Fluorescencyjne sondy oligonukleotydowe oparte na strukturze G-kwadrupleksu,

ich charakterystyka i oddzialywanie z monowarstwa Langmuira

Tematyka rozprawy doktorskiej skupia si¢ na opracowaniu i charakterystyce
fluorescencyjnych sond do monitorowania jondéw potasu, bazujacych na strukturze
G-kwadrupleksu (G4 DNA) z wykorzystaniem techniki Langmuira z udziatem monowarstwy
lipidowej. Sekwencje kwaséw nukleinowych bogate w guaning (G) moga tworzy¢ tetrady,
W celu utworzenia czteroniciowych motywow strukturalnych znanych jako G-kwadrupleksy.
Istotng ich cecha strukturalng jest obecnos$¢ centralnego kanalu, ktoéry w sposob selektywny
kompleksuje wybrane kationy metali. Optymalng stabilno$¢ G4 zapewniajg jony potasowe
(efektywnie na poziomie stgzen fizjologicznych).

Zaprojektowano i scharakteryzowano spektroskopowo (spektrofotometria UV-vis,
fluorescencja, dichroizm kotowy) oligonukleotydowe sondy fluorescencyjne, znakowane
hydrofobowym ugrupowaniem (kotwica cholesterolowa) oraz znacznikami fluorescencyjnymi
(FRET, py, Upy 1 AgNCs). Badania spektralne, potwierdzity, ze tak zaprojektowane uktady
generuja sygnal analityczny w obecno$ci kationow metali alkalicznych i wykazuja wyzsza
czuto$¢ w stosunku do jonow K* (w poréwnaniu z jonami Na*). Kationy metalu powoduja
zmiany konformacyjne sondy (utworzenie kwadrupleksu) z jednoczesng rearanzacja
przestrzenng znacznikéw fluorescencyjnych. Dla sond typu FRET dochodzi wtedy do transferu
energii od wzbudzonego donora do czasteczki akceptora lub do pojawienia si¢ emisji
ekscymerowej dla sond znakowanych pirenem. W przypadku koniugatow pirenylo-
dezoksyurydyny (sondy typu Upy) badania wykazaty, ze wzbudzenie pirenu prowadzi
poczatkowo do lokalnego stanu wzbudzonego (m,m*), ktéry szybko ulega
wewnatrzczasteczkowemu  przeniesieniu elektronu (ET) tworzac uklad pirene+/dUe-
z rozdzieleniem tadunkow (ang. charge-separated, CS). Z kolei, nanoklastery srebra (AgNCs)
generowane na matrycy jednoniciowego oligonukleotydu bogatego w zasady cytozynowe,
stanowig jeden z najbardziej obiecujgcych znacznikow fluorescencyjnych dzigki wysokiej
wydajnos$ci fotoemisji i doskonatej fotostabilnos¢.

Rejestracja izoterm n-A dla monowarstwy bromku dioktadecylodimetyloamoniowego
(DODAB) w obecnosci sond oraz widm fluorescencyjnych komplekséw sonda/DODAB
na granicy faz woda/powietrze technikg §wiattowodowa, pozwolity uzyska¢ wglad w procesy
interakcji  sonda-monowarstwa i oszacowa¢ oddziatywanie sondy z kationami metali.
Z powodzeniem udalo si¢ zaobserwowaé kotwiczenie sond modyfikowanych czasteczka

cholesterolu w monowarstwie Langmuira i uzyskac¢ sygnal fluorescencyjny na jej powierzchni.



Koficowym etapem badan bylo monitorowanie jonow K* przy powierzchni blony
biologicznej (komoérki HelLa) w oparciu o najbardziej obiecujace uktady sonda/DODAB
(Ch(F-TBA-T), Ch(py-TBA-py)). Z sukcesem udato si¢ zaobserwowac, ze badane sondy maja
potencjat jako biosensory do detekcji jonow K.

Badania zawarte w niniejszej rozprawie doktorskiej sg przedsigwzigciem catkowicie
nowatorskim, zarowno w aspekcie badania kwadrupleksowego DNA technika Langmuira,
jak i w obszarze prowadzenia badan fotofizycznych sond na granicy faz monowarstwa/faza

wodna.



