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Streszcznie

Reakcje tworzenia niekowalencyjnych komplekséw stanowia wiekszo§é
proceséw biochemicznych w organizmach zywych. Sita oddziatywania w ut-
worzonym kompleksie — a przez to, jego stabilnos¢ - wyznacza sie za pomoca
statej rownowagi (K). Szereg technik analitycznych umozliwia ilo§ciowe
okreglenie K. Jednak wytacznie metody oparte na fluorescencji sa wystar-
czajaco czute, aby zmierzy¢ K w roztworach o wyjatkowo niskich stezeniach
(<1 nM), w matych objetosciach (<1 uL) i bez potrzeby immobilizacji jednego
z reagentéw na powierzchni (tak jak w np. przy zastosowaniu technik z
uzyciem mikrowagi czy powierzchniowego rezonansu plazmonowego).

Ta rozprawa doktorska rozprawa pokazuje odkrycie i rozwdj nowej
metody fluorescencyjnej do okreélania K. Metoda ta opiera sie na obserwagji
jasnosci molekularnej pod wplywem zmian lokalnego srodowiska, zwanna
dalej ,metoda analizy jasnosci”. Spektroskopia korelacji fluorescencyjnej
(FCS) okresla jasno$¢ molekularna jako liczbe fotonéw wyswietlanych przez
czasteczki w czasie przed i po utworzeniu kompleksu. Monitorowanie zmi-
any liczby fotonéw umozliwia okreslenie stezenia tworzonych komplekséw
w ukiadzie, a co za tym idzie, K. Uzyskane wyniki zweryfikowano metoda
przenoszenia energii rezonansu fluorescencji (FRET).

Analiza jasnos$ci upraszcza podejscie analizy FRET wykorzystujac
wytacznie tylko jeden fluorescencyjny (lub znakowany) substrat bez utraty
zalet pomiarowych techniki FRET. Jako modelowa reakcje tworzenia kom-
pleksu wybratem hybrydyzacje komplementarnych oligonukleotydéw DNA.
Czutos$¢ metody pozwolita okresli¢ K dla przy stezeniu prébek réwnym 80
pM. W takich prébkach zmiana.zaledwie 100 wyemitowanych fotonéw (w
poréwnaniu z prébka kontrolna) pozwolila na iloSciowa analize wyniku.
To ulepszenie nie tylko pozwala na szybkie wstepne testy do okreslania
interakcji ligand6w z lekami lub biomolekulami, ale takze otwiera droge
do iloéciowego badania zlozonego formowania sie w zywych systemach.

Ramy eksperymentalne mozna podzieli¢ na trzy czesci. Cze$¢ wstepna
bada kinetyke i state rtéwnowagi hybrydyzacji par oligonukletydéw metoda
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analizy FRET. Ta cze$¢ okresla czas po jakim ustala sie réwnowaga w sze-
rokim zakresie stezeti odczynnikéw (10 pM do 100 uM). Wyniki te umozliwity
wyznaczenie statych asocjacji, dysocjacji i rtéwnowagi w réznych warunkach
tj. temperatura, sifa jonowa. Druga czes¢ jest bezposrednio zwiazana z kon-
sekwencjami obserwacji zmian fotofizycznych zachodzacych podczas reakcji
i rozwojem metody analizy jasnosci. Tu dokonano walidacji podstaw teorety-
cznych oraz wyznaczono eksperymentalne czynniki wptywajace na pomiar.
Wyniki te zostaty sprecyzowane i szczegétowo opisane. Wreszcie, metoda
badania zmiennosci jasnosci zostala wykorzystana do okreslenia komplek-
sowania jonoéw przez rézne crowdery molekularne.




