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Uniwersytet £.odzki, Tytul rozprawy doktorskiej: ,, Wphyw kationowych i anionowych zwigzkéw
amfifilowych oraz ich mieszanin na proces desorpcji wapnia z bton lipidowych”. Promotor:
Prof. dr hab. Bozenna Rozycka-Roszak, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu (6wczesna
Akademia Rolnicza). Recenzenci: Prof. Dr hab. Zofia Szweda-Lewandowska, Uniwersytet
L.6dzki oraz Prof. dr hab. Marian Podolak, Uniwersytet Opolski.

Magister fizyki, dyscyplina: fizyka jadrowa (1990) Wydzial Matematyczno-Fizyczny,
Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej, Lublin. Tytut pracy magisterskiej: ,, Sktad izotopowy

wodoru i tlenu w wodzie krystalizacyjnej gipsu”. Promotor: Prof. dr hab. Stanistaw Hatas.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

1999 - obecnie, adiunkt w Katedrze Fizyki i Biofizyki Uniwersytetu Przyrodniczego we
Wroctawiu,

1990-1999, asystent w Katedrze Fizyki i Biofizyki Akademii Rolniczej (obecnie Uniwersytet
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4. Wskazanie osiggni¢cia wynikajgcego z art.16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 0
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

4a. Tytul osiggniecia haukowego. Osiggnigcie naukowe zostato udokumentowane w formie
jednotematycznego cyklu publikacji pod wspolnym tytutem:

»Nowatorskie wykorzystanie metod fluorescencji pojedynczych czasteczek w badaniach
procesu kondensacji plazmidowego DNA”

4b. Publikacje wchodzace w sktad zglaszanego osiagnigcia naukowego.

Na osiggniecie naukowe sktada si¢ 10 publikacji w czasopismach znajdujgcych si¢ w bazie
Journal Citation Reports (JCR).

H1. Teresa Kral, Marek Langner, Martin Bene§, Dagmara Baczynska, Maciej Ugorski,
Martin Hof, (2002) The application of fluorescence correlation spectroscopy in detecting
DNA condensation. Biophysical Chemistry, 95, 135-144. (IF: 1.494, p.MNiSW 20)

H2. Teresa Kral, Martin Hof, Marek Langner, (2002) Effect of spermine on the plasmid
condensation and dye release observed by fluorescence correlation spectroscopy. Biological
Chemistry, Vol. 383, 331-335. (IF: 2.548, p.MNiSW 20)

H3. Teresa Kral, Martin Hof, Piotr Jurkiewicz and Marek Langner, (2002) Fluorescence
Correlation Spectroscopy (FCS) as a tool to study DNA condensation with
hexadecyltrimethylammonium bromide (HTAB). Cellular & Molecular Biology Letters,
vol.7, 203-211. (IF: 0.651, p.MNiSW 10)

H4.  Teresa Kral, Katarzyna Widerak, Marek Langner; Martin Hof (2005) Propidium iodide
and PicoGreen as dyes for the DNA fluorescence correlation spectroscopy measurements.
Journal of Fluorescence, vol. 15, 2, 179-183. (IF: 2.038, p.MNiSW 20)

H5. Teresa Kral, Marek Langner, Martin Hof, (2006) DNA-spermine and DNA-lipid
aggregate formation visualized by Fluorescence Correlation Spectroscopy, Chemotherapy,
52 (4): 196-199. (IF: 1.511, p.MNiSW 15)

H6.  Jana Humpoli¢kova,; Ale§s Benda; Jan Sykora; Radek Machan; Teresa Kral; Barbara
Gasinska; Joerg Enderlain; Martin Hof (2008) Equilibrium dynamics of spermine-induced
plasmid DNA condensation revealed by fluorescence lifetime correlation spectroscopy.
Biophysical Journal, 94, 3, L17-L19. (IF: 4.683, p.MNiSW 24)

H7. Teresa Kral; Jeanne Leblond; Martin Hof; Daniel Scherman; Jean Herscovici; Nathalie
Mignet, (2010) Lipopolythiourea/DNA interaction: a biophysical study. Biophysical
Chemistry 2010; 148(1-3): 68-73. (IF: 2.108, p.MNiSW 27)

H8. Gaélle Pembouong, Nelly Morellet, Teresa Kral, Martin Hof, Daniel Scherman,
Michel-Francis Bureau, Nathalie Mignet, (2011) A comprehensive study in triblock
copolymer membrane interaction, Journal of Controlled Release, 151, 1, 10, 57-64.

(IF: 6.499, p.MNiSW 45)

H9. Marie Breton, Jean-Frangois Berret, Claudie Bourgaux, Teresa Kral, Martin Hof,
Chantal Pichon, Michel Bessodes, Daniel Scherman, and Nathalie Mignet (2011)
Protonation of Lipids Impacts the Supramolecular and Biological Properties of Their Self-
Assembly., Langmuir, 27 (20), 12336-12345 (1F: 4.186, p.MNiSW 35 )

H10. Pawet Misiak, Kazimiera A. Wilk, Teresa Kral, Edyta Wozniak, Hanna Pruchnik,
Renata Frackowiak, Martin Hof, Bozenna Ro6zycka-Roszak (2013) New gluconamide-type
cationic surfactants: Interactions with DNA and lipid membranes, Biophysical Chemistry
180-181, 44-54. (IF: 2.319, p.MNiSW 20)
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Podsumowanie bibliometryczne dla publikacji stanowigcych osiggniecie:

Sumaryczny Impact Factor (wedtug roku publikacji) wynosi Y IFn1-H10= 28.037
Sumaryczna liczba punktéw MNiSW z roku wydania wynosi ) p.MNiSWh1-H10 = 236
Sumaryczna liczba cytowan wg Web of Sciences wynosi > WoSH1-H10 = 148(na dzien 15.05.2018)

Kopie publikacji wchodzgcych w sktad osiggniecia naukowego znajdujq sie w Zalgczniku 5, a
oswiadczenia wspolautorow tych publikacji zawarte sq w Zalgczniku 4.

4c. Omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z oméwieniem
ich ewentualnego wykorzystania.

Problem kondensacji DNA skupia wiele uwagi i jest konsekwentnie badany przez ponad
czterdzieSci ostatnich lat (Zinchenko, 2016; Yoo & Aksimentiev, 2016). Zgromadzona wiedza
na temat procesu kondensacji DNA (uzywa si¢ tez termindow: ,fatdowanie DNA” lub
,,upakowanie DNA” w przypadku pojedynczej czasteczki) w warunkach podobnych do tych w
zywej komorce, moze by¢ i jest czgsciowo wykorzystywana do projektowania i konstruowania
funkcjonalnych ,,sztucznych komorek” majacych potencjalne zastosowanie w systemach
terapii genowej. W tym wyraznie innym w poréwnaniu z zywg komorka, cho¢ powigzanym
podejsciu, proces kondensacji/upakowania DNA jest wykorzystywany w celu opracowania
skutecznych systemoéw dostarczania genéw. Eksperymentalne modelowanie takiego ztozonego
systemu biologicznego jest trudne, ale wazne jest zrozumienie czasoprzestrzennej dynamiki
czasteczki DNA. Ze wzgledu na znaczenie procesu kondensacji/upakowania DNA liczne
badania dazg do wyjasnienia morfologii skondensowanego DNA, dynamiki samego procesu
oraz wptywu czynnikow regulacyjnych (Teif & Bohinc, 2011; Ran & Jia, 2015). Substancje
kondensujace oraz ich kombinacje, bedac mediatorami transfekcji, powinny reagowac¢ na
niekorzystne i nietrwate warunki srodowiskowe w obrebie komorki (Jorge, Nunes, Cova, &
Pais, 2016; Yoo & Aksimentiev, 2016). Klasyczne techniki makroskopowe stosowane w
badaniach upakowania DNA zazwyczaj polegaja na eksperymentach z ukladami
molekularnymi, ktore daja $rednig ze wszystkich mozliwych konformacji czasteczkowych. W
przeciwienstwie do metod klasycznych, techniki na poziomie pojedynczej czasteczki (single
molecule techniques, SMTSs), takie jak: atomic-force microscopy (AFM), laser optical tweezers
(LOTs), magnetic tweezers (MTs), biomembrane force probes (BFPs), fluorescence resonance
energy transfer (FRET) oraz fluorescencja pojedynczej czasteczki (single-molecule
fluorescence, SMF), umozliwiaja obserwacj¢ pojedynczych czasteczek w ich indywidualnej
konformacji (Xin et al., 2017; Cheng, Jia, & Ran, 2015; Rudiuk, Yoshikawa, & Baigl, 2011,
Husale, Grange, Karle, Burgi, & Hegner, 2008; Anselmetti, Fritz, Smith, & Fernandez-
Busquets, 2000; Ritort, 2006; Grunwell et al., 2001; Whitley, Comstock, & Chemla, 2017).

Glownym celem przeprowadzonych przeze mnie badan, zawartych w
monotematycznym cyklu publikacji, byta proba scharakteryzowania kondensacji
plazmidowego DNA na poziomie pojedynczej czgsteczki, wykorzystujac po raz pierwszy
nastepujace metody SMF: spektroskopie korelacji fluorescencji (Fluorescence Correlation
Spectroscopy, FCS), czasowo-rozdzielcza spektroskopi¢ korelacji fluorescencji (Time
Correlated Single Photon Counting Fluorescence Correlation Spectrascopy, TCSPC-FCS) oraz
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spektroskopie Korelacji czasu zycia fluorescencji (Fluorescence Lifetime Correlation
Spectroscopy, FLCS).

Motywacja do przeprowadzenia badan byla mozliwo$¢ pionierskiego wykorzystania
(przy braku doniesien naukowych) wyzej wymienionych metod w celu sledzenia dynamiki
zmian konformacyjnych plazmidowego DNA w objetosciach rzedu 1fl oraz przy st¢zeniach
rz¢du nM, ktore jest trudno osiggnac za pomocg innych metod, dajgcych mozliwos¢ pomiarow
w fizjologicznie istotnej skali.

l. Wstep teoretyczny do metod fluorescencji pojedynczej czasteczki

Spektroskopia korelacji fluorescencji (FCS) to nieinwazyjna technika fluorescencyjna,
pozwalajaca na $ledzenie dynamiki pojedynczych molekut dzigki zastosowaniu mikroskopii
konfokalnej. W konwencjonalnej spektroskopii fluorescencyjnej (steady state) stosunkowo
duza objetos¢ probki (100ul-1ml) o$wietlana $wiattem wzbudzajagcym dostarcza nam
usredniony sygnat fluorescencji, a w konsekwencji informacje¢ dotyczaca catego uktadu
czasteczek. Czutos¢ metody FCS pokonuje to ograniczenie i dostarcza nam nieusredniong
informacj¢ o badanej probce na poziomie pojedynczej czasteczki. Obecnie metoda FCS jest juz
relatywnie dobrze poznang oraz szeroko stosowang technikg badawcza (E. L. Elson, 2011; Ries,
Weidemann, & Schwille, 2012; Machan & Wohland, 2014). W metodzie tej sledzi si¢ dyfuzje
znakowanych fluorescencyjnie czasteczek w Scisle zdefiniowanej objgtosci, o§wietlanej przez
skupiong wigzke wzbudzajacg. Analiza statystyczna czasowej korelacji fluktuacji fluorescenciji
dostarcza nam informacji o wspotczynniku dyfuzji/czasie dyfuzji, posrednio o rozmiarach oraz
stezeniu czastek. Pierwsze doniesienia naukowe dotyczace metody spektroskopii korelacji
fluorescencji, zawierajace zaroOwno opis przeprowadzonych eksperymentéw jak i prezentacje
podstaw teoretycznych, ukazaty si¢ w latach siedemdziesigtych XX wieku (Magde, Elson, &
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Rysunek 1. Schemat standardowego uktadu konfokalnego. APD- detektor.
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Webb, 1972; E. Elson, 1974; Rigler, Grasselli, & Ehrenberg, 1979). Zwigkszenie czutosci
metody FCS stato si¢ mozliwe dopiero kilkanascie lat po6zniej przez wprowadzenie optyki
konfokalnej, zastosowanie wysokiej jakosci laserow, filtrow optycznych oraz detektorow.
Pozwolito to wskrzesi¢ i udoskonali¢ koncepcje FCS, redukujac znaczaco poziom tla, co byto
przepustka do detekcji sygnatu pochodzacego od pojedynczych czasteczek w roztworze oraz
do rewizji teoretycznego opisu spektroskopii korelacji fluorescencji (Edman, 2000; Hess &
Webb, 2002; Krichevsky & Bonnet, 2002; Chen, Miiller, Berland, & Gratton, 1999; Meseth,
Wohland, Rigler, & Vogel, 1999; Bohmer & Enderlein, 2003).

Podstawowy uklad pomiarowy FCS wykorzystuje fluktuacje fluorescencji

pochodzace z matej objetosci wykrywania (1fl) oswietlonej probki w celu uzyskania informacji
0 podstawowych procesach powodujacych te fluktuacje (Rysunek 1). Obszar ten nazywany jest
objetoscig konfokalng (confocal volume). W klasycznym mikroskopie konfokalnym zrodtem
Swiatta wzbudzenia jest laser §wiatta cigglego. Wigzka wzbudzenia jest kierowana na uktad
soczewek, potem pada na zwierciadto dichroiczne, gdzie ulega odbiciu, a nastgpnie pada na
obiektyw o duzej aperturze numerycznej, ktory ogniskuje ja wewnatrz probki. Nastepnie w
wyniku emisji fluorescencji z probki emitowane sg fotony, ktére sg skupiane przez ten sam
obiektyw i ogniskowane na szczelinie kotowej (pinhole). Srednice stosowanych szczelin
kotowych sg rzgdu 50-100pum. W prawie kazdym uktadzie konfokalnym stosuje si¢ dodatkowo
przestrzenne filtry, ktére skutecznie ,,0bcinajg” proébkowana objetos¢ do dyfrakcyjnie
ograniczonych rozmiaréw. Emitowane fotony fluorescencji s gromadzone przez detektor, a
nastepnie przetwarzane w funkcje korelacji.
Metoda FCS wykorzystywana jest m.in. do pomiaru wtasnosci dynamicznych czastek. Jedng z
najwazniejszych wielko$ci opisujacg dynamike jest wspotczynnik dyfuzji, poniewaz zawiera
on informacje o rozmiarze, konformacji oraz masie poruszajacej si¢ czasteczki. Wspotczynnik
dyfuzji D[um?s™] opisuje jak daleko moze dotrzeé¢ czastka w wyniku ruchow dyfuzyjnych. Im
wickszy wspotczynnik dyfuzji, tym szybciej czastka si¢ porusza. Trajektori¢ mozna
scharakteryzowa¢ za pomocg tak zwanego $redniego kwadratu przemieszczenia (MSD,) a <r>
opisuje obszar, ktory czastka pokrywa w jednostce czasu, t. MSD jest liniowy w czasie, gdzie
wspotczynnikiem proporcjonalnosci jest wspotczynnik dyfuzji:

(r’y=6-D-t Roéwnanie 1
Rownanie Stokesa-Einsteina wigze wspotczynnik dyfuzji z wlasnosciami czgstek oraz
wiasnosciami roztworu, przybierajac postac:

kT

= Rownanie 2
61 'Ry,

Gdzie, ks — stala Boltzmanna, T — temperatura bezwzgledna, 7 - wspdtczynnik lepkoSci
roztworu. Czasteczki sg opisane przez promien hydrodynamiczny, Rn, ktory jest promieniem
rownowaznej kuli, ktora ma taki sam wspotczynnik dyfuzji jak dana czasteczka.

Jesli czasteczka jest sferyczna, Rh 1 rzeczywisty promien czasteczki beda prawie rowne, zatem
mozna go wyznaczy¢ z masy czasteczkowej, M:

3| 3M ‘ .
Ry, = ’ Rownanie 3
47PN 4
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Gdzie, p - oznacza $rednig gestos¢ czasteczki, Na — liczba Avogadro.

Promien hydrodynamiczny bedzie zwykle nieco wigkszy niz rzeczywisty promien kuli,
poniewaz bierze réwniez pod uwagg obecnos¢ czasteczek rozpuszczalnika, ktore sa ciagnigte
razem z czasteczka. Nalezy zauwazy¢, ze zalezno$¢ D od temperatury nie jest funkcjg liniowa,
poniewaz sam wspolczynnik lepkosci # wykazuje silng zalezno$¢ temperaturowsg. Jesli
przyjmiemy, ze objeto$¢ Vp czastki rosnie liniowo z jej masg m, otrzymujemy V, = %nR,?{ x

m. Z tego mozemy uzyskaé zalezno$¢ wspotczynnika dyfuzji od masy czasteczki:

D x Yo
W przypadku czgsteczek o ksztattach znaczgco odbiegajacych od sferycznych (jak np. DNA o
ksztalcie podtuznego preta), wystepuja odchylenia warto$ci Rn od rzeczywistego promienia
czagsteczki. Wspotczynnik dyfuzji translacyjnej zalezy, zatem w duzej mierze, od ksztattu
czasteczki. W przypadku czasteczek, takich jak DNA, wspotczynnik dyfuzji mozna oszacowaé
nastepujaco:
= ‘:I;—ZLT Rownanie 4
Gdzie L odpowiada dtugosci preta (dla DNA, to przyrost 0,34nm pomnozony przez liczbe par
zasad), d jest $rednica preta (2,38nm dla DNA), a A oznacza wspotczynnik korekcji.

A=mn(2)+0312+ "265 ~0,1/ (g)2 Réwnanie 5

Oznacza to, ze wspotczynnik dyfuzji czasteczki DNA (1000bp) jest okoto 5 razy mniejszy, a
czas dyfuzji 5 razy wigkszy dla konformacji w ksztalcie preta niz dla konformacji kulistej
(upakowanej) (Robertson, Laib, & Smith, 2006; Tracy & Pecora, 1992; Mandelkern, Elias,
Eden, & Crothers, 1981).

Analizujac fluktuacje fluorescencji w obszarze konfokalnym uktadu pomiarowego FCS,
powodowane przez znakowane fluorescencyjnie czasteczki, uzyskujemy wielkosci opisujace
wlasno$ci badanej probki. Fluktuacje te sa spowodowane nieustannym wchodzeniem
czasteczek do, i ich wychodzeniem z, obszaru objetosci konfokalne;j.

liczba czasteczek N(t)

intensywnos¢
fluorescencii I(t)

Czas

Rysunek 2. a) fluktuacje sygnatu fluorescencji w objetosci konfokalnej, b) liczba czgstek N(t) = <N> + oN(t)
w objetosci konfokalnej dla dwéch grup czgstek (czerwonej, niebieskiej) o réznych wspotczynnikach dyfuzji
(Dn< Dgy).
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Zatem bezposrednig wielko$cig mierzong, sg zmiany intensywnosci fluorescencji w funkcji
czasu, I(t) (Rysunek 2a).

Kazda wzbudzona czasteczka znacznika, emituje $wiatto 0 takim samym natezeniu, jakie
pochloneta. Zatem, sumaryczne natgzenie fluorescencji I(t) jest proporcjonalne do liczby
czasteczek, N(t). W metodzie FCS dzielimy catkowitg liczbe czastek N(t) na sume¢ dwu: $redniej
liczby czastek <N> i (matych) odchylen liczby czastek od warto$ci Sredniej, ON(2).

N(t) = (N)+ SN(t) Rownanie 6

W FECS analizowane sg tylko fluktuacje oN(t), srednia <N> jest zazwyczaj pomijana podczas
przetwarzania danych. Jesli wiemy, jak dlugo czasteczka pozostaje wewnatrz objgtosci
obserwacyjnej, mozemy rowniez okresli¢ jej wspotczynnik dyfuzji, ktory odpowiada jej
szybkosci poruszania si¢. Jesli wigc obserwujemy czastki o duzym D, czesto beda one wchodzi¢
1 opuszczac objetos¢ obserwacji w ustalonym czasie obserwacji, a zatem wykazuja szybkie
wahania oN(t). Z drugiej strony wahania te bedg mniejsze dla matych wspotczynnikow dyfuzji
(Rysunek 2b).

Poniewaz nie jesteSmy w stanie bezposrednio wyznaczy¢ liczby czasteczek
wchodzacych do i wychodzacych z obszaru konfokalnego, a co za tym idzie fluktuacji liczby
czasteczek N(t)=(N)+0N(z), w konsekwencji mierzymy a nastgpnie analizujemy fluktuacje
natgzenia sygnatu fluorescencji I(t). Jak juz wspomniano powyzej, intensywnos$¢ I(t) zmienia
si¢ w taki sam sposob, jak liczba czastek N(t) i kazda wtasnos¢, ktorg wyprowadzamy dla N(t)
mozemy zastosowac dla I(t). Zatem réwnie 6 mozemy zapisa¢ w nastepujacej postaci :

1(t) = (1) + S8I(t) Rownanie 7

Ze zmierzonego sygnatu I(t) musimy wyodrgbni¢ szybko$¢ jego zmian, aby moc uzyskaé
informacje o tym, jak szybko czasteczki si¢ poruszaja. W tym celu uzywamy narzedzia
matematycznego, zwanego analizq autokorelacji (stad tez nazwa spektroskopia korelacji
fluorescencji, FCS). Wyznaczamy funkcje¢ autokorelacji G(z) zmierzonego sygnatu nat¢zenia
I(t). Funkcja autokorelacji jest matematycznie zdefiniowana jako:

(SI(t)SI(t+7))¢

G(D) =57

Rownanie 8

gdzie <...>t oznacza $rednig czasowg W stosunku do zmiennej czasowej t:
(I1(D)) = %flT 1(t)dt Réwnanie 9

W konsekwencji funkcja autokorelacji opisuje samopodobienstwo fluktuacji 6/(t) do siebie
samej 0 czas T pozniej (czas opdznienia). Jesli spojrzymy na fluktuacje d/(z) i ol(t+z) z dtugim
czasem opodznienia 7 (® - punkt na krzywej), nie wykryjemy zadnego samopodobienstwa w
sygnale, poniewaz fluktuacje w czasie t+7 sg spowodowane przez rdézne czastki, bedace od
siebie niezalezne (Rysunek 3). Wtedy wartos¢ autokorelacji G(z) powinna by¢ bliska zeru.
Jezeli za$ czas opdznienia 7 jest tak maly, ze te same czastki tworzg fluktuacje w czasie t i t+7
(mniejsze niz $redni czas pozostawania czasteczek o obszarze ogniska lasera), bedziemy mieli
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pewien stopien samopodobienstwa miedzy o/ (¢) i ol(t+z) (wysoka autokorelacja G(z); ® -
punkt na krzywej). Funkcja autokorelacji pozwala nam wyodrgbni¢ nieprzypadkowe
informacje od losowych fluktuacji intensywnosci I(t), poniewaz fluktuacja intensywnosci jest
zgodna ze statystyka Poissona (Foldes-Papp, 2007). Analiza korelacji przeprowadzona w
metodzie FCS wyodrebnia charakterystyczny przedziat czasowy fluktuacji fluorescencji, ktory
nastepnie moze zosta¢ przeksztalcony we wspotczynnik dyfuzji. Zakres czasowy czutoSci
metody FCS rozciaga si¢ w skali czasu od pikosekund do setek milisekund.

t+7

I(t)

I(t)

czas t

log # -

Rysunek.3. Procedura obliczania funkcji autokorelacji G(z).

Kazdy pomiar FCS daje nam zatem krzywa autokorelacji G(z). Nastepnie by moc
uzyska¢ wartosci, takie jak: wspotczynnik dyfuzji, D oraz liczbe czastek N, do zmierzonej
funkcji autokorelacji G(z) badanego procesu dopasowujemy roézne modele teoretyczne G(z).
Dla przyktadu, w przypadku jednego rodzaju czgsteczek ze wspotczynnikiem dyfuzji D i liczbg
czasteczek N w obszarze konfokalnym ogniska, otrzymujemy:

1

1) (142 Sonani N
G = (1 + w%) (1 + w%) Réwnanie 10 3
Gdzie a1 to szeroko$¢ w ptaszczyznie XY, a ar to wysokos¢ (kierunek Wy

osi OZ) objetosci konfokalnej. Zaklada si¢, ze ognisko ma ksztatt
elipsoidy 0 dwoch rownych osiach i dtugosci 2ar (Rysunek 4).
Zazwyczaj, rownanie 10 jest wyrazone, jako zaleznos¢ od sredniego

w

2
czasu dyfuzji 7, = jl wyglada nastgpujaco: Rysunek 4.Wymiary

obszaru konfokalnego.
1

G(x) = %-(1+%)_1-(1+ c )_E Réwnanie 11

SP2tp

Stad wspotczynnik dyfuzji wyrazamy, jako:

w? . ,
=— Rownanie 12
4Tp
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a SP, parameter strukturalny, jako:

SP = Z—i Rownanie 13
By moc wyznaczy¢ wspotczynnik dyfuzji D, musimy zna¢ poprzeczne wymiary ogniska oraz
parametr strukturalny (SP). Parametr SP zazwyczaj wyznacza si¢ poprzez pomiar kalibrujacy
roztworu znacznika o znanym wspotczynniku dyfuzji. Znajac wymiary obszaru konfokalnego,
mozemy wyznaczy¢ jego objetos¢ V , a co za tym idzie stezenie badanej probki (rownane 14).

C=— Réwnanie 14

VN4

Reasumujgc, czasteczki fluorescencyjne dyfundujace do i z, ograniczonej dyfrakcyjnie,
objetosci konfokalnej, powoduja fluktuacj¢ sygnatu fluorescencji zgodnie ze zmieniajgcg si¢
liczba czasteczek. Analiza fluktuacji pozwala nam na obliczenie krzywych autokorelacji. W
zaleznosci od badanego uktadu, dopasowujac najbardziej odpowiedni model, uzyskujemy
informacje dotyczace czasu (tp)/wspotczynnika dyfuzji (D) oraz stezenia/liczby czastek (N).
Czas dyfuzji jest wprost, a wspotczynnik dyfuzji odwrotnie proporcjonalny, do szerokoS$ci
krzywej autokorelacji. 1los¢ czasteczek N/stezenie, sg natomiast odwrotnie proporcjonalne do
amplitudy krzywej G(z) (Rysunek 5)

1/N=x1/c

» log ¢

Rysunek 5. Parametry uzyskiwane podczas dopasowywania analitycznej G(z) do zmierzonej krzywej
autokorelacji. W wyniku dopasowywania uzyskujemy informacje dotyczqce czasu dyfuzji/wspotczynnika dyfuzji
(to/D) oraz liczba czgsteczek/stezenia (PN/C)

Zaprezentowane zalozenia teorii FCS s3 poprawne dla czasteczek o rozmiarach duzo
mniejszych niz wielko$¢ ptaszczyzny ogniskowania objgtosci konfokalnej, tzw. czasteczek
punktowych (point-like molecules). Interpretacja danych uzyskanych dzigki metodzie FCS
zalezy przede wszystkim od zastosowanego modelu teoretycznego funkcji autokorelacji.
Funkcja autokorelacji moze np. zostac rozszerzona na przypadek, w ktorym mamy do czynienia
z kilkoma rodzajami czasteczek o roznych czasach dyfuzji a takze, gdy mamy do czynienia z
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dyfuzja niespecyficzng (Tcherniak, Reznik, Link, & Landes, 2008; Haustein & Schwille, 2007;
Tian, Y., Martinez, M. M., Pappas, 2011). Fluktuacje intensywnosci fluorescencji moga
powstawac takze w wyniku innych niz zjawisko dyfuzji procesoéw, takich jak: wigzanie oraz
utrata znacznikéw w wyniku gaszenia, lub tez w wyniku zmian ich efektywnosci kwantowe;j
(procesy trypletowe) (Davis & Shen, 2006). Wraz z coraz szerszym spektrum zastosowan
metody FCS, wyprowadza si¢ analityczne krzywe korelacji uwzgledniajace nie tylko rozmiar,
ale takze geometri¢ badanych czasteczek. Rozklad znacznika w obrgbie czasteczki, czy tez
zjawisko rozpraszania z jednoczesnym wigzaniem, takze maja wpltyw na ksztalt funkcji
korelacji (Wu, Chen, & Miiller, 2008; Hotyst, Poniewierski, & Zhang, 2017). Dla czasteczek
typu polimer (DNA), stwierdzono silng zaleznos$¢ funkcji G(7) od dtugosé tancucha DNA, jego
dhugosci trwatej oraz gestosci znacznika fluorescencyjnego (Winkler, Keller, & Rédler, 2006).

Zwigkszenie czutosci metody FCS nastgpito dzigki zastosowaniu skorelowanego
czasowo zliczania pojedynczych fotonow (time correlated single photon counting, TCSPC).
Potgczenie mozliwosci metody TCSPC i FCS dato w efekcie metode czasowo-rozdzielczej
spektroskopii korelacji fluorescencji (TCSPC-FCS). Podstawowym wymogiem metody
TCSPC-FCS jest sub-nanosekundowe wzbudzenie pulsacyjne zamiast wzbudzania ciagglego,
jak to ma miejsce w klasycznym pomiarze FCS. Przy okresowym wzbudzaniu mozliwe jest
rozszerzenie gromadzenia danych przez wiele cykli wzbudzenia i emisji. Nastgpnie z
pojedynczych fotondow zebranych w wielu cyklach, mozna zrekonstruowaé profil zaniku
fluorescencji. Drugim wymogiem jest zdolno$¢ do jednoczesnego pomiaru czasu nadejs$cia

Laserpulse | Photon
@ @ 2
2480 1240 3121
Relative Time [ps]
} } l t }
4500 4600 4700 o 4300 4900
A Macro Time[ns] ..~ . -

F ~ ~ — - FCS resul: affected by

0 ~ afterpulsing and scattering
30 S i

-~ — Afterpulsing and scattering

~ removed by FLGS
25 —
hY
w20 - AN 1 1 .
2 \

15 - Lt . ] -

-

=

2]

5 \

b= Fo(l/e L e pre )

o ) etime .| diffusion time K

.; - 0,0 d I I .
107 10° 10° 10* 10° 10° 10
Lag time /s

Rysunek 6. Idea metody TCSPC-FCS. Jednoczesny pomiar czasu nadejscia fotonu fluorescencji w dwdch
roznych skalach czasowych: w stosunku do impulsu wzbudzenia - Relative time (ps) i wzgledem rozpoczecia
eksperymentu — Macro Time (ns). Jeden pomiar dostarcza nam informacji dotyczqcych czasu ZzZycia
fluorescencji znacznika, jego czasu dyfuzji a takze stezenia.
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fotonu fluorescencji w dwdch roznych skalach czasowych: w stosunku do impulsu wzbudzenia
z rozdzielczoscig pikosekundowa (Relative Time) i wzgledem rozpoczecia eksperymentu z
doktadnoscig nanosekundowsg (Macro Time) (Rysunek 6). Zastosowanie szybkich detektorow
(MCP, SPAD) oraz impulsowych zrodet swiatta (w trybie TCSPC) umozliwia rownoczesny
pomiar obu tych czasow (Kapusta, Machan, Benda, & Hof, 2012; Kapusta, Wahl, Benda, Hof,
& Enderlein, 2007; Wahl, 2014). Metoda ta daje mozliwo$¢ wyseparowania czasow zycia
fluorescencji znacznikow i nie wymaga dopasowania wieloparametrowego modelu do ztozonej
funkcji autokorelacji jak to ma miejsce w klasycznej metodzie FCS. Rdzeniem metody TCSPC-
FCS jest statystyczny rozdzial poszczegolnych sktadowych fluorescenciji dla pojedynczych
fotonow. Rozdzial ten odbywa si¢ dzigki metodzie statystycznego wazenia kazdego fotonu,
zgodnie z czasem jego nadej$cia od momentu impulsu wzbudzenia. Metoda TCSPC-FCS pelnig
swoich mozliwosci uzyskata w roku 2005 i odtad jest juz nazywana metoda spektroskopii
korelacji czasu zycia fluorescencji (FLCS). W publikacji (Enderlein & Gregor, 2005) opisane
jest najprostsze i jedno z najbardziej uzytecznych zastosowan metody FLCS: szybkie i tatwe
usuwanie znieksztalcen powodowanych przez detektor, co ma duzy wplyw na jako$¢
uzyskiwanych parametrow FCS. Podejscie to zostato zaakceptowane jako standardowa czgs¢
analizy danych FCS i jest uzywane bez wyraznego odniesienia do metody FLCS. Metoda FLCS
jest szczegodlnie przydatna, gdy stosujemy znaczniki o niedajacych si¢ rozrézni¢ widmach, a
réznigeych si¢ czasem zycia fluorescencji (maja rozne histogramy TCSPC), co praktycznie
zawsze ma miejsce. FLCS rozr6znia chromofory o réoznym czasie zycia (nawet w przypadku
jednego rodzaju znacznika), co nastepnie umozliwia obliczenie funkcji korelacji krzyzowe;j
(cross-correlation function, CCF) migedzy dwiema czastkami o rdéznym czasie zycia
fluorescencji a tym samym ujawnia relacje migdzy nimi. Obie metody: czasowo-rozdzielcza
spektroskopia korelacji fluorescencji (TCSPC-FCS) oraz jej najnowsza odmiana spektroskopia
korelacji czasu zycia fluorescencji (FLCS), w ramach jednego pomiaru dostarczajg informacje
0 bezposrednim otoczeniu znacznika. Zmiana czasu zycia moze by¢ skutkiem wielu zjawisk
makroczasteczkowych, takich jak: dyfuzja rotacyjna, przenoszenie energii rezonansowej, czy
gaszenie dynamiczne, ktore maja taka samg skale czasowa jak zanik fluorescencji. W
konsekwencji zmiana czasu zycia fluorescencji jest czulym reporterem zmian w jego
bezposrednim otoczeniu, w szczegdlnosci gdy mamy do czynienia z badaniami na poziomie
pojedynczej czasteczki.

1. Omowienie osiagni¢tych wynikow badan w ramach osiagni¢cia naukowego,
dotyczacych procesu kondensacji plazmidowego DNA przy uzyciu metod
fluorescencyjnych na poziomie pojedynczej czasteczki.

Przedstawione ponizej wyniki badan, po raz pierwszy analizujg proces kondensacji
plazmidowego DNA z punktu widzenia spektroskopii korelacji fluorescencji (FCS) czasowo-
rozdzielczej spektroskopii korelacji fluorescencji (TCSPC-FCS) oraz spektroskopii korelacji
czasu zycia fluorescencji (FLCS) (prace H1-H6) (Kral, Langner, et al., 2002; Kral, Hof,
Jurkiewicz, & Langner, 2002; Kral, Hof, & Langner, 2002; Kral, Langner, & Hof, 2006; Kral,
Widerak, Langner, & Hof, 2005; Humpolickova et al., 2008) oraz jednoczes$nie prezentuja
mozliwo$¢ ich praktycznego wykorzystania w badaniach oddziatywania plazmidowego DNA
z nowo syntetyzowanymi kompleksami majacymi lub moggcymi mieé¢ zastosowanie w
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niewirusowej terapii genowej (NVGT) (prace H7-H10) (Kral et al., 2010; Breton et al., 2011,
Pembouong et al., 2011; Misiak et al., 2013).

Nowatorskie zastosowanie metod fluorescencyjnych na poziomie pojedynczej
czasteczki (SMF) wymagalo okreslenia optymalnych warunkow, identyfikujacych przestrzen
fazowa procesu kondensacji. W tym celu ustalono zestaw wewnetrznych czynnikow, majacych
wplyw na zmiany konformacyjne DNA oraz parametréw SMF, majacych wplyw na
interpretacje uzyskanych danych.

Projekt uwzglednial nastepujace zagadnienia, ktére byly przedmiotem moich badan:

1. Rodzajiilosé¢ znacznika wykorzystanego jako reporter plazmidowego DNA,

2. Rodzaj czynnika kondensujgcego: poliaminy, kationowe i niekationowe zwiqzki
amfifilowe, formulacje lipidowe (liposomy),

3. Punktowe wykrywanie molekut w procesie kondensacji plazmidowego DNA,

4. Zmiany czasu Zycia fluorescencji W procesie kondensacji DNA,

5. Zastosowanie metod SMF w ukladach DNA-nowosyntetyzowane zwiqzki.

1. Rodzaj i ilosé znacznika wykorzystanego jako reporter plazmidowego DNA.

Znakowanie fluorescencyjne jest obecnie jedng z wielu technik, powszechnie stosowang
w badaniach zmian konformacyjnych czasteczek DNA. Znacznik fluorescencyjny bedacy
reporterem, powinien mie¢ odpowiednie wlasnosci optyczne, fotofizyczne i, co najwazniejsze,
nie powinien zaktdéca¢ badanego procesu. W celu uniknigcia modyfikacji chemicznych,
znacznik fluorescencyjny powinien by¢ zwigzany z czasteczka DNA poprzez stabe wigzania
niekowalencyjne. Bromek etydyny (EtBr) i jodek propidyny (Prlo) to jedne z najszerzej
stosowanych znacznikow fluorescencyjnych kwaséw nukleinowych. Stabe wigzanie EtBr/Prlo
z czasteczka DNA jest realizowane przez wnikanie (interkalacja) czasteczek znacznika migdzy
pary zasad czasteczki DNA z niewielkg preferencja sekwencji (Banerjee et al., 2014; Chou,
Marky, Zaunczkowski, & Breslauer, 1987). Stechiometria wigzania dla EtBr/Prlo to jedna
czasteczka znacznika przypadajaca na cztery do pigciu par zasad DNA. Stosunkowo staba
wydajnos¢ kwantowa fluorescencji obu znacznikow, zwigksza si¢ okoto 10-krotnie, po
zwigzaniu z dSDNA (Geall & Blagbrough, 2000). Pierwsze opublikowane przeze mnie wyniki
pomiarow z wykorzystaniem spektroskopii korelacji fluorescencji (FCS) dla plazmidowego
DNA, znakowanego EtBr/Prlo, pozwolily na okreslenie zmian nast¢pujgcych parametrow
metody, takich jak: liczba czastek (PN) oraz czas dyfuzji (tp) /wspotczynnik dyfuzji (D).
Analizowatam takze szybkos$¢ zliczania fotonow w jednostce czasu (CR) (count rate), ktora
byta miarg intensywno$ci sygnatu fluorescencji (T. Kral, Langner, et al. 2002).
Eksperymentalne funkcje G(7) byly dopasowane do krzywej teoretycznej, uwzgledniajacej
jeden typ czastek fluorescencyjnych oraz pewng ilo$¢ czasteczek znacznika w stanie
trypletowym (>10%). W badaniach wykorzystano kotowy plazmid pBluesript SKt (2,96 kbp,
dhugos¢ konturu 1,02 pm) (Rysunek 7).
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Rysunek.7. Zmiany a) wspotczynnika dyfuzji (D), b) liczby czgstek (PN) oraz c) intensywnosci fluorescencji
(CR) dla plazmidu pBluesript SKt (2,96 kbp, diugosé 1,02 um) w obecnosci zwigkszajgcego sie stezenia
bromku etydyny (EtBr) oraz jodku propidyny (Prlo).

Wyznaczone wartosci PN wykazywaly ponad 2-krotny wzrost a warto$ci D nieznaczny spadek
dla catego prezentowanego zakresu stezenia barwnika fluorescencyjnego Caye/Cona 0-1000 (W
przeliczeniu na par¢ zasad, Caye/Conanp 0-0,34). W przypadku tych dwu parametrow, nie byto
znaczacych roznic migdzy EtBr i Prlo. Intensywnos$¢ fluorescencji (CR) zwigzana z
pojedynczymi czasteczkami DNA, zmieniata si¢ wraz ze stgzeniem znacznika i odnotowano
znaczng roznice W miedzy EtBr 1 Prlo. Intensywnos$¢ fluorescencji byta prawie 2-razy wyzsza
dla EtBr, co moglo mie¢ zwiazek z jego wyzsza wydajnoscig kwantowa lub wigkszg liczba
czasteczek znacznika zwigzanych z DNA. Wyznaczona warto$¢ wspolczynnika dyfuzji byta
taka sama w przypadku obu znacznikéw i wynosita Dzgekop = 2,5%1072 m?st. Wartosé
wspoélczynnika dyfuzji wyznaczonego metodg FCS znajduje si¢ w podobnym zakresie jak jego
warto$é oszacowana na podstawie modelu (réwnanie 4 i 5) D2,96kbp_model = 3,0x102m?s? (przy
zalozeniu przyrostu 3.4A/pare zasad oraz promienia nici DNA réwnemu 23,8A). Podobne
badania wykonano dla plazmidu prawie 3-razy wickszego, 10kbp (pHbApr-1-neo o dtugosci
konturu 3,4 um). Wyznaczony metoda FCS wspotczynnik dyfuzji Diokop = 9,6x102 m?st byt
znoéw niezalezny od wyboru znacznika 1 znajdowat si¢ w zakresie oszacowanej teoretycznie
wartosci Diokbp model = 1,0x10712 m?st, Nalezy podkresli¢, ze zastosowany model ,,sztywnego
preta” reprezentowal nadmierne uproszczenie badanych czasteczek DNA. Oba badane
plazmidy DNA to gietkie, kolowo-zamknigte czgsteczki. Odchylenie od sztywnego, pretowego
ksztaltu z pewno$cia wptywa na wspotczynnik dyfuzji, jednakze celem moich badan byto
wykazanie przydatno$ci metody FCS w badaniach procesu kondensacji DNA, a nie teoretyczne
modelowanie eksperymentalnie wyznaczonych wspotczynnikéw dyfuzji. Niemniej jednak
uwazam, ze oszacowane wspotczynniki dyfuzji moga by¢ pomocne do wyznaczenia dlugosci
konturu plazmidowego DNA.
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W obliczu doniesien naukowych postulujacych, ze ilos¢ znacznika ma wptywa na
wyniki iloSciowe eksperymentu (Cosa, Focsaneanu, McLean, McNamee, & Scaiano, 2001;
Sigmon & Larcom, 1996), wykonano szczegélowe badania dla nizszych stezen jodku
propidyny oraz wykorzystano bardziej efektywny znacznik PicoGreen® (Ahn, Costa, &
Emanuel, 1996).
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Rysunek.8. Zmiany a) wspélczynnika dyfuzji (D), oraz 25%; wigksze rbznice masy s3
potrzebne, aby uwzglednié
zaobserwowany  efekt  (Schwille,
Bieschke, & Oehlenschliager, 1997).

Spadek  warto$ci  wspolczynnika
dyfuzji mozna interpretowa¢ jako
zmiang¢ konformacyjng i/lub agregacj¢ plazmidow indukowana obecnoscia znacznika. Nalezy
jednak wykluczy¢ mozliwo$¢ powstawania agregatow, bo wraz ze wzrostem st¢zenia Prlo
jednoczesnie obserwowano wzrost liczby czasteczek PN. Proces agregacji datby efekt
przeciwny. Malejacy wspotczynnik dyfuzji, odzwierciedla zatem zmiane¢ konformacji plazmidu

po zwigzaniu Prlo. Kierunek zmiany wspotczynnika dyfuzji sugeruje, ze rosnie promien

wzgledne zmiany: b) liczby czgstek (PN) oraz C)
intensywnosci fluorescencji (CR) dla plazmidu pHbApr-1-
neo (10 kbp, diugos¢ konturu 3,4 um) w obecnosci
zwigkszajgcego sie stezenia jodku propidyny (Prlo) oraz
PicoGreen®.

hydrodynamiczny plazmidu, co wskazuje, ze czgsteczka przyjmuje konformacje¢ zrelaksowana.
Whiosek ten byt zgodny z teoretycznie przewidywanym wnikaniem czasteczek znacznika
pomiedzy pary zasad kwasu nukleinowego (Reese, 1994). Dodatkowe informacje uzyskano,
analizujac zalezno$¢ PN od stezenia Prlo. Dla st¢zenia Cprio/Conabp = 0,15 nastepuje gwattowny
wzrost liczby wykrywanych czasteczek. Wynik ten moze wskazywac, ze istnieja dwie rozne
populacje plazmidu, ktore oddziatujg ze znacznikiem fluorescencyjnym w rézny i zalezny od
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stezenia Sposob. Obraz, ktéry wytania si¢ z przedstawionych danych eksperymentalnych, jest
dos¢ skomplikowany. Nalezy zatozy¢ dwie subpopulacje plazmidu. Obie subpopulacje
prawdopodobnie maja rézne powinowactwo do sondy fluorescencyjnej i rézne rozmiary
hydrodynamiczne. Przy bardzo niskich st¢zeniach znacznika jedna populacja w ogole nie wigze
si¢ ze znacznikiem, druga wiazac znacznik, zmienia swoja konformacj¢ wraz ze wzrostem
stezenia, CO powoduje zmniejszenie wspotczynnika dyfuzji. Jednakze tylko ta druga
subpopulacja jest wykrywalna. Gdy stezenie znacznika jest wyzsze, obie subpopulacje
plazmidu stajg si¢ widoczne, powodujgc nagly wzrost liczby czastek. Wyniki badan pokazuja,
ze jodek propidyny nie jest jakosciowo dobrym reporterem zmian konformacyjnych, poniewaz
sama jego obecnos¢ powoduje takie zmiany. Podobne dane uzyskano w przypadku badan z
bromkiem etydyny.

Badania dotyczace oddziatywania PicoGreen® z plazmidowym DNA pokazaty, ze
zalezno$ci wszystkich zmierzonych parametrow od stgzenia sondy fluorescencyjnej sa
jakosciowo rdézne od tych dla Prlo/EtBr. Pomimo ciaglego wzrostu intensywnosci
fluorescencji, wspotczynnik dyfuzji (Diokep = 1,0x1072 m?s) pozostawat staly w calym
zakresie stezen (Cpicocreen/Conabp 0d 0,02 do 0,05). Zatem znacznik PicoGreen® nie zmieniat
konformacji plazmidu, jednolicie znakujac wszystkie czasteczki plazmidu. Co wigcej badania
FCS pokazaty, ze intensywno$¢ fluorescencji praktycznie nie zmienia si¢ w trakcie procesu
kondensacji, wskazujac, ze ewentualne uwalnianie znacznika nie zaktoca procesu kondensacji.
W pordéwnaniu do Prlo/EtBr, zastosowanie PicoGreen® w badaniach FCS miato dwie zalety:
nie zmienialo wilasnosci hydrodynamicznych DNA i nie wplywato na stezenie substancji
kondensujacej niezbe¢dnej do upakowania plazmidu (Kral et al., 2005). Wysoka wydajnos¢
kwantowa pozwala na stosowanie 10-krotnie nizszego stezenia PicoGreen® (rzad 1-5
czasteczek znacznika na 100 par zasad DNA). W poréwnaniu z Prlo/EtBr, PicoGreen® ma tez
wyzsze powinowactwo do dsDNA, tworzac stabilne wigzanie dwufazowe (Dragan et al., 2010).

Whioski dotyczgce rodzaju i ilosci znacznika, bedgcego reporterem plazmidowego DNA.

- Obecnos¢ czgsteczek znacznikow takich jak EtBr/Prlo w strukturze czgsteczki plazmidu
znaczgco zmienia jego konformacije.

- Wraz ze wzrostem stezenia EtBr/Prlo oba te znaczniki selektywnie znakujg fragmenty
plazmidu i/lub jego subpopulacje.

- PicoGreen®, z punktu widzenia metod SMF, jest znacznikiem bardziej odpowiednim, znakujgc
plazmid DNA rownomiernie, bez artefaktow zaleznych od stezenia.

- Reasumujgc, w procesach, w ktorych interesuje nas informacja dotyczgca topologii
plazmidowego DNA, wybor odpowiedniego znaczmnika fluorescencyjnego powinien byc
skrupulatnie analizowany.

2. Rodzaj czynnika kondensujgcego.

Kondensacja DNA w uktadach in vitro oparta jest na dwoch mechanizmach. Pierwszy
z nich to upakowywanie, czyli przyciagganie si¢ poszczegolnych segmentow czasteczki DNA w
wyniku zwigzania wielowartosciowego jonu. Drugi mechanizm kondensacji zaklada
polaczenie si¢ r6znych czesci DNA w warunkach zageszczania, uwzgledniajac wspoldziatanie
polimer-sol. Ten drugi rodzaj nazywamy kondensacjg ¥ (psi, polymer-salt-induced). Sita
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napedowa jest proces ostabienia sit wzajemnego odpychania si¢ ujemnie natadowanych
segmentoéw czasteczki DNA. Obecnos¢ soli moze neutralizowaé te tadunki, w konsekwencji
zmniejszajac opor elektrostatyczny migdzy réznymi czesciami DNA. Substancje kondensujace
czasteczki DNA wykorzystuja zazwyczaj oba te mechanizmy badz neutralizujac tadunek grupy
fosforanowej i/lub reorientujac dipole wodne w obrgbie czasteczki DNA powodujac, ze
oddzialywania DNA — rozpuszczalnik beda mniej korzystne. Srodki kondensujace DNA, w
zalezno$ci od mechanizmu kondensacji, mozna podzieli¢ na dwa typy: pierwszy - Srodki
kationowe, w tym wielowartoSciowe kationy, rézne biatka kationowe i kationowe s$rodki
powierzchniowo czynne, drugi - neutralne stabe rozpuszczalniki lub ,,zagg¢szczajace” polimery,
takie jak np. etanol, dekstran i glikol polietylenowy. Przeciwjony, takie jak np. Na*, moga
odgrywac rozne role w obu mechanizmach kondensacji. W szczegolnosci zwigkszenie stezenia
Na* sprzyja kondensacji, podczas gdy w kondensacji DNA wywotanej jonami kationowymi ma
dziatanie hamujace (Ran & Jia, 2015). Wielowarto$ciowe kationy moga powodowac lokalne
ugigcia lub zaburzenia w obrebie czgsteczki DNA, utatwiajac tym samym proces upakowania.
W roztworach wodnych, proces kondensacji zwykle wymaga obecnosci wielowartosciowych
kationdéw posiadajgcych tadunki 3* lub wiecej (Bloomfield, 1997). Te najczesciej stosowane w
badaniach kondensacji, to naturalnie wystepujace poliaminy, takie jak spermidyna®* i
spermina**. Spermina byla pierwszym zwigzkiem, ktory wykorzystatam w badaniach,
analizujac proces kondensacji plazmidowego DNA z punktu widzenia metod SMF (T. Kral,
Langner, et al., 2002; T. Kral, Hof, & Langner, 2002;Humpolickova, Benda, et al., 2008).

2.1  Poliamina- spermina**

W badaniach wykorzystano plazmid pBluesript SKt (2,96 kbp, dtugos¢ konturu 1,02
um) oraz plazmid pHbApr-1-neo (10 kbp, o dtugosci konturu 3,4 um). W poczatkowej fazie
badan oba plazmidy byly znakowane jodkiem propidyny oraz bromkiem etydyny (Kral,
Langner, et al., 2002, Kral, Hof, & Langner, 2002). W dalszej fazie badan, uwzgledniajac
przewage PicoGreen®, korzystatam juz tylko z tego znacznika (Kral, Langner, & Hof, 2006a,
Humpolickova, Benda, et al., 2008). Przy okazji wstepnych badan zaobserwowatam, ze
stezenie czynnika kondensujacego, wymagane do kondensacji plazmidowego DNA, zalezy od
stezenia znacznika fluorescencyjnego. Mozliwe sg co najmniej dwa wyjasnienia tego zjawiska:
1) znacznik i zwigzek kondensujacy oddziatujg ze soba, co zmniejsza ich zdolnos¢ do wigzania
z czasteczkg DNA, lub (co bardziej prawdopodobne) 2) znacznik fluorescencyjny i czynnik
kondensujacy wspotzawodniczg o miejsca wigzania w obrebie plazmidu. W rzeczywistosci
zaobserwowano, ze zaadsorbowany znacznik fluorescencyjny pozostaje czgsciowo
przytaczony do czasteczki DNA nawet po zakonczeniu procesu kondensacji. Potwierdzaja to
rowniez wartosci sygnatu intensywnosci fluorescencji (CR) i liczby czastek fluorescencyjnych
(PN), ktore nigdy catkowicie nie zanikajg. Dla stezen sperminy Cspermina/ Conapp<O,5
wspotczynnik dyfuzji plazmidu (10 kbp) nie zmieniat si¢ znaczaco 1 wynosit Diokbp =0,96x10
B m2st (Rysunek 9, krzywe dla punktéw O). Dalszy wzrost stezenia sperminy powodowal
wzrost wspotczynnika dyfuzji przy jednoczesnym spadku wartosci PN (przedzial st¢zen:
0,5<Cspermina/Conabp < 1,1), co wskazywato na zmian¢ konformacyjng pojedynczych
plazmidéw i sukcesywnego przechodzenia w stan globularny. Dla stezef Cspermina/Conabp > 1,1
obserwowano stabilny stan globularny a wspétczynnik dyfuzji wynosit D1okrp=8,0x10"12 m?s?,
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W przypadku plazmidu (2,96 kbp) (dane te nie sq prezentowane), wzrost wspotczynnika dyfuzji
Z Dogekop = 2,5x1072 m?s, dla swobodnego DNA, i Dagskp = 9,2x107? m%?, dla jego
skondensowanej formy, miat miejsce dla tych samych przedzialow stezen sperminy jak w
przypadku plazmidu 10 kbp. Uzyskane roéznice miedzy wspotczynnikami dyfuzji przed i po
kondensacji byty bezdyskusyjnie znaczace. W wyzej wymienionych zakresach stezen sperminy
funkcja autokorelacji byta zadowalajaco dopasowana przez model przyjmujacy pojedyncza
populacj¢ czasteczek DNA. Gdy zastosowano model przyjmujacy dwie odrebne populacje,
uzyskane czasy dyfuzji tq1 1 tq2 byly identyczne. Dla przej$ciowego zakresu stezen sperminy,
dla  ktérych  nastepuje  proces  rekonformacji  plazmidéw, czyli  przedziat
0,5<Cspermina/ Conanp<l1,1 uzyskane funkcje autokorelacji mozna byto ponownie w zadowalajacy
sposob dopasowa¢ za pomocg modelu jednosktadnikowego. Zastosowanie modelu
dwusktadnikowego prowadzito do nieznacznej poprawy dopasowania, ale w przeciwienstwie
do oméwionych powyzej przedzialow stezen sperminy, dato dwie rézne wartosci czasoéw
dyfuzji. Uzyskane wyniki wstepnie zinterpretowano w kategoriach obecno$ci dwoch populacji.
Otrzymane wartosci dwoch staltych dyfuzji prawdopodobnie odzwierciedlaja wspdtistnienie
wydhuzonych i globularnych form plazmidow. Parametry klasycznych pomiaréw FCS, takie
jak zmiany czasu dyfuzji (tp) /wspotczynnika dyfuzji (D), liczby czastek (PN) oraz zmian
natezenia fluorescencji (CR) nie daty jasnej odpowiedzi na istnienie tych dwu populacji.
Problem ten dopiero wtedy udato si¢ zadowalajaco wyjasnié, gdy w tym celu wykorzystano
czasowo-rozdzielczg spektroskopie korelacji fluorescencji (TCSPC-FCS) oraz spektroskopie
korelacji czasu zycia fluorescencji (FLCS), uwzgledniajac w dyskusji charakterystyke zmian
czasu zycia fluorescencji (Humpolickova, Stepanek, et al., 2008).
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Rysunek 9. A) Zaleznosé wspotczynnika dyfuzji, D, B) liczby czgstek, PN i C) wzglednej intensywnosci (CR-
CR)/CRy dla plazmidu pHbAPr-1-neo (10 kbp, kontur ditugosé, 3,4 um) od stezenia sperminy oraz zwigzku
HTAB (Ccompound/Cona bp). Plazmid byt znakowany Prlo. Stosunek Cprio/ CDNAgp = 0,04,
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Szczegotowa interpretacja zmian czasu zycia fluorescencji w trakcie procesu
kondensacji DNA jest omowiona w rozdziale 2.4.

2.2.  Kationowy zwigzek amfifilowy — bromek heksadecylotrimetylo amonowy (HTAB)

Oddzialywania miedzy DNA i kationowymi $rodkami powierzchniowo czynnymi od dawna
cieszg si¢ duzym zainteresowaniem nauk biomedycznych i sg przedmiotem wielu badan
(Ainalem et al., 2014; Grueso, Cerrillos, Hidalgo, & Lopez-Cornejo, 2012; Dias, Lindman, &
Miguel, 2001; Dias, Innerlohinger, Glatter, Miguel, & Lindman, 2005; Gaweda et al., 2008).
Czgs¢ polarna wigkszosci surfaktantow kationowych jest jednowartosciowa, cO W
konsekwencji powoduje, ze pojedyncze czasteczki tych zwiazkoéw nie sa w stanie spowodowac
kondensacji DNA. Jednak ze wzgledu na ich wlasnosci amfifilowe, surfaktanty same tworza
kompleksy w poblizu czgsteczek DNA, co z kolei prowadzi do kondesacji DNA (Cheng & Ran,
2014). W badaniach uktadu: kationowy zwigzek amfifilowy-DNA, wykorzystatam bromek
heksadecylotrimetylo amonowy (HTAB) oraz dwa, wcze$niej juz wspomniane, plazmidy
DNA: pBluesript SKt (2,96 kbp) oraz plazmid pHbApr-1-neo (10 kbp). Plazmidy byty
znakowane jodkiem propidyny oraz bromkiem etydyny (Kral, Langner, et al., 2002; Kral, Hof,
Jurkiewicz, et al., 2002). Dla st¢zenia Cutas/Cpnabp<0,5 wspotezynnik dyfuzji plazmidu 10kbp
wynosit Diokop =0,96x10"2 m?s™t. Dla stezen Chras/Conapp>0,5 wspotczynnik dyfuzji rost,
odzwierciedlajac zmniejszanie si¢ rozmiarOw hydrodynamicznych plazmidu, ostatecznie
osiagajac warto$é Diokop =4,5x1073 m?s® dla stezenia Crras/Conabp = 1 (Rysunek 9, krzywe dla
punktow B, plazmid 10kbp). W przypadku plazmidu (2,96 kbp) (dane te nie sq prezentowane
na wykresie), wzrost wspotczynnika dyfuzji z D2,gskop = 2,5x102 m?s?, dla swobodnego DNA,
i D2gekbp = 8,0x10712 m?s?, dla jego skondensowanej formy, mial miejsce dla tych samych
przedziatow stgzen zwiazku HTAB jak w przypadku plazmidu 10 kbp. Zaleznos¢
wspolczynnika dyfuzji od stezenia HTAB miata dla obu plazmidéw przebieg sigmoidalny, co
wskazuje na wysokg kooperatywnos¢ procesu kondensacji. Jednocze$nie liczba
obserwowanych czasteczek (PN) zmniejszata si¢ stale wraz ze wzrostem st¢zenia $rodka
zwigzku HTAB. Oznaczato to, ze ewentualna dysocjacja znacznika fluorescencyjnego nie
koreluje dobrze z kondensacja DNA, wskazang przez rosnacy wspotczynnik dyfuzji. Liczba
czastek posiadajacych wykrywalng fluorescencj¢ zmniejszata si¢ pomimo faktu, ze
wspolczynnik dyfuzji pozostawat staly i podazal za malejaca intensywnoscig fluorescencii.
Interpretacja uzyskanych wynikow nie byla jednoznaczna w pordéwnaniu z wynikami
uzyskanymi dla sperminy (akapit 2.1) gdzie istniala bardzo dobra korelacja migedzy PN,
charakterystyka zmian CR i wspotczynnikiem dyfuzji. Wiadomo, ze kationowy zwigzek jest
znacznie stabszym zwigzkiem kondensujacym niz spermina, zatem HTAB oddziatuje inaczej z
DNA (Gani, Chattoraj, & Mukherjee, 1999). Rutynowo zdolno$¢ zwigzku do kondensacji DNA
byla oceniana na podstawie stezenia wymaganego do zakonczenia procesu (odzwierciedlanego
przez zmniejszajacg si¢ fluorescencje) (Geall & Blagbrough, 2000). Jednakze takie pomiary nie
uwzgledniajg innych czynnikoéw, takich jak mozliwa interakcja samego znacznika
fluorescencyjnego. Sytuacja jest jeszcze bardziej skomplikowana, poniewaz zastosowane
plazmidy nie tworza jednorodnej probki juz na starcie. Naturalnie wystepuja dwie rozne
konformacje plazmidu: super-skrecony (supercoiled) i zrelaksowany (relaxed) (Kral, Widerak,
etal., 2005). Gdy zwiazek silnie oddziatuje z DNA, jak to miato miejsce w przypadku sperminy,
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roznice konformacyjne prawdopodobnie beda miaty bardzo ograniczony wplyw na sam proces
kondensacji. Jednakze, gdy stosuje si¢ staby zwigzek kondensujacy, poczatkowe roznice
konformacyjne DNA moga sta¢ si¢ istotne. Prezentowane dane mozna wyjasni¢ zakladajac, ze
probka sktada si¢ z dwoch populacji plazmidow, ktore oddziatujg z czasteczkami HTAB w
r6zny sposob. Fakt, ze intensywno$¢ fluorescencji zmniejsza si¢ tylko o potowe, moze oznaczaé
znaczny udzial wolnego znacznika w catkowitej intensywnosci 1 zwigkszong fluorescencje
pochodzaca z jeszcze nieskondensowanego plazmidu. Réznice poziomu kondensacji, dla
roznych populacji plazmidow, mogg wyjasnia¢ wyrazng rozbieznos¢ miedzy liczbg czastek
(PN) a zaleznoscig wspotczynnika dyfuzji od stezenia HTAB. Zalozylam, ze wzrost
wspotczynnika dyfuzji odzwierciedla zachowanie tylko jednej frakcji plazmidu, podczas gdy
druga kondensuje stopniowo wraz ze wzrostem stezenia kationowego zwigzku. Przesledzono
takze kinetyke procesu kondensacji. Liczba czastek i czas dyfuzji/wspotczynnik dyfuzji
pozostaja state, co potwierdza wniosek dotyczacy kompletnosci kondensacji plazmidow.
Zmienia si¢ jedynie intensywnos$¢ fluorescencji, co pokazuje, ze dysocjacja znacznika trwa
dlugo i wskazuje na jego uwigzienie w skondensowanych agregatach plazmid-HTAB.
Spadkowi intensywnosci fluorescencji nie towarzyszy zmiana (PN) ani (D). Taki wynik byt
poparty dostgpnymi danymi literaturowymi wskazujacymi, ze Prlo/EtBr moze pozostaé w
putapce w obrebie zwinigtych czasteczek DNA (Vardevanyan at al., 2003). Podsumowujac,
mozemy precyzyjnie okresli¢ graniczne stgzenie zwigzku HTAB dla ktorego warto$é
wspoélczynnika dyfuzji gwaltownie rosnie, co oznacza, ze ma miejsce proces kondensacji.
Zmiana intensywnosci fluorescencji (CR) oraz liczby czastek (PN) w funkcji stezenia zwigzku
byta inna dla HTAB i dla sperminy, co oznaczato, ze metoda FCS wykrywa r6znice migdzy
r6znymi czynnikami kondensujgcymi.

2.3.  Formulacje lipidowe; liposomy kationowe.

Liposomy kationowe skompleksowane z DNA byly i sg szeroko stosowane jako niewirusowe
wektory do wewnatrzkomorkowego dostarczania genow reporterowych lub terapeutycznych
(de Limaetal., 1999). Zwigzek migdzy cechami kompleksow lipid-DNA ("lipoplekséw") a ich
sposobem oddziatywania z komdrkami, wydajno$cig transferu genoéw i ekspresjg genow jest
ciggle przedmiotem intensywnych badan (Madeira, Loura, Aires-Barros, & Prieto, 2011).
Motywacja zastosowania spektroskopii korelacji fluorescencji do badan lipopleksow byto
znalezienie korelacji pomiedzy wtasnosciami lipidow a topologia agregatéw zawierajacych
DNA. Dalszym celem byta proba okreslenia jednolitosci probek lipopleksow oraz skorelowanie
ze skutecznos$cig transfekcji. Gdy czasteczka DNA oddzialuje z agregatem lipidowym, nalezy
dokona¢ oceny szeregu czynnikoéw takich jak catkowita ilos¢ lipidu kationowego, a takze
procentowy udzial natadowanych lipidéw w liposomach. Na podstawie wczesniejszych badan
ustalono, ze oligonukletydy w pelni wigza si¢ z agregatami lipidowymi w obecno$ci CO
najmniej 30% molowej zawartosci lipidow kationowych (Jurkiewicz, Okruszek, Hof, &
Langner, 2003). Celem moich badan bylo zbadanie czy podobng zalezno$¢ mozna znalez¢ dla
plazmidowego DNA. W tym celu plazmid pHbApr-1-neo (10kbp, dtugos¢ konturu 3,4 um),
znakowany PicoGreen®, miareczkowano liposomami o ustalonych rozmiarach, ale o
zroznicowanej frakcji lipidu kationowego. Liposomy byty formowane z fosfatydylocholiny
jajecznej (egg PC) i roznity si¢ udzialem procentowym lipidu kationowego N-(1-(2,3-
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dioleoyloxy) propyl)-N,N,N-trimethyl ammonium methylsulfate (DOTAP) (Kral et al., 2006).
Miareczkowanie plazmidu liposomami neutralnymi (bez udzialu DOTAP) nie skutkowato
zmiang wspotczynnika dyfuzji w calym badanym zakresie stosowanego stezenia lipidow
(Ceggpc/Conabp 0-3,2) (Rysunek 10). Podobne wyniki uzyskano, gdy ilos¢ kationowego lipidu
w liposomach byta mniejsza niz 15mol% i, co zaskakujace, dla st¢zen powyzej 60mol%. W
pierwszym przypadku gestos¢ tadunku na powierzchni lipidow jest zbyt niska, aby zapewnié
trwate wigzanie duzych czasteczek DNA. Pozorny brak oddziatywania w przypadku wyzszych
stezen DOTAP, moze by¢ wynikiem udzialu innych czynnikow, takich jak agregacja silnie
natadowanych liposomow z duzym, pozytywnie natadowanym plazmidem. Podobny efekt
zaobserwowano w przypadku matych oligonukleotydow (Jurkiewicz et al., 2003). W zakresie
posrednich stezen lipidu kationowego (20mol%<Cegg PC/Cpna bp <50mol%) istnieje wyrazna
zalezno$¢ wspotczynnika dyfuzji DNA od stezenia lipidow. W przypadku kationowej frakcji
lipidowej ponizej 30mol% ilo$¢ liposomoéw potrzebna do zwigkszenia wspotczynnika dyfuzji
agregatow maleje nieznacznie wraz z rosnacag frakcja DOTAP. Wyniki te pokazuja, ze
kondensacja plazmidu zalezy raczej od gestosci dodatniego tadunku liposomow, a nie od ilosci
kationowego lipidu w probce. Obserwowana maksymalna efektywnos¢ asocjacji w przypadku
30 mol% DOTAP (tj. minimalne stezenie lipidow kationowych, dajace maksymalny wzrost
wspotczynnika dyfuzji) moze wynika¢ z naktadania si¢ rosngcej efektywnosci kondensacji
plazmidu i wywotanej nadmiarem tadunku agregacji liposomow, spowodowanej nadmiarem
tadunku kationowego (Kennedy, Pozharski, Rakhmanova, & Macdonald, 2000). Uzyskane
wyniki wskazuja, ze metoda FCS dostarcza informacji dotyczacych tworzenia si¢ agregatow
lipidowych z plazmidowym DNA. Obserwowane profile r6znig si¢ jednak w badanym zakresie
stezen, wskazujac na tworzenie agregatow o roznych rozmiarach, ale same w sobie nie sa
wystarczajace, by moc precyzyjnie scharakteryzowac¢ ich topologi¢ 1 jednolito$¢. Stosujac
metod¢ FCS do badan uktadoéw DNA-lipid, podobnie jak w przypadku poliaminy i kationowego
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Rysunek 10. Zaleznosé wspétezynnika dyfuzji od stezenia Ciipia/ Conanp. dla plazmidu pHbAPY-1-neo (10 kbp;
kontur dlugosé, 3,4 um). Plazmid byt oznakowany jodkiem propidyny. Stosunek Cprio/ CDNAy, = 0,04.
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zwigzku amfifilowego, nalezy mie¢ Swiadomos¢, ze rodzaj i ilos¢ znacznika fluorescencyjnego
moze przyczynia¢ si¢ do zmian konformacji DNA i/lub wpltywaé na proces tworzenia
supramolekut.

Whnioski dotyczqce rodzaju czynnikow kondensujqcych.

- Dla kazdego z badanych przeze mnie zwigzkow, bgdz ukiadu zwigzkow (liposomy),
powodujgcych zmiany konformacyjne DNA, udato ustali¢ czy mial miejsce proces zupelnej
kondensacji DNA, czy tez nastgpila czesciowa lub Zadna zmiana konformacji badanego
plazmidu.

- Zmiany czasu dyfuzji(te) /wspotczynnika dyfuzji (D), liczby czgstek (PN) oraz czasu zycia
fluorescencji byty precyzyjnymi indykatorami rekonformacji DNA.

- Jesli mial miejsce proces catkowitej kondensacji, precyzyjnie udato si¢ okresli¢ graniczne
stezenia zwiqgzkow, dla ktorych obserwowano gwattowny wzrost wspotczynnika dyfuzji (lub
spadek czasu dyfuzji). Jednoczesnie wartosci PN oraz czasu Zycia fluorescencji gwattownie
malejq, jesli mamy do czynienia z procesem zupetnego upakowania plazmidu.

- Zmiany intensywnosci fluorescencji (CR), PN, czasu Zycia oraz to/D w funkcji stezenia bytly
rozne dla kazdego z badanych zwigzkow/uktadow zwigzkow, co oznaczato, ze metody SMF sq
w stanie wykry¢ roznice miedzy roznymi czynnikami kondensujgcymi.

3. Punktowe wykrywanie molekut w interpretacji kondensacji DNA.

Liczba czgstek, PN, jest bezposrednim parametrem uzyskiwanym w trakcie klasycznych
pomiarow FCS, odpowiadajacym liczbie ,,zdarzen” fluorescencyjnych w obszarze objgtosci
konfokalnej. W przedstawionych badaniach parametr PN powinien zatem by¢ proporcjonalny
do stezenia czasteczek DNA. Jak juz wspomniatam, u podstaw klasycznej metody FCS lezy
zatozenie, ze dyfundujace czasteczki sg czgsteczkami punktowymi (point-like molecule).
Oznacza to, ze rozmiary badanych czasteczek sga znacznie mniejsze niz wymiary liniowe
objetosci konfokalnej. Istnieje jednak wiele potencjalnych zastosowan FCS, w tym badania
przedstawione przeze mnie, w ktorych wielko$¢ czastek jest porownywalna z objgtoscia
konfokalng gdzie przyblizenie czastek punktowych nie jest spetnione. Dodatkowo, czgsteczki
porownywalne z rozmiarami objetosci konfokalnej sa zazwyczaj wielokrotnie znakowane, co
skutkuje wieloma ,,zdarzeniami” fluorescencyjnymi, pochodzacymi de facto od tej samej
czasteczki (Bahns, Liu, & Chen, 2004).W przedstawionych przeze mnie pomiarach FCS,
TCSPC-FCS oraz FLCS czasteczki DNA byty wielokrotnie znakowane, a ich wielko$¢ byta
poréwnywalna z objetoscig konfokalng. Dodatkowym utrudnieniem byt fakt, ze ksztatt funkcji
autokorelacji nie rozni si¢ na tyle, aby odrozni¢ czastki o tych samych rozmiarach, ale jest
znaczaco rozny dla roznych rozktadéw znacznika w obrgbie czasteczki (Wu et al., 2008). W
konsekwencji w prawie wszystkich uzyskanych pomiarach miato miejsce pozorne oszacowanie
(zazwyczaj zawyzone) liczby czastek (PN), a co za tym idzie i stezenia (C). Przeksztatcajac
rownanie 14 uzyskujemy rownanie okreslajace liczbe czastek PN; PN = CxVxNa, gdzie C —
molowe stgzenie badanych czasteczek, V — objetos¢ konfokalna i Na — liczba Avogadro.
Stosujac to rownanie dla stgzen czasteczek DNA stosowanych w prezentowanych przeze mnie
wynikach, ktore byly utrzymywane na statym poziomie 1 nM, teoretyczne PN, ktore nalezato
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uzyska¢, wynosito 0,7. Wartosci PN dla nieskondensowanych plazmidow, w zalezno$ci od
rozmiaru plazmidu, byty zawsze ok. 5-10-krotnie zawyzone, zatem rdznity si¢ znacznie od
rzeczywistego st¢zenia. Dla skondensowanych lub podlegajacych transformacji plazmidow,
zmieniajaca si¢ wartos¢ PN byta dobrym indykatorem zmian konformacyjnych w obrebie
czasteczki DNA. Dla st¢zen zwiazkéw kondensujacych, gdzie jednoczes$nie obserwowany byt
dramatyczny spadek czasu dyfuzji, wartosci PN wynosity 0,7+0,1, speiniajgc tym samym
zatlozenia metod SMF. Efektywny proces kondensacji czasteczki DNA to upakowywanie jej do
rozmiarOw czasteczki punktowej (Rysunek 11). Zmiany parametru PN, obok zmian czasu
dyfuzji, okazaly si¢ jednym z najdoktadniejszych parametréw Klasycznego FCS, podajac
informacje¢ iloSciowa o gestosci upakowania agregatow DNA-kondenser (Kral, Langner, et al.,
2002; Kral, Benda, Hof, & Langner, 2005; Kral, Hof, Jurkiewicz, et al., 2002; Kral, Hof, &
Langner, 2002; Kral et al., 2006; Kral, Widerak, et al., 2005). Wynik ten byt i jest zgodny z
innymi  fizycznymi badaniami, dotyczacymi wielkosci calkowicie skondensowanych
czgsteczek DNA na poziomie nanoskali (Conwell, Vilfan, & Hud, 2003; Motta et al., 2013;
Shokeen, Issa, & Mukhopadhyay, 2017).

— &

PN>> high PN ~ concentration

Rysunek 11. Zmiany odczytu liczby czgsteczek (PN) w objetosci konfokalnej w trakcie procesu kondensacji

Whioski dotyczgce punktowego wykrywania czgsteczek w procesie kondensacji DNA.

W przedstawionych przeze mnie pomiarach FCS, TCSPC-FCS oraz FLCS, czgsteczki DNA
byty wielokrotnie znakowane, a ich wielkos¢ byla porownywalna z objetoscig konfokalng.
Badane czgsteczki plazmidowego DNA, ze wzgledu na swoje rozmiary, nie spetniaty zalozenia
czgstek punktowych (point-like-molecules). Wartosci PN dla nieskondensowanych plazmidéw,
w zaleznosci od rozmiaru plazmidu, byly zawsze zawyzone. W przypadku efektywnej
kondensacji plazmidu, uzyskane wartosci PN byly w petni zgodne z teoretycznymi zatozeniami
metod SMF. W przedstawionych wynikach badan, zmiany wartosci PN odnosity si¢ raczej do
gestosci upakowania plazmidowego DNA niz do rzeczywistych stezen. Co wiecej sledzgc
zmiany parametru PN, mozZna uzyskac¢ bezposredniq informacje o jakosci zwigzku
kondensujgcego.
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4. Zmiany czasu Zycia fluorescencji W interpretacji kondensacji DNA.

Badania FCS dotyczace miareczkowania substancjami kondensujacymi, dostarczyty
informacji o zmianach w zachowaniu dyfuzyjnym w trakcie zmian konformacyjnych
plazmidowego DNA. Zmianom konformacyjnym catej czasteczki DNA moga towarzyszy¢
zmiany w bezposrednim otoczeniu chromoforu znacznika, co moze mie¢ odzwierciedlenie W
zmianach jego czasu zycia fluorescencji. Jednoczesne monitorowanie zmian czasu zycia
fluorescencji znacznika oraz zmian dyfuzyjnych plazmidu byto mozliwe dzigki zastosowaniu
czasowo-rozdzielczej spektroskopii fluorescencji (TCSPC-FCS).
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Rysunek 12. Zaleznosé czasu dyfuzji (tes), czasu zycia (lifetime) oraz liczby czgstek (PN) od
stezenia sperminy przypadajqcej na pare zasad.

Czas zycia fluorescencji dat szczegotowy wglad w mechanizm i1 ramy czasowe procesu
kondensacji (Humpolickova, Benda, et al., 2008; Humpolickova, Stepanek, et al., 2008).
Badania te wykonano dla plazmidu 10kbp znakowanego PicoGreen® (PG). I tak dla stezen
Cspermina/ Cpnabp bliskich 1,0 obserwowano spadek wartosci czasu: dyfuzji (zes), liczby czastek
PN i czasu zycia fluorescencji (Rysunek 12). Zmniejszajaca si¢ warto§¢ PN pokazuje, ze
czasteczka DNA przypomina sztywng, punktowg czasteczke 0 rozmiarach wiele mniejszych
niz wielko$¢ obszaru konfokalnego (jak na rysunku 11). Zmiana czasu zycia fluorescencji
odnosi sie¢ do zmienionego mikroérodowiska PicoGreen® w trakcie rekonformacji czasteczki
plazmidu. W wyniku akumulacji skondensowane czasteczki DNA zaczynajg agregowac, cO
powoduje wzrost czasow dyfuzji i dalsze obnizanie PN. Czas zycia fluorescencji zmienia si¢
juz w niewielkim stopniu, poniewaz agregacja nie zmienia bezposredniego mikrosrodowiska
PG. Podsumowujac, wszystkie trzy parametry (tres, PN i czas Zycia) opisuja proces kondensacji
DNA, przy czym zmiany czasu zycia fluorescencji odpowiadaja zmianom ggstosci upakowania
plazmidu. Pelniejszy obraz samego procesu kondensacji plazmidowego DNA
miareczkowanego sperming, udato si¢ uzyska¢ dzigki zastosowaniu spektroskopii korelacji
czasu zycia fluorescencji (FLCS). Metoda FLCS pozwolita odpowiedzie¢ na pytanie, czy
proces kondensacji w obecnoéci sperminy zachodzi w sposob ciagly, czy dyskretny. Tym
samym udalo si¢ przedstawi¢ nowg interpretacje dotychczas nierozwigzanego problemu.
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Badania dotyczyly przejsciowych stezen sperminy (0,8<Cspermina/Conanp<1,l), czyli stezen
zanim nastapi catkowity stan rOwnowagi, tzn. wszystkie czasteczki ulegng kondensacji. Stan
przejsciowy jest liniowa kombinacjg funkcji autokorelacyjnych (ACF) skondensowanego i
nieskondensowanego DNA.

Zalozono dwa scenariusze:

1) Upakowywanie DNA jest procesem cigglym: wszystkie czgsteczki DNA wykazuja
obecno$¢ skondensowanych regionow, W obrgbie ktorych obserwujemy spadek czasu
zycia fluorescencji PG, tj. DNA zawiera zarowno 4,2-ns (4-ns w skrécie) i 3,5-ns (3-ns w
skrocie) czasy zycia znacznika. W tym przypadku czas dyfuzji komponentu o czasie zycia
4-ns jest krotszym niz czas dyfuzji wolnego DNA i na odwrét, czas dyfuzji 3-ns sktadnika
czasu zycia, jest wigkszy niz dla catkowicie skondensowanego DNA. Pojawiaja si¢ funkcja
korelacji krzyzowej standw posrednich (non-one CCF).

2) Upakowywanie DNA jest dyskretnym procesem ,,wszystko albo nic”, tzn. czasteczki DNA
wspotistnieja w nieskondensowanej i skondensowanej formie. W tym przypadku czas
dyfuzji komponentu 4-ns czasu zycia pasuje do czasu dyfuzji wolnego DNA, a czas dyfuzji
3-ns sktadowej czasu zycia do czasu dyfuzji skondensowanego DNA. Nie ma mozliwosci
wyznaczenia korelacji krzyzowe;.

a) b)

= ACF (4ns)

Pk
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Rysunek 13. a) ,, Zaszumione” krzywe ACF (czerwona i niebieska) odpowiadajgce czasom Zycia 4 i 3-ns,
zostaly skorygowane by uzyskaé poprawne wartosci liczby czgstek PN. Odpowiadajgce im gladkie krzywe
ACF1 - dla nieskondensowanego i ACF2 dla skondensowanego DNA zmierzono osocbno b) Wyznaczono
funkcje korelacji krzyzowej (CCF miedzy sktadnikiem 3- 1 4-ns, zielona) ACF dla czasu Zycia 4-ns, ACF dla
czasu Zycia 3-NS otrzymanego z pomiaru punktu srodkowego.

Poréwnanie krzywych autokorelacyjnych (ACF) przedstawionych na rysunku 13
pokazuje, ze ma miejsce drugi scenariusz, tj. zaggszczenie jest przejsciem dyskretnym.
Jednakze istnienie krzywej autokorelacji krzyzowej (CCF) sugeruje, ze oprocz wiekszoSci
czasteczek znajdujacych si¢ w jednym ze standw, wystepuje utamek czasteczek zawierajacych
zaro6wno 3-ns jak i 4-ns sktadniki czasu zycia. W oparciu o fakt, ze amplitudy CCF sa pomigdzy
amplitudami krzywych ACF, mozna wywnioskowaé, ze istnieje nie tylko statyczna
koegzystencja domen, ale dynamiczne przej$cie rownowagowe migdzy nimi. Reasumujac,
metoda FCS, TCSPC-FCS sa dobrymi narzedziami do badania procesu upakowywania
pojedynczych czasteczek DNA. Oba podejscia wykazuja istotne zmiany parametrow odczytu,
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odpowiadajgcych zmianie konformacji czgsteczek DNA. Niemniej jednak, ani FCS ani
TCSPC-FCS nie daja jednak doktadniejszego wgladu w mechanizm kondensacji, tzn. nie daja
odpowiedzi czy zageszczanie jest procesem ciagglym czy dyskretnym. Dzigki zastosowaniu
metody FLCS udato si¢ uzyska¢ odpowiedz i stwierdzono, ze upakowanie plazmidu DNA
przebiega wg schematu ,,wszystko albo nic”, czyli jest procesem dyskretnym. Co wigcej
istnienie krzywej korelacji krzyzowej sugeruje nie tylko statyczng koegzystencj¢ domen w
obrebie czasteczek, ale takze rownowage pomiedzy upakowanymi i nierozwinigtymi
czasteczkami DNA. FLCS pokazat rowniez, ze wcze$niej dyskutowany zwigzek HTAB
skutkuje stopniowym zageszczaniem czgsteczki DNA.

Whnioski dotyczgce uwzglednienia czasu Zycia fluorescencji w interpretacji kondensacji DNA.

W przypadku pierwszych badan dotyczqcych procesu kondensacji, gdzie znacznikami byly
EtBr/Prlo, nie mialam mozliwosci Sledzenia zmian czasu Zycia fluorescencji. Badania z
wykorzystaniem zarowno metody TCSPC-FCS oraz FLCS dotyczyly uktadow gdzie znacznikiem
byt PicoGreen® (PG). Czas Zycia fluorescencji dla PG ulegal zmianie wraz ze zmiang
konformacji badanych plazmidow. Znaczgca zmiana czasu Zycia (z 4,2 ns na ok 3,2 ns) odnosita
sie do zmienionego mikrosrodowiska chromoforu znacznika PG w obrebie czgsteczki plazmidu
podlegajqcej Scistemu upakowaniu.

Czas zycia fluorescencji PG nie zmienial, jesli czgsteczka plazmidu ulegata globalnemu
pofatdowaniu bez obecnosci silnie upakowanych domen. Podobnie, proces agregacji juz
skondensowanych czgsteczek nie powodowat dalszych zmian czasu zycia PG, poniewaz nie
zmienilo si¢ bezposrednie mikrosrodowisko PG. Podsumowujgc, wszystkie trzy parametry (td,
PN i czas Zycia) opisujq proces kondensacji DNA a zmiany czasu Zycia fluorescencji
odpowiadajq jakosci upakowania plazmidu (Rysunek 14).
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Rysunek 14. Schemat zmian czasu dyfuzji, liczby czgstek (PN) oraz czasu zycia fluorescencji w trakcie zmian
konformacyjnych plazmidu prowadzgcych do jego kondensacji.
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5. Zastosowanie metod SMF w badaniach uktadow DNA-NOWO syntetyzowane zwigzki.

Jak juz wspomniatam wczes$niej, wyniki badan przedstawione w pracach H1-H6 wchodzacych
w sklad osiggniecia naukowego, PO raz pierwszy interpretujag proces kondensacji
plazmidowego DNA z punktu widzenia metod fluorescencji pojedynczych czgsteczek, takich
jak: FCS, TCSPC-FCS oraz FLCS (Kral, Langner, et al., 2002; Kral, Hof, Jurkiewicz, &
Langner, 2002; Kral, Hof, & Langner, 2002; Kral, Langner, & Hof, 2006; Kral, Widerak,
Langner, & Hof, 2005; Humpolickova et al., 2008). Pionierskie wykorzystanie tych metod oraz
uzyskane wyniki pozwolity na praktyczne ich zastosowanie w badaniach oddziatywan
nowosyntetyzowanych zwigzkow i/lub ukladow zwigzkéw, majacymi lub mogacymi mieé
zastosowanie w niewirusowej terapii genowej (NVGT) (prace H7-H10) (Kral et al., 2010;
Breton et al., 2011; Pembouong et al., 2011; Misiak et al., 2013). W wyniku wspotpracy
nawigzanej z dr Nathalie Mignet (zespot ,,Nanowektory w terapii celowanej i obrazowania
molekularnego”, Unité de Technologies Chimiques et Biologiques pour la Santé (UTCBS),
Paris) rozpoczetam badania oddziatywania lipidowych pochodnych tiomocznika (LPT) z
plazmidowym DNA. Niekationowe lipidy na bazie mocznika moga stanowi¢ alternatywe dla
dotychczas stosowanych lipidow kationowych. Wysoka wydajnos¢ transfekcji  z
wykorzystaniem zwigzkow LPT sktonita mnie do zbadania ich wlasnosci biofizycznych, w
szczegolnosci, w jaki sposob lipidy tiomocznikowe wchodzg w interakcje z DNA.
Przeanalizowano ro6zne dlugosci tancucha lipidowego, typy tacznika i struktury czesci ,,glowy”,
by méc zoptymalizowa¢ wiasnosci formulacji i transfekcji. Wiadomo byto, ze tiomocznik
tworzy silne wigzania wodorowe z anionami, a zwlaszcza z grupami fosforanowymi DNA
(Takemoto, 2005). Testowano trzy lipidy o rozgatezionej strukturze ,,glowy”, sktadajacej si¢ z
pochodnych tiomocznika (tiomocznik tetraolu, tiomocznik tetraolu z dodatkowym
ugrupowaniem izopropylenowym oraz tiomocznik metylu). Dodatkowo, badane lipidy roznity
si¢ dtugoscig tancuchéw lipidowych Cio, C12 | C1a. Wyniki badan uzyskane dzigki metodzie
FCS wskazywaty na silne oddziatywanie migdzy LPTs a DNA. Po pierwsze zauwazono, ze
wraz ze wzrostem stosunku Crpt/Cpna phospate group Zmniejszat si¢ zarowno czasu dyfuzji DNA
jak 1 wartos$¢ liczby czastek (PN), co oznaczato upakowywanie si¢ czasteczki plazmidu w
nanoczastkach tiomocznika. Zmniejszajacy si¢ czas dyfuzji, byt takze funkcjg dlugosci
tancucha weglowodorowego tancucha lipidowego. Zmniejszajaca si¢ dlugo$¢ czesci
hydrofobowej LPT, prowadzita do najscislejszego upakowania supramolekut LPT/DNA.
Wyniki FCS byly zgodne z wczesniejszymi doniesieniami dotyczacymi wlasnosci
transfekcyjnych tej rodziny lipopolytiomerow, gdzie wydajnos¢ transfekcji rosta, gdy dtugosé
tancucha lipidowego zmniejszyta sie. Wyniki FCS dostarczyty takze bardziej szczegétowych
informacji o oddziatywaniach LPT-DNA w poréwnaniu z dotychczas stosowanymi testami
intensywnosci fluorescencji, takimi jak elektroforeza zelowa. Na podstawie wynikow FCS
stwierdzono, ze wartosci stezen, dla ktoérych obserwowano kondensacje¢ DNA w wyniku
oddziatywan z LPT, okazaty si¢ znacznie nizsze. Interakcje pomigdzy LPT a DNA, skutkujace
kondesacja plazmidu, obserwowano juz dla CLpt/Cpnaphosphate group = 1, @ osiagaty plateau dla
CLp7/CoNaphospante  group = 4. Stwierdzono takze, ze bardziej wydajnym lipidem do
wewnatrzkomorkowego transferu gendow jest ten oparty na tiomoczniku tetraolu, powodujgc
najsilniejsze upakowanie supraczasteczki LPT/DNA (Kral et al., 2010).
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Kontynuacja badan z grupg lipidow tiomocznikowych byly badania dotyczace
amfifilowych zwigzkow lipopolytiomocznikowych. Réznica w budowie dotyczyta ich czesci
hydrofilowej, byla to albo obojetna ,,gtowa” tiomocznika lub ,,glowa” bedaca mieszaning trzech
pochodnych funkcyjnych tiomocznika: tiomocznika samego, iminotiolu i natadowanego
iminotiolu. Badania z wykorzystaniem metody FCS wykazaly, ze roznice w strukturze
chemicznej zwigzkéw amfifilowych wptywaty na site upakowania plazmidu, co znalazio
potwierdzenie w znaczacych réznicach zmian czasu dyfuzji dla poszczego6lnych uktadow lipid-
DNA. Wyniki FCS potwierdzaty, ze powstale struktury roznig si¢ zar6wno wielkoscig jak i
polidyspersyjnoscia w zaleznosci od stosunku lipid/DNA. Wreszcie, wyniki transfekcji i
internalizacji potwierdzily, ze roznice w strukturze agregatow lipidowych w pelni wptywaja na
wlasnos$ci biologiczne zwiazkow lipopolytiomocznikowych. Lipid zawierajacy w mieszaninie
trzy pochodne funkcyjne, byt lepszym srodkiem do transfekcji genéw niz lipid, ktory zawiera
tylko jedno ugrupowanie tiomocznika (Breton et al., 2011).

Metoda TCSPC-FCS okazata si¢ takze niezwykle przydatna w przypadku badan
dotyczacych oddzialywania kopolimeréw trojblokowych (poloksameréw) z plazmidowym
DNA. Wczesniejsze badania wykazaty, ze obecno$¢ poloksamerow usprawnia przenoszenie
genow w obszar tkanki mi¢éniowej (Lemieux et al., 2000), a zatem wspotpodawanie polimerow
1 DNA wydawato si¢ kluczowe dla uzyskania tego efektu. Co wigcej watpliwym bylo, czy
zachodzi jakakolwiek interakcja miedzy polimerami a DNA. Wyniki badan TCSPC-FCS
pokazaty, ze w obecno$ci kopolimeru triblokowego L64 zarowno czas dyfuzji pojedynczej
czasteczki DNA jak i czas zycia PicoGreen® nie zmienialy sie. Oznaczalo to, ze nie byto
zauwazalnych oddziatywan migdzy czasteczka DNA a L64, ktore moglyby zmieni¢ dynamike
plazmidu. Zmiana konformacji indukowana obecno$ciag L64 powodowataby, ze kompleksy
L64/DNA bytyby mniej ograniczone rotacyjnie niz pojedyncza, swobodna czasteczka DNA, a
znacznik PicoGreen® wykazywatyby zmiane czasu zycia fluorescencji. Brak znaczacych zmian
w czasie zycia PicoGreen® oznaczal, Ze obecno$¢ kopolimeru L64, nie powodowata zmian
konformacyjnych w obrebie czgsteczki DNA (Pembouong et al., 2011). Metoda TCSPC-FCS
zostala takze zastosowana w przypadku nowo syntetyzowanych zwigzkow z grupy
powierzchniowo-czynnych (bromki 2- (alkilodimetyloamonio) etyloglukonamidu, oznaczone
jako ChGAB, n =10, 12, 14 i 16). Badania miaty na celu ustalenie ich potencjatu jako srodkow
NVGT w uktadach o zmniejszonej toksycznosci (green chemistry). Moje badania w tym
projekcie dotyczyly okreslenia zdolno$ci zwigzkow CnGAB do interakcji z czasteczkami
plazmidowego DNA. W szczegdlnosci nalezato okresli¢ zdolnos¢ zwigzkéw ChGAB do pelnej
kondensacji DNA a takze zbadanie wplywu dlugosci tancucha alkilowego na interakcje
CnGAB-DNA. Wyniki badan eksperymentalnie uzyskanych parametréow (czas dyfuzji, liczba
czastek, PN oraz czas zycia fluorescencji) pokazaty, ze C1oGAB, C14GAB oraz C16GAB sg w
stanie w petni skondensowa¢ DNA. Co nie mialo miejsca, nawet dla wysokich stezen, w
przypadku zwigzku C10GAB. Uzyskane dane wskazuja, ze niskie stezenia C10GAB prowadza
do rekonformacji plazmidu, ktéra ma inny charakter niz proces kondensacji. Dalszy wzrost
stezenia nie powoduje przeksztatcenia tego supramolekularnego uktadu w skondensowanag
nanoczastke DNA. Ustalono nastepnie szereg zdolnosci interakcji zwigzkow ChGAB z DNA,
ktory wygladat nastepujaco: C16GAB> C14GAB> C12GAB. Co ciekawe zwigzek C12GAB, przy
nizszych st¢zeniach (przed kondensacja DNA) indukowal zmiany konformacyjne DNA,
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podobne do tych obserwowanych dla zwigzku dla C10GAB. Whnioskowano, ze C16GAB i
C14GAB oddzialujac z czasteczka DNA, podlegaja silnemu wigzaniu kooperacyjnemu ze
wzgledu na hydrofobowe przycigganie tancuchow alkilowych surfaktantéw. Lokalny wzrost
stezenia czasteczek zwigzkow amfifilowych powodowat inwersje tadunku segmentéw DNA i
prowadzit do czgéciowego zageszczenia plazmidu. Innymi stowy, gdy liczba sgsiednich
zneutralizowanych segmentow byla wystarczajgca, oddziatywania hydrofobowe tancuchow
alkilowych powoduja lokalne upakowywanie si¢ zneutralizowanej domeny niezaleznie od
reszty czgsteczki DNA. Wraz ze wzrostem stezenia C16GAB i C14GAB coraz wig¢cej domen
ulega zwinigciu, a ostatecznie cala czasteczka DNA ulega kondensacji. Reasumujac, uzyskane
wyniki pokazaty, ze zdolnos$¢ zwiazkéw ChGAB do kondensacji plazmidowego DNA wzrasta
wykladniczo wraz ze wzrostem dtugosci tancucha alkilowego. Najefektywniejszym zwigzkiem
byl C16GAB, dla ktorego stezenie Cciscas/Cpna bp = 1 jest wystarczajace, aby catkowicie
skondensowacé czasteczke plazmidu. Zwigzek ten jest dos¢ skuteczny prawdopodobnie dzigki
duzej czesci polarnej oraz odpowiedniej dlugosci czesci hydrofobowej. Podczas oddziatywan
z plazmidem oba te elementy majg znaczenie, cz¢$¢ polarna prawie w petni neutralizuje ujemny
tadunek czasteczki DNA, ale tez prawdopodobnie czesciowo oddziatuje z grupg hydrofilows
DNA, podczas gdy diugie tancuchy hydrofobowe promuja kooperatywne wigzanie sig,
powodujac kondensacje¢ (Misiak et al., 2013).

6. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych.

6.1. Tematyka badan realizowanych przed uzyskaniem stopnia doktora.

Prace naukowg rozpoczetam w listopadzie 1990 roku po uzyskaniu tytulu magistra
fizyki, specjalnos¢ fizyka jadrowa, na Uniwersytecie Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie. W
ramach wspotpracy pomagisterskiej z laboratorium Prof. Halasa, w roku 1992 odbylam
dwutygodniowy staz naukowy w Tajlandii. Celem stazu byta kolekcja probek torfu do badan
porownawczych z probkami torfu z terenéw Polski w celu ustalenia roznic sktadu izotopowego
wynikajgcego z roznic klimatycznych. Jednakze w latach 1990-1994, zajmowatam si¢ gtownie
badaniami oddziatywania nowo zsyntetyzowanych zwiazkoéw z grupy czwartorzedowych soli
amoniowych (QAS) z modelowymi btonami lipidowymi. Celem bylo zaprojektowanie
czasteczek QAS, ktore moga faczy¢ si¢ z blonami biologicznymi bez ich niszczenia, oraz by
ich czg$¢ przeciwutleniajaca znajdywala si¢ na powierzchni blony membrany lipidowej lub
ponad nig. Nowo syntetyzowane zwigzki QAS, z €0 najmniej jednym dtugotancuchowym
podstawnikiem alkilowym, potencjalnie mogtyby oddziatywa¢ z fosfolipidowa czgscia bton
biologicznych, modyfikujac lub zaktocajac fizjologiczne procesy wolnorodnikowe, wykazujac
wiasnos$ci antyoksydacyjne. W tym celu przeprowadzone zostaly badania wpltywu wybranych
zwigzkow QAS na wlasnosci transportowe, wytrzymatosciowe modelowych bton oraz ich
wplyw na hemolize, w przypadku bton biologicznych. W badaniach wptywu zwigzkoéw z grupy
QAS wykorzystywano mate liposomy jednowarstwowe (SUV), formowane metoda dializy.
Uzyskana zalezno$¢ czasowa procesu desorpcji jonéw wapnia “°Ca wskazywata na roznice w
oddziatywaniu z modelowa btong liposomow, co prawdopodobnie bylo wynikiem réznic czesci
polarnych badanych zwigzkow QAS. (Witek et al., 1994; Sarapuk et al., 1994). Przedmiotem
moich kolejnych badan byly zwiazki z grupy kationowych zwigzkow amfifilowych. Badania
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obejmowaly w sumie cztery zwigzki, z ktorych dwa byly nowo zsyntetyzowane w ramach
wspotpracy z Instytutem Chemii Organicznej i Technologii Polimerowej Politechniki
Wroctawskiej. Badano proces uwalniania jonéw wapnia, wyznaczono state desorpcji, badano
kinetyke procesu desorpcji oraz wykonano kwantowe obliczenia chemiczne majace na celu
okresleniec mechanizmu oddziatywania zwiazkéw 2z powierzchnia modelowych bton
liposomow. Na podstawie uzyskanych wynikow wnioskowano, ze rdéznice w efektywnoS$ci
poszczegolnych zwigzkoOw na procesie desorpcji wapnia wynikaja nie tylko z wartosci
momentow dipolowych czesci polarnych, ale takze z réznic wartosci tadunkéw punktowych na
niektorych atomach oraz ich wtasnosci sterycznych (Kuczera, Chojnacki, Kral, & Przestalski,
1996). Kolejng grupg zwiazkéw majacych znacznie biologiczne byly badane przeze mnie
zwigzki ,,lizosomotropowe”. Substancjami lizosomotropowymi okresla si¢ zwigzki chemiczne,
mogace wnika¢ do komorki i gromadzi¢ sie w obszarach komoérkowych o niskim pH, takich jak
lizosomy komorek zwierzgcych, czy wakuole komorek roslinnych lub grzybowych. Badane przez
mnie zwigzki byly zwigzane z poszukiwaniem nowych substancji biologicznie czynnych,
charakteryzujacych si¢ z jednej strony zdolno$cig do wbudowywania si¢ w btony biologiczne,
z drugiej za$ do przenikania przez te blony i wnikania w kolejne przedziaty komérkowe. Testy
biologiczne prowadzono na komoérkach modelowych drozdzy piekarniczych Saccharomyces
cerevisiae, erytrocytach oraz protoplastach drozdzy w celu poréwnania uktadu erytrocyty-
drozdze. Uzyskane wyniki pozwolily na ustalenie zaleznosci miedzy struktura badanych
zwigzkow a ich aktywnos$cig biologiczng (Lachowicz et al., 1996). W latach 1996-1999
kontynuowatam badania dotyczace oddzialywania wplywu amfifilowych zwigzkow
kationowych na modelowe btony lipidowe. W szczegdlnosci badatam wplyw czterech
zwigzkow, roznigcych si¢ wlasnosciami czesci polarnych. Badanymi zwigzkami byty: chlorek
N-benzylo-N,  N-dimetylo-N-tetradecyloamoniowy (BDTA), bromek N-metylo-N-
tetradecylomorfoliny (MTM), chlorek N-metylo-N-dodecyloksymetylenomorfoliniowy
(MDOM) i bromek N, N, N-trimetylo-N-cykloheksyloamoniowy (TMTA). State kinetyczne
procesu desorpcji jonow wapnia okre§lono z wykorzystaniem metody trojprzedziatowej analizy
radioizotopu wapnia. Dla wyzej wymienionych zwigzkow wykonano obliczenia struktury
elektronowej oraz wyznaczono tadunki punktowe i momenty dipolowe czasteczek za pomoca
metod chemii kwantowej. Stwierdzono, ze szybko$¢ desorpcji wzrasta wraz ze wzrostem
stezenia badanych zwigzkow, a relacje skutecznosci poszczegdlnych zwigzkow przebiegala
nastepujaco: BDTA> MTM> TMTA> MDOM. W przypadku momentow dipolowych
uzyskana sekwencja byla nieco inna, a mianowicie:. BDTA> MTM> MDOM> TMTA.
Whnioskowano, ze réznice w skutecznosci dzialania zwigzkéw w procesie desorpcji wapnia
wynikaja nie tylko z warto$ci momentoéw dipolowych ich czgséci polarnych, ale takze z warto$ci
tadunkow punktowych na niektorych atomach i ich wtasnosci sterycznych (Kuczera et al.,
1996). Z uwagi na fakt, ze $rodki powierzchniowo czynne oraz zwiazki metaloorganiczne
stanowily 1 stanowig potencjalne zagrozenie dla srodowiska, rozpoczetam badania dotyczace
wplywu obecnos$ci obu tych grup zwigzkow jednoczesnie. Modelowe blony liposoméw (SUV)
modyfikowano kationowym surfaktantem, bromkiem trimetylo-dodecylo-amoniowym lub
anionowym S$rodkiem powierzchniowo czynnym dodecylo-sulfonianem sodu a nastepnie
badano wptyw chlorku tripropylocyny na proces desorpcji wapnia (Ca?*) i prazeodymu (Pré*).
Uzyskane wyniki pozwolity stwierdzi¢, ze trimetylocyna, trietylocyna i tripropylocyna
powodowaty zwigkszong desorpcje jonow wapnia i prazeodymu z bton liposomowych przy
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rosngcym stezeniu zwigzkoéw i dtugosci tancucha alkilowego. W obu badanych procesach
kationowy $rodek powierzchniowo czynny powodowat obnizenie skutecznosci, a anionowy
zwigzek powierzchniowo czynny zapewnial wigksza skuteczno$¢ tripropylocyny.
Obserwowany efekt mozna bylo wythumaczy¢ zmianami tfadunku powierzchniowego btony,
indukowanymi przez zwigzek powierzchniowo czynny i towarzyszaca zmiang wspotczynnika
podzialu organocyny. Uzyskane wyniki wskazywaty na sumaryczne: ochronne lub szkodliwe
dziatanie stosowanych surfaktantow (Kuczera, Gabrielska, Kral, & Przestalski, 1997;
Przestalski et al., 1997). Powyzsze wyniki sugerowaly o modyfikacyjnym znaczeniu obecnosci
mieszanin kationowych i anionowych zwigzkow amfifilowych we wspoétdziataniu z grupa
zwigzkow metaloorganicznych. W konsekwencji, celem Kkolejnej pracy bylo okreslenie
synergizmu i antagonizmu mieszanin Kationowych zwigzkéw amfifilowych. W badaniach
wykorzystano chlorek N-benzylo-N, N-dimetylo-N-tetradecyloamoniowy (BDTA), N-
benzylo-N, N-dimetylo-N- chlorek dodecyloamoniowy (BDDA), bromek N-metylo-N-tert-
tradecylo-morfoliniowy (MTM), bromek N, N, N-trimetylo-N-tetradecyloamoniowy (TMTA)
i chlorek tripropylocyny w mieszaninie z amfifilowymi zwigzkami anionowymi (homologiczna
seria alkilosulfonianéw soduon=2,4, 6, 8, 10, 12 i 14 atomach wegla w tancuchu alkilowym).
Wszystkie badane zwigzki powodowaty wzrost predkosci kinetycznej desorpcji jondw wapnia
z blon liposomowych przy rosngcym stezeniu. W przypadku mieszanin zawierajacych zwigzki
kationowe 1 anionowe zaobserwowano zardwno synergizm, jak i antagonizm. Wykazano, ze
efekt regulacyjny zalezy od wlasnosci zwigzkow kationowych i anionowych. Mieszanina
najskuteczniejszego zwigzku kationowego (BDTA) z kazdym ze zwiazkéw anionowych
zmniejszata efekt. Mieszaniny pozostatych zwigzkow amonowych z alkilosulfonianami sodu
powodowaty zardwno synergizm, jak i antagonizm. Zwiazki anionowe o krétkich tancuchach
powodowaty wzrost, a przy dluzszych tancuchach zmniejszaty skutecznos$¢, podczas gdy
zwiazki o poréwnywalnych tancuchach catkowicie blokowaty proces desorpcji jonéw wapnia.
Mieszanina zwigzku metaloorganicznego, majacego trzy krotkie tancuchy, ze zwigzkami
anionowymi data odwrotny efekt: zwigzki krotkotancuchowe spowodowaty spadek, a zwigzki
o dhugich tancuchach wzrost skutecznosci chlorku tripropylocyny (Kuczera, Kral, Podolak, &
Przestalski, 1999; Kuczera, Kral, & Przestalski, 1999).

Podsumowanie bibliometryczne osiggnigé przed doktoratem .

Sumaryczny Impact Factor (wedlug roku publikacji) wynosi ) IF=4.618
Sumaryczna liczba punktéw MNiSW z roku wydania wynosi ) p.MNiSW = 104
Sumaryczna liczba cytowan wynosi Y. WO0S = 72 (na dzien 15.05.2018)

6.2. Tematyka badan realizowanych po uzyskaniu stopnia doktora.

Moja dziatalno$¢ naukowa po uzyskaniu tytutu doktora w poczatkowych dwu latach (1999-
2001), to kontynuacja badan dotyczacych wptywu zwigzkow metaloorganicznych jak i ich
mieszanin ze zwigzkami z grupy QAS na modelowe btony lipidowe. Wyniki badan
wskazywaty, ze dwie pochodne: difenylocyna i trifenylocyna wykazywaty ograniczenia
przestrzenne podczas interakcji z dwuwarstwag lipidowa. Wykazano, ze zwigzki te s3
ulokowane w r6znych miejscach w obrebie modelowej dwuwarstwy lipidowej. Obie pochodne
fenylocyny ulatwiaty transport jondw S»042 przez dwuwarstwe lipidowa, ale zaleznos¢
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stezeniowa byla rdzna dla kazdego ze zwigzkow. Trifenylocyna utatwiata transport jonow S204
2 w o wiele wiekszym stopniu zaburzajac rownowage jonowg btony plazmatycznej. Z kolei
difenylocyna nie powodowata duzych zmian przy powierzchni, ale duzo wigksze w obszarze
hydrofobowym dwuwarstwy lipidowej(Gabrielska, Kral, Langner, & Przestalski, 2000).
Wyniki  badan  dotyczacych  modyfikacyjnego  wplywu  mieszanin  zwigzkow
metaloorganicznych i czwartorzedowych soli amonowych wskazywaty zar6wno na synergizm
jak i antagonizm w dziataniu obu grup zwigzkéw. Skuteczno$¢é mieszanin zalezata bardziej od
dhugosci tancucha zwigzkow QAS niz od wielkosci i1 polarnosci ich czesci hydrofilowe;.
Najskuteczniejszym ze wszystkich badanych uktadow byla mieszanina chlorku
benzylodimetyloamoniowego w mieszaninie z tripropylocyna. Co wigcej poprzez odpowiedni
dobor zwigzku metaloorganicznego i czwartorzedowej soli amoniowej mozna bylo uzyskaé
zwigkszenie lub zmniejszenie statej szybkosci desorpcji jonow wapnia, co sugerowalo efekt
regulacyjny (Kral, Kuczera, & Przestalski, 2001). Ostatnimi z badan dotyczacych wptywu
badanych zwigzkow na proces desorpcji wapnia z powierzchni modelowych bton byty moje
badania dotyczace wplywu halogenkéw dodecylotrimetyloamoniowych (DTAX) 1 halogenkéw
N-dodecylo-N, N-dimetylo-N-benzyloamoniowych (DBeAX). DBeAX okazaly si¢ bardziej
skuteczne w desorpcji wapnia niz DTAX. Jodki tych zwigzkéw wzmacnialy ten proces bardziej
niz bromki i chlorki(Roszak, Zytka, Kral, & Przyczyna, 2001).

Majac na uwadze zgromadzone doswiadczenie w dziedzinie oddzialywania kilku grup
zwigzkéw z modelowymi blonami biologicznymi i chcac rozwija¢ i poszerza¢ swoje
umiejetnosci, jeszcze w roku uzyskania tytutu doktora opublikowana zostata praca przegladowa
dotyczaca liposomowych no$nikoéw lekow (Langner & Kral, 1999). W nastepnym roku (2000),
w ramach uzyskanego stypendium Fundacji Batorego, odbytam trzymiesieczny staz naukowy
w Instytucie Chemii Fizycznej im. J. Herovskego w Pradze, ktory pozwolit mi na rozpoczgcie
badan dotyczacych niewirusowych nosnikow lekéw. Pierwsze badania dotyczyly
oddzialywania liposoméw kationowych z oligonukleotydami (ODN) z wykorzystaniem
technik: spektroskopii korelacji fluorescencji (FCS) oraz spektroskopii fluorescencyjnej w
stanie ustalonym (steady state). FCS zapewnita unikatowg zdolnos¢ pomiaru statystycznego
rozktadu wielkosci czastek w oparciu o wykrywanie pojedynczych czgsteczek. Dokonano
pomiaru interakcji fluorescencyjnie znakowanego ODN =z powierzchnig liposomow
kationowych. Zmiane¢ intensywnos$ci fluorescencji zastosowano do oceny stopnia wigzania
ODN. Przy 25% obecnosci metylosiarczanu N-[1-(2,3-dioleiroiloksy)propylo]-N,N,N-
trimetyloamoniowego (DOTAP) w blonie PE wigzanie ODN byto maksymalne i pozostawato
state dla wyzszych stezen. Gdy PE zostat zastapiony przez PC, wzgledna zmiana fluorescencji
zalezata od ilo§ci DOTAP. Wyniki te zostaty rowniez potwierdzone przez pomiary FCS, ktore
dostarczyty wiecej informacji dotyczacych procesu agregacji (Jurkiewicz, Kral, Okruszek, Hof,
& Langner, 2002).

Badania prowadzone przeze mnie w kolejnych latach (2002-2012) dostarczyty
wynikoéw, ktore miedzy innymi wchodza w sklad prezentowanego powyzej osiggnigcia
naukowego (prace H1-H10), a dotyczyty $ledzenia procesu kondensacji plazmidowego DNA
w warunkach pomiarowych w fizjologicznie istotnej skali z wykorzystaniem technik
fluorescencyjnych na poziomie pojedynczej czasteczki (SMT). Badania te w duzej czesci
powstaty dzigki wsparciu finansowemu w ramach grantu przyznanego mi przez Agencje
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Grantowg Czeskiej Akademii Nauk (lata 2005-2010 —,,DNA condensation with application of
the Monte-Carlo simulations, light dispersion and fluorescence correlation spectroscopy in
vitro and in vivo).

W roku 2004, w ramach wspotpracy z dr lan’em Blagbrough (University of Bath,
Department of Pharmacy & Pharmacology) prowadzitam badania dotyczace oddziatywania
liniowego DNA (ctDNA) z lipopoliaminami. Lipopoliaminy sa potencjalnie bardziej
efektywniejszymi wektorami genéw dzigki zdolno$ci SciSlejszego upakowania DNA.
Czasteczki te zawierajg ugrupowanie lipofilowe (gtownie dtugotancuchowe weglowodory lub
steroidowe lipidy) 1 dodatnio natadowane grupy aminowe, takie jak spermidyna lub spermina.
Przedmiotem moich badan byly dwie nowosyntetyzowane lipopoliaminy: 1) N4,N9-
dioleoylspermine i 2) N1-cholesteryl spermine carbamate. Pierwsza lipopoliamina o wiele
efektywniej kondensowata czasteczki linowego ctDNA do punktowych supramolekut,
powodujac prawie 3-krotny wzrost wspotczynnika dyfuzji z D = 0,71 x 102 m?s1do D =1,8
x 102 m?st dla stezef Ccompound/Conabp = 1-1,5. Wzrost wspdtczynnika dyfuzji w wyniku
oddzialywan z druga lipopoliaming byt mniejszy, z D = 0,71 x 102 m??* do D = 1,4 x 102
m?s i zachodzit dla duzo wyzszych stezen zwigzku Ccompound/Conabp = 1,5-2,5. Zmiany liczby
czastek takze potwierdzity przewage pierwszej z badanych poliamin, dla ktérej wartos¢ PN
osiagneta 0,6 (point-like molecule), co nie miato miejsca w przypadku drugiej badanej
lipopoliaminy (Adjimatera, Kral, Hof, & Blagbrough, 2006). Obie poliaminy zostaly takze
szczegotowo przebadane w ukladach z plazmidowym DNA o réznych rozmiarach z
wykorzystaniem metody TCSPC-FCS, gdzie uwzgledniono takze zmiany czasu zycia
PicoGreen®. Wyniki tych badan byly opublikowane w postaci rozdziatu monografii pt.
,,Fluorescence Correlation Spectroscopic Studies of a Single Lipopolyamine-DNA
Nanoparticle”, ktorego jestem autorem korespondencyjnym (Adjimatera et al., 2008).

W roku 2005 odbytam dwutygodniowy staz w grupie prof. Yves Mely (Laboratoire de
Biophotonique et Pharmacologie, Universit¢é de Strasbourg, Francja). Celem stazu byto
zapoznanie si¢ z metoda dwu-fotonowego FCS oraz wykorzystanie tej metody w badaniach
kondensacji plazmidowego DNA w obecnos$ci sperminy.

Takze w roku 2005 w trakcie wstgpnych badan z wykorzystaniem metody FCS
nawigzatam wspoélprace z dr Nathalie Mignet (zespot: ,,Design, synthesis and validation of
vectors for targeted therapy and imaging Unité de Pharmacologie Chimique génétique et d'
Imagerie Université Paris Descarte, Paryz, Francja). Wspoétpraca ta pozwolita mi na badania
uktadow kondenser/DNA, majacych realne zastosowanie w badaniach in vitro W roku 2011, w
ramach miesiecznego stypendium przyznanego mi przez Ambasade Francji w Polsce
prowadzitam badania nowosyntetyzowanych pochodnych cukrowych w warunkach in vitro
(komorki HelLa) w laboratorium Dr Mignet. Owocem wspolpracy sg trzy publikacje (H7-H9).
Lata 2010 do chwili obecnej to kontynuacja badan dotyczacych ewolucji uktadu czynnik
kondensujacy/DNA z wykorzystaniem metod zaprezentowanych w ramach osiagnigcia
naukowego (FCS, TCSPC-FCS, FLCS). W ramach wspotpracy z Dr Hanng Pruchnik (Katedra
Fizyki i1 Biofizyki, Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu), wykonatam seri¢ pomiarow
dotyczacych charakterystyki zmian konformacyjnych plazmidowego DNA w wyniku
oddziatywania nowosyntetyzowanych pochodnych zwigzkéw metaloorganicznych. Badanymi
zwigzkami byty: kompleks dibutylocyny z kwasem cytrynowym (DBTC), ktory silnie i w pelni
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powodowat kondensacj¢ badanego plazmidu DNA. W trakcie tych badan poza standardowym
znacznikiem PicoGreen® zastosowalam takze znacznik Hoechst 33258. | podobnie jak w
przypadku badan przedstawionych w ramach osiggni¢cia naukowego, rodzaj znacznika miat
wplyw na wartosci stgzen, przy ktorych obserwowano peilng kondensacj¢ DNA. Plazmid
znaczony Hoechst 33258, byl efektywniej kondensowany juz w przypadku stgzen
Cos1c/Conabp =5. W przypadku znaczenia PicoGreen®, stezenie zwigzku DBTC powodujace
kondensacje¢ bylo wyzsze, co sugerowato interkalacyjny tryb wigzania si¢ zwigzku DBTC z
DNA, powodujac mozliwe rownoczesne oddzialtywania elektrostatyczne lub chemiczne miedzy
centrum Sn (IV) i szkieletem fosforanowym helisy DNA (Pruchnik, Kral, & Hof, 2014).
Kolejng grupa zwiazkéw byly kompleksy butylocyny z kwasem 2-sulfobenzoesowym
(TBTsbz, DBTsbz and DTBTsbz). Spadek intensywnosci fluorescencji, liczby czastek i czasu
zycia fluorescencji wskazywatl, ze w obecnosci kazdego z badanych zwiazkow nastgpita
rekonformacja czasteczek DNA. Czas dyfuzji, czas zycia fluorescencji i liczba czastek
zmienialy si¢ wraz ze wzrostem stosunku Ceomp/Conapp WQ nastepujacej kolejnosci
skuteczno$ci: DBTsbz> TBTsbz> DTBTsbz. Wszystkie te trzy zwigzki oddziatuja z czasteczka
DNA, ale nie prowadza do $cistego jej upakowania, prawdopodobnie z powodu ekranowania
anionu cyny przez dibutylowe (DBTsbz), tributylowe (TBTsbz) fragmenty struktury tych
zwigzkow (Pruchnik et al., 2016). Cisplatyna cis-[Pt (NH3) 2CI2] (cis-DDP) oraz jej nowo
syntetyzowana pochodna cis-[PtCI2 {P (CH2CH2COOH) 3} 2] (cis-DTCEP) w uktadzie z
plazmidowym DNA byly przedmiotem moich kolejnych badan z wykorzystaniem metody
TCSPC-FCS. Znacznie wigksze spadki wartosci czasu zycia fluorescencji, liczby czastek PN,
oraz intensywnos$ci fluorescencji wskazuja, ze interakcja Cis-DTCEP powodowala wigcej
globalnych zmian w konformacji DNA, co nie miato miejsca w przypadku cis-DDP (Pruchnik,
Kral, & Hof, 2017).

Od roku 2015, rownolegle do opisanych, prowadze¢ badania wplywu wyzej
wymienionych pochodnych zwigzkoéw metali na whasnosci dynamiczne dwuwarstwy lipidowe;j
wykorzystujac technike spektroskopii korelacji fluorescencji w trakcie skanowania wzdtuz osi
Z (Z-scan FCS) w uktadach planarnych (2D). Metoda Z-scan FCS pozwala na §ledzenie zmian
wspoélczynnika dyfuzji lateralnej (np. lipidow w dwuwarstwie lipidowej liposoméw). W
ramach tych badan wykorzystywane sa olbrzymie liposomy jednowarstwowe (GUVS)
formowane metoda elektroformacji. W badaniach wykorzystuje takze metode spektroskopii
korelacji obrazu rastrowego (RICS). Dzigki czasowo-przestrzennej korelacji sygnalu
fluorescencji metoda RICS pozwala na pomiary w uktadach in vitro, gdzie np. skanowanie
obszaru komorki ogranicza efekt gaszenia fluorescencji (photobleaching). Znaczniki
fluorescencyjne, bedac reporterami zachodzacych procesow, a takze zywe komorki jako takie,
sa wiec dzigki metodzie RICS w duzo mniejszym stopniu narazone na destrukcyjny wptyw
$wiatta wzbudzenia lasera. Metoda RICS, dzigki jednoczesnemu stosowaniu trybu TCSPC a
takze Z-scan, pozwala na uzyskanie przestrzennego rozktadu czaséw zycia fluorescencji
poszczegbdlnych znacznikdw w obrgbie komorki, tworzac mape zmieniajacych si¢ warunkow
srodowiskowych w obszarze przebywania chromoforu znacznika. Obecnie w ramach
kontynuacji wspoétpracy z dr Mignet prowadzg¢ badania, majace na celu okreslenie wptywu
obecnosci serum na proces internalizacji oraz transfekcji lipoplekséw w poszczegolne obszary
komorek HeLa.
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7. Podsumowanie dorobku naukowego.

Na moj dotychczasowy dorobek naukowy sktadaja sie 32 publikacje, z czego 26 ukazato
si¢ w czasopismach z bazy JCR, natomiast pozostate szes¢ sa to prace z punktacjg MNiSW.
Sposrod tych wszystkich publikacji 10 wchodzi w sktad osiggnigcia naukowego i stanowi
rozprawe habilitacyjng. Oprdocz publikacji, w moim dorobku znajduje si¢ 30 komunikatow
konferencyjnych, 19 na konferencjach krajowych i 11 na konferencjach migdzynarodowych.

Podsumowanie bibliometryczne dorobku naukowego.
Przed doktoratem:

Sumaryczny Impact Factor (wedtug roku publikacji) wynosi Y IF=4.618
Sumaryczna liczba punktéw MNiSW z roku wydania wynosi Y p.MNiSW = 104
Sumaryczna liczba cytowan Web of Science wynosi > WoS= 72(15.05.2018)

Publikacji stanowigcych osiggniecie:

Sumaryczny Impact Factor (wedtug roku publikacji) wynosi Y IFui-ni0= 28.037
Sumaryczna liczba punktow MNiSW z roku wydania wynosi ) p.MNiSWwi-H10 = 236
Sumaryczna liczba cytowan Web of Science wynosi Y WoSHui-110 = 148(15.05.2018)

Po doktorcie (bez uwzglednienia publikacji stanowigcych osiggniecie)

Sumaryczny Impact Factor (wedhug roku publikacji) wynosi Y IF=20.79
Sumaryczna liczba punktéw MNiSW z roku wydania wynosi ) p.MNiSW = 257
Sumaryczna liczba cytowan Web of Science wynosi ) WoS = 58(15.05.2018)

Wszystkie (z uwzglednieniem publikacji stanowiqgcych osiggnigcie)

Sumaryczny Impact Factor (wedtug roku publikacji) wynosi Y IF= 53.445
Sumaryczna liczba punktow MNiSW z roku wydania wynosi ) p.MNiSW= 602
Sumaryczna liczba cytowan Web of Science wynosi > WoS = 282 (226 bez autocytowan)

(15.05.2018)

Indeks Hirscha 10

Wroctaw, dnia 22.05.2018 Teresa Kral
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