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Podstawowym celem rozprawy doktorskiej jest ustalenie wptywu obecnosci
specyficznie oddzialujacego biatka na wydajnos¢ 1 rodzaj uszkodzen generowanych
fotochemicznie i radiacyjnie w sensybilizowanym DNA.

W srodowisku komorki natywne DNA nieustannie oddziatuje, specyficznie oraz
niespecyficznie, z biatkami (czynniki transkrypcyjne, histony, polimerazy, enzymy
naprawcze, etc.). Oddzialtywania specyficzne realizowane sg gléwnie przez wigzania
wodorowe pomigdzy tancuchami bocznymi aminokwaséw tworzacych biatko, a zasadami
nukleinowymi wchodzacymi w sktad DNA. Oddzialtywania te wplywaja na powinowactwo
zasad do elektronu oraz na sam mechanizm powstawania uszkodzen w sensybilizowanym
DNA. Dlatego konieczne wydaje si¢ rozszerzenie dotychczas przeprowadzonych badan nad
foto- i radiodegradacjg izolowanych modeli sensybilizowanego DNA na kompleksy w
ktorych modyfikowany oligonukleotyd oddzialuje specyficznie z peptydem. Zbadanie
wydajnosci procesu uszkadzania w kompleksach i porownanie jej z wydajnoscig degradacji
izolowanego,  punktowo  znakowanego  oligonukleotydu,  powinno  umozliwi¢
scharakteryzowanie wptywu kompleksujacych reszt aminokwasowych. Mechanizm foto- i
radiodegradacji zostal réwniez opisany przy pomocy obliczeniowych metod hybrydowych
umozliwiajacych oszacowanie barier termodynamiczno-kinetycznych reakcji elementarnych
sktadajacych si¢ na badane procesy uszkadzania oligonukleotydu. Ostatecznym celem
projektu jest wigc pelne zrozumienie i ilo§ciowe scharakteryzowanie sensybilizacji DNA w
uktadach zblizonych do wystepujacych w zywych komoérkach. [1]

W pracy skupiono si¢ na specyficznych oddziatywaniach uktadu zasadowego
fragmentu biatka GCN4 (bZIP) z rozpoznawanym przez to biatkiem fragmentem dsDNA. W
celu uproszczenia tak skomplikowanego uktadu wykonano uktad modelowy, w ktorym
jedynie fragment bZIP (25 aa) jest kowalencyjnie polaczony z dsDNA o dlugosci 17 pz za
pomoca reakcji CLICK [2]. Tak otrzymany kompleks zostat scharakteryzowany przez
techniki takie jak nano-DSC, CD, HPLC, PAGE, czy LC-MS, ktoére pozwolity stwierdzié, iz
odwzorowuje on w pehlni specyficznie oddziatujacy uklad wystgpujacy w natywnym
kompleksie biatko-DNA. Nastepnie tak Scharakteryzowany kompleks zostat wyznakowany
punktowo bromopochodnymi zasad azotowych i poddany napromienianiu (promieniowaniem
X) oraz naswietlaniu (fotonami o dtugosci fali 280 oraz 320 nm), a otrzymane radio- i fotolity
zostaty zaanalizowane za pomocg techniki LC-MS.
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