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Streszczenie

Reakcje hybrydyzacji, polegajace na specyficznym taczeniu komplemen-
tarnych nici kwaséw nukleinowych, odgrywaja kluczowa role zaréwno w
procesach biologicznych, jak i w licznych zastosowaniach biotechnolog-
icznych. W §rodowisku wodnym ich znaczenie dodatkowo wzrasta — kwasy
nukleinowe cechuja sie wysoka rozpuszczalno$céia i stabilnodcia w rozt-
worach wodnych.[1] Selektywnoé¢ tych oddzialywar stanowi fundament
wielu nowoczesnych metod, takich jak mikromacierze DNA, fluorescen-
cyjna hybrydyzacja in situ (FISH), biosensory czy terapie z zastosowaniem
oligonukleotyd6éw.[2-5] Przyktadowo, mikromacierze wykorzystuja fluo-
rescencyjnie znakowane czasteczki cDNA, ktére hybrydyzuja z sondami
osadzonymi na powierzchni, umozliwiajac jednoczesna analize ekspresji
tysiecy genéw.[6] Z kolei metoda FISH pozwala na lokalizacje konkretnych
sekwencji DNA lub mRNA w komérkach, co znajduje zastosowanie muin.
w diagnostyce aberracji chromosomowych, takich jak aneuploidie, oraz w
badaniach organizacji przestrzennej centromeréw.[7] Dodatkowo, w terapii
genowej wykorzystuje sie oligonukleotydy antysensowne oraz interferu-
jace RNA (siRNA), ktére poprzez hybrydyzacje wyciszaja okreélone geny,
oferujac nowe mozliwosci leczenia choréb genetycznych i zakaznych.[8]
Pomimo szerokiego zastosowania, skuteczno$¢ reakcji hybrydyzacji jest
silnie uzalezniona od warunkéw $rodowiskowych, zwlaszcza w roztworach
wodnych. Parametry takie jak pH, temperatura, sita jonowa i zatloczenie
molekularne wplywaja na szybko$¢ i wydajnoé¢ tworzenia duplekséw.
Wysoka sita jonowa sprzyja hybrydyzacji, poniewaz jony dodatnie neu-
tralizuja odpychanie elektrostatyczne pomiedzy ujemnie naladowanymi
ni¢mi DNA. Z kolei skrajne wartosci pH moga zakt6caé tworzenie wiazan
wodorowych i prawidiowe parowanie zasad. [9, 10] Zatloczenie molekularne
' dodatkowo zmienia przebieg reakcji — ogranicza dé)stephoéé przestrzeni, co
prowadzi do zmian w szybkoéciach asocjacji i dysocjacji oraz wartosci statych
réwnowagi réakéji.[l 1,12] Przy niskich stezeniach czasteczek powodujacych
zattoczenie (ponizej 15 % wagowych), obserwuje sig wzrost statej rtéwnowagi
- hybrydyzacji kwaséw nukleinowych K nawet o rzad wielkosci,[13] natomiast
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przy wyzszych stezeniach, spadek K siegajacy trzech rzedéw wielkosci.[14]
Ten nietypowy efekt wynika z dziatania przeciwstawnych sil: satbilizujacych
sit wyczerpania (depletion) oraz szeroko pojetej destabilizacji struktury
dupleksu przez zatloczenie. Dodatkowym czynnikiem komplikujacym
zrozumienie wplywu zatloczonego $rodowiska na reakcje kwaséw nuk-
leinowych sg oddzialywania elektrostatyczne.

Dotychczas nie zostal opracowany jednen spdjny model, ktéry w pelni
wyjasnialby wspétdziatanie tych zjawisk. W dwéch pierwszych czeéciach tej
pracy przedstawiono wptyw jonéw i przeciwnie naladowanych czasteczek na
szybkos¢ asocjacji DNA-DNA, a takze efekt zatloczenia i sity jonowej na stan
réwnowagi reakcji hybrydyzacji. Na podstawie wynikéw eksperymental-
nych opracowano modele teoretyczne. Pierwszy z nich opisuje przyspiesze-
nie reakcji pomiedzy jednoimiennie natadowanymi czasteczkami w obecnosci
przeciwnie natadowanych katalizatoréw w $rodowisku wodnym. Z kolei,
drugi model analizuje wptyw zatloczenia molekularnego na réwnowage hy-
brydyzacji DNA, uwzgledniajac wspétdziatanie sit wyczerpania, oddziaty-
wan elektrostatycznych i destabilizacji wynikajacej z ograniczeri przestrzen-
nych.

W badaniach hybrydyzacji DNA-DNA zastosowano techniki Transferu
Energii Rezonansu Forstera (FRET) oraz Analize Jasnoéci Molekularnej
(MBA). Obie te metody pozwalaja $ledzi¢ przesuniecia réwnowagi w
odpowiedzi na zmiany pH, sily jonowej, zatloczenia oraz stezenia jonéw.[14—
20] Natomiast, w potaczeniu z Spektroskopia Korelacji Fluorescencji (FCS)
umozliwiaja pomiary z rozdzielczoscia pojedynczych czasteczek w ob-
jetodciach rzedu femtolitréw. Technika FRET charakteryzuje sie wysoka
doktadnoécia i korzystnym stosunkiem sygnatu do szumu, jednak wymaga
znakowania czasteczek dwoma barwmkarm fluorescencyjnymi oraz ich
precyzyjnego rozmieszczenia w odlegtoéci 1-10 nm. MBA mimo nizszego
stosunku Sygnah,l do szumu, upraszcza procedure — funkc]onu]e przy uzyciu
]ednego barwnika ﬂuorescency]nego Obie metody maja jednak ograniczenia
pod wzgledem przepustowosci. ;

Wyznaczenie statej rownowagi K dla reakeji A +B = AB wymaga
wykonania serii rozcieficzeri, obejmujacej zazwyczaj 20-30 réznych sto-
sunkow stezeni reagentéw.[21] Przygotowanie prébek oraz same pomiary sa
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czasochfonne i moga trwa¢ wiele godzin. W badaniach zaleznych od pH lub
sity jonowej, liczba wymaganych prébek moze wzrosna¢ nawet kilkadziesiat
razy. Ograniczenie liczby punktéw pomiarowych powoduje istotny wzrost
biedu - z okoto 15 % (dla 30 punktéw) do nawet 60 % (dla 10 punktéw).
Dodatkowo, standardowe procedury wykorzystuja jednorazowe plytki
wielodotkowe mieszczace najczesciej 200 pL roztworu w kazdym dotku,
co prowadzi do duzego zuzycia materialéw i wysokich kosztéw. Nawet
po przygotowaniu prébek konieczna jest reczna wymiana plytki co kilka
pomiaréw w zaleznoéci od liczby dotkéw w ptytce, co dodatkowo ogranicza
wydajnosé.

Aby sprosta¢ tym ograniczeniom, w trzeciej czesci pracy zaprezentowano
platforme mikroprzeptywowa, kiéra automatyzuje zar6wno przygotowanie
probek, jak i pomiar. System ten znaczaco upraszcza przebieg eksperymen-
téw, ograniczajac udziat uzytkownika do konfiguracji poczatkowej i kalibragji
mikroskopu. Po uruchomieniu platforma dziata autonomicznie, skracajac
czas potrzebny na wyznaczenie K z okoto 180 minut do 35 minut. Uktad do-
datkowo poprawia dokladno$¢ pomiaréw MBA i redukuje zuzycie odczyn-
nikéw o trzy rzedy wielkosci - z okolo 200 uL. w standardowej procedurze
do okoto 100 nL na prébke w uktadzie mikroprzeptywowym. Dzieki tym us-
prawnieniom badania hybrydyzacji DNA staja sie bardziej
wydajne, oszczedne i lepiej przystosowane do analiz wysokoprzepustowych
w réznych warunkach §rodowiskowych.



