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Streszczenie

Postep w biologii molekularnej uzalezniony jest od odkrywania nowych specyficznych
barwnikow barwiagcych struktury komorkowe. Obserwacje komponentow
wewnatrzkomorkowych, badanie ich oddziatywan, a takze mozliwo$¢ pomiaru i okre§lenia
tych interakcji w sposob ilo§ciowy pozwalaja zrozumiec procesy zyciowe w komorce. Wiedza
ta pozwoli na utworzenie nowych, a takze ulepszenie istniejacych metod terapeutycznych
celujacych bezposrednio w struktury obecne w komorce.

Obecnie zastosowanie znajduja gldwnie barwniki fluorescencyjne. Sa one bezpieczniejsze
i latwiejsze w uzyciu od stosowanych w przeszto$ci znacznikéw radioaktywnych, a takze
cechuja si¢ wigksza selektywnoscia. Zastosowanie barwnikow fluorescencyjnych pozwala na
badanie interakcji kwaséw nukleinowych, okreSlenie stezef, struktur oraz interakcji biatek,
wyznaczenie st¢zenia jondéw w komorce, obserwacj¢ pracy kanaléw jonowych czy nawet
calych organelli. Wiele zaburzen czy nieprawidtlowosci w stezeniach, strukturze badz
oddziatywaniach tych biomolekut jest markerem licznych choréb. Barwniki fluorescencyjne
umozliwiaja réwniez z dobra rozdzielczoscig obserwacje wielu roznych interesujgcych badacza
komponentow komorki.

W moich badaniach skupitam si¢ na badaniach barwnikéw cyjaninowych i antracyklinach,
badajac ich reakcje z kwasami nukleinowymi. Czg$¢ eksperymentalng mojej pracy doktorskiej
podzielilam na 4 sekcje: wyznaczanie stalych réwnowagi barwnikéw cyjaninowych,
wyznaczanie  statych rOwnowagi antracyklin, wypalanie barwnika YO-PRO-1
kompleksujacego immobilizowane DNA oraz wyznaczenie w buforze komérkowych targetow
barwnika YO-PRO-1. W kolejnych akapitach pokrdtce opisz¢ wspomniane sekcje czesci
eksperymentalnej mojej pracy doktorskie;.

W swojej pracy skupitam si¢ na barwnikach cyjaninowych, stosowanych do barwienia kwaséw
nukleinowych. Zastosowanie przedstawicieli tej grupy, barwnikéw YO-PRO-1 i YOYO-1,
pozwolilo mi na badanie ich interakcji na poziomie pojedynczych molekul. W swojej pracy
przeprowadzilam ilo§ciowa analiz¢ ich interakcji z kwasami nukleinowymi. Wyznaczylam stale
roéwnowagi dla reakcji tych barwnikéw z DNA, a takze zbadalam mechanizm interkalacji
barwnika YOYO-1.



Do grupy interkalatoréw zalicza sie rowniez antracykliny. Jest to grupa antybiotykéow,
pierwotnie wyizolowana z bakterii Streptomyces, o szerokim spektrum dzialania w leczeniu
onkologicznym. Leki te interkaluja w DNA w jadrze komorki, destabilizujac jego strukture,
atakze oddzialujac na topoizomeraze II. Zmiany te uniemozliwiaja proces transkrypcji,
w wyniku czego komoérka wchodzi w cykl apoptyczny. Ze wzgledu na ostabione mechanizmy
naprawcze DNA w komoérkach nowotworowych sg one bardziej wrazliwe na dziatanie
antracyklin.

Chemioterapeutyki te cechuje jednak silne dzialanie kardiotoksyczne. Prowadzone sg liczne
badania, majace na celu synteze nowych pochodnych antracyklin, z zachowaniem wysokiego
efektu terapeutycznego przy jednoczesnym obnizeniu kardiotoksyczno$ci. W literaturze
opisywane sa liczne badania kliniczne, w ktdrych stosowane byly antracykliny. Pomimo
licznych préb modyfikacji tej grupy antybiotykdéw, antracykliny pozostaja bardzo toksyczng
grupa wysoce efektywnych lekoéw przeciwnowotworowych.

W swojej pracy skupitlam si¢ na zbadaniu wigzania antracyklin z DNA oraz wyznaczaniu
statych rownowagi reakcji tworzenia kompleksow.

Nowa metodg stuzaca do charakteryzacji reakcji biochemicznych poprzez wyznaczanie statych
rownowagi tych reakcji jest analiza zmian jasno$ci molekularnej. Technika ta, dzigki
zastosowaniu fluorescencji, pozwala przy st¢zeniach nanomolarnych, a wigc st¢zeniach
charakteryzujacych zwiazki w komoérkach, z dobra doktadnoscia wyznaczy¢ stala rownowagi
tworzenia komplekséw niekowalencyjnych. Metoda ta opiera si¢ na zmianie wewngtrznej
jasnosci molekularnej, ktéra wynika z reakcji kompleksowania. Umozliwia ona réwniez
badania nad mechanizmem reakc;ji.

W swojej pracy szeroko korzystam z tej techniki, wyznaczajac stale rownowagi
kompleksowania barwnikéw YOYO-1 i YO-PRO-1 oraz antracyklin z DNA. Zastosowanie tej
metody pozwolilo mi réwniez na okreslenie frakcji barwnikow zwigzanych
z immobilizowanym DNA, ktore wskutek orientacji swojego momentu dipolowego nie ulegaja
wzbudzeniu.

Dodatkowo okreslitam w buforze targety komoérkowe barwnika YO-PRO-1, co zostalo
potwierdzone przez inne osoby w projekcie we wnetrzu komorek linii komérkowej HeLa.



