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Reportery ramanowskie jako narzedzie do oceny roznicowania komorek na
przykladzie modeli in vitro komérek prekursorowych krwi linii mieloidalnej.

Hematopoeza jest wieloetapowym procesem, w wyniku ktoérego dochodzi do wytworzenia i
zroznicowania elementow morfotycznych krwi, zachodzacym w szpiku kostnym. Jest ona regulowana przez
warunki fizykochemiczne, pozwalajace na transformacj¢ hematopoetycznej komoérki macierzystej do w petni
dojrzatych, funkcjonalnych komoérek krwi. Wszelkie nieprawidtowosci na poziomie réznicowania i wlasciwej
proliferacj komorek prekursorowych wptywaja na morfologi¢ krwi. Skutkuje to m.in. zaburzeniem jej
istotnych funkcji, takich jak: odpowiedz immunologiczna, transport sktadnikéw odzywczych i gazéw itd.
Proces roznicowania si¢ prekursorow komorek krwi (tzw. blastow) charakteryzuje si¢ zmianami
metabolicznymi zwigzanymi z produkcja istotnych biatek, zmiang skondensowania chromatyny, czy tez
czesciowa lub catkowitg utrata funkcjonalnosci wybranych organelli komorkowych. Tak wigce pierwsze oznaki
réznicowania mozna wykry¢ poprzez barwienie dystrybucji i zdolnosci organelli do podtrzymywania
prawidtowych funkcji. Klasyczne podejscie do obrazowania pojedynczych komorek polega na zastosowaniu
barwienia rozmazow obwodowych oraz mikroskopii fluorescencyjnej. Celem tego projektu jest znalezienie
unikalnych markerow pozwalajacych na okreslenie zmian chemicznych i morfotycznych zwigzanych z
indukowanym roznicowaniem komorek w trzech ukladach modelowych linii bialaczkowych w kierunku
erytrocytow, monocytow, makrofagow, neutrofili i eozynofilii wykorzystujac szereg metod
spektroskopowych takich jak: obrazowanie ramanowskie, obrazowanie z wykorzystaniem
molekularnych reporteréw ramanowskich, fluorescencyjne oraz testow biochemicznych i cytometrii. W
szczegolnosci ocenie zostang poddane zmiany stanu biochemicznego mitochondrium, jadra komoérkowego,
siateczki $rodplazmatycznej czy lizosomow. Szczegdtowa ocena zmian na biochemicznych i morfologicznych
na poziomie subkomoérkowym pozwoli na charakterystyke i §ledzenie zmiennos$ci fenotypu komorek podczas
indukowanego roznicowania wybranych komoérek prekursorowych w kierunku erytrocytéw, monocytow,
neutrofili i eozynofilii, co z kolei pozwoli na lepsze zrozumienie procesu réoznicowania komorek w kontekscie
terapeutycznym w przypadku badan nad nowymi lekami przeciw biataczkowymi.

Glownym narzedziem badawczym do oceny stanu biochemicznego bedzie mikroskopia ramanowska
pozwalajaca na niedestruktywng identyfikacje sktadnikow probki, z jednoczesnym wskazaniem ich
dystrybucji przestrzennej z rozdzielczoscia kilkuset nm. Pomimo wielu zalet spektroskopii ramanowskiej, w
szczegoOlnosci wynikajacych z mozliwosci bezznacznikowej detekcji sktadu biochemicznyego, obecnie na
znaczeniu zyskuje koncepcja wykorzystywania molekularnych reporteréw ramanowskich do szybkiego
obrazowania. Sg to zwigzki podstawione izotopowo lub posiadajgce w swojej strukturze wigzania potrojne
oraz selektywng grupe kierujacag do odpowiednich struktur stukomérkowych. Taka budowa chemiczna
pozwala na rejestrowanie pasm charakterystycznych w obszarze niespecyficznym dla znacznej ilo$ci
zwigzkéw pochodzenia biologicznego, co pozwala na unikniecie nakladania si¢ pasm ramanowskich.
Szczegblnym zainteresowaniem cieszy si¢ idea obrazowania wielu organelli komorkowych jednoczesnie,
wykorzystujac szereg odpowiednio zaprojektowanych sond ramanowskich o niewielkiej szeroko$ci pasm w
porownaniu do konwencjonalnie wykorzystywanych znacznikéw fluorescencyjnych. Jest to szczegdlnie
wazne, jeSli wezmie si¢ pod uwage mozliwos¢ zastosowania tego typu znacznikéw w obrazowaniu z
wykorzystaniem obecnie rozwijanych nieliniowych technik ramanowskich, takich jak wymuszona
spektroskopia ramanowska (SRS, ang. Stimulated Raman Scattering), umozliwiajacych wzmocnienie sygnatu.
Potgczenie technik obrazowania z zastosowaniem reporteréw ramanowskich daje wysoce selektywne i czute
narzedzie do monitorowania nie tylko zmian biochemicznych komoérek w zwigzku z ich indukowanym
roznicowaniem ale pozwoli na kompleksowg analiz¢ morfologiczng komorek w pojedynczych komorkach.

Poza doborem odpowiednich zwigzkow jako potencjalnych znacznikéw w niniejszym projekcie,
istotne jest opracowanie pelnej metodologii obrazowania ramanowskiego z ich wykorzystaniem w celu
uzyskania optymalnych warunkow, pozwalajagcych na szybkie rozrdéznienie poszczegdlnych etapoéw
dojrzewania prekursorowych komorek krwi. Zastosowanie znacznikow wymaga rowniez kompleksowych
badan cytotoksyczno$ci, co zostanie przeprowadzone, wykorzystujgc szereg dodatkowych metod
analitycznych, pozwalajacych okresli¢ zmiany na poziomie biochemicznym i morfologicznym w badanych
uktadach.



