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wspolczynnikéw dyfuzji w roztworach i zywych komorkach przy nano- do pikomolarnych
stezeniach reagentow. Robert Holyst
Aby zrozumie¢ jak funkcjonuja zywe komorki potrzebujemy informacji na temat ruchu biatek w ich
wnetrzu oraz oddzialywan tych biatek (tworzenia kompleksow) z innymi biatkami, btonami
komdrkowymi i DNA w komérce. Biatka tworzgce kompleksy w zywych komorkach czesto wystepuja
w malej liczbie kopii. Na przyktad w komorce E. coli (~1 um?®) wystepuje 3—5 kopii represora lac.
Tworzy on kompleks z pojedynczym operatorem na DNA. Tak wigc oba reagenty wystepuja w stezeniu
nanomolarnym. Wszystkie obserwacje prowadzone z uzyciem mikroskopow konfokalnych
wykorzystujg fluorescencje (Swiecenie) do obserwacji biatek. Zazwyczaj doczepiamy do biatka
znacznik, ktéry pobudzony $wiatlem laserowym sam zaczyna $wieci¢. Dzigki temu mozemy je
obserwowac¢ pomimo ich matego rozmiaru rzedu nm (miliardowe czgsci metra). Aby uzyskaé liczby
dotyczgce ruchu i oddziatywan tych biatek potrzebujemy modeli i metod eksperymentalnych, dzigki
ktorym poprawnie zinterpretujemy dane uzyskane z pomiarow potozenia §wiecacych obiektow oraz
czasoOw Swiecenia. Zazwyczaj obserwuje si¢ obiekt, ktory przesuwa si¢ przez ognisko mikroskopu, gdzie
jest pobudzany do $wiecenia $wiatlem laserowym. W haszym projekcie zmieniamy metodologie analizy
danych. Zamiast $ledzi¢ zmiany potozenia poruszajacego sie biatka, przewidujemy po jakim czasie
pojawi si¢ w wybranym miejscu w przestrzeni oraz po jakim czasie pojawi si¢ nastgpne biatko w tym
samym miejscu. NazwaliSmy nasza metode Time of Search (ToS - czas szukania). W ramach
niniejszego projektu rozwiniemy te nowa metode badania ruchu czgstek oraz tworzenia przez nie
komplekséw przy bardzo niskich stezeniach (do pM) w roztworach i zywych komadrkach. ToS pozwoli
na wyznaczanie wspotczynnikow dyfuzji reagentow oraz ich doktadnych stezen, jak rowniez statych
rownowagi reakcji kompleksowania. ToS, podobnie jak spektroskopia korelacji fluorescencji (FCS),
wykorzystuje detekcje pojedynczych fotondw emitowanych przez fluorescencyjne prébniki
dyfundujace przez ognisko mikroskopu konfokalnego. Techniki te sg jednak komplementarne, a nie
redundantne, ze wzgledu na réznice w podejs$ciu do analizy danych. W FCS mierzony jest $redni czas
jaki probnik spedza wewnatrz ogniska. ToS daje natomiast informacje dotyczace czasu dojscia probnika
do ogniska (czy tez, innymi stowy, czasu poszukiwania ogniska przez prébnik). Analiza danych FCS
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granicznych reakcji wolnych/szybkich. Ponadto, FCS nie funkcjonuje przy stezeniach reagentow
ponizej ok. 0,5 nM. Dzigki innej drodze analizy danych — wykorzystujacej grupowanie fotonéw zamiast
ich autokorelacji — ToS pozwoli na prowadzenie pomiarow przy stezeniach probnikéw nizszych o rzedy
wielkosci. W metodzie tej obserwujemy skumulowang liczbe probnikéw docierajacych do ogniska, co
poprawia dokladno$¢ pomiaréw. Nastgpnie stosujemy wzglednie proste, analityczne rdéwnanie
Smoluchowskiego, zaadaptowane do przypadku reakcji limitowanej dyfuzyjnie. Uzupeliamy je o tzw.
model wycieczek, aby uwzgledni¢ mozliwos¢ wielokrotnego powrotu tego samego probnika do ogniska
w krotkim czasie. Aby wykaza¢ skutecznos¢ ToS w wyznaczaniu statych rownowagi wykorzystamy
reakcje hybrydyzacji oligonukleotydow DNA (A, B) tworzacych dwuniciowy kompleks AB.
Termodynamika tej reakcji jest znana, co zapewnia dogodny punkt odniesienia dla uzyskiwanych
wynikow eksperymentalnych. Dla pordwnania precyzji i doktadnosci ToS, wykonamy analogiczne
eksperymenty z wykorzystaniem FCS oraz rezonansowego transferu energii (FRET). Zademonstrujemy
réwniez dziatanie ToS in vivo, przeprowadzajagc pomiary wspotczynnikow dyfuzji oraz stezenia
probnikéw w cytoplazmie komérek rakowych. W wyniku projektu wprowadzimy w biologii/biochemii
nowg metod¢ wyznaczania wspotczynnikow dyfuzji, doktadniejsza i prostsza niz FCS. Bedzie to
uzyteczne narzedzie w badaniu tworzenia kompleksow przez biomolekuty. ToS odwraca przyjeta
metodologie pomiarow wspotczynnikéw dyfuzji oparta o fluorescencje. Daje informacje o ruchu
probnikéw w otoczeniu ogniska mikroskopu, a nie wylacznie w jego wnetrzu. Jest to rozwigzanie
nietrywialne.



