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Streszczenie popularnonaukowe

Wysokoprzepustowy uklad mikrofluidyczny do szybkiego wyznaczania stalej
rownowagi tworzenia kompleksow miedzy biomolekulami: zastosowanie do
oddzialywania RNA z DNA

Do kontrolowania procesoéw biochemicznych w zywych uktadach konieczne jest zrozumienie reakcji
tworzenia niekowalencyjnych kompleksow. Kluczowa tego typu reakcja jest hybrydyzacja kwasow
nukleinowych, bedaca podstawa replikacji oraz transkrypcji informacji genetycznej. Stabilno$¢ kompleksu
DNA-RNA, a tym samym sit¢ oddzialywan nici, mozna okresli¢ za pomoca stalej rownowagi reakcji (K). Taki
kompleks formuje sie podczas edycji gendéw w systemie CRISPR/Cas9.

CRISPR/Cas9 jest metoda edycji gendéw, ktora wykorzystuje hybrydyzacje migdzy pierwszymi
dwudziestoma nukleotydami gRNA a modyfikowang sekwencja DNA. Wczesniejsze badania wykazaty, ze do
hybrydyzacji dochodzi, nawet gdy sekwencje nie sa w zupelnosci komplementarne. Moze spowodowa¢ to
modyfikacje niewlasciwego genu podczas zastosowan terapeutycznych. Aby lepiej zrozumie¢ procesy bedace
podstawg interakcji gRNA i modyfikowanego DNA, konieczne jest okreslenie sity oddziatywan tych nici.

Najczesciej stosowang metodg pomiaru statej rownowagi takich reakcji jest Transfer Energii Rezonansu
Forstera (ang. FRET). Natomiast FRET wymaga znakowania dwoch substratow roznymi barwnikami
fluorescencyjnymi, by zapewni¢ transfer energii. Dodatkowo niezbedna jest wysoka jasno$¢ poczatkowa
reagentow 1 precyzyjne dostosowanie odleglosci miedzy fluoroforami. Niedawno opracowalismy nowa
metode oparta na analizie jasnosci molekularnej, ktéra umozliwia wyznaczenie K w przypadku, gdy tylko
jeden z substratow jest fluorescencyjny. Okreslenie hybrydyzacji w danych warunkach eksperymentalnych
pomigdzy DNA i RNA wymaga serii rozcienczen o roznym stosunku stezen nici. W zwigzku z tym mierzy si¢
oddzialywania pomig¢dzy zaledwie kilkoma proporcjami substratow, aby skroci¢ czas eksperymentow i
zuzycie odczynnikow. Badania na wigksza skale sa bardziej pracochtonne oraz wymagaja wigkszej ilosci
probek. Aby rozwigza¢ ten problem, zamierzamy zminiaturyzowa¢ 1 zautomatyzowaé proces
przygotowywania probek poprzez zastosowanie ukladu mikrofluidycznego. Zautomatyzowana metoda
pozwoli na szybkie wymieszanie sktadnikow i ponad 10 000-krotne skrocenie czasu eksperymentow.

W ramach tego projektu zostanie opracowany wysokowydajny mikroprzeptywowy uktad do ilo$ciowej
charakterystyki reakcji biochemicznych z wykorzystaniem metod fluorescencyjnych. Zamierzamy, aby ta
metoda pomiarowa utorowata droge do ilosciowego badania interakcji biomolekut w Zywych systemach i
wstepnych badan po syntezie nowych farmaceutykdéw. Przy wykorzystaniu nowo opracowanego urzgdzenia
okreslimy stabilnosci  20-zasadowych kompleksow DNA-RNA z roznie zlokalizowanymi
niedopasowaniami w sekwencji zasad. Badania przeprowadzimy w szerokim zakresie sit jonowych, pH i
temperatury, by jak najlepiej odda¢ warunki panujace wewnatrz komorki. Ponadto zostanie okreslona sita
oddzialywan miedzy podwoéing nicig DNA a pojedynczg nicig RNA.
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Rysunek 1: Schematyczny rysunek zintegrowanego systemu o duzej przepustowosci do wyznaczania statej
rownowagi reakcji. System sktada sie z trzech potaczonych ze sobg podsystemow: a) elementu scalajgcego i
mieszajgcego krople, b) przewodu magazynujacego oraz c) uktad detekcyjnego.



