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Nanotechnologia, pomimo Ze jako dziedzina naukowa wyodrebnita si¢ stosunkowo niedawno, budzi
olbrzymie zainteresowanie wsrod naukowcow. Cecha charakterystyczng nanomateriatow jest wielko$¢
mieszczaca si¢ w granicach od kilku do ok. 100 nm. Juz w chwili obecnej znajduja coraz szersze
zastosowanie w technice, medycynie i zyciu codziennym. Szczegdlnie duze oczekiwania stawia si¢ tym
materialom w chemii bioanalitycznej i inzynierii biomedycznej. Na uwage zastuguja nanoklastery srebra (Ag
NCs), ktére sa nowa klasg barwnikow fluorescencyjnych o unikalnych wilasciwosciach spektralnych,
szczegdlnie kiedy do stabilizowania i tworzenia rusztowania dla jonéw Ag" stosuje sic DNA. Dla biologii
jako nauki, nie ma wigkszej ikony niz obraz podwojnej nici DNA. Jak si¢ okazuje, sekwencje kwasow
nukleinowych bogate w guaning (G) moga tworzy¢ alternatywne czteroniciowe formy zwane G-
kwadrupleksami (G4 DNA). Unikalna struktura kwadrupleksow stymuluje rozw6j nowych biosensorow,
nanomaszyn molekularnych oraz inteligentnych sond oligonukleotydowych opartych na fluorescencyjnym
rezonansowym transferze energii (FRET).

Glownym celem prezentowanego projektu jest weryfikacja nowatorskiej koncepcji wykorzystania
fluorescencyjnych nanoklasteréw srebra tworzonych na matrycy oligonukleotydowej bogatej w zasady
cytozynowe (C) wbudowanej] w monowarstwe Langmuira za pomoca ugrupowania alkilowego (OD) lub
cholesterolowego (CH) oraz oligonukleotydowych sond fluorescencyjnych do monitorowania procesu
przeniesienia energii typu FRET. Zaproponowany uktad FRET obejmuje dwa komponenty: (i) amfifilowy
oligonukleotyd bogaty w zasady cytozynowe (C) zdolny do generowania nanoklasteréw srebra (Ag NCs)
i bedacy donorem energii oraz (ii) fluorescencyjng sondg oligonukleotydowa zdolng do tworzenia struktur G-
kwadrupleksowych i bedaca akceptorem energii. Warunkiem koniecznych do generowania sygnatu FRET
jest przestrzenne zblizenie si¢ fluorofora do powierzchni fluorescencyjnych nanoklasteréw srebra, o jest
mozliwe w przypadku odpowiedniej reorganizacji sondy, np. utworzenie struktury kwadrupleksowe;j.
Czteroniciowa helisa DNA (G-kwadrupleks, G4 DNA) jest tworzona dzigki tetradom guaninowym — cztery
zasady guaninowe formujace ta strukture sa stabilizowane przez wigzania wodorowe typu Hoogsteena oraz
wybrane kationy, glownie K* i Na™.

Proba wyjasnienia molekularnej natury oddziatywan i procesow fotofizycznych zachodzacych
w projektowanych uktadach bedzie w duzej mierze bazowata na technice Langmuira oraz na pomiarach
widm fluorescencji, takze na powierzchni monowarstwy lipidowej. Pierwszy etap badan obejmuje syntezg
i projektowanie oligonukleotydowych sond fluorescencyjnych oraz nanoklasteréw srebra na matrycy DNA
(DNA-Ag NCs) z ugrupowaniem hydrofobowym. Istota wstgpnych badan bedzie doktadna charakterystyka
spektroskopowa (spektroskopia UV-Vis i spektroskopia fluorescencyjna) zaprojektowanych nanoklasterow
srebra i sond oligonukleotydowych zbudowanych na bazie sekwencji o udokumentowanej zdolnosci do
przyjmowania struktury G-kwadrupleksowej: (GsTTA)sGs- fragment ludzkiego telomerowego DNA oraz
(G,T,G)TGT(G,T,G,)ATs- aptamer antytrombinowy (TBA). Wyniki dichroizmu kotowego CD oraz
pomiary temperatur topnienia UV pozwolg okresli¢ stabilno$¢ tworzenia struktur G4 DNA. Znaczenie
diagnostyczne dla oceny efektywnosci Ag NCs/membrana oraz sondy, beda mialy zardwno procesy
wygaszania lub podwyzszania emisji sondy jak i efektywnos$¢ transferu energii (FRET). Oligonukleotydy
0 potencjalnym zastosowaniu terapeutycznym, aby optymalnie dziata¢, muszg przenika¢ przez blone
komdrkowa. W celu zwigkszenia przenikalnosé, lipofilowa grupa R (oktadecylowa (OD) lub cholesterolowa
(Ch)) zostanie przytaczona do sondy DNA jak i do nanoklasteréw srebra Ag NCs. Weryfikacje zatozonego
modelu oddziatywan w uktadzie Ag NCs/monowarstwa — oligonukleotydowa sonda fluorescencyjna
umozliwig badania z udziatem wanny Langmuira (izoterma m-A/ci$nienie powierzchniowe-powierzchnia,
profile n-t /ci$nienie powierzchniowe-czas), $wiattowodowego uktadu pomiarowego do rejestracji widm
fluorescencyjnych na powierzchni monowarstwy, alternatywna depozycja filméw LB na no$niki state oraz
widma fluorescencyjne liposoméw zawierajacych sonde oligonukleotydowa.

Uwaza sig, ze struktury G4 DNA maja potencjalne znaczenie w terapii antynowotworowej oraz
w diagnostyce biomedycznej (telomerowe DNA, promotory onkogenow). Tak wiec badanie wilasciwosci
struktur kwadrupleksowych w obecnosci modelowych membran lipidowych z udzialem nanoklasterow
srebra jest zadaniem aktualnym i 0 duzym znaczeniu. Proponowany uktad analityczny niesie ze sobg duze
potencjalne zastosowanie bioanalityczne (sondy HIV DNA, ATP, detekcja jonow K*, Hg®*, biatek), posiada
cenne walory poznawcze dotyczace wiasciwosci fotofizycznych Ag NCs, w zorganizowanych mediach
(monowarstwy, filmy LB) i przede wszystkim posiada nowatorski charakter, brak jest doniesien w literaturze
przedmiotu dotyczacych podobnych rozwigzan sensorowych.



