Projekt 3.1 Wysokoprzepustowy uktad mikrofluidyczny do szybkiego wyznaczania statej réwnowagi
tworzenia komplekséw miedzy biomolekutami: zastosowanie do oddziatywania RNA z DNA.

Promotor: prof. dr hab. Robert Hotyst
Jednostka organizacyjna: Zespot Fizykochemii Miekkiej Materii
WWW: https://softmatter.ichf.edu.pl/

Opis:

Do kontrolowania procesdéw biochemicznych w zywych uktadach konieczne jest zrozumienie
reakcji tworzenia niekowalencyjnych komplekséw. Kluczowa tego typu reakcjg jest hybrydyzacja kwaséw
nukleinowych, bedgca podstawa replikacji oraz transkrypcji informacji genetycznej. Stabilnos¢ kompleksu
DNA-RNA, a tym samym site oddziatywan nici, mozna okresli¢ za pomocg statej réwnowagi reakcji (K).
Taki kompleks formuje sie podczas edycji genéw w systemie CRISPR/Cas9. CRISPR/Cas9 jest metodg
edycji gendw, ktéra wykorzystuje hybrydyzacje miedzy pierwszymi dwudziestoma nukleotydami gRNA
a modyfikowang sekwencjg DNA. Wczesniejsze badania wykazaty, ze do hybrydyzacji dochodzi, nawet
gdy sekwencje nie sg w zupetnosci komplementarne. Moze spowodowac to modyfikacje niewtasciwego
genu podczas zastosowan terapeutycznych. Aby lepiej zrozumieé procesy bedace podstawg interakgc;ji
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 dwdch substratéw réznymi barwnikami fluorescencyjnymi, by
zapewni¢ transfer energii. Dodatkowo niezbedna jest wysoka jasnos$¢ poczgtkowa reagentéw
i precyzyjne dostosowanie odlegtosci miedzy fluoroforami. Niedawno opracowalismy nowg metode
opartg na analizie jasnosci molekularnej, ktéra umozliwia wyznaczenie K w przypadku, gdy tylko jeden
z substratéw jest fluorescencyjny. Okreslenie hybrydyzacji w danych warunkach eksperymentalnych
pomiedzy DNA i RNA wymaga serii rozcienczen o réznym stosunku stezen nici. W zwigzku z tym mierzy
sie oddziatywania pomiedzy zaledwie kilkoma proporcjami substratow, aby skrécic czas eksperymentéw
i zuzycie odczynnikéw. Badania na wiekszg skale sg bardziej pracochtonne oraz wymagajg wiekszej ilosci
probek. Aby rozwigza¢ ten problem, zamierzamy zminiaturyzowa¢ i zautomatyzowaé proces
przygotowywania probek poprzez zastosowanie uktadu mikrofluidycznego. Zautomatyzowana metoda
pozwoli na szybkie wymieszanie sktadnikéw i ponad 10 000-krotne skrdcenie czasu eksperymentow.

Cel projektu:

W ramach tego projektu zostanie opracowany wysokowydajny mikroprzeptywowy uktad do
ilosciowej 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 farmaceutykdow. Przy wykorzystaniu nowo
opracowanego urzadzenia okreslimy stabilnosci 20-zasadowych kompleksGw DNA-RNA z rdznie
zlokalizowanymi niedopasowaniami w sekwencji zasad. Badania przeprowadzimy w szerokim zakresie sit
jonowych, pH i temperatury, by jak najlepiej oddaé¢ warunki panujgce wewnatrz komoérki. Ponadto
zostanie okreslona sita oddziatywan miedzy podwdjng nicig DNA a pojedynczg nicig RNA

Wymagania:
- Wyksztatcenie chemiczne (magisterium) lub pokrewne

- Dobra znajomosc jezyka angielskiego
- CV oraz list motywacyjny


https://softmatter.ichf.edu.pl/

- Udziat w rekrutacji do Warsaw 4PhD jest obligatoryjny z réwnoczesnym zgtoszeniem sie kandydata do
rekrutacji w konkursie na stanowisko doktoranta-stypendyste (1 miejsce) w projekcie badawczym NCN
PRELUDIUM BIS nr 2020/39/0/ST4/00877 realizowanym w IChF PAN (wewnetrzny numer rekrutacji dla
projektu 22/2021) od pazdziernika 2021 (zgodnie z harmonogramem Il rekrutacji do Warsaw 4PhD

w 2021 roku)

- Silna motywacja i zaangazowanie

- Mile widzianym atutem bedzie znajomos¢ techniki FCS (Spektroskopia korelacji fluorescencyjnej) oraz
podstaw technik mikroprzeptywowe;.



