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Nanoczastki plazmoniczne dekorowane fluorescencyjnie znakowanym
mRNA do badania aktywnoS$ci enzymow zaangazowanych w metabolizm
MRNA z wykorzystaniem efektu FRET pojedynczych par

Rezonansowy fluorescencyjny przekaz energii (FRET) jest jednym z podstawowych procesow
zachodzagcym w nanoskali. W klasycznym opisie, gdy dwie czasteczki sg umieszone w
odlegtosci okoto 10 nm od siebie, energia moze zosta¢ przekazana z jednej do drugiej z
wykorzystaniem bezpromienistego przekazu energii. Aby ten proces mogt zajs$¢, konieczne jest
zapewnienie przekrywania si¢ widm emisji donora z widmem absorpcji akceptora. Niezbedna
jest réwniez wlasciwa orientacja wzajemna momentow dipolowych tych czasteczek. Z punktu
widzenia wtasnosci spektroskopowych, dowodem zachodzenia procesu FRET jest skrocenie
zaniku fluorescencji donora i/lub zwigkszenie nat¢zenia fluorescencji akceptora. Poniewaz
wydajnos¢ procesu FRET zalezy od szostej potegi odwrotnosci odlegtosci migdzy donorem a
akceptorem, koncept FRET stat si¢ szybko jedng z najwazniejszych technik w biologii,
biochemii i biofizyce do wyznaczania wzajemnych odleglo$ci i badania oddziatywan
molekularnych. W typowym eksperymencie nakierowanym na badanie dynamiki biatka,
wyznakowuje si¢ strukture biatkowa dwiema czasteczkami, ktore wykazuja przekaz energii.
Na skutek denaturacji biatka, odlegto$¢ miedzy donorem i akceptorem ulega zmianie,
wplywajac na wydajno$¢ procesu FRET. Inng strategia wykorzystania procesu FRET w
uktadach czujnikowych jest wytworzenie sondy w taki sposob, by byta ona w stanie oznaczaé
obecno$¢ enzymu. W tym przypadku tancuch DNA lub sekwencje peptydowa oznacza si¢
donorem 1 akceptorem, jednocze$nie zapewniajac by tancuch sondy zawieral element czuty na
obecno$¢ enzymu. W konfiguracji neutralnej, zachodzi przekaz energii mi¢dzy donorem a
akceptorem, jednak po dodaniu enzymu moze dojs¢ do przerwania tancucha taczacego obie
czasteczki, co doprowadzi, ze proces FRET nie zajdzie.

Celem projektu jest eksperymentalne wykazanie przy pomocy technik optycznych 1 okreslenie
ilosciowe aktywnos$ci enzymoéw odpowiedzialnych za degradacje mRNA, z wykorzystaniem
nowatorskich podwdjnie znakowanych sond opartych o tancuchy nukleotydowe i mRNA.
Wiasnosci optyczne tych sond beda dodatkowo wzmocnione dzigki oddziatywaniu ze
wzbudzeniem plazmonowym w nanodrutach srebra. W tym celu zsyntetyzowane zostang
odpowiednie sondy, ktoére po przylaczeniu do nanodrutéw srebra postuza do obserwacji
zachodzacych w czasie rzeczywistym zmian w wydajnosci procesu FRET pod wpltywem
obecnos$ci wybranych enzyméw. Technikami zastosowanymi do badan bgda zaawansowane
techniki mikroskopii i spektroskopii fluorescencyjnej.

Szczegdlna uwaga zostanie poswigcona podwojnie znakowanym sondom opartym o RNA,
ktére wykazuja znaczaca aktywnos$¢ w obecno$ci hydrolaz RNA. Mozliwo$¢ monitorowania
dzialania réznych enzymow ma kluczowe znaczenie dla regulacji ekspresji informacji
genetycznej, odpowiedzi immunologicznej 1 dostarczania terapeutykow opartych o mRNA.



