji anty [108]
1365-1360 cm*- cytydyna w konformacji anty [108]

1371 1371

1357-1352 cm*- puryny w konformacji syn [108]
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Histony:
1350-1250 cm- §(O—H) w serynie [48], [116]

DNA:

1245-1235 cml- vaym(PO2) w szkielecie DNA, gtowny marker
1264 1264 | konformacji A, czuly na jej zmiang [48], [105], [108], [113],
1237 1237 | [118], [119]

1247 cm- wib. pierscieni DNA (C) [115]

Histony: amid 111 [126]

DNA:
1206 1206 )
1206 cm™- wib. pierscieni [117]
DNA:
1188 cm*- deoksyryboza[105]
1174 1174 )
Histony:

1160 cm™- 8r(NHs*) w lizynie [48], [116]
1128 1128 DNA: forma Z DNA[108]

DNA: veym(PO2") w szkielecie DNA, czuty na zmiany konfor-
1097 1097 | macji [48], [105], [108], [113], [118], [119]

1060- 1056, 1011- 1009 cm™- v(C-0) w deoksyrybozie [105]
DNA:

1030 1030 | 1069-1044 cm™- v(CO) w szkielecie furanozowym, silnie

wzmocniony w formie Z DNA [108]

1003 1003 | Histony: A(C-C) pierécienia w fenyloalaninie [120]
959 959 DNA:

970-950 cm™- v(CC) w szkielecie DNA:

forma B: singlet na pozycji: 970 cm™,

033 033 forma A: tryplet na pozycjach: 977, 968 i 952 cm™,
forma Z-form: tryplet na pozycjach: 970, 951 i 925 cm™ [108]
Histony:

935 cm- v(C-C) [120]
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DNA:
860 cm™- marker formy A DNA [125]
850 cm2- vasym(PO2) W szkielecie DNA

869 869 .
Histony:
877 cm- v(C-C), (CCH) w hydroksyprolinie i tryptofanie
[120]
DNA:
835 cm™- vasym(PO2) w szkielecie DNA, marker formy B DNA
827 827

Histony:
817 cm™- v(C-C) [120]

* Kolorem czerwonym zostaty oznaczone pasma, ktore byly skorelowane ze sktadowa gtdéwna

PC1 w analizie PCA

2.2. Odtworzenie modelowego widma ramanowskiego eu- i hetero-chromatyny

na najnizszym poziomie organizacji

W chromosomach metafazowych struktura chromatyny wystepuje na najwyzszym
poziomie organizacji. Oprocz DNA 1 biatek wchodzacych w skfad oktameru histonowego, ta-
kich jak histon H2A, H2B, H3 1 H4, réwniez inne biatka, takie jak histon H1, biatka nichisto-
nowe oraz RNA wchodza w sktad chromosomu metafazowego [14]-[17]. Ze wzgledu na zlo-
zono$¢ sktadu chemicznego pojedynczego chromosomu metafazowego oraz zlozonos¢ jego
struktury, referencyjne widma ramanowskie DNA i histonéw zostaty wybrane, jako widma mo-
delowe umozliwiajace analize¢ widm TERS chromatyny. Usrednione widmo niemetylowanego
DNA faga A (n=20), metylowanego DNA faga A (n=20) oraz usrednione widmo histonow H2A,
H2B, H4 (n=24) przedstawiono na Rys. 14A w zakresie spektralnym 3100- 2800 cm*
wraz z Il pochodng (Rys. 14B), a takze w zakresie spektralnym 1800 — 600 cm™ (Rys. 14C)
wraz z Il pochodng (Rys. 14D) na Rys. 14.
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Rys. 14 Referencyjne widma ramanowskie DNA, histonow oraz chromatyny w zakresie
spektralnym 3200 - 2800 cm™ (A) wraz z odpowiadajacymi im II pochodnymi (B) oraz widma
w zakresie 1800 — 600 cm™ (C) wraz z 1l pochodnymi widm (D). Poszczegdlne widma referen-
cyjne zostaty zebrane z: niemetylowanego DNA faga A, metylowanego DNA faga A, histonéw
H2A, H2B i H4, modelowego widma DNA euchromatyny (1x widmo niemetylowanego DNA
+ 0,4x widmo histonow H2A, H2B i H4), modelowego widma DNA heterochromatyny
(1x widmo metylowanego DNA + 1x widmo histonéw H2A, H2B i H4) oraz widma ramanow-
skie eu- i hetero-chromatyny zebrane z pojedynczego chromosomu, rozdzielone dzigki analizie
HCA i PCA.

Wyznaczone kombinacje liniowe widm DNA faga A oraz widma histonéw uzyskane
w celu otrzymania modelowych widm chromatyny na najnizszym poziomie jej organizacji
przedstawiono na Rys. 15. Z kolei wyznaczone wartosci wspotczynnikoéw korelacji Pearsona
zostaly przedstawione w Tabeli 4. Widma wyznaczone jako kombinacje liniowe

0 najwyzszych warto$ciach wspdlczynnika korelacji Pearsona (dla widma euchromatyny PCC

IFJ PAN 91 Krakow, 2019 r.



,Badanie wplywu promieniowania jonizujacego...” Anna M. Borkowska

= 0,9852, a dla widma heterochromatyny PCC = 0,9779) zostaly wybrane do dalszej analiz
widm TERS. Widma te przedstawiono zaréwno w zakresie spektralnym: 3100 — 2800 cm™
(Rys. 14A-B), jak i w zakresie spektralnym 1800 — 600 cm™ (Rys. 14C-D) na Rys. 14.
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Rys. 15 Kombinacje liniowe widm ramanowkich niemetylowanego DNA faga A (A-B)
i widma histonéw H2A, H2B i H4 oraz metylowanego DNA faga A (C-D) i widma histonow
H2A, H2B i H4 opracowane w celu uzyskania modelowego widma referencyjnego chromatyny
na najnizszym poziomie organizacji. Otrzymane widma kombinacji liniowych zostaly przed-
stawione w nastepujacych zakresach spektralnych: 3100 - 2800 cm? (A, C) oraz
1800 - 900 cm™? (B,D). Wyznaczone wspotczynniki korelacji Pearsona pomiedzy prezentowa-
nymi widmami modelowymi chromatyny na najnizszym poziomie organizacji a widmami eu-
i hetero-chromatyny zebranymi z pojedynczego chromosomu zostaly przedstawione

w Tabeli 4.

Tabela 4 Wyznaczone wartosci wspélczynnikéw Kkorelacji Pearsona dla poszczegolnych

kombinacji liniowych ramanowskich widm DNA i histonow.

Obliczone wartos$ci wspétczynnika PCC pomiedzy widmem chromosomu a:
euchromatyng heterochromatyna
o % g % 0,1x o z 0,9177 o g < 1x o z 0,9755
XEe85q=| 05x| © 5 09820 | X522 8| 2x 5 5 0,9778
232 sz ER-R-E sz
=0 1x = 0,9852 Ec 2,5x = 0,9779
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2x 0,9814 3x 0,97779
3x 0,9788 4x 0,97756
4x 0,9732

5x 0,97732
5X 0,9760

W widmach DNA i histonow, przedstawionych na Rys. 14A-B wyraznie widoczne
sg pasma charakterystyczne dla drgan grup CHz i CHs. W przypadku widm DNA, pasma cha-
rakterystyczne dla drgan grup CH: i CHz wystepuja dla nastgpujacych liczb falowych:
2953 cm™? (vasym(CH3)), 2892 cm™ (vsym(CH3), Tabela 5). W widmach histonéw H2A, H2B
i H4, pasma te sa W nastepujacych pozycjach spektralnych: 2935 cm™ (vasym(CHz2), vsym(CH3))
oraz 2872 cm™ (veym(CHz3)). Intensywno$¢ wymienionych pasm, charakterystycznych dla drgan
grup CH2 i CHs jest wicksza w przypadku widma metylowanego DNA faga A w poréwnaniu
z widmem niemetylowanego DNA faga A (Rys. 14A-B). Analogiczng zalezno$¢ zaobserwo-
wano w przypadku poréwnania modelowego widma ramanowskiego eu- i hetero-chromatyny
(Rys. 14A-B). Ponadto, w widmach DNA, wyraznie widoczne sg pasma, pochodzace od roz-
ciggania pomiedzy tlenami a fosforem w szkielecie DNA (1250 cm™ (vasym(PO2)) i 1090 cm'*
(vsym(POy2)). Potozenie pasma, charakterystycznego dla drgania asymetrycznego grupy PO, Su-
geruje konformacje A DNA zaré6wno w przypadku widma niemetylowanego i metylowanego
DNA faga A (Tabela 5). Wynika to prawdopodobnie z faktu, ze probka byta wysuszona [58],
[118], [119], [125]. Z drugiej strony, wyrazne pasma W pozycjach spektralnych 888 cm™ oraz
835 cm? dla niemetylowanego DNA faga A oraz dla liczb falowych 852 cm™ i 818 cm™
w przypadku metylowanego DNA faga A mogtyby sugerowac wystepowanie odpowiednio kon-
formacji B [14], [125], [131]-[134] i A [14], [125], [132], [133] w wymienionych typach DNA
(Tabela 5). Intensywnosci pasm charakterystycznych dla drgania pierscieni (1665 cm™
(v(C=0), 8(N-H), wib. pierscieni)), m.in. grup metylowych i metylenowych (1374 cm
(8(CHs), 8s(C-H), v(C-N), §(CH), §(NH), v(CO)) oraz 1336 cm™ (5(CH3) zasady DNA), Tabela
5) sg wyzsze w widmach niemetylowanego DNA w poréwnaniu z widmami metylowanego
DNA. Z kolei intensywno$¢ pasm charakterystycznych dla drgania zasad DNA (1408 cm™ (za-
sady DNA, prawo- skretne helisy, (CH), 8(NH), v(CN))), deoksyrybozy (1174 cm™ (deoksy-
ryboza, 8(NHs") w lizynie)), drgania pomiedzy tlenami i fosforem w szkielecie DNA
(1090 cm? (veym(PO2), 896 cm* (vasym(PO2), v(C-C), 8(CCH)) jest wyzsza w przypadku widm
zebranych z metylowanego DNA. Ponadto, zaobserwowano bardzo interesujace przesuniecie
pasma charakterystycznego dla drgania zasad DNA (6(CH), C=C)) z pozycji spektralnej
1481 cm™ na pozycje spektralng 1469 cm™ wraz z rosngcym poziomem metylacji DNA. Z kolei
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w widmach histonéw (H2A, H2B i H4) wyste¢puja pasma charakterystyczne dla drgania wigza-
nia amidowego (1666 cm? (amid 1), 1244 cm™ (amid Il1)), drgania pierscieni (1453 cm?
(8(CHs) wib. pierscieni), 1000 cm? (A(C-C) pierscieni w fenyloalaninie)), 855 cm™ oraz
826 cm™ (tyrozynowy dublet Fermiego)), ktore sa charakterystyczne dla biatek. W widmach
histonéw nie jest widoczne pasmo, charakterystyczne dla amidu Il w zakresie spektralnym
1550 — 1450 cm™ [48]. Brak wyraznego pasma charakterystycznego dla tego pasma
byt juz obserwowany i dyskutowany w literaturze [60], [63], [103], [104], [135]-[137]. Po-
nadto, polozenia pasm, charakterystycznych dla amidu I i III w widmach referencyjnych
sg zgodne z literaturg i sugerujg glownie konformacje - kartki. Dodatkowo, w widmie referen-
cyjnym histonéw widoczne jest pasmo pochodzace od amidu 111 na pozycji 1260 cm™, ktorego
intensywnos¢ nie jest duza, co sugeruje takze konformacj¢ a- helisy oraz struktury nieuporzad-
kowanej, zwlaszcza w przypadku histonow H2A i H2B. Wymienione powyzej pasma, charak-
terystyczne dla DNA 1 histonow sg takze wyrazne w modelowych widmach Ramana zaréwno
eu- i hetero-chromatyny na najnizszym poziomie organizacji, otrzymanych poprzez kombina-
cje liniowe widm referencyjnych. Szczegélowa informacja na temat pasm,

ich polozenia oraz przypisania zostata umieszczona w Tabeli 5.

Tabela 5 Pasma zidentyfikowane w widmach DNA, histonéw i chromatyny wraz

Z przypasaniami pasm.

Pozycja pasma [cm™]
)
Q g I £ > o B
s | 8|,z 25 &2
() m E =) . .
§<Z( c § % q;) & s g Przypisania
© 0 2 27 s 2 S c
= = <~ T 5 5 ©
o 2 < | 85| 58
'c (<5} AN S o S o
S I = o+
=
- - 3063 3063 3063
v(N-H), v(C-H),[105] Vasym(CH3) [106]—
2972 2972 2972 | [108]
2953 | 2953 - - - | v(C-H),[105] vasym(CHz) [106]-[108]
) ) v(C-H),[105] Vasym(CHs) [106]-[108]
2935 2935 2935 veym(CHa) [109]
2892 | 2892 i i i 1[){1812;]1{), v(C-H),[105] veym(CH3) [106]
] ] v(N-H), v(C-H),[105] vsym(CH3) [106]—
2872 2879 2879 [108] v(N-H)

IFJ PAN 94 Krakow, 2019 1.



,,Badanie wplywu promieniowania jonizujacego...” Anna M. Borkowska

IFJ PAN Krakow, 2019 r.




,,Badanie wplywu promieniowania jonizujacego...” Anna M. Borkowska

IFJ PAN Krakow, 2019 r.




,,Badanie wplywu promieniowania jonizujacego...” Anna M. Borkowska

IFJ PAN Krakow, 2019 r.




,Badanie wplywu promieniowania jonizujacego...” Anna M. Borkowska

682 cm*- C2'-forma endo/anty zasad
DNA (G) [120], [121]

Histony: wib. pierScieni benzenowych
w fenyloalaninie [48], [116]

2.3. Poszukiwanie markeréw spektroskopowych metylacji DNA i histonu H3

w nanoskali

W celu wykonania pomiardw chromatyny na najnizszym poziomie organizacji
za pomocg spektroskopii AFM- TERS, odtworzono jej struktur¢ uzywajac réznych rodzajow
DNA. Wykorzystano koliste DNA (pUC19), niemetylowane DNA faga A i metylowane DNA
faga L. Topografia AFM kolistego DNA (Rys. 16A) oraz topografia jednej nici DNA kolistego
DNA (Rys. 16B) naniesionej na mik¢ zostaty przedstawione na Rys. 16. Topografia nici ko-
listego DNA zostala porownana z topografia AFM nici niemetylowanego DNA faga A (Rys.
16C) oraz topografig nici metylowanego DNA faga A (Rys. 16D). Po odtworzeniu chromatyny
z wykorzystaniem wymienionych typéw DNA, obserwowana byta struktura pojedynczego nu-
kleosomu, co przedstawiono na przykladzie chromatyny z niemetylowanym DNA faga A
na Rys. 16E. Topografia AFM nukleosomu naniesionego na mike zostala przedstawiona
na Rys. 16E-F (chromatyna nr 1, Tabela 1). Przedstawiona na Rys. 16E topografia pojedyn-
czego nukleosomu odpowiada strukturze krystalograficznej przedstawionej na Rys. 16G
(struktura o PDB ID 1aoi [138]), uzyskanej z wykorzystaniem programu PyMol 1.3 (The Py-
MOL Molecular Graphics System, Version 2.0 Schrédinger, LLC.). Przekrdj poprzeczny gru-
bosci pojedynczego nukleosomu (1) wraz z przekrojem poprzecznym grubos$ci pojedynczej nici
DNA (2) zostal przedstawiony na Rys. 16H. Maksymalna grubo$¢ nukleosomu wynosita
9 nm (przekrdj 1, Rys. 16H). Z kolei maksymalna grubo$¢ niemetylowanego DNA faga A
wynosita 1,6 nm (przekrdj 2, Rys. 16H). Wyznaczone na podstawie topografii AFM grubosci
zaro6wno nukleosomu, jak i DNA sg w zgodzie z literaturg [137], [139]-[141]. Topografi¢ AFM
pojedynczego nukleosomu chromatyny odtworzonej ze metylowanego DNA faga A i niemety-
lowanych dodatkowo histonow HeLa, naniesionej na wyzarzane ptomieniowo szablonowe po-

zlacane podioze przedstawiono na Rys. 161.
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Rys. 16 Topografia AFM kolistego DNA (pUC19, A-B), niemetylowanego DNA faga A (C)
i metylowanego DNA faga ) (D), ktore zostaly wykorzystane do odtworzenia chromatyny
na najnizszym poziomie organizacji w badaniach z wykorzystaniem spektroskopii AFM-TERS.
Na Rys. 16E-F zostata przedstawiona topografia pojedynczego nukleosomu odtworzonej chro-
matyny z niemetylowanego DNA faga A i niemetylowanymi histonami HelLa (chromatyna
nr 1, Tabela 1) naniesionej na mike. Z kolei na Rys. 16G zostalta przedstawiona struktura kry-
stalograficzna pojedynczego nukleosomu, odpowiadajgca topografii przedstawionej na Rys.
16E-F (struktura o PDB ID laoi [138]). Odpowiednio dla nukleosomu (1) i pojedynczej nici
DNA (2), bedacej fragmentem Iacznikowym pomigdzy nukleosomami w chromatynie
(tzw. Iacznikowe DNA) zostaly przedstawione przekroje poprzeczne grubosci (Rys. 16H).
W przypadku pojedynczego nukleosomu, maksymalna grubo$¢ wyniosta 9 nm (przekrdj nr 1,
Rys. 16H). Z kolei w przypadku pojedynczej nici DNA maksymalna grubo$¢ wyniosta 1,6 nm
(przekroj nr 2, Rys. 16H). Na Rys. 161 zostata przedstawiona topografia AFM pojedynczego
nukleosomu chromatyny, ktora zostala odtworzona z metylowanego DNA faga A
z niemetylowanymi histonami HeLa (chromatyna nr 2, Tabela 1) naniesionej na poztacane sza-

blonowe podioze wyzarzane ptomieniowo.

Na Rys. 17A zostaly przedstawione widma TERS DNA, na ktérych mozna zauwazy¢
pasma specyficzne dla kwasow nukleinowych, takie jak pasma, charakterystyczne
dla rozciggania pomiedzy tlenami a fosforem w szkielecie DNA (1242 cm™ (vasym(PO2)) oraz
1102 cm? (vsym(POy)), Tabela 7). Nie we wszystkich widmach TERS, zaklasyfikowanych jako
widma DNA bylo widocznie wyrazne pasmo na pozycji spektralnej 1102 cm’

(vsym(PO2)). Niska intensywnos$¢ i widoczno$¢ pasm charakterystycznych dla drgania szkieletu
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DNA jest prawdopodobnie zwigzana z duzym wzmocnieniem pasm charakterystycznych
dla drgan pierscieni od zasad DNA (od pierscieni imidazolowych) i w zwigzku z powyzszym
z duzg ich intensywnoscia. Podobnie zaleznosci byty obserwowane w przypadku widm TERS
chromatyny (Rys. 17C), dla ktorych wyraznie dominujace byly pasma charakterystyczne
dla drgan pier§cieni imidazolowych i benzenowych w tancuchach bocznych aminokwasow
i pierscieni imidazolowych od zasad DNA [104], [142]. Przyczyna, dla ktorej wymienione
mody drgan zostaly silniej wzmocnione podczas pomiaréw TERS jest wyzszy przekrdj czynny
na rozpraszanie Ramana dla pierscieni imidazolowych i benzenowych ze wzglgdu na obecnosé
zdelokalizowanych elektronow =. Z kolei, mody drgan charakterystyczne dla tahcuchéw bocz-
nych, czy szkieletu DNA zostaly wzmocnione w mniejszym stopniu ze wzgledu
na mniejszy przekrdj czynny na rozpraszanie Ramana w poréwnaniu do przekroju czynnego
dla pierscieni. Zidentyfikowane najistotniejsze pasma w widmach TERS DNA zostaty wymie-
nione w Tabeli 2. Szczegélowa informacja na temat zidentyfikowanych pasm, zostata
z kolei przedstawiona w Tabeli 7. Kolory dla odpowiednich wierszy w Tabeli 2 i Tabeli 7-9

przedstawiajacych zidentyfikowane pasma, odpowiadaja kolorom widm chromatyny (fiole-
towy), DNA (zielony) i histonéw (niebieski) na Rys. 17. Il pochodne widm TERS zebrane
z DNA zostaly przedstawione na Rys. 18A. Na Rys. 17A i Rys. 18A warto zwrdci¢ uwage
na widmo TERS odtworzone z uzyciem kolistego DNA i histonéw, zawierajacych dodatkowo
metylowany histon H3 (H3K27me3, chromatyna nr 3, Tabela 1, Rys. 17A (widmo)
i Rys. 18A (Il pochodna), srodkowe widmo zaznaczone kolorem zottym). W wymienionym
widmie TERS DNA, pasmo charakterystyczne dla drgania szkieletu DNA vasym(PO2) jest wi-

doczne dla liczby falowej 1240 cm™ i 1220 cm™, co sugeruje obecno$¢ odpowiednio zaréwno
formy A, jak i B DNA (Tabela 7) [108]. Ponadto, obecnoéé¢ pasma o niewielkiej intensywnosci

dla liczby falowej 837 cm™ sugeruje konformacje B DNA [14], [125], [132]-[134] (Tabela 7).
W przypadku pozostatych rodzajéw chromatyny, DNA wystepuje gtdéwnie w konformacji A.
Wynika to prawdopodobnie z faktu, ze probka byta wysuszona [58], [118], [119], [125]. Jed-
nakze, pasma charakterystyczne dla drgania szkieletu DNA (865 cm? (vasym(PO2) w DNA,
v(C-C), 8(CCH)) oraz 806 cm™ (5,(O-P)), charakterystyczne gtéwnie dla konformacji A DNA
maja najwicksza intensywno$¢ w przypadku widma TERS DNA dla chromatyny nr 3
(Tabela 1), odtworzonej z uzyciem kolistego DNA z histonami zawierajacymi dodatkowo me-
tylowany histon H3 (H3K27me3). Jest to prawdopodobnie zwigzane z r6zng orientacja i formag
DNA (zarowno A, jak i B) w chromatynie nr 3. Ponadto, jedynie dla tego rodzaju chromatyny,

DNA nie jest liniowe, tylko jest kuliste, co ma wplyw na strukture nukleosomu. Liquier i in.
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[143] obserwowali w swoich badaniach konformacj¢ B DNA w chromatynie na najnizszym
poziomie organizacji, ktora zostala zachowana pomimo relatywnie niskiej wilgotnosci. Kon-
formacja B byta jednak zachowana tylko w przypadku odpowiedniego stosunku zawarto$ci hi-
stonéw do DNA w badanej chromatynie (1 molekuta histonu H2B lub H3 na okoto 3 - 4 zakrety
DNA Iub 1 molekuta histonu H2A lub H4 na 19 lub 26 par zasad DNA) [143], [144]. Jak mozna
zaobserwowac¢ na topografit AFM na Rys. 16E-F i Rys. 161, nukleosomy sg rozlozone rzadziej
niz 1 nukleosom na 3 - 4 zakrety DNA, a probki odtworzonej chromatyny zostaty wysuszone
pod tagodnym strumieniem N». Prawdopodobnie z tego powodu, konformacja B nie zostata
zachowana w wyschnigtych probkach odtworzonej chromatyny i obserwowana byta gléwnie
konformacja A (z wyjatkiem odtworzonej chromatyny z kolistym DNA, chromatyna nr 3, Ta-
bela 1). Takze w widmie ramanowskim pojedynczego chromosomu, gidéwnie obserwowana
byta konformacja A DNA. Prawdopodobnie wilgotno$¢ podczas pomiarow (temperatura poko-
jowa, uklad nicizolowany), byta niewystarczajgca dla utrzymania konformacji B DNA
w chromosomie, pomimo gestego upakowania nukleosoméw. Na zmiang konformacji DNA
z B do A w probkach odtworzonej chromatyny, miat takze wptyw fakt, ze podtoze do pomiaréw
TERS nie byto w zaden sposdb sfunkcjonalizowane, np. silanizacje (poprzez przytaczanie grup
—0-Si-0-), ktora wigze DNA na tyle silnie, ze konformacja, w ktorej DNA jest w roztworze
zostaje zachowana rowniez po wysuszeniu probki. Szczegolnie wptyneto to na strukture DNA
w formie liniowej (liniowe DNA z faga 1), ktore jest bardziej czute na zmiang konformacji
ze wzgledu na wyst¢powanie wolnych, niezwigzanych ze sobg koncow nici DNA [58].

W widmie TERS DNA, przedstawionym na Rys. 17A i Rys. 18A, mozna zauwazyc¢,
ze najbardziej intensywne w widmach DNA sg pasma, charakterystyczne dla drgan pier§cieni
imidazolowych i zasad DNA, takie jak: 1609 cm™ oraz 1584 cm™, 1559 cm™ (v(C=N)), v(C=N))
oraz 1487 cm™ (wib. zasad A, C i G oraz 8(CH) oraz C=C), co bylo juz dyskutowane. Ponadto,
w widmach TERS DNA, dla wszystkich typow odtworzonej chromatyny (chromatyna nr 1-2
i 4-5, Tabela 1), za wyjatkiem chromatyny nr 3 (Tabela 1) widoczne bylo pasmo w pozycji
spektralnej 1719 cm, charakterystyczne dla powstawania wigzah pomiedzy zasadami typu za-
sad Hoogsteena (G*G-C, T*A-T lub C*G-C) oraz drgania zasad w stosie (zasad G, T, C,
Tabela 7) [105]-[108].

Podczas analizy poréwnano widma TERS dla r6znie metylowanego DNA (Rys. 17A
i Rys. 18A, niemetylowane DNA faga A i metylowane DNA z faga A): pierwsze widmo versus
drugie widmo od gory, oznaczone kolorem odpowiednio ciemnym r6zowym i ciemnym fiole-
towym (chromatyna nr 1 vs chromatyna nr 2, Tabela 1) oraz czwarte widmo versus pigte widmo

od gory, oznaczone kolorem odpowiednio jasnym rézowym i jasnym fioletowym (chromatyna
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nr 4 vs. chromatyna nr 5, Tabela 1). Jak mozna zauwazy¢ na Rys. 17A i Rys. 18A, intensyw-
no$¢ pasma charakterystycznego dla drgania zasad (1487 cm™ (wib. zasad A, C i G zasad oraz
3(CH) i C=C)) w poréwnaniu do pasma charakterystycznego dla drgania pomiedzy tlenami
a fosforem (1240 cm) ro$nie wraz z rosngcym poziomem metylacji. Nie obserwuje sie jednak
przesuniecia tego pasma w kierunku rosnacej energii (1469 cm™), co to byto widoczne w przy-
padku probek referencyjnych dla niemetylowanego DNA faga A i metylowanego DNA z faga
L. Co wigcej, na widmach zebranych z pojedynczego chromosomu (Rys. 13) pasmo to bylo
pozytywnie skorelowane z ze skladowg gltdéwng PC1, co charakteryzowalo heterochromatyne.
Dodatkowo, intensywno$¢ pasm, charakterystycznych dla drgania grup metylowych
(1356 cm™ (8(CHs))) i pierécieni w zasadach DNA oraz histonéw (1281 cm™ (wib. pierscieni
zasad DNA i N-H oraz drganie wigzania amidowego (amid I11))) wzrastala znaczaco
w odniesieniu do pasma charakterystycznego dla drgania pomigdzy tlenami, a fosforem
(1240 cm™) w przypadku widm chromatyny odtworzonych ze metylowanym histonem
H3 (H3K27me3), niezaleznie od typu DNA (niemetylowane i metylowane DNA z faga A, Rys.
17A 1 Rys. 18A). Ponadto, intensywno$¢ pasm, charakterystycznych dla drgania zasad DNA
(1423 cm (zasady DNA, prawo-skretne helisy, §(CH), (NH), v(CN)) i 1325 cm™ (zasady
DNA, v(C-N)), Tabela 7) wzrosta najbardziej w odniesieniu do pasma charakterystycznego
dla drgania pomiedzy tlenami, a fosforem (1240 cm™) w przypadku chromatyny odtworzonej
z wykorzystaniem metylowanego DNA faga A z metylowanym histonem H3 (H3K27me3, Rys.
17A 1Rys. 18A). Oba te pasma byly takze pozytywnie skorelowane z widmami ramanowskimi
zebranymi z heterochromatyny z pojedynczego chromosomu (Rys. 13F-G). Z drugiej jednak
strony, intensywno$¢ pasma, charakterystycznego dla drgania m.in. grup metylowych
i metylenowych (1382 cm™ (§(CHs), 85(C-H), v(C-N), §(CH), 8(NH), v(CO)), Tabela 7) zna-
czaco wzrosta w odniesieniu do pasma charakterystycznego dla drgania pomiedzy tlenami
a fosforem (1240 cm™) w przypadku chromatyny odtworzonej z wykorzystaniem niemetylo-
wanego DNA i niemetylowanych dodatkowo histonow HeLa. To samo pasmo w pozycji spek-
tralnej 1371 cm™ bylo negatywnie skorelowane ze sktadowg gtéwng PC1, co charakteryzowato
euchromatyne w widmach chromatyny zebranych z pojedynczego chromosomu (Rys. 13F-G).
W oparciu o powyzsze obserwacje widm TERS DNA, zostaly zidentyfikowane markery spek-
troskopowe, charakteryzujace eu- i hetero-chromatyne. W identyfikacji markeréw spektrosko-
powych, wzigto pod uwage osobno wptyw metylacji DNA (pasmo charakteryzujace hetero-
chromatyne: 1487 cm™), histonéw (pasmo charakteryzujace euchromatyne: 1382 cm™) oraz
jednoczes$nie DNA i histonéw (pasma charakteryzujace heterochromatyne: 1423 cm™ i 1325

cm?).
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Analiza widm TERS histonow (Rys. 17B i Rys. 18B), ukazuje brak pasma charakte-
rystycznego dla amidu I. Zjawisko to bylo juz obserwowane w widmach TERS biafek,
jak i dyskutowano uprzednio [60], [63], [103], [104]. W przypadku widm TERS histondéw, naj-
bardziej intensywne sg pasma, charakterystyczne dla drgania pierscieni imidazolowych
i benzenowych (1611 cm™ (wib. pierscieni) oraz 680 cm™ (v(C-C), §(CCH)), Tabela 8, Rys.
17B i Rys. 18B). Mody drgan, odpowiadajace za powstawanie wymienionych powyzej pasm
sg znaczagco wzmocnione w widmach TERS ze wzgledu na duzy przekrdj czynny
na rozpraszanie Ramana [104], [142], podobnie jak obserwowano w przypadku widm TERS
DNA. Pasmo, charakterystyczne dla amidu II rowniez nie jest wyraznie widoczne w widmach
TERS histondéw. Jednakze, pasmo to nie bylo wyraznie widoczne w referencyjnym widmie
ramanowskim histonow H2A, H2B i H4 (Rys. 14). Pokrywa si¢ ono takze z pasmem charak-
terystycznym dla drgania pierécieni, ktorych mody drgan sg silnie wzmocnione. Niemniej jed-
nak, pozycja pasma charakterystycznego dla amidu III sugeruje konformacje
a-helisy biatek histonowych w chromatynie wszystkich typow (chromatyna nr 1-5, Tabela 1).
Takze struktura nieuporzadkowana bialek byta widoczna we wszystkich rodzajach chromatyny
(pozycja pasma ~1248 cm, Tabela 8). Nie zidentyfikowano jednak konformacji B-kartki
w analizowanych widmach. Powyzsze obserwacje sg zgodne z danymi literaturowymi [6], [14],
[133].

W zebranych widmach TERS histonow, intensywno$¢ pasma, charakterystycznego
dla drgania 8(NHs") (1156 cm™ (5¢(NHs") w lizynie), Tabela 8.) rosta w odniesieniu do pasma
charakterystycznego dla drgania pierscieni (1611 cm™) wraz z rosngcym poziomem metylacji
histonu H3 (Rys. 17B i Rys. 18B). Pasmo to jest charakterystyczne dla lizyny (8:(NHs").
W przypadku widm TERS chromatyny odtworzonej z wykorzystaniem kolistego DNA
i metylowanego histonu H3 (H3K27me3, chromatyna nr 3, Tabela 1, Rys. 17B i Rys. 18B,
srodkowe widmo oznaczone kolorem zoitym) obserwowane jest przesuni¢cie tego pasma
na pozycje spektralng 1170 cmt. Obserwacja ta sugeruje inne otoczenie chemiczne reszt lizyny
w zaleznos$ci od rodzaju DNA w odtworzonej chromatynie (liniowe lub koliste DNA). Co wie-
cej, zarowno pasmo dla liczby falowej 1174 cm™ oraz przylegle pasmo na pozycji spektralnej
1128 cm byly pozytywnie skorelowane ze sktadowa gtowng PC1 w widmach chromatyny
zebranych z pojedynczego chromosomu (Rys. 13F-G), co charakteryzowato heterochroma-
tyng. Na  podstawie powyzszych  obserwacji, mozna  wyciagna¢  wniosek,
ze metylacja lizyny ma znaczacy udzial w formowaniu si¢ 1 metylacji heterochromatyny. Po-
nadto, pasmo dla liczby falowej 1156 cm™ mozna uzna¢ za marker spektroskopowy, charakte-

ryzujacy metylowany histon H3 w heterochromatynie. Kluczowa rola epigenetycznej metylacji
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histonu H3K27me3 zostala do tej pory udowodniona w przypadku metylacji zinaktywowanego
homologicznego chromosomu X [145]. Przedstawione w niniejszej rozprawie badania chroma-
tyny z wykorzystaniem spektroskopii TERS rowniez wskazuja na dominujaca role metylacji
histonu H3 w formowaniu si¢ heterochromatyny. Pozostate zidentyfikowane pasma w widmach
TERS histonéw przedstawiono w Tabeli 8.

W widmach TERS chromatyny (Rys. 17C i Rys. 18C) mozna zaobserwowa¢ pasma
charakterystyczne, zar6wno dla DNA, jak i dla histondw. Podobnie jak w przypadku widm
DNA (Rys. 17A), jak i widm histonow (Rys. 17B), najbardziej intensywnymi pasmami
w widmach TERS chromatyny sg pasma charakterystyczne dla drgah pier$cieni (1611 cm™
i 1583 cm?). Ponadto, podobnie jak w przypadku widm TERS histonéw, pasmo charaktery-
styczne dla amidu I jest niewidoczne, jak uprzednio juz dyskutowano. Z kolei, pasmo charak-
terystyczne dla amidu Il jest niewidoczne z wyjatkiem chromatyny odtworzonej
z wykorzystaniem kolistego DNA (chromatyna nr 3, Tabela 1). Dla widm TERS chromatyny
nr 3 (Tabela 1) pasmo charakterystyczne dla amidu Il jest widoczne w pozycji spektralnej
1535 cm™. Wyraznie widoczne pasmo charakterystyczne dla amidu Il, jedynie w przypadku
chromatyny odtworzonej z wykorzystaniem kolistego DNA, jest prawdopodobnie zwigzane
z innym utozeniem grupy amidowej wzgledem wektora pola elektromagnetycznego. Nalezy
jednak wspomnie¢, ze pozycja pasma, charakterystycznego dla amidu II nakada si¢ z pozycja
pasm charakterystycznych dla drgania pierScieni (Rys. 17C). Pasmo charakterystyczne
dla amidu Il jest widoczne w pozycji spektralnej ~1270 cm™ oraz ~1293 cm™ (Tabela 9),
co sugeruje gtownie a-helikalng konformacje bialek histonowych w nukleosomach. Powyzsze
obserwacje sg w zgodzie z literaturg [6], [14], [133]. Pasma charakterystyczne dla drgania
szkieletu DNA sg widoczne zarowno w przypadku widm TERS DNA, jak i chromatyny (RYsS.
17A oraz Rys. 18AiRys. 17C oraz Rys. 18C). Pasma charakterystyczne dla drgania pomiedzy
tlenami a fosforem (odpowiednio vasym(PO2") oraz vsym(PO)) mozna zaobserwowac w widmach
chromatyny dla liczb falowych odpowiednio 1247 cm™ i 1080 cm™ (Tabela 9). Pozycja pasma
charakterystycznego dla drgania pomiedzy tlenami, a fosforem (1247 cm? (vasym(PO>))) suge-
ruje form¢ A DNA we wszystkich typach odtworzonej chromatyny. Jest to prawdopodobnie
spowodowane faktem, ze probki chromatyny byty wysuszone, co juz dyskutowano. Z drugiej
jednak strony, w przypadku chromatyny odtworzonej z wykorzystaniem kolistego DNA i me-
tylowanego histonu H3 (H3K27me3), mozna takze stwierdzi¢ wystgpowanie formy B DNA,
poprzez obecnoéé wyraznego pasma W pozycji 833 cm™ (Tabela 9), ktore jest charakterystyczne
dla konformacji B DNA. Dodatkowo jednak, wystepowanie pasm W pozycjach 860 cm
i 800 cm? (Tabela 9) dowodzi wystepowania konformacji A DNA w tym typie chromatyny.
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Jedynie w przypadku chromatyny odtworzonej z wykorzystaniem kolistego DNA, mozna po-
twierdzi¢ wspolistnienie zardwno konformacji A, jak i B DNA. Na podstawie przytoczonych
obserwacji, mozna takze stwierdzi¢, ze zarowno w przypadku DNA nawinigtego na oktamer
histonowy i tworzgcego nukleosom, jak i fgcznikowego DNA, jego konformacja pozostaje nie-
zmieniona we wszystkich rodzajach chromatyny. Ponadto, przedstawione wyniki uzyskane
z wykorzystaniem spektroskopii TERS dowodza, ze konformacja DNA we wszystkich rodza-
jach chromatyny jest zalezna gtéwnie od typu DNA (liniowe lub kuliste).

W widmach TERS nukleosoméw, pasmo charakterystyczne gtownie dla drgania zasad
(1487 cm?, zasady DNA, §(CH), C=C), Tabela 9) jest niewidoczne, szczegdlnie w przypadku
chromatyny odtworzonej z uzyciem liniowego DNA faga A (Rys. 17C i Rys. 18C).
Jest to interesujace, zwlaszcza, jesli wezmie sie¢ pod uwage fakt, ze pasmo to jest wyraznie
widoczne w widmach TERS DNA dla poszczegdlnych rodzajow odtworzonej chromatyny
(chromatyna nr 1-2, 4-5, Tabela 1). W przypadku widma TERS chromatyny odtworzonej
z wykorzystaniem kolistego DNA, pasmo to jest wcigz obserwowalne, jednakze jego intensyw-
nos¢ jest znaczaco stabsza w poréwnaniu z widmem DNA dla tego samego rodzaju chroma-
tyny. Wyrazny spadek intensywnoéci pasma dla liczby falowej 1490 cm™ w widmach chroma-
tyny zostat juz potwierdzony przez Mansy’ego i in [131], [146]. Mansy i in. wyjasnili spadek
intensywnosci tego pasma poprzez powstawanie wigzania wodorowego pomiedzy koncem NH>
kationowych reszt histonow z azotem N7 zasady guaninowej DNA w wigkszym rowku DNA
[131], [146]. Z drugiej jednak strony, Thomas i in. nie zaobserwowali spadku intensywnosci
pasma dla liczby falowej 1490 cm?® w widmach chromatyny wyizolowanych
z kurzych erytrocytow [133], [146], co stalo w sprzecznosci z obserwacjami dokonanymi przez
Mansy’ego i in. Powyzszg nie$cisto$¢ wyjasnit Goodwyn i in. [132], [136], [146], ktéry udo-
wodnil, ze w przypadku chromatyny dla ktorej oberwany byt spadek intensywnos$ci pasma
dla liczby falowej 1490 cm™, obecne byty dodatkowo biatka niehistonowe w badanych prob-
kach [146]. Zaproponowane przez Goodwyna i in. wyjasnienie wskazywato na model nukleo-
somu, w ktorym wigkszy rowek byt dostepny dla oddziatywania DNA i biatek niehistonowych,
a DNA wraz z histonami oddziatywato poprzez mniejszy rowek DNA [134]. W przypadku
przedstawionych w niniejszej pracy eksperymentéw z wykorzystaniem spektroskopii TERS,
w procedurze odtwarzania chromatyny zostaly wykorzystane biatka niehistonowe, takie
jak opiekuncze zrekombinowane biatko h-NAP-1 oraz biatko ACF [99]. Mozna si¢ zatem spo-
dziewaé, ze spadek pasma dla liczby falowej 1487 cm™ w widmach TERS chromatyny, moze

by¢ zwigzany z oddziatywaniem wymienionych biatek niehistonowych z wigkszym rowkiem
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DNA, poprzez uwodornienie azotu N7 w guaninie. W literaturze zostato do tej pory udowod-
nione, ze faktycznie DNA oddzialuje z biatkami niehistonowymi, takimi jak h-NAP-1 przez
wickszy rowek DNA [147]. Z drugiej jednak strony, zardwno Goodwyn i in., jak i Brahmns
I in. sa zgodni co do tego, ze w przypadku konformacji B DNA, rozmiar wigkszego rowka DNA
jest najwickszy. W zwigzku z tym, biatka niehistonowe powinny si¢ tatwiej przytaczac¢ do wigk-
szego rowka DNA dla konformacji B DNA [132], co powinno si¢ wigza¢ z wigkszym spadkiem
intensywnoéci pasma W pozycji spektralnej 1487 cm™. Zakladajac taki mechanizm interakcji,
mozna by oczekiwac, ze oddziatywanie to bedzie miato wigksze znaczenie w przypadku chro-
matyny odtworzonej z wykorzystaniem kolistego DNA, dla ktorej zaobserwowano wspotist-
nienie formy A i B. Sytuacja ma si¢ jednak przeciwnie, gdyz najwigkszy spadek intensywnosci
pasma dla liczby falowej 1487 cm™ byt obserwowany w przypadku liniowego DNA faga A,
a nie w przypadku kolistego DNA. Wskazana powyzej niescistos¢ w omawianych wynikach
TERS w odniesieniu do doniesien literaturowych, moze zosta¢ wyjasniona w $wietle ostatnich
badan na temat rozpatrywania konformacji DNA i histonow w nukleosomach [9], [11]-[13].
W wynikach eksperymentow z wykorzystaniem kriogenicznej mikroskopii elektronowej (cryo-
EM) nukleosomow odtworzonych z DNA o dlugosci 601 bp w warunkach fizjologicznych ob-
serwowano frakcje nukleosomoéw, w ktorych widoczne byly zmiany struktury, inne ulozenie
DNA i reorganizacja a-heliakalnej struktury drugorzedowe;j biatek histonowych [9]. Przykta-
dem zaobserwowanej struktury nukleosomow byta zmiana utozenia fancucha bocznego histonu
H4, ktory oddziatywatl z wigkszym rowkiem DNA [9]. Wystepowanie struktury nukleosomu
podobnego typu, mogloby zatem takze wytlumaczy¢ obserwowany zanik pasma 1487 cm™
w chromatynie odtworzonej z wykorzystaniem liniowego DNA z faga A. Moze to oznaczac
powstanie wigzania wodorowego pomi¢dzy koncem NH> kationowych reszt w aminokwasach
i azotem N7 guaniny w wiekszym rowku DNA [131], [146]. Ponadto, S. Bolokapic i in.
w swoich badaniach udowodnili, Zze nukleosomy moga wystepowaé¢ w wielu réznych konfor-
macjach, co wptywa na regulacj¢ procesow biologicznych w chromatynie [9]. Analogiczne
wnioski mogg zatem zosta¢ wyciagniete w przypadku przedstawionych w niniejszej pracy wy-
nikow uzyskanych z wykorzystaniem spektroskopii TERS. W przeprowadzonych badaniach
zaobserwowano wigc dwie struktury nukleosomow: 1) strukturg charakteryzujaca si¢ zanikiem
pasma dla liczby falowej 1487 cm™ w przypadku liniowego DNA faga A (chromatyna nr 1-2
i 4-5, Tabela 1) oraz struktur¢ charakteryzujaca si¢ obecnoscig pasma dla liczby falowej
1487 cm™ w przypadku kulistego DNA (pUC19) [148]. Przedstawione w niniejszej rozprawie

wyniki sugeruja roOwniez, iz u podstaw wystgpowania roznej struktury nukleosomow lezy rozna
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konformacja DNA 1 to ona jest czynnikiem odpowiedzialnym za wystepowanie odpowiedniej
struktury nukleosoméw [149].

W przypadku widm TERS chromatyny, intensywno$¢ pasma, charakterystycznego
m.in. dla drgania grup metylowych i metylenowych (1454 cm™ (5s(Ns-H), 8(CHz), 5(CHs), Ta-
bela 9) w odniesieniu do intensywnosci pasma charakterystycznego dla drgania pier§cieni
(1609 cm?) jest najwyzsza w przypadku chromatyny odtworzonej z wykorzystaniem metylo-
wanego DNA faga A i histonéw zawierajagcych metylowany histon H3 (H3K27me3, chroma-
tyna nr 5, Tabela 1, Rys. 17C i Rys. 18C, pigte widmo od gory, oznaczone kolorem jasno-
fioletowym). Ponadto, zaobserwowano takze wzrost intensywnos$ci tego pasma wraz ze wzro-
stem poziomu metylacji DNA w pozostatych rodzajach chromatyny (Rys. 17C i Rys. 18C).
Dodatkowo, intensywno$¢ pasma W pozycji spektralnej 1447 cm™ (Tabela 9) takze byta zna-
czaco wicksza w przypadku widma ramanowskiego heterochromatyny zebranego z pojedyn-
czego chromosomu. Pasmo to byto pozytywnie skorelowane ze sktadowa gidéwna PC1 (Rys.
13G), co charakteryzowalo heterochromatyne (Rys. 13F-G). Z drugiej strony, intensywnos$¢
pasma, charakterystycznego dla drgania m.in. grup metylowych (1386 cm™ (§(CHs), 55(C-H),
v(C-N), 8(CH), 6(NH), v(CO)), Tabela 9) wzrasta wraz z malejagcym poziomem metylacji hi-
stonéw. W przypadku widm ramanowskich zebranych z pojedynczego chromosomu, intensyw-
no$é tego pasma W pozycji spektralnej 1371 cm™ byta negatywnie skorelowana ze sktadowa
PC1 (Rys. 13G), co charakteryzowalo euchromatyne. Jednakze pasmo dla liczby falowej
1359 cm? (5(CHs)) jest dobrze zdefiniowane tylko w przypadku chromatyny odtworzonej
z wykorzystaniem liniowego DNA faga A i histondéw zawierajagcych metylowany histon H3
(H3K27me3, chromatyna nr 4-5, Tabela 1, Rys. 17C i Rys. 18C). Pasmo to nie jest jednak
dobrze zdefiniowane w widmach ramanowskich zebranych z pojedynczego chromosomu. Po-
nadto, intensywno$¢ pasma charakterystycznego dla drgania grup metylowych (1325 cm?
(6(CHa3), zasady DNA), Tabela 9) wzrasta wraz ze wzrostem poziomu metylacji w przypadku
chromatyny odtworzonej z wykorzystaniem liniowego DNA faga A i histonéw HeLa. Jednako-
woz, pasmo to takze nie bylo wyrazne zdefiniowane w widmach ramanowskich zebranych
z obszarow eu- i hetero-chromatyny w pojedynczym chromosomie INS-1E. Niemniej jednak,
w widmach TERS odtworzonej chromatyny obserwuje si¢ wzrost intensywnos$ci pasma, cha-
rakterystycznego dla drgania 6((NHs") (1150 cm™ (8/(NHs*) w lizynie)) wraz z rosnagcym po-
ziomem metylacji histonow (H3K27me3, chromatyna nr 3-5, Tabela 1, Rys. 17C i Rys. 18C).
Co wiecej, pozycja tego pasma jest przesunigta w kierunku liczby falowej 1167 cm™ w przy-
padku widma TERS chromatyny odtworzonej z wykorzystaniem kolistego DNA z histonami

ze metylowanych histonem H3 (H3K27me3, chromatyna nr 3, Tabela 1, Rys. 17C i Rys. 18C,
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srodkowe widmo oznaczone kolorem z6itym). W widmach zebranych z pojedynczego chromo-
somu, zaréwno pasmo W pozycji spektralnej 1174 cm?, jak i pasmo dla liczby falowej
1128 cm byly pozytywnie skorelowane ze sktadowa gtowng PC1, co charakteryzowato hete-
rochromatyne. (Rys. 13G). Intensywno$¢ pasma W pozycji spektralnej 1128 cm™ wyraznie
rosta w widmach Ramana heterochromatyny w poroéwnaniu z widmami zebranymi z euchro-
matyny (Rys. 13F). Ponadto, dwa inne pasma, charakterystyczne dla drgania szkieletu DNA
mogg takze zosta¢ uznane za markery spektroskopowe heterochromatyny: 915 cm (wib. szkie-
letu DNA) oraz 861 cm™ (vasym(PO2) DNA, v(C-C), §(CCH), Tabela 9). Pasma te sa wyraznie
lepiej zdefiniowane w widmach odtworzonej chromatyny z wykorzystaniem metylowanego
DNA faga A (chromatyna nr 2 i 5, Tabela 1). Dodatkowo byly one pozytywnie skorelowane
ze sktadowg gtéwna PC1, co charakteryzowalo heterochromatyng (Rys. 13G) dla liczb falo-
wych, odpowiednio: 933 cm™? (v(CC) szkieletu DNA, v(C-C)) i 869 cm™ (vasym(PO2) DNA,
v(C-C), 8(CCH)). Dodatkowo, intensywnos¢ obu tych pasma byta znaczaco wigksza w wid-
mach heterochromatyny zebranych z pojedynczego chromosomu, zwtaszcza w przypadku pa-
sma w pozycji spektralnej 933 cm™ (Rys. 13F). Na podstawie powyzszych obserwacji, mozna
wyodrebni¢  markery spektroskopowe, charakteryzujace zaréwno heterochromatyne:
1454 cm?, 915 cm? i 869 cm™ (zwigzane z metylacja DNA), 1150 cm™ (zwigzane z metylacja
histonow), a takze charakteryzujace euchromatyne: 1386 cm™ (zwiazane z metylacja histo-
now). Zidentyfikowane pasma w widmach TERS chromatyny wraz z przypisaniami przedsta-

wiono w Tabeli 9.
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Rys. 17 Usrednione widma TERS DNA (A), histonéw (B) i chromatyny (nukleosomu, C)
zebrane z odtworzonej chromatyny nr 1-5. Wszystkie typy odtworzonej chromatyny opisano

w Tabeli 1. Liczbe usrednionych widm w kazdej z grup przedstawiono w Tabeli 6.
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Rys. 18 Il pochodne usrednionych widm TERS zebranych z DNA (A), histonéw (B)
i chromatyny (nukleosomu, C) zebrane z odtworzonej chromatyny nr 1 - 5. Wszystkie
typy odtworzonej chromatyny opisano w Tabeli 1. Liczbe usrednionych widm w kazdej

z grup przedstawiono w Tabeli 6.
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Tabela 6 Liczba usrednionych widm w kazdej z grup dla wszystkich rodzajow odtworzo-

nej chromatyny nr 1-5.

Liczba usrednionych widm TERS:
Typ chromatyny, zawierajacy:
DNA histonéw | chromatyny
niemetylowane DNA faga A | niemetylowane do-
) 112 158 140
datkowo histony HelLa (nr.1, Tabela 1)
metylowane DNA faga A I niemetylowane dodat-
) 46 71 32
kowo histony HeLa (nr.2, Tabela 1)
koliste DNA i histony zawierajace dodatkowo me- g 6 14
tylowany histon H3 (nr.3, Tabela 1)
niemetylowane DNA 1 histony zawierajace dodat- . 14 73
kowo metylowany histon H3 (nr.4, Tabela 1)
metylowane DNA 1 histony zawierajagce dodatkowo
. 12 74 45
metylowany histon H3 (nr.5, Tabela 1)

Tabela 7 Pasma zidentyfikowane w widmach TERS zebranych z DNA dla wszystkich ty-

pow odtworzonej chromatyny nr 1 — 5 wraz z przypisaniami

Pozycja pasma [cm™]

Numer odtworzonej chromatyny (Tabela 1):

1 2 3 4

Przypisania

1719 1719 1721 1719

DNA:

1715 cm- v(Cs=0¢) zasad DNA (G), zaan-
gazowane w tworzenie par Hoogsteena
(G*G-C) [108]

1712 cm™- v(C,=0) zasad DNA (T, C), za-
angazowane w tworzenie par odwrotnych

par Hoogsteena (T*A-T) [108], v(C=0) za-
sad DNA (G, T), drganie zasad w stosie (ang.
base- stacking), czuty na zmian¢ konformacji
[105]-[108]

1710- cm™- v(C,=0,) uprotonowana C, zaan-
gazowane w tworzenie par Hoogsteena
Cg*G-C/ts[108]

1626
1609

1633
1609

1625

1625 1610

1616

DNA: v(C=C) pierscieni imidazolowych [48]
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1584

1583

1588
1567

1575

1583

DNA:

1590-1575 cm*- v(C=N) pierscieni zasad
DNA (G) [108], pierscieni zasad (A/C/G/T)
[129], [130]

1585-1582 cm*- wib. pierécieni zasad DNA
(C) [108]

1579-1576 cm*- wib. pierécieni zasad DNA
(A) [108]

1578 cm- v(C=N, pierscieni imidazolo-
wych) [48], [105], [113]

1580- 1575 cm™- C=N zasad DNA (A) [105]

1559

1554

1543

1543

1553

DNA: 1538 cm™- pierscieni imidazolowych
zasad DNA (G) [115]

1534- 1531 cm*- zmodyfikowana G [105],
marker konformacji DNA [113]

1519

1519

1511

1505

DNA: wib. pierscieni zasad DNA (A) [115]
1506- 1498 cm’- zasad DNA (C) [108]

1487

1489

1483

1465

1484

DNA:

1506- 1498 cm- zasad DNA (C) [108]
1495- 1476 cm*- wib. pierécieni zasad DNA
(A, G) [108], marker konformacji DNA [113]
1496- 1487 cm™- §(CH), C=C[108]

1423

1425

1425

1431

1427

DNA:

1438-1434 cm’- zasady DNA (A) w formie
Z [108], prawo-skretne helisy [110], [114]
1425-1420 cm* C2'-konformacja endo deok-
syrybozy w formie B [108], marker konfor-
macji DNA [113], zasady DNA (A) w for-
mie Z DNA [108]

1412- 1417 cm*- §(CH), 3(NH), v(CN)
[108]

1382

1382

1384

1394

1388

DNA:

1389-1374 cm’- obl.: 8sym(CH3) zasad DNA
(T) [108], marker konformacji DNA [113]
1384 cm™- v(Cs-CHs), 85(Cs-H) zasad DNA
(A, T) [115]

1373 cm™- §(CHs) [117]

1381-1369 cm*- puryny w konformacji anty
[108]

1373- 1369 cm™*- v(C-N) zasad DNA (C, G)
[105]

1370- 1380 cm™’- §(CH), 8(NH), v(CO)
[108]

1356

1358

1358

DNA:

1361 cm™- §(CHs) [117]

1381-1369 cm*- puryny w konformacji anty
[108]

1365-1360 cm’*- cytydyna w konformacji
anty [108]

1357-1352 cm*- puryny w konformacji syn
[108]

1325

1328

1324

1317

DNA:
1330 cm™- v(C-N) zasad DNA (A, T) [105]
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1300

1300

1304

DNA:

1306-1300 cm'*- obl.: HC2'H, C4'Cs' wib. za-
sad DNA (A) [108]

1297-1285 cm*- v(C4NH,) [108]

1296 v(ring) zasad DNA (C, T) [115]

1292- 1288, 1276 cm™- N-H zasad DNA (T)
[105]

1281

1277

1268

1285

DNA:
1281, 1275 cm’- 5(CNsH) zasad DNA (T)
[105], [108]

1242

1240

1240

1240

1259
1240

DNA:

1245-1235 cm*- vasym(PO2) W szkielecie
DNA, gléwny marker formy A, czuly na
zmiany konformacji[48], [105], [108], [113],
[118], [119]

1247 cm- wib. pierécieni zasad DNA (C)
[115]

1213

1220

1211

DNA: vasym(PO2") w szkielecie DNA, forma
B DNA [108]

1176

1174

1190

1199

1188

DNA:
1188 cm- deoksyryboza [105]

1102
1067
1031

1105

1097
1075

1097
1031

1104
1094

DNA: vsym(PO2) w szkielecie DNA, czuty na
zmiany konformacji [48], [105], [108], [113],
[118], [119]

1060- 1056, 1011- 1009 cm™*- v(C-0) w de-
oksyrybozie [105]

999

1000

1020

1000

997

DNA:
1069-1044 cm*- v(CO) w szkielecie furano-
zowym, silnie wzmocniona w formie Z DNA
[108]

943

944

931

946

941

DNA:

970-950 cm- v(CC) w szkielecie DNA:
forma B: singlet na pozycji: 970 cm™,

forma A: tryplet na pozycjach: 977, 968 i 952
cm?,

forma Z-form: tryplet na pozycjach: 970, 951
i 925 cm™ [108]

899

907

DNA: drgania szkieletu DNA [48], [113]

865

DNA:
850 cm™- vaym(PO>) w szkielecie DNA

802

806

DNA: wib. zasad DNA [108], v(O-P)[117]

681

683

671

664

DNA:
690 cm-1- v( C1’-Ny) zasad DNA (G) [115]
682 cm-1- struktura C2’-endo/anty zasad

DNA (G) [120], [121]
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Tabela 8 Pasma zidentyfikowane w widmach TERS zebranych z histonéw dla wszystkich

typow odtworzonej chromatyny nr 1 — 5 wraz z przypisaniami.

Pozycja pasma [cm™]

Numer odtworzonej chromatyny (Tabela 1):

Przypisania

1717

1717

1722

1720

Histony:
1720 cm™- v(C=0) w kwasie asparagino-
wym [48]

1689
1661

1688

1685
1660

1659

1685
1653

Histony: amid | czuty na uwodnienie

(80% v(C=0), 10% v(C-N), 10% d(N-H))
1695- 1670 cm’- struktura antyrownolegtej
B—kartki, miedzyczasteczkowa struktura 3
[48], [110]-[112]1690- 1680 cm- we-
wnatrzczasteczkowa struktura B [48], [110],
[111]

1678 cm™- v(C=0) (CONH>) w asparaginie
[112]

1673 cm™- vasym(C=N) w argininie [48],
[110]-[112]

1611
1588

1613

1621
1599

1607

1618

Histony: Amid I

1650 cm™- v(C=0) w asparaginie [48], [116]
1655 cm’'- struktura o-helisy [48], [110]-
[112]

1645- 1640 cm’'- struktura
nieuporzagdkowana [48], [110]-[112]
1640-1610 cm*- §(NH*") w lizynie [48],
[116]

1633 cm™- veym(C=N (CN3Hs")) [112]
1631 cm- Saym(C=0 NH*(NH3%)[112]
miedzyczasteczkowa struktura 3 [48]
1630 cm-struktura réwnoleglej B-kartki
[48], [110], [112]

1629 cM- agym(NHT(NH)) [112]

1642- 1624 cm™*- struktura p—kartki [112]
1622 cm™- §(NH(CONHy>)) w asparaginie
[112]

1545
1515

1550
1516

1569
1535

1541
1516

Histony:

amid II (60% o(N-H), 40% v(C—N)) czuly
na uwodnienie [48], [112], [113]

1560  cm'-  viym(CO2) w  kwasie
glutaminowym [48], [116]

1470
1450

1470

1470
1446

1465
1431

1459
1427

Histony:

1465 cm™- §(CH>) w alaninie [48], [116]
1450 cm™- §a5ym(CHs3) w walinie, wib. pier-
Scieni benzenowych w fenyloalaninie i tyro-
zynie [48], [116]

1420

1424

1415

Histony:
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1415 cm™- veym(CO2") w kwasie glutamino-
wym [48], [116]
Histony: amid III (30% v(C-N), 30% &(N—
H), 10% v(C=0), 10% 8(O=C—N), 20%
1386 1395 | inne), czuly na strukture drugorzedows [48],
1985 | 1987 | 138 | oo | a0 | o) ) uis) (e
1322 1316 | 1375 cm™- 8eym(CHs) w leucynie [48], [116]
1350-1250 cm™*- §(0—H) w serynie [48],
[116]
1271 . D
1275 1278 | 1267 1272 1048 Histony: amid 11 [48], [60], [107], [111]-
1248 1248 1242 1247 1999 [113], [126], [127], [132], [135], [136]
1207 Histony:
1156 | 1153 | G979 | 1157 | 1151 4960 emrts sr(NHL") w lizynie [48], [116]
995 996 ) 997 986 I[-]I.izséﬁ)ny: A(C-C) pierscienia fenyloalaniny
Histony:
) 910 ) ) ) Histony:
919 cm™- v(C-C) w prolinie [120]
Histony:
845 850 864 851 | 877 cm™- v(C-C), 3(CCH) w hydroksyproli-
nie i tryptofanie [120]
Histony: wib. pierscieni benzenowych w fe-
680 678 | 669 | 677 | 675 | ioalaninie [48], [116]

Tabela 9 Pasma zidentyfikowane w widmach TERS zebranych z chromatyny (nukleo-

somu) dla wszystkich typow odtworzonej chromatyny nr 1 — 5 wraz z przypisaniami.

Pozycja pasma [cm™]

Numer odtworzonej chromatyny (Tabela 1):

Przypisania

IFJ PAN

115

Krakow, 2019 r.



,,Badanie wplywu promieniowania jonizujacego...” Anna M. Borkowska

IFJ PAN Krakow, 2019 r.




,,Badanie wplywu promieniowania jonizujacego...” Anna M. Borkowska

IFJ PAN Krakow, 2019 r.




,,Badanie wplywu promieniowania jonizujacego...” Anna M. Borkowska

IFJ PAN Krakow, 2019 r.




,,Badanie wplywu promieniowania jonizujacego...” Anna M. Borkowska

IFJ PAN Krakow, 2019 r.




,Badanie wplywu promieniowania jonizujacego...” Anna M. Borkowska

DNA:
869 850 cm™- vaym(PO2) w szkielecie DNA
- 841 861 - 861 Histony:
877 cm™- v(C-C), 8(CCH) w hydroxyprolinie
i tryptofanie [120]
- - 799 - - DNA: wib. zasad DNA [108], v(O-P)[117]
DNA:
690 cm-1- v( C1’-No) zasad DNA (G) [115]
694 689 682 cm-1- konformacji C2’-endo/anty zasad
Lee e 668 677 675 | bNA (@) [120], [121]
Histony: wib. pierscienia benzenowego w fe-
nyloalaninie [48], [116]
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Rys. 19 Topografia AFM chromatyny naniesionej na pozlacane szablonowe wyzarzane
plomieniowo podloze z wykorzystaniem niemetylowanego DNA faga A z niemetylowanymi
dodatkowo histonami HeLa (A, chromatyna nr 1, Tabela 1). Przedstawiono takze przykta-
dowe pojedyncze widma TERS zebrane z nukleosomu (B), DNA (C) i podloza (D) wraz
z zaznaczonym obszarem na topografii AFM, z ktorego widma te zostaty zebrane. Widma
TERS nukleosomu (B) i DNA (C) zostaly wybrane na podstawie najwyzszych warto$ci wyzna-
czonych wspolczynnikéw korelacji Pearsona z widmami referencyjnymi (modelowym wid-
mem euchromatyny otrzymanym poprzez kombinacje liniowa (PCC=0,3) i referencyjnym wid-
mem niemetylowanego DNA faga A (PCC=0,4)). Dla poréwnania, przedstawiono takze widmo,
zebrane, gdy sonda nie byta w kontakcie z probka (n=5, E) w celu sprawdzenia czystosci sondy.

Dodatkowo przedstawiono takze sygnat z fotopowielacza (PMT), obrazujacy potozenie sondy
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(F) oraz sygnat przedstawiajacy obszar najwigkszego wzmocnienia sygnalu TERS (ang. hot
spot), otrzymany poprzez integracjc sygnalu TERS w zakresie spektralnym
1808 — 43 cm™. Dolny rzad przedstawia mozliwy mechanizm oddziatywania DNA w konfor-
macji B i histonu H4 (H4R45) poprzez oddziatywanie z mniejszym rowkiem DNA (H), poten-
cjalny mechanizm oddzialywania DNA w konformacji A i histonu H4 (H4R45), poprzez od-
dziatywanie z mniejszym rowkiem DNA (I), ktory jest jednak mato prawdopodobny. Podobnie
przedstawiono takze potencjalny mechanizm oddziatywania DNA w konformacji B i histonu
H4 (H4R45) poprzez oddzialywanie z wigkszym rowkiem DNA (J), ktory takze jest mato praw-
dopodobny. Dodatkowo, przedstawiono bardziej prawdopodobny mechanizm oddzialywania
DNA w konformacji A i histonu H4 (H4R45) poprzez oddziatywanie z wigkszym rowkiem
DNA (K, struktura oktameru histonowego, PDB ID: 1aoi [138], struktura DNA w konformacji
B, PDB ID: 1bna [150] oraz struktura DNA w konformacji A, PDB ID: 4izq [151]).

Dzieki usrednieniu widm TERS, mozliwe bylo uzyskanie globalnej informacji na temat
lokalnej struktury i organizacji chromatyny na poziomie pojedynczego nukleosomu, a takze
zidentyfikowanie markerow spektroskopowych, charakteryzujacych zaréwno eu-, jak i hetero-
chromatyne. Z drugiej jednak strony, spektroskopia TERS, jest metoda, ktéra umozliwia wy-
konywanie pomiaréw w nanoskali. Z tego tez wzgledu, wystepuje zmiennos¢ pomiedzy poje-
dynczymi widmami TERS, zebranymi nawet z molekuly tego samego rodzaju lub widmami
TERS zebranymi z tej samej molekuty, oddalonymi od siebie zaledwie o kilka nanometrow
przy uzyciu tej samej sondy TERS z wybranej probki (Rys. 19). Na Rys. 19A przedstawiono
topografic AFM chromatyny naniesionej na pozlacane szablonowe podloze wyzarzane ptomie-
niowo, odtworzonej z wykorzystaniem niemetylowanego DNA faga A z niemetylowanymi do-
datkowo histonami HeLa (Rys. 19A, chromatyna nr 1, Tabela 1). Dodatkowo, przedstawiono
takze przyktadowe pojedyncze widma TERS zebrane z nukleosomu (Rys. 19B), DNA (Rys.
19C) i podtoza (Rys. 19D) wraz z zaznaczonym obszarem na topografii AFM, z ktorego widma
te zostaty zebrane. Widma TERS nukleosomu (Rys. 19B) i DNA (Rys. 19C) zostaly wybrane
na podstawie najwyzszych warto$ci wyznaczonych wspotczynnikoéw korelacji Pearsona z wid-
mami referencyjnymi (modelowym widmem euchromatyny otrzymanym poprzez kombinacje
liniowg (PCC=0,3) i referencyjnym widmem niemetylowanego DNA faga A (PCC=0,4).
Jak mozna zauwazy¢ na Rys. 19, wystepuje duza zgodnos$¢ pomigdzy topografia AFM, a typem
widma TERS i typem molekuty, ktory zostal zidentyfikowany, a z ktérego wybrane widmo

TERS zostalo zebrane (nukleosom- Rys. 19B lub DNA- Rys. 19C). Zgodnos$¢ topografii

IFJ PAN 121 Krakow, 2019 r.



,Badanie wplywu promieniowania jonizujacego...” Anna M. Borkowska

AFM z typem widma, ktore zostato zidentyfikowane, dzigki obliczaniu wspotczynnikéw kore-
lacji Pearsona dowodzi, ze widma TERS w obrebie kazdej mapy zostaly pogrupowanie prawi-
dlowo na widma TERS, zebrane odpowiednio z: DNA, histondw, chromatyny i podioza.
Widma TERS zebrane w odleglosci od siebie rzedu nanometréw moga znaczaco si¢ od siebie
roézni¢ (Rys. 19) nawet, jesli zostaly zebrane z tej samej molekutly, takiej jak na przyktad nu-
kleosom. Pomimo tego faktu, obserwacje, ktore zostaly dokonane na usrednionych widmach
TERS na temat struktury i organizacji chromatyny w pojedynczym nukleosomie zostaty po-
twierdzone, nawet, jesli wezmie si¢ pod uwage pojedyncze widma TERS (Rys. 19B-C). Za-
rowno w usrednionych widmach TERS DNA (Rys. 17A i Rys. 18A) i chromatyny (Rys. 17C
i Rys. 18C), jak i w pojedynczych widmach TERS DNA (Rys. 19C) i chromatyny (Rys. 19B)
obserwuje sie spadek intensywnosci pasma dla liczby falowej 1497 cm™ w widmie chromatyny
w porownaniu z widmem DNA. Ponadto, zarowno w przypadku pojedynczych, jak i usrednio-
nych widm TERS, obserwuje si¢ pasma charakterystyczne dla DNA 1 histondw, jak to juz byto
dyskutowane. Obserwacja ta dowodzi, ze wyciaggniete w niniejszej rozprawie doktorskiej wnio-
ski na temat organizacji chromatyny dotyczg jej lokalnej struktury na najnizszym poziomie
organizacji, na poziomie pojedynczego nukleosomu. Co wigcej, na Rys. 19E zostalo przedsta-
wione usrednione widmo (n=5) zebrane, podczas gdy sonda nie byla w kontakcie z probka
w celu sprawdzenia czystosci sondy podczas eksperymentu z wykorzystaniem spektroskopii
TERS, zwlaszcza po wykonaniu wszystkich pomiarow. Schemat przeprowadzonej analizy zo-

stal przedstawiony na Rys. 6.

3. Whnioski

Pomiary chromatyny na najnizszym poziomie jej organizacji, na poziomie pojedyn-
czego nukleosomu, zostaty wykonane z wykorzystaniem spektroskopii AFM - TERS. Zostat
zbadany wplyw metylacji, zarowno DNA, jak 1 histonu H3 (H3K27me3) na strukture i organi-
zacje pojedynczego nukleosomu. Ponadto, zostalo wykonane mapowanie z wykorzystaniem
spektroskopii Ramana pojedynczego chromosomu komorek linii INS-1E. Pomiary te umozli-
wity zidentyfikowanie markerow spektroskopowych eu- i hetero-chromatyny, pomimo faktu,
ze bezposrednia i jednoznaczna determinacja pasm, charakterystycznych gtownie dla DNA lub
histonow, ktore maja najwigkszy wptyw na widma eu- i hetero-chromatyny, jest trudna. Naste-
pujace pasma zostaly zidentyfikowane, jako pasma markerowe heterochromatyny: 1) pasmo
charakterystyczne dla wib. zasad A, C i G oraz §(CH), a takze C=C (1487 cm™), 2) pasmo
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charakterystyczne dla drgania grup metylowych i metylenowych (1454 cm* (8s(Ns-H), 8(CH>),
5(CHs)), 3) pasma charakterystyczne dla drgania zasad DNA (1423 cm™ (zasady DNA, prawo-
skretne helisy, §(CH), 8(NH), v(CN)) i 1325 cm™ (zasady DNA, v(C-N))), 4) pasmo charakte-
rystyczne dla drgania 8:(NHs") (1150 cm? (8:(NHs") w lizynie) oraz 5) pasmo charaktery-
styczne dla wib. szkieletu DNA (915 cm™ oraz 861 cm™ (vasym(PO2) DNA, v(C-C), §(CCH)).
Z kolei, pasmo specyficzne dla drgania 6(CHs) oraz drgania zasad DNA, 6(CH), 8(NH), v(CO),
8(CHs) w leucynie na pozycji spektralnej 1382 cm™ zostalo zidentyfikowane jako pasmo cha-
rakterystyczne dla euchromatyny. Sposrod wymienionych pasm, specyficznych dla heterochro-
matyny, ponizsze pasma scharakteryzowano jako pasma zwigzane z poziomem metylacji DNA:
1487 cm?, 1454 cm™, 915 cm™ oraz 861 cm, a pasmo na pozycji spektralnej: 1382 cm™ jako
pasmo zwigzane z poziomem metylacji histonéw (gtownie histonu H3- H3K27me3). Ponadto,
przedstawione w niniejszej rozprawie wyniki, wskazujg na bardzo istotng role metylacji lizyny
w formowaniu si¢ heterochromatyny. Mozna to zauwazy¢ poprzez wzrost intensywnos$ci pasma
w pozycji spektralnej 1150 cm™ (8:(NHs*) w lizynie), zaréwno w widmach TERS chromatyny,
ktora zostala odtworzona z wykorzystaniem histonéw zawierajacych metylowany histon
H3 (H3K27me3), jak i widmach ramanowskich zebranych z obszaréw heterochromatyny
w pojedynczym chromosomie. Dodatkowo, w niniejszej rozprawie doktorskiej zostato poka-
zane, ze nawet po wysuszeniu probki chromatyny, koliste DNA wcigz zachowuje konformacje
B 1 mozliwe jest potwierdzenie wspotistnienia zarowno konformacji B, jak 1 konformacji A.
Z drugiej jednak strony w przypadku liniowego DNA faga A zostata stwierdzona jedynie kon-
formacja A, co wskazuje, ze ten typ DNA jest bardziej czuty na zmiang konformacji. Wynika
to prawdopodobnie z faktu, ze w tym rodzaju DNA wystepuja wolne konce. W oparciu o przed-
stawione w ponizszej rozprawie wyniki TERS, na podstawie zmiany intensywno$ci pasma cha-
rakterystycznego dla wib. zasad A, C i G oraz 8(CH), a takze C=C (1487 cm™), mozna stwier-
dzi¢, ze w zaleznosci od konformacji DNA, zostaly zidentyfikowane dwie r6zne struktury nu-
kleosoméw: 1) charakteryzujaca sie brakiem obecnosci pasma dla liczby falowej 1487 cm
w przypadku liniowego DNA faga A (gtownie konformacja A) oraz 2) charakteryzujaca si¢
obecnoscia pasma dla liczby falowej 1487 cm™ w przypadku kolistego DNA (pUC19, wspot-
istnienie  konformacji A i B). Zanik intensywnosci pasma na pozycji spektralnej
1487 cm jest najprawdopodobniej zwigzany z powstawanie wigzania wodorowego pomiedzy
koncem NH2 kationowych reszt histonéw z azotem N7 zasady guaninowej DNA w wigkszym
rowku DNA. Z kolei w przypadku kolistego DNA najprawdopodobniej obserwuje si¢ oddzia-
tywanie reszt histonow i zasad w mniejszym rowku DNA. Ponadto, w oparciu 0 otrzymane

wyniki, mozna stwierdzi¢, ze na strukture nukleosomow najwigkszy wplyw ma konformacja
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DNA, a nie poziom metylacji DNA czy histonu H3. Podsumowujac, przeprowadzone badania
spektroskopowe chromatyny na najnizszym poziomie jej organizacji- pojedynczego nukleo-
somu, umozliwily lepsze wyjasnienie i zrozumienie natury pasm i zmian spektroskopowych

zwigzanych z metylacja lub typem i konformacja DNA.
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I11. BADANIE STRUKTURY MOLEKULARNEJ CHROMATYNY
W MIKROSKALI: BADANIE CHROMOSOMOW
ZWYKORZYSTANIEM NANOSPEKTROSKOPII AFM-IR

1. Opis eksperymentu

Schemat przeprowadzonych eksperymentéw i wykonanej analizy, majacej na celu ba-

danie struktury molekularnej chromosoméw z wykorzystaniem nanospektroskopii AFM - IR

zostat przedstawiony na Rys. 20.
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Rys. 20 Schemat eksperymentéw i analizy danych uzyskanych z pomiaréw chromosomow

z wykorzystaniem metody AFM —

IR.
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1.1. Charakterystyka materialu badawczego

1.1.1. Napromienianie krwi obwodowej wigzka protonow

Krew do napromieniania byta pobierana od zdrowego, anonimowego pacjenta plci me-
skiej w wieku < 35 lat. Byla ona pobierana do fiolek zawierajacych heparyne, ktora
ma dzialanie przeciwzakrzepowe. Tuz przed napromienianiem, krew byla umieszczana
w probowkach typu eppendorf o objetosci 2 ml. Przed i tuz po napromienianiu, probki byty
trzymane na lodzie. Probki krwi napromieniane byty wigzka protonow w Centrum Cyklotrono-
wym Bronowice w Instytucie Fizyki Jadrowej Polskiej Akademii Nauk w Krakowie (schemat
eksperymentow: Rys. 20A). Podczas napromieniania probki umieszczano w specjalnie skon-
struowanym do tego celu fantomie wykonanym z PMMA. Na przedniej $cianie fantomu zamo-
cowana byta dodatkowo plytka wykonana z PMMA o warto$ci wspotczynnika ekwiwalentu
wody WET (ang. Water Equivalent Thickness) roéwnej 2,4 mm H>0 [152]. Podczas napromie-
niania, probki w catosci znajdowaty si¢ w polu promieniowania za kolimatorem koncowym
o $rednicy 40 mm. Srodek probki byt umieszczony w izocentrum stanowiska pomiarowego.
Kalibracje oraz napromienianie wykonywano w potowie poszerzonego piku Bragga (SOBP,
ang. Spread-out Bragg peak). Do tego celu zostato wykorzystane $migto modulatora zasiegu.
Wykorzystane $miglo dawalo catkowite poszerzenie i maksymalny zasieg SOBP [152].

Przed wlasciwym napromienianiem probek, kalibrowano ukfad do napromieniania [152].
Kalibracja zostata wykonana przy uzyciu dawkomierza kontrolnego, w ktorego sktad wcho-
dzity nastgpujace elementy: 1) cylindryczna komora jonizacyjna PTW 31010 SN 3051 o obje-
toéci czynnej 0,125 cm?, 2) elektrometr Unidos PTW 10001 SN 11783 (U3) oraz 3) kabel K3-
10_1. Komora jonizacyjna byta umieszczana w probowce typu eppendorf wypetionej woda
w fantomie z PMMA. Byla ona umieszczana tak, aby punkt referencyjny komory jonizacyjnej
znajdowat si¢ w izocentrum stanowiska. Wspotczynnik kalibracyjny pod wzgledem dawki po-
chonietej do wody dla dozymetru w odniesieniu do wigzki referencyjnej Npw dla danego ze-
stawu dozymetrycznego wynosil: 2,928:10% [Gy/C] [152]. Dodatkowo, uwzgledniano po-
prawke na zmieniajace si¢ warunki atmosferyczne. Za pomoca elektrometru Unidos byta od-
czytywana warto$¢ Mp [Gy], ktora stanowita wynik pomiaru. Byta ona nastepnie przeliczana
na dawke Dw [Gy], zgodnie ze wzorem (60). Obliczenia dawki wykonywane byly zgodnie
z wytycznymi zamieszczonymi w protokole dozymetrycznym TRS-398 [152], [153].

Dw = Mp - krp - kQ (60)
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gdzie:
Dw - dawka pochtonigta [Gy]
Mp - odczyt z elektrometru Unidos (z uwzglgdnieniem wspoiczynnika
kalibracyjnego Npw) [GY]
ktp- wspotczynnik korekceji na cisnienie i temperaturg
ko = 1,029- czynnik korygujacy, uwzgledniajacy roéznice pomigdzy jakosciag
wigzki Q uzytej do kalibracji, a jako$cig wigzki referencyjnej Qo

Probki krwi do badan z wykorzystaniem spektroskopii AFM- IR byly napromieniane
dawkami 3 oraz 4 Gy wigzka protonow o energii 60 MeV, zgodnie z kalibracja dozymetryczng.
Dodatkowa probe kontrolg stanowily probki krwi nie napromieniane wigzkg protonow (0 Gy).
R&zZnica pomiedzy dawka osiagnieta wzgledem zaplanowanej wynosita ponizej 0,5 %. Badania
byty wykonywane na podstawie zgody Komisji Bioetycznej nr 124/KBL/OIL/2013 oraz pisma
z dnia 28.09.2018 nr L. dz. OIL/KBL/23/2018.

1.1.2. Otrzymywanie chromosoméw metafazowych i nanoszenie

ich na podloze do pomiaréw AFM-IR

Tuz po napromienianiu, probki krwi o objetosci 0,3 — 0,4 ml byly umieszczane w butel-
kach hodowlanych (25 cm?) z pozywka RPMI 1640, L - glutaming (5 ml, Life Technologies),
10 % FBS (ang. Fetal Bovine Serum, Life Technologies) i 1% roztworem antybiotykoéw (peni-
cylina, streptomycyna, Life Technologies) z dodatkiem 0,55 ml PHA (ang. Phytohaemaggluti-
nin). PHA bylo dodawane do hodowli w celu stymulacji podzialéw mitotycznych w limfocy-
tach. Nastepnie, tak przygotowane probki byly umieszczane w inkubatorze w 37 °C w atmos-
ferze 5 % COa. Po 46 godz. inkubacji, do komorek dodawano 50 ul kolcemidu (GIBCO)
i ponownie pozostawiano komorki do inkubacji przez nast¢pne 2 godz. Kolcemid byt dodawany
do hodowli w celu zwigkszenia liczby komoérek w fazie metafazy poprzez blokowanie tworze-
nia si¢ wrzeciona kariokinetycznego. Po 48 godz. od napromieniania, komoérki wraz z pozywka
przelewano do probowek typu falcon i wirowano z czgstoscig 1200 obr./min. Nastepnie nadsacz
byt odciagany i do pozostatego osadu byt dodawany 0,075 M roztwor KCIL. Roztwor KCI (roz-
twor hipotoniczny) byt dodawany do komorek w celu spowodowania ich napecznienia. Dzigki
temu, na ostatnim etapie przygotowywania probek, chromosomy byty uwalniane z wnetrza ko-
morek. Nastepnie komorki byly utrwalane roztworem metanolu i kwasu octowego w stosunku

iloSciowym 3:1. Po utrwaleniu komorek i ostatnim wirowaniu, roztwor utrwalonych komorek
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byl nakrapiany, rownocze$nie na odpowiednio przygotowane podtoza ZnS do pomiaréw z wy-
korzystaniem spektroskopii AFM- IR oraz na szkietka podstawowe w celu oceny jakos$ci otrzy-
manych metafaz. W momencie kontaktu komorek z powierzchnig podlozy, blony komoérkowe
pekaty i uwalniaty si¢ chromosomy wraz z zawarto$cia wnetrza komorek. Napromienianie oraz

przygotowanie preparatow chromosomowych zostato opisane w: [19], [20], [154].

1.2. Charakterystyka warunkow pomiarowych

1.2.1. Nanospektroskopia AFM- IR z wykorzystaniem systemu nanolR2

1.2.1.1. Opis ukladu pomiarowego

[aser OPO

Rys. 21 System nanolR2 do pomiarow z wykorzystaniem metody AFM — IR (A) wyposa-
zony w laser OPO (B) i laser QCL (C). W systemie nanolR2 do pomiaréw w modzie kontak-
towym wykorzystuje si¢ specjalne sondy AFM (PR-EX-nIR2-10, D).

Do pomiaréw z wykorzystaniem spektroskopii AFM - IR zostal wykorzystany system
nanolR2 (Anasys, C.A., Rys. 21A), znajdujacy si¢ w Laboratorium Obrazowania Spektrosko-
powego w Instytucie Fizyki Jadrowej Polskiej Akademii Nauk. System nanolR2 jest wyposa-
zony w dwa przestrajalne lasery: laser OPO (ang. Optical Parametric Oscillator- optyczny
oscylator parametryczny, EKSPLA, Rys. 21B) i QCL (ang. Quantum Cascade Laser- laser
kwantowo- kaskadowy, The MIRcat, DRS Daylight Solutions Inc., Rys. 21C), umozliwiajace
pomiary zarbwno w rezonansowym (OPO, ang. contact mode), jak i we wzmocnionym rezo-
nansowym (QCL, ang. resonance enhanced mode) modzie kontaktowym [64]. Laser OPO pra-

cuje w zakresie spektralnym: 3600 — 900 cm™ (dwa segmenty (ang. stage): 3600 — 2235 cm*
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(segment 1) oraz 2234 — 850 cm™ (segment2)). Laser QCL pracuje w zakresie spektralnym:
1930 — 1144 cm? (trzy segmenty QCL (ang. chip): 1930 — 1698 cm? (segment QCL 1),
1707 — 1389 cm-1 (segment QCL 2) oraz 1462 — 1144 cm™ (segment QCL 3)). Laser OPO
emituje pulsy wiazki z czgstoscig 1 kHz o dhlugosci 10 ns. Z kolei laser QCL emituje pulsy
wigzki z czestoscig w zakresie: 0,1-500 kHz o dlugosci 180 ns (ang. duty cycle 4 %). Moc
wyjsciowa lasera OPO wynosi 0,5 W (12 ns pulsy, caly zakres spektralny) [155]. W przypadku
lasera QCL moc wyjsciowa lasera rowniez wynosi 0,5 W [156]. Widmo mocy lasera OPO
przedstawiono na Rys. 22 dla polaryzacji 0 i 90 ° bez dodatkowego filtra oslabiajgcego moc
lasera (Rys. 22A-B) oraz z dodatkowym filtrem 10- krotnie ostabiajgcym moc lasera (filtr
absorpcyjny, Rys. 22C-D). Dla poréwnania, widmo mocy lasera QCL przedstawiono na Rys.
23 dla polaryzacji 0 i 90 ° dla modu krokowego (ang. stepped mode, Rys. 23A-B) oraz
dla modu szybkiego (ang. fast mode, Rys. 23C-D). Minimalna grubo$¢ probki do pomiarow
z wykorzystaniem lasera OPO (rezonansowy mod kontaktowy) wynosi 50 nm, a z wykorzysta-
niem lasera QCL (wzmocniony rezonansowy mod kontaktowy) wynosi 20 nm, a nawet mniej
[64]. Maksymalna rozdzielczo$¢ spektralna w przypadku lasera OPO jest roéwna 4 cm?,
a w przypadku lasera QCL jest rowna 1 cm™ [64]. Do pomiaréw z wykorzystaniem systemu
nanolR2 zostaly wykorzystane sondy AFM pokrywane zlotem (PR-EX-nlR2-10, $rednica
stozka (ang. apex): 20 nm, cz¢stos$¢ rezonansowa: 13 + 4 kHz, stata sprezystosci: 0,07-0,4 N/m,
Anasys C.A., Rys. 21D). Do zbierania widm i map z wykorzystaniem spektroskopii AFM- IR
zostal wykorzystany program Analysis Studio 3.12.1.6114 (Anasys C. A.).
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Rys. 22 Widmo mocy lasera OPO zmierzone dla polaryzacji 0 °© (A) i 90 ° (B) bez dodatko-
wego filtra oslabiajgcego moc lasera oraz zmierzone dla polaryzacji 0 ° (C) i 90 ° (D) z dodat-
kowym filtrem ostabiajacym moc lasera dla mocy lasera 100 % w catym zakresie spektralnym

(usredniono 5 widm mocy, w kazdym punkcie usredniono sygnat z 128 pulséw lasera (ang. co-
averages)).
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Rys. 23 Widmo mocy lasera QCL zmierzone dla polaryzacji 0 ° (A) i 90 ° (B) dla modu
krokowego (ang. stepped mode) oraz zmierzone dla polaryzacji 0 ° (C) i 90 ° (D) dla modu
szybkiego (ang. fast mode, usredniono 5 widm mocy lasera, w kazdym punkcie usredniono
sygnat z 256 pulsow lasera (ang. co- averages)). Moc mierzono dla 100 % mocy lasera w catym

zakresie spektralnym.

Ze wzgledu na fakt, ze do pomiarow zostaly wykorzystane oba typy laserow, warto
opisa¢ zasade ich dziatania. Optyczny Oscylator Parametryczny (OPO) jest Zzrdédlem promie-
niowania elektromagnetycznego podobnym do lasera, takze wykorzystujacym rezonator op-
tyczny [157]-[159]. W przeciwienstwie do emisji wymuszonej w tradycyjnym laserze, wzmoc-
nienie jest w tym przypadku uzyskiwane dzigki wykorzystaniu zjawiska wzmocnienia parame-
trycznego (ang. parametric amplification) w nieliniowym krysztale [158], [160]. Zjawisko
to opiera si¢ na wykorzystaniu optycznych efektéw nieliniowych, zwigzanych z wlasno$ciami
odpowiedniego krysztatu. Efekt wzmocnienia polega na nieliniowe;j interakcji trzech fal elek-
tromagnetycznych: fali wzbudzajacej (ang. pump wave) o czgstoSci ws, fali Sygnatowej

(ang. signal wave) o czestosci w2 oraz fali jalowej (ang. idler wave) o czestosci wi1. Ze wzgledu
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na zasade zachowania energii (w3 = w2+ w1) zachodzi zwigzek: w1 < w30raz w2 < w3 [160].
Efektywnos$¢ procesu wzmocnienia parametrycznego wymaga dopasowania faz wszystkich
trzech fal. Z tego tez wzgledu, proces przestrajania lasera OPO opiera si¢ na dopasowywaniu
warunku zgodnos$ci fazy poprzez m.in. zmiang temperatury krysztatu lub zmiane jego orienta-
cji. Zaleta tego typu oscylatora jest jego przestrajalnos$¢, co ma ogromne znaczenie w techni-
kach spektroskopowych. Zakres spektralny pracy oscylatorow typu OPO jest czgsto nieosig-
galny w przypadku konwencjonalnych laserow [159], [160].

Laser kwantowo- kaskadowy (QCL) jest typem lasera polprzewodnikowego, emitujg-
cego fale elektromagnetyczng z zakresu od bliskiej do dalekiej podczerwieni (2,63 — 250 um)
[161], [162]. Typowe lasery potprzewodnikowe emitujg promieniowanie, dzieki rekombinacji
par elektron (pasmo przewodnictwa) - dziura (pasmo walencyjne) w obrgbie przerwy energe-
tycznej (ang. band gap). W przypadku tego typu laserow, dlugos¢ emitowanej fali zalezy
od wielkos$ci przerwy energetycznej w pdtprzewodniku. Laser QCL jest z kolei typem unipo-
larnego lasera potprzewodnikowego, zbudowanego z periodycznie ulozonych warstw, tworza-
cych super - sie¢ (ang. superlattice). Dziata on na zasadzie przej$¢ rekombinacyjnych nie po-
miedzy réznymi pasmami elektronicznymi (przejScia miedzypasmowe), ale na zasadzie przej$¢
pomiedzy kolejnymi podpasmami struktury pétprzewodnikowej (przej$cia wewnatrzpasmowe)
[162]. W swojej budowie, laser QCL wykorzystuje metode epitaksji wigzki molekularnej
(MBE, ang. molecular beam epitaxy) i inzynieri¢ struktury pasm, dzigki ktérym otrzymuje si¢
super-sie¢ [161]. Tego typu sie¢ umozliwia wytworzenie niezerowego zmiennego potencjatu
elektrycznego, co skutkuje zmiennym prawdopodobienstwem obsadzania poszczeg6Inych sta-
noéw przez elektrony. Przejscia elektronowe migdzy stanami pasm przewodnictwa wynikajg z
kwantyzacji wielkos$ci w hetero-strukturach potprzewodnikowych [162]. Gestos$¢ potgczen sta-
now tych przejs¢ i odpowiadajgce im widmo wzmocnienia sg waskie i symetryczne [161]. Ta-
kie ulozenie materiatu, z ktorego jest wykonany laser QCL skutkuje podzieleniem dozwolo-
nych pasm na skonczong liczbe dyskretnych podpasm elektronicznych w obrebie ktérych za-
chodzg przejs$cia. Po wstrzyknigciu elektronéw, w kazdym periodzie struktury super-sieci, za-
chodzi pierwsze przejScie pomiedzy dwoma podpasmami energetycznymi studni kwantowe;j,
podczas ktérego dochodzi do wymuszonej emisji. Nastgpnie zachodzi kolejne bez promieniste
przejscie na najnizsze podpasmo i tunelowanie elektronu do kolejnej studni kwantowej, co skut-
kuje powstaniem kaskady [162]. Poprzez zaprojektowanie warstw o odpowiedniej grubosci,
mozliwe jest uzyskanie inwersji obsadzeni w ukladzie, co jest niezbednym warunkiem emisji

lasera. Ze wzgledu na fakt, Ze o polozeniu poziomdéw energetycznych w uktadzie decyduje
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grubo$¢ materiatu, mozliwe jest dostrojenie dlugosci emisji fali elektromagnetycznej w szero-
kim zakresie. Dzigki wykorzystaniu zjawiska powstawania kaskady, mozliwe jest uzyskanie
wigkszych mocy 1 wiekszej efektywnos$ci niz w przypadku tradycyjnych laseréw pétprzewod-
nikowych [162].

1.2.1.2. Pomiary prébek referencyjnych

W celu wykonania pomiaréw probek referencyjnych, na podioze ZnS do badan z wyko-
rzystaniem spektroskopii AFM — IR zostalo naniesione 10 pl roztworéw DNA i histonow:
1) niemetylowanego DNA faga A (Sigma Aldrich), 2) metylowanego DNA faga A (Sigma Ald-
rich) i 3) pojedynczych histonow: H2A, H2B oraz H4 (NEB, schemat eksperymentow:
Rys. 20A). Widma referencyjne zostaly zebrane z wysuszonych kropli badanych roztworow.
Probki referencyjne zostaly zmierzone z wykorzystaniem rezonansowego modu kontaktowego
przy uzyciu lasera OPO. Widma zostaly zebrane w nast¢pujacym zakresie spektralnym:
3600 - 2700 cm™ oraz 1800 - 900 cm* z rozdzielczoécig spektralng 4 cm™. Moc lasera wynosita
8,08 % (Rys. 22) w obu zakresach spektralnych. Widma byly zbierane z dodatkowym filtrem,
ostabiajgcym 10- krotnie moc wigzki laserowej (Rys. 22). Sygnal AFM- IR byl usredniany
dla 256 pulséw lasera (ang. co - averages). Widma byly zbierane dla czgstosci sondy AFM
rownej 250 £ 25 kHz. Pomiar widma mocy byt wykonany w takim samym zakresie spektralnym
jak pomiar widm bez dodatkowego filtra ostabiajagcego moc wigzki laserowej, przy mocy lasera
100 % w catym zakresie. Widmo mocy bylo uzyskane dzigki usrednieniu 5 widm. Dla kazde;j
probki referencyjnej zostato zebranych po 50 pojedynczych widm AFM — IR, ktore nastgpnie
zostaty usrednione, wygtadzone (algorytm wygtadzania: Savitzky - Golay, 13 pkt., wielomian
Il stopnia) oraz dla ktorych zostala wykonana korekta linii bazowej (algorytm: Rubberband,
OPUS 7.5 (Bruker)). Widma zostaty takze znormalizowane wektorowo by uniezalezni¢ inten-
sywnos¢ pasm od grubosci probek (algorytm: vector normalization, OPUS 7.5 (Bruker)) w za-
kresie spektralnym 1800 — 900 cm™ w celu analizy poziomu metylacji w badanych probkach

referencyjnych.
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1.2.1.3. Poszukiwanie optymalnego podloza i czestotliwos$ci sondy do po-

miarow AFM- IR

W przypadku pomiarow z wykorzystaniem spektroskopii AFM — IR obiektow o grubosci
rzedu 100 nm, jakimi sa chromosomy czlowieka, konieczne jest wybranie odpowiedniego
podioza do badan. Podloze to powinno mie¢ odpowiednig chropowatos¢ (RMS ~ nm) oraz
powinno by¢ transparentne dla promieniowania elektromagnetycznego w zakresie
podczerwieni. Na wstepnym etapie pomiard6w, chromosomy naniesiono na dwa rodzaje
podlozy: 1) krysztat ZnS oraz 2) na ztotg powierzchnig o grubosci 150 nm naparowang na mike.
Oba podloza speliaty wymagane warunki. Dodatkowo, w przypadku miki pokrytej zlotem,
spodziewano si¢ polepszenia jako$ci sygnatu, ze wzgledu na efekt piorunochromu
(ang. lightning rod effect), zwigzany z lokalnym wzmocnieniem pola elektromagnetycznego
poprzez oddziatywanie sondy AFM pokrytej ztotem i zlotej powierzchni podloza [64].
W trakcie wstepnych pomiardw, okazalo si¢ jednak, ze dla poztacanej powiechni podtoza,
w pewnych warunkach, sonda AFM wzbudza si¢ bardziej pod nieobecnos¢ badanej probki,
takiej jak chromosom, co powoduje powstanie map negatywowych, dla ktorych sygnat AFM —
IR byt stabszy w obszarze prébki (chromosomu) w porownaniu z sygnatem na ztotym podiozu.
Im blizej powierzchni znajduje si¢ probnik, tym wzmocnienie pola elaktrycznego lasera jest
silniejsze, dlatego poza chromosomami sygnat byt bardziej intensywny. W celu
zweryfikowania powyzszych obserwacji 1 wybrania odpowiedniego podioza do pomiaréw
chromosomow, zbadano zalezno§¢ wzbudzenia sondy AFM (intensywnosci sygnatu AFM —
IR) falg o dlugosci 6,024 um (1660 cm™) pod nieobecnosé probki na krysztale ZnS (Rys. 24A)
oraz na powiechni miki pokrytej zlotem (Rys. 24B). Do analizy otrzymanych danych
wykorzystano napisany przez Autora program w jezyku C++ w srodowisku Linux (Dodatek,
program: analiza_widmo_mocy.exe). Uzyskane krzywe przedstawialy zaleznos¢
intensywnosci sygnatu AFM — IR (IR Amplitude) od mocy lasera dla czgstosci w zakresie 0 —
1,2 MHz dla fali wzbudzajacej (1660 cm™) i polaryzacji 0 ° - na podtozu ZnS (Rys. 24A)
1 na mice napylonej ztotem (150 nm zlota, Rys. 24B). Dzieki przeprowadzonej analizie,
otrzymano relacje intensywnosci sygnalu AFM — IR (wysoko$¢ piku sygnatu IR Amplitude
opisanego we wstepie) dla kolejnych harmonicznych drgania sondy AFM od mocy lasera
dla podtoza ZnS (Rys. 24C) i miki nappylonej ztotem (Rys. 24D). Dodatkowo, zebrano
przyktadowe mapy, ilustrujace rozklad przestrzenny absorbcji pasma charakterystycznego
dla drgania wigzania amidowego w biatkach histonowych w pojedynczych chromosomach

(1660 cm™, amid I, Rys. 24E-F). Jak mozna zauwazy¢, na Rys. 24, sonda AFM faktycznie
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ulegala wigkszemu wzbudzeniu w przypadku miki pokrytej zlotem (Rys. 24B, D),
co skutkowalo powstawaniem map negatywowych (Rys. 24F). Podobny efekt zaobserowano
takze w analogicznych badaniach z uzyciem fali wzbudzajacej o dhugosci 3,378 um
(2960 cm, Rys. 25). Na Rys. 25 przedstawiono zalezno$¢ intensywnosci sygnatu AFM — IR
(IR Amplitude) od mocy lasera dla czgstosci w zakresie 0 — 1,2 MHz dla fali wzbudzajacej
(2960 cm™?) i polaryzacji 0 © - na podlozu ZnS (Rys. 25A) i na mice napylonej ztotem (150 nm
zlota, Rys. 25B). Z kolei na Rys. 25C-D przedstawiono zaleznos$¢ intensywnosci sygnatu AFM
— IR (wysokos$¢ piku sygnatu IR Amplitude opisanego we Wstepie) dla kolejnych
harmonicznych drgania sondy AFM od mocy lasera dla podloza ZnS (Rys. 25C) i miki
nappylonej zlotem (Rys. 25D). Ze wzgledu na zaobserwowany i opisany powyzej efekt,
do dalszych pomiaréw zostalo wybrane podloze ZnS, co pozwolilo na wykonanie bardziej
powtarzalnych pomiardw i fatwiejsza optymalizacje sygnalu AFM- IR. Na Rys. 24C-D oraz
Rys. 25C-D mozna ponadto zaobserwowac, najwyzszg intensywnos¢ sygnatu AFM — IR
dla pierwszych trzech harmonicznych drgan sondy AFM (~ 60 kHz, ~ 200 kHz oraz
~ 400 kHz). Z tego tez wzglgdu do pomiardw chromosoméw wykorzystywano glownie

I harmoniczna drgania sondy AFM (~200 kHz).
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Rys. 24 Badanie wzbudzenia sondy AFM na réznych podlozach do pomiaréw z uzyciem

spektroskopii AFM — IR: zalezno$¢ intensywnosci sygnalu AFM - IR od mocy lasera
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dla czestosci w zakresie 0 — 1,2 MHz dla fali wzbudzajacej 1660 cm™ i polaryzacji 0 © -
na podlozu ZnS (A) i na mice napylonej zlotem (150 nm warstwa zlota, B). Dodatkowo
przedstawiono takze zalezno$¢ intensywnosci sygnatu AFM — IR dla kolejnych modow drgania
sondy AFM od mocy lasera dla podioza ZnS (C) i miki nappylonej ztotem (D). Poréwnano
takze mape AFM - IR, przedstawiajacg rozklad przestrzenny pasma charakterystycznego
dla drgania wigzania amidowego w biatkach histonowych (1660 cm?, amid I), otrzymang

dla chromosomow naniesionych na krysztat ZnS (E) i mik¢ napylong ztotem (F).
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Rys. 25 Badanie wzbudzenia sondy AFM na réznych podlozach do pomiarow z uzyciem
spektroskopii AFM — IR: zalezno$¢ intensywnosci sygnatu AFM - IR (IR Amplitude) od mocy
lasera dla czestosci w zakresie 0- 1.2 MHz dla fali wzbudzajacej 2960 cm™ i polaryzacji 0 © -
na podlozu ZnS (A) i na mice napylonej zlotem (150 nm warstwa ziota, B). Dodatkowo
przedstawiono zaleznos¢ intensywnosci sygnalu AFM - IR (IR Amplitude) dla kolejnych
modéw drgania sondy AFM od mocy lasera dla podtoza ZnS (C) i miki nappylonej ztotem (D).

1.2.1.4. Pomiary chromosoméw z wykorzystaniem lasera OPO

Pierwszym krokiem analizy byto zebranie topografii AFM wybranej metafazy w celu
identyfikacji poszczegdlnych chromosoméw i1 oceny jako$ci przygotowanej probki. Za pomoca

AFM obrazowano obszary o rozmiarach 40 - 80 um w zaleznosci od wielkosci metafaz
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z rozdzielczo$cig 512 - 1024 pkt. Nastepnie wykonywany byt pomiar topografiit AFM wybra-
nych pojedynczych chromosomoéw w zakresie 2 - 10 um w zaleznos$ci od wielko$ci chromoso-
moéw z rozdzielczoscig 1024 pkt. Po wykonaniu optymalizacji sygnatu AFM- IR dla wybranej
mocy i odpowiednich dtugosci fali, zbierane byty mapy i widma. Optymalizacja byta wykony-
wana tak, aby sygnat AFM — IR na chromosomie byt znacznie bardziej intensywny niz na pod-
fozu. Tego typu pomiar kontrolny byt wykonywany przed kazdym pomiarem AFM — IR poje-
dynczych chromosomow metafazowych. Widma AFM — IR z wykorzystaniem lasera OPO byty
zbierane w zakresie spektralnym 3100 — 2800 cm™ oraz 1800 — 900 cm™ z rozdzielczo$cia
spektralng 4 cm™. Moc w zakresie spektralnym 3100 — 2800 cm™ wynosita 19,33 % (Rys. 22),
a w zakresie spektralnym 1800 — 900 cm™ 8,08 % (Rys. 22). Byla ona dobierana tak,
aby uzyska¢ mozliwie najwyzsza jakos$¢ sygnatu AFM — IR przy jednoczesnym braku dekom-
pozycji termicznej probki. Widma byly zbierane z dodatkowym filtrem ostabiajacym 10- krot-
nie moc lasera. Sygnat AFM - IR byt usredniany dla 1024 pulséw lasera (ang. cO - averages)
w celu uzyskania mozliwie najwyzszego stosunku sygnatu do szumu. Widma byly zbierane
dla czgstosci sondy AFM w zakresie: 170 — 200 + 25 kHz (Il harmoniczna drgania). Polaryzacja
wynosita 0 ° 1 byla prostopadla do powierzchni probki. Sygnat AFM- IR byl usredniany
dla 1024 pulséw lasera (ang. co - averages). Liczba widm zebranych z poszczegdlnych chro-
mosomow zalezala od ich wielko$ci 1 byta w zakresie od 30 - 200 widm. Widma byly normali-
zowane przez widmo mocy lasera i do pdzniejszej analizy statystycznej byty eksportowane
za pomocg napisanego przez Autora programu w jezyku C++ w srodowisku Linux (Dodatek,
program: nanolR2.exe). Nastepnie, byly one wygladzane (algorytm wygladzania: Savitzky -
Golay, 13 pkt., wiclomian II stopnia) oraz byta dla nich wykonywana korekta linii bazowe}]
(algorytm: Rubberband, OPUS 7.5 (Bruker)). Widma byty takze normalizowane wektorowo
(algorytm: vector normalization, OPUS 7.5 (Bruker)) w zakresie spektralnym 1800 — 900 cm'*
w celu $ledzenia poziomu metylacji w badanych chromosomach. Aby uzyska¢ informacj¢ do-
tyczaca zrodet wariancji w widmach AFM — IR zebranych z chromosomow, zostata wykonana
Analiza Sktadowych Glownych z uzyciem programu Unscrambler X 10.5 w zakresie spektral-
nym 3000 — 2800 cm™. Mapy AFM — IR byty z kolei zbierane w obszarach o rozmiarach
2 - 10 pm w zaleznos$ci od wielkosci chromosomow z rozdzielczoscig 250 - 450 pkt. Moc lasera
byta dobierana w zaleznosci od dlugosci fali, jakosci i1 intensywno$ci sygnalu i byta
ona w zakresie 5 - 20 % (Rys. 22). Mapy, podobnie jak widma byly zbierane z dodatkowym
filtrem ostabiajacym 10- krotnie moc lasera. Polaryzacja wynosita 0 ° i byla prostopadia
do powierzchni probki. Sygnal AFM- IR byl u$redniany dla 256 pulséw lasera (ang. co - ave-

rages). Tempo mapowania bylo w zakresie 0,01 — 0,02 Hz w celu redukcji szumow.
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W trakcie mapowania, zbierane byty rOwnoczesnie nastepujace sygnaly (opisane we wstepie):
wysoko$¢, podiuzne wygiecie sondy AFM (ang. deflection), poprzeczne wygiecie sondy AFM
(ang. lateral deflection), IR Amplitude, IR Peak oraz czgstos¢ sondy. Wszystkie sygnaty byty
zbierane w trybie ,trace” i ,retrace” z wyjatkiem sygnalu AFM — IR ze wzgledu na czas po-
miaru. Dla kazdego badanego chromosomu zostaly zebrane mapy dla liczb falowych charakte-
rystycznych dla: 1) drgania grup metylowych CHs (2960 cm™ (vasym(CHs)), 2) drgania grup
metylenowych CH, (2850 cm™ (veym(CH?2)), 3) drgania wigzania amidowego w biatkach (1660
cm?, amid I) oraz 4) rozciggania pomiedzy tlenem i fosforem w szkielecie DNA
(1240 cm™? (vasym(PO2")). Wartosci intensywnosci sygnalu AFM — IR na mapach zostaty znor-
malizowane w stosunku do mocy lasera. Nastepnie, w celu uzyskania rozkladu metylacji
w pojedynczych chromosomach 1 uniezaleznienia go od grubosci probki, zostat wyznaczony
stosunek map dla nastepujacych liczb falowych: 2960 cm™ i 2850 cm™ oraz 2960 cm
i 1240 cm™. Dzieki takiemu podejéciu otrzymano mapy stosunkéw CHs/CH: oraz CHs/POy,
przedstawiajace rozklad metylacji w pojedynczych chromosomach uniezalezniony od zmienne;
grubo$ci wzdtuz chromosomu. Przed wykonaniem dzielenia/normalizacji dokonywano korekty
potozenia chromosoméw w celu wyeliminowania wptywu dryftu termicznego (ang. thermal
drift). Bylo to mozliwe, dzigki wykorzystaniu topografii AFM, zbieranych rownocze$nie pod-
czas kazdego mapowania. W ostatnim kroku analizy map CH3/CH2 oraz CH3/PO;” stosowany
byt nieliniowy filtr medianowy w celu usuni¢cia ekstremalnych (wyraznie odstajacych) warto-
$ci na mapie CH3/CHzoraz CH3/PO;". Stosowane byto takze odszumianie (filtr: Gaussian). Za-
stosowany filtr medianowy zast¢gpowat zaledwie 0,5 % najwyzszych i najnizszych wartosci

(tzw. szum typu “pieprz i s61”).

1.2.1.5. Pomiary chromosoméw z wykorzystaniem lasera QCL

Podobnie jak w przypadku pomiaréw z wykorzystaniem lasera OPO, po analizie topo-
grafii AFM metafaz 1 wykonaniu optymalizacji sygnalu AFM — IR, zbierane byty mapy
i widma. Widma AFM — IR z wykorzystaniem lasera QCL byty mierzone w zakresie spektral-
nym 1930 — 1145 cm™ z rozdzielczoécig spektralng 2 cm™ w modzie szybkim. W czasie zbie-
rania widm, moc lasera w calym zakresie spektralnym byla stata i wynosita 9 — 16 % (Rys. 23)
w zalezno$ci od jakoS$ci 1 intensywnosci sygnalu na wybranych chromosomie. Widma byty
zbierane dla czgstosci sondy AFM w zakresie: 160 — 200 +25 kHz (ang. deflection). Polaryzacja
wynosila 90 ° 1 byla prostopadia do powierzchni probki. Pomiar ta byt wykonany przy mocy

lasera 100 % w takim samym zakresie spektralnym jak zbierane byly widma. Analogicznie
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jak dla lasera OPO, widmo mocy bylo uzyskane dzigki usrednieniu 5 widm. Liczba widm ze-
branych z poszczeg6lnych chromosoméw zalezata od rodzaju eksperymentu. Widma byty nor-
malizowane przez widmo mocy lasera i do analizy byly eksportowane za pomoca napisanego
przez Autora programu w jezyku C++ w $rodowisku Linux (Dodatek, program: na-
nolR2_QCL.exe). W eksperymentach, ktore mialy na celu poréwnanie widm zebranych
przy uzyciu lasera OPO 1 QCL, zbierane bylo 10 widm. Z kolei w przypadku obrazowania typu
hyperspectral imaging, przy rozdzielczosci 200 nm zebrano 1600 widm z pojedynczego chro-
mosomu w postaci macierzy widm. Ponadto, dla pordwnania, wykonano takze klasyczne ma-
powanie z wykorzystaniem metody AFM — IR z rozdzielczoscig 200 nm, jak i z rozdzielczoscig
obrazu 2 nm (500 x 500 pkt.). W przypadku mapowania AFM — IR bylo ono wykonywane
z mocg lasera W zakresie 10,45 — 19,33 % (Rys. 23) w zalezno$ci od liczby falowej, jakosSci
1 intensywnosci sygnatu. Podczas mapowania, sygnat AFM- IR byl usredniany dla 256 pulséw
lasera (ang. co - averages). Tempo mapowania bylo w zakresie 0,1 — 0,2 Hz
w celu redukcji szumow. W trakcie mapowania z uzyciem lasera QCL, zbierane byly rowno-
czesnie nastepujace sygnaty (opisane we wstepie): wysokos¢, podtuzne wygigcie sondy AFM
(ang. deflection), poprzeczne wygigcie sondy (ang. lateral deflection), QCL Res. Peak (sygnat
AFM — 1R), czestos¢ sondy. Wszystkie sygnaly byty zbierane w trybie ,trace” i ,retrace”
z wyjatkiem sygnatu AFM — IR. Dla kazdego badanego chromosomu zostaty zebrane mapy
dla liczb falowych, charakterystycznych dla: 1) drgania grup C=0 (v(C=0), 1720 cm™),
2) drgania wiazania amidowego w bialtkach histonowych (amid I, 1650 cm™ oraz amid II,
1540 cm™?), 3) drgania grup CHz i CHs oraz zasad DNA w chromosomie (8(Cs-CHs), wib. zasad
DNA, §(CH) w alaninie, 8asym(CHs) w walinie, 1450 cm™), 4) drgania pomigdzy tlenem i fos-
forem w szkielecie DNA (vasym(PO2), 1230 cm™). Wartosci intensywnosci sygnatu AFM — IR
na mapach zostaly znormalizowane w stosunku do mocy lasera. Z kolei dla mapowania typu
hyperspectral imaging, widma zostaly wygtadzone (filtr medianowy 7 pkt. oraz algorytm wy-
gladzania: Savitzky - Golay, 7 pkt., wielomian Il stopnia), zostata obliczona dla nich powierzch-
nia pod zidentyfikowanymi pasmami przy uzyciu programu Origin 2017 (OriginLab), a nastep-
nie wyznaczono dystrybucje przestrzenng warto$ci wyznaczonych integracji przy uzyciu napi-
sanego przez Autora programu w jezyku C++ w Srodowisku Linux (Dodatek, program: na-
nolR2 QCL _hyperspectral.exe). Zostata ona przedstawiona/wyrysowana za pomoca programu
Gwyddion 2.41 (Czech Metrology Institute). Dodatkowo, wykonano analize klastrowg zebra-
nych widm przy uzyciu programu Unscrambler 9.7 (CAMO, algorytm: K - srednich).
Jak juz zostatlo wspomniane we wstgpie, wykorzystana metoda K- srednich nalezy do grupy

niehierarchicznych metod analizy skupien [163]. Zostala ona szczegb6lowo opisana we wstepie
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teoretycznym rozprawy. Przestrzenna dystrybucja wyznaczonych klastréw réwniez zostata
otrzymana przy uzyciu napisanego przez Autora programu w jezyku C++ (Dodatek, program:

nanolR2_QCL _hyperspectral.exe).

1.2.2.  Sledzenie rozkladu metylacji w pojedynczych chromosomach z wyko-

rzystaniem barwienia fluorescencyjnego anty - 5mC

W celu zweryfikowania wynikow uzyskanych z wykorzystaniem spektroskopii AFM —
IR dotyczacych badania rozktadu metylacji w pojedynczych chromosomach, zostato wykonane
barwienie fluorescencyjne anty - 5mC [164], [165]. Chromosomy wyizolowane od zdrowego,
anonimowego pacjenta plci zenskiej w wieku < 35 lat, zostaly wybarwione fluorescencyjnie
z uzyciem mysiego przeciwciata Imprint® Monoclonal Anti-5-methylcytosine (33D3, Sigma -
Aldrich, nr kat. SAB4800001). Do tego eksperymentu wybrano pacjentke plci zenskie]
ze wzgledu na fakt, iz w zenskich komorkach somatycznych wystepuja dwa chromosomy X,
roznigce si¢ rozktadem przestrzennym euchromatyny i heterochromatyny. Dodatkowo, chro-
mosomy zostaty wybarwione kontrastowo jodkiem propidyny, aby lepiej przedstawi¢ rozktad
metylacji w pojedynczych chromosomach (wigkszy kontrast) 1 zidentyfikowac obszary euchro-
matyny i heterochromatyny w postaci paskow (ang. banding). Pierwszym krokiem barwienia
fluorescencyjnego bylta inkubacja preparatu chromosoméw na szkietku podstawowym w roz-
tworze buforu SSC (ang. Saline-Sodium Citrate, roztwoér cytrynianu sodu (0,3 M) i chlorku
sodu (3 M), Sigma - Aldrich) przez 10 min. w temp. 37 °C. Nastepnie, preparat byt inkubowany
przez 10 min. w roztworze pepsyny (20 pg/ml w 0,1 N HCI, Sigma - Aldrich) w temp. 37 °C.
Po inkubacji, preparat byt ptukany w buforze fosforanowym (PBS, Sigma - Aldrich) i odwad-
niany z uzyciem szeregu alkoholu etylowego: 50 %, 70 %, 100 %. Kolejno, preparat byt po-
nownie uwadniany w buforze fosforanowym (PBS, Sigma - Aldrich). Dalej, na preparat zostato
nakropione przeciwciato anty - 5SmC (92 pg/ml) i1 roztwor jodku propidyny (0.25 pg/ml).
Po inkubacji przez 3 godz. w temp 37 °C byly wykonywane zdjgcia fluorescencyjne metafaz
przy uzyciu systemu Metafer (MetaSystems, 60x) z modutem manualnym (MMC). Do zbiera-
nia i analizy zdje¢ wykorzystywany byt program ISIS (MetaSystems). Na podstawie wielkosci
chromosomow oraz polozenia centromeru i stosunku ramion p i q na uzyskanych obrazach,
wykonywany byt kariogram wybranej metafazy [18], [20], [21]. Dzi¢ki wykonanemu kariogra-
mowi, mozliwe bylo zidentyfikowanie dwoch chromosoméw X i poréwnanie rozktadu mety-
lacji otrzymanego za pomoca barwienia fluorescencyjnego i mapowania z wykorzystaniem

spektroskopii AFM — IR.
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1.2.3. Identyfikacja chromosoméw metafazowych z wykorzystaniem fluore-

scencyjnej hybrydyzacji in situ (mFISH)

W celu identyfikacji chromosoméw, ktore zostaty zanalizowane z wykorzystaniem spek-
troskopii AFM — IR, a takze powstatych fragmentéw chromosomow, zostalo wykonane bar-
wienie mFISH (ang. multicolor Fluorescence In Situ Hybridization) [20], [166]-[170]. Jest
to molekularna technika cytogenetyczna, umozliwiajaca wykrywanie w materiale genetycz-
nym, takim jak chromosomy, okreslonej sekwencji DNA za pomocg fluorescencyjnych sond
DNA. W badaniach, zostal wykorzystany zestaw sond 24XCyte Human Multicolor FISH (Me-
taSystems, D-0125-060-DI), umozliwiajacy wybarwienie 24 chromosomow czlowieka za po-
mocg 24 réznych sond (Rys. 26A). Widma wzbudzenia i emisji wykorzystanych sond leza
w zakresie tradycyjnych fluorochromoéw: wodny (ang. aqua), zielony (ang. green), pomaran-
czowy (ang. orange), czerwony (ang. red) oraz bliska podczerwien (ang. near- infrared) (Ta-
bela 10).

Pierwszym etapem eksperymentow mFISH byta denaturacja materialu genetycznego
(DNA). Nastepnie, umieszczano preparaty w roztworze buforu 2 x SSC (pH 7,0- 7,5) w temp.
70 °C (£ 1 °C) 1 inkubowano przez 30 min. Kolejno preparaty pozostawiano do schtodzenia
do temp. pokojowej przez 20 min. Kolejnym krokiem byta inkubacja w roztworach kolejno:
0,1 xSSC (pH 7,0- 7,5), 0,07 NaOH w temp. pokojowej przez 1 min. i nast¢pnie w roztworach:
0,1 SSC (pH 7,0- 7,5) i 2 x SSC (pH 7,0- 7,5) w temp. 4 °C (+ 1 °C) przez 1 min. Dalej wyko-
nano odwadnianie w szeregu alkoholowym w temp. pokojowej: 70 %, 95 %, 100 %. Po od-
wadnianiu preparat pozostawiono do wyschnigcia. Rownocze$nie wykonywano denaturacje
sond poprzez inkubacje w temp. 75 °C (£ 1 °C) przez 5 min. Kolejnym krokiem byto schlodze-
nie sond poprzez inkubacje na lodzie przez okoto 1 min. Nastepnie inkubowano sondy w temp.
37 °C (£ 1 °C). przez 30 min. Po inkubacji, sondy wirowano w celu zebrania roztworu na dnie
probowki (30 sek.- 1 min., 10 000 RPM) i nanoszono 7 pl roztworu na uprzednio przygotowany
i zdenaturowany preparat. Preparat nakrywano szkietkiem nakrywkowym i zabezpieczano uni-
wersalnym klejem polimerowym (Dragon) w celu uniknigcia wysychania probki w trakcie in-
kubacji. Nastepnie inkubowano go z sondami przez 24 godz. w 37 °C w inkubatorze, zapew-
niajac odpowiednig wilgotnos$¢. Po inkubacji preparatu z sondami mFISH, zdejmowano deli-
katnie szkietko nakrywkowe, probke plukano w roztworze 0,4 x SSC (pH 7,0- 7,5) w temp.
72 °C (£ 1 °C) przez 2 min. i w roztworze 2 x SSCT (pH 7,0- 7,5) przez 30 sek. Nastepnie

probke przeptukiwano woda destylowang w celu usunigcia pozostato$ci po sondach i uzytych
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roztworach. Dodatkowo, preparat barwiono roztworem DAPI (7 pl, DAPIl/antifade
(250 ng/ml), MetaSystems) i nakrywano szkietkiem nakrywkowym. Po inkubacji probki przez
10 min. w temp 4 — 8 °C, wykonywano zdj¢cia fluorescencyjne (Rys. 26A) z wykorzystaniem
systemu MetaSystems i oprogramowania ISIS. W Tabeli 10 zamieszczono wykorzystane fluo-
rochromy i opis uzytych filtrow [171]. Gotowy preparat przechowano w temp 4 — 8 °C.
Po wykonaniu zdj¢é, chromosomy identyfikowano zgodnie ze schematem barwienia przedsta-

wionym na Rys. 26B.

Labelling Scheme |

Aqua Green Red Near Infrared

L ST S N

o

LN L

Rys. 26 Chromosomy czlowieka wybarwione z wykorzystaniem metody mFISH przy uzy-

ciu zestawu 24XCyte Human Multicolor FISH (A, MetaSystems) wraz ze schematem barwienia

(B).

Tabela 10 Lista fluorochromow wykorzystywanych do detekcji chromosomow z wyko-

rzystaniem metody mFISH

Nazwa filtra | Dlugos¢ | Dlugosé Kolor Kolor
Fluorochrom | w systemie | fali emi- | fali absor- sygnalu w systemie
Metasystems | sji [nm] | bcji [nm] | fluorescencyjnego | Metasystems
_ S niebiesko-
DAPI DAPI 455 345 jasno- niebieski .
fioletowy
jasno- nie-
DEAC Aqua 480 426 turkusowy -
bieski
FITC Green 521 495 zielony zielony
Spectrum
. Orange 588 559 201ty
Orange™
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Texas Red®"” Red 615 595 czerwony
. bliska podczer-
Cy™5 NIR 670 649 o z0lty
wien

“Spectrum Orange™ to znak towarowy firmy Vysis, Inc.
“*Texas Red®to znak towarowy firmy Molecular Probes, Inc.

*kk

Cy™ to znak towarowy firmy Amersham Pharmacia Biotech Limited

2. Woyniki i Dyskusja

2.1. Pomiary roztworé6w DNA i histon6w z wykorzystaniem nanospektroskopii

AFM- IR

Na Rys. 27 przedstawiono widma referencyjne DNA, histonow oraz chromatyny (chro-
mosom metafazowy) zebrane z wykorzystaniem nanospektroskopii AFM- IR w zakresie spek-
tralnym 3100 - 2700 cm™ (Rys. 27A) wraz z odpowiadajacymi im II pochodnymi widm (Rys.
27B) oraz widma w zakresie spektralnym 1800 - 900 cm™? (Rys. 27C) wraz z Il pochodnymi
widm (Rys. 27D). Poszczegolne widma referencyjne zostaly zebrane z: niemetylowanego
DNA faga A (n = 50), metylowanego DNA faga A (n = 50), histonéw H2A, H2B i H4 (widmo
przedstawione jako suma, n = 150 (n = 50 dla kazdego histonu)) oraz z pojedynczego chromo-
somu metafazowego (n = 50). W widmach DNA 1 histondéw, przedstawionych na Rys. 27A-B,
wyraznie widoczne sg pasma charakterystyczne dla drgan grup CHz i CH3 [172]. W przypadku
widm DNA, pasma charakterystyczne dla drgania grup CHsz wystepujg dla nast¢pujacych liczb
falowych: 2970 cm™, 2948 cm™ (vasym(CH3)), 2924 cm™ (veym(CHs), Tabela 11). Z kolei pasma
charakterystyczne dla drgania grup CH. wystepuja dla wymienionych liczb falowych:
2924 cm? (vasym(CH2), 2848 cm™ (veym(CH2), Tabela 11). W widmach histonéw H2A, H2B
i H4, pasma te wystepuja na nastepujacych pozycjach spektralnych: 2971 cm™, 2950 cm
(vasym(CH3)), 2880 cm? (veym(CH3)) oraz 2935 cm? (vasym(CH2), veym(CH3)), 2845 cm
(vsym(CH2)), Tabela 11). Intensywno$¢ wymienionych pasm, charakterystycznych dla drgan
grup CH2 i CHa jest wigksza dla widma metylowanego DNA faga A w poréwnaniu z widmem
niemetylowanego DNA faga A (Rys. 27A-B) [148], [172]. Analogiczne trendy byly obserwo-
wane w przypadku widm ramanowskich niemetylowanego i metylowanego DNA faga A (roz-

dziat pt. ,,Odtworzenie modelowego widma ramanowskiego eu- i hetero-chromatyny
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na najnizszym poziomie organizacji’). Wymienione wyzej pasma, zostaly takze zidentyfiko-
wane w analizie sktadowych gtéwnych (PCA) przeprowadzonej na II pochodnych widm zebra-
nych z metylowanego (n = 50) i niemetylowanego (n = 50) DNA w zakresie spektralnym
3100 — 2700 cm?, przedstawionej na Rys. 28A-B oraz w zakresie spektralnym
1800 - 900 cm™ (Rys. 28C-D). Na Rys. 28A,C zostaly zaprezentowane wykresy rozrzutu
3D analizy. Z kolei na Rys. 28B,D zostaly przedstawione otrzymane tadunki czynnikowe.
Jak mozna zauwazy¢, zarbwno na Rys. 28A, jak i Rys. 28C, widma zebrane z niemetylowa-
nego 1 metylowanego DNA, zostaly rozdzielone wzdhiz sktadowej gtdéwnej PC1. Skiladowa
ta opisuje, odpowiednio 63 % (Rys. 28A, analiza w zakresie spektralnym 3100 — 2700 cm™™)
oraz 90 % zmienno$ci w danych (Rys. 28C, analiza w zakresie spektralnym 1800 — 900 cm™).
W przypadku analizy PCA 1l pochodnych widm w zakresie spektralnym 3100 — 2700 cm™,
widma z metylowanego DNA zostaly zgrupowane po ujemnej stronie PC1 (PC1 <0), a widma
zebrane z niemetylowanego DNA zostaly zgrupowane po dodatniej stronie PC1 (PC1 > 0).
Wykres tadunkéw czynnikowych (Rys. 28B) wskazuje, ze za zaobserwowane grupowanie
si¢ danych odpowiadajg glownie pasma, charakterystyczne dla drgan grup CH2 i CHa:
2924 cm?, 2882 cm?, 2845 cm, ktore s skorelowane ze skladowa gléwna PC1. Co wiecej,
mozna zauwazy¢, ze widma zebrane z niemetylowanego 1 metylowanego DNA r6znig si¢ po-
loZzeniem pasma, charakterystycznego dla drgania grup CHz (vasym(CHz3)). Pasmo to wystepuje
na pozycji 2970 cm™ w 11 pochodnych widm, zebranych z niemetylowanego DNA (PC1 > 0).
Z kolei w przypadku Il pochodnych widm, zebranych z metylowanego DNA (PC1 < 0), pasmo
to znajduje sie na pozycji spektralnej 2980 cm™. Swiadczy to o innym otoczeniu chemicznym
grup CHsw metylowanym i niemetylowanym DNA, co jest zgodne z oczekiwaniami. Pasma,
charakterystyczne dla drgania grup CH2 i CH3 sg rowniez wyraznie widoczne w usrednionym
widmie chromosomu metafazowego (n = 50, Rys. 27A-B) na nastepujacych pozycjach spek-
tralnych: 2958 cm? (vaym(CHs)), 2875 cm? (veym(CHs)) oraz 2923 cm? (vasym(CH2)),
2858 cm™? (vsym(CH2)), Tabela 11).

W widmach DNA oraz chromatyny na Rys. 27C-D, wyraznie widoczne sg pasma, po-
chodzace od rozciggania pomigdzy tlenami a fosforem w szkielecie DNA (odpowiednio:
1230 cm?® ' 1263 cm?, 1208 cm? (vaym(PO2)) oraz: 1090 cm? i 1073 cm?
(vsym(PO2))). Potozenie pasma, charakterystycznego dla drgania asymetrycznego grupy POz
sugeruje konformacje A DNA, zar6wno w przypadku widma niemetylowanego i metylowa-
nego DNA faga A, jak i widma chromatyny (Tabela 11) [108]. Konformacja A DNA byla row-
niez obserwowana widmach ramanowskich DNA przedstawionych w rozdziale

pt. ,, Odtworzenie modelowego widma ramanowskiego eu- i hetero-chromatyny na najnizszym
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poziomie organizacji”’. Wynika to prawdopodobnie z faktu, ze probka byla wysuszona [58],
[118], [119], [125]. Pasmo pochodzace od rozciggania pomiedzy tlenami a fosforem w szkie-
lecie DNA (vasym(PO2)) na pozycji spektralnej 1066 cm™? jest rowniez odpowiedzialne za gru-
powanie si¢ widm zebranych z metylowanego DNA i niemetylowanego DNA wzdtuz sktado-
wej PC1 w analizie PCA przedstawionej na Rys. 28C-D w zakresie spektralnym
1800 — 900 cm™,

W widmach histondéw przedstawionych na Rys. 27C-D, wyraznie widoczne jest pasmo
amidowe (amid I), charakterystyczne dla biatek na pozycji spektralnej 1660 cm™ oraz na pozy-
cji spektralnej 1629 cm™ (Tabela 11). Dodatkowo, widoczne jest tez pasmo charakterystyczne
dla amidu Il na pozycji spektralnej 1539 cm™ (Tabela 11). Ma ono znaczaco mniejsza inten-
sywno$¢ niz pasmo charakterystyczne dla amidu I, co jest zgodne z literaturg [48], [60], [63],
[103], [104], [135]-[137]. Potozenie pasm amidowych sugeruje wystepowanie zarbwno kon-
formacji a- helisy (1660 cm™), jak i B- kartki (1629 cm™) w widmach histonéw H2A, H2B
i H4 [132], co jest zgodne z literaturg [135]-[137]. Zarowno konformacja a- helisy,
jak 1 B- kartki byta obserwowana w widmach ramanowskich histondéw DNA przedstawionych
w rozdziale pt. ,,Odtworzenie modelowego widma ramanowskiego eu- i hetero-chromatyny
na najnizszym poziomie organizacji”’. W widmie chromatyny (chromosomem metafazowy),
pasma amidowe wystepuja na nastepujacych pozycjach spektralnych: 1662 cm™ oraz 1629 cm
1 (amid I, (Tabela 11)), a takze 1550 cm™ i 1536 cm™ (amid Il, (Tabela 11)). Podobnie
jak w widmach histonow, rowniez w widmie chromatyny mozna stwierdzi¢ wystepowanie za-
réwno konformacji a- helisy oraz B- kartki, co jest zgodne z literaturg [6], [14], [132], [133],
[146].

Na tym etapie analizy, warto si¢ zastanowi¢ nad réznicami spektralnymi pomig¢dzy nie-
metylowanym a metylowanym DNA faga A. Na Rys. 27C-D intensywnos$¢ pasm charaktery-
stycznych dla drgania pierécieni (1658 cm™ (v(C=0), §(N-H), wib. pierécieni)) oraz m.in. grup
metylenowych (1400 cm? (zasady DNA, §(CH), §(C-H), v(C-N), 8(N-H), Tabela 11)
jest wyzsza w widmie metylowanego DNA w poréwnaniu z widmem niemetylowanego DNA.
Z kolei intensywno$¢ pasm charakterystycznych dla drgania grup C=0 (v(C=0), Tabela 11)
jest wyzsza w widmie niemetylowanego DNA w poréwnaniu z widmem metylowanego DNA.
W przypadku metylowanego DNA, wystgpuja dodatkowo pasma zwigzane z drganiem grup
metylowych i metylenowych na pozycji spektralnej 2924 cm™ (vsym(CHs), vasym(CH2), Tabela
11) oraz drganiem grup C-H na pozycji spektralnej 1434 cm™ (§(CH), Tabela 11), co ma zwia-
zek z wigkszym poziomem metylacji. W widmie metylowanego DNA faga A obserwuje

si¢ takze dodatkowo pasmo na pozycji spektralnej 1324 cm™ (Tabela 11), charakterystyczne
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dla drgania zasad DNA (glownie A, T), co ma zapewne zwiazek, podobnie jak pozostale zaob-
serwowane réznice spektralne, z nieco inng strukturg chemiczng w poréwnaniu z niemetylowa-
nym DNA. Podobne wnioski mozna wyciggna¢ analizujac fadunki czynnikowe otrzymane
w analizie PCA 11 pochodnych widm DNA przestawionej na Rys. 28C-D. Pasma charaktery-
styczne dla drgania grup CH2 (1434 cm™) oraz dla drgania zasad DNA (1324 cm™) s3 odpo-
wiedzialne za rozdzial widm zebranych z metylowanego i niemetylowanego DNA wzdtuz skta-
dowej gtownej PC1. Pasma te moga zatem stanowi¢ pewnego rodzaju markery spektrosko-
powe, umozliwiajace identyfikowanie roznic pomi¢dzy metylowanym 1 niemetylowanym
DNA. Poza réznicami w intensywnos$ci pasm, nie zaobserwowano znaczacych przesuni¢é¢ po-
foZzenia pasm w widmach AFM — IR niemetylowanego i metylowanego DNA faga A (Rys. 27,
Tabela 11).

W usrednionym widmie zebranym z pojedynczego chromosomu metafazowego obser-
wuje si¢ wystepowanie pasma, charakterystycznego dla drgania grup C=0 na pozycji spektral-
nej 1729 cm?, ktérego nie obserwuje sic w widmie DNA. Obecne jest ono jednak w widmie
histonow, co sugeruje acetylacje biatek histonowych w chromosomie metafazowym (Rys. 27,
Tabela 11) [172]-[175]. Z kolei w widmach DNA, obserwuje si¢ wystepowanie pasma, cha-
rakterystycznego dla drgania grup C=0 na pozycji spektralnej 1707 cm™. Dla tego pasma ob-
serwuje si¢ spadek intensywnosci w widmie chromatyny w porownaniu z widmem DNA (RYys.
27, Tabela 11). Ponadto, w widmie chromosomu metafazowego obserwuje si¢ wystgpowanie
pasma charakterystycznego gléwnie dla drgania pierscieni zasad DNA na pozycji spektralnej
1488 cm® (Rys. 27, Tabela 11). Intensywno$¢ tego pasma jest nizsza w przypadku widma
chromatyny w poréwnaniu z widmem DNA [131], [132], [134], [148]. Analogiczne obserwacje
zostaty poczynione w badaniach chromatyny z uzyciem spektroskopii TERS, zaprezentowa-
nych w rozdziale Il ponizszej rozprawy. W $wietle tych badan, mozna stwierdzi¢, ze spadek
intensywnoéci pasma na pozycji spektralnej 1488 cm™ w widmie chromatyny jest bezposrednio
zwigzany z powstaniem wigzania wodorowego pomiedzy koncem NH2 kationowych reszt hi-
stonow z azotem N7 zasady guaninowej DNA w wiekszym rowku DNA [131], [146], [148]. W
widmie AFM - IR chromosomu metafazowego zaobserwowano takze wystgpowanie pasma,
charakterystycznego zarowno dla metylacji DNA (dsym(CHs) od zasad DNA), jak i metylacji
histonéw (8sym(CH3) W leucynie) na pozycji spektralnej 1372 cm™ (Tabela 11). Pasmo to nie
bylo jednak widoczne ani w widmie DNA, ani w widmie histonéw, co §wiadczy o nieco innej
strukturze chemicznej DNA/histonow w chromatynie. Jest to zgodne z oczekiwaniami. Do-
ktadny opis pasm zidentyfikowanych w widmach DNA, histonéw i1 chromatyny przedstawiono

w Tabeli 11.

IFJ PAN 146 Krakow, 2019 r.



,Badanie wplywu promieniowania jonizujacego...” Anna M. Borkowska

N NANANANANNA N ANANN NMNANN NN A AN
S o@o@cf‘\oé:‘o& & & c§< ééoé ééoé oéoééé c}‘(c.‘6 éfo‘i'(}é @\
6\% fi} QQ J\Q @ Q> @‘]r & q’% é @% QO ‘)n,q Q,Q) @QQ/\W 'LQ @ %Q N QQ ) °)0
D DRPPOPR R Q7 QL@ R0 O PR
0.4
A ’ C 0,2
0,2 niemetylowane
0,0 0,0 DNA
_ —0,2
2 03 /‘/\ﬁ[“\\\ a2 M‘ metylowane
0,0 0,0 DNA
2 s 308
< 05 < .
0,0 0,0 histony
0,1 .:"// l".. 0,15 ' /-”\_\ P j/\\
| 4 "-"—.,\ ) \\ MJ-M—_‘\J/ S
0,0 |~ 0.00 . YR .| chromosom

B 0.0006

0,0000 niemetylowane
<0,0005 DNA

0,0000 MNV\,\/\,
T -0,0006
= 0,0004 -
£ 0,0000 0,000 metylowane
< .0,0004 = DNA
S 0,002 S 0,001
2 S 0,000
= 0,000 )
= # E- 0,001 histony

6,0003 - ]

posnd ] 4 VL RPY I 0,0000~ AN, AP VWAAMAAAM L AN
0,0000) IAAAA A ] (R i ’ v\ Y chromosom
-0,0003 | \ -0,0002
3100 3000 2900 2800 2700 1800 1600 1400 1200 1000
Liczba falowa [cm™] Liczba falowa [cm™]

Rys. 27 Referencyjne widma AFM — IR DNA, histonéw oraz chromatyny (chromosom
metafazowy) w zakresie spektralnym 3100 - 2700 cm? (A) wraz z odpowiadajacymi im
Il pochodnymi (B) oraz widma w zakresie 1800 — 900 cm™ (C) wraz z Il pochodnymi (D).
Poszczegolne widma referencyjne zostaly zebrane z: niemetylowanego DNA faga A (n = 50),
metylowanego DNA faga A (n = 50), histonow H2A, H2B i H4 (widmo przedstawione jako
suma, n= 150 (n= 50 dla kazdego histonu)) oraz z pojedynczego chromosomu metafazowego

(n =50).
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Rys. 28 Analiza sktadowych gléwnych (PCA) II pochodnych widm (Algorytm wygtadza-
nia: Savitzky - Golay, wielomian Il stopnia, 7 pkt.) zebranych z metylowanego (czerwony)
i niemetylowanego (niebieski) DNA z faga A w zakresie spektralnym 3100- 2700 cm™ (A-B)
oraz w zakresie spektralnym 1800 — 900 cm™ (C-D). Na Rys. 28A,C przedstawiono wykres
rozrzutu 3D. Z kolei na Rys. 28B,D przedstawiono otrzymane tadunki czynnikowe (przerywane

linie oznaczaja poziom 0 dla poszczegodlnych tadunkow czynnikowych).
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Tabela 11 Pasma zidentyfikowane w widmach AFM — IR DNA, histonéw i chromatyny

wraz przypisaniami pasm.
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v(C=0) [48], [105]-[108], [117]
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i i 1539 ggg Histony: amid I [48], [112], [113]

DNA:
1495- 1476 cm*- wib. pierscieni zasad
DNA (G, A) [108], marker konformacji
DNA [113]

1488 | 1488 | - | 1488 1485 1477 cm?- obl.: CCs, NiCa, NaCa
zasad DNA (T) [108]
Histony: 6(CH2), czuly na uwodnienie
114
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DNA:
1306-1300 cm™- obl.: HC2'H, C4'Cs' wib.
zasad DNA (A) [108]

1288 1288 1260 1270 | 1297-1285 cm- v(C4sNHy) zasad DNA
(C) [108]
1296 wib. pierscieni zasad DNA (C, T)
[115]
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1292- 1288, 1276 cm™*- N-H zasad DNA

(T) [105]

Histony: amid 11 [48], [107], [111]-

[113], [126], [127]

DNA:

1245-1235 cm™- vaym(PO2) w szkielecie

1263 DNA, gléwny marker konformacji A,

1230 1223 - 1208 czuly na zmiany konformacji [48], [105],
[108], [113], [118], [119]

1247 cm*- wib. pierscieni zasad DNA

(A) [115]

DNA:

1125 cm®- v(P-O-C), v(O-C), v(C-C-

0O-C) [105], [106], [108]

1085- 1113 cm*- veym(PO2) w szkielecie

1117 1129 1111 1120 | DNA, czuly na zmiany konformacji [48],

[105], [108], [113], [118], [119]

Histony:

1160 cm-1- 8((NHs") w lizynie [48],

[116]

DNA: vym(PO2) w szkielecie DNA,

czuly na zmiany konformacji [48], [105],

1073 | [108], [113], [118], [119]

Ay ) A - 1060- 1056, 1011- 1009 cm- v(C-0) w
deoksyrybozie [105]
Histony: v(C-C) i v(NC-N)[136]
DNA:

1055 1055 _ 1061 | 1069-1044 crr-rl- v(C-0) w szkielecie fu-
ranozowym, silnie wzmocnione w formie
Z DNA [108]
DNA:

965 966 - 970 | 950 — 970 cmt- v(C-C), v(C-O) w szkie-

lecie DNA [108]

2.2. Porownanie badan chromosoméw w nanoskali z wykorzystaniem rezonanso-
wego i wzmocnionego rezonansowo modu kontaktowego

Spektroskopia AFM — IR umozliwia wykonywanie badan spektroskopowych w nano-
skali. W modzie kontaktowym, w zalezno$ci o wykorzystanego lasera wyrdznia si¢ dwie me-
tody pomiarowe: 1) rezonansowy i 2) wzmocniony rezonansowo mod kontaktowy (ang. reso-
nance - enhanced AFM - IR) [64]-[66]. Rezonansowy mod kontaktowy stosuje si¢ w pomiarach
z uzyciem lasera OPO. Z kolei wzmocniony rezonansowo mod kontaktowy stosuje si¢ w po-
miarach z uzyciem lasera QCL. Szczegolowy opis obu metod zostat umieszczony we wstepie

teoretycznym. We wstepie opisano fizyczne podstawy obu metod pomiarowych. W ponizszym

IFJ PAN 152 Krakow, 2019 1.



,Badanie wplywu promieniowania jonizujacego...” Anna M. Borkowska

rozdziale zostang z kolei omowione r6znice w mozliwosciach zastosowania obu technik
na przyktadzie pomiaréw chromosoméw metafazowych czlowieka.

W celu zbadania mozliwosci zastosowania 1) rezonansowego 1 2) Wzmocnionego rezo-
nansowo modu kontaktowego w pomiarach AFM — IR pojedynczych chromosomow czlowieka,
do badan porownawczych zostal wybrany chromom akrocentryczny nr 21, zidentyfikowany
z uzyciem metody mFISH (chromosom A, Rys. 29B). Chromosom ten zostat wybrany na pod-
stawie topografii AFM metafazy przedstawionej na Rys. 29A. Rozktad chromosomoéw przed-
stawiony na topografii AFM na Rys. 29A zostal porownany z barwieniem mFISH wybranej
metafazy (Rys. 29B), ktore umozliwito identyfikacje chromosoméw wybranych do pomiarow
AFM —IR. NaRys. 29 chromosomy wybrane do badan zaznaczono bialg strzatkg. Chromosom
nr 21 zostal wybrany do badan poréwnawczych ze wzgledu na maly rozmiar. Nalezy
on do grupy najmniejszych chromosomow akrocentrycznych. Z tego tez wzgledu, stanowi do-
skonaty obiekt badawczy w badaniach poréwnawczych obu modéw pomiarowych w metodzie
AFM —IR. W toku analizy porownano jako$¢ sygnatu AFM — IR podczas obrazowania, a takze
podczas pomiaru widm. W celu poréwnania jako$ci sygnatu AFM — IR podczas obrazowania,
zostat zdefiniowany parametr kontrastu C, opisany rOwnaniem (61). Poziom sygnatu na chro-
mosomie (Schromosom) 1 podtozu (Schromosom) zostal wyznaczony za pomocg dopasowania linio-
wego, przy wspolczynniku kierunkowym prostej rOwnym zero. Linia prosta byla dopasowy-
wana do przekroju poprzecznego sygnalu AFM — IR zebranego z mapy AFM — IR uzyskanej
dla wybranej liczby falowej (Rys. 30).

C = Schromosom (61)

Spod%oie ,
gdzie:
Schromosom- poziom sygnatu AFM — IR na chromosomie

Schromosom- poziom sygnatu AFM — IR na podiozu
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Rys. 29 Identyfikacja chromosomu metafazowego do pomiaré6w poréwnaczych AFM —
IR w 1) rezonansowym i 2) wzmocnionym rezonansowo modzie kontaktowym:
A- topografia AFM metafazy. Bialg strzatka zaznaczono chromosomy wybrane do badan
porownawczych (A) oraz do obrazowania z wykorzystaniem rezonansowego modu
kontaktowego (B). Topografie AFM poréwnano z barwieniem MFISH (B) umozliwiajacym

identyfikacj¢ wybranego do pomiaréw chromosomu (C).

Na Rys. 30 przedstawiono poréwnanie sygnatu AFM — IR w 1) rezonansowym
12) wzmocnionym rezonansowo modzie kontaktowym na przyktadzie sledzenia rozktadu DNA
w chromosomie czlowieka (rozklad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania pomig-
dzy tlenem i fosforem w szkielecie DNA (vasym(PO2), 1230 cm™). Na Rys. 30A przedstawiono
topografic AFM chromosomu nr 21 wybranego do pomiardw zestawiong z sygnalem wygiecia
sondy AFM (ang. deflection), pokazujagcym drobne zmiany w morfologii chromosomu (Rys.
30B). Rys. 30C-D przedstawia porownanie sygnatu AFM — IR zebranego w rezonansowym
(Rys. 30C) i wzmocnionym rezonansowo modzie kontaktowym (Rys. 30D) wraz z rozkladem
czestosci sondy AFM podczas mapowania (Rys. 30E-F). Na Rys. 30C-D czerwong linig za-
znaczono przekrdj poprzeczny i podtuzny sygnalu AFM - IR wzdhuiz chromosomu, zebrane
w celu wyznaczenia parametru kontrastu C (61). Warto$¢ parametru kontrastu C dla kazdej
z map byla wyznaczania jako $rednia parametru C dla przekroju poprzecznego i podtuznego
sygnatu AFM — IR dla danej mapy wraz z odchyleniem standardowym. Na Rys. 30G przed-
stawiono przekroj poprzeczny sygnatu AFM - IR zaznaczony czerwong strzatka na Rys. 30C
wraz z wyznaczonym dopasowaniem liniowym, za pomoca ktérego oznaczono poziom
intensywnosci sygnatu na 1) chromosomie i 2) podtozu i obliczano parametr kontrastu C (61).

Na Rys. 31 przedstawiono poréownanie sygnatu AFM — IR w 1) rezonansowym

I 2) wzmocnionym rezonansowo modzie kontaktowym na przyktadzie obrazowania AFM- IR
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rozktadu przestrzennego réznych zwigzkoéw chemicznych: 1) rozktadu DNA (rozktad absorbcji
pasma, charakterystycznego dla drgania pomigdzy tlenem i fosforem w szkielecie DNA
(vasym(PO2), 1230 cm?, Rys. 31A-B), 2) rozktadu przestrzennego gtéwnie grup CHz i CH3 oraz
zasad DNA w chromosomie (rozklad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania grup
8(Cs-CHs), wib. zasad DNA, §(CH2) w alaninie, 8asym(CHs) w walinie, 1450 cm?, Rys. 31C),
3) rozkltadu przestrzennego biatek histonowych (rozklad absorbcji pasma, charakterystycznego
dla drgania wigzania amidowego (amid II, 1540 cm-1, Rys. 31D oraz amid I, 1650 cm?, Rys.
31E-F), 4) rozktadu przestrzennego acetylacji histonow (rozktad absorbcji pasma, charaktery-
stycznego dla drgania grup C=0 (wib. (C=0), 1720 cm™, Rys. 31G-H). NaRys. 31A, E, G
przedstawiono mapy AFM — IR uzyskane w rezonansowym modzie kontaktowym. Z kolei
naRys. 31B-D, F, H przedstawiono mapy AFM — IR uzyskane we wzmocnionym rezonansowo
modzie kontaktowym. Dla kazdej z map na Rys. 31 wyznaczono warto$¢ parametru kontrastu
C, ktére umieszczono W Tabeli 12. Jak mozna zauwazy¢, wyznaczone warto$ci parametru
C byly wyzsze dla kazdej z map AFM — IR w przypadku obrazowania we wzmocnionym rezo-
nansowo modzie kontaktowym. Jest to zgodne z oczekiwaniami ze wzgledu na wyzsza czutos¢
pomiarow w tym modzie pomiarowym. Poczynione obserwacje sg rowniez zgodne z literatura
[65], [66]. W Tabeli 12 nie umieszczono wartosci parametru C dla mapowania w rezonanso-
wym modzie kontaktowym dla dlugosci fali 1540 cm™ i 1450 cm™. Wynika to z faktu, ze jako$é
sygnatu przy pomiarach z uzyciem lasera OPO byta zbyt niska dla obrazowania przy tych licz-
bach falowych. Obserwacja ta dowodzi po raz kolejny, ze obrazowanic we wzmocnionym re-
zonansowo modzie kontaktowym z uzyciem lasera QCL jest znacznie bardziej czute 1 umozli-
wia uzyskanie wigkszego kompletu informacji dotyczacych struktury chromatyny w pojedyn-

czych chromosomach cztowieka.
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Rys. 30 Poréwnanie sygnalu AFM - IR w 1) rezonansowym i 2) we wzmochionym
rezonansowo modzie kontaktowym na przyktadzie §ledzenia rozktadu DNA w chromosomie
czlowieka (rozkltad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania pomigdzy tlenem 1 fos-
forem w szkielecie DNA (vasym(PO2), 1230 cm™): A- topografia AFM wybranego do pomiarow
chromosomu nr 21. B- sygnat defelction pokazujacy drobne zmiany w morfologii chromosomu,
C- sygnat AFM — IR zebrany w rezonansowym i D- we wzmocnionym rezonansowo modzie
kontaktowym, E, F- rozklad czgstosci drgania sondy AFM podczas pomiaréw w rezonansowym
(E) i we wzmocnionym rezonansowo (F) modzie kontaktowym. Na Rys. 30G przedstawiono

przekrdj poprzeczny sygnatu AFM — IR na mapie, przedstawiajacej rozktad przestrzenny DNA
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w chromosomie czlowieka (rozktad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania pomig-
dzy tlenem i fosforem w szkielecie DNA (vasym(PO2), 1230 cm™, przekroj oznaczono czerwong
strzatka na Rys. 30C) z zaznaczonym dopasowaniem liniowym, za pomocg ktorego

wyznaczono poziom intensywnosci sygnatu na 1) chromosomie i 2) podtozu.
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Rys. 31 Porownanie sygnalu AFM — IR w 1) rezonansowym i 2) we wzmiocnionym
rezonansowo modzie kontaktowym na przykladzie obrazowania AFM - IR rozkladu
bioczasteczek lub ich grup funkcyjnych: A-B- rozktad DNA (rozklad absorbcji pasma, charak-
terystycznego dla drgania pomiedzy tlenem i fosforem w szkielecie DNA (vasym(PO2),
1230 cm™), C- rozklad przestrzenny gtownie grup CHz i CHs oraz zasad DNA w chromosomie

(rozktad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania grup 6(Cs-CHs), wib. zasad DNA,
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5(CH2) w alaninie, Sasym(CH3) w walinie, 1450 cm™), D- rozktad przestrzenny biatek histono-

wych (rozklad absorbcji pasma, charakterystycznego dla wigzania amidowego (amid II,

1540 cm?), E-F- rozklad przestrzenny biatek histonowych (rozklad absorbcji pasma, charakte-

rystycznego dla wigzania amidowego (amid I, 1650 cm™), G-H- rozklad przestrzenny acetylacji

histonow (rozklad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania grup C=0 (v(C=0),

1720 cm™). Na Rys. 31A, E, G przedstawiono mapy AFM — IR uzyskane w rezonansowym

modzie kontaktowym. Z kolei na Rys. 31B-D, F, H przedstawiono mapy AFM — IR uzyskane

we wzmocnionym rezonansowo modzie kontaktowym.

Tabela 12 Wyznaczone wartos$ci parametru kontrastu C, obliczonego dla map AFM przed-

stawionych na Rys. 31 oraz przypisania pasm zidentyfikowanych w widmach chromosomoéw.

Polozenie
pasma

[cm™]:

Przypisanie:

OPO, C=

QCL, C=

1720

DNA:

1715 cm- v(Cs=0¢) zasad DNA (G), zaangazowane w tworze-
nie par Hoogsteena (G*G-C) [108]

1712 cm*- v(C,=0) zasad DNA (T, C), zaangazowane w two-
rzenie par odwrotnych par Hoogsteena (T*A-T) [108],
v(C=0) zasad DNA (G, T), drganie zasad w stosie (ang. base-
stacking), czuly na zmiane konformacji [105]-[108]

1710- cm™- v(C,=0,) uprotonowana C, zaangazowane w two-
rzenie par Hoogsteena

Cg*G-Clts [108]

Histony:

1720 cm™- v(C=0) w kwasie asparaginowym [48]

2,14
(0,13)

2,40
(0,02)

1650

DNA:

1671-1655 cm*- v(C4=0,) zasad DNA (G) [108]

1660-1655 cm™- v(C=0), 5(N-H) [48], [113]

1657-1653 cm™*- v(C4=0,) zasad RNA (U) [108]

1656- 1652 cm™- v(C,=0) zasad DNA (C) [105]

1655- 1647 cm™- v(C,=0;) zasad DNA (C) [108]

1654 cm™-v(C=C), v(C(4)=0) [117]

1646- 1642 cm™- metylowana cytozyna Cs[105]

1645-1641 cm*- wib. pierscieni zasad DNA (T) [108]
Histony: amid I

1650 cm™'- v(C=0) w asparaginie [48], [116]

1655 cm'-  struktura  o-helisy [48], [110]-[112]
1645- 1640 cm’'- struktura nieuporzadkowana [48], [110]-[112]
1640-1610 cm™- §(NH*") w lizynie [48], [116]

1633 cm™- veym(C=N (CN3Hs")) [112]

1631 cm™- §aym(C=0 NH*(NH3")) [112] miedzyczasteczkowa
struktura [ [48]

1630 cm™-rownolegta struktura B [48], [110], [112]

1629 cm™- Sasym(NH*(NHY) [112]

1642- 1624 cm™- struktura B—Kartki [112]

1,71
(0,71)

2,25
(0,10)
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1622 cm™- (NH(CONH,)) w asparaginie
[112]

DNA:
1538 cm™- pierscieni imidazolowych zasad DNA (G) [115]
1534- 1531 cm™- zmodyfikowana G [105], marker konformacji

DNA [113] 1.70
1540 Histony: -
amid IT (60 % 6(N—H), 40 % v(C—N)) czuly na uwodnienie (0,02)

[48], [112], [113]
1560 cm'- vaym(CO2") w kwasie glutaminowym [48],
[116]

DNA:

1463 cm-1- 3s(N3-H), &(C5-CH3) zasad DNA (T) [22]
1457-1453 cm-1- obl.: N1=C6, C6N6 wib. zasad DNA 177
1450 (A) w formie B/A [16], marker konformacji DNA [20] - ’
Histony: (0,02)
1465 cm-1- 5(CH.) w alaninie [9], [23]

1450 cm-1- dasym(CH3) w walinie, wib. pierscieni benze-
nowych w fenyloalaninie i tyrozynie [9], [23]

DNA:
1245-1235 cm™- vasym(PO2") w szkielecie DNA, gléwny mar- 1,84 2,180
1230 ker formy A DNA, czuly na zmiany konformacji[48], [105], 026 0001
[108], [113], [118], [119] (0.26) | (0,001)
1247 cm™- wib. pierécieni zasad (C) [115]

DNA: veym(PO2) w szkielecie DNA, czuly na zmiany
konformacji [48], [105], [108], [113], [118], [119]
1070 | 1060- 1056, 1011- 1009 cm™- v(C-O) w deoksyrybozie - -
[105]

Histony: v(C-C) i v(NC-N)[136]

W celu poréwnania 1) nierezonansowego 1 2) wzmocnionego rezonansowo modu kon-
taktowego, poréwnano takze ksztatt i jakos¢ widm AFM — IR zebranych z uzyciem lasera OPO
(Rys. 32A) i lasera QCL (Rys. 32B) z chromosomu nr 21. Jak mozna zauwazy¢ na Rys. 32,
dzieki wykorzystaniu lasera OPO mozliwe jest otrzymywanie widm w szerszym zakresie spek-
tralnym od 900 cm™ oraz w zakresie 3100 — 2800 cm™. Z kolei, w przypadku lasera QCL, zakres
ten jest mniejszy (1930 - 1145 cm™?). Jednakze, dla widm zebranych z uzyciem wzmocnionego
rezonansowo modu kontaktowego, mozliwe byto zidentyfikowanie wigkszej ilosci pasm.
Sa to na przyktad: pasmo charakterystyczne dla drgania wigzania amidowego w biatkach (amid
11) na pozycji spektralnej 1540 cm™, czy pasmo charakterystyczne dla drgania gléwnie grup
CH> i CHz oraz zasad DNA w chromosomie (absorpcja pasma, charakterystycznego dla drgania
grup 8(Cs-CHs), wib. zasad DNA, 8(CH>) w alaninie, 8asym(CH3s) w walinie) na pozycji spek-
tralnej 1450 cm™ (Rys. 32B). Pasma te nie byly wyraznie widoczne w widmie chromosomu

zebranym za pomoca rezonansowego modu kontaktowego (Rys. 32A). Obserwacja ta stanowi
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kolejny dowod na znaczaco wigksza czuto$¢ wzmocnionego rezonansowo modu kontaktowego

z uzyciem lasera QCL [64], [66].
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Rys. 32 Poréwnanie sygnalu AFM - IR w 1) rezonansowym i 2) wzmochionym rezonan-
sowo modzie kontaktowym na przyktadzie usrednionych widm (n = 10) zebranych z chromo-
somu nr 21 (Rys. 30). Na Rys. 32A przedstawiono widmo AFM — IR zebrane w rezonansowym
modzie kontaktowym. Z kolei na Rys. 32B przedstawiono widmo AFM - IR zebrane

we wzmocnionym rezonansowo modzie kontaktowym.
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Rys. 33 Obrazowanie AFM — IR pojedynczego chromosomu metafazowego czlowieka
we wzmochionym rezonansowo modzie kontaktowym: A- topografia AFM — IR wybranego
chromosomu (chromosom B, Rys. 33), B- sygnat wygi¢cia sondy AFM (ang. deflection)
pokazujacy drobne zmiany w morfologii chromosomu (za pomoca biatego kwadratu oznaczono
obszar telomeru, dla ktorego wykonano mapowanie przedstawione na Rys. 34), C- rozktad
przestrzenny DNA w chromosomie (rozktad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania
pomiedzy tlenem i fosforem w szkielecie DNA (vasym(PO2), 1230 cm?), D- rozktad
przestrzenny czestosci drgania sondy AFM — IR podczas obrazowania, E- rozktad przestrzenny
gldéwnie grup CHz i CH3s oraz zasad DNA w chromosomie (rozktad absorbcji pasma, charakte-
rystycznego dla drgania grup 6(Cs-CHs), wib. zasad DNA, 6(CH2) w alaninie, dasym(CH3)
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w walinie, 1450 cm™), F-G- rozktad przestrzenny biatek histonowych w chromosomie (rozktad
absorbcji pasma, wigzania amidowego (F- amid I1, 1540 cm™, G- amid I, 1650 cm™), H- rozktad
przestrzenny acetylacji histonéw (rozktad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania

grup C=0 (v (C=0), 1720 cm™™).

W celu szczegdlowego zbadania struktury chromatyny w pojedynczym chromosomie
metafazowym wykorzystano wzmocniony rezonansowo mod kontaktowy. Przy uzyciu lasera
QCL zobrazowano wybrany chromosom nr 3 (B, Rys. 29). Na Rys. 33A przedstawiono to-
pografic AFM wraz z sygnatem wygi¢cia sondy AFM (ang. deflection) wybranego do obrazo-
wania chromosomu nr 3 (Rys. 33B). Na Rys. 33C-G przedstawiono z kolei mapowanie poje-
dynczego chromosomu: 1) $ledzenie rozktadu przestrzennego DNA w chromosomie (rozktad
absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania pomiedzy tlenem i fosforem w szkielecie
DNA (vasym(PO2), 1230 cm?, Rys. 33C), $ledzenie rozkladu gtéwnie grup CH2 i CH3 oraz
zasad DNA w chromosomie (rozktad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania grup
8(Cs-CHg), wib. zasad DNA, §(CH.) w alaninie, dasym(CH3) w walinie, 1450 cm™, Rys. 33E),
3) sledzenie rozktadu przestrzennego biatek histonowych w chromosomie (rozktad absorbcji
pasma, wiazania amidowego (Rys. 33F- amid II, 1540 cm™, Rys. 33G- amid I, 1650 cm™)
oraz 4) sledzenie rozkladu przestrzennego acetylacji histonéw (rozklad absorbcji pasma, cha-
rakterystycznego dla drgania grup C=0 (v(C=0), 1720 cm™). Analogiczne obrazowanie wyko-
nano dla wybranego chromosomu w obszarze telomeru (Rys. 34, na Rys. 33B zaznaczono
obszar telomeru, dla ktorego wykonano mapowanie za pomoca biatego kwadratu). Dla obrazo-
wania na Rys. 34 wyznaczono takze rozdzielczo$¢ wykonanego obrazowania, obliczajac
I pochodng sygnatu AFM — IR na granicy chromosom/ podtoze i dopasowujgc krzywa Gaussa
(ang. knife-edge method) [172], [176]. Otrzymana rozdzielczo$¢ byta rz¢du 22 nm, przy roz-
miarze piksela 10 nm (mapa 3 x 3 pum, 300 x 300 pkt). Jak mozna zatem zauwazy¢, na Rys. 33
- Rys. 34, obrazowanie pojedynczych chromosoméw cztowieka z wykorzystaniem wzmocnio-
nego rezonansowego modu kontaktowego, umozliwia badanie struktury chromatyny w nano-
skali z rozdzielczo$cig przestrzenna rzedu 22 nm, co odpowiada rozmiarowi $rednicy stozka
sondy AFM. Rozmiar stozka uzytej sondy AFM stanowi wigc limit mozliwej do osiggnigcia
rozdzielczo$ci przestrzennej [66], [78], [93], [177]. Co wiecej, wykorzystujac metodg AFM -
IR, mozliwe jest wykonywanie pomiardw z wysoka czuto$cia, co mozna zaobserwowac na Rys.
33. Na Rys. 33 widoczny jest rozktad chromatyny w obrgbie chromosomu, ale mozna takze

zaobserwowa¢ rozkfad chromatyny wokot chromosomu. Jak widaé, obrazowanie AFM — IR
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Z uzyciem wzmocnionego rezonansowo modu kontaktowego, daje unikatowg szans¢ na $ledze-
nie struktury chemicznej chromatyny z duza czutoscig i w nanoskali, co zostato zademonstro-

wane w niniejszym rozdziale.
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Rys. 34 Obrazowanie AFM — IR telomeru w pojedynczym chromosomie metafazowym
czlowieka we wzmocnionym rezonansowo modzie kontaktowym: A- topografia AFM — IR
telomeru, B- rozklad przestrzenny DNA w telomerze (rozklad absorbcji pasma, charaktery-
stycznego dla drgania pomiedzy tlenem i fosforem w szkielecie DNA (vasym(PO2), 1230 cm'Y),
C- rozktad przestrzenny gtéwnie grup CH2 i CHs oraz zasad DNA w telomerze (rozktad absor-
bcji pasma, charakterystycznego dla drgania grup 6(Cs-CHzs), wib. zasad DNA, 6(CH.) w ala-

ninie, dasym(CH3) w walinie, 1450 cm™?), D-E- rozklad przestrzenny bialek histonowych
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w telomerze (rozklad absorbcji pasma, wigzania amidowego (D- amid I1, 1540 cm™, E- amid |,
1650 cm™), F- rozktad przestrzenny acetylacji histonow (rozktad absorbcji pasma, charaktery-
stycznego dla drgania grup C=0 (v (C=0), 1720 cm™). Na Rys. 34G-H przedstawiono analize
rozdzielczo$ci przestrzennej wykonanego obrazowania (Rys. 34E). Na Rys. 34G
przedstawiono przekrdj poprzeczny sygnatu AFM — IR na granicy chromosomu i podtoza
(zaznaczony czerwong linig na Rys. 34E). Z kolei na Rys. 34H przedstawiono I pochodng
sygnatu AFM — IR na granicy chromosomu i podtoza z dopasowa krzywa Gaussa (FWHM =
22 nm).

2.3. Hyperspectral imaging w nanoskali

2.3.1.  Hyperspectral imaging z rozdzielczoscig przestrzenng 200 nm

Pomiary widm AFM — IR z wykorzystaniem lasera QCL we wzmocnionym rezonan-
sowo modzie kontaktowym w trybie szybkiego zbierania widm, umozliwiaja wykonywanie
obrazowania metodg hyperspectral imaging. Klasyczne obrazowanie metoda AFM — IR,
czy to z wykorzystaniem lasera OPO, czy tez QCL, umozliwia $ledzenie rozkladu przestrzen-
nego absorbcji fali elektromagnetycznej o konkretnej dlugosci fali. Metoda ta daje mozliwo$¢
Sledzenia rozktadu przestrzennego konkretnej grupy zwigzkow chemicznych. W efektywny
sposob nie umozliwia ona jednak uzyskania kompletnej informacji chemicznej na temat bada-
nej probki podczas jednego pomiaru ze wzgledu na bardzo dlugi czas pomiaru. Mozliwos¢ taka
daje jednak obrazowanie typu hyperspectral imaging. Wykorzystujac ta metode, w kazdym
punkcie probki zostaje zebrane widmo AFM — IR w wybranym zakresie spektralnym. Dzieki
temu, mozliwe jest badanie struktury chemicznej wielu grup funkcyjnych jednoczesnie. Moz-
liwa jest takze analiza ksztaltu pasm, co wnosi dodatkowy wymiar do analizy badanych probek.
W potaczeniu z nanometryczng rozdzielczos$cia przestrzenng metody AFM — IR, hyperspectral
imaging w nanoskali daje unikatowa mozliwo$¢ badania struktury chemicznej zlozonych
obiektow o rozmiarach mikrometrycznych, jakimi sa chromosomy. Co wigcej, w przypadku
wykorzystania lasera QCL, mozliwe jest wykonywanie obrazowania w zakresie spektralnym
1930 — 1145 cm™, czyli tzw. daktyloskopowym (ang. fingerprint). Ten zakres spektralny
jest wykorzystywany do identyfikacji zwigzkéw chemicznych ze wzgledu na wystepowanie
W nim pasm charakterystycznych dla drgan konkretnych grup chemicznych, specyficznych
dla badanych zwiazkéw. W przypadku badan chromosomoéw (Rys. 35), w zakresie spektralnym
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1930 — 1145 cm™, znajduje si¢ informacja dotyczaca konformacji DNA (pasma charaktery-
styczne dla drgania wigzania pomiedzy tlenem i fosforem w szkielecie DNA) oraz biatek histo-
nowych (pasmo charakterystyczne dla drgania wigzania amidowego), a takze informacja doty-
czaca acetylacji (pasmo charakterystyczne dla drgania grupy C=0), czy metylacji (pasma cha-
rakterystyczne dla drgania grup CHz).

Na Rys. 35A przedstawiono wybrang do badan metafaze. Bialg strzalka zaznaczono
chromosom wybrany do pomiaréow typu hyperspectral imaging (chromosom B, Rys. 10).
Na Rys. 35B przedstawiono z kolei barwienie DAPI metafazy na Rys. 35A, umozliwiajace
$ledzenie potozenia chromosoméw. Rys. 35C prezentuje topografic AFM wybranego do po-
miar6w AFM - IR chromosomu z nalozong siatka, pokazujaca potozenie widm, ktore zostaly
zebrane w trakcie obrazowania typu hyperspectral imaging (macierz widm). Obrazowanie wy-
konano z rozdzielczos$cig przestrzenng 200 nm (odlegtos¢ pomiedzy zbieranymi widmami, od-
powiadajaca rozmiarowi piksela). W sumie zebrano 1600 widm, co zajeto 32 godz. Czas akwi-
zycji jednego widma wynosit 1 min. 12 sek. Na Rys. 35D przedstawiono przyktadowe widmo
zebrane z chromosomu (wygtadzone, filtr medianowy 7 pkt. oraz algorytm: Savitzky - Golay,
7 pkt., wielomian II stopnia) wraz z II pochodng (algorytm wygtadzania: Savitzky - Golay,
19 pkt., wielomian Il stopnia). Zidentyfikowane pasma wraz z przypisaniami przedstawiono
w Tabeli 13.

Tabela 13 Pasma zidentyfikowane w widmach AFM — IR zebranych z chromosomu podczas

obrazowania typu hyperspectral imaging wraz z przypisaniami.

Pasmo [cm™]: Przypisanie:

DNA:

1715 cm™- v(Cs=0s) zasad DNA (G), zaangazowane w tworzenie par Hoogste-
ena (G*G-C) [108]

1712 cm™- v(C,=0;) zasad DNA (T, C), zaangazowane w tworzenie par odwrot-
nych par Hoogsteena (T*A-T) [108], v(C=0) zasad DNA (G, T), drganie zasad
1734 w stosie (ang. base- stacking), czuty na zmiang¢ konformacji [105]-[108]

1710- cm™- v(C,=0;) uprotonowana C, zaangazowane w tworzenie par Hoogste-
ena

Cg*G-Clts [108]

Histony:

1720 cm*- v(C=0) w kwasie asparaginowym [48]

DNA:

1671-1655 cm™- v(C4=04) zasad DNA (T) [108]

16601655 cm™- v(C=0), §(N-H) [48], [113]

1640 1657-1653 cm'l- v(C4=0) zasad RNA/DNA (U, silne) (T) [108]

1656- 1652 cm™- v(C,=0) zasad DNA (C) [105]

1655- 1647 cm™- v(C,=0,) zasad DNA (C) [108]

1654 cm*- v(C=C), v(C(4)=0)[117]
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1548, 1526 | DNA:

1538 cmt- wib. pierécieni zasad (G) [115]
1534- 1531 cm*- zmodyfikowana zasada G [105], marker konformacji
DNA [113]

1526 Histony:

amid II (60 % 8(N—H), 40 % v(C—N)), czuly na uwodnienie [48], [112], [113]
1560 cm™'- Vasym(CO2 ) w kwasie glutaminowym [48], [116]

1534- 1531 cm®- wib. pierscieni zasad DNA (C, T) [129], [130]

1233 Vasym(POZ-), DNA
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Rys. 35 Hyperspectral imaging z rozdzielczos$cia przestrzenna 200 nm: A- topografia AFM
wybranej metafazy. Bialg strzalkg zaznaczono chromosom wybrany do pomiarow AFM — IR.
Na Rys. 35B przedstawiono barwienie DAPI metafazy przedstawionej na Rys. 35A. Na Rys.
35C przedstawiono topografie AFM chromosomu wybranego do obrazowania typu hyperspec-
tral imaging z zaznaczonym potozeniem zebranych widm (macierz widm). Na Rys. 35D przed-
stawiono przykladowe widmo zebrane z chromosomu przedstawionego na Rys. 35C wraz

z 11 pochodna (algorytm: Savitzky - Golay, wielomian II rz¢du, 19 pkt.).

Jak juz zostalo wspomniane w poprzednim rozdziale, wykorzystanie wzmocnionego re-
zonansowo modu kontaktowego przy uzyciu lasera QCL, umozliwia identyfikacje wigkszej
ilo$ci pasm w widmach zebranych z chromosoméw ze wzgledu na wigksza czutos¢ wykorzy-
stanej metody oraz znacznie krotszy czas akwizycji danych. Daje to glebsze spojrzenie na struk-
tur¢ chromatyny w chromosomach metafazowych, zwlaszcza w polaczeniu z obrazowaniem
typu hyperspectral imaging. Na Rys. 36 przedstawiono poréwnanie mapowania AFM — IR
we wzmochionym rezonansowo kontaktowym (rozmiar piksela 16 x 16 nm z mapowaniem

typu hyperspectral imaging (rozmiar piksela 200 x 200 nm). Rys. 36A przedstawia topografie
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AFM wybranego chromosomu (Rys. 35), ktora zostata por6wnana ze zmierzonym 1) rozkta-
dem DNA w chromosomie (rozkfad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania pomig-
dzy tlenem i fosforem w szkielecie DNA (vasym (PO2), 1230 cm?, Rys. 36B-D) oraz 2) rozkla-
dem biatek histonowych w chromosomie (rozktad absorbcji pasma, wigzania amidowego (amid
I, 1660 cm?, Rys. 36E-F oraz amid 1I, 1540 cm™, Rys. 36G-H). Na Rys. 36 przedstawiono
takze pordéwnanie klasycznego obrazowania metodg AFM — IR we wzmocnionym rezonansowo
modzie kontaktowym (rozmiar piksela 16 x 16 nm) z obrazowaniem typu hyperspectral ima-
ging (rozmiar piksela 200 x 200 nm). W przypadku obrazowania typu hyperspectral imaging,
rozklad DNA (Rys. 36D) oraz rozklad biatek histonowych (amid I: Rys. 36F, amid II: Rys.
36H) uzyskano poprzez analiz¢ rozkladu przestrzennego powierzchni pod wybranymi pa-
smami: 1) DNA, zakres spektralny: 1253 cm™ — 1191 cm™? (vagym(PO2Y)), 2) biatka histonowe,
amid 1, zakres spektralny: 1685 cm™ - 1577 cm, 3) biatka histonowe, amid II, zakres spek-
tralny: 1577 cm™ — 1487 cm™. Dodatkowo na Rys. 36B i Rys. 36D przedstawiono pordéwnanie
klasycznego obrazowania AFM — IR we wzmocnionym rezonansowo modzie kontaktowym
I obrazowania typu hyperspectral imaging z rozdzielczoscig przestrzenng 200 nm (rozmiar pik-
sela) dla rozktadu DNA. Jak mozna zatem zauwazy¢ na Rys. 36, w trakcie przeprowadzonych
eksperymentow z powodzeniem wykonano obrazowanie chromosoméw typy hyperspectral
imaging w nanoskali. Wedlug najlepszej wiedzy Autora, jest to pierwszy raz na swiecie, kiedy
zademonstrowano tego typu obrazowanie pojedynczych chromosoméw cztowieka. Dotychczas
tego typu obrazowanie bylo zaprezentowane na polimerach [178]. Jak wida¢, wykorzystanie
tej metody otwiera wiele nowych mozliwosci analizy struktury chromatyny w pojedynczych
chromosomach cztowieka. Co wiecej, umozliwia takze $ledzenie zmian w strukturze chemicz-
nej chromatyny w wyniku np. uszkodzen radiacyjnych, czy tez w wyniku formowania si¢ aber-

racji chromosomowych.
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Rys. 36 Poréwnanie mapowania AFM — IR we wzmocnionym rezonansowo modzie kon-
taktowym z mapowaniem typu hyperspectral imaging: A- topografia AFM wybranego chro-
mosomu, B-D- rozktad DNA w chromosomie (rozktad absorbcji pasma, charakterystycznego
dla drgania pomiedzy tlenem i fosforem w szkielecie DNA (vasym(PO2), 1230 cm?): B, C ma-
powania AFM — IR w modzie rezonansowym, D- mapowanie typu hyperspectral imaging.
Na Rys. 36E-F przedstawiono rozklad przestrzenny biatek histonowych w chromosomie (roz-
ktad absorbcji pasma, wigzania amidowego (amid I, 1660 cm™). Na Rys. 36G-H przedstawiono
rozktad biatek histonowych w chromosomie (rozktad absorbcji pasma, wigzania amidowego
(amid 11, 1550 cm™). Rozmiar piksela na Rys. 36C,E,G: 16 x 16 nm, a na Rys. 36B,D,F,H:
200 x 200 nm.
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Obrazowanie typu hyperspectral imaging umozliwia nie tylko $ledzenie rozktadu prze-
strzennego konkretnych substancji chemicznych, ale takze bardziej szczegdtowa i kompletng
analiz¢ sktadu i struktury chemicznej. Przyktadem moze by¢ analiza klastrowa (metoda K-
srednich) widm zebranych podczas obrazowania typu hyperspectral imaging, przedstawiona na
Rys. 37. Na Rys. 37A pokazano rozktad przestrzenny zidentyfikowanych dwoch klastrow
charakterystycznych dla: 1) podloza (szary) i 2) chromosomu (bordowy). Rozktad otrzymanych
klastrow zestawiono z barwieniem DAPI zmierzonego chromosomu (Rys. 37B). Jak mozna
zauwazy¢ na Rys. 37A-B, wybranie dwoch klastréw umozliwito poprawne oddzielenie widm
zebranych z chromosomu i z podloza. Usrednione widmo dla klastra charakterystycznego
dla: 1) podioza (szary, n = 1389, Rys. 37A) i 2) chromosomu (bordowy, n = 211, Rys. 37A)
przedstawiono na Rys. 37C. Aby lepiej scharakteryzowac struktur¢ chromatyny w chromoso-
mie, za pomocg analizy klastrowej zidentyfikowano sze$¢ klastrow: dwoch charakterystycz-
nych dla podloza i czterech charakterystycznych dla chromosomu (Rys. 37D-E). Dwa klastry,
oznaczone kolorem czerwonym na Rys. 37D-E odpowiadaly dwom, roznigcym si¢ strukturg
chemiczng rodzajom chromatyny (oznaczonym jako chromatyna 1 i chromatyna 2). Ze wzgledu
na fakt, iz widma te nie byly uprzednio znormalizowane oraz w celu zbadania szczeg6towych
r6éznic pomigdzy tymi dwoma grupami widm, obliczono II pochodne widm (Rys. 37F). Pasma,
w potozeniu ktorych zaobserwowano roznice pomigdzy dwoma typami chromatyny opisano
w Tabeli 14. Glowna réznica, jaka obserwuje si¢ pomiedzy II pochodnymi widm dla chroma-
tyny 1 i chromatyny 2 (Rys. 37F, Tabela 14) wystepuje w strukturze i potozeniu pasm charak-
terystycznych dla drgania grup CH2 i CHs, zarowno w DNA, jak i histonach, jak pasma:
1469 cm? (wib. pierscieni, 8s(Ns-H), 8(Cs-CHs), 5(CHs) w alaninie, 5(CH,) w walinie), 1389 cm™
(8(CHs), zasady DNA, §(CH), §(NH), v(CO), 8(CH3) w leucynie) oraz 1333 cm? (§(CHj),
puryny, 8(O-H) w serynie). Wystepowanie wyraznego pasma charakterystycznego gltownie
dla drgania grup CHs na pozycji 1333 cm™ w chromatynie 1 (Rys. 37F, Tabela 14) sugeruje
strukturg heterochromatyny. Jak mozna zatem zauwazy¢, dzigki analizie klastrowej widm ze-
branych metoda hyperspectral imaging mozliwe jest wyrdznienie grup widm, charakteryzuja-
cych rodzaje chromatyny o rdznej strukturze chemicznej, co najprawdopodobniej oznacza roz-

roéznienie spektralne pomigdzy euchromatyng i heterochromatyna.
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Tabela 14 Pasma zidentyfikowane w widmach chromatyny 1 i chromatyny 2 wraz

Z przypisaniami

chromatyna 1 | chromatyna 2

[cm?] [cm™] Przypisanie

DNA:

1495 — 1476 cm-wib. pierscieni zasad DNA (A, érednie), (G,
stabe) [108], marker konformacji DNA [113]

1463 cm’- 55(Ns-H), 8(Cs-CHs) zasad DNA (T) [115]
1457-1453 cm™- obl.: N1=C6, C6N6 wib. zasad DNA (A w for-
1469 1473, 1467 | mje B/A DNA) [108], marker konformacji DNA [113]
Histony:

1465 cm™- §(CH,) w alaninie [48], [116]

1450 cm™- §a5ym(CH3) w walinie, wib. pierécieni benzenowych
fenyloalaniny i tyrozyny

[48], [116]

DNA:

1389-1374 cm*- obl.: 8sym(CH3) zasad DNA (T) [108],
marker konformacji DNA [113]

1384 cm*- v(Cs-CHg), 8s(Ce-H) zasad DNA (T, A) [115]
1389, 1377 1377 1373 cm™ §(CHs) [117]

1381-1369 cm*- puryny w konformacji anty [108]
1373- 1369 cm™- v(C-N) zasad DNA (C, G) [105]
1370- 1380 cm™- §(CH), §(NH), v(CO) [108]

Histony:

1375 cm*- 8sym(CH3) w leucynie [48], [116]

DNA:

1361 cm™- §(CH3)[117]

1381-1369 cm*- puryny w konformacji anty [108]

1333 } 1365-1360 cm*- cytydyna w konformacji anty [108]
1357-1352 cm*- puryny w konformacji syn [108]
Histony:

1350-1250 cm*- §(O—H) w serynie [48], [116]

DNA:

1245-1235 cm™- vaym(PO2") w szkielecie DNA, glowny
1227 1233 marker konformacji A, czuly na jej zmiang [48], [105],
[108], [113], [118], [119]

1247 cm*- wib. pierscieni DNA (C) [115]

Histony: amid 111 [126]

Podsumowujac, pomiary widm AFM — IR z wykorzystaniem lasera QCL we wzmoc-
nionym rezonansowo modzie kontaktowym w trybie szybkiego zbierania widm (ang. fast scan),
umozliwiaja wykonywanie obrazowania metoda hyperspectral imaging. Metoda ta, zwlaszcza
w nanoskali, daje unikatowe mozliwosci $ledzenia zmian w strukturze chemicznej chromatyny
w pojedynczych chromosomach. W prezentowanej rozprawie, tego typu obrazowanie chromo-

somOw metafazowych czlowieka, wedlug najlepszej wiedzy Autora, zostalo przedstawione
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po raz pierwszy na §wiecie z rozdzielczo$cig przestrzenng 200 nm. Na obecnym etapie rozwoju
metody AFM — IR, nanoobrazowanie typu hyperspectral imaging jest szeroko dyskutowane
i rozwijane. W przypadku obrazowania chromosomow metafazowych, kolejnym krokiem po-
winno by¢ zwiekszenie rozdzielczosci przestrzennej. Aby osiagna¢ ten cel, nalezy pracowac
nad metodami zwigkszenia szybko$ci zbierania widm (rozwoj metody fast scan) oraz nad sta-
bilizacja polozenia sondy AFM i probki poprzez zmniejszenie efektu dryftu temperaturowego
(ang. thermal drift).
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Rys. 37 Analiza klastrowa (metoda K-srednich) widm zebranych z chromosomu metoda

hyperspectral imaging: A- rozklad przestrzenny zidentyfikowanych dwoch klastrow, klastra
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charakterystycznego dla: 1) podloza (szary) i 2) chromosomu (bordowy) zestawiony z barwie-
niem DAPI zmierzonego chromosomu. Na Rys. 37C przedstawiono usrednione widmo dla kla-
stra charakterystycznego dla: 1) podloza (szary, n = 1389, A) i 2) chromosomu (bordowy,
n =211, A). Na Rys. 37D przedstawiono rozklad przestrzenny zidentyfikowanych szesciu kla-
strow wraz z usrednionymi widmami charakterystycznymi dla tych klastrow (E) oraz
I pochodnymi widm zebranych z dwoch rodzajow chromatyny zidentyfikowanych w badanym
chromosomie (F).

2.4. Badanie rozkladu metylacji w chromosomach czlowieka na przykladzie zen-

skich chromosomow X

W celu zweryfikowania wynikéw dotyczacych rozkladu metylacji w pojedynczych chro-
mosomach uzyskanych z wykorzystaniem spektroskopii AFM — IR, zbadano rozktad metylacji
w zenskich chromosomach X za pomocg zarowno spektroskopii AFM — IR, jak i fluorescen-
cyjnego barwienia molekularnego anty - 5mC. Z uzyciem tego barwienia mozliwe bylo wyzna-
kowanie epigenetycznie zmodyfikowanych reszt cytozyny, metylowanych na pozycji 5- tego
wegla w 6- atomowym pier$cieniu pirymidynowym (5- metylocytozyna) [164], [165]. Pierw-
szym etapem analizy byla identyfikacja zenskich chromosomoéw X na podstawie kariotypowa-
nia, co przedstawiono na Rys. 38. Dla potrzeb pomiaréw za pomoca spektroskopii AFM- IR,
kariogram opracowano na podstawie topografii AFM wybranej do pomiarow metafazy (Rys.
38A). Z kolei na potrzeby analizy z wykorzystaniem barwienia fluorescencyjnego anty — 5mcC,
opracowano kariogram na podstawie zdjecia fluorescencyjnego wybranej metafazy (Rys.
38B). Kariogramy opracowano uwzgledniajgc wielkosci poszczegdlnych chromosomow, poto-
zenia centromerdw, a takze stosunku pomiedzy dtugoscig ramion p i q (obliczenia przedsta-
wiono w Dodatku) [18], [20], [21]. Kariogram opracowany na podstawie topografii AFM
przedstawiono na Rys. 38C. Z kolei kariogram opracowany na podstawie barwienia fluore-
scencyjnego anty - 5mC z dodatkowym kontrastowym barwieniem jodkiem propidyny przed-
stawiono na Rys. 38D. Opracowanie kariograméw, umozliwito zidentyfikowanie dwoch zen-
skich chromosomoéw X i1 oznaczenie w nich rozkladu metylacji z uzyciem zarowno spektrosko-
pii AFM — IR, jak i molekularnego barwienia fluorescencyjnego, co przedstawiono na Rys. 39.
Na Rys. 39A, G przedstawiono topografi¢ AFM pojedynczych chromosomow X. Z kolei na
Rys. 39B — D oraz H — J przedstawiono mapowanie z wykorzystaniem spektroskopii AFM —
IR: rozklad DNA w pojedynczych chromosomach (rozktad absorpcji pasma 1240 cm™
(vaym(PO2)), B, H), rozktad biatek (rozktad absorpcji pasma 1660 cm? (amid I), C, I), rozklad
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grup CHs (rozktad absorpcji pasma 2960 cm™ (vasym(CHs)), D, J). Z kolei na Rys. 39E, K
zestawiono mapy stosunku CH3/PO>" przedstawiajace rozklad metylacji w pojedynczych chro-
mosomach uniezalezniony od grubosci. Dla porownania na Rys. 39F, L przedstawiono rozktad
metylacji w pojedynczych chromosomach otrzymany z uzyciem molekularnego barwienia flu-
orescencyjnego anty - 5mC (kolor zielony) z barwieniem kontrastowym jodkiem propidyny
(kolor czerwony). Jak mozna zauwazy¢ na Rys. 39, rozklad metylacji uniezalezniony od gru-
bosci (Rys. 39E, K) otrzymany z uzyciem spektroskopii AFM — IR odpowiada rozktadowy
metylacji przedstawionemu na Rys. 39F, L, otrzymanemu z uzyciem molekularnego barwienia
fluorescencyjnego anty — 5mC. Obserwacja ta potwierdza zalozenie moéwiace o tym, ze za po-
mocg nanospektroskopii AFM — IR mozliwe jest §ledzenie rozkladu metylacji w pojedynczych
chromosomach [172]. Ponadto, na podstawie otrzymanych wynikéw mozna zauwazy¢, ze wia-
sciwy rozktad metylacji, otrzymuje si¢ dla rozktadu grup CHz uniezaleznionego od grubosci
za pomocg mapy stosunku CHs/PO>". Dzigki spektroskopii AFM — IR mozliwe jest zatem §le-
dzenie zar6wno mniej metylowanej euchromatyny, jak i bardziej metylowanej w pojedynczych
chromosomach bez dodatkowego barwienia, czy innej modyfikacji chemicznej lub fizycznej
chromatyny.

Na Rys. 39 mozna zauwazy¢, ze rozklad metylacji w homologicznych zenskich chromo-
somach X nie jest jednakowy. Potwierdzaja to zar6wno badania z uzyciem spektroskopii AFM
— IR (Rys. 39E, K), jak i badania z uzyciem barwienia fluorescencyjnego (Rys. 39F, L) [172].
Jeden z chromosomoéw X jest wysoce metylowany, a rozktad metylacji jest raczej rOwnomierny
(Rys. 39E, F). Z kolei homologiczny do niego chromosom X, charakteryzuje si¢ nizszym po-
ziomem metylacji, a rozklad metylacji wykazuje strukture paskow (Rys. 39K, L) [172]. Ob-
serwacja ta jest zgodna z oczekiwaniami, gdyz w zenskich komorkach jeden z chromosomow
X jest okreslany jako nieaktywny i pozno replikujacy w fazie S [164], [179]. Co wigcej, chro-
mosom ten charakteryzuje si¢ globalng hipermetylacjg [164], [179]. Warto jednak wspomnie¢,
ze rOznica ta nie zawsze jest wyraznie widoczna i zalezy od rodzaju komorek [164]. Podsumo-
wujac, mozna stwierdzi¢, ze w niniejszej czesci rozprawy zostalo wykazane, ze nanospektro-
skopia AFM — IR umozliwia $ledzenie rozkladu metylacji w pojedynczych chromosomach
cztowieka bez dodatkowego barwienia lub innego typu modyfikacji struktury chromatyny.
W zwigzku z powyzszym, metoda ta zostata wykorzystana do badania pojedynczych chromo-
somOw z widocznymi aberracjami chromosomowymi powstalymi w wyniku oddziatywania

z wiazka protondw, przedstawionymi w dalszej czesci rozprawy.
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Rys. 38 Identyfikacja Zenskich chromosomow X na podstawie kariotypowania: A- topo-
grafia AFM przedstawiajaca kompletng metafaze, B- zdjecie spod mikroskopu fluorescencyj-
nego, przedstawiajace rozktad grup SmC wyznakowany z uzyciem fluorescencyjnego testu mo-
lekularnego anty — 5mC, C- kariogram wykonany na podstawie topografii AFM (A) oraz
D- kariogram wykonany na podstawie zdje¢cia fluorescencyjnego (B) z dodatkowym barwie-

niem kontrastowym z uzyciem jodku propidyny. Na podstawie [172].
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Rys. 39 Sledzenie rozkladu metylacji w pojedynczych zefiskich chromosomach X za po-
moc3a spektroskopii AFM — IR i molekularnego barwienia fluorescencyjnego anty — 5mcC:
A, G- topografia AFM pojedynczych chromosoméw X, B, H- rozktad DNA w pojedynczych
chromosomach (rozktad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania pomi¢dzy tlenem
i fosforem w szkielecie DNA (Vasym (PO2), 1240 cm™), C, I- rozklad biatek histonowych (roz-
ktad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania wigzania amidowego (amid I,
1660 cm™), D, J- rozktad grup metylowych (rozklad absorbcji pasma, charakterystycznego dla
drgania grup CHs (vasym (CHs), 2960 cm), E, K- mapa stosunku CH3/PO;’, F, I- molekularne
barwienie fluorescencyjne anty - 5mC (kolor zielony) z barwieniem kontrastowym jodkiem

propidyny (kolor czerwony). Na podstawie [172].

2.5. Spektroskopia AFM-IR w badaniach zmian struktury chromatyny induko-

wanych za pomoca promieniowania jonizujacego

2.5.1.  Sledzenie uszkodzen radiacyjnych w chromosomie typu chromo-

som dicentryczny
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Pierwszym krokiem, umozliwiajagcym $ledzenie uszkodzen radiacyjnych w chromosomie
typu chromosom dicentryczny byto zidentyfikowanie dicentryka wraz z fragmentem acentrycz-
nym (Rys. 40). W tym celu, wykonano pomiar topografii AFM wybranej metafazy (Rys. 40A),
ktory po wykonaniu pomiarow AFM — IR poréwnano ze zdjeciem spod mikroskopu fluore-
scencyjnego przedstawiajacym barwienie DAPI chromosomow (Rys. 40B). Na podstawie
otrzymanej topografii AFM (Rys. 40A), wykonano kariotypowanie i otrzymano kariogram
na podstawie rozmiaru poszczeg6lnych chromosoméw, polozenia centromeru oraz stosunku
dhugosci ramion p i1 q [18], [20], [21] (Rys. 40C, obliczenia w Dodatku). Zidentyfikowany
chromosom dicentryczny wraz z fragmentem acentrycznym zaznaczono na Rys. 40 biala
strzatkg. W prezentowanym przyktadzie analizy chromosomu dicentrycznego, krew zostata na-

promieniana wigzka protonowg w dawce 4 Gy.
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Rys. 40 Identyfikacja aberracji chromosomowej typu chromosom dicentryczny

na podstawie kariotypowania: A- topografia AFM przedstawiajaca kompletng metafaze,
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B- zdjecie spod mikroskopu fluorescencyjnego przedstawiajace barwienie DAPI chromoso-
moéw, C- kariogram wykonany na podstawie topografii AFM (A). Na Rys. 40 aberracja chro-
mosomowa typu chromosom dicentryczny oraz zidentyfikowany fragment acentryczny, zostalty

oznaczone bialg strzatka.

Po zidentyfikowaniu chromosomu do pomiarow AFM — IR, pierwszym krokiem byta
optymalizacja sygnatu. Aby sprawdzi¢, czy byta ona wlasciwa, poréwnywano intensywnos$¢
sygnalu AFM - IR otrzymang na pojedynczym chromosomie metafazowym (n= 157, Rys. 41)
z intensywnoscig sygnatu otrzymang wokot chromosomu na podktadce wraz z pozostatosciami
komoérkowymi (n = 12, Rys. 41). Jak mozna zauwazy¢ na Rys. 41, sygnal na chromosomie
byl znacznie bardziej intensywny niz na podktadce. Miat on rowniez inng charakterystyke spek-

tralng niz sygnal na podiozu.
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Na Rys. 42 przedstawiono poréwnanie topografii AFM chromosomu dicentrycznego
wraz z mapowaniem AFM — IR oraz barwieniem mFISH. Na Rys. 42A przedstawiono topo-
grafie AFM dicentryka z zaznaczonym profilem wysokos$ci (czarna linia, wysoko$¢ rzedu
90 - 100 nm) i prawdopodobnym miejscem powstania uszkodzenia w wyniku oddzialywania
Z Wiazka protondow (czerwona linia i czerwona strzatka). Poczatkowo, prawdopodobne miejsce
powstania uszkodzenia zostato zidentyfikowane jedynie na podstawie réznicy w wysokosci
wzdtuz chromosomu dicentrycznego (Rys. 42A). Generalnie, prawidlowe chromosomy maja
jednakowa wysokos¢ na calej swojej dlugosci. Wzdhiz catego chromosomu, wysoko$¢ ta rézni
si¢ nieznacznie ze wzgledu na réznice w kondensacji chromatyny, prawdopodobnie zwiazang
z rozktadem euchromatyny i heterochromatyny (zmiany rzedu 10 nm) [124], [180]. Na Rys.

42B przedstawiono wygiecie dzwigni AFM (ang. deflection), pokazujace drobne zmiany
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w morfologii chromosomu. Z kolei na Rys. 42C przedstawiono rozktad cze¢stosci sondy AFM
w trakcie mapowania AFM — IR (dla rozkladu absorbcji pasma, charakterystycznego
dla drgania pomiedzy tlenem i fosforem w szkielecie DNA (Vasym(PO2), 1240 cm™). Rozklad
czestosci wzdhuz chromosomu na Rys. 42C jest jednorodny, co $wiadczy, o tym, iz obserwo-
wane zmiany w strukturze podczas mapowania AFM — IR sg zwigzane jedynie ze zmianami
w kompozycji chemicznej, a nie ze zmianami we wlasno$ciach mechanicznych, jak np. zmiana
sztywnosci. Nastepnie, przedstawiono mapowanie AFM — IR pojedynczego chromosomu (Rys.
42D-F): 1) rozklad grup metylowych (rozklad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drga-
nia grup CHs (vasym (CHs), 2960 cm™), 2) rozklad grup metylenowych (rozktad absorbcji pasma,
charakterystycznego dla drgania grup CHa (vsym (CH2), 2850 cm™) oraz 3) rozktad DNA (roz-
ktad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania pomiedzy tlenem i fosforem w szkiele-
cie DNA (vasym (PO2), 1240 cm™). Aby uzyskaé informacje o réznicy w rozkladzie euchroma-
tyny i heterochromatyny w chromosomie dicentrycznym, wyznaczono map¢ stosunku
CHa3/CH: (Rys. 42G) oraz mapg stosunku CH3/PO2" (Rys. 42H) [172]. Otrzymane mapy AFM
— IR poréownano z barwieniem DAPI i mFISH zmierzonego dicentryka (Rys. 42l). Dzigki bar-
wieniu mFISH mozliwe bylo potwierdzenie miejsca powstania uszkodzenia w chromosomie
dicentrycznym, ktore na wstepie zostato zidentyfikowane w oparciu o topogratie AFM (Rys.
42A). Ponadto, dzigki wykorzystaniu metody mFISH zidentyfikowano chromosomy pomiedzy
ktorymi wystapito potgczenie. Analiza wynikdéw otrzymanych z uzyciem metody mFISH wska-
zuje, ze dicentryk najprawdopodobniej powstat z pofaczenia chromosomoéw nr 10 1 21.

Na wyznaczonych mapach stosunku CHs/CH: (Rys. 42G) oraz CHs/PO2 (Rys. 42H)
mozna zaobserwowac rozktad euchromatyny (kolor zielony) oraz heterochromatyny (kolor fio-
letowy). Dla pordwnania, zastosowano dwa sposoby normalizacji map rozktadu przestrzennego
grup CHz (Rys. 42D) w celu uniezaleznienia sygnatu AFM — IR od grubo$ci chromosomu
[172], [181]. Z biologicznego punktu widzenia, wyznaczenie mapy stosunku CHs/PO; (Rys.
42H) jest bardziej zasadne, gdyz mozna uznaé, ze ilos¢ DNA odpowiada ilosci chromatyny
w chromosomie. Z kolei wyznaczenie mapy stosunku CH3s/CH: (Rys. 42G) jest bardziej za-
sadne z punktu widzenia spektroskopii, gdyz wowczas sygnat AFM — IR jest mierzony w ob-
rebie tego samego segmentu lasera (ang. stage) i na obu mapach, zaréwno rozktadu grup CHz
(Rys. 42D), jak i CH2 (Rys. 42E) poréwnywalny jest stosunek sygnatu do szumu oraz zasto-
sowana moc lasera. Jak wida¢ na Rys. 42G-H, rozklad euchromatyny i heterochromatyny
otrzymany obiema metodami jest porownywalny. Obserwowane sg jednak pewne rdznice, gdyz
nie mozna w bezposredni sposéb powigzaé rozktadu grup CH: z ilo$cig materialu genetycz-

nego, znajdujacego si¢ pod stozkiem sondy AFM w trakcie pomiaru. Analiza map stosunku

IFJ PAN 179 Krakow, 2019 r.



,Badanie wplywu promieniowania jonizujacego...” Anna M. Borkowska

CHa3/CHoa, czy tez CH3/PO, stanowi jednak dopiero pierwszy krok w celu otrzymania rozktadu
euchromatyny i heterochromatyny w pojedynczych chromosomach. Tego typu analiza, za kaz-
dym razem musi zosta¢ zweryfikowana i potwierdzona przez analiz¢ statystyczng widm AFM
— IR zebranych z obszaréw okreslonych wstepnie jako eu- i heterochromatyna [172].
W niniejszej rozprawie, w celu weryfikacji, zastosowano analiz¢ sktadowych gtownych widm.
Celem analizy PCA byto uzyskanie podziatu widm, w zatozeniu na dwie grupy, charakteryzu-
jace si¢ r6zng intensywnoscig pasm, swoistych dla drgania grup CHs (w zakresie spektralnym
3000 — 2800 cm™). Idea przy$wiecajaca analizie byta taka, aby powigzaé potozenie widm, cha-
rakteryzujgcych euchromatyng (nizsza intensywno$é pasm swoistych dla drgania grup CHz)
oraz heterochromatyne (wyzsza intensywnos$¢ pasm swoistych dla drgania grup CH3) na chro-
mosomie z rozktadem tych dwoch rodzajow chromatyny, otrzymany poprzez obliczone mapy
stosunku CH3/CH> oraz CHs/PO>". Rozktad euchromatyny i heterochromatyny przedstawiony
na Rys. 42G-H zostat zweryfikowany przez analize PCA, przedstawiong na Rys. 43, ktora
szczegodtowo zostanie opisana ponizej. Jak mozna zauwazy¢ na Rys. 42G-H, najbardziej praw-
dopodobne jest, ze miejsce uszkodzenia materiatu genetycznego w wyniku oddziatywania
z wigzka protonow powstalo w euchromatynie (glownie kolor zielony na Rys. 42G-H, zazna-

czone czerwong linig).

[kHz]
30
20

10

Gl
131

99

Orange - Orange +

Red - Red +

Rys. 42 ldentyfikacja eu- i hetero-chromatyny w chromosomie typu dicentryk: A- topo-
grafia AFM z zaznaczonym profilem wysokosci (czarna linia) i prawdopodobnym miejscem

powstania uszkodzenia w wyniku oddziatywania z wigzka protondow (czerwona linia),
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B- sygnal wygigcia sondy AFM (ang. deflection), pokazujacy drobne zmiany w morfologii di-
centryka, C- rozklad czestosci sondy AFM w trakcie mapowania AFM — IR (dla rozktadu ab-
sorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania pomigdzy tlenem i fosforem w szkielecie DNA
(vasym(PO2), 1240 cm™), D- rozktad grup metylowych (rozktad absorbcji pasma, charaktery-
stycznego dla drgania grup CHs (vasym(CHs), 2960 cm™), E- rozktad grup metylenowych (roz-
ktad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania grup CHz (veym(CH2), 2850 cm™),
F- rozklad DNA (rozklad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania pomiedzy tlenem
i fosforem w szkielecie DNA (vasym(PO2), 1240 cm™), G- mapa stosunku CH3/CH,, H- mapa
stosunku CH3/PO2", I- barwienie DAPI i mFISH zmierzonego dicentryka. Na Rys. 421, znakiem
T~ zostal oznaczony fluorochrom, ktorym zostat wybarwiony badany chromosom, a znakiem

=5, fluorochrom, ktérym nie zostat wybarwiony badany chromosom.

Na Rys. 43 przedstawiono analize sktadowych gldéwnych widm zebranych z chromo-
somu dicentrycznego w zakresie spektralnym 3000 - 2800 cm™. Na Rys. 43A przedstawiono
wykres rozrzutu 3D uzyskany na podstawie analizy widm. Z kolei na Rys. 43B przedstawiono
otrzymane fadunki czynnikowe dla pierwszych trzech sktadowych gtéwnych (PC1 — PC3), opi-
sujace kolejno 55 %, 14 %, 10 % zmiennosci w danych. Na Rys. 43A mozna zauwazyc,
ze widma zostaty pogrupowane gltéwnie wzgledem pierwszej sktadowej glownej PC1. Na Rys.
43C-D przedstawiono usrednione widma zidentyfikowane jako widma zebrane
z: euchromatyny (kolor niebieski) i1 heterochromatyny (kolor czerwony), poréwnane
z 1l pochodnymi widm (Rys. 43E-F, algorytm wygtadzania: Savitzky - Golay, wielomian
IT rzedu, 13 pkt.). Jak mozna zaobsewowac na Rys. 43B, skladowa gléwna PC1 wzgledem
ktorej zostaty podzielone widma, jest pozytywnie skorelowana z pasmami charakterystycznymi
dla drgania grup CHs (2967 cm™, 2940 cm™ (vasym(CH3)), 2924 cm™, 2880 cm™ (vsym(CH3)))
oraz dla drgania grup CHz (2924 cm™ (vasym(CH2)). Intensywnos$¢ tych pasm rdznicuje roéwniez
usrednione widma przedstawione na Rys. 43C. Widma o wyzszej intensywnosci pasm, cha-
rakterystycznych dla drgania grup CHz oraz CH», zostaly przypisane jako widma zebrane
z heterochromatyny (n = 53, kolor czerwony, Rys. 43). Z kolei widma o mniejszej intensyw-
nos$ci tych pasm zostaly przypisane jako widma zebrane z euchromatyny (n = 48, kolor niebie-
ski, Rys. 43). Na Rys. 43A widma zebrane z heterochromatyny zostaty zatem zgrupowane
glownie po dodatniej stronie PC1, a widma zebrane z euchromatyny zostaty zgrupowane gtow-
nie po ujemnej stronie PC1. Analogiczne trendy zostaly zaobserwowane w analizie widm ra-
manowskich zebranych z chromosomu, przedstawionej w rozdziale pt. ,,Zidentyfikowanie mar-

kerow spektroskopowych eu- i heterochromatyny z wykorzystaniem spektroskopii Ramana”
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niniejszej rozprawy. Na Rys. 43E,F przedstawiono usrednione widma, zaklasyfikowane jako
widma zebrane z euchromatyny i heterochromatyny w zakresie spektralnym 1800 — 900 cm™.
W tym zakresie spektralnym, réznice pomiedzy widmami sg subtelne. Glowna réznica jaka
mozna zaobserwowac¢ jest widoczna w intensywnosci pasm, charakterystycznych giownie
dla drgania zasad DNA, §(CH), §(NH), v(CN) na pozycji spektralnej 1437 cm?, dla drgania
vasym(PO2") w szkielecie DNA i drgania wigzania amidowego w histonach (amid I11) na pozycji
spektralnej 1282 cm™ oraz 1215 cm™, oraz dla drgania vs,m(PO2") w szkielecie DNA na pozycji
spektralnej 1064 cm™ (Tabela 11), a takze w intensywno$ci pasma, charakterystycznego glow-
nie dla drgania v(C-C), v(C-O) w szkielecie DNA na pozycji spektralnej 967 cm™ (Tabela 11).
Glowne roznice chemiczne pomigdzy zidentyfikowanymi rodzajami chromatyny wystepuja
w stopniu upakowania DNA. Jest to wyraznie widoczne w zmianie wzajemnego stosunku pasm
na pozycjach spektralnych 1282 cm™ oraz 1215 cm™, charakterystycznych m.in. dla drgania
pomigdzy tlenem a fosforem w szkielecie DNA (Rys. 43E). W us$rednionych widmach euchro-
matyny 1 heterochromatyny nie zaobserwowano znaczacych przesuni¢¢ potozenia pasm (RYys.
43E-F). Wykorzystujac otrzymang klasyfikacje, dopasowano rowniez kontrast na mapach sto-
sunku CHs/CH> (Rys. 42G) oraz CH3/PO2 (Rys. 42H) w taki sposob, aby uzyskac¢ jak najlep-

szg zgodno$¢. Weryfikacja przedstawionego modelu zostata przedstawiona na Rys. 44.
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zidentyfikowane jako widma zebrane z: euchromatyny (n = 48, kolor niebieski)
I heterochromatyny (n = 53, kolor czerwony), E-F- 1l pochodne widm (algorytm gladzenia:
Savitzky - Golay, wielomian II rzedu, 13 pkt.), zidentyfikowanych jako widma zebrane
z: euchromatyny (kolor niebieski) i heterochromatyny (kolor czerwony), G- rozklad prze-
strzenny widm zidentyfikowanych jako widma zebrane z euchromatyny (niebieski) i hetero-
chromatyny (czerwony) =za pomocg analizy PCA w zakresie spektralnym
3100 cm™ — 2800 cm zaznaczony na mapie stosunku CHs/CHs.

Na Rys. 43G przedstawiono weryfikacje opracowanego modelu umozliwiajacego iden-
tyfikacje eu- i hetero-chromatyny w dicentryku w oparciu o metod¢ PCA poprzez naniesienie
potozenia widm zidentyfikowanych jako zebrane z euchromatyny (kolor niebieski) 1 zebrane
z heterochromatyny (kolor czerwony) na mape stosunku CH3/CH>. Ja mozna zauwazy¢ na Rys.
43G, otrzymany rozklad euchromatyny i heterochromatyny na mapie stosunku CHs/CH>
W 53 % zgadza si¢ z rozkladem zaklasyfikowanych widm. Otrzymana zgodno$¢ jest na pozio-
mie zmiennosci w widmach, wytlumaczonej przez sktadowa gtdéwng PC1 (55 %) w modelu
przedstawionym na Rys. 43. W analizie widm do klasyfikacji wykorzystuje si¢ wigcej infor-
macji niz w przypadku mapy stosunku CH3/CH, czy CH3/PO2", gdyz pod uwage bierze
si¢ informacje zawartg w okreslonym zakresie spektralnym, a nie tylko wybrane dwie liczby
falowe. Dlatego tez, do identyfikacji obszarow zawierajagcych euchromatyng i heterochroma-
tyn¢ najbardziej pozadane sg pomiary typu hyperspectral imaging skorelowane z wielowymia-
rowg analizg danych. W przypadku pomiaréw z wykorzystaniem lasera OPO, ktérego wyko-
rzystanie umozliwito $ledzenie rozktadu metylacji (dostep do zakresu spektralnego
3000 — 2800 cm™), tego typu obrazowanie nie zostato zastosowane ze wzgledu na bardzo diugi
czas pomiaru. Warto tez wspomnie¢, ze na klasyfikacje widm otrzymang za pomocg analizy
PCA ma réwniez wplyw wykorzystana normalizacja wektorowa widm do zakresu
1800 - 900 cm™? ze wzgledu na uniezaleznienie intensywnosci sygnatu AFM — IR od grubosci
i umozliwienie bezposredniej analizy poziomu metylacji. Zakres daktyloskopowy zostat wyko-
rzystany do normalizacji widm, gdyz w tym zakresie spektralnym zawarta jest informacja
o ilosci zarowno DNA, jak i histonéw w pojedynczych chromosomach cztowieka. Wybrany
sposob normalizacji mial na celu umozliwienie pordwnania poziomu metylacji w wybranych
miejscach na chromosomie, niezaleznie od grubo$ci materiatu genetycznego, znajdujacego
si¢ pod stozkiem sondy AFM w trakcie pomiaru. Nalezy rowniez pamigtaé, ze widmo mocy
lasera OPO nie jest state w calym zakresie spektralnym i na intensywnos¢ poszczegdlnych pasm

w widmie AFM — IR ma wplyw moc lasera, a takze $rednica jego plamki, ktoéra zmienia
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si¢ w zaleznos$ci od liczby falowej, dla ktorej wykonywany jest pomiar intensywnos$ci sygnatu
AFM — IR. Z tego tez wzgledu widma zostaty rdwniez znormalizowane przez widmo mocy
lasera.

Na Rys. 44A zaznaczono lini¢ wzdtuz ktorej wyekstrahowano profil sygnatu CHs/CH>
na granicy eu- i hetero-chromatyny, przedstawiony na Rys. 44B. W celu wykrycia krawedzi
I wyznaczenia rozdzielczosci, z jakg mozliwe byto zidentyfikowanie rozkladu przestrzennego
euchromatyny i heterochromatyny wybrano fragment profilu na granicy tych dwoch rodzajow
chromatyny (Rys. 44C) i wyznaczono I pochodng sygnatu (Rys. 44D). Wybrano metode wy-
znaczania | pochodnej, gdyz zmierzona intensywno$¢ sygnatlu AFM — IR stanowi konwolucj¢
rozktadu Gaussa, zwigzanego z ksztaltem stozka sondy AFM oraz funkcji skokowej, zwigzanej
z wystepowaniem granicy oddzielajacej bardziej metylowang heterochromatyng i mniej mety-
lowang euchromatyne [54], [79]. Wykrycie krawedzi z wykorzystaniem I pochodnej jest moz-
liwe dzigki wlasnos$ciom pierwszej pochodnej splotu, ktora w efekcie daje funkcje Gaussa, kto-
rej szerokos¢ potdwkowa odpowiada granicy rozdzielczosci wykonanego obrazowania [182].
Z tego tez wzgledu do wyznaczonej I pochodnej sygnatu AFM - IR zostata dopasowana krzywa
Gaussa i wyznaczono warto$¢ szeroko$¢ potowkowej FWHM = 51,70 + 1,60 nm, odpowiada-
jaca rozdzielczosci przestrzennej pomiaru AFM — IR, umozliwiajgcemu identyfikacje eu- i he-
tero-chromatyny. Przy wyznaczaniu rozdzielczo$ci przestrzennej mapy spektroskopowej na-
lezy jednak wzig¢ pod uwage takze kryterium Shannona — Nyquista. Zastosowanie tego kryte-
rium oznacza, ze, aby wiarygodnie odtworzy¢ obraz badanego obiektu, interwat probkowania
musi by¢ co najmniej dwa razy wigkszy niz najwiekszy interwatl przestrzenny. W praktyce
oznacza to, ze rozmiar piksela na mapie musi by¢ dwa razy mniejszy niz najmniejszy rozroz-
nialny element, a takze, ze najlepsza mozliwa do otrzymania rozdzielczos¢ przestrzenna
jest rowna dwukrotno$ci rozmiaru pojedynczego piksela [183]-[185]. W przypadku mapowa-
nia chromosomu dicentrycznego, wyznaczony w ten sposob limit rozdzielczo$ci wyniost
27,50 nm, przy dlugosci pojedynczego piksela rownej 13,75 nm. Mozna zatem stwierdzié,
iz uzyskana rozdzielczo$¢ przestrzenna, wyznaczona jako suma niepewnosci statystycznej
i niepewnos$ci zwigzanej z pikselizacja obrazu jest rzedu 51,70 = 29,10 nm. Wyznaczona roz-
dzielczos$¢ przestrzenna odpowiada rozmiarowi stozka sondy AFM, co stanowi granice mozli-
wej do uzyskania rozdzielczo$ci przestrzennej wykonanego obrazowania AFM — IR [79], [139],

[186].
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Rys. 44 Weryfikacja opracowanego modelu, umozliwiajacego identyfikacje eu- i hetero-
chromatyny w dicentryku: A- mapa stosunku CH3z/CH> z zaznaczong linig wzdtuz ktorej wy-
ekstrahowano profil sygnatu CHs/CH. na granicy eu- i hetero-chromatyny, ktory przedstawiono
na Rys. 44B. W celu wyznaczenia rozdzielczosci, z jakg mozliwe bylo zidentyfikowanie roz-
ktadu przestrzennego euchromatyny i heterochromatyny wybrano fragment profilu na granicy
tych dwoch rodzajow chromatyny (C) 1 wyznaczono I pochodng sygnatu (D). Do wyznaczonej
| pochodnej sygnatu zostata dopasowana krzywa Gaussa i zostata wyznaczona warto$¢ szero-

kos$¢ potowkowa FWHM = 51,7 + 1,6 nm.

Gdy w wyniku oddzialywania z wigzkg protondéw powstaje chromosom dicentryczny,
rownoczesnie z polaczenia fragmentow acentrycznych oderwanych od uszkodzonych
chromosomow, powstaje fragment acentryczny. Identyfikacja takiego fragmentu jest konieczna
w celu potwierdzenia, iz faktycznie w jadrze badanej komorki, powstat dicentryk. Réwniez
w prezentowanych badaniach spektroskopowych, wykorzystano identyfikacje powstatego
fragmentu acentrycznego do potwierdzenia i1 zweryfikowania hipotezy, iz uszkodzenie
powstalo w euchromatynie, co zostalo zaobserowane w przypadku chromosomu
dicentrycznego (Rys. 42). Na Rys. 45 przedstawiono topografic AFM fragmentu acentrycz-
nego z zaznaczonym profilem wysokosci (czarna linia) 1 prawdopodobnym miejscem powsta-

nia uszkodzenia w wyniku oddzialywania z wiagzka protondéw (czerwona linia, czerwona
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strzatka). Podobnie jak dla chromosomu dicentrycznego, poczatkowo prawdopodobne miejsce
powstania uszkodzenia zostato zidentyfikowane jedynie na podstawie réznicy w wysokosci
wzdhiz fragmentu acentrycznego (Rys. 45A). Na Rys. 45 przedstawiono z kolei wygiecie
dzwigni AFM (ang. deflection), pokazujace drobne zmiany w morfologii fragmentu a na Rys.
45 widoczny jest rozklad czestosci sondy AFM w trakcie mapowania AFM — IR (dla rozktadu
absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania pomigedzy tlenem i fosforem w szkielecie
DNA (Vasym(PO2), 1240 cm™). Podobnie jak w przypadku chromosomu dicentrycznego, roz-
ktad czestosci jest jednorodny. Nastepnie, przedstawiono mapowanie AFM — IR fragmentu
acentrycznego (Rys. 45D-F), analogicznie jak dla dicentryka. Aby uzyska¢ informacje o r6z-
nicy w rozktadzie euchromatyny i1 heterochromatyny we fragmencie acentryCznym, wyzna-
czono mape stosunku CH3/CHz (Rys. 45G) oraz mape stosunku CH3/PO2™ (Rys. 45H). Otrzy-
mane mapy AFM — IR poréwnano z barwieniem DAPI 1 mFISH zmierzonego fragmentu (RYs.
451). Dzigki metodzie mFISH mozliwe bylo potwierdzenie miejsca powstania uszkodzenia
we fragmencie acentrycznym i identyfikacja chromosomow pomigdzy ktérymi wystapito pota-
czenie (chromosomy 10 i 21). Na Rys. 45A oraz Rys. 45G-H bialg strzatkg zaznaczono frag-
menty chromatyny znajdujace si¢ za przewezeniem wtornym, tzw. satelity. Satelity byty wi-
doczne zardéwno na topografii AFM fragmentu acentrycznego (Rys. 45A), jak i na mapach
w zakresie podczerwieni oraz mapach stosunku CH3/CH: (Rys. 45G-H). Na Rys. 45H przed-
stawiono weryfikacje identyfikacji rozkfadu euchromatyny i heterochromatyny na mapach sto-
sunku CH3/CH2 (Rys. 45G-H) poprzez lokalizacj¢ widm zaklasyfikowanych jako widma ze-
brane z euchromatyny (kolor niebieski) i heterochromatyny (kolor czerwony z uzyciem analizy
PCA (Rys. 46). Zgodno$¢ klasyfikacji widm z rozkladem eu- i hetero-chromatyny na mapie
stosunku CHs/CH2 wynosi 52 % i analogicznie jak dla dicentryka, odpowiada zmiennos$ci
widm, wytlumaczonej przez sktadowa glowna PC1 (60 %) w modelu otrzymanym za pomoca
analizy PCA na Rys. 46. Na podstawie analizy statystycznej PCA i otrzymanej klasyfikacji, na
Rys. 45H obserwuje si¢, iz w obrebie fragmentdéw satelitarnych, wystepuje raczej heterochro-
matyna, pomimo, iz na mapie stosunku CH3/CH> (Rys. 45G) i CH3/PO2" dominuje w tym ob-
szarze kolor zielony (charakterystyczny dla euchromatyny). R6znica ta wynika prawdopodob-
nie z faktu, iz w obregbie fragmentow satelitarnych, sygnat AFM — IR jest staby ze wzgledu
na grubos¢ satelit, ktora jest rzedu 40 nm. Na przykladzie satelit, mozna zauwazy¢, ze analiza
widm jest najbardziej wiarygodnym Zrodtem informacji o rodzaju chromatyny, gdyz dane lite-
raturowe potwierdzaja, iz w obrgbie satelit wystepuje heterochromatyna [18]. Dodatkowo,
mozna réwniez zauwazyc¢, ze rozklad eu- i hetero-chromatyny na mapie stosunku CH3z/CH:

(Rys. 45G) jest analogiczny do rozkladu otrzymanego na mapie stosunku CH3z/PO2™ (Rys.
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45H). Na Rys. 45G-H wida¢ rowniez, ze uszkodzenie chromatyny w wyniku oddziatywania

z wigzka protonéw powstato najprawdopodobniej w euchromatynie (kolor zielony).

mv1 G =

Orange +

Red +

Rys. 45 Identyfikacja eu- i hetero-chromatyny we fragmencie acentrycznym powstalym
wraz z chromosomem typu dicentryk: A- topografia AFM z zaznaczonym profilem wysoko-
sci, B- sygnat wygiecia dzwigni AFM, pokazujacy drobne zmiany w morfologii fragmentu ace-
ntrycznego, C- rozklad czesto$ci sondy AFM w trakcie mapowania AFM — IR (dla rozkladu
absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania pomiedzy tlenem i fosforem w szkielecie
DNA (Vasym(PO2), 1240 cm™?), D- rozktad grup metylowych we fragmencie acentrycznym
(rozktadu absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania grup CHs (vaym (CHa),
2960 cm™), E- rozktad grup metylenowych we fragmencie acentrycznym (rozktad absorbcji
pasma, charakterystycznego dla drgania grup CHz (vsym (CH2), 2850 cm™), F- rozklad DNA
we fragmencie acentrycznym (rozktad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania po-
miedzy tlenem i fosforem w szkielecie DNA (vasym (PO2), 1240 cm™), G- mapa stosunku
CH3/CHa, H- mapa stosunku CH3/CH> z zaznaczonymi widmami zebranymi z euchromatyny
(niebieski) i heterochromatyny (czerwony), I- barwienie DAPI i mFISH zmierzonego frag-
mentu acentrycznego. Na Rys. 451, znakiem ,,+” zostal oznaczony fluorochrom, ktérym zostat
wybarwiony badany chromosom, a znakiem ,,-,, fluorochrom, ktéorym nie zostat wybarwiony

badany chromosom. Na Rys. 45A,G-H bialg strzatkg oznaczono tzw. trabant (satelitg).
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Aby potwierdzi¢ w jakim rodzaju chromatyny powstato uszkodzenie w wyniku oddzia-
tywania z wigzka protonow, wykonano analiz¢ PCA widm zebranych z fragmentu acentrycz-
nego (Rys. 46). Na Rys. 46 przedstawiono analiz¢ sktadowych gldéwnych widm zebranych
z fragmentu acentrycznego w zakresie spektralnym 3000- 2800 cm™. Na Rys. 46A przedsta-
wiono wykres rozrzutu 3D uzyskany na podstawie analizy widm. Z kolei na Rys. 46B przed-
stawiono otrzymane tadunki czynnikowe dla pierwszych trzech sktadowych gtownych (PC1 —
PC3), opisujace kolejno 60 %, 11 %, 8 % zmiennos$ci w danych. Na Rys. 46A mozna zauwazyc¢,
ze widma zostaty pogrupowane gltdéwnie wzgledem pierwszej sktadowej glownej PC1. Na Rys.
46C-D przedstawiono usrednione widma zidentyfikowane jako zebrane z: euchromatyny (kolor
niebieski) i heterochromatyny (kolor czerwony), poréwnane z II pochodnymi widm (Rys. 46E-
F, algorytm wygladzania: Savitzky - Golay, wiclomian II rzedu, 13 pkt.). Jak mozna
zaobsewowac na Rys. 46B, skladowa gtdéwna PC1 wzgledem ktorej zostaty podzielone widma,
jest pozytywnie skorelowana z pasmami charakterystycznymi dla drgania grup CH3s
(2964 cm™, 2948 cm™? (vasym(CH3)), 2928 cm, 2880 cm™ (veym(CH3))) oraz dla drgania grup
CH2 (2928 cm™ (vasym(CH2)). Analogicznie jak dla dicentryka, intensywno$¢ tych pasm, rézni-
cuje rowniez usrednione widma przedstawione na Rys. 46C (widma zebrane z heterochroma-
tyny (n = 10, kolor czerwony) i euchromatyny (n = 36, kolor niebieski)). Na Rys. 46A widma
zebrane z heterochromatyny zostaly zatem zgrupowane glownie po dodatniej stronie PCI,
a widma zebrane z euchromatyny zostaly zgrupowane glownie po ujemnej stronie PCI.
Na Rys. 46D,F przedstawiono usrednione widma, zaklasyfikowane jako widma zebrane z eu-
chromatyny i heterochromatyny w zakresie spektralnym 1800 — 900 cm™. W tym zakresie spek-
tralnym, réznice pomi¢dzy widmami sg subtelne. Glowna rdéznica jakag mozna zaobserwowac
jest widoczna w intensywnosci pasm, charakterystycznych glownie dla drgania zasad DNA,
8(CH), 8(NH), v(CN) na pozycji spektralnej 1437 cm™, dla drgan §(CHs), 8s(C-H), v(C-N),
3(CH), 8(NH), v(CO) na pozycji spektralnej 1380 cm™, dla drgania 6(CHs) oraz puryn i §(O—
H) w serynie na pozycji spektralnej 1333 cm™ a takze dla drgania vsym(PO2) W szkielecie DNA
na pozycji spektralnej 1112 cm™ i 1064 cm™ (Tabela 11). Pasmo na pozycji spektralnej 1386
cm! jest najprawdopodobniej zwigzane z metylacja histonéw jak opisano w rozdziale pt. ,,Po-
szukiwanie markerow spektroskopowych metylacji DNA 1 histonu H3 w nanoskali” w niniej-
szej rozprawie. Gtowne roznice chemiczne pomiedzy zidentyfikowanymi rodzajami chroma-
tyny wystepuja w poziomie metylacji i stopniu upakowania DNA, analogicznie jak dla dicen-
tryka.
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Rys. 46 Analiza PCA widm zebranych z fragmentu acentrycznego powstalego wraz
z chromosomem dicentrycznym w zakresie spektralnym 3000 — 2800 cm™: A- wykres
rozrzutu 3D uzyskany na podstawie analizy widm, B- tadunki czynnikowe dla trzech
pierwszych sktadowych gidéwnych PC, opisujacych kolejno: 60 %, 11 %, 8 % zmiennoSci
w danych (przerywane linie 0znaczajg poziom 0 dla poszczegdlnych fadunkow czynnikowych),
C-D- usrednione widma zidentyfikowane jako widma zebrane z: euchromatyny (n = 36, kolor
niebieski) i heterochromatyny (n = 10, kolor czerwony), E-F- Il pochodne widm (algorytm:
Savitzky - Golay, wielomian II rzedu, 13 pkt.), zidentyfikowanych jako widma zebrane

z: euchromatyny (kolor niebieski) i heterochromatyny (kolor czerwony).
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2.5.2.  Sledzenie uszkodzen radiacyjnych w chromosomie typu chromo-

som pierscieniowy

W celu sledzenia uszkodzen radiacyjnych w chromosomie typu chromosom pierscie-
niowy, nalezato zidentyfikowaé chromosom typu ring wraz z fragmentem acentrycznym (RYS.
47). Zostato to wykonane analogicznie jak dla chromosomu dicentrycznego. Zidentyfikowany
chromosom pier§cieniowy wraz z fragmentem acentrycznym na Rys. 47 zaznaczono bialg
strzatkg. W prezentowanym przyktadzie analizy chromosomu pierscieniowego, krew zostata

napromieniane wigzka protonowg w dawce 3 Gy.
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Rys. 47 Identyfikacja aberracji chromosomowej typu ring na podstawie kariotypowania:
A- topografia AFM przedstawiajagca kompletng metafaze, B- zdjecie spod mikroskopu fluore-
scencyjnego przedstawiajace barwienie DAPI chromosomow, C- kariogram wykonany na pod-
stawie topografii AFM (A). Na Rys. 47 aberracja chromosomowa typu ring oraz zidentyfiko-

wany fragment acentryczny, zostaly oznaczone bialg strzatka.

Na Rys. 48 przedstawiono pordwnanie topografii AFM chromosomu pierscieniowego

wraz z mapowaniem AFM — IR oraz barwieniem mFISH. Na Rys. 48A pokazano topografie
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AFM ringa z zaznaczonym profilem wysokos$ci (czarna linia) i prawdopodobnym miejscem
powstania uszkodzenia w wyniku oddzialywania z wigzka protonow (czerwona linia i czerwona
strzalka). Poczatkowo, podobnie jak dla dicentryka, prawdopodobne miejsce powstania uszko-
dzenia zostalo zidentyfikowane jedynie na podstawie réznicy w wysokosci wzdtuz chromo-
somu pierscieniowego (Rys. 48A). Na Rys. 48B pokazano wygiecie dzwigni AFM (ang. de-
flection), pokazujace drobne zmiany w morfologii chromosomu. Z kolei na Rys. 48C pokazano
rozktad czgstosci sondy AFM w trakcie mapowania AFM — IR (dla rozkladu absorbcji pasma,
charakterystycznego dla drgania pomiedzy tlenem i fosforem w szkielecie DNA (vasym(PO2),
1240 cm), ktory byt jednorodny. Nastepnie, analogicznie jak dla dicentryka, przedstawiono
mapowanie AFM — IR pojedynczego chromosomu (Rys. 48D-F). Aby uzyskaé¢ informacje
0 1r6znicy w rozkladzie euchromatyny i heterochromatyny w chromosomie pierscieniowym,
wyznaczono mape stosunku CHz/CH:z (Rys. 48G) oraz mape stosunku CH3/PO2™ (Rys. 48H).
Otrzymane mapy AFM — IR poréwnano z barwieniem DAPI i mFISH zmierzonego ringa (Rys.
421). Dzigki wykorzystaniu metody mFISH zidentyfikowano chromosom pierscieniowy jako
chromosom nr 14. W przypadku chromosomu pier§cieniowego, najbardziej prawdopodobne
miejsce powstania uszkodzenia mozliwe byto do ustalenia glownie na podstawie topografii
AFM (Rys. 48A) oraz barwienia DAPI (Rys. 48I). Na podstawie analizy widm i map stosunku
CHa3/CH: (Rys. 48G) oraz CH3/PO; (Rys. 48H) mozna stwierdzi¢, iz uszkodzenie chromatyny

w wyniku odzialywania z wigzkg protondw powstato najprawdopodobniej w euchromatynie.
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Rys. 48 Identyfikacja eu- i hetero-chromatyny w chromosomie typu ring: A- topografia
AFM z zaznaczonym profilem wysokosci i prawdopodobnym miejscem powstania uszkodze-
nia w wyniku oddziatywania z wigzka protonéw (niebieska strzatka), B- sygnat wygiecia sondy
AFM (ang. deflection), pokazujacy drobne zmiany w morfologii ringa, C- rozkiad cz¢stosci
sondy AFM w trakcie mapowania AFM — IR (dla rozktadu absorbcji pasma, charakterystycz-
nego dla drgania pomiedzy tlenem i fosforem w szkielecie DNA (vasym(PO2), 1240 cm™),
D- rozklad grup metylowych w ringu (rozktad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drga-
nia grup CHs (vasym (CH3), 2960 cm™), E- rozktad grup metylenowych w ringu (rozktad absor-
bcji pasma, charakterystycznego dla drgania grup CHz (vsym (CH2), 2850 cm™), F- rozktad DNA
w ringu (rozktad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania pomig¢dzy tlenem i fosforem
w szkielecie DNA (vasym(PO2), 1240 cm™), G- mapa stosunku CHs/CHz, H- mapa stosunku
CHa3/POy’, I- barwienie DAPI i mFISH zmierzonego ringa. Na Rys. 481, znakiem ,,+” zostat
oznaczony fluorochrom, ktérym zostat wybarwiony badany chromosom, a znakiem ,,-,, fluoro-

chrom, ktérym nie zostat wybarwiony badany chromosom.

Na Rys. 49 przedstawiono analiz¢ sktadowych glownych widm zebranych z chromo-

somu pierécieniowego w zakresie spektralnym 3000- 2800 cm™. Na Rys. 49A przedstawiono
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wykres rozrzutu 3D uzyskany na podstawie analizy PCA widm. Z kolei na Rys. 49B przedsta-
wiono otrzymane fadunki czynnikowe dla pierwszych trzech sktadowych gléwnych (PC1 —
PC3), opisujace kolejno 50 %, 17 %, 9 % zmiennos$ci w danych. Na Rys. 49A mozna zauwazy¢,
ze widma zostaly pogrupowane gléwnie wzgledem pierwszej sktadowej gtéwnej PC1. Na Rys.
49C-D przedstawiono usrednione widma zidentyfikowane jako widma zebrane
z: euchromatyny (kolor niebieski) i heterochromatyny (kolor czerwony), poréwnane
z Il pochodnymi widm (Rys. 49E-F, algorytm wygladzania: Savitzky - Golay, wielomian
IT rzedu, 13 pkt.). Jak mozna zaobsewowaé na Rys. 49B, skfadowa glowna PC1 wzgledem
ktorej zostaty podzielone widma, jest pozytywnie skorelowana z pasmami charakterystycznymi
dla drgania grup CHs (2960 cm™, 2948 cm™ (vasym(CH3)), 2928 cm™, 2880 cm™ (veym(CHs)))
oraz dla drgania grup CH2 (2928 cm™ (vasym(CH2)), analogicznie jak dla dicentryka. Intensyw-
nos¢ tych pasm, roznicuje rowniez usrednione widma przedstawione na Rys. 49C (widma ze-
brane z heterochromatyny (n = 25, kolor czerwony) i euchromatyny (n = 61, kolor niebieski)).
Na Rys. 49A widma zebrane z heterochromatyny zostaty zatem zgrupowane glownie po do-
datniej stronie PC1, a widma zebrane z euchromatyny zostaty zgrupowane gtownie po ujemne;j
stronie PC1. Na Rys. 49D,F przedstawiono usrednione widma, zaklasyfikowane jako widma
zebrane z euchromatyny i heterochromatyny w zakresie spektralnym 1800 — 900 cm™. W tym
zakresie spektralnym, roznice pomi¢dzy widmami sg subtelne. Glowna réznica jakg mozna za-
obserwowa¢ jest widoczna w intensywnosci pasm, charakterystycznych glownie dla drgan
(8(CHs), 8(C-H), v(C-N), 8(CH), 5(NH), v(CO) na pozycji spektralnej 1390 cm™ oraz dla drga-
nia vsym(PO2") w szkielecie DNA na pozycjach spektralnych 1122 cm™ i 1074 cm™ (Tabela 11).
Pasma te zostaty réwniez zidentyfikowane jako markery spektroskopowe zwigzane z metylacja
histonéw w rozdziale pt. ,,Poszukiwanie markerow spektroskopowych metylacji DNA 1 histonu
H3 w nanoskali” niniejszej rozprawy. Jak mozna zatem zauwazy¢, gldwne roéznice chemiczne
pomigdzy zidentyfikowanymi rodzajami chromatyny wystepuja w poziomie metylacji i stopniu
upakowania DNA, analogicznie jak dla dicentryka. Wykorzystujac otrzymang klasyfikacje, do-
pasowano rowniez kontrast na mapach stosunku CH3/CH, (Rys. 48G) oraz CH3/PO2 (Rys.
48H) w taki sposob, aby uzyskac¢ jak najlepsza zgodno$¢. Weryfikacja przedstawionego modelu

zostata przedstawiona na Rys. 50.
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49 Analiza PCA widm zebranych z chromosomu pierscieniowego w zakresie

2800 cm™: A- wykres rozrzutu 3D uzyskany na podstawie analizy

widm, B- tadunku czynnikowe dla trzech pierwszych sktadowych glownych PC, opisujacych

kolejno: 50 %, 17 %, 9 % zmiennosci w danych (przerywane linie oznaczaja poziom

0 dla poszczegdInych tadunkow czynnikowych), C-D- usrednione widma zidentyfikowane jako
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widma zebrane z: euchromatyny (n = 61, kolor niebieski) i heterochromatyny (n = 25, kolor
czerwony), E-F- Il pochodne widm (algorytm wygtadzania: Savitzky - Golay, wielomian
I rzgdu, 13 pkt.), zidentyfikowanych jako widma zebrane z: euchromatyny (kolor niebieski)
I heterochromatyny (kolor czerwony), G- rozktad przestrzenny widm zidentyfikowanych jako
widma zebrane z euchromatyny (niebieski) i heterochromatyny (czerwony) za pomocg analizy

PCA w zakresie spektralnym 3100 cm™ — 2800 cm zaznaczony na mapie stosunku CHs/CHo.

Na Rys. 49G przedstawiono weryfikacje opracowanego modelu umozliwiajacego iden-
tyfikacj¢ eu- 1 heterochromatyny w chromosomie pierscieniowym w oparciu o metode PCA.
Jak mozna zauwazy¢ na Rys. 49G, otrzymany rozklad euchromatyny i heterochromatyny
na mapie stosunku CHs/CH> w 61 % zgadza si¢ z rozktadem zaklasyfikowanych widm, co od-
powiada zmienno$ci widm, wytlumaczonej przez sktadowa gtéwng PC1 (50 %) w modelu
otrzymanym za pomocg analizy PCA na Rys. 49, podobnie jak dla dicentryka. Na Rys. 50A
bialg linig zaznaczono profil sygnatu CHs/CH2 na granicy eu- i hetero-chromatyny, ktory przed-
stawiono na Rys. 50B. W celu wyznaczenia rozdzielczosci, z jakg mozliwe bylo zidentyfiko-
wanie rozkladu przestrzennego euchromatyny i heterochromatyny wybrano fragment profilu
na granicy tych dwoch rodzajow chromatyny (Rys. 50C) i wyznaczono I pochodng sygnatu
(Rys. 50D). Do wyznaczonej I pochodnej sygnatu zostata dopasowana krzywa Gaussa i wy-
znaczono wartos$¢ szerokos¢ potowkowej FWHM = 29,20 + 1,50 nm, odpowiadajacg rozdziel-
czoS$ci przestrzennej pomiaru AFM — IR, umozliwiajacej identyfikacj¢ eu- i hetero-chromatyny.
Uwzgledniajac z kolei kryterium Shannona-Nyquista [183], rozdzielczo$¢ zwigzana z rozmia-
rem piksela wyniosta 20,00 nm, przy dtugosci piksela réwnej 10,00 nm. Mozna zatem stwier-
dzi¢, ze uzyskana rozdzielczo$¢ przestrzenna, wyznaczona jako suma niepewnosci statystycz-

nej i niepewnosci zwigzanej z pikselizacjg jest rzedu 29,20 + 21,50 nm.
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Rys. 50 Weryfikacja opracowanego modelu, umozliwiajacego identyfikacje eu- i hetero-
chromatyny w ringu: A- mapa stosunku CH3z/CH> z zaznaczong linig wzdtuz ktorej wyekstra-
howano profil sygnatu CH3/CHz na granicy eu- i hetero-chromatyny, ktéry przedstawiono
na Rys. 50B. W celu wyznaczenia rozdzielczo$ci, z jakg mozliwe bylo zidentyfikowanie roz-
ktadu przestrzennego euchromatyny i heterochromatyny wybrano fragment profilu na granicy
tych dwoch rodzajow chromatyny (Rys. 50C) i wyznaczono I pochodng sygnatu (Rys. 50D).
Do wyznaczonej I pochodnej sygnatu zostata dopasowana krzywa Gaussa i1 zostala wyznaczona

warto$¢ szerokos¢ potowkowa FWHM = 29,2 +£ 1,5 nm.

Gdy w wyniku oddzialywania z wigzka protondw powstaje chromosom pierscieniowy,
roOwnoczes$nie najczescie] wraz z utratg dwoch telomeréw, powstaje fragment acentryczny.
Identyfikacja takiego fragmentu jest konieczna w celu potwierdzenia, iz faktycznie w jadrze
badanej komorki, powstat chromosom pierscieniowy. RoOwniez w prezentowanych badaniach
spektroskopowych, wykorzystano identyfikacje powstalego fragmentu acentrycznego
do zweryfikowania hipotezy, iz uszkodzenie powstalo w euchromatynie, co zostalo
zaobserowane w przypadku chromosomu pierscieniowego (Rys. 48). Na Rys. 51A przedsta-
wiono topografi¢ AFM fragmentu acentrycznego z zaznaczonym profilem wysokosci (czarna
linia) i prawdopodobnym miejscem powstania uszkodzenia w wyniku oddziatywania z wigzka

protondw (czerwona linia, czerwona strzatka). Podobnie jak dla chromosomu dicentrycznego,
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poczatkowo prawdopodobne miejsce powstania uszkodzenia zostalo zidentyfikowane jedynie
na podstawie réznicy w wysokosci wzdtuz fragmentu acentrycznego (Rys. 51A). Na Rys. 51B
przedstawiono z kolei wygiecie dzwigni AFM (ang. deflection), a na Rys. 51C widoczny
jest rozklad czestosci sondy AFM w trakcie mapowania AFM — IR. Podobnie jak uprzednio,
rozklad czgstosci jest jednorodny. Nastepnie, przedstawiono mapowanie AFM — IR fragmentu
acentrycznego (Rys. 45D-F), analogicznie jak dla chromosomu pierscieniowego. Aby uzyskaé
informacje o réznicy w rozkladzie euchromatyny i heterochromatyny we fragmencie acentrycz-
nym, wyznaczono mape¢ stosunku CHz/CHz (Rys. 51G-H). Otrzymane mapy AFM — IR po-
réwnano z barwieniem DAPI i mFISH zmierzonego fragmentu (Rys. 51I1). W przypadku frag-
mentu acentrycznego powstalego wraz z chromosomem pier§cieniowym trudno jest wskazac
miejsce powstania uszkodzenia. Z tego tez wzgledu, rodzaj chromatyny, w ktorym powstato
uszkodzenie, mozna zweryfikowa¢ gldwnie na podstawie analizy chromosomu pierscienio-
wego. Na Rys. 51H przedstawiono weryfikacje identyfikacji rozktadu euchromatyny i hetero-
chromatyny na mapach stosunku CHs/CH2 (Rys. 51G) poprzez lokalizacje widm zaklasyfiko-
wanych jako widma zebrane z euchromatyny (kolor niebieski) i heterochromatyny (kolor czer-
wony) z uzyciem analizy PCA (Rys. 52). Zgodno$¢ klasyfikacji widm z rozktadem eu- i hetero-
chromatyny na mapie stosunku CHs/CH> wynosi 35 %, co odpowiada zmiennos$ci widm, wy-
thumaczong poprzez sktadowa gtowna PC1 (35 %) w modelu otrzymanym za pomocg analizy
PCA na Rys. 52. Stosunkowo niski procent wariancji widm zebranych z fragmentu acentrycz-
nego wytlumaczony przez analize PCA i do$¢ niski poziom zgodno$ci z rozktadem eu- i hetero-
chromatyny na mapie stosunku CH3/CH; sg zwigzane najprawdopodobniej ze stabszym sygna-

fem AFM — IR na fragmencie acentrycznym w pordwnaniu z chromosomem pierscieniowym.
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Rys. 51 Identyfikacja eu- i hetero-chromatyny we fragmencie acentrycznym powstalym
wraz z chromosomem typu ring: A- topografia AFM z zaznaczonym profilem wysokos$ci
1 prawdopodobnym miejscem powstania uszkodzenia w wyniku oddziatywania z wigzka pro-
tonow, B- wygiccie sondy AFM (ang. deflection), pokazujace drobne zmiany w morfologii
fragmentu acentrycznego, C- rozklad czesto$ci sondy AFM w trakcie mapowania AFM — IR
(dla rozktadu absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania pomiedzy tlenem i fosforem
w szkielecie DNA (vasym (PO2)), D- rozktad grup metylowych we fragmencie acentrycznym
(rozktadu absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania grup CHs (vaym (CHs),
2960 cm™), E- rozklad grup metylenowych we fragmencie acentrycznym (rozklad absorbc;ji
pasma, charakterystycznego dla drgania grup CHz (vsym (CH2), 2850 cm®), F- rozktad DNA we
fragmencie acentrycznym (rozktad absorbcji pasma, charakterystycznego dla drgania pomig-
dzy tlenem i fosforem w szkielecie DNA (vasym(PO2)), G- mapa stosunku CH3/CH:, H- mapa
stosunku CH3/CH> z zaznaczonymi widmami zebranymi z euchromatyny (niebieski) i hetero-
chromatyny (czerwony), I- barwienie DAPI i mFISH zmierzonego fragmentu acentrycznego.
Na Rys. 511, znakiem ,,+” zostal oznaczony fluorochrom, ktérym zostal wybarwiony badany

chromosom, a znakiem ,,-,, fluorochrom, ktérym nie zostat wybarwiony badany chromosom.

Aby potwierdzi¢ rozklad eu- i hetero-chromatyny we fragmencie acentrycznym (Rys.

51), wykonano analiz¢ PCA widm zebranych z fragmentu acentrycznego (Rys. 52). Na Rys.
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52 przedstawiono analiz¢ sktadowych gldéwnych widm zebranych z fragmentu acentrycznego
w zakresie spektralnym 3000- 2800 cm™. Na Rys. 52A przedstawiono wykres rozrzutu
3D uzyskany na podstawie analizy widm. Z kolei na Rys. 52B przedstawiono otrzymane 1a-
dunki czynnikowe dla pierwszych trzech sktadowych gtéwnych (PC1 — PC3), opisujace kolejno
35 %, 19 %, 16 % zmiennosci w danych. Na Rys. 52A mozna zauwazy¢, ze widma zostaty
pogrupowane gldwnie wzglgdem pierwszej sktadowej gtoéwnej PC1. Na Rys. 52C-D przedsta-
wiono usrednione widma zidentyfikowane jako widma zebrane z: euchromatyny (kolor
niebieski) i heterochromatyny (kolor czerwony), poréwnane z 11 pochodnymi widm (Rys. 52E-
F, algorytm wygladzania: Savitzky - Golay, wielomian II rzedu, 13 pkt.). Jak mozna
zaobsewowac na Rys. 52B, skfadowa gtdéwna PC1 wzgledem ktorej zostaty podzielone widma,
jest pozytywnie skorelowana z pasmami charakterystycznymi dla drgania grup CH3
(2960 cm™, 2948 cm™(vasym(CH3)), 2925 cm™, 2880 cm™ (vsym(CH3))) oraz dla drgania grup
CH2 (2925 cm™? (vasym(CH2)) analogicznie jak dla dicentryka. Intensywno$¢ tych pasm, rozni-
cuje rowniez usrednione widma przedstawione na Rys. 52C (widma zebrane z heterochroma-
tyny (n = 22, kolor czerwony) i euchromatyny (n = 16, kolor niebieski)). Na Rys. 52A widma
zebrane z heterochromatyny zostaty zgrupowane gtownie po dodatniej stronie PC1, a widma
zebrane z euchromatyny zostaty zgrupowane giéwnie po ujemnej stronie PC1. Na Rys. 52D,F
przedstawiono usrednione widma, zaklasyfikowane jako widma zebrane z euchromatyny 1 he-
terochromatyny w zakresie spektralnym 1800 — 900 cm™. W tym zakresie spektralnym, réznice
pomiedzy widmami sg subtelne. Gldwna rdéznica jakg mozna zaobserwowac jest widoczna
w intensywnosci pasm, charakterystycznych glownie dla drgania vsym(PO2") w szkielecie DNA
na pozycji spektralnej 1080 cm™ oraz dla drgania v(C-C), v(C-O) w szkielecie DNA na pozycji
spektralnej 980 cm™ (Tabela 11). Podobnie jak dla dicentryka, gtowne réznice chemiczne po-
migdzy zidentyfikowanymi rodzajami chromatyny wystepuja w stopniu upakowania DNA.
Wykorzystujac otrzymang klasyfikacje, dopasowano réwniez kontrast na mapach stosunku
CHs/CHz (Rys. 51G) oraz CH3/POz (Rys. 51H), analogicznie jak uprzednio. Weryfikacja

przedstawionego modelu zostala przedstawiona na Rys. 51G.
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Rys. 52 Analiza PCA widm zebranych z fragmentu acentrycznego powstalego wraz
z chromosomem pierscieniowym w zakresie spektralnym 3000 — 2800 cm™: A- wykres
rozrzutu 3D uzyskany na podstawie analizy widm, B- fadunku czynnikowe dla trzech
pierwszych sktadowych glownych PC, opisujacych kolejno: 35 %, 19 %, 16 % zmiennosci
w danych (przerywane linie oznaczajg poziom 0 dla poszczegdlnych tadunkow czynnikowych),
C-D- usrednione widma zidentyfikowane jako widma zebrane z: eu chromatyny (n=16, kolor

niebieski) i heterochromatyny (n = 22, kolor czerwony), E-F- Il pochodne widm (algorytm
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wygladzania: Savitzky - Golay, wielomian II rzedu, 13 pkt.), zidentyfikowanych jako widma

zebrane z: euchromatyny (kolor niebieski) i heterochromatyny (kolor czerwony).

2.5.3.  Sledzenie uszkodzen radiacyjnych we fragmencie chromosomu

typu minutki

Aby $ledzi¢ uszkodzenia radiacyjne we fragmencie acentrycznym typu minutki, nalezato
je zidentyfikowac (Rys. 53). Zostalo to wykonane analogicznie jak dla chromosomu dicen-
trycznego i pierscieniowego. Zidentyfikowany fragment acentryczny typu minutki na Rys. 53

zaznaczono bialg strzatkg. W prezentowanym przykladzie, krew zostala napromieniana wigzka

protonow w dawce 4 Gy.
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Rys. 53 Identyfikacja aberracji chromosomowej typu minutki: A- topografia AFM przed-
stawiajgca wybrang metafaze, B- zdjecie spod mikroskopu fluorescencyjnego, przedstawiajace
chromosomy wybarwione DAPI oraz C- kariogram wykonany na podstawie obrazu AFM (A).

Na Rys. 53 aberracja chromosomowa typu minutki zostata oznaczona bialg strzalka.

Na Rys. 54 przedstawiono porownanie topografii AFM fragmentu acentrycznego typu
minutki z mapowaniem AFM — IR oraz barwieniem metodg mFISH. Na Rys. 54A przedsta-
wiono topografi¢c AFM fragmentu acentrycznego typu minutki z zaznaczonym profilem wyso-
kosci (czarna linia). Na Rys. 54B przedstawiono wygigcie dzwigni AFM (ang. deflection).
Z kolei na Rys. 54C przedstawiono rozktad czestosci sondy AFM w trakcie mapowania AFM
— IR, ktory byt jednorodny. Nastepnie, przedstawiono mapowanie AFM — IR fragmentu acen-
trycznego (Rys. 54D-F), analogicznie dla dla dicentryka i ringa. Aby uzyskaé¢ informacje
o roznicy w rozkladzie euchromatyny i heterochromatyny we fragmencie acentrycznym typu
minutki, wyznaczono mape stosunku CHz/CHaz (Rys. 54G) oraz mape stosunku CHz/PO2™ (Rys.
54H). Otrzymane mapy AFM — IR poréwnano z barwieniem DAPI zmierzonego fragmentu
(Rys. 54I). Dzigki wykorzystaniu metody mFISH zidentyfikowano chromosom, ktory byt za-
angazowany w powstawanie fragmentu acentrycznego typu minutki. Analiza wskazuje, ze frag-
ment ten najprawdopodobniej powstal z chromosomu nr 11. Porownujac mape stosunku
CH3/CH, (Rys. 54G) oraz mape¢ stosunku CH3/PO2" (Rys. 54H), mozna zaobserwowac,
ze zidentyfikowany rozktad eu- i hetero-chromatyny jest analogiczny. W przypadku fragmentu
acentrycznego typu minutki nie mozna jednoznacznie stwierdzi¢, gdzie nastgpito uszkodzenie
chromatyny w wyniku oddziatywania z wigzkg protonéw. Ten typ aberracji wybrano jednak
do analizy ze wzgledu na rozmiar (wysoko$¢) fragmentu acentrycznego typu minutki, ktora
jest rzedu 60 nm w celu sprawdzenia czulosci metody AFM — IR. Jak mozna zaobserwowac
na Rys. 54, pomimo rozmiaru fragmentu, bedacego na granicy detekcji metody AFM — IR
w modzie kontaktowym, wcigz mozliwe bylo otrzymanie rozktadu eu- i hetero-chromatyny
(Rys. 54). Uzyskane rezultaty przedstawiono na Rys. 54G-H, a rozklad typow chromatyny
zostatl potwierdzony, dzigki analizie PCA widm zebranych z fragmentu acentrycznego typu

minutki (Rys. 55).
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Rys. 54 ldentyfikacja eu- i hetero-chromatyny w aberracji chromosomowej typu mi-
nutki: A- topografia AFM przedstawiajgca aberracje chromosomowa typu minutki, B- sygnat
wygiecia sondy AFM, pokazujacy szczegdtowe zmiany w morfologii, C- rozklad czestosci
sondy AFM podczas pomiaru mapy AFM- IR (rozk}ad przestrzenny drgania pomi¢dzy tlenami
i fosforem w szkielecie DNA- rozktad pasma 1240 cm™), D- rozklad przestrzenny grup mety-
lowych (vasym(CHs), 2960 cm™), E- rozktad przestrzenny gryp metylenowych (vsym(CHz2),
2850 cm™), F- rozklad przestrzenny drgania pomiedzy tlenami i fosforem w szkielecie DNA
(Vasym(PO2), 1240 cm), G- mapa stosunku CHs/CHa, H- mapa stosunku CH3/PO>’, I- barwienie
DAPI i mFISH zmierzonej aberracji u minutki. Na Rys. 541, znakiem ,,+” zostal oznaczony
fluorochrom, ktorym zostat wybarwiony badany chromosom, a znakiem ,,-,, fluorochrom, kto-

rym nie zostal wybarwiony badany chromosom.

Na Rys. 55 przedstawiono analize sktadowych glownych widm zebranych z fragmentu
acentrycznego typu minutki w zakresie spektralnym 3000 - 2800 cm™. Na Rys. 55A przedsta-
wiono wykres rozrzutu 3D uzyskany na podstawie analizy widm. Z kolei na Rys. 55B przed-
stawiono otrzymane fadunki czynnikowe dla pierwszych trzech skladowych gtownych (PC1 —
PC3), opisujace kolejno 50 %, 17 %, 9 % zmienno$ci w danych. Na Rys. 55A mozna zauwazy¢,
ze widma zostaty pogrupowane gtownie wzgledem pierwszej sktadowej gtownej PC1. Na Rys.

55C-D przedstawiono usrednione widma zidentyfikowane jako widma zebrane
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z: euchromatyny (kolor niebieski) i heterochromatyny (kolor czerwony), poréwnane
z 1l pochodnymi widm (Rys. 55E-F, algorytm wygtadzania: Savitzky - Golay, wielomian
IT rzedu, 13 pkt). Jak mozna zaobsewowaé na Rys. 55B, skladowa gltéwna PC1 wzgledem
ktorej zostaty podzielone widma, jest pozytywnie skorelowana z pasmami charakterystycznymi
dla drgania grup CHs (2960 cm?, 2948 cm™ (vasym(CHs)), 2928 cm™, 2880 cm™ (vsym(CH3)))
oraz dla drgania grup CH: (2928 cm™ (vasym(CH2)), analogicznie jak dla dicentryka i ringa.
Intensywnos$¢ tych pasm, roéznicuje rowniez usrednione widma przedstawione na Rys. 55C
(widma zebrane z heterochromatyny (n = 24, kolor czerwony) i euchromatyny (n = 25, kolor
niebieski)). Na Rys. 55A widma zebrane z heterochromatyny zostaty zgrupowane gtéwnie po
dodatniej stronie PC1, a widma zebrane z euchromatyny zostaly zgrupowane glownie po ujem-
nej stronie PC1. Na Rys. 55D,F przedstawiono usrednione widma, zaklasyfikowane jako
widma zebrane z euchromatyny i heterochromatyny w zakresie spektralnym 1800 — 900 cm™.
W tym zakresie spektralnym, roznice pomigdzy widmami sg subtelne. Gldwna roznica jaka
mozna zaobserwowac jest widoczna w intensywnosci pasm, charakterystycznych gltownie dla
drgania zasad DNA na pozycji spektralnej 1338 cm™ (Tabela 11), dla drgania v(P-O-C),
v(O-C), v(C—-C-O-C) na pozycji spektralnej 1172 cm™, dla drgania vsym(PO2) W szkielecie
DNA na pozycji spektralnej 1072 cm™ (Tabela 11), a takze w intensywnoéci pasma, charakte-
rystycznego glownie dla drgania v(C-C), v(C-O) w szkielecie DNA na pozycji spektralnej
984 cm* (Tabela 11). Wymienione pasma zostaly takze zidentyfikowane jako markery spek-
troskopowe zwigzane z metylacjg gldwnie histonow w rozdziale pt. ,,Poszukiwanie markerow
spektroskopowych metylacji DNA 1 histonu H3 w nanoskali” niniejszej rozprawy. Jak mozna
zatem zauwazy¢, gtdwne roznice chemiczne pomiedzy zidentyfikowanymi rodzajami chroma-
tyny wystepujg w innym stopniu upakowania DNA, podobnie jak dla dicentryka i ringa. Wy-
korzystujac otrzymang klasyfikacje, dopasowano rowniez kontrast na mapach stosunku
CHs/CHz (Rys. 54G) oraz CH3/PO> (Rys. 54H) w taki sposob, aby uzyskac jak najlepsza

zgodnos¢. Weryfikacja przedstawionego modelu zostata przedstawiona na Rys. 55G.
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Rys. 55 Analiza skladowych gléwnych (PCA) w zakresie spektralnym 3000- 2800 cm™,
umozliwiajaca identyfikacje eu- i hetero-chromatyny w aberracji chromosomowej typu
minutki: A- wykres rozrzutu 3D uzyskany na podstawie analizy widm, B- tadunki czynnikowe
dla trzech pierwszych skltadowych glownych PC, opisujacych kolejno: 50 %,
17 %, 9 % zmiennosci w danych (przerywane linie oznaczaja poziom 0 dla poszczegdlnych

tadunkow czynnikowych), C-D- u$rednione widma zidentyfikowane jako widma zebrane
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z: euchromatyny (n = 25, kolor niebieski) i heterochromatyny (n = 24, kolor czerwony),
E-F- Il pochodne widm (algorytm wygtadzania: Savitzky - Golay, wielomian II rzedu, 13 pkt.),
zidentyfikowanych jako widma zebrane z: euchromatyny (kolor niebieski) i heterochromatyny
(kolor czerwony), G- rozktad przestrzenny widm zidentyfikowanych jako widma zebrane z eu-
chromatyny (niebieski) i heterochromatyny (czerwony) za pomocg analizy PCA w zakresie

spektralnym 3000 cm™* — 2800 cm™ zaznaczony na mapie stosunku CH3z/CH.

Na Rys. 55G przedstawiono weryfikacje opracowanego modelu umozliwiajacego iden-
tyfikacje eu- i hetero-chromatyny we fragmencie acentrycznym typu minutki w oparciu o me-
tode PCA, poprzez naniesienie potozenia widm zidentyfikowanych jako widma zebrane z eu-
chromatyny (kolor niebieski) 1 widma zebrane z heterochromatyny (kolor czerwony) na mape
stosunku CHs/CHz. Ja mozna zauwazy¢ na Rys. 55G, otrzymany rozklad euchromatyny i he-
terochromatyny na mapie stosunku CH3/CH2. w 56 % zgadza si¢ z rozkladem zaklasyfikowa-
nych widm, co odpowiada zmienno$ci wytlumaczonej przez sktadowa gtéwna PC1 w modelu,
otrzymanym za pomoca analizy PCA na Rys. 55, analogicznie jak dla dicentryka i ringa.
Na Rys. 56A bialg linig zaznaczono profil sygnatlu CHs/CH2 na granicy eu- i hetero-chroma-
tyny, ktory przedstawiono na Rys. 56B. W celu wyznaczenia rozdzielczosci, z jaka mozliwe
byto zidentyfikowanie rozkladu przestrzennego euchromatyny i1 heterochromatyny, wybrano
fragment profilu na granicy tych dwoch rodzajow chromatyny (Rys. 56C) i wyznaczono
I pochodng sygnatu (Rys. 56D). Do wyznaczonej I pochodnej sygnatu zostata dopasowana
krzywa Gaussa i wyznaczono warto$¢ szerokos¢ potdéwkowej FWHM = 28,9 + 1,9 nm, odpo-
wiadajaca rozdzielczosci przestrzennej pomiaru AFM — IR. Uwzgledniajac z kolei kryterium
Shannona-Nyquista [183], rozdzielczo$¢ zwigzana z rozmiarem piksela wyniosta 25,00 nm,
przy dlugosci piksela rownej 12,50 nm. Mozna zatem stwierdzi¢, ze uzyskana rozdzielczo$¢
przestrzenna, wyznaczona jako suma niepewnosci statystycznej i niepewnosci zwigzanej z pik-

selizacja jest rzedu 28,90 + 26,90 nm.
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Rys. 56 Weryfikacja opracowanego modelu, umozliwiajacego identyfikacje eu- i hetero-
chromatyny w aberracji typu minutki: A- mapa stosunku CHs/CH2 z zaznaczong linig
wzdluz ktorej wyekstrahowano profil sygnatu CH3s/CH2 na granicy eu- i hetero-chromatyny,
ktory przedstawiono na Rys. 56B. W celu wyznaczenia rozdzielczosci, z jakg mozliwe byto
zidentyfikowanie rozkladu przestrzennego euchromatyny i heterochromatyny wybrano frag-
ment profilu na granicy tych dwéch rodzajéw chromatyny (C) i wyznaczono I pochodng sy-
gnatu (D). Do wyznaczonej I pochodnej sygnatu zostala dopasowana krzywa Gaussa 1 zostala

wyznaczona wartos¢ szeroko$¢ potdwkowa FWHM = 28,9 + 1,9 nm.

Dystrybucja aberracji chromosomow jest badana od lat 60- tych XX wieku i wydaje sig,
ze nie jest ona przypadkowa [167], [187]-[198]. Wyniki badan, przeprowadzonych w latach
70- tych XX wieku przez Bauchingera i in., Cooke’a i in. pokazaly, ze aberracje chromoso-
mowe, powstate w wyniku oddziatywania z promieniowaniem X, wystepowaly glownie w ja-
sno wybarwionych prazkach (odpowiadajacych euchromatynie w metodzie tzw. G- banding).
Z kolei czgstos¢ wystepujacych peknigé w poszczegdlnych chromosomach zalezata od ich roz-
miaru i relatywnej ilosci materiatu, barwigcego si¢ na jasne prazki [187], [198]. Takze badania
ofiar wybuchu bomby atomowej przeprowadzone przez Tanake i in., wskazuja, ze 74 % pek-

ni¢¢ w chromosomach wystapita w jasno wybarwionych prazkach uzyskanych zar6wno metoda
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barwienia Giemsg (ang. G- banding) oraz chinakryng (ang. Q- banding) [188]. Ponadto, bada-
nia te wykazatly, ze rozklad pgknig¢ w obrebie fragmentow chromosomow nie jest przypad-
kowy: 26,6 % peknie¢ wystgpowalta w rejonach centromerdéw, 30,8 % w obrgbie ramion,
a 42,6 % w telomerach [188]. Réwniez badania Follego i in. wskazuja, ze chromatyna w jasno-
wybarwionych prazkach jest bardziej wrazliwa zarowno na promieniowanie vy, jak 1 wigzke
neutronow [192]. Lee i in. udowodnili, ze peknigcia w chromosomach w wyniku oddziatywania
z promieniowaniem y powstajg w przewazajacej wiekszosci w jasno wybarwionych prazkach,
a takze we fragmentach telomeréw [195]. Ponadto badania Obego i in. z wykorzystaniem me-
tody mFISH wskazuja, ze uszkodzenia chromosomow powstajg gtownie w aktywnej euchro-
matynie [167]. Jak mozna zatem zauwazy¢, otrzymane w ramach rozprawy wyniki, pokazujace,
ze peknigcia chromosomow, powstajace w wyniku oddzialywania z wigzka protonow, skutku-
jace formowaniem si¢ chromosomu dicentrycznego, czy pierscieniowego wystepuja giownie
w euchromatynie, znajdujg potwierdzenie w literaturze [167], [187], [188], [192], [195], [198].
Badania aberracji chromosomowych przeprowadzone do tej pory, wykazaly roOwniez, ze chro-
mosomy akrocentryczne byly czesciej zaangazowane w formowanie si¢ chromosomow dicen-
trycznych, co jest rdwniez obserwowane w prezentowanym przyktadzie w rozprawie (polacze-
nie chromosomoéw nr 10 i 21) [187]. Istnieje jednak pewna trudno$¢ w bezposrednim poréwna-
niu zaprezentowanych w rozprawie wynikow w wynikami dotychczas prezentowanymi w lite-
raturze. Po pierwsze, wyniki prezentowane dotychczas dotyczg aberracji powstatych w wyniku
oddziatywania z promieniowaniem X, v, czy z wigzka neutronéw, a nie wigzkg protonéw. Po-
nadto, w badaniach przeprowadzonych w ramach rozprawy, aberracje typu chromosom dicen-
tryczny, czy pierscieniowy, wystepowaty dos¢ rzadko (jedna aberracja na okoto sto metafaz).
Pomiary z wykorzystaniem spektroskopii AFM — IR sg takze bardzo czasochtonne. Zebranie
jednego widma w pelnym zakresie spektralnym zajmuje okoto 10 min. Z kolei, pomiar jednej
mapy zajmuje 4 — 8 godz. w zalezno$ci od rozmiaru chromosomu. Z tego tez powodu, liczba
mozliwych do zbadania aberracji jest ograniczona. Pomimo faktu, iz analiza widm dla poje-
dynczego chromosomu ma duzg moc statystyczng (analiza setek widm), mozliwe jest przeba-
danie ograniczonej ilosci aberracji chromosomowych. Obecnie, ogranicza to mozliwy do uzy-
skania zasieg zastosowania metody AFM — IR do badania aberracji chromosomowych i bezpo-
srednie porownanie otrzymanych wynikéw z danymi literaturowymi.

Na potrzeby rozprawy, dokonano takze identyfikacji badanych chromosoméw metoda
mFISH. Identyfikacja ta nie byta jednak prosta, gdyz pomimo faktu, iz metoda AFM — IR
jest uwazana za nieniszczaca, barwienie mFISH probek, ktore zostaly zmierzone z uzyciem

nanospektroskopii AFM — IR bylo znaczaco gorszej jakosci w poréwnaniu z preparatami,
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na ktérych nie byt wykonywany pomiar. Ze wzgledu na fakt, iz metoda mFISH jest bardzo
czula na zmiany struktury DNA, pogorszenie jakosci barwienia mogto by¢ spowodowane lo-
kalnym wzrostem temperatury, powstatym w wyniku pomiaru metoda AFM — IR. Przyjmuje
si¢, ze w trakcie pomiaru AFM — IR maksymalny lokalny wzrost temperatury w obrebie badane;j
probki jest rzedu 4 K [65]. Teoretycznie, wydaje sie, ze jest to niewielki wzrost, ktory nie po-
winien wptywacé na strukturg chromatyny w badanych chromosomach. W praktyce jednak, ob-
serwuje si¢ znaczace pogorszenie specyficznosci wigzania sond, wykorzystywanych w meto-
dzie mFISH oraz spadek intensywnosci sygnatu fluorescencyjnego. Moze to wskazywaé na
subtelne zmiany w strukturze chromatyny, na przyktad polegajace na lokalnym odwodnieniu
probki 1 zmianie jej struktury przestrzennej 1 upakowania. W przysztosci, nalezy zatem skupic
si¢ na wyjasnieniu wplywu pomiar6w wykonanych metoda AFM — IR i lokalnego wzrostu tem-
peratury na struktur¢ badanych chromosomoéw, gdyz wiadomo, ze jest ona bardzo delikatna
i wrazliwa na zmiany warunkOw otoczenia (zmiany temperatury czy wilgotnosci).

Na podstawie przedstawionej w ramach rozprawy analizy, mozna stwierdzi¢, ze posta-
wiona teza badawcza zostala potwierdzona. Wykazano, ze euchromatyna jest bardziej wrazliwa
na powstawanie uszkodzen w wyniku oddzialywania z wigzka protonéw. Otrzymane wyniki
sg rowniez zgodne z literaturg. W przyszlosci, nalezy wykorzysta¢ opracowang metodologi¢
do analizy wigkszej iloSci aberracji w celu wzmocnienia analizy statystycznej wykonanych po-

miaroéw.

3. Whnioski

Dotychczas prowadzone badania chromosoméw wniosty znaczacy wkitad w wiedz¢ do-
tyczacg powstawania uszkodzen w eu i hetero-chromatynie. Do tej pory wykorzystywano jed-
nak glownie metody optyczne, ktére maja ograniczong rozdzielczo$¢ przestrzenng
(rzedu 300 nm). Ponadto wiele badan prowadzonych bylo z wykorzystaniem klasycznego bar-
wienia prazkow z uzyciem trypsyny i barwienia przy pomocy Giemsy. Ze wzgledu na ograni-
czenia klasycznych metod, takie jak wspomniana rozdzielczo$¢ przestrzenna, koniecznos$¢ do-
datkowej preparatyki probek, wprowadzanie znacznikow fluorescencyjnych, czy barwienie,
co zaburza delikatng struktur¢ chemiczng chromatyny, konieczne jest rozwijanie nieinwazyj-
nych metod nanoobrazowania. Jedna z takich metod, jest zaprezentowana w niniejszej rozpra-

wie metoda AFM — IR. Dzigki wykorzystaniu tej metody, mozliwe byto zobrazowanie rozktadu
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euchromatyny i heterochromatyny w pojedynczych chromosomach z rozdzielczoscig prze-
strzenng si¢gajaca 29 nm, co jest ograniczeniem metody AFM — IR ze wzgledu na rozmiar
stozka sondy AFM. Analiza map AFM — IR byta weryfikowana przy pomocy analizy sktado-
wych glownych widm zebranych z pojedynczych chromosoméw. Dzigki przeprowadzonej ana-
lizie map i wielowymiarowej analizie statystycznej, mozliwe bylo pokazanie, ze w wyniku od-
dzialywania z promieniowaniem jonizujacym, euchromatyna jest bardziej czula na powstawa-
nie uszkodzen. Umozliwilo to potwierdzenie tezy badawczej postawionej w rozprawie, mo-

wigce, ze_dwa podstawowe typy chromatyny charakteryzuja sie r6zna wrazliwoscia

na promieniowanie jonizujace. Ponadto, zostalo pokazane, ze ze spektroskopowego punktu

widzenia euchromatyna odrdznia si¢ od heterochromatyny intensywnoscig pasm charaktery-
stycznych glownie dla drgania grup CHs (2960 cm™, 2948 cm? (vasym(CHs)), 2928 cm?,
2880 cm* (veym(CH3))) oraz dla drgania grup CH2 (2928 cm™ (vasym(CH2)). Obserwowano row-
niez réznice spektralne pomiedzy euchromatyng i heterochromatyng w intensywnos$ci pasm,
charakterystycznych glownie dla drgania zasad DNA na pozycji spektralnej 1338 cm,
dla drgan v(P-O-C), v(O-C), v(C—-C-O-C) na pozycji spektralnej 1172 cm™, dla drgania
vsym(PO2) W szkielecie DNA na pozycji spektralnej 1072 cm™, a takze w intensywnos$ci pasma,
charakterystycznego gldwnie dla pasm pochodzacych od v(C-C), v(C-O) w szkielecie DNA
na pozycji spektralnej 984 cm™. Pasma te rowniez byty powiazane z metylacja DNA i histonow
w badaniach chromatyny na poziomie pojedynczych nukleosoméw, przeprowadzonej z wyko-
rzystaniem spektroskopii TERS, przedstawionych w niniejszej rozprawie.

W zaprezentowanym rozdziale opisujacym badania pojedynczych chromosomow czto-
wieka za pomocg metody AFM — IR, zostato rowniez pokazane, ze wykorzystanie wzmocnio-
nego rezonansowo modu kontaktowego z uzyciem lasera QCL jest technikg znacznie bardziej
czulg niz rezonansowy mod kontaktowy z uzyciem lasera OPO. Ponadto, wykorzystanie szyb-
kiego modu zbierania widm (ang. fast scan), umozliwito wykonywanie pomiaréw typu hyper-
sectral imaging w nanoskali. Zastosowanie tej techniki w badaniach chromosoméw jest unika-

towe i po raz pierwszy na §wiecie zostalo zaprezentowane w prezentowanej rozprawie.
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NAJWAZNIEJSZE WNIOSKI ROZPRAWY

Gléwnym celem przedstawionej rozprawy bylo zweryfikowanie tezy badawczej, mo-

wiace, ze_dwa podstawowe typy chromatyny charakteryzuja sie rézna wrazliwos$cia

na promieniowanie jonizujace. Aby osiggna¢ postawiony cel, wykonano badania chromatyny

z wykorzystaniem dwoch metod nanospektroskopowych (AFM — TERS i AFM — IR). Najwaz-

niejsze osiagnigcia rozprawy zostaly wymienione ponizej.

BADANIA NUKLEOSOMOW

7
A X4

Wykonanie pomiaréw chromatyny na najnizszym poziomie jej organizacji z wykorzysta-
niem spektroskopii AFM — TERS i zbadanie wptywu metylacji, zarowno DNA, jak i histonu
H3 (H3K27me3) na strukturg i organizacje pojedynczego nukleosomu.

Zidentyfikowanie dwoch rodzajow nukleosoméw w zalezno$ci od konformacji DNA
na podstawie zmiany intensywnos$ci pasma charakterystycznego dla wib. zasad A, C i G oraz
8(CH), a takze C=C (1487 cm?) : 1) charakteryzujacego si¢ brakiem obecnosci pasma
dla liczby falowej 1487 cm™ w przypadku liniowego DNA faga A (glownie konformacja A)
oraz 2) charakteryzujacego sie obecnoscia pasma dla liczby falowej 1487 cm™ w przypadku
kolistego DNA (pUC19, wspotistnienie konformacji A i B). W przypadku liniowego DNA
obserwuje si¢ zatem najprawdopodobniej oddzialtywanie reszt histonow z zasadami w wigk-
szym rowku DNA. Z kolei w przypadku kolistego DNA, najprawdopodobniej obserwuje

si¢ oddziatywanie reszt histonéw 1 zasad w mniejszym rowku DNA.

BADANIA CHROMOSOMOW

R/
o

*
A X4

Wykonanie pomiaréw chromatyny na najwyzszym poziomie jej organizacji z wykorzysta-
niem spektroskopii AFM — IR i zweryfikowanie udziatu eu- i hetero-chromatyny w powsta-

waniu aberracji chromosomowych w wyniku oddziatywania z wiagzkg protonowa.

Dzigki przeprowadzonej analizie map AFM - IR i wielowymiarowej analizie statystycznej,
pokazanie, ze w wyniku oddzialywania z promieniowaniem jonizujacym, euchromatyna

jest bardziej czuta na powstawanie uszkodzen. Umozliwilo to potwierdzenie postawionej

IFJ PAN 212 Krakow, 2019 r.



,Badanie wplywu promieniowania jonizujacego...” Anna M. Borkowska

tezy badawczej postawionej w rozprawie, moéwiace, ze_dwa podstawowe typy chromatyny

charakteryzuja sie rozna wrazliwoscia na promieniowanie jonizujace.

% Wykonanie pomiaréw pojedynczych chromosomow cztowieka typu typu hypersectral ima-

ging w nanoskali, wykorzystujac wzmocniony rezonansowo mod kontaktowy AFM — IR.

BADANIA NUKLEOSOMOW I CHROMOSOMOW

% Zidentyfikowanie markeréw spektroskopowych zwigzanych z metylacjg DNA i histonu H3,

umozliwiajacych identyfikacje eu- i heterochromatyny.
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V. DODATEK

1. Kody programow w jezyku C++

Kody programéw wymienionych ponizej napisanych w jezyku C ++ przez Autora zo-

stalty zamieszczony na dotgczonej do rozprawy ptycie DVD:

% program_TERS.exe

+ analiza_widmo_mocy.exe

* nanolR2.exe

% nanolR2_QCL.exe

¢ nanolR2_QCL_hyperspectral.exe

2. Obliczenia pomocnicze do analizy kariograméw

Pomocnicza analiza wielkosci poszczegoInych chromosomow, a takze stosunku po-
migdzy dtugos$ciag ramion p 1 q, umozliwiajgca opracowanie kariogramoéw zostata zamiesz-

czona na dofgczonej do rozprawy ptycie DVD.
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