Nr rejestracyjny: 2020/39/0/NZ1/02181; Kierownik projektu: dr hab. inz. Ewelina Lipiec
POPULARNONAUKOWE STRESZCZENIE PROJEKTU

W ciggu zaledwie jednego dnia DNA pojedynczej komorki moze zosta¢ uszkodzone nawet kilkadziesigt
tysigcy razy. Na szczegolna uwage zashuguja uszkodzenia oksydacyjne (powodowane przez reaktywne formy
tlenu, gtéwnie rodniki hydroksylowe) powstate w wyniku stresu oksydacyjnego, ktéry ma znacznie w wielu
chorobach cywilizacyjnych takich jak miazdzyca, choroba Alzheimera czy Parkinsona. W wyniku uszkodzen
DNA: 1) struktura chemiczna zasad purynowych i pirymidynowych moze ulec zmianie, ii) tworza si¢ wigzania
kowalencyjne pomiedzy sasiednimi zasadami tzw. dimery pirymidynowy, iii) wigzania grup fosforanowych
w szkielecie DNA mogg ulegaé przerwaniu, co prowadzi do peknie¢ jednej lub obu nici kwasu nukleinowego.
Najbardziej niebezpieczne dla komoérek sa przerwania obu nici podwojnej helisy DNA (ang. DSBs Double
Strand Breaks). Nienaprawione lub niewlasciwie naprawione DSBs moga prowadzi¢ nawet do $mierci
komorkowej. Istnieje wiele mechanizméw naprawy uszkodzen DNA.

Mimo, iz biatka uczestniczace W naprawie uszkodzen DNA sg dobrze poznane, t0 wiedza dotyczaca wielu
podstawowych aspektéw naprawy DNA wecigz nie jest kompletna. Z powodu ograniczen metodologicznych
bezposrednia weryfikacja struktur i orientacji komplekséw biatek naprawczych z DNA nie byta mozliwa.
Dotychczas rowniez postulowane lokalne zmiany konformacji DNA wywotane uszkodzeniami i naprawa nie
zostaty zbadane. Zmiany konformacji DNA wptywaja na jego reaktywno$¢ chemiczng i determinujg
przytaczanie si¢ biatek naprawczych. DNA wraz z tzw. biatkami histonowymi tworzy chromatyng. Struktura
chromatyny ma duzy wptyw na indukcje lokalnych zmian konformacji DNA pod wptywem uszkodzen.

W ramach realizacji niniejszego projektu planuje si¢ odpowiedzie¢ na podstawowe pytania, ktére dotycza
wplywu struktury chromatyny i konformacji DNA na indukcje uszkodzen i ich naprawe. Bedzie to mozliwe
dzieki zastosowaniu niezwykle czutej techniki analitycznej jakg jest spektroskopia Ramana wzmocniona na
ostrzu sondy skanujacej (ang. Tip-enhanced Raman spectroscopy TERS). Metoda ta stanowi unikatowe
potaczenie nanometrycznej zdolnosci rozdzielczej typowej dla mikroskopii sit atomowych, oraz selektywnosSci
chemicznej spektroskopii Ramana. TERS umozliwi obrazowanie DNA i biatek naprawczych oraz zbadanie
ich struktury chemicznej i konformacji. Planuje sie takze bezposrednie monitorowanie lokalnych zmian
konformacji DNA po indukcji uszkodzen oksydacyjnych i interakcji z biatkami naprawczymi, takimi jak ligaza
DNA IV i MutS. Badania w nanoskali pozwolg na analiz¢ lokalnych zmian struktury chemicznej pojedynczych
czasteczek DNA i rekonstruowanej chromatyny. Integralng czes$cig niniejszego projektu jest implementacja
techniki TERS w warunkach imitujacych fizjologiczne (bufor).

Dodatkowo planuje si¢ takze zastosowanie spektroskopii Ramana i w zakresie podczerwieni do detekcji
uszkodzen DNA w komorkach oraz badanie odpowiedzi komorkowej wywotanej oksydacyjnymi
uszkodzeniami DNA. Spektroskopia w zakresie podczerwieni umozliwi detekcje zmian sktadu chemicznego i
struktury bio-czasteczek w odpowiedzi na oksydacyjne uszkodzenia DNA w zywych komoérkach oraz w
izolowanych jadrach komoérkowych. Spodziewamy si¢ zaobserwowa¢ zmian w widmach w zakresie
podczerwieni zwigzanych z ekspresja biatek naprawczych (wzrost intensywno$ci pasm amidowych) oraz ze
zmianami konformacji DNA (przesunigcia pasm pochodzacych od grup fosforanowych szkieletu DNA).

Proponowany projekt obejmuje analize chemicznag w nanoskali na poziomie pojedynczych nici DNA i
chromatyny, a takze mikrospektroskopowe badania ztozonych probek takich jak chromosomy, jadra
komoérkowe i komorki. Metody obrazowania i metody analityczne zostaty dobrane tak, aby uzyska¢ nowe, a
zarazem komplementarne informacje o roli lokalnych zmian konformacji DNA w powstawaniu uszkodzen
DNA i ich naprawy. Integralng czescig projektu jest jednoczesna wielowymiarowa analiza otrzymanych
danych, ktéra pozwoli na porownanie widm otrzymanych w nano- oraz mikroskali.

Projekt obejmuje optymalizacje technik eksperymentalnych w szczeg6lnosci techniki TERS do pomiarow w
cieczy. Optymalizacja ta znajdzie zastosowanie w badaniach wielu delikatnych uktadow biologicznych takich
jak agregujace neurodegeneracyjne biatka, przylaczanie si¢ lekow chemoterapeutycznych do DNA czy
powstawanie domen w cienkich warstwach lipidowych pod wptywem oddziatywania z biatkami btonowymi.



