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DNA w pojedynczej komorce moze zosta¢ uszkodzone nawet kilkadziesiat tysigcy razy w ciggu jednego dnia.
Powstajg rozne typy uszkodzen np.: chemiczne modyfikacje zasad, tworzenie dimer6w pirymidynowych przez
tworzenie wigzan kowalencyjnych pomi¢dzy sasiednimi zasadami. Wigzania przy grupach fosforanowych w
szkielecie DNA moga réwniez ulega¢ przerwaniu, co prowadzi do peknie¢ jednej lub obu nici DNA. Podwdjne
przerwania sg najbardziej niebezpieczne dla komorek. Nienaprawione moga prowadzi¢ nawet do $mierci
komodrkowej. Komorki opracowaly wiele mechanizméw naprawy uszkodzen DNA.

Biatka zaangazowane w naprawe uszkodzen DNA sa dobrze poznane, ale wiele podstawowych aspektow
dotyczacych procesow naprawy DNA wcigz wymaga dalszych badan. Ze wzgledu na ograniczenia
metodologiczne nie mozna bylo bezposrednio zweryfikowa¢ struktur i orientacji komplekséw biatkowych
bioracych udzial w naprawie DNA, a takze zmian struktury DNA tak zwanej konformacji wywotanych
uszkodzeniami i naprawa DNA. Struktura DNA moze si¢ lokalnie zmienia¢ po indukcji uszkodzenia i w
wyniku oddziatywania z biatkiem naprawczym. Zmiana konformacji wptywa na reaktywno$¢ chemiczng i
warunkuje wigzanie si¢ DNA i okreslonego biatka naprawczego. W komorkach DNA wraz z biatkami
zwanymi histonami tworzy chromatyng. Integralno$¢ chromatyny S$cisle wptywa na lokalne zmiany
konformacji DNA.

W tym projekcie cheieliby$smy odpowiedzie¢ na podstawowe pytania dotyczace wptywu konformacji DNA, a
takze ztozonej struktury chromatyny na powstawanie uszkodzen DNA i ich naprawg. Zostanie to zrealizowane
poprzez zastosowanie spektroskopii Ramana wzmocnionej na ostrzu sondy skanujacej (ang. Tip-enhanced
Raman spectroscopy TERS). Metoda ta stanowi unikatowe potaczenie mikroskopii sit atomowych, ktora
pozwoli na obrazowanie DNA i biatek naprawczych oraz spektroskopii Ramana, ktora dostarczy informacji o
strukturze chemicznej i konformacji badanych probek. Za pomoca TERS mozna bada¢ strukture chemiczng z
nano-metryczng rozdzielczoscia przestrzenna. W tym projekcie bedziemy bezposrednio monitorowac lokalne
zmiany konformacji DNA po indukcji uszkodzenia chemioterapeutykiem (bleomycyna) i interakcji z biatkami
naprawczymi, takimi jak ligaza DNA 1V i MutS. Badania w nanoskali pozwola na analizg struktury chemicznej
pojedynczych czasteczek DNA i rekonstruowanej chromatyny w warunkach zblizonych do fizjologicznych.

Dodatkowo planuje si¢ takze zastosowanie mikroskopii fluorescencyjnej i spektroskopii w zakresie
podczerwieni do detekcji uszkodzen DNA w komorkach oraz badan odpowiedzi komoérek na indukowane
uszkodzenia. Doktadnie, za pomoca mikroskopii fluorescencyjnej Spodziewamy si¢ zobrazowac¢ fragmentacje
chromatyny i zlokalizowa¢ fosforylacj¢ biatek histonowych zwigzang z naprawg podwojnych przerwan nici
DNA. Dzigki zastosowaniu spektroskopii w zakresie podczerwieni do badan zywych komoérek oraz
izolowanych jader komérkowych i chromosomow mozliwa bedzie detekcja zmian sktadu chemicznego i
struktury bio-czasteczek w odpowiedzi na uszkodzenia DNA indukowanie za pomoca bleomycyny. W
komorkach traktowanych bleomycyna oraz izolowanych z nich jadrach komorkowych i chromosomach
spodziewamy si¢ zaobserwowaé wzrost ekspresji biatek oraz zmiany konformacji DNA zwigzane z jego
naprawa.

Proponowany projekt obejmuje komplementarne badania na poziomie, pojedynczych nici DNA i chromatyny,
a takze chromosomoéw, jader komorkowych i komorek. Do kazdej z wymienionych probek zostaty
odpowiednio dobrane metody obrazowania i metody analityczne, tak aby uzyska¢ komplementarne informacje
o roli zmian konformacji DNA w powstawaniu uszkodzen DNA i ich naprawy.

Projekt wymaga znaczacych optymalizacji technik eksperymentalnych w szczegolnosci techniki TERS do
badan w cieczy, ktora bedzie mogta zosta¢ zastosowana przez chemikow, biologow i biofizykow do wielu
delikatnych uktadow biologicznych takich jak agregujace neurotoksyczne biatka, leki chemoterapeutyczne
przytaczajace si¢ do DNA czy formutujace si¢ domeny w cienkich warstwach lipidowych pod wptywem
oddziatywania z biatkami btonowymi.



