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NOWOCZESNE TECHNIKI MIKROSKOPOWE W BADANIACH NAD
TROJWYMIAROWA STRUKTURA CHROMATYNY*

WSTEP

Historia mikroskopii zaczyna sie w XVI
w., kiedy to Zachariasz i Hans Janssenowie
wykorzystali (znane juz znacznie wczesniej)
dwie soczewki do zbudowania prekursora
dzisiejszego mikroskopu. Urzadzenie to po-
zwalalo na obserwacje z dziesieciokrotnym
powickszeniem. Wiek XVII to juz w biologii
okres fundamentalnych odkryé. W tym cza-
sie prawdziwego przelomu dokonal Anto-
ni van Leeuwenhoek, ktory czesto uwazany
jest za prekursora dzisiejszej mikroskopii.
Stworzony przez niego aparat byl zdolny
do obserwacji z powiekszeniem niemal trzy-
stukrotnym. Pozwolilo to na wkroczenie w
zupelnie nowa ere — mikrobiologii. To wla-
Snie Leeuwenhoek opisal pierwsza bakte-
rie (patrz LANE 2015). W podobnym czasie
Robert Hooke odkryl komorke (REINHART i
CARDOSO 2017), a Marcello Malphigi opisal
budowe naczyn wlosowatych (patrz Pouy-
AN 2014). Dalszy rozwoj mikroskopii naste-
powal znacznie wolniej. Mikroskopu zaczeto
uzywaé¢ powszechniej u schytku XIX w. dzie-
ki zastugom Ernsta Abbego, ktéry nie tyl-
ko opracowal teorie mikroskopii, lecz takze
znaczaco rozwinal mikroskopie technicznie,
m.in. przez zastosowanie kondensora, ulep-
szajac tym samym oswietlenie preparatu czy
tez obiektywu immersyjnego (patrz DAVIDSON
2009). Wiek XX to okres najszybszego roz-
woju mikroskopii. Wtedy to dokonano praw-
dziwych przelomow. W 1932 r. Ernst Ruska

i Maks Knoll opracowali pierwszy mikroskop
elektronowy. Dos¢ szybko zaczeto uzywac
go do obserwacji biologicznych, co zaowoco-
walo przyznaniem nagrody Nobla w 1974 r.
dla Alberta Claude’a, Christiana de Duve’a i
George’a Paladego za prace nad strukturalna
i funkcjonalna organizacja komoérki (ZORrca i
ZORCA 2011). Przy uzyciu mikroskopii elek-
tronowej dowiedziono, ze jadro komorkowe i
chromatyna majg domeny, a takze z wielka
dokladnoscia opisano niektore z nich (BERN-
HARD i GRANBOULAN 1963, SMETANA i wspol-
aut. 1966). Pod koniec lat 50. ubieglego
wieku pracujacy nad sieciami neuronowymi
Marvin Minsky stworzyl i opatentowal pro-
totyp mikroskopu konfokalnego (REINHART i
CARDOSO 2017). Minsky, nie bedac w stanie
obserwowac trojwymiarowej struktury, skon-
struowatl mikroskop, w ktérym Swiatlo zbie-
rane bylo w zadowalajacej rozdzielczosci tyl-
ko z jednej plaszczyzny. Pomyst ten pozwolit
na opracowanie mikroskopow konfokalnych,
a co za tym idzie, tréjwymiarowych rekon-
strukcji obserwowanych obiektow, i w kon-
cu mikroskopéw superrodzielczych, cechuja-
cych sie dzi§ rozdzielczoscia niewyobrazalng
nawet kilkanascie lat temu (patrz CREMER i
wspotaut. 2014). Co wiecej, mozliwe jest wy-
korzystanie mikroskopii superrozdzielczej do
obrazowania przyzyciowego i badania inte-
rakcji miedzy czasteczkami, ruchu komoérek,
a nawet zmian struktury chromatyny we-
wnatrz jadra komoérkowego.

Slowa kluczowe: chromatyna, jadro komoérkowe, mikroskopia elektronowa, mikroskopia superrozdzielcza, struktura

chromatyny

*Praca powstala w wyniku realizacji projektéow badawczych o nr UMO-2014/15/N/NZ2/00379, UMO-2015/18/E/
NZ3/00730 oraz o nr UMO-2017/24/T/NZ2 /00307 finansowanych ze Srodkow Narodowego Centrum Nauki.
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Obecnie panujacym trendem w mikro-
skopii jest dazenie do zobrazowania coraz
mniejszych struktur w coraz wyzszej roz-
dzielczosci, a takze optymalizacja procesow
obserwacji przyzyciowych. Nowe techniki
umozliwiaja konkretne, nowatorskie zasto-
sowania mikroskopii w biologii, przykta-
dy ktorych przedstawimy w dalszej czesci
pracy. Nalezy jednak pamietac o pewnych
ograniczeniach, ktére wciaz sa eliminowane.
Na przyklad skanowanie obrazu w wysokiej
rozdzielczosci trwa coraz krécej, co sprzyja
obserwacjom przyzyciowym. Ponadto, nowe
techniki pozwalaja na obserwacje z bardzo
duzym powiekszeniem i w wysokiej rozdziel-
czosci coraz wiekszych obszaréw preparatu.
O tym jak istotng role pelni mikroskopia
oraz jak szybko rozwija sie ostatnimi czasy,
Swiadczy miedzy innymi przyznana w 2014
r. Nagroda Nobla w dziedzinie chemii dla
Erica Betziga, Stefana W. Hella i Williama
E. Moernera, ktérzy otrzymali ja za wkiad w
rozw0j superrozdzielczej mikroskopii Swietl-
nej i ominiecie bariery rozdzielczosci (patrz
PoMORSKI 2015). Z kolei dwa lata temu
(2017) te sama nagrode w tej samej dzie-
dzinie dostali Jacques Dubochet, Joachim
Frank i Richard Henderson za prace nad
metoda mikroskopii krioelektronowej (CRES-
SEY i CALLAWAY 2017).

Celem niniejszego artykulu jest przedsta-
wienie wybranych najnowszych, innowacyj-
nych technik obrazowania o duzym znacze-
niu i wkladzie w rozwdj nauk biologicznych,
ze szczegblnym uwzglednieniem zastosowa-
nia metod mikroskopowych w badaniach
nad organizacja chromatyny w interfazowym
jadrze komoérkowym. Ponadto, naszym ce-
lem jest przedstawienie trendoéw panujacych
w tej dziedzinie. Niewatpliwie prowadza one
do jej rozwoju, a nas przyblizaja do zrozu-
mienia w jaki spos6b dwumetrowa ni¢ DNA
upakowana jest w jadrze o Srednicy zaled-
wie kilku mikrometrow. Praca ta umozliwi
takze Czytelnikowi zorientowanie si¢ w moz-
liwosciach i ograniczeniach najnowszych me-
tod mikroskopowych.

ORGANIZACJA CHROMATYNY W
JADRZE KOMORKOWYM

Badania ostatnich dwoch dekad wskazu-
ja, ze tréjwymiarowa organizacja chromaty-
ny jest dynamiczna i poprzez lokalne, kroét-
kodystansowe i globalne (o dalekim zasiegu)
oddzialywania miedzy genami oraz sekwen-
cjami regulatorowymi wplywa na regulacje
transkrypcji, a co za tym idzie fizjologie ko-
morki (CAVALLI i MISTELI 2013). Mikroskopia
Swietlna i elektronowa, jako pierwsze, uka-
zaly hierarchiczng budowe genomu: od po-
jedynczego wlokna chromatynowego, az do

chromosoméw mitotycznych. Ponadto, opra-
cowane niedawno metody biochemiczne i
mikroskopia superrozdzielcza pozwolily na
jeszcze glebszy wglad w jego tréjwymiarows
strukture w jadrze komoérkowym (ROUQUETTE
i wspotaut. 2010, FRASER i wspoétaut. 2015).

W wiekszosci komoérek podwodjna helisa
DNA o grubosci ok. 2 nm, catkowitej dltugo-
Sci 2 m, zawierajaca okolo 6 miliardow par
zasad u czlowieka musi zosta¢ upakowana
w relatywnie matla objetos¢ jadra komérko-
wego, ktoérego Srednica nie przekracza za-
zwyczaj kilkunastu mikrometrow.

Mozliwe jest to dzieki zgrabnemu upako-
waniu DNA za pomoca bialek. Informacji o
tym, w jaki sposéb DNA jest zorganizowany
w struktury wyzszego rzedu dostarczyly za-
rowno techniki mikroskopowe, jak i metody
biochemiczne, o czym wiecej napiszemy w
dalszej czesci tego artykulu.

Na pierwszym poziomie organizacji DNA
jest nawiniety na oktamer histonowy, two-
rzony przez korowe biatka histonowe H2A,
H2B, H3 i H4. Na jeden nukleosom przypa-
da DNA o dlugosci 147 par zasad (u czlo-
wieka), a tak zbudowana podstawowa nic
chromatyny ma grubos¢ ok. 11 nm i wygla-
da jak sznur korali (ang. beads on string).
Kolejny poziom upakowania DNA osiagany
jest dzieki wstepowaniu lacznikowego histo-
nu H1, ktéry wiaze sie do nici DNA pomie-
dzy nukleosomami (DNA tacznikowy ma dtu-
gos¢ od 20 do 75 pz) i pomaga stabilizowac
strukture wioékna o grubosci 30 nm (OuU i
wspotaut. 2017). W oparciu o dane pocho-
dzace z mikroskopii elektronowej i krystalo-
grafii zaproponowano dwa alternatywne mo-
dele tworzenia tego witokna: model soleno-
idu, w ktorym wiokno 11 nm jest skrecone
tak, ze na jeden obrét przypada 6 nukleoso-
moéw, oraz model zygzaka, w ktorym nukle-
osomy sa ulozone naprzemiennie w dwoéch
rownoleglych rzedach, a lacznikowy DNA
wije sie pomiedzy nimi. Istnienie wlokna 30
nm w interfazowym jadrze komorkowym jest
nadal dyskusyjne (RAZIN i GAVRILOV 2014),
poniewaz wiekszos§¢ badan pokazujacych
jego strukture bylo przeprowadzonych na
chromatynie wyizolowanej z komorki za po-
moca detergentéw (TREMETHICK 2007). Jed-
nak istnieja takze prace postulujace obec-
no$¢ witékna 30 nm réwniez w nienaru-
szonym jadrze komoérkowym (LI i wspoétaut.
2015). Szczegbdlowych informacji o tym jak
chromatyna zorganizowana jest w jadrze ko-
morkowym dostarczyly takie metody bioche-
miczne jak: Hi-C (LIEBERMAN-AIDEN i wspol-
aut. 2009) czy ChIA-PET (TANG i wspétaut.
2015). Wywodza sie one z techniki 3C (ang.
chromosome conformation capture) i sg
oparte na wysokoprzepustowym sekwencjo-
nowaniu DNA. U ich podloza lezy zalozenie,
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A) Petle chromatyny sa utrzymywane przez biatka strukturalne, a oddzialywania te moga by¢ ustabilizowane przez
uzycie zwiazkéw sieciujacych, takich jak formaldehyd. B) Utrwalona chromatyne poddaje sie izolacji i fragmentacji.
C) Fragmenty DNA (utrzymywane przez usieciowane biatka) sa laczone za pomoca ligazy w warunkach ekstremal-
nie niskiego stezenia DNA. W ten sposéb nastepuje wybidrcza ligacja fragmentow utrzymywanych przez komplek-
sy biatkowe, a nie przypadkowych sekwencji. D) Tak otrzymane liniowe sekwencje DNA beda zawieraly fragmenty
genomu, ktére wczesniej znajdowaly sie w fizycznej bliskosci w jadrze komoérkowym, lecz naturalnie nie wystepu-
jace w komorce. E) Powstale fragmenty sa sekwencjonowane i mapowane do genomu referencyjnego. F) W kolej-
nym kroku budowana jest mapa kontaktéw, na podstawie prawdopodobienstwa wystepowania w badanej populacji
komorek interakcji pomiedzy dwoma fragmentami chromatyny. Mape te mozna przedstawic w postaci trojkata, u
ktorego podstawy jest liniowa sekwencja danego fragmentu genomu, Srodek zas wypelniaja punkty, ktorych zabar-
wienie $§wiadczy o wiekszym (kolor czerwony) lub bardzo niskim (kolor bialy) prawdopodobienstwie interakcji miedzy
sekwencjami. G) Metoda FISH pozwala na sprawdzenie takich oddzialywan na poziomie jednej komorki, a nawet
jednej kopii. Sondy do hybrydyzacji projektowane sa do konkretnych sekwencji genomu (w przedstawionym przy-
kladzie do czerwonego, zielonego i niebieskiego fragmentu pokazanego na rysunku F). Jak wida¢ w kazdym jadrze
oddzialywania moga by¢ inne, rézniac sie nie tylko pomiedzy jadrami komérkowymi, ale tez kopiami w obrebie jed-
nej komoérki. Metody 3C pozwalaja na zbadania jedynie usrednionego obrazu z calej, bardzo duzej i zréznicowanej

Rycina 1. Poréwnanie metod 3C i FISH.

populacji komorek.

ze jesli dwa fragmenty genomu sa umiejsco-
wione obok siebie w trojwymiarowej prze-
strzeni jadra komoérkowego, to ich oddzia-
lywanie mozna ustabilizowa¢. Do tego celu
uzywa sie zwiazkoéw sieciujacych, takich jak
formaldehyd. Utrwalona chromatyne poddaje
sie izolacji i fragmentacji, a sekwencje DNA
(utrzymywane przez usieciowane biatka)
sa laczone za pomocg ligazy w warunkach
ekstremalnie niskiego stezenia DNA. W ten
spos6b promowana jest ligacja fragmentow
znajdujacych sie w usieciowanych komplek-
sach, a nie przypadkowych sekwencji DNA.
Tak powstale nowe sekwencje DNA beda za-
wieraly fragmenty genomu, ktére wczesniej
znajdowaly sie w fizycznej bliskosci w jadrze
komérkowym, lecz naturalnie nie wystepuja
w komorce. Sekwencjonowanie i zmapowanie
tych fragmentow do genomu referencyjnego
daje nam mozliwoS¢ oszacowania prawdo-
podobienistwa wystepowania interakcji po-
miedzy dwoma fragmentami chromatyny w
badanej, zazwyczaj dos¢ duzej i zrdéznicowa-
nej, populacji komorek. Uzyskane wyniki sg
usrednione. Oznacza to, ze jeSli dana inte-
rakcja wystepuje tylko w jednej kopii chro-
mosomu i tylko w czesci populacji komoérek,
to, stosujac metody biochemiczne, nie jeste-
Smy w stanie tego wykazac¢. Z pomoca moze

przyjs¢ tu mikroskopia i hybrydyzacja DNA
in situ, ktora daje informacje na temat po-
zycji badanego regionu w pojedynczych ko-
morkach, a takze o réznicach pomiedzy ko-
piami chromosomoéw (WILLIAMSON i wspélaut.
2014, TANG i wspélaut. 2015). W przypadku
metod biochemicznych uzyskujemy informa-
cje o czestoSci wystepowania interakcji, mi-
kroskopia za$§ pozwala oceni¢ odleglosci mie-
dzy badanymi odcinkami. Oba komplemen-
tarne podejScia przyczyniaja sie do lepszego
zrozumienia organizacji chromatyny (patrz
Ryc. 1). Techniki pokrewne 3C pozwolily na
odkrycie domen TAD (ang. topologically as-
sociated domains), w obrebie ktorych docho-
dzi do czestszych interakcji miedzychromaty-
nowych niz poza nimi. Te strukturalne jed-
nostki chromatyny maja u ssakéw sSrednia
dtugos¢ niespelna miliona par zasad (1 Mpz)
i zawieraja w sobie mniejsze petle chroma-
tyny o Sredniej dlugosci 200 kpz, w ktoé-
rych powstawanie zaangazowane jest bialko
CTCF (ang. CCCTC-binding factor) i kohe-
zyna (ONG i CORCES 2014). CTCF wiaze sie
do specyficznych sekwencji w DNA, a po-
przez oddzialywanie z inng czasteczka CTCF
(zwiazang do DNA w pewnej odleglosci) two-
rzy petle chromatyny, bedace podstawa or-
ganizacji genomu. Orientacja motywu wiaza-
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cego CTCF determinuje kierunek i topologie
powstajacych petli (TANG i wspoétaut. 2015).
W ten sposéb w obrebie domeny TAD do-
chodzi do licznych interakcji pomiedzy np.
promotorami i sekwencjami regulatorowymi,
takimi jak wzmacniacze (ang. enhancers) czy
represory (ang. silencers). Natomiast pomie-
dzy domenami TAD liczba takich interakcji
jest niewielka. Domenowa organizacja geno-
mu pozwala na funkcjonalny rozdzial trans-
krypcyjnie aktywnej euchromatyny od frag-
mentéow heterochromatyny, w ktérych (przej-
Sciowo lub na stale) ekspresja genow jest
wyciszona. Co ciekawe, istnienie domen o
podobnej wielkoSci postulowane byto takze
na podstawie zdje¢ mikroskopowych chro-
matyny (CREMER i wspotaut. 2015).
Najwyzszy poziom organizacji wykazuja
chromosomy mitotyczne, ktore charaktery-
zuja sie ok. 50-krotnie wyzsza kondensa-
cja w stosunku do chromatyny interfazowej
(BELMONT 2006). Poniewaz sa one bardzo
wdziecznym obiektem badan, chromosomy
mitotyczne zostaly zobrazowane na wiele
sposobow i trudno je tu wszystkie wymie-
ni¢. Po raz pierwszy zostaly zaobserwowa-
ne w 1842 r. przez szwajcarskiego botanika
Carla Nageliego, ktory takze jako pierwszy
opisal proces mitozy. Ostatnie badania prze-
prowadzone za pomoca wspomnianej meto-
dy Hi-C na synchronizowanej hodowli ku-
rzej, limfoblastoidalnej linii komoérek DT40,
pokazaly hierarchiczny model kondensacji
chromosoméw zaleznej od kondensyn. Mo-
del ten poréwnano do spiralnych schodéw,
w ktorym rdzen tworza podstawy petli chro-
matynowych, utrzymywanych przez konden-
syny. W profazie zanikaja typowe domeny
TAD i interakcje krotkiego zasiegu, a za-
stepuja je dlugodystansowe interakcje, for-
mowane przez skrecajaca sie hierarchicznie
ni¢ chromatyny (GIBCUS i wspoétaut. 2018).
Badania te potwierdzily teze wysnuta przez
Urlicha K. Laemmliego pod koniec lat 70.
ubieglego wieku, ktoéry na postawie badan
biochemicznych i obserwacji mikroskopo-
wych chromosoméw ekstrahowanych z linii
ludzkich komoérek raka szyki macicy HelLa
wywnioskowal, ze chromosomy skladaja sie
z szeregu petli chromatynowych, utrzymywa-
nych przez niehistonowe biatka (MARSDEN i
LAEMMLI 1979). W jaki sposéb komoérka od-
twarza interfazowa posta¢ chromatyny jest o
dziwo procesem malo poznanym (MAGALSKA
i wspétaut. 2014). Wiadomo natomiast, ze
DNA nalezacy do poszczegélnych chromoso-
mow nie jest bezladnie rozprzestrzeniony w
interfazowym jadrze, a tworzy specyficzne
terytoria chromosomowe. Pod koniec XIX w.
Carl Rabl jako pierwszy wskazal mozliwos¢,
ze chromosomy zajmuja okreslony region w
jadrze interfazowym, natomiast termin ,te-

rytorium chromosomowe” (ang. chromoso-
mal territory, CT) zostal zaproponowany na
poczatku XX w. przez Theodora Boveriego
(CREMER i wspoétaut. 2014). Obecnos¢ spdj-
nego, wyroznionego terytorium, zajmowane-
go przez pojedynczy chromosom udowodnio-
no ponad 80 lat poézniej, przeprowadzajac
doswiadczenie polegajace na przyzyciowym
naswietlaniu mikrowiazka promieniowania
UV okreslonego obszaru jadra interfazowe-
go. Naswietlane komorki inkubowano z ra-
dioaktywnie znakowana tymidyna, ktéra
byla wbudowywana w uszkodzone miejsca
w DNA. Nastepnie, po osiagnieciu przez ko-
morke stadium mitozy, wykonywano prepa-
raty chromosomowe i obserwowano rozklad
znakowanej radioaktywnie tymidyny. W pra-
cy zalozono dwa alternatywne scenariusze.
Pierwszy z nich zakladal, ze DNA pochodza-
cy z roznych chromosomoéw jest przemiesza-
ny w jadrze komoérkowym. Oznaczaloby to,
ze wowczas w niewielkim stopniu uszkodze-
niu ulegataby wiekszo§¢ chromosomoéw. W
drugim scenariuszu, jak sie okazalo traf-
nym, przyjeto zalozenie, ze DNA nalezacy do
poszczegolnych chromosomow zajmuje kon-
kretny region. W tej sytuacji tylko kilka z
chromosomoéw wykaze obecno$¢ znakowanej
tymidyny (CREMER i wspoétaut. 2014). Roz-
winiecie metody DNA-FISH i wprowadzone
pozniej sondy malujace, znakujace specy-
ficznie wybrane terytoria, pozwolily okresli¢
pozycje poszczegolnych chromosomow w ja-
drze komoérkowym. Dzieki temu wykazano,
ze lokalizacja ta nie jest przypadkowa i zale-
zy zaréowno od wielkosci chromosomu, jak i
liczby genow w nim zawartych. Oznacza to,
ze duze chromosomy, o stosunkowo malej
liczbie gendéw, wykazuja tendencje do pery-
feryjnej lokalizacji w jadrze, natomiast chro-
mosomy male, geSciej upakowane sekwen-
cjami kodujacymi, beda czesciej znajdowaly
sie w centrum jgdra komoérkowego (CREMER
i CREMER 2010). W tej chwili istnieje moz-
liwos¢ oznaczenia wszystkich chromosomoéw
jednoczesnie dzieki zastosowaniu sond ma-
lujacych o unikatowej kombinacji fluorochro-
mow dla kazdej pary chromosoméw (ang.
spectral kariotyping, SKY). Metody oparte na
trojwymiarowej mikroskopii fluorescencyjne;j
i FISH wykorzystywane sg rowniez w dia-
gnostyce choréb zwiazanych z aberracjami
chromosomowymi (GUO i wspoétaut. 2014).
Coraz czeSciej okazuje sie, ze organizacja
chromatyny jest kolejnym poziomem epi-
genetycznej regulacji ekspresji genow, a jej
zaburzenie moze prowadzi¢ do negatywnych
konsekwencji w prawidlowym funkcjonowa-
niu komorki (ITo i wspoétaut. 2014, HNISZ i
wspoétaut. 2016). Poniewaz kazda z wymie-
nionych metod ma swoje ograniczenia, po-
laczenie technik mikroskopowych i bioche-



Nowoczesne techniki mikroskopowe w badaniach nad tréjwymiarowq struktura chromatyny 23

micznych opartych na wysokoprzepustowym
sekwencjonowaniu daje najpelniejszy obraz
trojwymiarowej struktury chromatyny w na-
tywnym jadrze.

MIKROSKOPIA SWIETLNA

Mikroskopy optyczne wykorzystuja swia-
tlo odbite od preparatu, przechodzace lub
emitowane przez preparat. Obraz uzyski-
wany w mikroskopie Swietlnym pozwolil na
prawdziwy przelom w biologii. Dzieki niemu,
wspomniany wczesniej A. van Leeuwenhoek
zaobserwowal po raz pierwszy bakterie, San-
tiago Ramon y Cayal, opisujac komoérki ner-
wowe, stal sie ojcem wspoélczesnej neurobio-
logii (CAJAL i wspotaut. 1999), Robert Brown
odkryt i opisal owalna strukture znajdujaca
sie w komorkach roslinnych, ktéra nazwat
jadrem komoérkowym (BROWN 1833), a Ru-
dolph Virchow opisal po raz pierwszy po-
dzial komorki (patrz HAJDU 2005).

Kolejny przelom nastapit w drugiej po-
lowie XIX w., kiedy Adolf von Baeyer otrzy-
mal pierwszy barwnik fluorescencyjny (patrz
NAGENDRAPPA 2014). Stalo sie to poczatkiem
narodzin  mikroskopu  fluorescencyjnego.
Rownoczesny rozwoj techniczny mikrosko-
pow i technik biologii molekularnej stat sie
kolejnym kamieniem milowym w naukach
biomedycznych XX w. Mozliwo§¢ przytacza-
nia Swiecacych fluorochroméw, sprzezonych
z drugorzedowymi przeciwcialami, do swo-
istych antygenéw, pozwolila na opracowanie
tysiecy specyficznych markerow dla danych
struktur komoérkowych w utrwalonych pre-
paratach. W latach 60. XX w. wyizolowano
z meduzy Aequorea victoria biatko zielonej
fluorescencji (ang. green fluorescence pro-
tein, GFP) (SHIMOMURA i wspoélaut. 1962).
Opracowano takze technike pozwalajaca na
przytaczenie GFP do badanego biatka, co
umozliwilo zlokalizowanie analizowanej cza-
steczki, a takze obserwacje jej zmian w cza-
sie. Za odkrycie i rozwoéj biatka zielonej flu-
orescencji przyznano Osamu Shimomurze,
Martinowi Chalfiemu i Rogerowi Y. Tsienowi
Nagrode Nobla w dziedzinie chemii (2008).
Postep w obrazowaniu zatrzymatby sie, gdy-
by nie nowatorskie podejscie do mikroskopii
nie tylko od strony biologii, lecz takze fizyki

i optyki.

OGRANICZENIA MIKROSKOPU
SWIETLNEGO

Jednym z podstawowych czynnikéw ogra-
niczajacych mozliwosci obrazowania za po-
moca mikroskopu jest zdolnosS¢ rozdzielcza.
Jako ze sSwiatlo ma nature falowa, ograni-
czenie zdolnosci rozdzielczej wynika z dy-
frakcji. Rozdzielczosé, w prosty sposéb, moz-

na opisa¢ jako minimalna odleglos¢ pozwa-
lajaca na rozréznienie dwoch punktow jako
oddzielnych. Dla przykladu rozdzielczos¢
ludzkiego oka wynosi 0,2 mm, mikroskopu
Swietlnego zas$ okolo 200-250 nm. Prég roz-
dzielczosci (dla mikroskopii Swietlnej) zostat
opisany przez Ernsta Abbego i zostal wyra-
zony rownaniem:

d = A/2NA,

gdzie d — rozdzielczos¢, A — dlugosé¢ fali emi-
sji, NA — apertura numeryczna.

Apertura numeryczna jest wartoscia ce-
chujaca obiektyw. Im apertura jest wyzsza,
tym wyzsza jest zdolnosSc¢ rozdzielcza obiek-
tywu. Zalezy ona od wspoélczynnika zalama-
nia Swiatla w osrodku, czyli miedzy obiekty-
wem a preparatem, a takze od maksymalne-
go kata rozwarcia promieni Swietlnych, ktore
docieraja do obiektywu. Obiektywy suche
maja z reguly aperture nizsza niz immersyj-
ne. NA opisana jest wzorem:

NA = n sin6,

gdzie: n - wspoélczynnik zalamania Swiatla
osrodka, w ktorym znajduje sie obiektyw, 6
— potowa maksymalnego kata, pod ktorym
moze padac¢ Swiatlo (patrz WoOLNY 2013)

Dyfrakcja, czyli zalamanie sie Swiatla,
prowadzi do niekorzystnego zjawiska polega-
jacego na niedokladnym odwzorowaniu przez
detektor punktowego zrodla swiatta. Powsta-
ly obraz, po przejsciu sSwiatla przez prze-
stone w mikroskopie fluorescencyjnym, nie
jest ostrym punktem, ale tworzy charaktery-
styczna plamke Airy’ego. Od jej srodka od-
chodza koncentrycznie jasne i ciemne kregi.
Zjawisko to moze prowadzi¢ do naktadania
sie na siebie rozproszonego sSwiatla pocho-
dzacego z dwoch obiektow, a w zasadzie na-
kladania sie¢ na siebie dwoch plamek Airy-
‘ego, co z kolei nie pozwala na zobaczenie
ich pod mikroskopem jako rozdzielnych. Co
wazne, plamka Airy’ego powstaje w osi x i
y, jako koncentryczne prazki, ale takze i w
osi z, tworzac znieksztalcony obraz punktu
przypominajacy klepsydre. Poniewaz wiele
struktur komoérkowych jest mniejszych niz
zdolnos§¢ rozdzielcza standardowego mikro-
skopu swietlnego, to nie moga by¢ one pod
nim obserwowane.

Podsumowujac, zdolnos¢ rozdzielcza mi-
kroskopu swietlnego wynika 2z ograniczen
optyki i nawet dla obiektywoéw o wysokiej
aperturze wynosi ona okoto 250 nm w osi
x-y i okolo 550 nm w osi z.

OBEJSCIE BARIERY DYFRAKCYJNEJ

Zastosowane szeregu zabiegow pozwoli-
o na obejscie limitu Abbego i zobrazowanie
struktur mniejszych niz 200 nm z uzyciem
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Tabela 1. Poréwnanie najwazniejszych cech poszczegélnych typéw mikroskopii $swietlnej oraz mikro-

skopii elektronowe;.

Mikroskopia konfo-

Mikroskopia Mikroskopia
kalna/ wysokoprze- SIM STED
pustowa pointylistyczna elektronowa
Rozdzielczos¢ XY 250 nm 100 nm 20-70 nm 10-30 nm <5 nm
Rozdzielczos¢ Z 550 nm 200-300 nm 40- 150* nm 10-75* nm 3-60 nm
Fluorochromy standardowe standardowe specjalne specjalne -

Znakowanie w +++ +++

wielu kolorach

Najczesciej do 4 Najczesciej do

kolorow 4 kolorow

Obrazowanie + +
przyzyciowe

Latwos¢ przygoto- +++ +++

wana preparatu

++ ++ -

Najczesciej do Najczesciej do 2 (Detekcja mozliwa z

3 koloréow kolorow uzyciem ziaren

o roznej Srednicy)
+ + -
++ + +

* znaczna poprawa rozdzielczosci w osi z osiagana jest dzieki dodatkowym zabiegom (m. in. poprzez zastosowanie

dwoch obiektywow)

mikroskopu swietlnego. Mikroskopy 4Pi (Le-
ica) oraz I°PM (Zeiss) posiadaja dwa (umiesz-
czone naprzeciw siebie) obiektywy, pomiedzy
ktorymi znajduje sie preparat. Pozwala to na
funkcjonalne podwojenie apertury numerycz-
nej, co z kolei wiaze sie z poprawa zdolnosci
rozdzielczej (BEWERSDORF i wspoélaut. 2006).
Innym podejsciem do mikroskopii wysoko-
rozdzielczej jest modyfikowanie fluoroforéow
i ich wlasciwosci oraz sposobu emisji i de-
tekcji fotonow tak, by obserwowac czasteczki
fluoroforéw pojedynczo (PALM, STORM), lub
obrazowanie za pomoca mikroskopii Swiatla
strukturalnego SIM czy STED, dzialajacych
na jeszcze innej zasadzie (TOOMRE i BEWERS-
DORF 2010). Techniki te zostang omowione
w dalszej czesci pracy. Ich poroéwnanie pod
wzgledem rozdzielczosci i innych wlasciwo-
Sci przedstawiono w Tabeli 1. Ponadto, przy
kazdej z metod nakreslony =zostanie zarys
badan dotyczacych chromatyny, w ktérych
techniki te zostaly wykorzystane.

MIKROSKOPIA SWIATLA
STRUKTURALNEGO

SIM (ang. structured illumination micro-
scopy), czyli mikroskopia Swiatla struktural-
nego, to technika pozwalajaca na obejscie
bariery dyfrakcyjnej, oparta na wlasciwo-
Sciach samego ukladu optycznego. Nie wy-
maga zatem stosowania specjalnych fluoro-
forow, kompatybilnych z technika. Mikro-
skopia ta polega na oswietleniu preparatu
Swiatlem o okreslonym wzorze, uzyskiwa-

nym przez umieszczenie siatek dyfrakcyj-
nych w drodze optycznej, doprowadzajacej
Swiatlo do preparatu. Zastosowanie swiatla
strukturalnego prowadzi do wygenerowania
tzw. prazkéw mory, ktére powstaja w wy-
niku nalozenia pod katem dwoch wzorcow.
W przypadku SIM zrodlem wzorca jest sama
struktura preparatu, a wlaSciwie przestrzen-
ne rozmieszczenie barwnika fluorescencyj-
nego, oraz struktura Swiatla padajacego na
preparat. Powstala mora zawiera informacje
o strukturze obserwowanego obiektu. Od-
powiednie oprogramowanie (wykorzystujace
aparat matematyczny analizy Fourierowskiej)
pozwala na uzyskanie z nich szczegélowych
informacji, niemozliwych do zobaczenia z
uzyciem konwencjonalnej mikroskopii (GU-
STAFSSON 2000). SIM pozwala na uzyskanie
rozdzielczosci w osi x-y na poziomie 100
nm, co jest dwukrotnie lepszym wynikiem
niz w przypadku tradycyjnej mikroskopii
konfokalnej. Znaczna poprawa rozdzielczosci
mozliwa jest takze w osi z i osiaga wartosé
w zakresie 200-300 nm. Technika ta moze
by¢ takze wykorzystywana do badan przy-
zyciowych, a obraz moze by¢ uzyskiwany z
kilku kanaléow o réznej barwie fluoroforow
(TOOMRE i BEWERSDORF 2010). Mozliwe jest
takze potaczenie SIM z oméwionym wcze-
$niej systemem dwuobiektywowym ISM, co
pozwala na uzyskanie rozdzielczosci 100 nm
we wszystkich trzech wymiarach (GUSTAFS-
SON 2000).

SIM byta pierwsza superrozdzielcza meto-
da mikroskopii S§wietlnej, ktérej uzyto do ba-
dania chromatyny (SCHERMELLEH i wspotaut.
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2008). Stosujac barwienie DNA przy pomo-
cy DAPI oraz porow jadrowych i laminy z
uzyciem specyficznych przeciwcial, autorzy
wykazali, ze chromatyna wewnatrz jadra ko-
morkowego nie jest jednolita, lecz ma fibry-
larna strukture, a silnie skondensowana he-
terochromatyna znajduje sie tuz pod otocz-
ka jadrowa i w chromocentrach (klastrach
chromatyny przycentromerowej, bogatych w
pary A-T, do ktérych DAPI wigze sie z wigk-
szym powinowactwem). Procz tego wykazano
istnienie kanaléw catkowicie pozbawionych
chromatyny, znajdujacych sie tuz pod po-
rami jadrowymi oraz w calej objetosci jadra
komorkowego pomiedzy chromatyna, a takze
wpuklen otoczki jadrowej, lokalizujacych sie
w poblizu centrosoméw w komoérkach przy-
gotowujacych sie do podzialu mitotycznego.
Szczegoly te, zwlaszcza interchromatyno-
we regiony pozbawione barwienia DAPI, nie
byly dobrze widoczne w zwyktej mikroskopii
Swietlnej ze wzgledu na ich male rozmiary.
Ostatnio dokonano szczegélowej analizy
chromatyny zlokalizowanej w okolicy poréow
jadrowych przy pomocy SIM i barwien spe-
cyficznych modyfikacji i wariantow histonow.
Pozwolilo to na wykazanie, ze w bezposred-
niej bliskosci kanalu poru jadrowego jednak
znajduje sie euchromatyna, slabo widoczna
w barwieniu DAPI, ktéra otoczona jest bar-
dziej skondensowana heterochromatyna. Au-
torzy okreslili rowniez lokalizacje enzymoéw
utrzymujacych domeny w tej strukturze oraz
wykazali, ze do ich zachowania konieczna
jest aktywnos¢ transkrypcyjna komorki (FiI-
SEROVA i wspétaut. 2017). Przez ostatnie 10
lat mikroskopia SIM byla wykorzystywana
do licznych badan struktury jadra komorko-
wego i chromatyny, w tym rowniez przyzy-
ciowych. Do najciekawszych prac naleza pu-
blikacje pochodzace z laboratoriow Marion,
Thomasa i Christopha Cremeréw. To oni wy-
kazali istnienie sieci miedzychromatynowych
kanaléw, rozchodzacych sie od porow jadro-
wych do wnetrza jadra, ktéorych integralna
czescia sa cetki jadrowe (ang. nuclear spec-
kles), zaangazowane miedzy innymi w skta-
danie (ang. splicing) mRNA. Sie¢ ta odgro-
dzona jest od silnie upakowanej heterochro-
matyny przez 100-200 nm warstwe zdekon-
densowanej euchromatyny (nazwanej przez
autorow perichromatyna), bogatej w aktywna
polimeraze II i inne markery aktywnej trans-
krypcyjnie chromatyny (MARKAKI i wspoétaut.
2010). W kolejnej pracy (SMEETS i wspol-
aut. 2014) autorzy przeprowadzili szczeg6-
lowa analize cialka Barra, wyciszonej kopii
chromosomu X, oraz jego aktywnej kopii.
Wykazali, ze mikroskopia SIM pozwala na
znacznie bardziej szczegélowa analize stop-
nia kondensacji chromatyny i wyréznienie
wielu subdomen ciatka Barra, juz nawet w

wyniku barwienia samego DNA. Dodatkowe
zastosowanie hybrydyzacji RNA in situ wy-
kazalo, ze wraz z kondensacja chromatyny
i przylaczaniem transkryptu genu Xist, nie-
zbednego do utrzymywania stanu wyciszenia
transkrypcyjnego ciatka Barra, zanika obec-
nos¢ aktywnej polimerazy II. Autorzy suge-
ruja, ze w pelni uformowane ciatko Barra
posiada resztkowa aktywnos¢ transkrypcyjna
i znajduja sie w nim wszystkie powyzej opi-
sane elementy strukturalne chromatyny, z
ta roéznicg, ze aktywna perichormatyna jest
czesSciowo zapadnieta.

MIKROSKOPIA WYMUSZONEGO
WYGASZANIA EMISJI

Mikroskopia wymuszonego wygaszania
emisji (STED) zostala rozwinieta przez na-
grodzonego Nagroda Nobla Stefana Hella
i wspolpracownikow (HELL 2015). Zasada
dziatania mikroskopii STED polega na uzy-
ciu dwoch laseréw do oswietlenia prepara-
tu. Oprécz wigzki wzbudzajacej, stosowana
jest tak zwana wiazka STED, pierScieniowa
wiazka wygaszajaca. Jej zadaniem jest sthu-
mienie fluorescencji na brzegach punktu,
ktory ulegt wzbudzeniu. Zabieg ten prowadzi
do zmniejszenia rozmiaru plamki Airy’ego,
co bezposrednio przeklada sie na zwieksze-
nie ostrosci punktu i poprawy rozdzielczosci
przecietnie do 20-70 nm w osi x-y i 40-150
nm w osi z (YAMANAKA i wspotaut. 2014, LI i
wspotaut. 2018). Technika ta moze byc tak-
ze stosowana do obrazowania przyzyciowego
(EGGELING i wspoétaut. 2013). Jednak przy
uzyskaniu wysokiej rozdzielczosci dochodzi
tu do dos¢ intensywnego fotowybielania flu-
oroforow. Poczatkowo STED stosowano do
jednego kanalu. Wtedy obraz z innych ka-
naléw (o innej barwie) zbierany jest w stan-
dardowej rozdzielczosSci. Dzi§ mozliwe jest
zbieranie obrazu w jakosci STED w wielu
kolorach. Nalezy jednak pamietac o ograni-
czeniu wynikajacym z koniecznosci stosowa-
nia fluoroforow kompatybilnych z ta techni-
ka (TOOMRE i BEWERSDORF 2010).

Mikroskopia STED, pomimo znacznie
lepszej rozdzielczosci niz SIM, nie byla dotad
szeroko uzywana w badaniach nad organiza-
cja chromatyny. Tlumaczy¢ to moze bardziej
skomplikowana preparatyka oraz niemoz-
nos¢ zastosowania powszechnie uzywanych
barwnikéw DNA, takich jak DAPI i Hoechst,
ktore sa niekompatybilne z ta technika.
Ograniczenie to zostalo przezwyciezone przez
uzycie barwnika DNA SiR-Hoechst, ktore-
go widmo znajduje sie w zakresie dalekiej
czerwieni. LUKINAVICIUS i wspoétaut. (2015)
za pomoca SiR-Hoechst wyznakowali DNA i
zobrazowali je przyzyciowo przy uzyciu mi-
kroskopii STED, wykazujac jego niska tok-
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sycznos¢ i kompatybilnos¢ z technikami su-
perrozdzielczymi. W przypadku preparatow
utrwalonych alternatywne podejScie moze
stanowi¢ wuzycie przeciwciala skierowanego
przeciwko DNA, a nastepnie przeciwcial dru-
gorzedowych sprzezonych z fluorochromami
kompatybilnymi ze STED. Interesujacym wy-
daje sie takze uzycie mikroskopii STED (z
jej mozliwoscia wielokolorowego znakowania)
do identyfikacji interakcji pomiedzy badany-
mi loci za pomoca metody FISH lub lokali-
zacji RNA i biatek (ZHANG i wspoétaut. 2014).

PALM I STORM

Nagroda Nobla w dziedzinie chemii przy-
znana w 2014 r., wspoldzielona byla przez
Stefana Hella (mikroskopia STED) oraz Eri-
ca Betziga i Williama Moernera, ktorzy opra-
cowali mikroskopie PALM. Zasady dziatania
mikroskopii PALM (ang. photo-activated lo-
calisation microscopy) i STORM (ang. sto-
chastic optical reconstruction microscopy) sa
bardzo podobne. Gléwne roznice odnosza sie
do rodzaju uzytych fluoroforéw. W przypad-
ku PALM uzywa sie biatek fluorescencyjnych
aktywowanych swiatlem, zas§ w technice
STORM stosuje sie przeciwciata drugorzedo-
we sprzezone z kompatybilnymi fluorochro-
mami.

Czesto mikroskopie PALM i STORM
okresla sie wspédlnie jako lokalizacyjna lub
mikroskopie opartga na pointylizmie, czyli
technice stosowanej w sztuce neoimpresjo-
nistycznej, polegajacej na formowaniu ob-
razu z gesto ulozonych punktéow o réznych
kolorach (BETzIG i wspoétaut. 2006, RUST i
wspoétaut. 2006). Okreslenia te trafnie od-
daja istote dzialania PALM i STORM. Uzy-
skanie obrazu w wysokiej rozdzielczosci
odbywa sie tu przez wizualizacje blySniec
pojedynczych fluoroforéw, skladajacych sie
na caly obraz. Mozliwe to jest dzieki loso-
wym (!) wlaczeniom i wygaszaniom fluorofo-
row, prowadzacym do zjawiska polegajacego
na miganiu pojedynczych czasteczek, ktore
(z wykorzystaniem programow obliczenio-
wych) skladane sa w obraz catosci. Uzywa-
jac programu wyznaczajacego Srodek plamki
Airy’ego, mozna po kolei obliczy¢ dokladna
pozycje wszystkich czastek fluorochromu i
zrekonstruowac¢ obraz. Pozwala to na uzy-
skanie rozdzielczosci 10-30 nm w osi x-y i
okoto 75 nm do nawet 10 nm w osi z (PA-
TERCZYK 2013, YAMANAKA i wspoétaut. 2014).
Wiaze sie to jednak z niska szybkoscig uzy-
skiwania obrazéw oraz ze stosowaniem od-
powiednich fluoroforow (TOOMRE i BEWERS-
DORF 2010). Po pierwsze, powinny one latwo
ulega¢ wzbudzaniu i wygaszaniu. Po drugie,
powinny emitowaé¢ duzo fotonow przed wy-
gaszaniem. Ponadto, w momencie ,wycisze-

nia” fluoroforu jego emisja powinna by¢ jak
najnizsza. I wreszcie, fluorofory powinny ce-
chowac sie jak najnizsza spontanicznag akty-
wacja (HUANG i wspétaut. 2010). Dodatkowo,
wykorzystanie technik pointylistycznych do
obrazowania w trzech wymiarach nie jest
proste. Jedna z mozliwosci jest uzycie socze-
wek cylindrycznych, ktére modyfikuja ksztatt
obrazu punktu. Z kolei analiza ksztalttu,
ktéry zmienia sie wraz z oddalaniem od
plaszczyzny ostrosci, pozwala na okreslenie
lokalizacji punktu w trzech wymiarach (HU-
ANG i wspoétaut. 2008).

Podsumowujac, PALM i STORM pozwala-
ja na uzyskanie duzej poprawy rozdzielczo-
§ci zaréwno w osi x-y, jak i z, co umozli-
wia tworzenie rekonstrukcji tréjwymiaro-
wych znacznie lepiej odwzorowujacych stan
rzeczywisty anizeli standardowy mikroskop
konfokalny. Wiaze sie to jednak z szeregiem
ograniczen, m.in. z czasem skanowania, z
ktérego wynikaja ograniczenia w wykorzysta-
niu mikroskopii do lokalizacji pojedynczych
czasteczek w badaniach przyzyciowych. Po-
nadto, uzycie tu wielokolorowego znakowa-
nia (cho¢ wciaz mozliwe) jest znacznie trud-
niejsze anizeli w przypadku konwencjonalnej
mikroskopii. Dodatkowo, glebokos¢é obrazo-
wania preparatu w osi z, w poréwnaniu do
mikroskopii konfokalnej, jest znacznie ogra-
niczona (FISCHER i wspoétaut. 2011).

Przechodzac do badan nad organizacjg
chromatyny wykorzystujacych mikroskopie
lokalizacyjna, nie sposob nie skupi¢ sie na
wykorzystaniu techniki STORM, w polacze-
niu z technika DNA-FISH, w obrazowaniu
specyficznych odcinkéw DNA. Przyklad ta-
kiego podejscia stanowi praca BOETTIGERA i
wspotaut. (2016), ktorzy zobrazowali w ko-
morkach Drosophila nieaktywne i aktywne
transkrypcyjnie regiony chromatyny. Praca
ta odpowiada na pytanie o zaleznos¢ struk-
tury chromatyny od jej stanu epigenetycz-
nego 1 aktywnosci. Autorzy sklasyfikowali
chromatyne w trzy grupy: nieaktywna, ak-
tywng oraz wyciszona, charakteryzowana
przez wiazanie z biatkami Polycomb. W swo-
ich badaniach naukowcy wykazali, iz regio-
ny aktywne sa upakowane najluzniej, nie-
aktywne — najgesciej, zas domeny wyciszone
lokuja sie posrodku pod wzgledem stopnia
upakowania. Roéwniez w komoérkach ssa-
czych (za pomoca STORM i DNA-FISH) wy-
kazano rézny stopien upakowania domen, w
zaleznosci od ich stanu epigenetycznego (FA-
BRE i wspoétaut. 2015). Oprocz obrazowania
DNA per se, mikroskopia lokalizacyjna uzy-
ta zostala takze do analizy rozmieszczenia
histonéow w ludzkich komoérkach. Niezwykle
ciekawe jest rowniez zalozenie, ze liczba zlo-
kalizowanych pojedynczych czasteczek, po-
chodzacych z wyznakowanego histonu H2B,
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odzwierciedla liczbe nukleosoméw. Podejscie
to pozwolilo na zidentyfikowanie zgrupowan
nukleosomow wzdluz wildkna chromatyny.
Zgrupowania te okazaly sie by¢ rozdzielone
regionami wolnymi od nukleosoméw. Ponad-
to wykazano, ze wieksze i geSciej upakowa-
ne klastry histonéw cechuja zamknieta, nie-
aktywna heterochromatyne (RICCI i wspotaut.
2015).

BALM

Do mikroskopii lokalizacyjnej, oprocz
PALM i STORM, zalicza sie takze mikrosko-
pie BALM (ang. binding-activated localization
microscopy), ktorej wklad w obrazowanie
chromatyny jest nieoceniony. W mikroskopii
BALM (w celu poprawienia precyzji lokaliza-
cji) wprowadzono barwniki, ktore emituja fo-
tony dopiero po zwiazaniu z docelowa struk-
tura (SCHOEN i wspoétaut. 2011). Wiazanie
to jest dynamiczne, a po odlaczeniu fluoro-
chrom przestaje by¢ wzbudzany i nie emi-
tuje Swiatla. Powtarzajace sie cykle wiazania
i emisji w danej lokalizacji oraz odlaczenia
i wygaszenia pozwalaja na rekonstrukcje ob-
razu badanej struktury. BALM uzywany jest
glownie do obrazowania chromatyny dzieki
dostepnosci kilku barwnikéw, jak YOYO-1
czy PicoGreen, przejSciowo wiazacych sie do
DNA. Zastosowanie BALM pozwolilo na okre-
§lenie ro6znic w architekturze chromatyny
w kilku typach komorek, a takze zmian w
strukturze chromatyny powstajacych w mo-
delu ischemii (SzZCZUREK i wspotaut. 2017).
Poprzez denaturacje DNA w warunkach ni-
skiego pH autorzy poprawili dynamike wia-
zania barwnika YOYO-1 do DNA i wykazali
w ten sposoéb istnienie nanostruktur chro-
matyny wewnatrz jadra komoérkowego z im-
ponujaca rozdzielczoscia, wynoszaca ok. 50
nm. Uzyskanie obrazéw trojwymiarowych
ta technikg jest mozliwe przy zastosowaniu
(tak jak w mikroskopii 3D-STORM) socze-
wek cylindrycznych.

TROJWYMIAROWA MIKROSKOPIA
ELEKTRONOWA

SBF SEM

Wyroznia sie dwa podstawowe typy mi-
kroskopow elektronowych: transmisyjny mi-
kroskop elektronowy TEM (ang. transmis-
sion electron microscope) oraz mikroskop
skaningowy SEM (ang. scanning electron
microscope). TEM wykorzystuje wiazke elek-
tronéw, ktora (przechodzac przez preparat)
zbierana jest przez detektor, a w SEM sto-
suje sie inne detektory, zbierajace glownie
elektrony wtorne, odbite od probki i wstecz-
nie rozproszone. Najogdlniej rzecz opisujac,

obraz uzyskany za pomoca SEM przedstawia
topografie powierzchni probki (jesli zbieramy
elektrony wtorne), zas obraz TEM jej ultra-
strukture.

Preparaty do transmisyjnego mikroskopu
elektronowego stanowia cienkie skrawki o
grubosci okolo 60 nm. Przygotowanie takie-
go materialu jest zajeciem dosy¢ mozolnym.
Tkanke (po wczesniejszej preparatyce) zata-
pia sie w bloczkach z zywicy, z powierzchni
ktorych, za pomocg ultramikrotomu i noza
diamentowego, Scina sie ultracienkie skraw-
ki. Materiat taki umieszcza sie na specjal-
nych niewielkich siatkach. Chcac uzyskacé
trojwymiarowy obraz ultrastruktury, nalezy
zobrazowac¢ dziesiatki czy nawet setki ko-
lejnych skrawkéw. Majac na uwadze to, ze
przygotowanie preparatu do mikroskopii
elektronowej trwa kilka dni, a samo krojenie
jest czasochlonne, mozna sobie wyobrazic¢
jak trudne jest to zadanie. Nawet wprawnym
uzytkownikom moze przytrafi¢ sie zgubienie
lub zniszczenie kolejnego skrawka (o grubo-
Sci 60 nm!). Dopiero 15 lat temu rozwiaza-
no ten problem, stosujac mikroskop skanin-
gowy SEM z wbudowanym ultramikrotomem
(DENK i HORSTMANN 2004). Urzadzenie to po-
zwala na stosunkowe szybkie uzyskanie ob-
razu trojwymiarowej struktury o rozdzielczo-
Sci bez poréwnania wyzszej niz w przypadku
nawet najlepszych mikroskopow swietlnych.
Mikroskop tego typu okresla sie czesto jako
SBF SEM (ang. serial block-face scanning
electron microscopy), czyli mikroskop seryj-
nych skrawkéw. Pomyst opisany przez Den-
ka i Horstmanna zostal skomercjalizowany
przez firme Gatan Inc. pod nazwa 3View
(PEDDIE i COLLINSON 2014).

W swojej zasadzie dzialania mikrosko-
pia seryjnych skrawkéw jest dosé prosta.
Pozwala jednak na uzyskanie rozdzielczoSci
dotad nieosigganej dla obrazéw tréjwymia-
rowych (nie liczac manualnego skladania
obrazu z pojedynczych skrawkéw, o czym
wspomnieliSmy na poczatku podrozdziatu).
SBF SEM umozliwia uzyskanie rozdzielczosci
na poziomie okolo 5 nm w osiach x-y i oko-
o 20-25 nm w osi z (FRIEDRICH i wspélaut.
2013). Ta ostatnia warto§¢ wynika z grubo-
Sci, na jaka tniemy skrawki. Co wazne, mi-
kroskop ten pozwala na uzyskanie obrazu
duzej, w skali mikroskopii, objetosci probki,
przekraczajacej nawet milion mikrometrow
szeSciennych (HELMSTAEDTER 1 wspoétaut.
2013). Wiaze sie to jednak z mniejszym po-
wieckszeniem. Mikroskop skaningowy umozli-
wia jednak ustawienie rozdzielczosci skano-
wanego obrazu, co oznacza, ze nawet przy
mniejszym powiekszeniu mozna uzyskac¢ wy-
soka rozdzielczo§¢. Umozliwia to zbieranie
duzej powierzchni przy niskim powiekszeniu,
ale w wysokiej rozdzielczosci. OczywiScie
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(kosztem objetosci) mikroskopia ta pozwala
na uzyskanie tréjwymiarowego obrazu przy
wysokich powiekszeniach - rzedu 30 tysie-
cy razy i wyzszych. Wszystko to sprawia,
ze SBF SEM znakomicie nadaje sie do ob-
razowania jadra komorkowego. Zaleta seryj-
nej tréjwymiarowej mikroskopii elektronowe;j
jest takze preparatyka, tylko nieco bardziej
skomplikowana od tradycyjnej. Przygotowa-
nie preparatu nie rézni sie znacznie od tego
do mikroskopii transmisyjnej. Pozadany jest
jednak wyzszy kontrast. Powodem tego jest
znacznie mniejsze mnapiecie przyspieszajg-
ce elektronow w mikroskopie skaningowym
niz w transmisyjnym. Optymalne rezultaty,
w przypadku SBF SEM, uzyskuje sie przy
napieciach rzedu 2-6 kV. Mikroskop trans-
misyjny uzywa za$ napie¢ kilkadziesiecio-
krotnie wyzszych (100 i wiecej kV), a roz-
dzielczos¢ mikroskopu elektronowego zalezy
wlasnie od napiecia na dziale elektronowym.
Wyzszy kontrast osiaga sie przez naladowa-
nie probki wieksza iloScia metali ciezkich.
Jednym z gléwnych czynnikéw ogranicza-
jacych mozliwosci SBF SEM jest ladowanie
(ang. charging). Pod pojeciem tym rozumie-
my gromadzenie sie na powierzchni prepa-
ratu elektronow, ktére nie sa odprowadzane.
Dzieje sie tak, poniewaz probki biologiczne
nie sa przewodnikami. Kontrastowanie meta-
lami ciezkimi w znacznym stopniu eliminuje
tadowanie, jednak nie rozwiazuje problemu
catkowicie. Rozwigzaniem znacznie ograni-
czajacym problem ladowania jest mikroskop
pozwalajacy na prace w zmiennej prozni.
Mozliwe jest to przez podawanie azotu do
komory, w ktorej znajduje sie obrazowany
preparat. Wtoérne produkty jonizacji gazu
obnizaja ladowanie przez zmniejszenie licz-
by elektron6éw. Obnizenie prézni w tych sys-
temach zachodzi tylko w komorze, nie zas
w dziale elektronowym, gdzie wciaz panuje
wysoka proéznia, co nie zaburza stabilnosci
wiazki elektronéw. Nalezy jednak pamietac,
ze (prowadzac do zmniejszenia liczby elek-
tronéw) pozbywamy sie, przynajmniej cze-
Sciowo, ladowania, ale detektor zbierze tez
mniej odbitych od preparatu elektronéw, co
zmniejszy rozdzielczos¢. Warto w tym miej-
scu wspomniec¢, ze nie wszystkie detektory
i funkcje mikroskopu dzialaja w zmniejszo-
nej prozni. Choé¢ system opracowany przez
firme Gatan (3View), to jest komora z ul-
tramikrotomem oraz detektorami, wspoélpra-
cuje z mikroskopem skaningowym, to obraz
uzyskiwany w tym systemie nie przypomina
obrazu tréjwymiarowego charakterystycznego
dla SEM. Obraz dajacy wrazenie trojwymia-
rowosci to obraz uzyskany z wykorzystaniem
detektora zbierajacego elektrony wtorne.
W przypadku 3View zbierane sa elektrony
wstecznie rozproszone, a uzyskiwany obraz

jest dwuwymiarowy i przypomina ten z mi-
kroskopu transmisyjnego. Oczywiscie dwu-
wymiarowy jest pojedynczy skan. Zlozenie
kolejnych zdje¢ umozliwia latwe uzyskanie
tréjwymiarowej rekonstrukcji w rozdzielczo-
Sci mikroskopii elektronowe;j.

Trojwymiarowa mikroskopia elektronowa
wykorzystywana jest takze do badan nad
chromatyna. Szczegbdlnie interesujacym wy-
daje sie jej polaczenie z technikami, kto-
re pozwalaja na specyficzne wyznakowanie
DNA. Takiego podejscia uzyli ROUQUETTE i
wspotaut. (2009), wykorzystujac metode NA-
MA-Ur, ktéra pozwala uwidocznic DNA bez
RNA oraz bialek (TESTILLANO 1 wspotaut.
1991). Autorzy tej pracy wykorzystali roz-
nego typu komorki i pokazali, korzystajac
z danych o rozdzielczoSci mikroskopii elek-
tronowej (wzbogaconych o trzeci wymiar), ze
objetos¢ jadra zajmowana przez DNA moze
sie znacznie r6zni¢ w zaleznosci od typu ko-
morki. Co wiecej, w badanych komoérkach
szczurze] watroby nie wypelnia on catosci
czy nawet wiekszoSci objetosci jadra ko-
morkowego. W przypadku hepatocytow DNA
zajmowatl ok. 34% objetosci jadra, zas w
komérkach srodblonka ok. 58%. Szczegol-
nie dobrze pokazuja to tréjwymiarowe re-
konstrukcje, jako ze pojedyncze plaszczyzny
moga dawac¢ wrazenie, ze jadro komoérkowe
jest szczelnie wypakowane DNA (ROUQUETTE
i wspoélaut. 2009).

FIB SEM

Tréjwymiarowa mikroskopia elektronowa
z wykorzystaniem techniki 3View niewatpli-
wie stanowi duzy skok w dziedzinie obrazo-
wania. Wciaz jednak prowadzone sg prace
nad urzadzeniami pozwalajacymi na uzyska-
nie jeszcze wyzszej srozdzielczosSci, zwlaszcza
w osi z. Przykladem tego nurtu rozwoju jest
mikroskopia skaningowo-jonowa (ang. focu-
sed ion beam scanning electron microscopy,
FIB SEM). Mikroskop tego typu to réwniez
mikroskop skaningowy, ale wykorzystujacy
dodatkowa wiazke jonow, zogniskowana na
preparat (NARAYAN i wspoétaut. 2014, PEDDIE
i COLLINSON 2014).

FIB SEM pozwala (tak jak SBF SEM)
na uzyskanie rekonstrukcji tréjwymiaro-
wych. Zaleta mikroskopii jonowej jest jed-
nak znacznie wyzsza rozdzielczos¢, mozliwa
do uzyskania szczegdlnie w osi z. W przy-
padku 3View no6z Scina skrawek o zada-
nej grubosci (~20-200 nm), mikroskop zas
skanuje powierzchnie preparatu. Zasada
dziatania FIB SEM jest inna: nie dochodzi
tu do mechanicznego ciecia preparatu, ale
jego wypalania przez wigzke jonéw. Pozwala
to na uzyskanie rozdzielczosci 3 nm w osi
xX-y i w osi z, a zatem izotropowego wokse-
la (tréjwymiarowego piksela) (WEI i wspol-
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aut. 2012). Pomimo okolo dziesieciokrotnie
lepszej rozdzielczosci w osi z, niz w przy-
padku 3View, metoda ta nie pozostaje bez
wad. Mikroskop FIB SEM nie pozwala na
zobrazowanie tak duzych (jak SBF SEM) ob-
jetosci probki. Ponadto, proces uzyskiwania
obrazu jest znacznie wolniejszy niz w przy-
padku SBF SEM (PEDDIE i COLLINSON 2014).
Mikroskopia ta zatem Swietnie nadaje sie do
obserwacji bardzo matych struktur w bardzo
wysokiej rozdzielczosci (VILLINGER i wspoélaut.
2012, SCHERTEL i wspoétaut. 2013). Co wie-
cej, mikroskop skaningowo-jonowy umozli-
wia obrazowanie preparatow zamrazanych
pod wysokim ciSnieniem (ang. high pressu-
re freezing), technice zapewniajacej wierne
odwzorowanie struktury natywnej (PEDDIE i
COLLINSON 2014).

Ze wzgledu na bezprecedensowa roz-
dzielczos¢ mikroskopia FIB SEM wykorzy-
stywana jest rowniez do badan nad chro-
matyna. Przyklad taki moze stanowié¢ praca
L1 i wspétaut. (2015), ktérzy, korzystajac z
niej, postuluja wystepowanie widkien 30
nm w organizacji chromatyny w komorkach
HeLa. Interesujaca jest takze praca SCHRO-
EDER-REITER i wspolaut. (2009), ktérzy, wy-
korzystujac mikroskopie FIB, zajrzeli w glab
metafazowego chromosomu jeczmienia po-
kazujac, ze jego wnetrze stanowi sie¢ pola-
czonych wnek czy tez komér otwartych na
powierzchni chromosomu. Nastepnie HAMA-
NO i wspotaut. (2014), korzystajac rowniez
z FIB, zbadali strukture chromosomu ludz-
kiego. Réwniez i oni zaobserwowali wneki,
chociaz autorzy postuluja, ze ich obecnosé
i rozmiar moze zaleze¢ od preparatyki ma-
terialu. Ponadto, czes¢ badan przeprowadza-
no na izolowanym materiale, co moze nie
odzwierciedla¢ rzeczywistego stanu in vivo.
Niemniej jednak tréjwymiarowa mikroskopia
elektronowa wraz z jej rozwojem, jak i udo-
skonaleniem preparatyki materiatu, z calg
pewnoscig przyblizy nas do zrozumienia or-
ganizacji chromatyny w jadrze komoérkowym
w tkance.

TOMOGRAFIA ELEKTRONOWA

Alternatywe dla krojenia preparatu no-
zem diamentowym lub jego laserowego wy-
palania stanowi tomografia elektronowa
(TE). Roéwniez i ona pozwala na uzyskanie
trojwymiarowych obrazow, jednak zasada
jej dziatania jest zupelnie inna. Tomogra-
fia elektronowa oparta jest na TEM, jednak
Z uzyciem znacznie wyzszego napiecia, co
pozwala na obrazowanie o wiele grubszych
skrawkow (nawet do 500 nm). Standardowe
dla TEM, tzw. ultracienkie skrawki sa zbyt
cienkie do tego typu mikroskopii. W TE pre-
parat odchylany pod réznymi katami, jest
jednoczesnie bombardowany strumieniem

elektronow, a uzyskane serie obrazow moga
zosta¢ zrekonstruowane w trzech wymiarach
(MARCO i wspotaut. 2004). Szczegélnie inte-
resujace wykorzystanie tomografii elektro-
nowej w badaniach nad chromatyna opisat
Ou i wspétaut. (2017). Opracowana przez
nich metoda ChromEMT 1aczy tomografie
elektronowa (EMT) oraz metode znakowania
(ChromEM), ktora wzmacnia kontrast chro-
matyny. Autorzy uzyli znacznika fluorescen-
cyjnego, ktéory wiaze sie do DNA (DRAQS).
Barwnik ten wzbudzany byt Swiattem w
obecnosci diaminobenzydyny (DAB), co =z
kolei katalizuje polimeryzacje DAB, skutku-
jaca powstawaniem precypitatow, ktore moz-
na obrazowa¢ w mikroskopie elektronowym.
Metoda ta zostala uzyta do zobrazowania in-
terfazowej chromatyny, a takze mitotycznych
chromosoméw. W obu przypadkach autorzy
obserwowali wlokna chromatyny o Srednicy
od 5 do 24 nm, zamiast wlokien o Sredni-
cy 30 nm i wyzszej. Obserwacja wlokien o
podobnej Srednicy w chromosomach mito-
tycznych i chromatynie interfazowej jest nie-
zwykle ciekawym odkryciem, ktére mogloby
thumaczy¢ szybkosé kondensacji chromaty-
ny. Interesujace byloby potaczenie metody
ChromEMT ze $§wietlna mikroskopia super-
rodzielcza, ktéra pozwolilaby na identyfikacje
np. bialek remodelujacych chromatyne.

ANALIZA DANYCH MIKROSKOPOWYCH

Uzyskanie trojwymiarowych obrazow mi-
kroskopowych nie jest dzis, przy odpowied-
nim sprzecie, wyzwaniem. Jednak nie jest to
ostatni krok w badaniach nad architektura
jadra komoérkowego. Obrazy te musza byc
poddane analizie ilosciowej, czy tez zostacé
zrekonstruowane w trzech wymiarach. Ist-
nieje szereg programow, ktore umozliwiaja
tego typu analizy. Sg to programy zaréwno
komercyjne, umozliwiajace rekonstrukcje i
analizy iloSciowe [Amira (FEI), Imaris (Bit-
plane)], jak i dostepne bezplatnie narzedzia
stuzace do segmentacji, ktéra polega na wy-
dobyciu z obrazu struktur, ktérymi jesteSmy
zainteresowani. Wyodrebnione struktury na-
stepnie mozna poddac¢ analizie iloSciowej,
polegajacej np. na obliczeniu ich objeto-
Sci czy wyznaczeniu odleglosci miedzy nimi
(m.in. obliczenie odleglosci genu od otoczki).
Do programéw tych zaliczaja sie m.in.: Part-
Seg (Bokota i wspotaut., dane nieopubliko-
wane), Segmentation Magick (Ruszczycki i
wspoétaut., dane niepublikowane, WALCZAK
i wspoétaut. 2013, STACHECKA i wspoblaut.
2017), NEMO (IANNUCCELLI i wspoétaut. 2010)
czy TANGO (OLLION i wspétaut. 2013). Czesé
z nich oparta jest na bezplatnej i powszech-
nie uzywanej platformie do analizy obrazu
- ImageJ, wystepujacej w wielu wersjach,
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m.in. popularnej wsrod mikroskopistow wer-
sji Fiji (SCHINDELIN i wspoétaut. 2012). Przed
analizg obrazy niejednokrotnie sa poddawa-
ne takze procesowi cyfrowej obrobki, dekon-
wolucji, ktéra umozliwia redukcje tta, a tak-
ze poprawia kontrast i rozdzielczos¢ (patrz
WoLNY 2013). Osiagna¢ to mozna m.in.
przez uzycie komercyjnego program Huygens
(SVI) lub bezptatnego dodatku do Imaged -
DeconvolutionLab (SAGE i wspétaut. 2017).

PODSUMOWANIE

Rozwiazania ostatnich lat rewolucjonizu-
ja podejscie do mikroskopii wysokorozdziel-
czej. Dotyczy to zarowno mikroskopii swietl-
nej, jak i elektronowej. Jeszcze kilkadziesiat
lat temu wydawalo sie, ze prawa optyki nie
pozwola uzyskac¢ lepszej rozdzielczosci ob-
razowania. Jednak ciagly rozw6j nie tylko
w dziedzinie optyki, lecz takze tworzenia
znacznikow fluorescencyjnych, barwnikow
DNA i metod ich detekcji (co wynika takze
z osiagnie¢ informatyki oraz fizyki, chemii i
matematyki), pozwala na coraz dokladniejsze
odwzorowanie nawet najmniejszych struktur
komorkowych. Dlatego dzis§ mowi sie wtasci-
wie nie o mikro-, ale nanoskopii, ktora wy-
kazala miedzy innymi réznice w organizacji
chromatyny w zaleznosci od jej aktywnosci,
a nawet zidentyfikowala nukleosomy. Wciaz
jednak nie znamy odpowiedzi na wszystkie
fundamentalne pytania o organizacje chro-
matyny w jadrze komorkowym (ADRIAENS i
wspotaut. 2018). Niewatpliwie przyniesie je
rozwo6j technik mikroskopowych, zwlaszcza
przyzyciowych, w potaczeniu z ciaglym roz-
wojem metod biochemicznych i obliczenio-
wych. Wszystko to sprawia, ze przysztosc
w badaniach nad organizacjg jadra komor-
kowego kresli sie w jasnych barwach i na-
wet najblizsze lata przybliza nas znacznie
do zrozumienia relacji pomiedzy zmianami w
tréjwymiarowej strukturze chromatyny a jej
aktywnoscia.

PODZIEKOWANIA

Dziekujemy za dyskusje i cenne uwagi
Grzegorzowi Wilczynskiemu (IBD PAN), Paw-
lowi Pomorskiemu (IBD PAN), a takze Annie
Czerwinskiej-Trzaskomie (IPS UW) za pomoc
w redakcji tekstu.

Streszczenie

Jednym z fundamentalnych pytan w dziedzinie bio-
logii jest to, w jaki sposéb dwumetrowa ni¢ DNA upa-
kowana jest w jadrze o Srednicy okolo 10 pum. Odpo-
wiedzi na to pytanie udzieli¢ moze mikroskopia XXI w.
Cho¢ pierwsze mikroskopy powstaly juz w XVI w., to
dopiero od kilkunastu lat (dzieki obejsciu bariery dy-
frakcyjnej ograniczajacej rozdzielczo§é) mozemy moéwié¢ o
mikroskopii superrozdzielczej. Z kazdym rokiem zaawan-
sowane techniki mikroskopowe, wraz z rozwojem metod

biochemicznych oraz obliczeniowych, przyblizaja nas do
odpowiedzi na to pytanie. Niniejsza praca ma na celu
przedstawienie Czytelnikowi wstepu do badan nad orga-
nizacja chromatyny oraz przeglad technik mikroskopo-
wych stosowanych w tych badaniach, z uwzglednieniem
ich zalet oraz ograniczen. Przy kazdej z metod przedsta-
wiono przyktady prac i odkry¢ uzyskanych dzieki nim.
Poniewaz mikroskopia rozwija sie bardzo dynamicznie
w przeciagu ostatnich kilkunastu lat, opisane zostaly
w wigkszosci przypadkow prace najnowsze. Przyktady
te pozwalaja Czytelnikowi zorientowac sie w postepie w
badaniach nad organizacja chromatyny, a takze (w pola-
czeniu z opisem samych technik) w wybraniu odpowied-
nich metod obrazowania na etapie planowania wtasnych
badan.
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MODERN MICROSCOPY METHODS IN 3D IMAGING OF CHROMATIN STRUCTURE

Summary

One of the fundamental questions in the field of biology is the way in which a two-meter-long strand of DNA
is packed into a nucleus with a diameter of ca. 10 um, several hundred times smaller than that of a pin’s head.
Each year advanced microscopic techniques, in combination with the development of biochemical and computational
methods, bring us closer to answering this question. Although the first microscopes were created in the sixteenth
century, only recently, thanks to breaking the diffraction barrier limiting their resolution, can we perform super-res-
olution microscopy. This work aims to introduce our current understanding of chromatin organization and to review
microscopic techniques used in these studies, taking into account their advantages and limitations. These examples
allow the reader to become familiar with the progress made in the research on the organization of chromatin, and,
in combination with the description of the techniques, can be helpful in finding the best imaging method for planed
experiments.

Keywords: cell nucleus, chromatin, chromatin organization, electron microscopy, super-resolution microscopy



