Informacje o procesach wewnatrzkomérkowych wywotanych lub wywotujacych zmiany pH sg wazne z punktu widzenia
zrozumienia mechanizmdw, ktore rzadza biologig komorek, jak réwniez do celéw biotechnologii i diagnostyki molekularnej. Jak
wiadomo fizjologiczne pH jest bliskie neutralnemu, zas zakwaszenie cytoplazmy moze by¢ wynikiem, na przyktad, aktywnosci
komdrek rakowych. Mozliwo$¢ kontrolownia aktywnosci proliferacyjnej komérki poprzez pomiar pH moze by¢ przydatna przy
konstruowaniu lekdw antyrakowych. Stad jest potrzeba konstrukcji jak i udoskonalania wysoce czutych oraz réwnocze$nie mato-
inwazyjnych narzedzi do pomiar6w pH w przestrzeni wewnatrz- oraz zewnatrzkomorkowej. Od niedawna, sondy do pomiardw
pH na bazie i-motywow DNA stanowig atrakcyjng alternatywe dla tradycyjnych barwnikdw fluorescencyjnych, stosowanych do
pomiaréw pH.

I-motywy powstajg na obszarach DNA zawierajacych ciagi cytozyny, ktére w wyniku czesciowej protonizacji cytozyny sg zdolne
do tworzenia antyrownolegtego dupleksu stabilizowanego przez wigzania wodorowe miedzy cytozyng a cytozyng protonowang. Z
kolei dwa takie dwuniciowe fragmenty potrafig przenikaé sie nawzajem dajac strukture czteroniciowa zwang i-motywem.
Trwatos¢ struktury i-motywu zalezy od sekwencji oligonukleotydu oraz wartosci pH otoczenia, co przyczynito sie do
wykorzystania tego typu struktur do konstrukcji nanomaszyn reagujacych na zmiany pH otoczenia.

Celem przedstawionego projektu jest opracowanie i optymalizacja zestawu sond opartych na sekwencjach i-motywow,
wrazliwych na zmiany pH otoczenia oraz zdefiniowanie zakresu dziatania tych systemow.

Proponujemy dwa rozwigzania bazujace na wykorzystaniu znakowanych pirenem molekularnych latarni zawierajacych w swej
sekwencji fragment zdolny do formowania jednoczasteczkowego i-motywu. W pierwszym podejsciu, zaprojektowana przez nas
sonda bedzie znakowana obustronnie ugrupowaniem pirenylowym. Druga nasza propozycja jest uktad znakowany jednym
pirenem w petli tetrapleksu lub na jednym z koficéw nici fancucha oligonukleotydowego. Spodziewamy sig, iz w obu
zastosowanych podejsciach utworzenie i-motywu wywotata efektywne oddziatywanie miedzy fluoroforami (piren/piren lub
piren/nukleozasada), czego wynikiem bedzie pojawienie sie emisji ekscymerowej lub ekscypleksowej wrazliwej na zmiany pH w
przedziale 7,5-5,5 czyli w zakresie odpowiadajgcym zmianom wewnatrzkomérkowego pH oraz bardzo czutej na mate zmiany pH
(0,1 jednostki pH).

Obydwa systemy sg w zatozeniu prostymi, Swiecagcymi uktadami, zdolnymi do generowania silnego sygnatu analitycznego w
odpowiedzi na obnizenie pH otoczenia, co czyni je potencjalnie doskonatymi narzedziami do $ledzenia zmian pH mikrootoczenia
Planowany zakres badari obejmuje synteze projektowanych uktadéw oraz ich badania fizykochemiczne oraz spektroskopowe
obejmujgce miedzy innymi: rejestracje widm CD, widm absorpcji UV-Vis i fluorescencji w réznym pH i przy réznej sile jonowej,
jak réwniez w szerokim zakresie temperatur od 10- 950 C. Takie szczegdtowe badania pozwolg na poznanie kinetyki formowania
sie i dysocjacji poszczegolnych i-motywow whudowanych w petle latarni molekularnej.

Ponadto, ze wzgledu na mozliwe zastosowanie aplikacyjne proponowanych sond do badan pH in cellulo lub nawet in vivo,
celowym jest rozszerzenie projektu na analogi DNA wykazujace stabilnos¢ biochemiczng (tj. 2OMeRNA). Zamierzamy poddad
ocenie stabilnos¢ biochemiczng zaprojektowanych sond poprzez badanie ich podatno$ci na degradacje w roztworach z dodatkiem
enzyméw (np. endonukleazy, ktéra rozcina dwuniciowe DNA) lub w lizacie komdrkowym. Spodziewamy sie, ze modyfikowane
sondy (tj. 20OMeRNA ) nie ulegna degradacji, w przeciwienstwie do fluorescencyjnych sensoréw na bazie DNA.

Projektowane sondy w dalszej perspektywie przeznaczone beda do zastosowan bioanalitycznych i biomedycznych, stad
nastepnym krokiem badan jest sprawdzenie ich dziatania in cellulo. Badania aplikacyjne moga by¢ prowadzone z wykorzystaniem
konfokalnego mikroskopu fluorescencyjnego, dajac szanse na $ledzenie zmiany pH w komorce zaréwno w przestrzeni jak i w
czasie (ang. spatial and temporal pH gradients).

Podsumowujac, wierzymy, ze zaproponowane przez nas sondy molekularne nie tylko okazg sie doskonatymi narzedziami do
$ledzenia zmian pH wewnatrzkomoérkowego, ale zostang wykorzystane jako narzedzie do badania wtasciwosci biofizycznych tego
rodzaju struktur. Rezultaty takich studiéw moga przyczyni¢ sie do zrozumienia i wyjasnienia biologicznej roli czteroniciowych
form strukturalnych DNA.



