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Bylem pomystodawcq tych badan. Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu
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Zastosowanie zjawiska bezpromienistego transferu energii (FRET z ang. Forster’s
Resonance Energy Transfer) w naukach przyrodniczych od lat dziewiecdziesigtych
gwaltownie rosnie, na co wskazuje duzy wzrost publikacji z r6znych dziedzin. Na poprawna
interpretacje wynikow badan z wykorzystaniem FRET wplywa wiele czynnikow. Czesé
przyczyn wynika z niewlasciwego podejscia do problemu badawczego np. zty dobor pary
donor (D) — akceptor (A), stosowanie do obliczen nieodpowiedniego Sredniego czasu zycia w
stanie wzbudzonym, czy tez nieprawidlowe przygotowanie probek. Sa tez takie, ktore
wynikajg z natury obiektu badawczego i/lub zaprojektowanego eksperymentu a nie z btedow
popelnianych przez eksperymentatorow. Naleza do nich miedzy innymi nadmiarowe

wyznakowanie biomolekuly czasteczkami donora oraz niekorzystne ustawienie momentéw

przejs¢ D1 A.

Wyniki  obliczen wydajnosci  transferu  energii oraz  S$rednich  odleglosci
miedzychromoforowych sa stuszne jedynie w przypadku, gdy stosunek molekut donora do
akceptora dotaczonych do biomolekuty wynosi 1:1. Niestety w wielu przypadkach warunek
ten nie jest spelniony. Przyczyng jest statystyczne obsadzenie miejsc w biomolekule
chromoforami D i A. Podczas dolaczania np. do czasteczki biatka fluoroforu mozliwa jest
reakcja chemiczna znacznika z dowolna dedykowana grupa funkcyjna w biatku. Powoduje to
otrzymanie mieszaniny biomolekul z réznym obsadzeniem przez chromofory. W trakcie
procesu oczyszczania usunigcie nieprzereagowanego znacznika z probki nie stanowi
wigkszego problemu natomiast rozdzial otrzymanej mieszaniny biatek o r6znym obsadzeniu
chromoforem jest praktycznie niemozliwy. Spowodowane jest to réznica w wielkosci
molekul. Dotagczenie matego chromoforu do wielokrotnie wiekszego od niego biatka

praktycznie nie zmienia wlasciwosci fizyko-chemicznych duzej biomolekuty.

Duzy wplyw na poprawno$¢ otrzymanych wynikow ma réwniez wzajemne ustawienie

momentéw przejs$¢ D i A. Obliczenia odleglosci R posiadajg wewnetrzne ograniczenie




zwigzane z wyznaczaniem wiasciwej wartosci czynnika katowego x°. Przyjmuje sie, ze w
przypadku ukfadéw izotropowych ze swobodna rotacjg czasteczek donora i akceptora warto$é
K wynosi 2/3. W rzeczywistosci taka sytuacja jest trudna do osiggniecia podczas
eksperymentu i wystepuje jedynie w przypadku matych chromoforéw ulegajacych szybkiej
precesji takich jak kationy metali [1]. Dodatkowo wiele znacznikéw fluorescencyjnych
posiada wigcej niz jeden moment przejscia, ktére moga by¢ wzbudzane tg samg diugoscia fali.
Momenty przejs¢ w molekule fluorofora zazwyczaj nie sa do siebie rownolegte a czesto
prostopadte co prowadzi do usredniania x°. Niestety nie ma metody pozwalajacej w sposob
dos$wiadczalny wyznaczy¢ wartos¢ x°, jednakze mozliwe jest oszacowanie przedziatu
wartosci czynnika katowego na podstawie pomiaréw anizotropowych. Dzieki temu mozna
zawezi¢ zakres prawdopodobnych odleglosci migedzychromoforowych. Ograniczeniem tej
metody jest fakt, ze mozna ja stosowa¢ jedynie w przypadku, gdy zaréwno donor jak i

akceptor sg fluoroforami.

W obu opisanych powyzej sytuacjach tylko czg$¢ molekut D w wyznakowanej
biomolekule jest gaszona na drodze bezpromienistego transferu energii. Mierzony sygnat
fluorescencji pochodzi wowcezas od donora w parze D-A oraz czasteczek D, ktére nie
transferujg energii. W rezultacie, w trakcie analizy danych czasowo-rozdzielczych pojawia sig
dtugi komponent odpowiadajgcy udzialowi nietransferujacego donora w zaniku emisji,
natomiast w wyniku analizy widm emisji niemozliwe jest uzyskanie informacji jaka czes¢
promieniowania pochodzi od nietransferujacego donora poniewaz podczas pomiaréw

stacjonarnych rejestrujemy sumaryczny sygnat fluorescencji z probki.

Dodatkowym ograniczeniem stosowania zjawiska bezpromienistego transferu energii jest
dystans na jakim ono zachodzi. W klasycznym ujeciu odleglos¢ pomiedzy donorem a
akceptorem powinna miesci¢ si¢ w przedziale od 10 do 100 A w wyniku czego badania
duzych biomolekut z zastosowaniem FRET sg w znacznym stopniu ograniczone. Obecnie
pojawia si¢ coraz wiecej publikacji, w ktorych przedstawiono wyniki badan transferu energii
w ukfadach wielochromoforowych dzigki czemu mozliwe bylo zwiekszenie dystansu ponad
10 nm. Cel osiagnieto poprzez zastosowanie uktadow zawierajacy nadmiar akceptorow w
stosunku do molekut donora [2, 3]. Jednak wada takich ukladow jest to, ze transfer energii
moze zachodzi¢ pomiedzy donorem a dowolnym nadmiarowym akceptorem i analiza danych
pomiarowych wymaga stosowania zaawansowanych metod obliczeniowych. Duzo wiecej
mozliwosci aplikacyjnych daja uktady uklady tréjchromoforowe, w ktoérych zachodzi

dwuetapowy transfer energii. Uklady te zawierajg trzy rozne fluorofory. Pierwszy petni role




klasycznego donora energii (D), drugi jest mediatorem (M), czyli akceptorem energii od
donora a nastepnie przekazuje ja na drodze bezpromienistego transferu dalej do trzeciego
fluoroforu, ktéry jest typowym akceptorem (A). Powstaje dzieki temu uktad, w ktérym
nastgpuje kaskadowy transfer energii D—>M—A. Tego typu triady zostaty wykorzystane w
badaniach oddziatywan gos¢-gospodarz z udziatlem cyklodekstryn [4]. nieinwazyjnej analizie
tworzenia kompleksow DNA i ich stabilnosci [5], oraz do wykrywania specyficznych
sekwencji DNA w bardzo niskich stezeniach [6].

Cel badan:

Obecnie nie ma opracowanej metody pozwalajacej na korekte wynikow na obecnosé
nietransferujacego donora w probce oraz okreslenie jaki procent molekul D nie bierze udzialu
w transferze energii. Brak réwniez badan dotyczacych czynnikow moggcych wplynaé na ilosé
molekut nietransferujacego D w trakcie eksperymentow. Istnieje rowniez duza potrzeba
opracowania nowych sond fluorescencyjnych w oparciu o kaskadowy transfer energii do
badan duzych biomolekul. Uzyty uktad tréjchromoforowy powinien charakteryzwaé sie
duzym molowym wspolczynnikiem absorpcji donora pozwalajgcym na efektywne
wzbudzenie, dlugozyciowym mediatorem, oraz akceptorem emitujgcym promieniowanie w

zakresie czerwonym. Bioragc powyzsze celem prezentowanych badan byto:

— opracowanie uniwersalnego narzedzia pozwalajacego na podstawie wynikow
czasowo-rozdzielczych okresli¢ ilo$¢ nietransferujgcego donora w probce oraz
wyodrebni¢ i zanalizowaé czysty zanik donora bioragcego udzial w procesie transferu
energii;

— wykaza¢ jaki wplyw na ilo$¢ nietransferujgcego D i zmiany konformacyjne tancucha
peptydowego ma osrodek, dlugosé sekwencji peptydowej, miejsce dotaczenia donora
oraz tworzenie kompleksow typu ,,gospodarz-gosé”;

— opracowanie metody uwigzienia biomolekul w uktadach sztywnych z zachowaniem
ich natywnej struktury przestrzennej;

— opracowanie nowej sondy fluorescencyjnej opartej o tancuch peptydowy i
wykazujacej kaskadowy bezpromienisty transfer energii pozwalajacg na duza

separacje dlugosci fal wzbudzenia i obserwacji.




Prezentacja przykladowych wynikéw badan:

Zanik fluorescencji wyznakowanej parg D-A biomolekuty mozna w ogdlny sposdb opisaé

za pomocg zaleznosci:

f(@®) = ufpa(®) + (1 —w)fep (t)

gdzie fp4(1) jest zanikiem fluorescencji donora transferujagcego w parze D-A, frp(f) zanikiem
fluorescencji donora, natomiast u# udziatem transferujacego donora w zmierzonym zaniku
fluorescencji. Sygnal fluorescencji od nietransferujgcych molekut D, oznaczony jako frp(1),
moze pochodzi¢ zaré6wno od wolnych molekut donora znajdujgcych sie w roztworze,
nadmiarowego wyznakowania biomolekuty, ale rowniez od czasteczek znajdujgcych sie w
parze D-A, lecz nie bioracych udzialu w transferze energii do akceptora np. z powodu
niewlasciwego wzajemnego ustawienia momentow przejs¢ D i A. Powyzsze réwnanie oraz
zmodyfikowana metoda MCMC (z ang. Markov Chain Monte Carlo) nazywana DE-MC (ang.
Differential Evolution Markov Chain) zostaly wykorzystane w opracowanym po raz pierwszy
programie FFit dziatajgcym w srodowisku Windows. Metoda DE-MC zaproponowana przez
Ter Braak-a w 2006 roku [7] w celu poruszania si¢ w przestrzeni parametrow tworzy
populacje tancuchow, z ktérych kazdy zawiera wektor parametrow modelowych. Dzigki temu
wykorzystuje istniejagcg juz informacje o rozkladzie parametrow. DE-MC wywodzi si¢ z
algorytméw genetycznych i tak jak one probkuje przestrzen parametrow przechodzac od
punktu do punktu. Do poprawnego funkcjonowania wymaga niewielka liczbg parametrow

przez co jest wygodna w uzyciu.

Dzigki zastosowaniu programu FFit mozliwe jest wygenerowanie zaniku
transferujacego donora w probkach zawierajgcej zanieczyszczenie wolnym donorem oraz
takich, w ktérych ze wzgledu na niewtasciwe wzajemne ustawienie momentow przej$¢ emisji
donora i absorpcji akceptora transfer energii nie zachodzi pomiedzy wszystkimi parami D 1 A.
Do wykonania obliczen z uzyciem programu FFit potrzebne sg jedynie dwa zaniki
fluorescencji: zanik zmierzony dla biomolekuly wyznakowanej parg D-A oraz zanik donora
energii. Ogolna zasada rozbioru uzyskanych danych eksperymentalnych na sktadowe zostata
przedstawiona na rysunku 1. Residua pokazane na rysunku dotycza calego procesu rozbioru
zaniku na poszczegdlne sktadowe i dopasowania krzywej teoretycznej. W celu tatwiejszego

zobrazowania réznic wszystkie zaniki zostaty znormalizowane do 10 000 zliczen.
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Rys. 1. Schematyczne przedstawienie zasady dziatania programu FFit.

Prawidlowe dziatanie programu FFit zostalo sprawdzone w trakcie analizy czasowo-
rozdzielczych wynikéw uzyskanych dla $ciste zdefiniowanego uktadu eksperymentalnego. Do
badan zastosowano peptyd Box(naft(OMe))-Lys-Phe-Gly-Gly-Ala-Ala-Tyr(NO,)
(Box(naft(OMe))-pepbaa), w ktorym donorem jest Box(naft(OMe)) (3-[2-(1-(4’-
metoksy)naftylo)benzoksazol-5-ylo]alanina) natomiast Tyr(NO,) (3-nitro-L-tyrozyna) jest
akceptorem.  Sekwencja  aminokwasowa (Lys-Phe-Gly-Gly-Ala-Ala) jest dobrze
rozpoznawana przez proteazy cysteinowe i wykazuje wysoka specyficznos¢ do papainy [8, 9].
Przyrzadzono dwie serie roztworow w wodzie i w 90% glicerynie zawierajacych stale
catkowite stgzenie donora energii natomiast w poszczegolnych roztworach stosunki molowe
DA-peptydu do wolnego donora byty rézne. Nalezy podkresli¢, ze whasciwosci spektralne

Box(naft(OMe)) nie ulegaja zmianie po dotaczeniu do peptydu. Poprawno$¢ otrzymanych




wynikow zostata potwierdzona w trakcie dwoch analiz globalnych przeprowadzonych dla obu

serii pomiarowych.

Kilka peptydow rozniacych si¢ dlugoscia sekwencji aminokwasowej, donorem w
parze D-A 1 miejscem jego dolaczenia do sekwencji peptydowej zostato uzytych do badan
wplywu osrodka na ilo$¢ nietransferujacego donora. Ponizej (Tabela 1), jako przyklad,
przedstawiono wyniki analizy z uzyciem programu FFit zanikow fluorescencji otrzymane dla

peptydu Box(naft(OMe))-pep6baa.

Tabela 1. Rezultaty obliczen u, wydajnosci transferu energii oraz s$rednich odleglosci
migdzychromoforowych dla poszczegdlnych populacji peptydu Box(naft(OMe))-pepbaa w

wodzie, nasyconym roztworze B-CD i 90% glicerynie.

. H,O B-CDqyq 90% gliceryna
PRt o | ER | RIA]| @, | ER | RA)| a, | EY |RIA]

;. [ 0.7679 | 0.995 12.5 10.3084 | 0.990 14.8 | 0.6609 | 0.989 15.2

2 [ 0.1589 | 0.928 19.7 |1 0.3660 | 0.926 209 |0.1187 | 0.896 22.5

13 | 0.0732 | 0.756 25.0 |0.3256 | 0.725 27.1 | 0.2204 | 0.649 29.1

e - 0.967 17,2 - 0.880 229 - 0.903 22,2

u 0.954 0.919 0.900

Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzono, ze wraz ze wzrostem lepkosci osrodka
liczba molekut donora, ktére biorg udziat w procesie bezpromienistego transferu energii ()
maleje. Wzrost lepkosci powoduje dwa efekty. Pierwszy to ograniczenie rotacji i zmian
konformacyjnych w obregbie znacznikow a drugi znaczne spowolnienie dynamiki zmian
konformacyjnych tancucha peptydowego, w skutek czego w wigkszym stopniu niz np. w
wodzie utrudnione jest osiagnigcie izotropowego rozktadu momentéw przejs¢ D i A.
Wykazano réwniez, ze podobny skutek powoduje dokowanie si¢ biomolekuly do wnetrza
czasteczki gospodarza. W tej czgsci badan wykorzystano cyklodekstryny (CD), ktore ze
wzgledu na swoje wlasciwoscei stosowane sg jako modelowe zwigzki w wielu badaniach
oddzialywan biomolekut. Widoczny jest wyrazny wpltyw kompleksowania i zwigkszenia
lepkosci medium na obliczone odlegtosci miedzychromoforowe. We wszystkich trzech

roztworach zanik transferujacego donora opisywata funkcja trojwyktadnicza, mozna wiec
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przyjaé, ze peptyd przyjmuje trzy glowne konformacje. Oczywiscie mamy do czynienia z
rozkladem odleglosci a uzyskane wartosci czasoéw zycia postuzyly jedynie do obliczenia
trzech srednich wartosci odlegtosci miedzychromoforowych (R) odpowiadajacych gléwnym
populacjom peptydu o okreslonych konformacjach. Zaprezentowane wyniki wyraznie
wskazujg na wptyw procesu dokowania peptydu do wnetrza cyklodekstryny oraz zwigkszenia
lepkosci medium na $rednie odlegtosci migdzychromoforowe uzyskane dla poszczegélnych
populacji konformacyjnych. W wodzie peptyd przyjmuje konformacje wynikajace z jego
sekwencji, dynamika zmian jest najwigksza oraz brak jest dodatkowych czynnikow
powodujacych zawadg przestrzenna. W zwigzku z tym w wodzie odleglosé
mi¢dzychromoforawa jest najmniejsza a transfer energii najwigkszy. Pojawienie si¢ w
roztworze molekul cyklodekstryny i mozliwo$¢ tworzenia komplekséw typu ,,gosé-
gospodarz™ powoduje wzrost wartosci R dla wszystkich osiaganych konformacji ze wzgledu
na zawadg steryczng. Natomiast drastyczne zwigkszenie lepkosci osrodka utrudnia zmiany
konformacyjne przez co odlegtosci pomigdzy donorem a akceptorem sa najwieksze.
Odlegtos¢ pomigdzy chromoforami dla liniowej konformacji wyznakowanego peptydu D-
Lys—Phe-Gly-Gly-Ala-Ala-A wynosi 27 + 3A [9] co oznacza, ze w kazdym z badanych
roztwor6w wystepowata pewna populacja peptydu o praktycznie liniowej konformacji. Udziat
tej konformacji w stezonym roztworze B-CD byl najwigkszy i wynosil ponad 32% w
przeciwiefistwie do roztworu wodnego, w ktorym jej udzial stanowil jedynie 7%. Srednia
odlegtos¢ miedzychromoforowa wyznaczona dla najkrocej zyjacej populacji peptydow
Swiadezy iz tancuch peptydowy jest mocno wygiety, a odlegto$¢ pomiedzy donorem a
akceptorem wynosi jedynie polowe R dla konformacji liniowej. Ze wzgledu na brak
przeszkod sterycznych w wodzie i 90% glicerynie najbardziej wygieta konformacja jest
dominujgca. Powstanie kompleksu z S-CD powoduje oddalenie sie koncoéw peptydu i
drastyczny spadek udzialu najbardziej gaszonego donora w zaniku fluorescencji. Ta sytuacja
ma wplyw na wartosci S$rednich czaséw zycia wazonych po amplitudach <> i w

konsekwencji na srednie odlegtosci pomiedzy D i A obliczone na ich podstawie.

Projektujgc badania z udzialem syntetycznych peptydéw zawierajacych donor i
akceptor energii w wigkszosci przypadkéw sekwencja peptydowa jest zaczerpnieta z bialek
specyficznie oddziatywujacych z obiektem biologicznym bedacym przedmiotem naszego
zainteresowania. W takiej sytuacji oprocz doboru pary D-A nalezy podjaé decyzje, jak diugi
powinien by¢ fancuch peptydowy, oraz w ktérym miejscu peptydu zostang dotaczone

chromofory. Odpowiedz nie jest prosta poniewaz z jednej strony otrzymany obiekt powinien




charakteryzowa¢ sie odpowiednimi wiasciwosciami biologicznymi z drugiej jednak strony
istotnym jest aby jego synteza byta tatwa oraz nie generowala zbyt duzych kosztéw. Niestety
czgsto zapominamy, ze dtugos¢ sekwencji peptydowej, rodzaj uzytych znacznikéw z pary D-
A oraz miejsce ich przylaczenia do peptydu moga drastycznie zmieniaé wlasciwosci
biologiczne otrzymanego obiektu. Do badan wplywu skracania sekwencji peptydowej i
miejsca dofgczenia donora energii uzyto cztery peptydy o roznej dlugosci sekwencji
aminokwasowej. Na podstawie wynikoéw uzyskanych z pomiaréw czasowo-rozdzielczych
stwierdzono dla wszystkich badanych peptydéw obecnos¢ diugozyciowego komponentu.
Pojawiajacy si¢ sygnal od nietransferujacego donora wynikat z braku izotropowego rozktadu
momentow przejs¢ pomigdzy D i A. Zastosowanie programu FFit umozliwilo wyliczenie
ilosci donora energii bioracego udziat w transferze energii. Uzyskane wartosci u zastosowano
do korekty wynikow a nastgpnie obliczono wydajnosci transferu energii i $rednie odlegtosci
migdzychromoforowe. Nalezy zaznaczyé, ze w przypadku pomiaréw czasow zycia z
zastosowaniem zrédla Swiatta o dosy¢ szerokim pulsie wzbudzajagcym w poréwnaniu do
laseréw, jedynie program FFit pozwala na wyliczenie ilosci nietransferujacego donora a

nastepnie korekte wynikow stacjonarnych korzystajgc ze zmodyfikowanego wzoru [10]:
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W wyniku analizy otrzymanych rezultatow stwierdzono wyrazny wplyw ilosci
aminokwasow znajdujacych si¢ pomigdzy D i A na wydajnosé transferu energii. Najwickszy
transfer, a co za tym idzie najmniejszy dystans pomig¢dzy chromoforami, wykazuje peptyd o
najkrotszej sekwencji, w ktorym donor i akceptor sg oddzielone jedynie dwoma
aminokwasami. Peptyd ten posiada maly udzial nietransferujgcego donora w zaniku
fluorescencji co sugeruje na duza latwos¢ osiggania rozkladu izotropowego momentdéw
przejs¢ emisji donora i absorpcji akceptora. Do badan uzyto dwa peptydy posiadajace w swej
budowie cztery reszty aminokwasowe pomiedzy D i A, przy czym pela sekwencja
aminokwasowa jednego z nich byta dluzsza o jeden aminokwas a donor energii byl
wbudowany w fancuch peptydowy a nie jak w pozostatych przypadkach doczepiony na N-
koncu. Dhuzszy peptyd wykazuje bardziej rozciagnieta konformacje tancucha peptydowego w
przeciwienstwie do cztero-aminokwasowego peptydu w przypadku, ktérego dystans
pomigdzy donorem i akceptorem energii byt nieco mniejszy w wyniku przyjecia przez peptyd
wygietej konformacji. W obu przypadkach udzial nietransferujacego donora w zaniku

fluorescencji byl praktycznie taki sam co moze §wiadczy¢, ze wigkszy wpltyw na ograniczenie




rotacji fluoroforu, bedacego syntetycznym aminokwasem, bedzie miata przyjmowana
konformacja taficucha peptydowego wynikajaca z sekwencji peptydowej i ilosci
aminokwasow niz samo miejsce ulokowania donora w wyznakowanym peptydzie. Najdtuzszy
z badanych peptydow posiadal taka samag sekwencje jak omawiany juz wczesniej
Box(naft(OMe))-pep6aa. Peptydy te roznig sie jedynie zastosowang pochodna benzoksazolo-
5-L-alaniny a dokladnie podstawnikiem w pozycji 2. Ta, jakby sie wydawalo, niewielka
zmiana w obrebie fluoroforu powoduje, ze oba badane peptydy wykazuja rézne whasciwosci.
Badany peptyd charakteryzowatl si¢ wigkszym zaréwno transferem energii jak i udziatem
donora w nim partycypujacego a srednia odleglo$¢ pomiedzy D i A jest mniejsza prawie o 5
A niz to obserwowano w przypadku Box(naft(OMe))-pep6aa. Swiadczy to o duzo
tatwiejszym przyjmowaniu przez peptyd konformacji znacznie odbiegajacej od liniowej. Jak
wida¢ samo zastosowanie takiego a nie innego znacznika fluorescencyjnego moze prowadzi¢
do znaczacych zmian konformacyjnych tancucha peptydowego co drastyczne moze wptywaé

na wiasciwosci biologiczne badanego obiektu.

Biologiczna funkcja biopolimeréw jest bezposrednio powigzana z ich natywna
strukturg przestrzenng. Badania wykorzystujace zjawisko transferu energii dostarczaja wiele
waznych informacji dotyczacych konformacji biomolekutl w wiekszosci prowadzone sg w
roztworach, w ktérych mamy do czynienia z sporg dynamikg zmian konformacyjnych, ktéra
zalezy od wielu czynnikéw takich jak temperatura, pH, lepkos¢ osrodka i innych. Alternatywa
moze by¢ prosta w wykonaniu i tania metoda po raz pierwszy zaproponowana przez
habilitanta (Szabelski i1 in. 2007) pozwalajgca na zahamowanie dynamiki zmian
konformacyjnych a przynajmniej drastyczne ich ograniczenie. Polega ona na zastosowaniu
matrycy polimerowej pozwalajacej na ,,zamrozenie” natywnej konformacji peptydu. Do tego
celu wykorzystano wysoko czasteczkowy alkohol poliwinylowy (PVA), ktéry w srodowisku
wodnym ulega polimeryzacji. Zwigzek ten w postaci spolimeryzowanej charakteryzuje sie
wysokg zawartoscig wody, posiada wlasciwosci potkrystaliczne [11] a dzieki obecnosci grup
OH 1 mozliwosci tworzenia wigzan wodorowych [12] stosowany jest w materialach

medycznych i jest kompatybilny z tkankami ludzkimi [13].

Do badan uzyto szereg peptydéw, migdzy innymi wczesniej prezentowany peptyd
Box(naft(OMe))-pep6aa, ktére umieszczono w niewyciggnietych oraz szesciokrotnie
wyciagnigtych matrycach alkoholu poliwinylowego. Wyniki pomiaréw czaséw zycia
fluorescencji badanych probek byly analizowane z uzyciem programu FFit. Poréwnujac

wyniki analiz dla wyciaganych i niewycigganych folii PVA zauwazono, ze rozciaganie




matrycy powoduje zmiany konformacji tancucha peptydowego oraz udzialéw w zaniku
fluorescencji poszczegdlnych form. Wskazuje to na statystyczne utozenie molekut peptydu w
niewyciagnietej matrycy, a w trakcie jej rozciagania obserwowane sa dwa rodzaje zmian
konformacyjnych. Czasteczki peptydu ulozone wzdluz osi rozciggania przyjmuja bardziej
liniowg konformacje natomiast tancuch peptydowy molekut potozonych bardziej prostopadle
do kierunku rozciggania ulega wygigciu stad obserwowane wydluzenie czaséw zycia oraz
zmiana wartosci ;. W szczegdlnodci t¢ tezg potwierdza zmniejszenie ilosci najbardziej
liniowej konformacji peptydu. Podobnie jak poprzednio obliczono $rednie odlegtosci
migdzychromoforowe dla poszczegélnych populacji peptydu Box(naft(OMe))-pep6aa o

podobnej konformacji i przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Wydajnosci transferu energii oraz srednie odlegtosci miedzychromoforowe
obliczone dla poszczegélnych populacji peptydu Box(naft(OMe))-pepbaa w niewyciagnietej
(Rs = 1) 1 szesciokrotnie wyciagnigtej (Rs = 6) matrycy PVA.

Rs=1 Rs=6
7

Frit o, ET: RIA] | a EX | RIA]
o | 01877 | 0976 | 147 | 02948 | 0964 | 158
| 03929 | 0899 | 190 | 03859 | 0857 | 203
t | 04194 | 0583 | 258 | 03192 | 0513 | 27.1

< i 0781 | 22.1 . 0778 | 222
u 0.851 0.905

Poréwnujac dane zaprezentowane powyzej z wczesniejszymi rezultatami z tabeli 1
mozna stwierdzi¢, Zze S$rednie odleglosci migdzychromoforowe w matrycy alkoholu
poliwinylowego obliczone dla poszczegdlnych populacji peptydu Box(naft(OMe))-pep6aa sa
praktycznie takie same jak dla wodnych roztworéw. Wyniki z matrycy niewyciagniete;
dobrze pasujg do tych otrzymanych w czystej wodzie natomiast z sze$ciokrotnie rozciagnietej
do rezultatow uzyskanych w nasyconym wodnym roztworze cyklodekstryny. W obu
przypadkach jedynie odleglosci migdzychromoforowe uzyskane dla najbardziej wygietej
konformacji sg nieznacznie wigksze w PVA niz to bylo obserwowane w roztworach wodnych.

Te niewielkie r6znice najprawdopodobniej sa spowodowane niepewnoscia pomiaréw
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czasowo-rozdzielczych, ktéore w przypadku frontalnego wzbudzenia cienkich filméw nie
nalezg do najlatwiejszych ze wzgledu na silne rozpraszanie $wiatla wzbudzajacego.
Oczywiscie w trakcie badan stosowany byt odpowiedni filtr typu curoff pomimo to w
residuach mozna bylo zaobserwowa¢ niewielkie zaburzenie wystepujace tuz przed
wlasciwym zanikiem (na poczatku narastania intensywnosci) pochodzacy od rozproszenia i
nalezato uwzgledni¢ ten czynnik podczas obliczen. Wlaczenie w programie opcji
pozwalajacej na wprowadzenie poprawki na swiatto rozproszone w wiekszosci przypadkow
nieznacznie zwigksza obliczone wartosci dla krotkozyciowych komponentdw, ktorych czas
zycia jest porownywalny z FWHM pulsu wzbudzajgcego. Dodatkowym czynnikiem moze
by¢ sam proces zelowania alkoholu poliwinylowego lecz w tym przypadku taki wniosek
wydaje si¢ bezzasadny poniewaz wtedy zmiany objely by wszystkie populacje peptydu o

okreslonych konformacjach a tego tu nie zaobserwowano.

Na podstawie pomiaréw zanikOw anizotropii w czasie mozna uzyska¢ wazne
informacje na temat mobilnosci i dynamiki zmian fluoroforéw. Dolaczenie znacznika
fluorescencyjnego do biomolekuty powoduje, ze dynamika znacznika jest $cisle zalezna od
ruchéw 1 zmian konformacyjnych biomolekuly, do ktérej zostal dotgczony. W takim
przypadku pomiar zaniku anizotropii dostarcza informacje o strukturze przestrzenne;j,
zmianach konformacyjnych i gigtkosci biomolekuty [14]. Pomiary anizotropowe nastreczaja
jednak spore trudnosci. Wigkszos¢ aktywnych biologicznie molekul wymaga stosowania
srodowiska wodnego, w ktérym dynamika zmian jest bardzo szybka co czesto uniemozliwia
wykonanie pomiaréw zanikéw anizotropii. Wielu badaczy probuje spowolni¢ dynamike
zmian poprzez uzycie rozpuszczalnikow o duzym wspotczynniku lepkosci jak np. gliceryne
czy glikole. Ta metoda jest jednak dyskusyjna ze wzgledu na mozliwo$¢ zaburzenia lub
calkowitg utrate natywnych cech biomolekuty. Dobrym rozwigzaniem tego problemu moga
by¢ pomiary anizotropowe w matrycach z alkoholu poliwinylowego. Jak to wykazano we
wczesniejszym fragmencie ze wzgledu na wiasciwosci alkoholu poliwinylowego peptydy
umieszczone w matrycach PVA wykazuja takie same wiasciwosci jak w roztworach
wodnych. Potwierdzaja to rowniez publikacje opisujgce zastosowanie hydrozeléw alkoholu
poliwinylowego do dostarczania drogg doustng lekow biatkowych i peptydowych bez utraty
ich wlasciwosei [15, 16]. W zwigzku z powyzszym, niewyciggniete oraz osiowo
szesciokrotnie wyciagnigte matryce PVA z umieszczonymi w nich peptydami zostaly
wykorzystane do pomiaréw zanikéw anizotropii w czasie. Otrzymane warto$ci anizotropii

poczatkowej ry odpowiadaly wynikom stacjonarnych pomiaréw anizotropii. Na rysunku




ponizej (Rys. 2) przedstawiono przykladowe zaniki anizotropii wolnego donora i peptydu
Box(naft(OMe))-pepbaa umieszczonych w niewyciagnietych (Rgs = 1) i sze$ciokrotnie
wyciggnietych (Rs = 6) foliach PVA.
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Rys. 2. Zaniki anizotropii Box(naft(OMe)) oraz Box(naft(OMe))-pep6aa w niewyciagnietych
(Rs = 1) 1 szesciokrotnie wyciggnigtych (Rs = 6) matrycach alkoholu poliwinylowego.

Najdtuzsze czasy korelacji (¢) uzyskano dla wolnych donoréw (dwie pochodne
benzoksazolo-5-L-alaniny). Zwigzki te charakteryzowatly sie niewielkg roznicg czaséw ¢ w
niewyciagnigtych matrycach PVA. W wyniku osiowego wyciggania folii polimerowych
nastepowalo drastyczne wydluzenie anizotropii a uzyskane czasy korelacji dla dwoch
badanych pochodnych znacznika nie sg juz podobne. Wynikato to roéznic w strukturze
czasteczek 1 czasach zycia w stanie wzbudzonym obu fluoroforéw. Osiowe wycigganie
matrycy polimerowej powoduje wymuszone orientowanie si¢ molekul fluoroforu wzdhuz osi
rozciagania czego nastepstwem jest duzo wolniejszy zanik anizotropii. W przypadku matryc o
Rs =1 wplyw struktury donoréw na czas korelacji jest niewielki. Rozcigganie PVA powoduje
splaszczenie 1 wydluzenie komorek w sieci polimerowej, a co za tym idzie duzo wigksze
znaczenie odgrywa budowa fluoroforu. Oba fluorofory dobrze si¢ orientujg w polimerze o
czym S$wiadczy praktycznie identyczny wzrost

anizotropii. Jednak w przypadku
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Box(naft(OMe)) sptaszczenie przestrzeni w sieci PVA powoduje wigksze utrudnienia rotacji
ze wzgledu na prostopadle ustawienie do osi pierscienia bezoksazolowego podstawnika w

pozycji 2 a przez to duzo dtuzszy czas korelacji rotacyjne;j.

W zanikach anizotropii zarejestrowanych dla peptydéw zawierajacych pare donor —
akceptor widoczny jest jedynie bardzo krotki komponent odpowiadajgcy rotacji samego
fluoroforu w peptydzie. Czas korelacji catego peptydu dazy do nieskofczonosci i w zaniku
anizotropii widoczne jest plateau. Ta sytuacja dobitnie potwierdza stuszno$é postawionej
przez autora tezy, ze zelowanie matrycy polimerowej powoduje ,,zamrozenie” konformacji
tancucha peptydowego. Takie uwigzienie peptydu w alkoholu poliwinylowym powoduje
unieruchomienie catej molekuty i mozliwe sa jedynie niewielkie ruchy fragmentéw lancucha.
Oczywiscie znacznik fluorescencyjny jest na tyle maly w poréwnaniu z czasteczka peptydu,
ze jego ruchy sa mozliwe i beda widoczne w zanikach anizotropii. Uzyskane czasy korelacji
byly bardzo krotkie ze wzgledu na wystepujacy transfer energii pomiedzy donorem a
niefluoryzujagcym akceptorem. Stwierdzono dobra korelacje czaséw ¢ z dtugoscig peptydu —
im krotszy peptyd tym wigkszy transfer energii od D do A, a co za tym idzie krotszy czas
korelacji. Nalezy pamigtaé, ze wyciaganie matrycy powoduje zaréwno zmiany konformacyjne
tancuchéw peptydowych jak rowniez reorientacje znacznikéw prowadzacg do preferowanego
wzajemnego ustawienia momentéow przejs¢. W wyniku tego procesu rosnie ilos$¢

transferujacego donora w peptydzie (rosnie u) przez co czas korelacji ulega skroceniu.

Pojawia si¢ coraz wigcej prac, w ktérych odstepuje sie od klasycznego podejscia do
badan z wykorzystaniem zjawiska transferu energii. Znane dotychczas systemy
wielochromoforowe zawieraty trzy znaczniki doczepione do réznych obiektow. W ramach
prezentowanych tu badan, po raz pierwszy, zostal przedstawiony protoko6t syntezy peptydu
wyznakowanego trzema roéznymi fluoroforami pomiedzy, ktérymi zachodzi kaskadowy
transfer energii. Transfer energii w takim peptydzie przedstawia schematyczny rysunek
ponizej (Rys. 3). Taki uktad umozliwia prowadzenie badan z zastosowaniem kaskadowego
transferu energii poprzez wzbudzenie donora lub jednoetapowego transferu w przypadku
bezposredniego wzbudzenia mediatora. Tego typu peptydy mogg stuzy¢ jako substraty do
badan kinetycznych pozwalajacych bada¢ dlugie sekwencje aminokwasowe i znajdowaé
specyficzne rejony rozpoznawalne przez enzymy. Dodatkowo wprowadzenie dwoch
sekwencji aminokwasowych (D-sekwencjal-M-sekwencja2-A) specyficznych dla roéznych
enzymow umozliwia wykrywanie ich na przyktad w ptynach fizjologicznych cztowieka lub

lizatach komdérkowych.
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Rys. 3. Schematyczny model peptydu wyznakowanego trzema fluoroforami pomiedzy

ktoérymi zachodzi dwu etapowy transfer energii.

Przeprowadzono pelng charakterystyke spektralna peptydu wykazujacego kaskadowy
transfer energii, w ktéorym mediatorem byt dlugozyciowy organiczny kompleks rutenu.

Sekwencja wyznakowanego peptydu (Triada-pep) zaprezentowana jest ponizej:
DyLight405-(Pro)s-Lys( )-(Pro)s-Cys(DyLight633)-OH

Zastosowany dobdr znacznikéw skutkuje bardzo duza separacjg dlugosci fal
wzbudzenia i obserwacji, co pozwala stosowaé standardowo dostepne lasery impulsowe o
dtugosci fali okolo 400 nm natomiast obserwowaé sygnal akceptora powyzej 650 nm.
Obliczone wartosci krytycznych odleglosci Forstera wynoszg odpowiednio dla par
DyLight405 — Ru(bPy),(phen) R, = 43,5 A oraz Ru(bPy),(phen) — DyLight633 R, = 47,1 A.
Na podstawie oszacowanych odleglosci pomiedzy grupami funkcyjnymi aminokwaséw, do
ktorych zostaty dotaczone znaczniki stwierdzono, ze transfer energii na kazdym z etapoéw
powinien by¢ duzo wigkszy niz 50%. Na rysunku 4 przedstawiono zdjecia kuwet
wypetnionych wodnymi roztworami poszczegdlnych fluoroforéw oraz peptydu Triada-pep
wzbudzanych odpowiednim promieniowaniem laserowym. Dodatkowo obok zdjecia kuwety
zawierajacej roztwor Triada-pep umieszczono jego widmo emisji uzyskane z tym samym
wzbudzeniem. Zaréwno kolor emitowanego promieniowania oraz widmo emisji Triada-pep
wskazuja na duzy udzial nietransferujacego donora (DyLight405) w sygnale fluorescencji.
Kolor magenta (fuksja) emitowany przez probke powstaje przez zmieszanie dwoch barw

niebieskiej i czerwonej odpowiadajagcym emitowanym barwom DyLight405 i DyLight633. Na
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przedstawionym widmie mozna réwniez zauwazy¢ nieznaczny sygnat od nie transferujacego

kompleksu rutenu.

Rys. 4. Zdjecia przedstawiajace wodne roztwory
trzech fluoroforéw oraz Triada-pep wzbudzone
Swiatlem laserowym.

a) DyLight405 wzbudzony laserem 405 nm;
b) Ru(bPy)2(phen) wzbudzony laserem 450 nm;
c¢) DyLight633 wzbudzony laserem 635 nm;

d) Triada-pep wzbudzony laserem 375 oraz jego
widmo emisji.

—
600 650 700 750

Wykonane zostaly pomiary czasowo-rozdzielcze badanych probek. Zastosowany
kompleks rutenu w roztworach wodnych charakteryzuje sie bardzo dlugim czasem zycia w
stanie wzbudzonym, ktéry nie ulega zmianie po dotgczeniu do biomolekuty i wynosi okoto
515 ns [17]. Pomimo iz na widmie emisji Triada-pep pojawia si¢ niewielkie wygarbienie
odpowiadajgce sygnalowi Ru(bPy),(phen) to w trakcie pomiarow czasow zycia sygnat od

mediatora byl niezauwazalny.

Dzigki zastosowaniu programu FFit mozliwe bylo okreslenie ilos¢ nietransferujgcego
donora (DyLight405) w peptydzie Triada-pep, ktéra wyniosta prawie 57%, co jest zgodne
wezesnie] prezentowanymi wynikami. Nie dziwi wiec pojawianie si¢ w widmie Triada-pep
zaprezentowanym na rysunku 4 silnego pasma pochodzacego od znacznika DyLight405. W
wyniku transferu energii z D do M sredni czas zycia wazony po amplitudach DyLight405 w
peptydzie Triada-pep ulega skroceniu do wartosci 0,469 ns, a wydajnos¢ tego procesu wynosi
bez mata 86%. Na podstawie Sredniego czasu zycia otrzymanego w wyniku bezposredniego
wzbudzenia mediatora dlugoscia fali 450 nm i rejestracji sygnatu fluorescencji jedynie od
Ru(bPy),(phen) przy 600 nm (<t> = 0,536 ns) stwierdzono prawie sto procentowy transfer

energii do DyLight633.




W wyniku wzbudzenia akceptora (DyLight633) jedynie poprzez kaskadowy transfer
energii w zaniku fluorescencji pojawiaja si¢ dlugozyciowe komponenty nie spotykane w
bezposrednio wzbudzanym fluoroforze. Poréwnujac $rednie czasy zycia DyLight633
uzyskane w wyniku impulsowego wzbudzenia i kaskadowego transferu energii to okazuje sie,
ze w drugim przypadku czas zycia wydtuzyl sie az 5,6 razy. Uzyskane wyniki bardzo dobrze
korespondujg z teorig i rezultatami przedstawionymi w pracy Maliwal i in. [17]. Co wazne
rowniez sygnal fluorescencji pochodzacy od DyLight633 wzbudzonego w wyniku
kaskadowego transferu energii jest duzy. W wyniku poréwnania powierzchni pasm emisji
DyLight405 i DyLight633 w widmie wyznakowanego peptydu oszacowano wydajnosé
kwantowg Triada-pep w pasmie emisji akceptora. Z przeprowadzonego szacowania wynika,
iz wydajnos¢ kwantowa emisji promieniowania akceptora w Triada-pep wzbudzonego w
wyniku dwuetapowego transferu energii jest > QY wolnego DyLight633, co rowniez jest

zgodne z wynikami przedstawionymi w pracy Maliwal i in. [17].

Podsumowanie
Do najwazniejszych osiagnie¢ w ramach przeprowadzonych badan naleza:

e Opracowany nowy program FFit jest wyjatkowym i uniwersalnym narzedziem
pozwalajgcym na korekte wynikéw czasowo-rozdzielczych i otrzymanie zaniku
transferujgcego donora w probee. Program FFit oprocz czaséw zycia transferujacego i
nietransferujgcego donora podaje informacje jaki procent z populacji wszystkich molekut
donora w prébce bierze udziat w transferze energii.

e Dowiedziono, ze samo dotaczenie znacznika fluorescencyjnego do tancucha biomolekuty
powoduje ograniczenie jego rotacji przez co nie jest mozliwe uzyskanie izotropowego
rozktadu momentéw przej$s¢ D i A nawet w roztworach wodnych. Skutkiem tego jest
pojawienie si¢ sygnalu fluorescencji od molekut donora, ktore nie biora udzialu w
bezpromienistym transferze energii. Udowodniono rowniez, ze ilo$é czasteczek D
niebiorgcych udzialu w FRET zalezy od lepkosci medium, dlugosci tancucha
peptydowego oraz miejsca dotaczenia fluoroforu do biomolekuly. Wzrost lepkosci
rozpuszczalnika ogranicza swobode rotacji znacznikéw, w wyniku czego wzrasta
populacja nietransferujacych czasteczek D. Dodatkowo wzrost lepkosci spowalnia

dynamike zmian konformacyjnych tancucha gléwnego biomolekuty.
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e Wykazano, ze cyklodekstryny moga by¢ stosowane jako modele hydrofobowej wneki
czgsteczki ,,gospodarza” np. duzego biatka. Dokowanie peptydu do wneki czasteczki
»gospodarza” moze W znaczacy sposOb zmienia¢ wlasciwosci spektroskopowe
znacznikow a w szczegolnosci warto$¢ Rj), w znaczacym stopniu utrudnia uzyskanie
izotropowego rozkladu momentéw przejs¢é D i A oraz wplywa na mozliwosé
przyjmowania przez tancuch peptydowy okreslonych konformacji.

e Powolne sieciowanie wieloczasteczkowego alkoholu poliwinylowego utrwala w matrycy
glébwne konformacje peptydow a obliczone dla nich $rednie odleglosci
migdzychromoforowe rézniag si¢ w niewielkim stopniu od tych uzyskanych dla
roztworow wodnych. Wycigganie matrycy PVA powoduje zmiany populacji
poszczegblnych konformeréw oraz preferowane orientowanie sie peptydu wzdtuz osi
rozciggania. Matryca polimerowa w bardzo znacznym stopniu utrudnia osiggniecie
izotropowego rozkladu momentu przejs$¢ D i A, w wyniku czego dla peptydéow
obserwowano duzy udziat nietransferujgcego donora w zaniku fluorescencji.

e Zastosowanie dwuetapowego transferu energii pomiedzy trzema rdéznymi znacznikami
otwiera nowe mozliwosci badan biomolekul. Udowodniono, iz odpowiedni dobér
znaczniko6w pozwala na odsunigcie si¢ z obserwacjg o ponad 250 nm w stosunku do
dtugosci fali wzbudzajacej. Kaskadowy transfer energii pozwala na badanie o wiele
dtuzszych fafncuchéw peptydowych niz przy zastosowaniu klasycznego transferu
pomigdzy dwoma molekutami D i A. Wykazano, ze uzycie dtugozyciowego fluoroforu,
jako mediatora, pozwala znaczaco wydluzy¢ czas zycia akceptora a jego wydajnosé
emisji promieniowania przy kaskadowym wzbudzeniu bedzie, co najmniej tak duza jak w

przypadku bezposredniego wzbudzenia.
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5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych.

Pozostate projekty naukowe, w ktérych bratem udzial i jestem wspdtautorem
publikacji oraz doniesien naukowych na konferencjach krajowych i zagranicznych

prezentujacych ich wyniki mozna podzieli¢ na zasadnicze grupy tematyczne:

e Opracowanie metody syntezy i badania wlasciwosci fizykochemicznych syntetycznych
aminokwaséw bedacych pochodnymi benzoksazolo-5-L-alaniny. Posiadanie czesci
aminokwasowej czyni te fluorofory znakomitymi znacznikami peptydow i bialek oraz
umozliwia wbudowanie ich w dowolne miejsce w sekwencji aminokwasowe;j.
Charakteryzuja si¢ one wysokimi wydajnosciami kwantowymi a ich widma absorbcji i
emisji lezg poza zakresem naturalnych fluoroforéw. Opracowano i scharakteryzowano
kilkanascie pochodnych benzoksazolo-5-L-alaniny, ktérych wiasciwosci réznity sie w

zaleznosci od rodzaju podstawnika w pozycji 2.




Badania wptywu polarnosci otoczenia oraz pH na wlasciwosci fotofizyczne tyrozyny i jej
prostych analogéw metodami stacjonarnej i czasowo-rozdzielczej  spektroskopii
fluorescencyjnej. Metody pomiarowe zostaty wsparte analiza globalng oraz obliczeniami
teoretycznymi.

Okreslenie wptywu réznych czynnikow na tworzenie komplekséow cyklodekstryn z
naturalnymi i syntetycznymi aminokwasami oraz krotkimi peptydami. W trakcie badan
okreslono stechiometrie i stale trwatosci powstajacych komplekséw typu .,gosé-
gospodarz”. Do analizy danych wykorzystano mig¢dzy innymi analize globalna zanikow
fluorescencji w czasie.

Charakterystyka wybranych proteaz cysteinowych — zbadanie wptywu rozpuszczalnikéw
organicznych na aktywno$¢ enzymatyczna, znalezienie i charakterystyka wydajnie
hydrolizowanych specyficznych substratow tych enzyméw.

Opracowanie  nowych  materialdbw  luminescencyjnych na  bazie kserozeli
krzemionkowych domieszkowanych zwiagzkami metali ziem rzadkich. Dokonano petnej
charakterystyki spektralnej nowych materialow technikami stacjonarnej i czasowo-
rozdzielczej spektroskopii fluorescencyjnej. Zbadano réwniez bezpromienisty transfer
energii pomiedzy poszczegdlnymi sktadnikami matryec.

Podstawione w pozycji para pochodne N,N-dimetyloaniliny jako potencjalne sensory pH.
Wykonano badania metodami stacjonarnej i czasowo-rozdzielczej  spektroskopii
fluorescencyjnej szeregu pochodnych, dokonano pelnej charakterystyki spektroskopowe;j
oraz na podstawie krzywych miareczkowania wyznaczono state pKa

Badania transferu i migracji energii w matrycach polimerowych. Szereg zestawow
fluoroforé6w zostalo umieszczone w niewyciagnietych i kilkukrotnie rozciagnietych
matrycach alkoholu poliwinylowego. Wplyw matrycy PVA i osiowego zorientowania
molekul fluoroforéw na proces przekazywania energii zostat okreslony z zastosowaniem
stacjonarnej i czasowo-rozdzielczej spektroskopii fluorescencyjnej. Uzyskane wyniki
przeanalizowano z wykorzystaniem symulacji Monte Carlo.

Poznanie wlasciwosci naturalnych zwiazkoéw biologicznych, takich jak sprzezone kwasy
tluszczowe i hiperycyna, istotnych z punktu widzenia zdrowia i diety czlowieka. Do
badan wykorzystano stacjonarne i czasowo-rozdzielcze techniki fluorescencyjne. Wyniki

eksperymentalne zostaty uzupetnione symulacjami dynamiki molekularne;.




¢ Krotko-zyciowe standardy fluorescencyjne do czasowo-rozdzielczej spektroskopii i
mikroskopii, pozwalajagce na rejestracje funkcji odpowiedzi aparaturowej (IRF) w
wybranym przedziale widmowym.

e Wiasciwosci spektroskopowe wybranych zasad azapurynowych. Zbadano procesy
tautomerii 1 transferu protonu w wstanie wzbudzonym z wykorzystaniem stacjonarnej i
czasowo-rozdzielczej spektroskopii fluorescencyjne;j.

e Synteza i badania wiasciwosci dinukleotydéw analogdéw cap wyznakowanych poprzez
dotgczenie kwasu antranilowego lub N-metyloanthranilowego do rybozy w 7-
metyloguanozynie, ktére zostaly zaprojektowane do otrzymywania fluorescencyjnych
mRNA poprzez transkrypcje in vitro. W celu oceny uzytecznosci tych zwiazkéw do
badan oddziatywan z biatkami wiazacymi cap i proceséw komorkowych zwigzanych z
cap, okreslono zaréwno biologiczne jak i spektroskopowe wlasciwosci tych zwigzkow.

e Nowy znacznik fluorescencyjny o dtugim czasie zycia i emisji w zakresie czerwieni do
badan duzych biomolekut . Dhugi czas zycia w stanie wzbudzonym wykorzystano do
okreslenia czasu korelacji wielkoczasteczkowych przeciwcial i ich kompleksow z
krolicza immunoglobuling G metodami stacjonarnej i czasowo-rozdzielczej anizotropii

fluorescencji.
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