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Streszczenie

W ramach niniejszej pracy przygotowano osiem kompleksow DNA-surfaktant
kationowy, opartych o cztery rodzaje DNA (trzy DNA liniowe, jedno DNA plazmidowe) oraz
trzy surfaktanty kationowe (chlorek cetyltrimetyloamonowy, CTMA,; chlorek benzyldimetylo-
heksaamonowy, BAC; chlorek heksadecylopirydynowy, HDP). Wybrane DNA réznig si¢
rozktadem dhlugosci tancuchow DNA wystepujacych w probee (liniowe) lub ulozeniem
przestrzennym tancuchow (plazmidowe). Surfaktanty, z kolei charakteryzuja si¢ ta samg
dhugos$cig tancucha weglowego (16 atomow wegla) a r6znig grupa funkcyjna.

Kompleksy badano w dwoch postaciach: probek objetosciowych oraz cienkich warstw.
Do badania probek objetosciowych postuzono si¢ metodami spektroskopii w podczerwieni,
dyfrakcji rentgenowskiej oraz spektroskopii dielektrycznej. Badania potwierdzily utworzenie
kompleksow (spektroskopia w podczerwieni), pozwolily okresli¢ parametry komorki
elementarnej dla wybranych kompleksow (dyfrakcja rentgenowska) oraz umozliwity
okreslenie ich wilasciwosci elektrycznych i identyfikacje procesow relaksacyjnych
pojawiajacych sie w zsyntezowanych kompleksach (spektroskopia dielektryczna).

Cienkie warstwy kompleksow wytworzono metoda Langmuir-Blodgett. Opisano
zachowanie si¢ monowarstw na granicy faz ciecz-gaz i zoptymalizowano metode wynoszenia
warstw na podtoze state. Uzyskane warstwy zobrazowano metoda mikroskopii sit atomowych
1 przeprowadzono ich analiz¢ metoda FFT. Wykazano, ze w zalezno$ci od warunkéw
wynoszenia, rodzaju DNA, surfaktantu i podtoza, metoda LB mozna wytworzy¢é monowarstwy

o roznych strukturach powierzchniowych.

Slowa kluczowe:

Kwas deoksyrybonukleinowy (DNA), surfaktanty kationowe, cienkie  warstwy
powierzchniowe, monowarstwa Langmuira, technika Langmuir-Blodgett (LB), Mikroskopia
Sit Atomowych (AFM)



ABSTRACT

In the framework of PhD thesis, eight DNA-cationic surfactant complexes were
prepared, based on four types of DNA (three linear, one plasmid) and three cationic surfactants
(cetyltrimethylammonium chloride, CTMA; benzyldimethyl-hexaammonium chloride, BAC;
hexadecylpyridinium chloride, HDP). The selected types of DNA differ in the distribution of
the DNA chain length (linear) or the spatial arrangement of the chains (plasmid). In turn,
surfactants are characterized by the same carbon chain length (16 carbon atoms) and differ in
their functional groups. The complexes were studied in two forms: as bulk samples (powder)

and thin layers.

The methods of infrared spectroscopy, X-ray diffraction and dielectric spectroscopy
were used to study bulk samples. The research confirmed the formation of complexes (infrared
spectroscopy), allowed to determine the unit cell parameters for selected complexes (X-ray
diffraction), and allowed to determine their electrical properties and to identify the relaxation

process occurring in the synthesized complexes (dielectric spectroscopy).

Thin layer of the complexes were created by using the Langmuir-Blodgett deposition
technique. The behavior of the monolayers at the liquid-gas interface was described and the
method of lifting the layer onto a solid substrate was optimized. The obtained thin layers were
imaged by atomic force microscopy and the image was analyzed by using the FFT method. It
has been shown that, depending on the lifting conditions, DNA type, structure of surfactant and
kind of substrate, the different surface structures of monolayer can be obtained.

Key words:

Deoxyribonucleic acid, DNA, surfactant, cationic surfactant, thin films, monolayers, Langmuir-

Blodgett, Atomic Force Microscopy
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WSTEP, MOTYWACJA | CEL PRACY
Biopolimery, takie jak kwas deoksyrybonukleinowy (DNA) od dtuzszego czasu sg

przedmiotem intensywnych badan. W ostatnich dziesi¢cioleciach znaleziono dla nich wiele
zastosowan poza naukami biologicznymi, najczesciej w formie kompleksow DNA-surfaktant
kationowy. Takie kompleksy charakteryzuja si¢ bardzo duzym potencjatem zastosowawczym
z mozliwoscig implementacji w réznych dziedzinach, od elektroniki organicznej [1] do
medycyny [2]. Zbudowane sg ze szkicletu, na ktory sktada sie pojedyncza lub podwodjna nié
DNA oraz surfaktantu przylaczajacego si¢, poprzez oddziatywania elektrostatyczne, do
ujemnie natadowanej reszty fosforanowej [3,4]. Ich struktura sprawia, ze sg doskonalymi
,kandydatami” do wykorzystania jako matryce dla barwnikoéw organicznych [5-7], warstw
blokujacych elektrony w urzadzeniach optoelektronicznych (diody BioLED lub ogniwa
fotowoltaiczne) [8,9] czy systemy dostarczania lekow [10,11]. Kompleksy DNA moga by¢
wykorzystywane takze jako rusztowania wykorzystujace ich unikalne wtasciwosci, takie jak
spontaniczna samoorganizacja [12,13].

Biofizyczne wlasciwosci objetosciowych roztworéw DNA sa dobrze przebadane
I Zznane, natomiast wcigz istnieje potrzeba badan wlasciwosci, obserwacji zjawisk i zachowan
probek objetosciowych i cienkich warstw kompleksow DNA. W przeciwienstwie do
naturalnego DNA, kompleks-surfaktant kationowy jest nierozpuszczalny w wodzie
a rozpuszczalny w alkoholach i cieczach niepolarnych, co utatwia znacznie pracg z takim
zwiazkiem (znacznie mniejszy wplyw wilgotnosci na jego wlasciwosei), @ w szczegolnosci
otrzymywanie cienkich warstw.

Kompleksy DNA — surfaktant kationowy czesto sa badane wlasnie jako cienkie warstwy
na r6znego rodzaju podtozach, zwykle wytwarzane metoda odwirowania (ang. spin-casting)
poprzez odparowanie alkoholowego rozpuszczalnika [8,14], a takze ultracienkie warstwy
otrzymane poprzez rozpylanie z wigzki molekularnej [15]. Warstwy tak otrzymane maja
statystyczng morfologie i grubo$¢, zalezng $cisle od warunkow wynoszenia. Zastosowanie
cienkich warstw w elektronice organicznej wymaga jednak bardziej precyzyjnej kontroli
morfologii i grubosci wytwarzanej cienkiej warstwy.

Przez lata badan kompleksow DNA-surfaktant wiele zwigzkow powierzchniowo
czynnych zostato przetestowanych. Jak wspomniano, taczenie surfaktantu z helisa DNA
zachodzi poprzez oddzialywania elektrostatyczne, zwykle w wyniku zmieszania wodnych
roztworow obu sktadnikoéw. Literatura wskazuje, ze dtugosé¢ tancucha weglowego surfaktantu
jest istotna dla utworzenia kompleksu. Zwigzki o dlugosci tancucha wigkszej od 16 atomow

wegla sg zwykle nierozpuszczalne w wodzie, co utrudnia proces syntezy kompleksu. Ponadto
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silne oddzialywania pomie¢dzy dlugimi fancuchami surfaktantow moga rozerwaé wigzania
wodorowe wystepujace w DNA. Z drugiej strony, zbyt krétki fancuch weglowy nie zapewni
odpowiednich wiasciwosci mechanicznych produktowi syntezy. Grupa funkcyjna (tzw. gtowa
surfaktantu) réwniez bedzie wptywata na proces syntezy kompleksu. Zaobserwowano, ze
dodatek pier$cienia aromatycznego moze mie¢ podobny wptyw na synteze kompleksu jak
wydtuzenie tancucha weglowego [16-19].

Celem niniejszej pracy doktorskiej jest okre$lenie wplywu rozktadu dlugosci
i konformacji DNA oraz struktury surfaktantu na wtasciwosci zsyntetyzowanego kompleksu.
W tym celu przygotowano cztery rodzaje DNA (trzy DNA liniowe i jedno DNA plazmidowe),
w oparciu o ktore utworzono kompleksy z jednym z trzech wybranych surfaktantow
kationowych: chlorku cetyltrimetyloamonowym (CTMA), chlorku benzyldimetyloheksa-
amonowym (BAC) lub chlorku heksadecylopirydynowego (HDP). Wybrane surfaktanty
charakteryzuja si¢ ta samg dlugoscia tancucha weglowego (16 atoméw wegla) a roznig si¢
jedynie grupa funkcyjna. Ogoétem przebadano osiem kompleksow.

Praca doktorska ma za zadanie weryfikacj¢ hipotezy: wlasciwosci kompleksu DNA-
surfaktant kationowy zaleiq zaréowno od rodzaju DNA, jak i struktury surfaktantu.
Motywacja podjecia tych badan byt brak, w wiekszosci przypadkow, informacji w literaturze
0 rodzaju DNA uzytego do syntezy kompleksu, a tym samym doniesienia o réznych jego
wlasciwos$ciach 1 brak mozliwo$ci poréwnania otrzymanych wynikow.

Praca sktada si¢ z trzech gltéwnych czgsci podzielonych na rozdziaty. W czesci
pierwszej, teoretycznej, przedstawiono skrocong histori¢ badan dotyczacych budowy,
podstawowych funkcji oraz struktury DNA, opis budowy tego biopolimeru, charakterystyke
zwigzkéw powierzchniowo czynnych a takze ogdlny opis wilasciwosci 1 zastosowan
komplekséw DNA-surfaktant. Drugg czg¢s¢, doswiadczalng, podzielono na 5 rozdziatow.
Rozdziat pierwszy opisuje techniki analityczne i pomiarowe zastosowane w pracy do okreslenia
wlasciwosci komplekséw. Rozdzial ten zawiera takze opis zestawow doswiadczalnych
wykorzystanych w ramach tej pracy, z uwzglednieniem geometrii pomiarow. W rozdziale
drugim przedstawiono metody takie jak: nanoszenie wirowe (spin-casting), rozciaganie
poziome (H-dipping), czy Langmuir-Blodgett (LB), ktore postuzyly do wytworzenia cienkich
warstw kompleksow DNA-surfaktant na podtozu statym. Metoda LB jest najobszerniej
opisana, poniewaz jest to podstawowa technika stosowana do wynoszenia cienkich warstw
w ramach niniejszej pracy. Material badawczy, jak rdwniez techniki wykorzystane do jego
przygotowania opisano w rozdziale trzecim czes$ci doswiadczalnej. Znajduje si¢ tu takze

uzasadnienie wyboru metod majacych na celu ograniczenie rozktadu dtugosci tancuchow DNA
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W probcee, a takze opis syntezy komplekséw. Rozdziaty czwarty i piaty poswigcone zostaty
opisowi 1 interpretacji otrzymanych wynikow badan kompleksow DNA-surfaktant w postaci
proszkow (rozdziat 4) oraz w formie cienkich warstw utworzonych na swobodnej powierzchni
wody i wyniesionych na podloze statle metodg Langmuir-Blodgett (rozdziat 5).

Prac¢ zamyka podsumowanie i wnioski ptynace z przeprowadzonych badan. Dotagczono
réwniez spis tabel i ilustracji. Na koncu pracy, w Dodatku, zamieszczono tekst o charakterze
popularnonaukowym dotyczacy historii badan DNA z kalendarium najwazniejszych wydarzen,

bedacy rozszerzeniem i uzupetnieniem informacji przedstawionych w zasadniczej czesci pracy.
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CZESC TEORETYCZNA

I. Historia badan DNA

Badania DNA sa nierozerwalnie zwigzane i motywowane gtownie przez nauke zwang
»genetyka” natomiast odkrywanie innych, potencjalnie uzytecznych wilasciwosci DNA
rozpoczeto sie dopiero w XXI wieku. Pierwsze naukowe, udokumentowane badania skupiajgce
si¢ na genetyce i DNA pojawity si¢ dopiero w potowie XIX w., kiedy w 1859 roku Karol
Darwin w swojej przetomowej pracy ,,O powstawaniu gatunkéw” [20], zaproponowat teori¢
ewolucji 1 selekcji naturalnej. Praca ta miata ogromny wplyw na dalsze losy nauki
0 dziedziczeniu, mimo ze autor nie zaproponowal W niej mechanizmu transmisji cech
dziedzicznych.

Histori¢ genetyki, zatem takze badan dotyczacych budowy i wilasciwosci DNA,
rozpoczgly prace mnicha Grzegorza Mendla [21-23], ktory udowodnit, ze dziedziczenie
podlega szeregowi praw, tzw. ,,Prawa Mendla”. Pierwsze DNA wyizolowat Friedrich Miescher
w 1869 roku, z jadra komorkowego (z fac. nucleus) uzyskanego z probki pobranej z wydzielin
ran pacjentow pobliskiego szpitala [24,25] | nazwal nukleing. Opracowal takze protokoty
izolacji nukleiny, okreslit zawarto$¢ reszty kwasu fosforowego (P20s) w spermie tososia na
22,5% (obecnie ta zawartos$¢ jest okreslona na 22,9%), potwierdzit kwasowy charakter zwigzku
(kwas wielozasadowy o masie atomowej 500 — 600 daltonéw) oraz zaproponowat mozliwe
wzory chemiczne, np. C22H32NeP2016 lub C29H49N9P3022 [26]. W 1889 roku Richard Altmann
[27,28] jako pierwszy rozdzielit nukleing na czg$¢ biatkowa (zawierajgcg protaming i histony)
I kwasowsg, ktorg nazwal kwasem nukleinowym [29]. Porownujac kwasy nukleinowe
pochodzace z réznych zrodet (drozdzy, nasienia tososia, grasicy czy zottka jaj), stwierdzit brak
réznic pomiedzy nimi, CO zapoczatkowato zmiang nazewnictwa: okreslenie nukleina zostato
zastgpione przez kwas nukleinowy. W latach 1885 — 1901 odkryto, ze kwasy nukleinowe (DNA
I RNA) sktadaja sie z pi¢ciu zasad azotowych: adeniny (A), cytozyny (C), guaniny (G), tyminy
(T, w DNA) i uracylu (U, w RNA) [30]. Schemat budowy zasad azotowych wystepujacych
w DNA zaproponowany w oryginalnej pracy przedstawiony jest na Rys. 1.

Z kolei Phoebus Levene odkryt sposob potaczenia trzech glownych sktadnikow
pojedynczego nukleotydu, a takze ryboze i deoksyryboze - czyli cukry wystepujace w DNA
I RNA, oraz zaproponowal model "polinukleotydu" [32] do opisania budowy kwasow
nukleinowych. Zgodnie z tym modelem, sktadaja si¢ one z grupy potaczonych ze soba
nukleotydow, z ktorych kazdy zbudowany jest z zasady azotowej, cukru i grupy fosforanowe;j.
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Rys. 1 Schemat budowy zasad azotowych, wyklad noblowski A. Kossela [31].

Na poczatku lat 50. XX wieku probowano rozwiktaé strukture¢ DNA. Ervin Schrodinger
twierdzit, Ze jest to pewnego rodzaju krysztal aperiodyczny [33], a Rosalind Franklin, ze DNA
ma gesto upakowang strukture helikalng zawierajacg 2, 3 lub 4 skrecone tancuchy kwasu
nukleinowego, z grupami fosforanowymi skierowanymi na zewnatrz [34]. Natomiast Ervin
Chargaff podat liczb¢ nukleotydow zawierajacych poszczegodlne zasady azotowe. Pokazano
takze, ze aby struktura DNA byla stabilna, adenina musi taczy¢ si¢ z tyming za pomocg dwodch
wigzan wodorowych, a guanina z cytozyng za pomocg trzech wigzan wodorowych [35,36]. Jako
poprawny i ostateczny uznano model DNA, przedstawiony w 1953 roku przez Francisa Cricka
oraz Jamesa Watsona [37], ktory opierat si¢ na wynikach badan rentgenowskich Rosalind
Franklin i Raymonda Goslinga. DNA okazato si¢ by¢ podwojng helisg skrecong w prawa
strong, 0 szkielecie zbudowanym z reszty fosforanowej i deoksyrybozy, taczacej si¢ z jedna
z zasad azotowych. Zasady azotowe skierowane sa do $rodka i dobieraja si¢ specyficznie
w pary A-T oraz C-G. Na jeden skret helisy proponowanej przez Watsona 1 Cricka przypadato
10 par zasad [37,38].

Wilasciwosci DNA s3 stale badane, a samo DNA mozna wykorzysta¢é na wiele
sposobow. W ciggu ostatnich dwoch dekad znalazto ono swoje zastosowanie takze
w nanotechnologii. DNA w konstrukcji nanourzadzen moze by¢ wykorzystane m.in. na jeden

z ponizszych sposobow:

e wytwarzanie sztucznych sieci z wykorzystaniem natywnego DNA,
e przylaczenie czasteczki DNA do powierzchni statej, taka immobilizacja na powierzchni

pozwala m.in. na konstrukcj¢ biosensorow;
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e formowanie czasteczek metalu lub potprzewodnika wzdtuz tancucha DNA np. poprzez
przylaczanie dodatnio natadowanego koloidu do ujemnie natadowanych reszt grup
fosforanowych.

DNA z uwagi na swoje wlasciwosci samoorganizacyjne moze takze tworzy¢ matryce
dla roznych czasteczek (np. péiprzewodnikoéw), ktére na jej podstawie tworza struktury dwu-
lub trojwymiarowe. DNA pozwala takze tworzy¢ uktady przestrzenne z wykorzystaniem
kropek kwantowych, nanodrutéow, a takze moze by¢ wykorzystywane do funkcjonalizowania
nanorurek. Najczgsciej jednak naturalne DNA wykorzystywane jest w dziedzinach zwigzanych
z biomedycyna, diagnostykg czy analizg biologiczng. Czasteczki DNA wchodzg w sktad
nanosensorow stuzacych gtownie do detekcji i analizy biomolekut, takich jak kwasy
nukleinowe, biatka, komorki czy jony metali.

Gloéwng przeszkoda, do szerokiego wykorzystania DNA, poza naukami biologicznymi
czy medycznymi, sg jego wlasciwosci hydrofilowe. DNA jest niezmierne podatne na wszelkie
zmiany wilgotnosci powietrza, co sprawia, ze prowadzenie badan jest utrudnione, a wyniki
zalezg od wilgotnosci otoczenia. W zwigzku z tym, poza naukami biologicznymi, DNA stosuje
si¢ w postaci kompleksow [39-41]. Pierwsze przestanki sugerujgce zainteresowanie badaniami
kompleksow DNA pojawity si¢ w literaturze w polowie lat 80. XX wieku. Od tamtej pory
zainteresowanie tg klasg zwigzkow stale rosnie ze wzgledu na ich wlasciwosci 1 potencjalne
mozliwosci wykorzystania w roznych dziedzinach, od optoelektroniki po biomedycyne.

DNA moze tworzy¢ zwigzki kompleksowe z szeregiem réznych substancji, jednak
najczgsciej sa to kompleksy DNA z surfaktantami kationowymi oraz lipidami, chociaz
potaczenie DNA z czasteczkami metali takze uznaje si¢ za kompleksy. Warto zwroci¢ uwage,
ze pomimo 1z kompleksy DNA powstajg na zasadzie oddzialywan elektrostatycznych bez
wytworzenia formalnego wigzania koordynacyjnego [42], to w literaturze takie
elektrostatyczne potagczenie DNA np. z surfaktantem kationowym czgsto okreslane jest mianem
kompleksu lub lipopleksu.

W poréownaniu do natywnego DNA utworzenie kompleksu zmienia jego wlasciwosci.
Zwiazki takie sg znacznie mniej czule na roznice wilgotnosci otoczenia, przez co poszerza si¢
ich potencjatl aplikacyjny. Kompleks jest tez bardziej stabilny niz czyste DNA. Kompleksy
DNA z surfaktantem kationowym sg nierozpuszczalne w wodzie, w zwigzku z tym znalazty
zastosowanie w wielu dziedzinach nauki, takze poza naukami biologicznymi. Najczesciej
badane s3 w postaci warstw lub jako ciekle krysztaly, zwykle w $rodowiskach o duzej
wilgotnosci. W obu tych formach zachowuja dobrze zdefiniowane struktury, sg stabilne

I stosunkowo tatwo mozna je przetwarzac. Przyktadowo, kompleksy DNA stosuje si¢ [40]:
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e w terapii genowej w formie liotropowych cieklych krysztalow;

e do kontrolowania zakresu temperaturowego  wystepowania  wlasciwosci
ciektokrystalicznych;

e do tworzenia hydrozeli i efektywnych systemow uwalniania substancji;

e do zmiany wilasciwosci elektrycznych cienkich warstw;

e do zmiany wlasciwosci optycznych i optoelektronicznych warstw;

e do konstrukcji urzadzen elektroniki molekularnej, np.: OLED.

Badania kompleksow DNA w ciggu ostatnich lat w duzej mierze skupiajg si¢ na
implementacji cienkiej warstwy kompleksu do urzadzen elektroniki molekularnej. Zbadano
migdzy innymi anizotropowe przewodnictwo odpowiednio przygotowanej cienkiej warstwy
kompleksu DNA-surfaktant, obserwujac znaczne réznice w przewodnictwie wzdtuz nici DNA
w zaleznoS$ci od ich orientacji wzgledem elektrod [43]. Stwierdzono, ze wlasciwosci optyczne
warstwy kompleksu DNA zalezg od wielu parametrow, m.in. typu surfaktantu, dtugosci DNA
czy ilosci wprowadzonego do kompleksu barwnika, otrzymujac np. dla kompleksu DNA-
CTMA duza transmisj¢ w zakresie bliskiej podczerwieni i $§wiatta widzialnego [44]. W innych
badaniach warstwy tego kompleksu okazaty si¢ by¢ stabilne w temperaturze do 200 °C
1 wykazywaly opor elektryczny w zakresie 10-105 G2, co sugeruje mozliwo$¢ wykorzystania
takich warstw jako falowody optyczne, czy elementy w nieliniowych modulatorach optycznych
[45]. Kompleksy DNA z surfaktantami stosuje si¢ takze w celu unikni¢cia zmniejSzenia
fluorescencji wraz ze wzrostem stezenia barwnika. Pelni on tam role matrycy oddzielajace;j
czasteczki barwnika, co pozwala na uzyskanie wysokiej fluorescencji przy wysokich st¢zeniach
barwnikow [44]. Na bazie kompleksow DNA-surfaktant powstal szereg urzadzen
optoelektronicznych. Dla przyktadu: skonstruowano diod¢ OLED, w ktorej warstwa kompleksu
DNA-CTMA pelni role warstwy blokujacej elektrony, znaczaco zwigkszajac jasnos¢ diod oraz
jej wydajno$¢ w poréwnaniu do tradycyjnej diody OLED [8]. Zbudowano takze urzadzenie
OLED z warstwa kompleksu DNA/polianilina/_Ru(bpy)s?®*, ktére moze zmienia¢ kolor
$wiecenia w zaleznosci od natezenia pola elektrycznego [46]. Raportuje si¢ takze
wykorzystanie warstw kompleksu DNA-CTMA w konstrukcji ogniw fotowoltaicznych
zastepujac nimi powszechnie uzywang warstwe PEDOT: PSS. Badania laboratoryjne wskazuja
na odpowiednie zachowanie takich ogniw, cho¢ wciaz potrzebuja one jeszcze dopracowania
[47].

Publikacje opisujace badania wtasciwosci cienkich warstw kompleksow DNA (grubos$ci

rzedu kilkudziesigciu — Kkilkuset nm) czgsto nie zawieraja informacji na temat rodzaju
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wykorzystanego DNA, rozktadu jego dtugosci, itp. W zwiazku z tym, w ramach niniejszej
pracy postanowiono zbada¢ wpltyw rozktadu dlugosci DNA wykorzystanego do syntezy
kompleksu 1 jego konformacji na wlasciwosci kompleksow utworzonych z trzema ré6znymi
surfaktantami. Badania prowadzono zaré6wno dla cienkich warstw wynoszonych na

powierzchnig stata, jak i dla probek objetosciowych.

Il.  Budowa DNA

Z chemicznego punku widzenia DNA nalezy do grupy wielkoczasteczkowych
zwigzkéw organicznych z grupy kwaséw nukleinowych, do ktorych, poza DNA (kwasem
deoksyrybonukleinowym), zalicza si¢ takze RNA (kwas rybonukleinowy). Kwas
deoksyrybonukleinowy jest liniowym, nierozgat¢zionym biopolimerem i, jako polimer, sktada
si¢ z monomerow. W skilad monomeru czasteczki DNA wchodzi cukier deoksyryboza
(2-deoksyryboza — nazwy uzywane sg wymiennie) 0 wzorze sumarycznym CsHi100s (wzor
strukturalny przedstawiono na Rys. 2 Wzor strukturalny deoksyrybozy.Rys. 2 [48,49], ktora
przez wegiel 5° laczy sie z reszta fosforanowa POs. Atom wegla C! z kolei tworzy wigzanie
N-glikozydowe z jedng z zasad azotowych, ktore sg pochodnymi puryny (adenina A, guanina
G) i pirymidyny (tymina T, cytozyna C). Wzory strukturalne zasad azotowych wchodzacych
w sktad DNA sg przedstawione na Rys. 3

HO—CH, OH

LN

CH
3 2
CH==CH,

OH

Rys. 2 Wzor strukturalny deoksyrybozy.
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Rys. 3 Wzory strukturalne zasad azotowych wystepujacych w DNA.

Szkielet DNA taczy si¢ wigzaniem 5°- 3° fosfodiestrowym, czyli poprzez resztg
fosforanowa usytuowang pomiedzy atomami wegla 5’ a 3> dwoch kolejnych czasteczek cukru
[50]. Ni¢ DNA ma okreslony kierunek, dlatego rozréznia si¢ dwa mozliwe konce: koniec
5’ oraz koniec 3°. Koncem 5’ nazywamy skrajny nukleotyd, przy ktorym wystepuje wolna
grupa fosforanowa przytaczona do wegla 5°. Z drugiej strony wystepuje koniec 3°, w ktorym
do grupy hydroksylowej potozonej przy atomie wegla 3’ nie przyltacza si¢ atom tlenu z kolejne;j
grupy fosforanowej. Grupy fosforanowe znajdujace si¢ na zewnatrz szkieletu cukrowego sg
naladowane negatywnie, CO sprawia, ze powierzchnia jest silnie hydrofilowa. DNA jest
rozpuszczalne jedynie w wodzie i buforach na bazie wody.

Najczeséciej spotykane jest DNA dwuniciowe (Rys. 4), oznaczane jako dsDNA,
(ang. double stranded DNA) jednak wystepuja takze inne jego formy: DNA jednoniciowe
(ssDNA, ang. single stranded DNA), DNA trdjniciowe i czteroniciowe. W przypadku dsDNA
nici tacza sie w sposob antyrownolegly. Oznacza to, ze koniec 5’ jednej nici lezy doktadnie
naprzeciwko konca 3’ drugiej nici komplementarnej (Rys. 4). Wigzania szkieletu DNA (cukier
— reszta fosforanowa) usytuowane sg po zewnetrznej stronie podwdjnej helisy, a do wnetrza
helisy skierowane sg zasady azotowe (RYys. 4), ktére migdzy sobg tacza si¢ za pomoca wigzan
wodorowych oraz oddziatywan hydrofobowych [51,52]. Wigzanie wodorowe powstaje zawsze
pomiedzy komplementarnymi parami zasad azotowych: adenina - tymina i cytozyna - guanina,
co pozwala na odtworzenie sekwencji jednej nici na podstawie sekwencji nici

komplementarnej.
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Rys. 4 Schemat budowy DNA.
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Wzajemne oddzialywanie nici DNA migdzy sobg i ich charakterystyczne zwinigcie
prowadzi do powstania dwoch rowkéw migdzy niémi: wigkszego 1 mniejszego

(Rys. 5) [53,54].

wiekszy
rowek ———,

P .

\

mniejszy
rowek

A\ Y,

Rys. 5 Schematyczne przedstawienie rowka wi¢kszego i mniejszego w podwojnej helisie DNA.

Podwojna helisa ma $rednio okoto 10,5 par zasad na jeden skret helisy, jednak zalezy
to od szeregu czynnikdw zewngtrznych, takich jak wilgotno$¢, pH, otoczenie chemiczne,
zawarto$¢ soli, sekwencja nukleotydow, obecno$¢ w Srodowisku zmodyfikowanych zasad
azotowych lub poliamidéw. Najczesciej wystepujacymi typami konformacji DNA sa A-DNA,
B-DNA oraz Z-DNA. Formy A-DNA oraz B-DNA s3 do siebie podobne, A-DNA powstaje w
momencie obnizonej wilgotnosci (dehydratacji) formy B-DNA. Obie sg prawoskretne. Z-DNA
natomiast jest czasteczka lewoskretng wystepujaca w srodowisku z duza zawartos$cia soli [55].
W Tabeli 1 przedstawiono charakterystyczne parametry podwojnej helisy DNA typu A i B.
Widocznym jest, ze forma A-DNA jest nieco szersza i krotsza od formy B-DNA.

Tabela 1 Charakterystyczne parametry budowy DNA typu B i A [51].

Parametr Forma A Forma B
Odleglo$¢ miedzy zasadami 0,23 nm 0,332 nm
Szerokos¢ helisy 2,55 nm 2,37 nm
Rotacja Prawoskretna Prawoskretna
Liczba par zasad na skret helisy 11 10,5

Skok helisy 2,53 nm 3,54 nm
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DNA moze takze wystepowac w formie matych kolistych molekut zwanych plazmidami
[56]. Czasteczki plazmidu sg zwykle mniejsze od czasteczek DNA chromosomalnego
(u cztowieka DNA chromosomalne ma dtugosé¢ od ok. 4700 kpz — ok. 250 Mpz [57]) i sktadaja
si¢ z 300 pz do 2400 kpz [58]. W wyniku pg¢kni¢cia jednej nici DNA powstaje forma kolista
0ocDNA (ang. open circle, Rys. 6 b), natomiast w przypadku przecigcia obu nici plazmidu
kolistego otrzymuje si¢ form¢ liniowa DNA. Przyczyna pekniecia (lub przecigcia) nici DNA
mogg by¢ czynniki chemiczne, fizyczne lub trawienie enzymatyczne. DNA plazmidowe
wystepuje takze w formie kowalencyjnie zamknigtego kota_(CccDNA, ang. covalently closed
circle), inaczej nazywane forma superskrecong [59]. Kazda z nici plazmidowego DNA jest
polaczona dwoma wigzaniami 5°- 3’ w forme¢ kolista, jednak w wyniku dodania lub usunigcia
skretow helisy (niezbednych do zamknigcia struktury) powstaje dodatkowe napigcie torsyjne,
ktore skutkuje zwinigciem czasteczki wokot siebie i upakowaniem jej w bardziej zwartg forme

superskrgcong (Rys. 6€).

(a) (b) (©)
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Rys. 6 Trzy mozliwe konformacje DNA plazmidowego (a) liniowe, (b) koliste, () superskrecone.

I1l.  Surfaktanty

Nazwa surfaktant pochodzi od angielskiego opisu wiasciwosci tych czasteczek (ang.
surface active agent [60]) czyli srodek powierzchniowo czynny. W literaturze pojawita sie
w 1950 roku jako zbiorcza nazwa dla zwigzkoéw chemicznych bedacych powierzchniowo
aktywnymi, np. srodki zwilzajace, emulgatory, detergenty czy srodki spieniajace [61]. Zgodnie
z obecnie obowigzujaca definicjg, surfaktant to substancja, ktora wystepujac w niewielkim
stezeniu, adsorbuje na powierzchni lub na granicy faz i zmniejsza w znacznym stopniu
swobodng energi¢ powierzchni lub granic fazowych. Surfaktanty cechuje charakterystyczna,

amfifilowa budowa. Posiadaja one grupy hydrofilowe i hydrofobowe (Rys. 7), co pozwala im
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adsorbowac na granicy dwoch faz np. cieczy i gazu ukladajac si¢ tak, aby hydrofilowa glowa
(wykazujaca powinowactwo do rozpuszczalnika polarnego) zanurzona byla w wodzie,
a hydrofobowy ogon (wykazujacy powinowactwo do rozpuszczalnika niepolarnego) byt poza

nig — wystawiony na dziatanie np. gazu.

hydrofilowa gtowa hydrofobowy ogon

Rys. 7 Schemat budowy czasteczki amfifilowe;j.

Duze stezenie surfaktantdéw moze prowadzi¢ do ich agregacji w roztworze. Tworza
wtedy struktury zwane micelami tak, aby eksponowane do cieczy byty jedynie hydrofilowe
fragmenty czasteczki. Surfaktanty moga takze taczy¢ si¢ w dwuwarstwy. Ostateczny wyglad
agregatow surfaktantow zalezy od stezenia surfaktantu w roztworze i struktury chemicznej

surfaktantu (rozmiaru czg$ci hydrofilowej 1 hydrofobowej).

IV. Kompleksy DNA — surfaktant

Kompleksy DNA moga wykazywaé wlasciwosci samoorganizacyjne lub przyjmowac
bardzo konkretne formy. Generalnie zbudowane sg ze szkieletu DNA i przytaczonych do niego
wigzaniem niekowalencyjnym lancuchow bocznych. Wigzanie chemiczne zachodzi pod
wplywem przyciggania elektrostatycznego DNA 1 czasteczki surfaktantu, wymaga zatem
obecnos$ci przeciwnie natadowanych jonow. DNA ma tadunek ujemny i do utworzenia
kompleksu potrzebuje surfaktantu kationowego. Powstanie kompleksu DNA z surfaktantem
anionowym wymaga zastosowania dodatkowej czgsteczki posredniczgcej. Proces tworzenia
kompleksow DNA-surfaktant kationowy zachodzi dla stosunkowo niewielkich stezen,
poniewaz dla wigkszych stezen dochodzi do niepozadanych agregacji lub tworzenia micelli,
ktére utrudniajg efektywne tworzenie si¢ kompleksu. Juz od niewielkich stezen kompleksu
mozna zaobserwowac¢ formy separacji fazowej, tworza si¢ zele, fazy cieklokrystaliczne czy

osady.
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Na rodzaj otrzymanego agregatu wplyw maja m.in. zasolenie, dlugos¢ tancucha

weglowego surfaktantu czy grupa funkcyjna glowy. Tworzenie kompleksu jest procesem

dwuetapowym:

Czasteczka surfaktantu wigze si¢ na zasadzie oddzialywan elektrostatycznych do wolnej
grupy fosforanowej DNA,

W wyniku silnych oddziatywan hydrofobowych miedzy tancuchami surfaktantu
fancuchy ustawiajg si¢ w odpowiednich pozycjach.

Z badan dotyczacych interakcji surfaktantow z DNA wynika, ze istnieje wiele

czynnikdw wplywajacych na szybko$¢ i efektywnos$¢ tworzenia kompleksow. Sposrod tych

czynnikoéw warto wymienic:

a)

b)

1)

2)

Dhugos¢ tancucha surfaktantu.

Surfaktant z dluzszym tancuchem weglowym prowadzi do otrzymania osadu
kompleksu przy nizszym stezeniu DNA, z kolei tancuchy surfaktantéw dtuzsze niz 16
— 18 atomoéw wegla mogg powodowac zniszczenie struktury DNA [16,3].

Charakter grupy funkcyjnej ,,glowy” surfaktantu.

Surfaktanty posiadajace ladunek ujemny lub nieposiadajace tadunku nie lacza sie
bezposrednio z DNA, do utworzenia kompleksu konieczne jest dodanie czasteczki
posredniczacej [17,62].

Hydrofobowo$¢ surfaktantu.

Zwigkszenie hydrofobowosci surfaktantu (np. poprzez dodanie pier§cienia
aromatycznego pomig¢dzy grupe ,,gtowy” 1 tancuch weglowy) ma podobny skutek jak
wydtuzenie tancucha weglowego surfaktantu [63,64].

Kompleksy DNA moga wystgpowa¢ w roznych formach:

Termotropowe ciekte krysztaly, ktore otrzymuje si¢ poprzez reakcje kompleksacji
kwasow nukleinowych z surfaktantem kationowym posiadajagcym dwa tancuchy
alifatyczne, a nastepnie dehydratacje produktu syntezy. Dla uzyskania zadanych
wlasciwosci ciektokrystalicznych krytyczne jest wykorzystanie DNA jednoniciowego.
Dtugosci DNA 1 tancuchow alifatycznych surfaktantow réwniez majg duzy wptyw na
wlasciwosci cieklego krysztatu, np. ze wzrostem dtugosci surfaktantu ros$nie lepkosé
zwiagzku.

Liotropowe ciekte krysztaly, ktore powstaja poprzez reakcje dwuniciowego DNA
z cieczami kationowymi, np. DOTAP (dioeleoyltrimethylammonium propane).
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roztworach wodnych

3) Struktury lamellarne, wielowarstwowe, powstajace Ww

kompleksow DNA, charakterystyczne dla liotropowych ciektych krysztatow.

Jak juz wspomniano, kompleksy DNA — surfaktant kationowy tworza si¢ na podstawie
oddziatywan elektrostatycznych pomigdzy atomem azotu posiadajacym tadunek dodatni

w czasteczce surfaktantu, a ujemnie natadowang grupg fosforanowag DNA. Mozliwy sposob

przytaczenia CTMA do DNA przedstawiono na Rys. 8.
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Rys. 8 Mozliwy sposob przylaczenia CTMA do szkieletu DNA przy zalozeniu wiazania surfaktantu do
kazdej reszty fosforanowej. Rzut z boku (a) i z géry (b).
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CZESC EKSPERYMENTALNA

1. Metody badawcze

W tej czesci przedstawiono metody badawcze zastosowane do badan prowadzonych
w ramach niniejszej pracy. Jako pierwsze opisano metody pozwalajagce na okreSlenie
parametréw otrzymanego materiatu, nastepnie metody badania zaréwno cienkich warstw jak
i probek objetosSciowych wytworzonych kompleksow DNA. Metody wykorzystane do

wytworzenia cienkich warstw przedstawiono w nastgpnym rozdziale.

1.1. Elektroforeza

Terminem ,.elektroforeza ” okresla si¢ zar6wno zjawisko elektrokinetyczne jak i metode
analityczng. Elektroforeza jest zjawiskiem elektrokinetycznym zachodzacym w zewnetrznym
polu elektrycznym, ktére polega na ruchu nieobojetnych elektrycznie czastek rozpuszczonych
lub zawieszonych w roztworze elektrolitu (buforze) pod wptywem przytozonego napigcia.
Metoda elektroforezy pozwala na rozdzial makroczasteczek ze wzglgdu na ich
charakterystyczne cechy, takie jak np. wielko$¢ i tadunek. Separacja moze by¢ prowadzona
bezposrednio w roztworze elektrolitu lub za posrednictwem no$nikéw elektroforetycznych
(np. bibuta, zele), ktore zwickszajg zwykle rozdzielczo$é podziatu. 1 tak, zele agarozowe lub
poliakrylamidowe o okreslonym stgzeniu, tworza przestrzennie usieciowane struktury
dziatajgce na zasadzie sita molekularnego. Zele poliakrylamidowe zwykle charakteryzuja si¢
gestszym upakowaniem i drobniejszymi porami, co pozwala na separacje mniejszych
peptydow, biatek czy kwasow nukleinowych. Z kolei struktura zeli agarozowych jest mniej
upakowana i bogata w wigksze pory co umozliwia separacje wigkszych czastek. Stopien
usieciowania zalezny jest od st¢zenia wykorzystanego zelu i wynosi od 0,4% do ok. 4% (zele
agarozowe) oraz do 20% (zele poliakrylamidowe) [65].

Metoda elektroforezy, stosowana do badania biatek, peptydow czy kwasow
nukleinowych, jest obecnie szeroko wykorzystywana m.in. w medycynie sagdowej, weterynarii,
kontroli jakosci zywnos$ci czy diagnostyce laboratoryjnej. Elektroforeza DNA [66] jako
technika analityczna pojawita si¢ juz ok. 1942 roku, a w latach 70. XX w. po raz pierwszy
techniki elektroforetyczne zostaly wykorzystane do okres§lenia wzglednej molarno$ci oraz

dlugosci fragmentow DNA.
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Na przebieg procesu elektroforezy wptywaja nastepujace czynniki:

» Sila jonowa — zalezna 0d oddzialywan migdzyjonowych i ich zachowania w polu
elektrycznym, zalezy od stezenia molowego, tadunku jonéw oraz ich liczby.

» Temperatura — utrzymanie stalej temperatury jest istotne dla wiasciwosci materiatu
badawczego (zbyt wysoka temperatura moze spowodowac denaturacj¢ bialek) oraz
powtarzalno$ci wynikow (cieplo moze powodowac nieregularnosci w usieciowaniu
nosnika).

» pH — w zalezno$ci od rodzaju przeprowadzanej elektroforezy gradient pH moze mieé
bardzo duzy wptyw na rozdzial materiatu.

W celu jak najbardziej precyzyjnego okreslenia dtugosci otrzymanych fragmentow
rozdzielanego materiatu stosuje si¢ drabinki kalibracyjne dostosowane do przewidywanej
dhugos$ci produktu rozdziatu. Drabinki kalibracyjne wykorzystywane podczas prowadzonych

badan, wraz z odpowiadajacymi im dlugos$ciami fragmentow DNA, przedstawiono na Rys. 9.
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Rys. 9 Drabinki kalibracyjne, drabinka 1kbp — zakres 500 pz— 10 000 pz (a); drabinka 10 bp — zakres 10 pz
—100 pz (b); drabinka 100 bp — zakres 100 pz — 1517 pz (c); drabinka maloczasteczkowa/25 bp — zakres 25
pz — 766 pz (d); drabinka 50 bp — zakres 50 pz — 1350 pz (e).
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1.2. Waga Langmuira

Monowarstwa Langmuira to nierozpuszczalna monomolekularna warstwa czasteczek
utworzonych przez zwiazki powierzchniowo czynne (surfaktanty) na granicy faz ciecz-gaz
[67-68]. Monowarstwy Langmuira, ze wzgledu na swoja struktur¢ mozna potraktowac jako
model biologicznej btony (stanowiacej potowe naturalnej dwuwarstwy) [69]. Podstawowym
urzadzeniem shuzacym do tworzenia cienkich warstw powierzchniowych na swobodnej
powierzchni cieczy oraz wynoszenia ich na powierzchni¢ ciala statego jest waga Langmuira
[70], ktorej glowng czes$¢ stanowi teflonowa wanienka (Rys. 10) wypetiona najczeSciej wodg
lub wodnym roztworem rozpuszczonej w niej soli. W $rodku wanienki znajduje si¢ studnia
umozliwiajgca transfer utworzonej monowarstwy na powierzchni¢ ciala statego (miki, krzemu,
szkta) [71], dodatkowo waga wyposazona jest w jedng lub dwie ruchome barierki wykonane
zazwyczaj z materiatu hydrofobowego tj. politetrafluoroetylenu (tzw. teflonu), rzadziej
z materiatu hydrofilowego tj. polioksymetylenu (tzw. delrinu). Ruchome barierki pozwalaja na
symetryczng kompresj¢ utworzonej na subfazie wodnej cienkiej monowarstwy, a zmiana
warto$ci ci$nienia powierzchniowego monowarstwy w trakcie jej kompresji monitorowana jest
metoda Wilhelmy’ego (ptytka Wilhelmy’ego wykonana najczesciej z bibuty filtracyjnej czy
platyny jest zanurzona w subfazie wodnej). Przy powierzchni ptytki wystepuje menisk wklesty,
a sity napigcia powierzchniowego wciagaja ptytke w glab cieczy. Cigzar cieczy wznoszacej si¢
ponad powierzchni¢ subfazy po plytce jest rtOwnowazony przez napigcie powierzchniowe.
Kazda zmiana napigcia powierzchniowego wywotana np. dodaniem czasteczek zwiazku
powierzchniowo czynnego, czy kompresja monowarstwy powoduje zmiany, ktoére

przetwarzane sa przez sensor na podstawie réznic w ci¢zarze ptytki.
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Rys. 10 Schemat budowy powierzchniowej wagi Langmuira. 1 - teflonowa wanienka, 2 - barierki
ograniczajace, 3 - studzienka, 4 - plytka Wilhelmy’ego, 5 - sensor ciSnienia powierzchniowego,
6 - urzadzenie zanurzajace z podlozem statym.
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W celu utworzenia monowarstwy Langmuira, na powierzchni¢ cieczy wypehiajacej
teflonowg wanienke, przy uzyciu mikrostrzykawki, nakrapiany jest roztwor zawierajacy
czasteczki amfifilowe rozpuszczone w lotnym rozpuszczalniku (np. chloroform czy benzen).
Po odparowaniu rozpuszczalnika i ustaleniu roéwnowagi termodynamicznej na swobodnej
powierzchni cieczy tworzy si¢ monowarstwa Langmuira, ktora nastgpnie si¢ kompresuje.
W trakcie kompresowania monowarstwy rejestrowany jest graficzny zapis zaleznosci ci$nienia
powierzchniowego od $redniej powierzchni zajmowanej przez czasteczk¢ w monowarstwie,
nazywany izotermg m-A. Analiza ksztaltu zarejestrowanej izotermy, dostarcza informacji
o stanie fizycznym badanej monowarstwy. Roznice, jakie wystgpuja pomiedzy tymi stanami,
sa wywotane zréznicowanym upakowaniem czasteczek oraz ich wzajemnym oddziatywaniem.
Na Rys. 11 przedstawiono izoterme¢ m-A wraz ze schematycznym ulozeniem czasteczek

monowarstwy na powierzchni cieczy.
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Rys. 11 Przykladowa izoterma z-A z zaznaczonymi charakterystycznymi stanami fizycznymi
monowarstwy. Rysunek wlasny na podstawie [72].

Maksymalna kompresja monowarstwy prowadzi do tzw. zatamania monowarstwy, czyli
momentu, w ktorym czasteczki przestajg tworzy¢ monomolekularng warstwe, a zaczynajg
tworzy¢ strukture trojwymiarowa. Ci$nienie powierzchniowe przy ktorym nastgpuje zatamanie

monowarstwy okresla si¢ jako cisnienie kolapsu (7coll).
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W celu okreslenia stanu fizycznego monowarstwy wyznacza si¢ wspoOlczynnik

Scisliwosci, ktory opisuje wzor (1):

on
-1_ _ (22 @)
Cs A (aA>T,p,n

gdzie: C5' — wspotczynnik $cisliwosci, A powierzchnia przypadajaca na czasteczke,
n — ciSnienie powierzchniowe. Przyblizone wartosci wspotczynnika $cisliwosci wraz

z odpowiadajgcymi im stanami warstwy monomolekularnej przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 2 Przyblizone wartosci wspétczynnikéw $cisliwosci dla stanow warstw monomolekularnych [73].

Stan btonki monomolekularnej Cs L [mN/m]
Stan gazowy 0-125
Stan cieczy rozprezonej (LE/L1) 12,5-50
Stan ciekty Stan posredni (LE-LC) 50-100
Stan cieczy skondensowanej (LC/L2) 100 - 250
Stan staty >250

Metoda pozwalajaca bada¢ morfologic monowarstwy jest opracowana w 1991 roku
mikroskopia kata Brewstera (BAM) [74], ktora pozwala na wizualizacj¢ i obserwacje zmian
zachodzacych w monowarstwie Langmuira w czasie rzeczywistym. Zasada dziatania
mikroskopu kata Brewstera opiera si¢ na zachowaniu $wiatla spolaryzowanego padajacego na
granice faz ciecz-gaz pod katem Brewstera (53°) [75,76]. Kat Brewstera jest tak dobrany, ze
w momencie padania na wode¢ promien swietlny ugina si¢ 1 nie nastepuje odbicie. W przypadku,
kiedy promien pada na monowarstwe nastepuje odbicie, ktore rejestrowane jest przez detektor
| zapisywane w postaci tzw. obrazow BAM komputera. Analiza obrazéw BAM pozwala na
[77]:

e optymalizacje parametréw wynoszenia monowarstwy na powierzchnie ciata statego,

e Dbadanie organizacji i wzajemnego oddzialywania czasteczek w  warstwie
powierzchniowej,

e Okreslenie, W przyblizeniu, morfologii oraz grubosci utworzonej warstwy

powierzchniowej.

W ramach niniejszej pracy, izotermy (n—A) zostaly zarejestrowane na wadze Langmuira
firmy NIMA z dwoma barierkami ograniczajacymi, o tacznej powierzchni 503 cm?. Ci$nienie

powierzchniowe zmierzono z doktadnos$cig do 0,1 mN/m wykorzystujac ptytke Wilhelmy’ego
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wykonang z bibuly chromatograficznej (Whatman). Kompleksy DNA-surfaktant przed
nakropieniem na wage rozpuszczono w etanolu, do ktdorego w pdzniejszym etapie dodano
chloroform uzyskujac stosunek objetosciowy 1:4. Roztwor nanoszono na powierzchni¢ subfazy
po kropli wykorzystujac strzykawke Hamilton o pojemnosci 250 ul, po czym warstwa osiggata
rownowage przez 5 minut przed rozpoczeciem kompresji. Zmiany wygladu monowarstwy
podczas kompresji rejestrowano za pomoca mikroskopu kata Brewstera tzw. BAM (Accurion
GmbH, Niemcy), wyposazonego W 50 mW laser emitujacy $wiatlo p-spolaryzowane o dtugosci
fali 658 nm. Mikroskop znajdowat si¢ nad waga Langmuira KSV NIMA z dwoma barierkami
ograniczajacymi o catkowitej powierzchni 841 cm?. Przyktadowg izoterme zarejestrowang dla
kompleksu DNA-CTMA wraz z obrazem BAM przedstawiono na Rys. 12. W oparciu
0 izotermy (n—A) mozna byto okresli¢ réznice w utozeniu czasteczek budujacych monowarstwe

oraz wyznaczy¢ cisnienia powierzchniowe do transferu monowarstwy na powierzchnig stata.

20

10 -

Cisnienie powierzchniowe [mN/m]

dsDNA(krétkie)-BAC

10k 20k 30k
Powierzchnia na molekute [A2/molekute]

Rys. 12 Przykladowa izoterma wraz z obrazem BAM dla kompleksu DNA-CTMA.

1.3. Mikroskopia sif atomowych

Mikroskopia sit atomowych (AFM, ang. Atomic Force Microscopy) opracowana
zostata w 1986 roku i jest jedng z wielu form mikroskopii wykorzystujacych sonde skanujaca.
Pozwala na uzyskanie obrazéw powierzchni z bardzo dobra zdolno$cia rozdzielcza, rzgdu
pojedynczych atomow. Ogolna zasada dziatania mikroskopow z sondg skanujaca polega na

przemiataniu ostrza nad powierzchnig probki. W metodzie AFM ostrze znajduje si¢ na koncu
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dzwigni nazywanej takze belka (ang. cantilever), ktora ugina si¢ pod wplywem sit
wystepujacych pomigdzy atomami ostrza a atomami badanej powierzchni [78].
Wyroéznia si¢ trzy gtowne tryby pracy mikroskopu AFM:
¢ kontaktowy (ang. contact mode),
e przerywanego kontaktu (ang. tapping mode),

e bezkontaktowy (ang. non-contact mode).

N

Sita

T
| 3
5 rezim sit odpychajgcych
B
2

brak ugiecia

rezim sit przyciggajgcych

>

Odlegto$¢ miedzy probka a igtg

Rys. 13 Zakresy sil w badaniach AFM. Rysunek wlasny na podstawie [77].

Glownym czynnikiem roznicujacym te tryby pracy sg sily wystepujace pomigdzy
ostrzem a badang powierzchnig (Rys. 13). W przypadku trybu kontaktowego wystepujg silne
oddziatywania odpychajace, a ostrze jest w staltym kontakcie z podtozem lub porusza si¢
w statej odleglo$ci (mniej niz 1A) od niego. Tryb bezkontaktowy wykorzystuje stabe
oddzialywania przyciaggajace, a ostrze przez caly czas trwania pomiaru wprowadzone jest
w drgania, ktdre zmieniajg si¢ pod wplywem oddzialywan z powierzchnia. W trybie
przerywanego kontaktu wystepuja silne oddziatywania odpychajace, ale w przeciwienstwie do
trybu kontaktowego igla skanujgca wprawiona jest w cigglte drgania. Pomiary metoda
mikroskopii sil atomowych wykonano w trybie bezkontaktowym w temperaturze pokojowe;j
przy pomocy mikroskopu Agilent 5500 AFM Microscope. Dla kazdej warstwy zebrano kilka
obrazéw, z losowo wybranych miejsc na probce. Przyktadowy obraz zarejestrowany dla
kompleksu pDNA-CTMA przedstawiono na Rys. 14. Obrazy AFM topografii powierzchni
pozwolity na zaobserwowanie, w jaki sposob kompleksy DNA uktadajg si¢ na powierzchni

ciata stalego oraz na identyfikacj¢ roznic w wygladzie monowarstwy w zaleznosci od
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warunkow pomiarowych. Pozwolily takze na okreslenie stopnia pokrycia (SCR, ang. Surface
Coverage Ratio) obrazu przez kompleks DNA-surfaktant, wyznaczajac stosunek powierzchni
obrazu zajety przez struktury powierzchniowe do calej powierzchni probki. W tym celu

zastosowano program ImageJ.
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Rys. 14 Przykladowy obraz AFM uzyskany dla kompleksu pDNA-CTMA.
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1.4. Chromatografia jonowymienna

Doniesienia 0 wykorzystywaniu chromatografii jonowymiennej pochodza juz z 1850
roku, kiedy Thompson badat adsorpcje jonéw amonowych do gleby [79]. Od 1956 roku
technike te przystosowano przede wszystkim do rozdzielania biatek [79], a obecna postac
chromatografii zostata opracowana w drugiej potowie lat 70. XX wieku jako chromatografia
anionowa (1979 r.) i chromatografia kationowa (1980 r.) [80]. Chromatografia jonowymienna
jest wazng technika analityczng wykorzystywang do rozdzielania i oznaczania zwigzkow
jonowych. Odgrywa istota role w rozdzielaniu peptydoéw, biatek, kwasow nukleinowych
i pokrewnych biopolimerow, gdzie Separacja opiera si¢ na tworzeniu wigzan jonowych
pomiedzy natadowanymi molekutami a ztozem o przeciwnym tadunku [81]. Obejmuje ona faze
stacjonarng i ruchomg. Faza stacjonarna tzw. jonit jest matrycg umozliwiajagcg wymiang jonow
z otoczeniem, ktora sktada si¢ z nieruchomego i nierozpuszczalnego rusztowania o pewnym
tadunku elektrycznym, do ktérego dotaczony jest jon zobojetniajacy calos¢. Jony te moga, na

drodze dysocjacji, odrywaé si¢ od rusztowania i by¢ zastepowane jonami analizowanej
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substancji. Warunkiem wymiany jest zachowanie rownowagi tadunku [82]. Natomiast faza
ruchoma to wodny roztwor buforu z rozpuszczong mieszaning do rozdzielenia. Jony, bedace
W Stanie rownowagi miedzy fazg ruchomg a stacjonarng, nazywamy przeciwjonami. Wymienne
przeciwjony matrycy mogg obejmowac protony (H*), grupy wodorotlenowe (OH"), pojedynczo
i podwojnie natadowane jony (Na*, K*, CI- Ca?*, Mg?") i wieloatomowe jony nieorganiczne
(SO4%*, POs*), zasady organiczne i kwasy (NR;H*, COQ"). Separacja oparta jest na wigzaniu
analitow (roztworu, ktorego rozdziatl jest prowadzony) z odpowiednio naktadowymi grupami
w fazie stacjonarnej. Jony rozdzielanej substancji i jony eluentu (roztworu stuzgcego do
ptukania kolumny) konkurujg o wigzanie si¢ z przeciwnie natadowanymi grupami na
powierzchni fazy stacjonarnej. Adsorpcja analitu do fazy stacjonarnej i jego desorpcja,
wymuszona przez jony eluentu, powtarza si¢ na catej dtugosci kolumny i umozliwia separacje
w wyniku wymiany jonowe;j.

Chromatografia jonowymienna wykorzystana zostata do redukcji rozktadu dlugosci
tancuchéw DNA w probcee. Rozdzial prowadzono na urzadzeniu do chromatografii cieczowe;j
AKTA Purifier 10 zaopatrzonym w anionowymienng kolumne chromatograficzng MonoQ
HR10/10 (Amersham Pharmacia Biotech, Sweden). 50 ml roztworu DNA o st¢zeniu 5 mg/ml
zostalo natozone na kolumng. Separacje prowadzono z predkoscig przeptywu 2,5 ml/min

roztworem NaCl o stezeniu gradientowym wzrastajagcym do 1M.

1.5. Spektroskopia w podczerwieni

Spektroskopia w podczerwieni (FTIR, ang. Fourier — Transform Infrared Spectroscopy)
[83] jest technikg pozwalajaca na uzyskanie widma emisji lub absorpcji badanego ciata.
Technika ta wykorzystuje fakt, ze zdecydowana wigkszo$¢ molekul absorbuje S$wiatto
w zakresie podczerwieni i przeksztalca je na wibracje. Absorpcja ta jest charakterystyczna dla
poszczegdlnych wigzan i pozwala stworzy¢ ,,odcisk palca” molekuly. Spektrometr FTIR
pozwala na rejestracje danych w calym zakresie spektralnym (zwykle miedzy 4000-600 cm™)
a jako rezultat badan otrzymuje si¢ interferogram, ktory w wyniku transformaty Fouriera
przeksztalcany jest na tzw. widmo FT-IR. Gléwnymi zaletami tej techniki jest szybko$§¢
zbierania danych, lepszy stosunek sygnatu do szumu oraz lepsza doktadno$¢ w poréwnaniu do
spektroskopii IR [84].

Widma spektroskopii absorpcyjnej w srodkowej podczerwieni rejestrowano w zakresie
400-4000 cm™ z rozdzielczoscia 2 cm™, w temperaturze pokojowej z wykorzystaniem aparatu

Bruker VERTEX 70v. Przyktadowe widmo FTIR zarejestrowane dla czystego surfaktantu
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CTMA przedstawia Rys. 15. Probki przygotowano w formie pastylek wymieszanych z KBr.
Zastosowanie tej metody pozwolito na potwierdzenie utworzenia kompleksow

1 zaobserwowanie przesunigcia charakterystycznych drgan pochodzacych od sktadnikow

reakcji.

— CTMA

Absorbancja

T T T T T T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Liczba falowa [1/cm]

Rys. 15 Przykladowe widmo FT-IR dla prébki proszkowej surfaktantu CTMA.

1.6. Spektroskopia dielektryczna

Spektroskopia dielektryczna jest metoda pozwalajaca na badanie wihasciwosci
elektrycznych 1 procesow relaksacyjnych roznych grup materialbw w szerokim zakresie
czestotliwosci przytozonego pola elektrycznego o matej amplitudzie. Umozliwia zatem
okreslenie odziatywan przylozonego zewnetrznego pola elektrycznego z momentami
dipolowymi badanej probki [85]. Wynikiem zastosowania tej metody jest otrzymanie widma
dielektrycznego, czyli zaleznosci od czestosci dyspersji €' (f)i absorpcji " (f) dielektrycznej,

ktore zwigzane sg wzorami (2-4):

e =g —ig" (2)
C!

Sl(f) — pC(f) (3)

0 (4)

e"(f) = ' (Htgd (f)
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gdzie C,, jest rzeczywista czescig pojemnosci kondensatora wypelnionego badang substancja,
a tgd wspolczynnikiem strat dielektrycznych. W oparciu o te warto$ci mozna wyznaczy¢

rzeczywista Z'(f) i urojona Z"'(f) sktadowa impedancji:

Zzr=7'+iz7"
, 1 e'(f) ()
7 =
D mwG oy + oy ©

2nfC, (gr(f))z n (gu(f))z

oraz rzeczywistg o’'(f) iurojong o’'(f) czg¢$¢ przewodnictwa :

o*=0"+io" ®)
o'(f) = 2nfege” (f) = opc + oac(f) 9)
o' (f) = 2nfeee’ (f) (10)

We wzorach (2-10) zastosowano oznaczenia: i — jednostka urojona, f — czestotliwo$¢,
Co — pojemnos$¢ pustego kondensora, €, — przenikalno$¢ dielektryczna prozni, opc, oac —

przewodnictwo stato-/zmiennopradowe.

Rys. 16 Elektrody okragle wykorzystane do wykonania pomiarow dielektrycznych.

Pomiary dielektryczne prowadzone byly na spektrometrze dielektrycznym Turnkey
Impedance Spectrometer Concept 81 (Novocontrol Technologies) w zakresie czgstotliwosci od
0,5 Hz do 3 MHz przy napieciu mierzacym 1V, w temperaturze 25 °C + 0,5 °C. Probki
kompleksow i surfaktantow przygotowano w formie pastylek o $rednicy 9,6 mm (Rys. 16),
ktorych grubo$¢ okreslono $rubg mikrometryczng (Tabela 3). Z powodu do$¢ duzych
i twardych agregatow dla probki dSDNA(krétkie)-HDP nie udato si¢ uzyskac cienszej pastylki.

Z uwagi na silne wlasciwosci hydrofilowe czystego DNA nie przeprowadzono badan dla DNA
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przed utworzeniem kompleksu. Wyniki badan silnie zalezaly od uwodnienia materiatu (ktore

zmieniato si¢ w trakcie pomiaru).

Tabela 3 Grubos¢ pastylek zastosowanych w pomiarach dielektrycznych.

Probka Grubo$¢ [mm]
BAC 0,27(1)
CTMA 0,25(1)
HDP 0,21(1)
dsDNA (krotkie)-CTMA 0,22(1)
dsDNA(dlugie)-CTMA 0,26(1)
dsDNA(chrom)-CTMA 0,50(1)
pDNA-CTMA 0,35(1)
dsDNA (krotkie)-BAC 0,24(1)
dsDNA (krotkie)-HDP 0,89(1)
pDNA-BAC 0,30(1)
pDNA-HDP 0,35(1)

Przyktadowe widmo dielektryczne (krzywe absorpcji i dyspersji dielektrycznej) jest

przedstawione na Rys. 17a, natomiast te same dane w reprezentacji impedancji na Rys. 17b.

Przedstawienie krzywych w

reprezentacji

impedancji

daje mozliwo$¢ obserwacji

niskoczgstosciowych procesow, ktore uwidaczniajg sie¢ w tej reprezentacji [86]. Metode

zastosowano w celu obserwacji i opisu wlasciwos$ci dielektrycznych badanych kompleksow.

(a)
] A I L IRk I I I B B
10t \,\ - pDNA-CTMA E
“w

Rk DL IR B B LG AL IR IR IR
102 3 T "{L' RRRLLL BELELRLLL BELELRLLLL BELELRLLLL BELELR LY BELELRLLL BELELELLLL B ""'E
T 10°4 .
1 -, -
1072 ] RRAALL BELELRLLLL BELELA AL BELELLLLLL B AL BELELRLLLL IR AL B LA B

10t 10t 10° 10° 107

Czestotliwosc¢ [Hz]

(b)

pDNA-CTMA

hRkkk IR ALY B B B
10! 10°
Czestotliwosc¢ [Hz]

10°

Rys. 17 Przykladowe widmo dielektryczne (absorpcja i dyspersja dielektryczna) (a) oraz te same dane w
reprezentacji impedancji (b) dla kompleksu pDNA-CTMA.
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1.7. Dyfrakcja rentgenowska

Metoda dyfrakcji rentgenowskiej (XRD) wykorzystuje rozpraszanie elastyczne
promieniowania X (o dhugosci rzedu 10° m). Z uwagi na fakt, ze odlegto$ci pomigdzy atomami
w ciele stalym sa wilasnie tego rzedu metoda dyfrakcji rentgenowskiej moze zostaé
wykorzystana do okreslania tych odlegtosci. Gtownymi zrodtami tego rodzaju promieniowania
sa lampy rentgenowskie i synchrotrony. Dyfrakcj¢ rentgenowska teoretycznie wyjasnit Max
von Laue [87], a eksperymentalnie potwierdzit ja w 1912 roku Walter Friedrich i Paul
Knippling. Okreslono, ze promieniowanie rentgenowskie oddziatuje z elektronami
w materiatach, powodujac, ze emituja one promieniowanie o czestotliwosci roéwnej
czestotliwosci promieniowania padajacego. Opierajac si¢ na pracach Lauego, William Henry
Bragg i Wiliam Lawrence Bragg okreslili, ze do interferencyjnego wzmocnienia promieni
odbitych od réwnoleglych ptaszczyzn sieciowych moze dochodzi¢ jedynie, gdy roéznica drog
promieni odbitych jest rowna catkowitej wielokrotnosci dtugosci padajacej fali. Parametr ten
nazywamy rzedem odbicia [88]. Do okreslenia charakterystycznych odleglosci migdzy

plaszczyznami sieciowymi wykorzystuje si¢ rownanie Bragga (11):

nAd = 2dsin6 (11)

gdzie: d — odlegto$¢ miedzyplaszczyznowa, 6— kat rozbtysku, n — rzad odbicia, A — dtugos¢ fali.

W dyfraktometrii proszkowej stosuje si¢ dwa typy geometrii pomiarowej: Debye’a-
Scherrera i Bragga-Brentano. W geometrii Debye’a-Scherrera, nazywanej takze geometrig
transmisyjng, probka umieszczona jest w kapilarze obracajacej si¢ wokol wilasnej osi.
Geometria Bragga-Brentano jest z kolei geometria odbiciowa, w ktorej ptaska probka
umieszczona jest w kuwecie pomiarowej, ktora rowniez moze rotowac. Pomiary w geometrii
Debye’a-Scherrera wymagaja mniej materiatu badawczego, z uwagi jednak na fakt, ze niektore
substancje bardzo trudno wprowadzi¢ do kapilary, nie zawsze mozna ja wykorzystac. W
wyniku  pomiaru  otrzymuje  si¢  dyfraktogram  proszkowy  (rentgenogram),

w ktorym ksztalt i potozenie maksiméw zalezy od wlasciwos$ci badanego materiatu [89].
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Rys. 18 Przykladowy dyfraktogram rentgenowski kompleksu DNA-CTMA.

Badania strukturalne metoda dyfrakcji rentgenowskiej w ramach niniejszej pracy
wykonano dla probek kompleksow DNA-surfaktant umieszczonych w kapilarach ze szkta
borokrzemowego o $rednicy 0,5 mm. Pomiary przeprowadzono na spektrometrze Empyrean 2
(PANalytical) w zakresie 20 = 2-40° z wykorzystaniem promieniowania CuKa (A = 0,154 nm),
w temperaturze pokojowej. Przyktadowy dyfraktogram zarejestrowany dla kompleksu
dsDNA(chrom)-CTMA przedstawiono na Rys. 18. Czarna linia to zarejestrowany
dyfraktogram, a czerwony dyfraktogram otrzymano po usuni¢ciu tta pochodzacego od kapilary.
Z kolei badania czystych surfaktantow w formie plaskich probek na szkietkach
przeprowadzono w zakresie katowym 26 = 2-40° w geometrii Bragga-Brentano, na tym samym
urzadzeniu. Badania niskokgtowe (SAXS, ang. Small-Angle X-ray Scattering) wykonano
w zakresie 20 = 0,4-6,8° na dyfraktometrze Nanostar (Bruker) z wykorzystaniem
promieniowania CuKo (A = 0,154 nm) na Wydziale Chemii Uniwersytetu Warszawskiego,
dzigki uprzejmo$ci Profesora Damiana Pociechy. Metoda dyfrakcji XRD pozwolila na

okreslenie parametrow komorki elementarnej.
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1.8. Kqgt zwilZania

Zwilzalno$¢ powierzchni, czyli jej wlasciwo$¢ w oddzialywaniu z cieczami, jest
waznym parametrem, istotnym z punktu widzenia zastosowan tej powierzchni. Najwigkszy
wplyw na ten parametr ma swobodna energia powierzchniowa (SFE, ang. Surface Free
Energy), ktora mozna wyznaczyé w oparciu o pomiary kata zwilzania. Katem zwilzania
0 nazywa si¢ kat utworzony przez powierzchni¢ ptaska ciata statego z ptaszczyzng styczng do
powierzchni cieczy graniczacej z tg powierzchnig (Rys. 19). Ciata stale charakteryzuja si¢
okres$long zwilzalno$cig, o $cisle okreslonych zakresach katow zwilzania (Tabela 4). Materiaty
nie zwilzalne przez wodg, materiaty hydrofobowe, to materiaty, dla ktérych kropla wody
tworzy z powierzchnig kat wigkszy niz 90° i mniejszy niz 180°, natomiast dla materiatow

dobrze zwilzanych przez wode, hydrofilowych, kat ten jest mniejszy niz 90° [90].

Tabela 4 Zakresy katéw zwilzania dla poszczegélnych kategorii powierzchni.

Zakres katow zwilzania Zwilzalno$¢ powierzchni
0°-90° Ciecz dobrze zwilza powierzchnie
90°-180° Ciesz zle zwilza powierzchni¢
> 180° Catkowity brak zwilzalnosci

Zgodnie z definicja, swobodna energia powierzchniowa y jest liczbowo rowna pracy
potrzebnej do utworzenia nowej powierzchni podczas rozdziatu dwoch faz, ktore wczesniej
znajdowaty si¢ w stanie rownowagi [91] i jest odpowiednikiem napigcia powierzchniowego
wystepujacego w cieczach, jednostkg jest [MN/m]. W obliczeniach swobodnej energii
powierzchniowe] wykorzystywana jest koncepcja podzielenia tej energii na skladowe przy
zatozeniu, ze swobodna energia powierzchniowa jest sumg energii wynikajacych z réznych
oddziatywan oraz zalezy od wiasciwos$ci badanej powierzchni i wybranej cieczy pomiarowe;.
Fowkes zaktadat, ze wsrod tych sktadowych mozna wyr6zni¢ sktadowe dyspersyjne, polarne,
wodorowe, indukcyjne lub kwasowo zasadowe [92]. Obecnie istnieje wiele modeli
teoretycznych pozwalajacych obliczy¢ energie powierzchniowa z pomiaréw kata zwilzania.

Najwazniejsze z nich zaprezentowano w Tabeli 5.
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Rys. 19 Schemat okres§lania kata zwilzania 6, ys. - napiecie miedzyfazowe miedzy cialem stalym a ciecza, yLv
— napiecie powierzchniowe cieczy, ysv — napiecie powierzchniowe powierzchni (swobodna energia
powierzchniowa). Rysunek wlasny na podstawie [93].

Tabela 5 Modele teoretyczne obliczania energii powierzchniowej wraz z ich zastosowaniem.

Model Ilo$¢ cieczy pomiarowych Zastosowanie

Owen-Wendt [OW] 2: dyspersyjna i polarna Pollr_nery, a!umlnlum, warstwy
powierzchniowe

Polimery, roztwory organiczne,
pigmenty organiczne

Uktady biologiczne, biopolimery,
biatka, leki

Powierzchnie o duzej energii
powierzchniowej np. Metale

Dla bardzo ogblnego przyblizenia
Eqgs 1 energii na powierzchniach o
charakterze niepolarnym

Wu 2; dyspersyjna i polarna

Kwasowo — zasadowa 3; dyspersyjna i 2 polarne

Schultz 2; dyspersyjna i polarna

) Teoretycznie 2, ale powinno sig¢
Zisman zastosowac wiecej cieczy z
danego szeregu

Niskoenergetyczne, powierzchnie o
charakterze niepolarnym

W ramach niniejszej pracy statyczne pomiary kata zwilzania wykonano w temperaturze
pokojowej z wykorzystaniem urzadzania Krus EasyDrop (DSA15). Katy byly sredniowane po
10 pomiarach wykonanych w r6znych miejscach warstwy. Pomiary kata zwilZania prowadzono
w celu wyznaczenia swobodnej energii powierzchniowej badanych warstw oraz poréwnania jej

ze swobodng energig powierzchniowg czystych podlozy statych.
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2. Metody wynoszenia cienkich warstw

Wiasciwosci materiatow silnie zalezg od ich gruboSci — nanomateriaty (np.
nanowarstwy, nanoczastki) réznig si¢ wlasciwosciami od swoich odpowiednikow
objetosciowych (ang. bulk materials). Celem wytwarzania cienkich warstw jest m.in. poprawa
wydajnosci, dodatkowa funkcjonalnos¢, wicksza efektywnos$¢ 1 otrzymanie wlasciwosci
niemozliwych do osiggnigcia w materiale obj¢tosciowym. Istnieje wiele technik pozwalajacych
na otrzymywanie cienkich warstw materiatow. Inzynieria powierzchni, zajmujgca si¢
wytwarzaniem cienkich warstw, skupia si¢ na technikach pozwalajacych na modyfikowanie
wlasciwosci powierzchni tak, aby spelnialy one okre$lone zadania. Znaczna czg¢$¢ metod
pozwalajacych na wytwarzanie cienkich warstw jest szeroko stosowana w przemysle, znajdujac
zastosowanie m.in. w biomedycynie, energetyce, itd.

Cienka warstwa (ang. thin-film) to warstwa materialu o grubosci ponizej 1 um,
naniesiona na dwuwymiarowe podtoze (tzw. podktad lub substrat). Warstwy grubsze niz 1 pm
nazywane sg pokryciami (ang. coatings) lub grubymi warstwami (ang. thick-films). Cienkie
warstwy umozliwiajg miedzy innymi:

v Formowanie nanostruktur lub nanokompozytéw na powierzchni,
v" Polepszenie wlasciwosci istniejgcych produktow,

v" Wytworzenie nowych mozliwo$ci technicznych,

v Zmniejszenie zuzycia materiatu (przestanki ekologiczne).

Proces formowania si¢ cienkiej warstwy jest procesem nierdwnowagowym, w zwigzku
z tym nie jest przedstawiany na diagramach fazowych. Metoda depozycji cienkiej warstwy
determinuje jej ostateczne wiasciwosci, takie jak morfologia powierzchni, mikrostruktura,
wiasciwosci elektryczne, wlasciwosci optyczne czy biokompatybilnos¢. Powszechnie uzywang
w badaniach naukowych jest metoda nanoszenia wirowego, a metody pokrewne sg stosowane
w przemysle. Ponizej przedstawiono metody nanoszenia cienkich warstw, ktore zastosowano
w ramach niniejszej pracy.

Do przygotowania wszystkich warstw wykorzystano roztwory kompleksow DNA
o stezeniu 0,4 mg/ml rozpuszczone w mieszaninie rozpuszczalnikow etanol-chloroform
w stosunku objetosciowym 1:4. Kompleks po odwazeniu rozpuszczano w etanolu,

a nastepnie dodawano chloroformu, aby przyspieszy¢ parowanie.
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2.1. Metoda nanoszenia wirowego

Metoda nanoszenia wirowego (ang. spin-casting, spin-coating) jest jedng z najbardziej
rozpowszechnionych metod wytwarzania cienkich warstw, wykorzystywang w preparatyce
cienkich i utlracienkich warstw (najczesciej polimerowych). Metoda ta polega na gwaltownym
odparowaniu rozpuszczalnika z mieszaniny nakropionej na podtoze state wprawione w staty,
szybki ruch obrotowy [94]. Pomimo bardzo duzej popularno$ci metody, brakuje nadal
doktadnej i jednolitej teorii ttumaczacej procesy fizyczne zachodzace podczas stosowania tej
metody. Jedna z najpopularniejszych teorii dzieli proces nanoszenia warstwy na trzy etapy:
Zrzucenie wiekszosci roztworu z podkiadu, rozcigganie radialne pozostatej czgsci materiatu,
odparowanie rozpuszczalnika [95]. Schematycznie proces tworzenia cienkiej warstwy metoda

nanoszenia wirowego jest zaprezentowany na Rys. 20.

(@) A

\y

Rys. 20 Schemat wynoszenia cienkiej warstwy metoda nanoszenia wirowego: (a) nakropienie materiatu, (b)
rozprowadzenie substancji po calej powierzchni podkladu, (c) odparowywanie rozpuszczalnika, (d) gotowa
warstwa.

2.2. Metoda listwy rozciggajacej

Metoda listwy rozciagajacej (ang. H-dipping) polega na umieszczeniu pomigdzy
podtozem statym a listwa rozciagajaca (w formie walca) roztworu nanoszonego materiatu [96].
Schematycznie proces tworzenia cienkiej warstwy tg metoda jest zaprezentowany na Rys. 21.
Listwa rozciggajaca jest ustawiona w statym potozeniu, a pomiedzy nig 1 podtozem tworzy si¢
menisk z nanoszonego materiatu. Podloze state przesuwa si¢ pod listwa rozciagajaca ze statg
predkoscia, ktora nie zmienia ksztattu menisku. Grubos$¢ warstwy uzyskanej ta metoda zalezy,
miedzy innymi, od $rednicy listwy rozciagajacej, odlegtosci miedzy listwa a podkiadem

I predkosci przesuwania podtoza.
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Rys. 21 Schemat wynoszenia cienkiej warstwy metodg listwy rozciagajacej. Rysunek wlasny na podstawie
[96].

2.3. Metoda Langmuir-Blodgett

Metoda Langmiur-Blodgett (LB) wynoszenia cienkich warstw wykorzystuje wage
Langmuira i polega na transferze monowarstwy Langmuira, tzw. subfazy, z powierzchni cieczy
(najczesciej wody) na podtoze state. Proces przygotowywania warstw LB jest dwuetapowy: (1)
tworzenie monowarstwy na swobodnej powierzchni cieczy oraz (2) transfer monowarstwy na
powierzchnig¢ stata, przy zachowaniu statej wartosci cisnienia powierzchniowego [71]. Przed
nakropieniem substancji 1 kompresja monowarstwy do okreslonego ci$nienia
powierzchniowego, powierzchnia ciata stalego na ktorg wynosi si¢ monowarstwe (podioze) jest
umieszczana wewnatrz studzienki pod warstwa powierzchniowg subfazy (Rys. 22a). Nastepnie
na powierzchni¢ subfazy nakrapiany jest roztwor czasteczek powierzchniowo czynnych, ktore
tworza cienka warstwe (Rys. 22b), kolejno nastepuje symetryczna kompresja monowarstwy
(Rys. 22c¢), a po osiggni¢ciu okreslonego ci$nienia powierzchniowego podloze jest powoli
wyciagane ze studzienki w kierunku pionowym i podczas pokonywania granicy faz ciecz-gaz,
monowarstwa jest przenoszona z subfazy na wyciagane podtoze (Rys. 22d). Warto$¢ ci$nienia
powierzchniowego, przy ktorym nastepuje transfer monowarstwy na powierzchnig statg okresla

si¢ W oparciu o0 przeprowadzong wczesniej analize izoterm 7-A.
() (b)
ol g %ﬂg
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Rys. 22 Schemat wynoszenia cienkich warstw metoda Langmiur-Blodgett: (a) nakropienie substancji na
powierzchnie¢ subfazy; (b), (c) kompresja monowarstwy; (d) transfer warstwy na powierzchnie stalg.
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3. Material badawczy

W niniejszej pracy jako material badawczy zastosowano dwuniciowe DNA

pozyskiwane z nasienia tososia oraz DNA plazmidowe pozyskiwanie z hodowli bakterii.

3.1. Charakterystyka materialu badawczego

3.1.1. DNA tososiowe
DNA tososiowe jest najczgéciej stosowanym materiatem w badaniach naukowych,

a wykorzystane w ramach niniejszej pracy pochodzito z dwoch Zrodet:

a) Chitose Institute of Science and Technology (CIST) Japan, oznaczane w dalszej czgsci
pracy jako dsDNA(dtugie),

b) SIGMA-AIldrich, Deoxyribonucleic acid, low molecular weight from salmon sperm,
nr. katalogowy 31149, oznaczane w dalszej czesci pracy jako dsDNA (krotkie).
Material pochodzacy z nasienia lososia zawiera mieszaning fragmentow DNA o rozne;j

dlugosci (masie), ktérych zakres nie jest precyzyjnie definiowany przez producenta. Aby
okresli¢ rozktad dhugosci fragmentow DNA w zakupionym materiale zastosowano metode
elektroforezy w zelu agarozowym (rozdziat 1.1. Elektroforeza). Migracj¢ w zelu badanego
materialu pordwnywano z migracja drabinek kalibracyjnych, ktore sktadaja si¢ z mieszaniny
fragmentéw DNA o dobrze znanych dlugosciach. Poniewaz migracja fragmentow DNA w zelu
agarozowym ma charakter liniowy jedynie w waskim zakresie ich dlugosci (zaleznym od
gestosci agarozy), jak wspomniano weczesniej, w pracy uzywano roznych drabinek
kalibracyjnych (Rys. 9). Do okres$lenia rozktadu dlugosci tancuchow w probce postuzono si¢
dwoma drabinkami kalibracyjnymi o cz¢§ciowo pokrywajacych si¢ zakresach dtugosci. W tym
celu sporzadzono wykres zaleznoSci potozenia pragzka w zelu agarozowym od dlugosci
fancucha DNA dla szerokiego zakresu dlugosci. Zastosowano podejscie matematyczne
(rownanie opisujace zalezno$¢ potozenia prazka na zZelu od dtugosci DNA na podstawie
dopasowanej wczesniej krzywej) do okreslenia $redniej dtugos$ci oraz sredniej masy molowe;j
DNA w kazdej z badanych probek. Przyktadowy proces wyznaczania dlugosci tancuchow
DNA w probce, dla pojedynczej drabinki kalibracyjnej w zakresie dlugos$ci fragmentow DNA
od 25 do 766 pz, przedstawiono na Rys. 23. W oparciu o wynik elektroforezy (Rys. 23a)
przygotowano wykres zalezno$ci intensywnos$ci wybarwienia zelu od potozenia (Rys. 23b)
przy uzyciu programu Imagel] [97], a nastgpnie przeprowadzono jego analiz¢ programem
OriginPro 2019. Kazde maksimum widoczne na wykresie (Rys. 23C) zostato zidentyfikowane
jako prazek odpowiadajacy DNA o okreslonej dlugosci, zgodnie z danymi podanymi przez
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producenta drabinki (na wykresie podano kilka wybranych dlugosci). W oparciu 0 otrzymane

dane sporzadzono wykres zalezno$ci potozenia od dtugosci (Rys. 23d), a do otrzymanych

punktow dopasowano funkcje logarytmiczna, ktora lepiej niz funkcja liniowa opisuje potozenie

punktow pomiarowych w catym zakresie drabinki. Parametry dopasowanej funkcji postuzyty

w kolejnych krokach do numerycznego okreslenia dtugosci DNA odpowiadajacych poczatkowi

i koncowi rozktadu masy DNA w badanych probkach (widocznych jako smugi na Rys. 23a).

Analogiczng procedure obliczeniowg zastosowano do okreslenia rozktadu dtugosci tancuchow

DNA we wszystkich przygotowanych i badanych probkach.
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Rys. 23 Procedura wyznaczania rozkladu dlugosci lancuchow DNA w probcee: (a) wyjsciowy obraz zelu:
$ciezka 1 - przykladowa drabinka, $ciezki 2, 3 - przykladowe wyniki; (b) profil wysokosciowy dla drabinki
referencyjnej; (c¢) przypisanie warto$ci (dlugosci fragmentu DNA) do polozenia prazka na zelu; (d)
dopasowanie zaleznoS$ci dlugosci DNA od polozenia na zelu.

45



Tabela 6 przedstawia wyznaczone przedzialy dtugosci tancuchow DNA wystepujace
w probkach dsDNA (krotkie) | dsDNA(dlugie). Oba typy DNA sktadajg si¢ z fragmentow DNA
o réznej dtugosci. Duze rdznice pomiedzy najdtuzszymi i najkrotszymi fragmentami tahcuchow
DNA w préobee utrudniaja okreslenie $redniej masy molowej, a dodatkowo brak zaleznoS$ci
intensywnos$ci wybarwienia zelu agarozowego od ilosci DNA w danym miejscu nie pozwala
okresli¢ procentowego udzialu w probce DNA o danej dtugosci tancucha. Dlatego tez, po
oszacowaniu dlugosci najkrétszych i najdtuzszych fragmentow tancuchow DNA obliczono ich
$rednig arytmetyczng (12) i $rednig wazong (13) i na tej podstawie okreslono $rednig mase
molowa, przy zalozeniu, ze S$rednia masa jednego monomeru (deoksyryboza + reszta
fosforanowa + zasada azotowa) wynosi 660 g/mol (nalezy jednak zaznaczy¢, ze
W rzeczywistos$ci masy monomerow zawierajacych rozne zasady azotowe nieznacznie si¢ od

siebie r6znig). Wyniki obliczen zawarto w Tabeli 6.

M, = z M, N, /z Ni (12)
M, = ZMiZNi/ZMl-Ni (13)

Tabela 6 Oszacowane rozklady dlugosci oraz §rednia masa czgsteczkowa i molowa dwéch typow DNA.

Srednia dlugo$é

Oszacowana dtugos¢ Arytmetyczna $rednia Wazona $rednia masa
Typ DNA
[pz] masa czasteczkowa czasteczkowa
82pz 117 pz
dsDNA(krétkie) 5-240
541 -10* g /mol 7,72 - 10* g /mol
4200 pz 6500 pz
dsDNA(dlugie) 25-10 000
2,77 - 10% g /mol 4,29 -10° g /mol

3.1.2. DNA plazmidowe — hodowla bakteryjna

DNA plazmidowe (phMGFP, Promega), oznaczane w dalszej czgsci pracy jako pPDNA,
pochodzito z bakterii Escherichia coli wyhodowanych w laboratorium. Hodowla bakteryjna
przebiegata w trzech krokach, wedlug standardowej procedury [98]:

a) Woysianie bakterii na pozywke statg LB-agar,
b) Przeniesienie pojedynczej kolonii bakterii do 30 ml pozywki ptynnej,

€) Przeniesienie namnozonych bakterii do 1 litra pozywki.
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Kazdy z tych krokow trwat okoto 20 godzin. Bakterie namnazaty si¢ w temperaturze
37°C, pozywki ptynne byly poddane cigglemu mieszaniu (160 rpm), zawieraly antybiotyk
(ampicyling) umozliwiajacy wzrost tylko bakteriom posiadajacym plazmid (plazmid phMGFP
zawiera gen odpornosci na ampicyling). Po zakonczonej hodowli bakterie zostaly zwirowane
(6 000 g, 30 min., 4°C) w celu oddzielenia ich od pozostatej pozywki, a nastepnie poddane
procesowi ekstrakcji DNA. Ekstrakcja DNA przeprowadzona zostata zgodnie z procedurg
producenta zestawu do oczyszczania plazmidowego DNA (Macherey-Nagel NucleoBond

10 000 EF). Schemat hodowli oraz zdjecia preparatow przedstawiono na Rys. 24.

(@) (b) (©)

Ohdiihg

Rys. 24 Schemat hodowli komérkowej wraz z fotografiami procesu: hodowla na szalce Petriego (a,d);
hodowla w malej objetosci pozywki — 30 ml LB (b,e); hodowla w duzej objetosci pozywki — 2| LB (c,f).

W celu wyznaczenia dlugosci tancuchow DNA w otrzymanej probce DNA
plazmidowego zastosowano metode elektroforezy a wynik zaprezentowano na Rys. 25.
Poniewaz widoczne sg trzy osobne prazki na elektroforegramie, stwierdzono, ze DNA
plazmidowe po ekstrakcji wystepuje we wszystkich trzech mozliwych konformacjach,
tj. liniowej, kolistej i superskreconej. Plazmid phMGFP ma dtugos¢ 4707 pz a jego $rednia
masa molowa wynosi: 3,1-108 g/mol.
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O kolista

liniowa (4707 pz)

. g
—— W,
B
—— superskrecona
i

500 pz

Rys. 25 Wynik elektroforezy DNA plazmidowego: Sciezka 1 - drabinka 1kbp, Sciezka 2 - DNA plazmidowe.
Trzy prazki odpowiadaja trzem konformacjom, zaznaczonym schematycznie po prawej stronie.

3.2. Metody przygotowania materialu badawczego

Podjeto szereg prob majacych na celu zmniejszenie rozktadu dlugosci fancuchoéw DNA
w probkach, aby pracowaé¢ na materiale o dobrze zdefiniowanych parametrach. Dobrze
okreslona masa DNA jest konieczna, aby otrzymane metoda wagi Langmuira izotermy
przedstawi¢ jako zaleznos$¢ ci$nienia powierzchniowego od pola powierzchni przypadajacego
na jedng molekute badanego zwigzku (dla bardzo duzego rozktadu mas nie jest to mozliwe).
W celu zmniejszenia rozktadu mas otrzymanego materiatu biologicznego zastosowano metody

opisane w tym podrozdziale.

3.2.1. Trawienie enzymatyczne

Trawienie enzymatyczne jest metoda wykorzystujaca enzymy restrykcyjne
(restryktazy), ktore pozwalaja na przecigcie nici DNA w miejscu wyznaczonym przez
specyficzng sekwencje DNA. Rozpoznawana sekwencja ma zazwyczaj dtugos¢ kilku par zasad.
W celu okreslenia odpowiednich miejsc dzialania enzymow skorzystano z interaktywnej mapy
wektorowej DNA plazmidowego phMGFP (Rys. 26), dostarczonej przez producenta (Promega
Corporation). Wybrano trzy enzymy (EcoO1091, Alel i BseY]), ktore zgodnie z mapg powinny
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wykona¢ trzy nacigcia na podwojnej helisie, a wynikiem tej operacji powinny by¢ trzy

fragmenty liniowych DNA o zblizonych dlugosciach 1567 pz, 1568 pz oraz 1572 pz.

(4386) BseYI

" Alel (1250)

(2822) EcoO109!

Rys. 26 Mapa wektorowa plazmidu phMGFP z zaznaczonymi miejscami dzialania wykorzystywanych
enzymoOw restrykcyjnych.

W pierwszej fazie dokonano wstepnego rozcigcia podwojnej helisy DNA (Rys. 27a).
Mozna zaobserwowac, ze dzialajgc trzema enzymami: BseY1, EcoO1091 oraz Alel (Sciezka 2)
otrzymuje si¢ 5 prazkow, odpowiadajacych kolejno DNA kolistemu o dtugosci 4707 pz, DNA
lintowemu o dtugosci 4707 pz, frakcji superskrgconej o dtugosci 4707 pz, frakcji liniowej
o dlugosci okoto 3500 pz oraz frakcji liniowej o dhugosci 1565 + 10 pz (ktoéra miata by¢
koncowym wynikiem eksperymentu). Po kilku dniach dziatania enzyméw zastosowano
trawienie enzymatyczne, a rezultat otrzymany w postaci elektroforegramu zaprezentowano na
Rys. 27b. Sciezka pierwsza przedstawia DNA przed trawieniem trzema enzymami
restrykcyjnymi, natomiast Sciezka druga w trakcie tego procesu. Widoczna jest znaczna
redukcja dlugosci tancuchow DNA w probce. Po dwoch tygodniach ciaglego prowadzenia
eksperymentu, podczas rutynowego sprawdzania postepow okazato si¢, ze w probce nie
wystepuje DNA o mierzalnej dtugosci. Stwierdzono, ze czas dzialania enzymow byt zbyt dlugi
1 DNA w probcee ulegto rozpadowi. Biorac pod uwage czas trwania eksperymentu obejmujacy
hodowlg bakterii, oczyszczanie DNA plazmidowego, a nastgpnie trawienie enzymatyczne,
zaniechano dalszych prob stosowania tej techniki do otrzymania probek DNA o dobrze

zdefiniowanych dtugosciach tancuchow.
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Rys. 27 Wynik elektroforezy po wstepnym rozcieciu DNA: (a) $ciezka 1 — drabinka 100bp, $ciezka 2 - wynik
eksperymentu; (b) wynik elektroforezy: sciezka 1- DNA przed trawieniem, $ciezka 2 - DNA plazmidowe w
trakcje trawienia trzema enzymami restrykcyjnymi.

3.2.2. Elektroforeza

Elektroforeza, opisana w rozdziale 1.1. Elektroforeza, jest jedng z najczgsciej
stosowanych metod w badaniach DNA, RNA i biatek, ktora pozwala rozdzieli¢ czasteczki
wedhug ich masy i okresli¢ wielko$¢ badanego materiatu (lub rozktad jego dlugosci) poprzez
porownanie z drabinkami referencyjnymi. W ramach niniejszej pracy metodg elektroforezy

zastosowano do zawezenia rozktadu dtugosci fragmentow DNA w probce dSDNA(krotkie).

Czas trwania elektroforezy —

I T ) I I ] I | - I ]
dolki do naktadania materiatu na zel

[ | I | | 1 ] I I ]
fdotki do wybierania rozdzielonego DNA

Rys. 28 Schemat eksperymentu wykorzystujacego elektroforeze do redukcji rozkladu dlugosci DNA.
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W tym celu, podczas przygotowywania zelu zastosowano 2 rzedy grzebieni, aby
uzyska¢ dwa rzedy otwordw, tzw. dotkéw (Rys. 28). Gorne dotki standardowo wykorzystano
do wprowadzenia probki na zel. Drugi rzad dotkow, umieszczony w okoto % dlugosci zelu,
postuzyt do wybierania z zelu fragmentow probki. Podczas rozdziatu elektroforetycznego,
DNA wedrowato w dot zelu przechodzac przez dolne dotki. W okreslonych odstepach czasu,
za pomocg pipety, pobierano z dolnych dotkow taka samg ilo§¢ roztworu DNA o mniejszym
rozktadzie mas niz w wyjsciowej probce (przyktad elektroforezy preparatywnej prezentuje Rys.
29a). Zastosowanie elektroforezy pozwolito na otrzymanie szeregu probek (wybranych
w roznych miejscach zelu) o relatywnie waskim rozktadzie mas (Rys. 29b). Niestety, wada tej
metody jest niewielka ilo§¢ materialu odzyskiwana z dotkdw w porownaniu do poczatkowe;j
ilosci probki naktadanej na zel, a takze mate stezenie DNA w buforze wybieranym z dotkow.
Biorac pod uwagg zarowno czasochtonnos¢ jak i niska efektywnos$é tej metody, zaniechano jej

stosowania w celu otrzymania DNA o waskim rozktadzie mas.

(@) (b)

Jed 3 A o - e i i

1350 pzT 1O @8 0 G0 G G G Gl
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olki do wyciagania materiatu .
f‘«ij;’x SR (e ﬁi@‘ vty .
g =
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A N DE

§lad po wybraniu czesci DNA

Rys. 29 Wynik elektroforezy: (a) sciezka 1- drabinka 50 bp; $ciezki 2, 3, oraz 4 — dsDNA (krotkie) z widoczna
wybrana cze$cig materialu badawczego; Sciezka 5- drabinka 10 bp oraz (b) rezklad dlugosci otrzymanych
fragmentow: $ciezki 1 i 8 - drabinka 10 bp; §ciezki 2-7 - fragmanty DNA wybrane na réznych etapach
elektroforezy.

3.2.3. Chromatografia jonowymienna

Chromatografia jonowymienna jest metodg pozwalajaca na oczyszczanie materiatu
biologicznego, zazwyczaj stosowana do bialek. Jednak mozna ja takze zastosowac do rozdziatu
DNA wedlug jego masy, a zaleta tej metody jest mozliwo$¢ automatycznego rozdzialu duzych
objetosci probki 1 zbierania frakcji o zadanych parametrach. W niniejszej pracy zastosowano te

metod¢ do znacznej redukcji rozkladu mas w probce dsDNA(dlugie). Faza stacjonarng
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w eksperymencie byto ztoze krzemionkowe, a fazg ruchoma roztwor dsDNA(dtugie) w buforze
Tris-HCl o pH = 8 i stezeniu 100 mM. Elucj¢ zwigzanego DNA prowadzono buforem Tris-HCI
o wzrastajgcej ilosci NaCl. W wyniku zastosowania tej metody uzyskano 24 frakcje zawierajace
fragmenty DNA o réznym rozktadzie dtugosci (Rys. 31). W celu otrzymania ilosci DNA
wystarczajacej do dalszych badan potaczono trzy frakcje o najmniejszym rozkladzie mas
I otrzymano probke o rozktadzie dtugosci porownywalnym z komercyjnym dsDNA (krotkie),
jednak z nieznacznie zwigkszonym udzialem dtuzszych tancuchow DNA w probee (Rys. 30).
Ostatecznie chromatografia jonowymienna pozwolita na znaczng redukcje rozktadu mas
dsDNA(dtugie) dlatego probka po chromatografii zostala wykorzystana do dalszych badan,

a oznaczana jest dSSDNA(chrom).

1 23 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

10 kpz

1517 pz

500 pz

100 pz

Rys. 31 Wynik elektroforezy DNA po chromatografii jonowymiennej: sciezka 1 - drabinka 100 bp, $ciezki
wewnetrze (2-16) — rozklad dlugosci wybranych frakcji, §ciezka 17 - drabinka 1 kbp.

o
o1

e i 3
766 pz

(woayd)yNasp
(Lo YNSP

25 pz

Rys. 30 Wynik elektroforezy : poréwnanie rozkladu dlugosci DNA kupionego dsDNA(krotkie) z wybrang
do badan frakcja DNA otrzymanego w wyniki chromatografii jonowymiennej probki dsDNA(dtugie).
Sciezka 1 - drabinka 25 bp; $ciezka 2 - drabinka 10 bp; $ciezka 3 - dsDNA(chrom); $cieika 4 -
dsDNA(krotkie).
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Podsumowujac, w celu otrzymania materiatu DNA o zmniejszonym rozktadzie dtugos$ci
tancuchow przetestowano kilka metod, ktorych porownanie wraz z oceng ich przydatnosci

zebrano w Tabeli 7.

Tabela 7 Metody redukcji rozkladu mas wraz z oceng ich przydatnosci pod katem badan w pracy.

Ocena
Metoda Zalety Wady przydatnosci
L W poczatkowej fazie .Prz.yda.t ne .dle} .
Trawienie niewielkich ilosci
eksperymentu bardzo X -
enzymatyczne dobre wvniki materiatu.
Wynikl. Degradacja probki.
Szybkos¢ metody. Wydajnosé
Elektroforeza Zadowalajaca redukcja niewystarczajaca na -
rozktadu mas. zadang skale
Chromatografia SZTJ?(IJ(;S:;\% nzl;t:(')g " Duze stezenie soli
9 yzacja. w finalnym +

jonowymienna  Zadowalajaca redukcja

rozktadu mas. produkcie.

Ostatecznie do dalszych badan wybrano DNA dostgpne komercyjnie, dsDNA (krotkie)
| dsDNA(dtugie), DNA po chromatografii jonowymiennej oznaczane dalej jako dsSDNA(chrom)
oraz DNA plazmidowe - pDNA. Zgodnie z procedurg przedstawiong na Rys. 23 okreslono
rozktad dlugos$ci tancuchéw w poszczegolnych probkach, wybranych do dalszych badan, dla
ktorych wyniki elektroforezy oraz odpowiadajace im wykresy zaleznosci intensywnosci
wybarwienia zelu od ilo$ci par zasad przedstawia Rys. 32. Zestawienie rozktadow dtugos$ci

zastosowanego DNA przedstawiono w Tabeli 8.

1 2 ‘ ‘
14 dsDNA(krétkie) 1
0'57[4\\’1
©
& o : :
ER 100 200 300
.g dsDNA(chrom)
©
£ 05
5]
c
N o .
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o
c
2 o5 dsDNA (dtugie)
2
Q
o .
= 4] 2500 5000 7500 10000
pDNA
’ 0,51 |
500 pz 25 pz
10 pz 25 pz P P ‘ | | |
3000 4000 5000 6000
Dtugos¢ DNA [pz]

Rys. 32 Wynik elektroforezy: (a) zestawienie 3 zeli: $ciezka 1- dsDNA(krétkie); $ciezka 2- dSDNA(chrom);
$ciezka 3- drabinka 10 bp; $ciezka 4- drabinka 25 bp; §ciezka 5- drabinka 1kbp; $ciezka 6- pDNA; $ciezka
7 — dsDNA(dlugie); $Sciezka 8 - drabinka 25 bp; $ciezka 9 - drabinka 1 kbp oraz (b) wykresy zalezno$ci
intensywnosci wybarwienia Zelu od ilo$ci par zasad.
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Tabela 8 Rozklad dlugosci DNA stosowanego w niniejszej pracy.

Material Rozklad dlugosci lancuchéw
dsDNA(chrom) 6 —190 pz
dsDNA(krétkie) 5 — 240 pz
dsDNA(dlugie) 25— 10 000 pz

pDNA 4707 pz w trzech konformacjach

3.3. Synteza kompleksow DNA

W niniejszym rozdziale opisano proces syntezy kompleksow DNA z trzema wybranymi
surfaktantami kationowymi: CTMA, BAC i HDP, ktorych wzory strukturalne przedstawiono
na Rys. 33. Wszystkie wybrane surfaktanty maja tancuch weglowy sktadajacy si¢ z 16 atomow
wegla. Czynnikiem réznicujacym jest grupa funkcyjna. W przypadku CTMA grupe funkcyjna
surfaktantu stanowi potaczenie azotu z trzema grupami CHs (Rys. 33a), HDP ma bezposrednie
potaczenie tancucha weglowego z pierscieniem aromatycznym (Rys. 33b) natomiast dla BAC
wystepuje potaczenie azotu z grupami CHs jak rowniez pierscien aromatyczny (Rys. 33c).

W badaniach skupiono si¢ na wplywie obecnosci i potozenia pierScienia aromatycznego
na wilasciwosci otrzymanych kompleksow, tj. efektywnos$¢ kompleksacji, wihasciwosci

elektryczne, mikrostrukture i topografi¢ otrzymanych cienkich warstw.

H-.C
3 .
\ ;CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH
. - - - -~ - - 2 Pl 2
o HC—N CH, °CH, "CH, "CH, “CcH, CH, “CH, ‘CH,
H4C cl-
e cl
e
) HC__ ,-CH
|_CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH, CH
H,C” CHy CH, ‘CH, CH, TH, ‘CH, °CH, °
cr
c) HC/CQ\C/CHZ\ +CHy _CHy _CH, CH, CH, CH, _CH, CH
. CHy CH, ‘CH, CH, <TH, %H, %oH. 2
I L, we omg o T2 O CHa Oz CHy TCH, on,
HC._ _~CH
CH

Rys. 33 Wzory strukturalne surfaktantéw zastosowanych do syntezy komplekséw: CTMA (a), HDP (b) i
BAC (c).
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Proces syntezy wszystkich kompleksow DNA-surfaktant przebiegat podobnie, a gtowne
roéznice przedstawia Tabela 9. Kolejne kroki wszystkich syntez byty nast¢pujace:
e Odwazenie odpowiedniej ilo$ci reagentow (patrz Tabela 10) oraz rozpuszczenie ich
w wodzie (surfaktanty) lub wodzie z dodatkiem buforu Tris-HCI (DNA),
e Wkroplenie rozpuszczonego surfaktantu do roztworu wodnego DNA,
e Mieszanie sktadnikow reakcji na mieszadle magnetycznym (12 h, 4 °C),
e Plukanie produktu reakcji woda,

e Liofilizacja.

Tabela 9 Porownanie parametrow syntezy poszczegolnych komplekséw DNA-surfaktant kationowy.

DNA-CTMA DNA-BAC DNA-HDP
Stosunek wagowy
reagentow . . .
(DNA: 1:1 1:3 1:2
surfaktant)
Metoda
polaczenia wkraplanie surfaktantu do roztworu wodnego DNA
skladnikéow
Mieszanie min. 12 godzin na mieszadle magnetycznym w niskiej temperaturze
Oczyszczanie wirowanie i ptukanie
Straty F.)O niskie duze niskie
plukaniu
Suszenie liofilizacja

*Surfaktant HDP otrzymano w postaci monohydratu, co oznacza, ze na kazdg czgsteczke surfaktantu przypadata czasteczka
wody, z tego wzgledu odwazono wigcej proszku w stosunku do DNA.

Do badan wptywu struktury surfaktantu na wlasciwosci kompleksow DNA-surfaktant
kationowy wybrano jednego przedstawiciela DNA liniowego (dsDNA(krétkie)) oraz DNA
plazmidowe (pDNA) (Tabela 10).

Tabela 10 Polaczenia skladnikow komplekséw DNA-surfaktant.

CTMA BAC HDP
dsDNA(krétkie) + + +
dsDNA(dtugie) + - -
dsDNA(chrom) + - -
PDNA + + +
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4. Badanie wlasciwosci probek objetosciowych kompleksow

W niniejszym rozdziale przedstawiono wyniki oraz dyskusje badan wilasciwosci
surfaktantow oraz kompleksow DNA-surfaktant w postaci proszkéw metodami spektroskopii

w podczerwieni i dielektrycznej oraz dyfrakcji rentgenowskiej.

4.1. Badania metoda spektroskopii w podczerwieni

W celu potwierdzenia efektywnego utworzenia kompleksu DNA-surfaktant oraz
zidentyfikowania pasm charakterystycznych dla tych zwigzkéw wykonano badania metoda
spektroskopii absorpcyjnej w srodkowej podczerwieni. Przeprowadzono badania dla

wszystkich utworzonych kompleksow oraz ich sktadnikow (dsDNA(krotkie), pPDNA, CTMA,
BAC oraz HDP).

4.1.1. Czyste surfaktanty

Widma FTIR dla czystych surfaktantoéw wraz z ich wzorami strukturalnymi pokazano

na Rys 34, natomiast potozenie charakterystycznych pasm zestawiono w Tabeli 11.
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Rys. 34 Widma FTIR czystych surfaktantéw wraz z ich wzorami strukturalnymi.

W widmach HDP oraz BAC mozna zauwazy¢ pasma odpowiadajace drganiom
rozciggajacym pierécienia aromatycznego W zakresie 1470-1510 cm™. Widoczne sg takze, dla
wszystkich trzech surfaktantow, charakterystyczne pasma odpowiadajagce drganiom

rozciggajacym grup CHz w tancuchu weglowym w zakresie powyzej 2800 cm™.
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Tabela 11 Pozycje pasm (w cm™) w widmie IR czystych surfaktantéw.

CTMA HDP BAC Interpretacja
719 723 shp p(CH2) ain
1472 1471 V(C=C) ar
1508 1490 V(C=C) ar
2849 2849 vs(CH2) o
2917 2914 2921 vas (CH2) o

Charakterystyka drgan: v — rozciggajqce; 0 — zginajqce; p — kolyszgce,; s — symetryczne; as — asymetryczne; ar — w pierscieniu
aromatycznym; © — w faricuchu alifatycznym; n — dlugi tancuch alifatyczny, shp — pasmo ostre.

4.1.2. Kompleksy DNA-CTMA

Widma FTIR kompleksow DNA-CTMA syntezowanych z réznych typéw DNA
przedstawiono na Rys 35. Potwierdzajg one utworzenie efektywnego wigzania pomigdzy DNA
a CTMA w kazdym przypadku. Widma sg do siebie bardzo podobne, biorac pod uwagg ksztatt,
polozenie i intensywno$¢ pasm. Jedyng widoczng roznicg jest niewielkie przesunigcie pasm
zwigzanych z drganiami rozciagajacymi vas(CH2) oraz vs(CH2) w stron¢ wigkszych liczb
falowych, w przypadku kompleksu z DNA plazmidowym w poréwnaniu do trzech pozostatych
kompleksow. Moze to $wiadczy¢ o mniejszym uporzadkowaniu tancuchow CTMA wokot
DNA plazmidowego. Szczegotowy opis widm komplekséw na bazie DNA liniowego oraz

plazmidowego z ré6znymi surfaktantami przedstawiono w dalszej czesci niniejszego rozdziatu.

' dsDNA(krotkie) -CTMA = 8
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2 /\WVN/\/\,J\\/L
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5 1) dsDNA(diugie) -CTMA i
2 JA/\
< |
—-MM
] I T I T I T I T I T I T I ]
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Liczba falowa [1/cm]
Rys. 35 Widma FTIR dla komplekséw DNA-CTMA z réznymi rodzajami DNA.
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4.1.3. Kompleksy dsDNA (krotkie) z roznymi surfaktantami

Widma FTIR czystych sktadnikow (dsDNA(krotkie)) BAC, HDP i CTMA), fizycznej
mieszaniny  dsDNA(krotkie)+surfaktant oraz  kompleksow  dSDNA(krotkie)-CTMA,
dsDNA(krotkie)—HDP i dsDNA(krotkie)-BAC zaprezentowano na Rys. 36. Widmo dla
czystego dsDNA(krotkie) wykorzystanego do przygotowania komplekséw, na podstawie
obserwacji pasm charakterystycznych w potozeniach 831, 966 oraz 1224 cm™ potwierdza, ze

wystepuje ono w formie B-DNA.

(a) ' | | | | ]

] dsDNA(krétkie) _"\

g dsDNA(krétkie)+BAC .

] mieszanina fizyczna
) dsDNA(krétkie)-BAC )
1 kompleks

1(0) '

S,
O 7 dsDNA(kl’étkite)/f/—’\
c
@
Q - -
S
O 4
8 i dsDNA (krétkie)+HDP i
< mieszanina fizyczna
T T T T T T T T T T T T T T B
i (C) i

] dsDNA(kréth_/—"\

dsDNA(krotkie)+CTMA
mieszanina fizyczna

dsDNA(krétkie)-CTMA
kompleks

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Liczba falowa [1/cm]

Rys. 36 Widma FTIR czystych skladnikow, fizycznej mieszaniny DNA+surfaktant oraz komplekséw na
bazie dsDNA(krétkie) z surfaktantami CTMA (a), HDP (b) i BAC (c) [99].
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Dla widm komplekséw w rejonie duzych liczb falowych (powyzej 2800 cm™) pasma
zwigzane z rozcigganiem fancuchow weglowych surfaktantéw sa przesunigte w strone
wiekszych liczb falowych w stosunku do ich potozenia w widmach czystych surfaktantow oraz
w widmach mieszanin fizycznych. Sugeruje to, ze po utworzeniu kompleksu na bazie
dsDNA(krotkie), opartego o oddziatywania elektrostatyczne, tancuchy surfaktantow staty sie
mniej uporzadkowane. Pasma obserwowane przy 1468 i 720 cm™ (zwigzane odpowiednio
z drganiami zginajacymi i kotyszgcym grup metylowych), w przypadku kompleksow
dsDNA(krotkie)-CTMA,  dsDNA(krotkie)-BAC i dsDNA(krotkie)-HDP, nie sg dobrze
rozdzielone, jak ma to miejsce w przypadku czystych surfaktantow. Wskazuje to na
wystepowanie stabych oddziatywan pomig¢dzy tancuchami weglowymi surfaktantu i luznym

ich upakowaniu.

W zakresie spektralnym 1500-1800 cm™? pojawiaja sie pasma zwiazane
z oddzialywaniem zasad azotowych A-T oraz C-G. W widmie komplekséw mozna
zaobserwowa¢ nowe pasmo w okolicach 1570 cm™, natomiast pasmo w 1538 cm™
(wystepujace w widmie czystego DNA oraz mieszaniny fizycznej DNA-surfaktant) jest
przesunigte w stron¢ mniejszych liczb falowych w kazdym z rozpatrywanych przypadkow.
Charakterystyczne pasmo zwigzane z asymetrycznym drganiem rozciggajacym grup
fosforanowych vas(PO2), w widmie kompleksow wystepuje przy 1244 cm™ (dsDNA(krétkie)-
CTMA) oraz przy 1243 cm™ (dsDNA(krétkie)-BAC i dsDNA (krétkie)-HDP) i jest przesuniete
w strone wigkszych liczb falowych. Jednoczesnie zmienia si¢ jego ksztalt — jest znacznie
bardziej intensywne i ostrzejsze niz analogiczne pasmo w widmie czystego dsDNA(krotkie)
i mieszaniny. Przesunigcie tego pasma w strone wigkszych liczb falowych (powyzej
1240 cm™), potwierdza powstanie wigzania chemicznego w kompleksach i sugeruje, Ze
dominujaca forma DNA w kompleksie jest forma A-DNA. Utworzenie kompleksu wptywa
takze na drganie rozciggajace symetryczne grup fosforanowych (zmiany obserwowane w
zakresie 1080-1120 cm™). W zakresie ponizej 900 cm™, pojawiaja sie pasma zwigzane ze
szkieletem cukrowym DNA. Pasmo przy 824 cm™ zwigzane z forma B-DNA, jest przesunigte
w widmie kompleksu w stron¢ mniejszych liczb falowych, podczas gdy pasma przy 648 i 533
cm™ przesuwaja sie w strone wiekszych liczb falowych. Na podstawie analizy spektroskopowej
mozna wywnioskowa¢, ze miedzy polarng czescig surfaktantu a szkieletem fosforanowym
DNA wystepuja oddziatywania niekowalencyjne, co zgadza si¢ z wiedza teoretyczng.
Przesunigcia wybranych pasm 1 zmiany ich ksztattu obserwowane we wszystkich kompleksach

sg podobne.
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Podsumowujac, porownanie widm FTIR produktu syntezy kompleksu dsDNA (krotkie)-
CTMA, dsDNA(krotkie)-BAC | dsDNA(krotkie)-HDP z czystymi substratami i ich mieszaning
fizyczng wskazuje na istnienie efektywnego polaczenia elektrostatycznego migdzy
dsDNA(krotkie) a kazdym z surfaktantow. Proces tworzenia kompleksu nie zmienia
w znacznym stopniu konformacji podwojnej helisy DNA. Surfaktanty oddziatuja z grupami
fosforanowymi na zewnatrz helisy, zmieniajgc charakter zwigzku na hydrofobowy. Najbardziej
istotne réznice miedzy potozeniem pasm w przypadku sktadnikow kompleksow i produktow

syntezy zestawiono w Tabeli 12.

Tabela 12 Zmiany w pozycji pasm IR (w cm™) dla komplekséw dsDNA-surfaktant w poréwnaniu do
czystego DNA oraz czystych surfaktantéw [100-102].

dsDNA dsDNA dsDNA

((]j;[,)t'l\:fa‘) BAC HDP CTMA  (krétkie)— (krotkie)—  (krotkie)— Interpretacja
onae, BAC HDP CTMA
524 529 529 533 Deformacja pierscienia
w adeninie
642 647 647 648
723 719 728 br 722 p(CH2) ain
shp
8308 823 824 Fosfodiester
966° 959 959 962 OOP-O)/C-LIC-Ow
szkielecie weglowym
v(C-0)
1013 1008 1009 1010 w pierscieniu
deoksyrybozy
~1090 sh 1092shp  1095shp 1093 shp vs(POy)
1224® 12444 12434 12434 vas (PO2)
12808 1277 1278 1277 Deoksyroboza-tymina
1471 1468 S8(CH2) a
1471 1472 1468 1468 V(C=C) ar
1490 1485 V(C:C) ar
1538 1528 1529 1529 Deoksytydyna
- 1573 1573 1574
2849 2849 2851 2852 vs(CH2) a
2921 2914 2917 2924 2920 2921 vas(CH2)al

AlubB nozycje pasm FTIR charakterystyczne dla danej formy DNA (A lub B).

Charakterystyka drgan: v — rozciggajqce; 6 — zginajqce; p— kolyszqce; s — symetryczne; as — asymetryczne; ar — w pierscieniu
aromatycznym; al — w taricuchu alifatycznym; n — diugi fancuch alifatyczny; charakterystyka pasm: sh — boczne; shp — ostre;
br — szerokie.
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4.1.4. Kompleksy pDNA z roznymi surfaktantami

Badania metoda FTIR przeprowadzono takze dla czystych skladnikéw oraz
kompleksow DNA-surfaktant utworzonych na bazie DNA plazmidowego pDNA.
Zarejestrowane widma prezentuje Rys. 37. Dla widma czystego pDNA obserwuje si¢ pasma w
potozeniach 860, 1176, 1208 oraz 1238 cm™, ktére s charakterystyczne dla form A i Z DNA,
co oznacza, ze wilasnie te formy wystepuja w badanej probce. Zaobserwowano przesunigcie
pasma odpowiadajacego asymetrycznym drganiom rozciggajacym grup fosforanowych
s(PO2) w strone wiekszych wartoéci liczby falowej (poczatkowe ptozenie ok. 1240 cm™), co
wskazuje, ze po kompleksacji dominujaca formg DNA jest A-DNA. Zmiany w potozeniu pasm
po kompleksacji potwierdzaja utworzenie kompleksu gléwnie poprzez oddziatywania
elektrostatyczne pomig¢dzy polarng gltowa surfaktantu a szkieletem pDNA w przypadku
wszystkich surfaktantoéw. Najwazniejsze zmiany pozycji pasm obserwowanych po utworzeniu

kompleksu zestawiono w Tabeli 13.

Tabela 13 Zmiany w pozycji pasm FTIR (w cm™) dla komplekséw pDNA-surfaktant w poréwnaniu do
czystego DNA oraz czystych surfaktantéw [100-102].

PDNA—

pPDNA-  pDNA-

pDNA CTMA  HDP BAC CTMA HDP BAC Interpretacja
719 723 shp 724 725 p(CH2) ain
B
gg(ZJA 822 835 833 Fosfodiester
3(0-P-0) /
962 960 956 C-CiC-0
w szkielecie DNA
11764 1168 1172 1166 “ -cukier-grupa
osforanowa
12087 12017 12017 vas (PO2)
1238~ 1243 12467 12414 vas (PO2)
1274 1278 1278 Deoksyryboza-tymina
O(CH2) a
C=C)ar
1472 1471 1470 1468 1467 _ W 8
1508 1490 1485 1504 1484  Y(C=C)arod ligandu lub
zasady azotowej w DNA
1531 1471 1527 1528 Deoksytydyna
7 v(C=0), v(C=N) miedzy
1696 1288 1690 1689 dwoma zasadami
azotowymi
2849 2849 2854 2853 2854 vs(CH2) al
2917 2914 2921 2925 2925 2924 vas (CH2) a

A BIbZnozycje pasm FTIR charakterystyczne dla danej formy DNA (A, B lub Z).
Charakterystyka drgan: v — rozciggajqce; 6 — zginajqce; p— kolyszqce; s — symetryczne; as — asymetryczne; ar — w pierscieniu
aromatycznym; al — w lancuchu alifatycznym; n — dlugi lancuch alifatyczny; charakterystyka pasm: shp — ostre.

61



8, {® /\
o
= PDNA I
8] :
o - -
%)
o)
< - -
(Cl) T T T T T T

. pDNA-CTMA .
kompleks

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Liczba falowa [1/cm]

Rys. 37 Widma FTIR czystych skladnikow, fizycznej mieszaniny DNA-+surfaktant oraz kompleksow na
bazie pDNA z surfaktantami CTMA (a), HDP (b) i BAC (¢).
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4.2. Badania strukturalne metoda dyfrakcji rentgenowskiej

Wyniki badan metoda FTIR sugeruja, ze wszystkie badane rodzaje DNA tworza
z wybranymi surfaktantami kompleksy DNA-surfaktant, ktore réznig si¢ od mieszanin
fizycznych DNA+surfaktant. Aby pozna¢ budowe strukturalng wytworzonych kompleksow
przeprowadzono badania metoda dyfrakcji rentgenowskiej. Dyfraktogramy czystych
surfaktantow zaprezentowano na Rys. 38. Na dyfraktogramach widoczne sa maksima
charakterystyczne dla poszczego6lnych surfaktantow. Refleks przy 20 = 3° widoczny jest
rowniez na dyfraktogramie czystego szkietka (opisanym jako tto na Rys. 38), wiec nie pochodzi

od zadnego z surfaktantow.

Natezenie [j. u.]

0 5 10 15 20 25 30 35 40
20 [stopnie]

Rys. 38 Dyfraktogramy dla czystych surfaktantow na plytce szklane;j.

Dyfraktogramy dla czystego dsDNA (krétkie) oraz kompleksu dsDNA (krotkie)-CTMA
sg przedstawione na Rys. 39. Na dyfraktogramie dla czystego dsDNA (krétkie) widoczne jest
szerokie maksimum w okolicy 26 = 20°, odpowiadajace odlegtosciom rz¢du 0,42-0,43 nm, co
moze wskazywa¢ na odleglosci wewnatrz helisy. Maksimum to wystepuje takze na
dyfraktogramach kompleksow, jest jednak przesunigte nieznacznie w stron¢ mniejszych
wartosci 20 (Tabela 14). W przypadku kompleksu dsDNA(krotkie)-CTMA obserwuje sie
niskokatowy refleks w zakresie 20 = 2-6° oraz szerokie maksimum dla 20 =~ 20° (jest ono jednak
wezsze niz dla czystego DNA). W zakresie niskokatowym widoczne jest wyrazne, silne
maksimum dyfrakcyjne dla 26=2,70(1)°, ktore odpowiada odlegtosci 3,32 nm. Dodatkowo, dla
jednej z probek kompleksu dsDNA (krétkie)-CTMA widoczne jest drugie ostre maksimum dla
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20 = 3,4° (srodkowy wykres na Rys. 39). W celu interpretacji tego maksimum przeprowadzono
takze badania metoda niskokgtowego rozpraszania SAXS, ktorego wyniki dla czystego CTMA
oraz kompleksu dsDNA(krétkie)-CTMA  zaprezentowano na Rys. 40. Porownanie
dyfraktogramow otrzymanych metodg XRD i SAXS prowadzi do wniosku, ze potozenie
dodatkowego maksimum na dyfraktogramie kompleksu (dla 20 =~ 3,4°) zgadza si¢ z potozeniem
maksimum charakterystycznego dla czystego CTMA, widocznym na Rys. 40. Oznacza to, ze
w badanej probce wystepowata niezwigzana frakcja czystego surfaktantu, a metoda dyfrakcji
rentgenowskiej, poza informacjami strukturalnymi, moze postuzy¢ do sprawdzenia jako$ci

otrzymanego kompleksu.

. czyste dsDNA(krotkie) A

- r —

dsDNA(krotkie)-CTMA |
z niezwigzanym surfaktantem ;

Natezenie [j.u.]

dsDNA(krotkie)-CTMA ]

T T LA L I B R L B B R L B B
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
20 [stopnie]

Rys. 39 Dyfraktogramy dla czystego dsDNA(krotkie) oraz komplekséw dsDNA(krotkie)-CTMA.

Natezenie [j.u.]

dSDNA(Krotkie)-CTMAS

}

I T I T I T I T I T I
1 2 3 4 5 6
20 [stopnie]

Rys. 40 Dyfraktogramy (SAXS) dla czystego CTMA oraz kompleksu dsDNA(krotkie)-CTMA.
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4.2.1. Kompleksy DNA-CTMA z roznymi rodzajami DNA

Badania rentgenowskie przeprowadzono takze dla probek kompleksow
zsyntezowanych z roznych typéw DNA oraz CTMA, a otrzymane dyfraktogramy
przedstawiono na Rys. 41. Dla wszystkich probek obserwuje si¢ dwa maksima: ostry refleks
w zakresie niskich katow oraz szerokie maksimum dla 20 = 20°. Dla wszystkich kompleksow
refleks niskokatowy wystepuje w okolicy 20 = 2,7° - 2,8°, co odpowiada odlegtosciom ok. 3,2
nm, natomiast nie wystepuje dodatkowy refleks niskokatowy, ktory mogiby by¢ utozsamiany
z niezwigzanym surfaktantem. Jedynie na dyfraktogramie kompleksu dSDNA(chrom)-CTMA
widoczne sag ostre refleksy w zakresie wyzszych katéw, co moze sugerowaé wystepowanie
zanieczyszczen w probee, jednak nie mozna jednoznacznie rozstrzygnaé, od czego one

pochodza.

dsDNA(krétkie)-CTMA
] 2 A st cnopmengasts]

] lL dsDNA(chrom)-CTMA
} sttt > Sonagng, |

Natezenie [j.u.]

dsDNA (dtugie)-CTMA]

] /L PDNA-CTMA]

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
20 [stopnie]

Rys. 41 Dyfraktogramy dla kompleksow na bazie roznego typu DNA z CTMA.

4.2.2. Kompleksy dsDNA(krotkie) z roznymi surfaktantami

Dyfraktogramy dla kompleksow dsDNA(krotkie) z roznymi surfaktantami
zaprezentowano na Rys. 42. Wszystkie utworzone kompleksy w zakresie niskokatowym
wykazuja silne maksimum dyfrakcyjne dla 26 = 2,6°, odpowiadajace odlegtosci ok. 3,3 nm.
Podobnie jak dla kompleksu dsDNA(krotkie)-CTMA z resztkg surfaktantu, widoczne jest
dodatkowe maksimum dla 20 =3,4°, dla kompleksu dsDNA(krotkie)-HDP pojawia si¢
maksimum dla 20 = 3,88°, jest ono jednak znacznie mniejsze i stabiej wyksztalcone niz w

przypadku kompleksu z CTMA. Na dyfraktogramach kompleksow dsDNA (krotkie)-HDP
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I dsDNA (krotkie)-CTMA widoczny jest rowniez refleks potozony w zakresie wyzszych katow,
odpowiednio przy 20° i 19°. Z Kkolei obecno$¢ refleksu przy 26 ~3,88°, dla probki
dsDNA(krotkie)-HDP takze moze sugerowa¢ niewyplukane resztki surfaktantu. Na
dyfraktogramach niskokgtowych (SAXS) dla wszystkich kompleksow widoczne sg male
maksima w miejscu charakterystycznym dla refleksu pochodzacego od czystego surfaktantu
(Rys. 43), najlepiej jest to widoczne dla kompleksu dsDNA (krotkie)-CTMA.

] dsDNA(krotkie)-BAC 7]
';:|_ T T T T T T T T T T T T T T T =
= ]
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] J W ]

] S

é All é é 1|0 1|2 1|4 1|6 1|8 2|0 2|2 2|4 2|6 2|8 30

20 [stopnie]

Rys. 42 Dyfraktogramy dla kompleksow na bazie dsDNA(krétkie) z trzema roznymi surfaktantami

N BAC -
— dsDNA(krotkie)-BAC ]
S [ R I B B
;2' | -
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B 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]
/\ CTMA ]
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0,5 1 15 2 2,5 3 3,5 4 4,5 5 55 6 6,5
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Rys. 43 Dyfraktogramy (SAXS) dla kompleksow na bazie dsDNA(krétkie) z trzema réznymi surfaktantami
oraz czystych surfaktantéw.
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4.2.3. Kompleksy pDNA z roznymi surfaktantami

Przeprowadzono takze badania dla kompleksow zsyntezowanych na bazie DNA
plazmidowego a wyniki zaprezentowano na Rys. 44. Otrzymane dyfraktogramy sg podobne do
tych uzyskanych dla kompleksow zsyntezowanych w oparciu o DNA liniowe. Struktury
tworzone przez kolista i superskrecong form¢ DNA sg zbyt duze (Szacowana srednica
hydrodynamiczna formy kolistej plazmidu o dtugosci ok. 4500 pz, wynosi 320 nm [103]), by
mozna je bylo zaobserwowac na dyfraktogramach uzyskanych standardowg metodg XRD,
ktora pozwala na badanie struktur o rozmiarach do ok. 18 nm (odlegto$¢ odpowiadajaca katowi
20 = 0,5° i promieniowaniu CuKa). Dyfraktogramy dla kompleksow pDNA zawierajg ostry

refleks w zakresie niskich katéw 260 = 2,5°-2,7° oraz szerokie maksimum w okolicy 26 ~ 20°.

! PDNA-BAC -
';: k r—— T ~ 17 T T "~ T "~ T T T "~ T "~ T "~ T T "~ T
2] ]
o
2 ] i
O
‘N 4
o
©
Z T T T T T

| PDNA-CTMA |

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
20 [stopnie]

Rys. 44 Dyfraktogramy dla kompleksow na bazie pDNA z trzema r6znymi surfaktantami.

Potozenia wszystkich refleksow pojawiajacych si¢ na dyfraktogramach badanych
probek wraz z odpowiadajagcymi im odlegtosciami zebrano w Tabeli 14. Wydaje sie, ze refleks
wystepujacy dla niskich katow moze odpowiada¢ szerokosci helisy z dotagczonymi
surfaktantami, poniewaz nie wystepuje na dyfraktogramach czystego DNA. Natomiast szerokie
maksimum obserwowane dla wyzszych katow prawdopodobnie odpowiada odlegtosciom
wewnatrz helisy. Warto zauwazy¢, ze po utworzeniu kompleksu odleglosci te zwigkszaja sig,
CO sugeruje, ze szerokie maksimum zwigzane jest nie tylko z rozktadem odleglo$ci wewnatrz
helisy DNA, ale takze ze $rednimi odleglo$ciami migdzy dlugimi tancuchami weglowymi

surfaktantow.
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Tabela 14 Zestawienie pozycji maksimoéw dla kompleksow DNA z charakterystycznymi odleglo$ciami
obliczonymi na podstawie réwnania Bragga.

Refleks niskokatowy Szerokie maksimum w okolicy 20°
zwigzek 20 [deg] Odleglo$¢ [nm] 20 [deq] Odleglo$¢ [nm]

czyste dsDNA(krotkie) - - 21,09(2) 0,43(2)
dsDNA(krotkie)-CTMA (1) 2,62(1) 3,37(2) 19,98(4) 0,46(2)
dsDNA(krotkie)-CTMA (2) 2,76(1) 3,20(2) 19,59(3) 0,46(2)
dsDNA(krotkie)-BAC 2,65(1) 3,33(2) 19,55(2) 0,46(1)
dsDNA(krotkie)-HDP 2,65(1) 3,33(2) 20,01(2) 0,45(1)
dsDNA(diugie)}-CTMA 2,74(1) 3,22(2) 19,10(8) 0,47(4)
dsDNA(chrom)-CTMA 2.68(1) 3,29(2) 20,24(2) 0,45(2)
pDNA-CTMA 2,77(1) 3,19(2) 19,69(3) 0,46(1)
pDNA-BAC 2,52(1) 3,50(2) 19,88(2) 0,45(2)
pDNA-HDP 2,60(1) 3,39(2) 20,54(2) 0,44(2)

4.2.4 Modelowanie czgsteczek surfaktantu i okreslenie komorki elementarnej

Przeprowadzono takze modelowanie czasteczek surfaktantow polempiryczng metoda
PM7 w programie MOPAC2016 [104]. Dtugo$¢ surfaktantow przyjeto jako odleglosé od
dwoéch najbardziej wysunietych atoméw nie wodorowych. Wyniki modelowania,

tj. przestrzenne utozenie atomoéw w czasteczkach, przedstawiono na Rys. 45.

HDP

CTMA

Rys. 45 Modele czasteczkowe surfaktantow wykorzystanych w pracy (rysunki wygenerowane w programie
Avogadro [105]).

W oparciu o wyniki badan FTIR oraz XRD oszacowano dlugosci czasteczek
surfaktantow oraz szerokosci komplekséw dla wszystkich trzech surfaktantow. Do obliczen
przyjeto szeroko$¢ helisy charakterystyczng dla formy A-DNA, ktéra zgodnie z wynikami
FTIR, jest dominujaca formg w czasteczkach kompleksu (szerokos$¢ helisy A-DNA: Wpya =
2,55 nm [51]). Czasteczki surfaktantu przylaczaja sie do helisy z obu stron poprzez
oddziatywanie elektrostatyczne z resztami fosforanowymi. Oszacowana szeroko$¢

komplekséw DNA (liczona jako szerokos$¢ helisy DNA i podwojona dlugos¢ surfaktantu)
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wynosi 6,3 nm-7,6 nm, co podzielone na dwa jest w przyblizeniu rowne 3,4 nm, tj. odlegtosci
wyznaczonej z badan XRD. Oszacowane diugosci surfaktantow i szerokosci kompleksow
przedstawiono w Tabeli 15. Obliczona szeroko$¢ kompleksow jest poprawna przy zatozeniu,
ze tancuchy surfaktantu sg w najbardziej rozciggnigtej pozycji. W rzeczywistosci odlegtosci te
moga by¢ mniejsze, w wyniku zginania si¢ tancuchow weglowych. Szczeg6lnie dobrze widaé
to w przypadku kompleksu z surfaktantem BAC. W obliczeniach zatozono, ze czasteczka po
przylaczeniu si¢ do DNA jest w formie rozciggnigtej (stad oszacowania szerokos$¢ potowy
kompleksu wynoszaca 3,8 nm), podczas gdy ten surfaktant powinien dotgcza¢ si¢ do DNA
atomem azotu (ktory ma tadunek dodatni), a zatem pierscien aromatyczny musi si¢ ugiaé, aby
pozwoli¢ na taczenie si¢ azotu z reszta fosforanowa oddziatywaniami elektrostatycznymi.
Zatem szerokos$¢ kompleksu bedzie mniejsza, co potwierdzaja wyniki XRD (szeroko$¢ wynosi

ok. 3,33 nm).

Tabela 15 Dlugos¢ czasteczki surfaktantu L (maksymalna) wraz z oszacowang szeroko$cia kompleksu
Whna + 2L, gdzie Wona = 2,55 nm — szerokos$¢ formy A-DNA.

Surfaktant L [nm] Wbonat2L  (Wonat2L) /2

BAC 2,52 7,59 3,80
HDP 2,27 7,09 3,55
CTMA 1,89 6,33 3,12

Komoérka elementarna struktury kompleksow DNA jest dwuwymiarowa, co oznacza, ze
opisuja ja dwie stale sieciowe a i b, przy czym a<b.

Odleglosci miedzyplaszczyznowe dj, mozna wyrazi¢ za pomocg zaleznosci (14):

1 R k2 14)

—_—= — 4 —
dz, a* b?

gdzie h i k to wskazniki Millera (w przypadku, gdy rozwazamy przypadek dwuwymiarowy nie

bierzemy pod uwage trzeciego wskaznika Millera). Przy spetnionym warunku b = av/3 (jak
dla dsDNA(krotkie)-CTMA) odlegtosci doz oraz di1 sa rowne, co oznacza, ze refleksy dla nich
roéwniez maja to samo potozenie. Wartosci tych odleglosci mozna, zatem wyliczy¢ korzystajac

z przeksztalconego rownania Bragga:

(15)

Kat 8,; odpowiada potozeniu refleksu niskokatowego dla kompleksu dsDNA (krotkie)-CTMA.
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Podobng procedur¢ zastosowano do obliczenia statych sieciowych w komorce
elementarnej dla pozostatych kompleksow. Refleks niskokatowy dla DNA-BAC i DNA-HDP
ma trzy sktadowe (Rys. 43). Jedna z nich ma podobne potozenie jak refleks dla DNA-CTMA,
wiec zinterpretowano j3 jako pochodzaca od sieci heksagonalnej. Dwie pozostate sktadowe
mozna uzna¢ za refleksy (02) i (11) od znieksztatconej sieci heksagonalnej (dy, # dq11), Przy
czym potozenie silniejszej sktadowej odpowiada odleglosci dq; (z uwagi na to, Ze na natezenie
refleksu (11) sktadajg si¢ zaréwno plaszczyzny (11), jak i (11). Wyniki obliczen przedstawia
Tabela 16, natomiast schemat komorki elementarnej dla kompleksu dsDNA (krotkie)-CTMA

pokazano na Rys. 46.

Tabela 16 Wartosci obliczonych parametrow sieciowych dla dla sieci heksagonalnej (hex) i znieksztalconej
heksagonalnej (ps-hex) badanych kompleksow

a[nm] b [nm]

dsDNA(krétkie)-BAC (ps-hex) 4,51(3) 7,05(5)
dsDNA(krétkie)-BAC (hex) 4,89(6) 8,5(1)
dsDNA(krétkie)-HDP (ps-hex) 4,00(5) 7,57(6)
dsDNA(krétkie)-HDP (hex) 4,8(2) 8,3(4)
dsDNA(krétkie)~CTMA (hex) 4,83(1) 8,37(2)

W kompleksie dsDNA(krétkie)-CTMA wystepuje jedynie faza heksagonalna, podczas
gdy dla pozostatych surfaktantow mamy do czynienia ze znieksztalcong faza heksagonalng
z domieszka fazy heksagonalnej. Dla struktury heksagonalnej potowa przekatnej komorki
elementarnej jest rowna statej sieciowej a (odlegtosci miedzy dwoma najblizszymi sasiadami),

co prowadzi do zaleznoéci b = a+/3. Dla znieksztalconej sieci heksagonalnej ta zalezno$é nie

wystepuje

surfaktant i DNA '\ surfaktant
\

; .
y \
, \

e —— e

a=48nm

b =84nm

Rys. 46 Model upakowania kompleksu dsDNA(krétkie)-CTMA na podstawie badan metoda SAXS
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4.3. Badania metoda spektroskopii dielektrycznej

Badania metodg spektroskopii dielektrycznej zsyntezowanych kompleksow
dsDNA(krotkie) oraz czystych surfaktantow przeprowadzono w temperaturze pokojowej

w celu okreslenia ich wtasciwosci elektrycznych.
4.3.1. Czyste surfaktanty

Widma dielektryczne zarejestrowane dla surfaktantow BAC, CTMA oraz HDP
przedstawiono na Rys. 47ab. W badanym zakresie czestotliwosci nie zaobserwowano
procesow relaksacyjnych dla zadnego z badanych surfaktantow. Najwickszg wartos¢ dyspersji
dielektrycznej wykazuje surfaktant HDP w zakresie czestotliwosci 10 Hz — 3 MHz. Z kolei,
w obszarze niskich czgstotliwosci obserwuje sie dos¢ gwattowny wzrost wartosci dyspersji
dielektrycznej dla BAC, ktoéra w wyzszych czestotliwos$ciach (> 1kHz) przyjmuje wartosci
najmniejsze wsrod badanych surfaktantoéw. Zachowanie zarowno dyspersji jak 1 absorpcji
dielektrycznej dla probek HDP oraz CTMA jest bardzo podobne, jednak HDP w calym zakresie

pomiarowym przyjmuje wartosci dyspersji wyzsze o ok. 0,3 w poréwnaniu z CTMA.

T T T T T T

(@ 3 CTMA 1

* o

BAC

Bosl” : : : : : —
O’ZA\ ]
:OJ

(©) 4

10° 10t 10? 10° 10* 10° 10°
Czestotliwosé [Hz]

Rys. 47 Widma dielektryczne dla surfaktantow BAC, CTMA, HDP: dyspersja (a) i absorpcja (b). Zaleznos$¢
czesci rzeczywistej (C) i urojonej (d) impedancji od czestotliwosci.
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W celu sprawdzenia czy wystepuja niskoczgstosciowe procesy relaksacyjne wykreslono
zalezno$¢ czesci rzeczywistej 1 urojonej impedancji (Rys. 47c,d), jednak podobnie jak
w przypadku widm dielektrycznych nie pojawiaja si¢ tam zadne procesy. Na podstawie tych
obserwacji mozna stwierdzi¢, ze¢ w badanym zakresie czestotliwosci nie wystepuja zadne
procesy relaksacyjne dla badanych surfaktantow.

W przypadku przewodnosci elektrycznej wiasciwej (Rys. 48), zaleznosci od czestosci
dla CTMA 1 HDP pokrywajg si¢ do czestotliwosci ok. 10 kHz, a nast¢pnie obserwuje si¢
niewielki jej wzrost dla CTMA w stosunku do HDP. Z kolei BAC wykazuje najwigksze
warto$ci  przewodnosci eklektycznej w szerokim zakresie czgstotliwosci. Warto$ci
przewodnictwa dla czestosci 0,5 Hz przedstawiono w Tabeli 17. Rozne wartosci przewodnos$ci
elektrycznej wlasciwej badanych surfaktantow prawdopodobnie sg zwigzane z potozeniem

atomu azotu w czgsteczce surfaktantu.

Tabela 17 Warto$¢ przewodnosci elektrycznej wlasciwej dla czystych surfaktantow dla £=0,5 Hz.

o [pS/cm]
BAC 8,98(4)
CTMA 3,55(2)
HDP 3,37(2)

10° 10* 102 108 0* 10° 10°

Czestotliwos¢ [Hz]

Rys. 48 Zalezno$¢ przewodnictwa wlasciwego od czestotliwosci dla badanych proébek czystych
surfaktantow.

4.3.2. Kompleksy DNA-CTMA z roznymi rodzajami DNA

Widma dielektryczne dla probek kompleksu DNA-CTMA zsyntezowanego z réznymi
typami DNA: dsDNA (krotkim), dsDNA(dtugim), dsDNA(chrom) oraz pDNA przedstawiano na
Rys. 49 a,b. Widma zarejestrowane dla kompleksu z DNA po chromatografii, dsSDNA(chrom)-
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CTMA, sa wyraznie rézne od pozostaltych komplekséw. Ponizej 100 Hz wartosci dyspersji

i absorpcji szybko rosng, a w zaleznosci tgd (f) wyraznie widoczny jest proces relaksacyjny
(Rys. 49 c¢). Z pozostatych komplekséw, w obszarze niskich czestosci, wyrdznia si¢ kompleks

dsDNA(krotkie)-CTMA. Dla tego zakresu obserwujemy znacznie gwaltowniejszy wzrost

zarowno dyspersji, jak i absorpcji w stosunku do pozostatych dwoch kompleksow
(dsDNA(dtugie)—CTMA, pDNA-CTMA). Dla tych trzech kompleksow nie obserwuje si¢

wyraznego procesu relaksacyjnego ani w absorpcji dielektrycznej ani w zaleznosci tgé (f)

(Rys. 49c¢)
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150001 = c A
“w .- O =o
n 10° 10* 10% 10° 10* 10° 10°| — Y
100001 = Czestotliwosé [Hz] N ]
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o_"\,l 60

,‘ 30

s 0

%
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Rys. 49 Widma dielektryczne: dyspersja (a), absorbcja (b), zaleznosé tgd od czestotliwosci (C), zalezno$é

czesci rzeczywistej (d) i urojonej (e) impedancji od czestotliwosci oraz zalezno$¢ przewodnosci wlasciwej od
czestotliwoscei (f) dla komplekséw DNA-CTMA zsyntezowanych z czterema typami DNA.
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Podobnie jak dla czystych surfaktantow, wykreslono czgs¢ rzeczywista i urojong
impedancji w celu sprawdzenia wystepowania niskoczestosciowego procesu relaksacji we
wszystkich czterech kompleksach DNA-CTMA i zaobserwowano dobrze widoczne procesy
relaksacyjne dla wszystkich czterech komplekséw (Rys. 49 d, e). Procesy te sg takze mozliwe
do zaobserwowania na wykresach Eulera-Argand’a (Rys. 50). Najsilniejszy proces
relaksacyjny wystepuje dla kompleksu pDNA-CTMA, a kolejno, coraz stabsze, dla
dsDNA(dtugie)-DNA i dsDNA (krétkie)-DNA.

1,5-4e dsDNA(krétkie)-CTMA ' ' ]
dsDNA(chrom)-CTMA
dsDNA(dtugie)-CTMA
1]* PDNA-CTMA

7" [GQ]

0,0015{
0,5 1 4

0,001+

0,0005/
0 P | . . | . 0oI 01601 Io,dozl 0,0‘03I
0 0,5 1 1,5 2 25 3
7' [GQ)]

Rys. 50 Zalezno$¢ Eulera-Argand’a dla kompleksow DNA-CTMA.

W celu okreslenia parametrow zarejestrowanych proceséw, do danych pomiarowych

(w zakresie czestotliwosci do 1 MHz) dopasowano model Cole-Cole opisany rownaniem [106]:

fOEY — 7 Zs—Zoo — o Az
2 = 2o ¥ S — 2o T TGmp e (e
gdzie: 7’5, Zi, to warto$ci impedancji w granicy niskich i wysokich czestotliwosci, AZ' to inkrement

impedancji, fr — czgstotliwos¢ relaksacji, o — parametr rozktadu czasow relaksacji, 0< a <1, (im mniejsza

jego warto$¢, tym mniejszy rozktad czasow relaksacji; dla a = 0 otrzymujemy proces typu Debye’a).

Wyniki dopasowania przedstawia Tabela 18.

Tabela 18 Otrzymane z dopasowania warto$ci inkrementu impedancji, czestotliwosci relaksacji i parametru
a oraz przewodnosci elektrycznej wlasciwej.

AZ'[GR2] frHZz] a o [pS/cm]
dsDNA(krétkie)-CTMA 0,321(2) 5,84(11) 0,369(3) 9330(463)
dsDNA(dlugie)-CTMA 1,223(7) 6,35(7) 0,22(02) 27(2)
dsDNA(chrom)-CTMA 0,002(1) 3322(216) 0,28(2) 8747(2110
pDNA-CTMA 2,82(2) 4,09(4) 0,217(3) 14,6(4,8)
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W roztworach DNA wystgpuje szereg roznych procesOw relaksacyjnych. Relaksacja
w niskich czestotliwosciach, zwykle od 1 do 100 Hz, jest zwigzana z podtuzng polaryzacja
powloki jonéw otaczajacych czasteczk¢ DNA [107]. W ramach niniejszej pracy badano nie
roztwory DNA a jego kompleksy, co komplikuje interpretacj¢ pojawiajacych sie procesow
relaksacyjnych. Oddzialywania pomi¢dzy surfaktantem i DNA sg zlozone: glowa surfaktantu
wigze si¢ do szkieletu fosforanowego DNA poprzez oddziatywania elektrostatyczne, podczas
gdy ogon posiada pewng mobilno$¢. Przylaczona glowa surfaktantu czesciowo ekranuje
fadunek czystego DNA, a tancuchy weglowodorowe mogg poruszaé si¢ wokot helisy. Zatem,
poprzez analogi¢ do roztworow DNA, wydaje si¢, ze to oscylacje fancuchow surfaktantow sa
widoczne jako procesy relaksacyjne w kompleksach, a wigzanie pomiedzy DNA a surfaktantem

prawdopodobnie przesuwa czgstotliwosé relaksacji do nizszych czestotliwosci.

4.3.3. Badania dsDNA(krétkie) | pDNA z réznymi surfaktantami.

Zbadano wptyw struktury surfaktantu na wlasciwosci elektryczne powstatych
kompleksow dla jednego kompleksu na bazie DNA liniowego — dsDNA(krétkie) oraz
kompleksu na bazie DNA plazmidowego — pDNA. Widma dielektryczne zarejestrowane dla
tych kompleksow przedstawiano na Rys. 51.

W calym zakresie pomiarowym kompleks dsDNA(krotkie)-BAC charakteryzuje sie
najmniejsza wartoscig statej dielektrycznej, natomiast pozostale kompleksy, dsDNA(krotkie)-
CTMA i dsDNA(krotkie)-HDP, wykazuja znacznie wigksza warto$¢ absorpcji i dyspersji
dielektrycznej, szczegdlnie w zakresie niskich czestosci (Rys. 51a, b). Warto zwroci¢ uwagg,
ze dla wszystkich kompleksow zarowno warto$¢ dyspersji €’, jak i absorpcji €”* dielektrycznej
wzrastaja dos¢ gwalttownie w obszarze niskich czestotliwo$ci, co moze by¢ zwigzane ze
zjawiskiem polaryzacji elektrod lub procesem relaksacyjnym wystepujacym w rejonie bardzo
niskich czestotliwosci. Dla kompleksow pDNA najwigksza warto$¢ stalej dielektrycznej
wykazuje kompleks pDNA-HDP (Rys. 51c, d), podczas gdy pozostate kompleksy wykazuja
warto$ci znacznie mniejsze. W celu sprawdzenia wystepowania procesu relaksacyjnego
w zakresie niskich czestotliwosci wykreslono zalezno$¢ rzeczywistej i urojonej czesci
impedancji dla kompleksow syntezowanych na bazie DNA liniowego oraz plazmidowego (Rys.
51e-h) oraz wykresy Eulera-Argand’a dla tych zwigzkow (Rys. 52).
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Rys. 51 Widma dielektryczne: dyspersja (a,c) i absorpcja (b,d) dla komplekséw utworzonych odpowiednio
na bazie dsDNA(krétkie) i pPDNA. Widma we wstawkach przedstawiaja te same dane w innej skali na osi Y.
Zalezno$¢ cze$ci rzeczywistej (e,g) i urojonej (f;h) impedancji od czestotliwosci dla kompleksow

0
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utworzonych odpowiednio na bazie dsSDNA(krétkie) i pDNA.
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Rys. 52 Zaleznos$ci Eulera-Argand’a dla prébek kompleksow na bazie dsDNA(krétkie) (a) oraz pDNA (b).

Dla wszystkich badanych kompleksow widoczne sa wyrazne procesy relaksacyjne,
wobec czego do otrzymanych zalezno$ci dopasowano model Cole-Cole (16) w celu okreslenia
parametrow zarejestrowanych procesow. Inkrement impedancji, czgstos¢ relaksacji oraz
parametr a procesow relaksacji zarejestrowanych dla poszczegdlnych komplekséw, otrzymane
w wyniku dopasowania, zebrano w Tabeli 19. Poréwnujac te wyniki z otrzymanymi dla
kompleksu dsDNA (krétkie)-CTMA mozna stwierdzi€¢, ze procesy relaksacyjne wystepujace
w kompleksach dsDNA (krétkie)-BAC | dsDNA (krotkie)-HDP, prawdopodobnie takze zwigzane

s z oscylacjami tancuchdéw surfaktantow.

Tabela 19 Otrzymane z dopasowania wartosci inkrementu impedancji, czestotliwos$ci relaksacji, parametru
o i przewodnosci elektrycznej wlasciwej dla czestotliwosci 0,5 Hz.

AZ'[GR2] frHZz] a 6 [pS/cm]
dsDNA(krétkie)-BAC 1,743(6) 5,34(5) 0,195(3) 1900(870)
dsDNA(krétkie)-CTMA 0,349(2) 4,87(9) 0,385(3) 9330(463)
dsDNA(krétkie)-HDP 1,173(4) 8,71(8) 0,286(2) 10870(1673)
pDNA-BAC 15,2(1) 1,43(1) 0,097(2) 2,55(2)
pDNA-CTMA 2,82(2) 4,09(4) 0,217(3) 14,6(4,8)
pDNA-HDP 0,0461(1) 92,1(5) 0,316(2) 1020(334)

Na Rys. 53 przedstawiono zalezno$¢ przewodnosci elektrycznej kompleksow od
czestotliwosci. Zauwazy¢ mozna podobne zachowanie wszystkich probek — przewodno$é
ro$nie wraz ze wzrostem czestotliwosci. Kompleks dsDNA (krotkie)-BAC charakteryzuje si¢
najmniejszg przewodno$cig w calym zakresie czestosci, tak w kompleksie z DNA liniowym,

jak i plazmidowym. Zatem dodatek BAC do czystego DNA zmniejsza przewodno$¢ materiatu,
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co jest duzo bardziej widoczne dla kompleksu na bazie pDNA. Tabela 19 przedstawia takze
warto$ci przewodno$ci dla czgstotliwosci 0,5 Hz, ktora w przypadku tych probek utozsamiana
jest z przewodnoscia elektryczng wlasciwg (opc). Wartosci przewodnosci dla kompleksow
dsDNA (krotkie)-CTMA oraz dsDNA(krotkie)-HDP sa bardzo zblizone w calym zakresie
czestosci. Dla komplekséw pDNA-BAC oraz pDNA-CTMA obserwuje si¢ znaczny spadek
przewodnosci w poréwnaniu do kompleksow tych surfaktantow z DNA liniowym

(w przypadku pDNA-HDP spadek ten jest mniejszy — jeden rzad wielkosci).

T LAY | LAY | LAY | LAY | LAY | LAY |
(@1054 « dsDNA(krotkie)-CTMA
= 0_6_5 +  dsDNA(krotkie)-BAC
o dsDNA(krotkie)-HDP
9,107 4 3
° S E
(b) 10° ” .-ml Ty T Ty T 7
107 4 pDNA-CTMA
10® _ pDNA-BAC _
O, ] pDNA- HDP E
A
10-11_; _
10-12 :""I LAY | LAY | LAY | LAY | LAY | LAY | ]
10° 10t 102 10° 10* 10° 10°

Czestotliwos¢ [Hz]

Rys. 53 Zalezno$¢ przewodnos$ci wlasciwej od czestotliwos$ci dla komplekséw na bazie dsDNA(krotkie) (a)
oraz pDNA (b).

Dodatkowo, w przypadku probek kompleksow z rdéznymi  surfaktantami
zaobserwowano mozliwo$¢ kontrolowania przewodnosci elektrycznej wiasciwej w zaleznosci
od uzytego surfaktantu. Efekt ten lepiej widoczny jest w przypadku kompleksoéw
syntezowanych na bazie pDNA. Dodatkowo, po syntezie kompleksu odwraca si¢ trend
zwigzany z warto$cig przewodnosci - dla czystych surfaktantow BAC przyjmuje najwigksze
wartosci przewodnosci (Tabela 17), podczas gdy dla kompleksow z BAC przewodnos¢ jest
najmniejsza zaréwno dla kompleksow syntezowanych na bazie DNA liniowego, jak
I plazmidowego. Niewykluczone, ze zwigzane jest to ze zmiang konformacji surfaktantu po
zwigzaniu si¢ z DNA.

Podsumowujac, przeprowadzono badania metoda spektroskopii dielektrycznej dla
o$miu zSyntezowanych kompleksow DNA-surfaktant kationowy oraz trzech surfaktantow

(badania dla czystego DNA, z powodu jego higroskopijnosci byly niemozliwe). Parametry

78



procesow relaksacyjnych zarejestrowanych w kompleksach oraz wartosci przewodnictwa dla
wszystkich badanych materialow zebrano w Tabeli 20. Widoczny jest duzy wpltyw dlugosci
tancuchow i formy DNA (liniowy lub plazmid) na te parametry, a takze duzy wptyw surfaktantu
na wlasciwosci elektryczne probki (przewodno$¢ wiasciwg). Dla probek kompleksow DNA-
CTMA syntezowanych z ré6znego typu DNA zaobserwowano odstajace od innych zachowanie
kompleksu dsDNA(chrom)-CTMA. Kompleks ten charakteryzuje si¢ znacznie wigkszymi
warto$ciami przenikalnosci dielektrycznej 1 wykazuje wyrazne procesy relaksacyjne. Tak duze
odstepstwa od pozostatych probek DNA liniowego mogg by¢ spowodowane przygotowaniem
materiatu do badan: dsDNA(chrom) bylo wyplukiwane ze zloza przy pomocy buforu
zawierajacego NaCl. Pozostatosci NaCl, pomimo etapu ptukania w procedurze otrzymywania
kompleksu dsDNA(chrom)-CTMA, najprawdopodobniej wptynely na wlasciwosci elektryczne

tego kompleksu.

Tabela 20 Zestawienie wszystkich parametrow dielektrycznych otrzymanych z dopasowania.

AZ'[GQ] fr{HZ] a o [pS/cm]
dsDNA(krétkie)-CTMA 0,321(2) 5,84(11) 0,369(3) 9325(463)
dsDNA(dlugie)-CTMA 1,223(7) 6,35(7) 0,22(02) 27(2)
dsDNA(chrom)-CTMA 0,002(1) 3322(216) 0,28(2) 8747(211)
pDNA-CTMA 2,82(2) 4,09(4) 0,217(3) 14,6(4,8)
dsDNA(krétkie)-BAC 1,743(6) 5,34(5) 0,195(3) 1900(870)
dsDNA(krétkie)-CTMA 0,349(2) 4,87(9) 0,385(3) 9330(463)
dsDNA(krétkie)-HDP 1,173(4) 8,71(8) 0,286(2) 10870(1673)
pDNA-BAC 15,2(1) 1,43(1) 0,097(2) 2,55(2)
pDNA-HDP 0,0461(1) 92,1(5) 0,316(2) 1020(334)
BAC - - - 8,98(4)
CTMA - - - 3,55(2)
HDP - - - 3,37(2)
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5. Badania whasciwosci cienkich warstw kompleksow

W niniejszym rozdziale opisano badania skoncentrowane na wyborze metody
i okresleniu optymalnych warunkéw otrzymywania powtarzalnych, cienkich warstw
kompleksow DNA oraz przedstawiono wyniki i dyskusje badan wlasciwosci wytworzonych
warstw. W pierwszym etapie dokonano wyboru substratu (rodzaju powierzchni do wyniesienia
materiatu), nastepnie zbadano topografie wytworzonych réznymi metodami (spin-castingu,
H-dippingu, drop- castingu i LB) cienkich warstw kompleksu DNA-surfaktant kationowy. Do
testow wybrano kompleks dsDNA(krotkie)-CTMA. W oparciu 0 uzyskane wyniki wybrano
metode LB i zbadano wptyw warunkéw eksperymentalnych (predko$¢ wynoszenia i ci$nienie
powierzchniowe) na zachowanie warstwy kompleksu na granicy faz przed transferem na
powierzchni¢ stalg, a nastgpnie ustalono optymalne warunki wynoszenia warstw kompleksu
dsDNA(krotkie)-CTMA. Optymalne warunki okreslone dla kompleksu na bazie
dsDNA (krotkie), zastosowano do wyniesienia cienkich warstw kompleksow z CTMA
utworzonych na bazie réznych typow DNA, na dwoch réznych substratach (krzem, mika).
Kolejnym krokiem byto wyniesienie cienkich warstw dla kompleksoéw na bazie dsDNA (krotkie)
z dwoma innymi surfaktantami kationowymi (BAC, HDP): dsDNA((krotkie)~BAC
I dsDNA(krotkie)-HDP. W ostatnim etapie wyniesiono warstwy kompleksow na bazie
plazmidowego DNA pDNA ze wszystkimi trzema surfaktantami kationowymi (CTMA, BAC
i HDP).

5.1. Swobodna energia powierzchniowa czystych substratow

Jako substraty do wynoszenia cienkich warstw badanych materialdéw wybrano mike
1 krzem. W celu obliczenia swobodnej energii powierzchniowej wybranych substratow oraz
okreslenia ich charakteru (hydrofilowosci lub hydrofobowosci) zmierzono katy zwilzania
trzech cieczy: wody, gliceryny i dijodometanu na $wiezo tupanej mice i oczyszczonym krzemie.
Wyniki pomiarow kata zwilzania zaprezentowano w Tabeli 21. Widocznym jest, ze kat
zwilzania dla krzemu jest zblizony dla wszystkich zastosowanych cieczy pomiarowych, a dla

miki silnie zalezy od rodzaju cieczy pomiarowej.

Tabela 21 Srednia warto$¢ kata zwilzania trzech réznych cieczy na dwéch substratach

dijodometan [°] woda [°] gliceryna [°]
mika 33(3) 9(1) 29(3)
krzem 43(2) 41(3) 42(4)
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Swobodna energig¢ powierzchniowa okreslono poprzez zastosowanie trzech modeli:
e Owensa-Wendta dla dwoch par cieczy pomiarowych (woda i dijodometan oraz
gliceryna i dijodometan),
e metody kwasowo-zasadowej (trzy ciecze pomiarowe: woda, dijodometan oraz
gliceryna),
e podejscia Wu dla dwoch par cieczy pomiarowych (woda i dijodometan oraz gliceryna
I dijodometan).
Zastosowano wzory analityczne przedstawione w Tabeli 22, obliczenia prowadzono
w programie Mathematica, a wyznaczone wartosci poszczegdlnych sktadowych swobodnej
energii powierzchniowej zestawiono w Tabela 23. Metody Owensa-Wendta i Wu
zaimplementowano dwukrotnie, a nastgpnie wyciggnigto wartos¢ srednig w celu otrzymania

doktadniejszych wartosci.

Tabela 22 Zestawienie wzorow wykorzystanych do obliczenia swobodnej energii powierzchniowej.

Metoda Wykorzystane wzory
=+
—nl(l +cos6y) = révl + Vv,
Owensa - Wendta

EVLZ(l + cos ) = /VstLdz + VspVLZ
,’ysdyccliijodometan = O'SyL(1 + cos Hdijodometan)

Kwasowo - \[ysflyfld + \[y;‘”dybase + \/ybasey“‘f}d = 0.57,pw (1 + c0s 0,y04a)
zasadowy

\[V.Sflyde + \/ysgcld.ybase + \[}/Sbaseyactd =0. 5IVLVg(l + cos egllceryna)

d,,d p, Db
VsVL 1 Vs Viv1
v = 0,25y, (1 + cos61)
E+vd) 0 +vh '
Wu ys%yl‘,iyz ySZLVI?UZ

= 0,25y,,2(1 + cos62)
@E+vd) (2 +vh) i

¥s — swobodna energia powierzchniowa (SEP) badanego podloza; y&— czes¢ dyspersyjna SEP badanej powierzchni; y¥— czesé
polarna SEP badanej powierzchni

y, — napiecie powierzchniowe cieczy y{; )/f — kolejno sktadowa dyspersyjna i polarna napiecia powierzchniowego cieczy.
Wystepujg we wzorach dla modelu Owensa-Wendta i modelu Wu z dodatkowymi indeksami 1, 2 oznaczajqcymi kolejne ciecze
pomiarowe. Kazdy z tych modeli wykorzystano 2 razy dla dwoch par cieczy pomiarowych: wody i dijodometanu oraz gliceryny
i dijodometanu.

YLd/Lw/Lg~ Napiecie powierzchniowe cieczy pomiarowych kolejno dijodometanu, wody i gliceryny. yiL; ypase; yacid _kolejno
sktadowa dyspersyjna, zasadowa i kwasowa cieczy pomiarowej okreslonej w indeksie dolnym przy L
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Tabela 23 Srednie wartosci swobodnej energii powierzchniowej dla czystych substratéw.

Czesé Czesé s Czesé Czesé
. uma

Metoda dyspersyjna polarna [MN/m] kwasowa  zasadowa

[mN/m] [mN/m] [mN/m] [mN/m]
Owens-Wendt 42,7(3,1) 25,1(1,9) 67,7(4,1)

,‘xf kwasowo- zasadowa  42,7(2,3) 56,8(6,3) 0,9(0,5) 53,5(3,5)
€ wu 43,0(2,4) 27,5(1,9) 70,5(4,0)
Owens-Wendt 38,0(1,2) 13,1(1,8) 56,5(6,3)

é kwasowo- zasadowa  38,0(1,8) 50,7(3,9) 1,2(0,4) 34,2(0,1)
=<  Wu 38,7(1,6) 21,1(1,5) 59,8(3,1)

Podsumowujac, w oparciu o analiz¢ otrzymanych wartosci kata zwilzania i swobodnej
energii powierzchniowej mozna stwierdzi¢, ze oba substraty (krzem i mika) majg charakter
hydrofilowy, przy czym mika jest bardziej hydrofilowa niz krzem, a krzem charakteryzuje si¢

mniejszg energia powierzchniowg niz mika.
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5.2. Cienkie warstwy kompleksu dsDNA(krotkie)-CTMA otrzymane roinymi metodami

W celu wyboru najlepszej metody wynoszenia cienkich warstw komplekséow DNA-
surfaktant kationowy jako testowy materiat wybrano kompleks dsDNA (krétkie)-CTMA, a jako
substrat mik¢. Zastosowano wszystkie metody wynoszenia omowione W rozdziale 2. Dla kazdej
wyniesionej warstwy okre§lono stopien pokrycia powierzchni oraz zbadano topografi¢
otrzymanej powierzchni metoda mikroskopii sit atomowych (Rys. 54). Warstwy uzyskane
metoda nanoszenia wirowego (spin-casting) byty bardzo cienkie i niepowtarzalne (pokrycie
powierzchni ok. 62%) — wynikiem kazdego eksperymentu bylo uzyskanie réznych warstw.
Generalnie  kompleks tworzyl na powierzchni miki monowarstwe¢ chaotycznie
rozmieszczonych tancuchéw tworzacych strukture przypominajaca sie¢ (Rys. 54a). Podczas
nanoszenia warstwy metoda listwy rozciagajacej (H-dipping) zaobserwowano nierbwnomierne
zwilzanie substratu kompleksem i w efekcie uzyskana warstwa byta niejednorodna, zawierata
duza ilo$¢ defektow powierzchniowych. W tym przypadku takze nie zaobserwowano
samoorganizacji tancuchéw komplekséw DNA (Rys. 54b). Warstwy otrzymane tg metoda byty
grubsze niz otrzymane metodg nanoszenia wirowego, a pokrycie powierzchni wynosito ok.
56%. Z kolei warstwy uzyskane poprzez odparowanie rozpuszczalnika, pomimo najwigkszego
stopnia pokrycia wynoszacego ok. 78%, byly bardzo niejednorodne zarowno pod wzgladem
grubosci, jak i topografii powierzchni, widoczne byly rowniez chaotycznie rozmieszczone
tancuchy kompleksu dsDNA(krétkie)-CTMA (Rys. 54c). W przeciwienstwie do metod
opisanych powyzej cienkie warstwy kompleksu dsDNA(krotkie)-CTMA otrzymane metoda
Langmuir-Blodgett wykazywatly cechy samoorganizacji na powierzchni - tancuchy kompleksu
utozyly sie¢ rownolegle do kierunku wyciggania, tworzac wydluzone struktury. Stopien
pokrycia powierzchni wynosit 42%, a przy okreslonych warunkach wynoszenia otrzymywano
podobne warstwy.

Podsumowujac, ze wszystkich zastosowanych metod wytwarzania cienkich warstw,
tylko metoda Langmuir-Blodgett pozwolita otrzymac¢ powtarzalne warstwy cechujace sie
samoorganizacjg. W zwigzku z tym, w dalszym etapie badan zbadano wplyw warunkow
wynoszenia na jakos$¢ i topografi¢ warstw kompleksu dsDNA (krotkie)-CTMA wynoszonych ta
metoda.

83



(b)

0.0 pm 0.5 1.0 1.5 2.0

2.0 nm 5.7 nm
1.8 5.0
1.6 4.5
1.4 4.0
5 3.5
- 3.0
2.5
0.8
2.0
0.6 -
0.4 1.0
0.0 0.0
(d)
00pm 0.5 1.0 15 20 0 om0 LE B
4.00 nm
11.1 nm
10.0 4
9.0 3.00
8.0
7.0 2.50
6-0 2‘00
5.0
4.0 1.50
3.0 {6
2.0
0.50
0.0 0.00

Rys. 54 Topografia cienkiej warstwy dsDNA(krotkie)-CTMA otrzymana metodami: nanoszenia wirowego
(a), listwy rozciagajacej (b), odparowania rozpuszczalnika (c), Langmuir-Blodgett, 15 mN/m (d).
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5.3. Cienkie warstwy kompleksu dsDNA(krotkie)-CTMA otrzymane metodqg Langmuir-
Blodgett

Przeprowadzono szereg eksperymentow wstegpnych majacych na celu okreslenie
wilasciwo$ci kompleksu dsDNA (krotkie)-CTMA na granicy faz ciecz-gaz. Sprawdzono wpltyw
takich czynnikow, jak szybko$¢ $ciskania monowarstwy, szybko$¢ wynoszenia, ilo$¢
nakropionej substancji czy temperatura subfazy na ksztalt izotermy, a w szczeg6lnosci na
ci$nienie zatamania monowarstwy. Stwierdzono, ze nie majg one istotnego wpltywu na
zachowanie kompleksu dsDNA (krétkie)-CTMA na granicy faz ciecz-gaz [108]. W nastepnej
kolejnosci przeprowadzono badania stabilnosci monowarstw po kompresji do wybranych
warto$ci cisnienia powierzchniowego (Rys. 55). Badania takie pozwalaja okresli¢, jak szybko
monowarstwa powierzchniowa relaksuje po kompresji do zadanego ci$nienia
powierzchniowego, i dlatego po uzyskaniu odpowiedniego ci$nienia powierzchniowego
rejestrowano ewentualne zmiany warto$ci tego cisnienia w czasie 30 minut (Rys. 55).
Widocznym jest, ze dla kazdego cisnienia nastepuje relaksacja monowarstwy i finalny spadek
ci$nienia powierzchniowego, przy czym najwieksze zmiany wystepuja dla 20 mN/m. Molekuly
kompleksu relaksuja, co powoduje rozplyniecie si¢ warstwy 1 spadek ci$nienia
powierzchniowego. Podobny efekt, ale w mniejszej skali, mozna zaobserwowac dla

monowarstw skompresowanych do nizszych wartosci cisnienia powierzchniowego (Rys. 55).

o m— 1 = 5 mMN/m

§ 20 - m— 1 = 10 mMN/m

c m— 1 = 15 mMN/m
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Rys. 55 Badania stabilno$ci monowarstwy, na podstawie [108].
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Analiza izoterm n-A dla kompleksu dsDNA(krotkie)-CTMA wykazata, ze zatamanie
monowarstwy nastepuje dla cisnienia powierzchniowego rownego 25+0,2 mN/m (Rys. 56).

W zwiazku z tym wynoszenie warstw przeprowadzono dla ci§nien powierzchniowych rownych

5 mN/m, 10 mN/m, 15 mN/m oraz 20 mN/m.
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Rys. 56 Zalezno$¢ cisnienia powierzchniowego od $redniej powierzchni dostepnej na molekule. \WWstawka
przedstawia zalezno$¢ wspolczynnika $cisliwosci od ci$nienia powierzchniowego.

Metoda mikroskopii kata Brewstera obserwowano zmiany stanéw blony podczas
kompresji monowarstwy (Rys. 57) i stwierdzono, ze w przypadku cienkich warstw kompleksu
dsDNA(krotkie)-CTMA nie sg widoczne zadne zmiany w obrazie BAM w czasie kompresji
(Rys. 57a), dopiero po zalamaniu monowarstwy obraz wskazuje na obecno$¢ defektow

w monowarstwie (Rys. 57b).

() (b)

Rys. 57 Obrazy z mikroskopu BAM w trakcie kompresji (a) i po zalamaniu monowarstwy (b).
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Jak wspomniano w Rozdziale 1.2, monowarstwa moze wystgpowaé, w zalezno$ci od
gestosci upakowania molekut, w stanie gazowym, ciektym lub statym (Rys. 11), a okresla si¢
go w oparciu o wartoéé wspotczynnika $cisliwoéci C;1 (1). Najczedciej wyznacza sie
maksymalng warto§¢ wspoOtczynnika Scisliwosci, wskazujge, jaki stan monowarstwa
przybierala tuz przed zatamaniem. Dla kompleksu dsDNA(krotkie)-CTMA maksymalna
warto$¢ tego wspotczynnika wynosi 31 mN/m, co oznacza, ze przy maksymalnej kompresji
warstwa pozostaje w stanie cieczy rozprezone;j.

Kolejnym etapem badan byto sprawdzenie jak ci$nienie powierzchniowe oraz szybkos¢
wynoszenia wplywaja na topografi¢ otrzymywanych cienkich warstw. Warstwy kompleksu
dsDNA (krotkie)-CTMA wynoszono dla wybranych ci$nien powierzchniowych 5, 10, 15 oraz
20 mN/m oraz szybko$ci wynoszenia réwnej 1, 5 1 25 mm/min, a ich topografi¢ zarejestrowano
metoda mikroskopii sit atomowych (Rys. 58). Niezaleznie od szybko$ci wynoszenia mozna
zauwazy¢ nastepujacy trend: wraz ze wzrostem ci$nienia powierzchniowego otrzymywane sa
coraz bardziej uporzadkowane warstwy. Oznacza to, ze pomimo braku réznic na obrazach
BAM w trakcie kompresji i poZniejszego transferu na powierzchni¢ miki, czasteczki kompleksu
tworzg pewne uporzadkowanie, a grubo$¢ wszystkich warstw jest poréwnywalna i wynosi ok.
3 nm. Probki wynoszone z predkoscia 1 i 5 mm/min charakteryzuja si¢ formowaniem
wydluzonych struktur dla ci$nien powierzchniowych powyzej 10 mN/m. Dobrze uformowane
struktury sa widoczne dla warstw wyniesionych przy cisnieniu powierzchniowym
15 1 20 mN/m. Szybki transfer, v = 25 mm/min, skutkuje pojawieniem si¢ uporzadkowania
dopiero przy cisnieniu powierzchniowym 20 mN/m, natomiast przy ciSnieniach
powierzchniowych 5, 10 i 15 mN/m tworzone warstwy sa niejednorodne z dobrze widocznymi
pojedynczymi granulami. Z kolei dla prébek wynoszonych przy najwigkszym badanym
cisnieniu powierzchniowym (20 mN/m), mozna zauwazy¢ zmiang grubosci struktur wraz ze
zwigkszajacg si¢ szybkoScia wynoszenia, co jest dobrze widoczne na profilach
wysokosciowych (Rys. 59). Srednia szerokos$¢ wystepujacych struktur obliczono jako $rednia
warto$¢ szerokosci polowkowej maksimow na wykresach profili prostopadtych do tych struktur
(wykorzystano maksima z 10 profili wysoko$ciowych dla danej probki). Srednig szeroko$é

struktur wraz z odchyleniem standardowym przedstawia Tabela 24.
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Rys. 58 Topografia cienkich warstw kompleksu dsDNA(krotkie)-CTMA wynoszonych przy roéznych
warunkach eksperymentalnych. Rozmiar wszystkich obrazéw: 2,5x2,5 pm; skala wysokosci 0-4 nm.
Struktury pojawiajq sie réwnolegle do kierunku wyciagania probki z subfazy wodne;j.
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Rys. 59 Wybrane, pojedyncze profile wysokosciowe dla obrazow AFM warstw kompleksow
dsDNA(krotkie)-CTMA wyniesionych przy ci$nieniu powierzchniowym 20 mN/m.

Tabela 24 Srednia szeroko$¢ struktur na warstwach wyniesionych przy @ = 20 mN/m wraz z bledem.

Szybkos$¢ wynoszenia [mm/min] Szeroko$¢ struktur [nm]
1 38,4(13,3)
5 37,6(12,3)
25 36,4(11,2)

Zarejestrowane obrazy AFM poddano analizie FFT (szybka transformacja Fouriera -
ang. Fast Fourier Transform), majacej na celu sprawdzenie, czy rzeczywiscie, jak jest to
widoczne na obrazach AFM, anizotropowe pokrycie powierzchni wzrasta ze wzrostem
ci$nienia powierzchniowego oraz spadkiem szybkosci wynoszenia. Metoda FFT jest
narzedziem numerycznym, ktore pozwala zidentyfikowaé periodyczno$¢ danych w sygnale
charakteryzujacym si¢ duzym tlem. Dla kazdego obrazu wybrano 20 przypadkowych,
roOwnomiernie rozmieszczonych na obrazie profili intensywno$ci w kierunku prostopadtym
oraz rownolegtym do kierunku wynoszenia. Przyktadowe profile wysokosciowe wybrane dla
obrazow AFM zarejestrowanych dla warstwy kompleksu dsDNA((krotkie)-CTMA
zaprezentowano na Rys. 60.
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Rys. 60 Przyklady profili wysokosci warstwy kompleksu dsDNA(krotkie)-CTMA prostopadlego (a)
i rownoleglego (b) do kierunku wynoszenia warstwy.

Kazdy z 20 profili wysokos$ciowych danego obrazu AFM zostat poddany analizie FFT,
a nastgpnie obliczono ich $rednig, w celu okreslenia periodu, ktory pojawia si¢ najczesciej na
calej powierzchni probki (na catym obrazie). Procedurge wykonano dla profili prostopadtych
i rownolegtych do kierunku wynoszenia probki, dla wszystkich zarejestrowanych obrazoéw
AFM, a jej wyniki przedstawiono na Rys. 61. Jesli na wykresie zalezno$ci amplitudy od liczby
falowej pojawia si¢ maksimum, oznacza to periodyczno$¢ danych, w przeciwnym razie
obserwuje si¢ monotoniczny spadek amplitudy wraz ze wzrostem liczby falowej. Analiza
profili prostopadtych do kierunku wynoszenia probki potwierdzita wyniki inspekcji wizualnej,
czyli pojawiania si¢ coraz lepiej wyksztatconych, anizotropowych struktur powierzchniowych
wraz ze wzrostem ci$nienia powierzchniowego i ze spadkiem szybko$ci wynoszenia. Analiza
profili rownolegltych do kierunku wyciggania probki nie wykazata maksimow, lecz
monotoniczny spadek amplitudy. Podsumowujgc, na podstawie przeprowadzonej analizy
stwierdzono, ze struktury periodyczne powstaja w Kierunku réwnoleglym do kierunku
wyciggania probki. Dodatkowo zaobserwowano, ze najlepszymi warunkami wynoszenia
cienkich warstw kompleksu dsDNA (krotkie)-CTMA sg ci$nienie powierzchniowe wynoszace
15 lub 20 mN/m oraz szybko$¢ wynoszenia 5 mm/min. Przy zachowaniu tych parametrow

otrzymuje si¢ powtarzalne warstwy z uformowanymi strukturami.
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5.4. Cienkie warstwy komplekséw z CTMA na bazie réznych rodzajow DNA

Po okresleniu optymalnych warunkow otrzymywania cienkich warstw dla kompleksu

dsDNA (krotkie)-CTMA przystapiono do wynoszenia cienkich warstw komplekséw na bazie
CTMA i trzech innych rodzajach DNA:
- dsDNA(dtugie)-CTMA,
- dsDNA(chrom)-CTMA,

- pPDNA-CTMA.

Cisnienie powierzchniowe [mN/m]
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Powierzchnia na molekute [A%/molekute]

Rys. 62 Zalezno$¢ ciSnienia powierzchniowego od $redniej powierzchni dostepnej na molekule dla
komplekséw dsDNA(krotkie)-CTMA (a), dSDNA(chrom)-CTMA (b), dsDNA(dtugie)-CTMA (c) i pDNA-
CTMA (d). Wstawki przedstawiajq zalezno$¢ wspélczynnika $cisliwosci od ci§nienia powierzchniowego.
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W pierwszym etapie zarejestrowano izotermy wymienionych komplekséw (Rys. 62)
wraz z obrazami z mikroskopu kata Brewstera (Rys. 63), w celu potwierdzenia mozliwosci
wynoszenia cienkich warstw w zaplanowanym przedziale ciSnien powierzchniowych. Na Rys.
62 i Rys. 63 zamieszczono takze dla poréwnania wyniki dla dsDNA(krétkie)-CTMA
(zsyntezowanego ponownie), a dla ulatwienia poréwnania potozenia izoterm, na Rys. 62
zastosowano jednakowe skale poziome dla par komplekséw z podobnym rozktadem dtugosci:
dsDNA (krotkie)-CTMA i dsDNA(chrom)-CTMA oraz osobng dla dsDNA(dtugie)-CTMA
i pDNA-CTMA. Dla nowego kompleksu dsDNA(krotkie)-CTMA ksztalt izotermy oraz
charakterystyczne wielkosci sg takie same jak dla kompleksu zsyntezowanego wczesniej
(porownanie Rys. 56 i Rys. 62). Obrazy BAM w trakcie kompresji monowarstwy nie ulegaja
zmianie (nie jest widoczna organizacja molekul na powierzchni w czasie kompresji warstwy,
Rys. 63a), dopiero po przekroczeniu cisnienia kolapsu i zatamaniu monowarstwy na obrazach
BAM pojawiajg si¢ granulowate struktury (Rys. 63b), podobnie jak to zaprezentowano na Rys.
57 dla wcze$niej zsyntezowanego kompleksu. Tym samym potwierdzono powtarzalnosé
wynikéw dla komplekséw na bazie dsDNA(krétkie) otrzymanych z syntez wykonanych
w odstepach czasowych.

Jak wczesniej pokazano, rozktad dtugosci dsSDNA(chrom) jest zblizony do rozktadu
dtugosci dla dsDNA(krotkie) (Tabela 7). Ksztalt i przebieg izotermy n-A dla kompleksow
z CTMA tych zwigzkow rowniez jest do siebie zblizony (Rys. 62 a,b). Jednak dla kompleksu
dsDNA(chrom)-CTMA gwattowny wzrost ci$nienia powierzchniowego zachodzi dla mniejszej
powierzchni przypadajacej na czasteczke (CO moze by¢ zwigzane z nieznacznie mniejszym
rozktadem dlugosci w tej probce), a dodatkowo nie udalo si¢ uzyska¢ obrazu, ktory
pokazywalby zachowanie monowarstwy na powierzchni subfazy wodnej (ani podczas
kompresji, ani po zatamaniu monowarstwy) dla tego kompleksu (Rys. 63c,d).

Dla kompleksu dsDNA(dtugie)-CTMA Ksztalt izotermy (Rys. 62c) jest podobny
do omowionych powyzej komplekséw opartych na krotszych DNA liniowych. Warto jednak
zwrbci¢ uwage, ze czasteczki tego kompleksu zajmuja wyraznie wigkszg powierzchnig
w przeliczeniu na jedng molekulg, co jest spowodowane znacznie wigkszym rozktadem
dhugosci czasteczek DNA w tej probce. Obrazy BAM dla kompleksu dsDNA(dtugie)-CTMA,
podobnie jak w przypadku kompleksow z dsDNA (krétkie), w czasie kompresji nie wykazuja
zadnych obrazow (Rys. 63e), z ktérych mozna wnioskowaé na temat organizacji monowarstwy
na powierzchni, natomiast widoczng warstwe otrzymuje si¢ juz po zatamaniu monowarstwy
(Rys. 63f).
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Zarejestrowano takze izoterm¢ mw-A dla kompleksu pDNA-CTMA (Rys. 62d).
Powierzchnia przypadajaca na jedng czasteczke tego kompleksu podczas zatamania
monowarstwy jest dwukrotnie wigksza niz w przypadku kompleksu na bazie liniowego
dsDNA(dtugie). Jest to spowodowane tym, ze DNA plazmidowe moze wystepowaé w kilku
formach przestrzennych i zajmowa¢ wigcej miejsca niz DNA liniowe. W przeciwienstwie do
komplekséw syntezowanych z DNA liniowego, w przypadku kompleksu pDNA-CTMA
w obrazach BAM obserwujemy zmiang obrazu powierzchni monowarstwy podczas kompresji
(Rys. 63 g,h).

(a) (c) (e) 9)

(b) (f) (h)

Rys. 63 Obrazy BAM otrzymane podczas kompresji monowarstwy (gérny rzad) i po przekroczeniu
ci$nienia kolapsu (dolny rzad): dsDNA(krotkie)-CTMA (a-b), dSDNA(chrom)-CTMA (c-d), dsDNA(dtugie)-
CTMA (e-f) i pPDNA-CTMA (g-h).

W Tabeli 25 zebrano wielkosci charakterystyczne opisujace izotermy zarejestrowane
dla poszczegolnych kompleksow: ci$nienie zatamania monowarstwy, wspotczynnik $ci§liwosci
oraz przewidywany stan fizyczny monowarstwy. Badane kompleksy charakteryzuja sie
podobnym ci$nieniem zalamania monowarstwy (24 — 27 mN/m) oraz zblizonymi
wspotczynnikami $cisliwosci (34 — 40 mN/m), ktore wskazuja, ze w kazdym z badanych
przypadkow monowarstwa wystepuje w stanie cieczy rozprgzonej, czyli czasteczki kompleksu

luzno rozktadajg si¢ po calej dostgpnej powierzchni subfazy (Rys. 11).
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Podsumowujac, potwierdzono mozliwo$¢ wynoszenia cienkich warstw kompleksow
DNA-CTMA metoda Langmuir-Blodgett przy nastgpujacych warunkach: cisnienie

powierzchniowe 15 mN/m oraz szybkos¢ wynoszenia v =5 mm/min.

Tabela 25 Charakterystyczne wielkos$ci izoterm zarejestrowanych dla warstw kompleksow DNA-CTMA na
granicy faz ciecz-gaz.

wicol [MN/M]  Cs'[mN/m]  Stan monowarstwy

dsDNA (krotkie)-CTMA 25(0,2) 30(2) ciecz rozprgzona
dsDNA(dlugie)-CTMA 27(0,7) 38(1) ciecz rozprgzona
dsDNA(chrom)-CTMA 27(0,5) 40(1) ciecz rozpr¢zona

pDNA-CTMA 23(0,9) 42(1) ciecz rozpr¢zona

W toku dalszych badan wyniesiono cienkie warstwy wszystkich czterech kompleksoéw
na dwoch rodzajach podtozy: mice i krzemie. Wyglad warstw wyniesionych na mice (Rys. 64)
rozni si¢ w zalezno$ci od rodzaju DNA wykorzystanego do syntezy kompleksu, jednak ich
cecha wspolng jest wystgpowanie wydluzonych struktur powierzchniowych. Potwierdzono
zatem istnienie wyroznionego kierunku tworzenia si¢ struktur, zgodnego z kierunkiem
wynoszenia warstw. Dla kompleksow utworzonych z DNA liniowego charakterystyczne linie
widoczne s3 na obrazach o wymiarach 2,5x2,5 um. Przy ci$nieniu powierzchniowym réwnym
15 mN/m kompleks dsDNA(dlugie)-CTMA utworzyt najszersze struktury. Kompleksy
dsDNA(chrom)-CTMA oraz dsDNA(krotkie)-CTMA, ktore zgodnie z ich charakterystyka
(Tabela 7) majg porownywalny rozktad dlugosci, tworzg bardzo podobne wizualnie struktury,
przy czym dla kompleksu dsDNA (krotkie)-CTMA sa one wezsze. Z kolei obraz powierzchni
miki pokrytej kompleksem pDNA-CTMA (2,5x2,5 um) charakteryzuje si¢ bardzo duzym
upakowaniem z pewna struktura w prawym gornym rogu, podczas gdy na obrazie 0 wymiarach
10x10 um (Rys. 65) widoczne sg charakterystyczne wydtuzone struktury (sg one tak duze, ze
nie wida¢ ich na wybranym obrazie 2,5x2,5 um, Rys. 64). Dlatego powigkszono wybrany inny
fragment obrazu 2,5x2,5 pm i uwidocznita si¢ struktura podobna do obserwowanej dla DNA
liniowych (prawy dolny obraz na Rys. 65). Wszystkie warstwy komplekséw na bazie DNA
liniowych w mniejszym powigkszeniu (10x10 um) wykazujg charakterystyczne wydtuzone
struktury, w szczegdlnosci kompleks dsDNA (diugie)-CTMA (Rys. 64Db).
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Rys. 64 Obrazy AFM dla cienkich warstw komplekséw wyniesionych na powierzchni¢ miki: obrazy
0 rozmiarze 2,5x2,5 pm (a), obrazy o rozmiarze 10x10 pm (b). SCR - obliczony stopien pokrycia
powierzchni przez kompleks.
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0.0 pm 0.5

Rys. 65 Obrazy AFM kompleksu pDNA-CTMA na mice. Zdjecie gorne — rozmiar 10x10 pm, zdjecia dolne
— rozmiar 2,5x2,5 pm.

Z kolei obrazy AFM kompleksow wyniesionych na krzemie (2,5x2,5 um) wykazuja
delikatnie granulowatg powierzchni¢ o do§¢ wysokim stopniu pokrycia, co potwierdza wartos¢
stopnia pokrycia powierzchni (Rys. 66). W przypadku DNA liniowych nie zaobserwowano
zadnego uporzadkowania, a dla kompleksu pDNA-CTMA wystepuje pewne charakterystyczne
pokrycie catej powierzchni. Warstwa w tym przypadku jest mniej jednorodna i stopien pokrycia
powierzchni wynosi 55%. Dodatkowo, zaobserwowano znacznie mniejszg grubo$¢ warstw
otrzymywanych na krzemie w porownaniu z warstwami wyniesionymi na mice, tj.: 1 — 1,8 nm

dla krzemu i 2 — 4 nm na powierzchni miki.
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Rys. 66 Obrazy AFM dla cienkich warstw kompleksow wyniesionych na powierzchni krzemu, obrazy
0 rozmiarze 2,5x2,5 pm. SCR - stopien pokrycia powierzchni przez kompleks.
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Rys. 67 Reprezentatywne przyklady profili wysokosciowych obrazow AFM cienkich warstw
przedstawionych na Rys. 64 i Rys. 66.
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Przyktadowe pojedyncze, profile wysokosciowe obrazow AFM cienkich warstw
kompleksow wyniesionych na mice i krzemie, wykorzystane do przeprowadzenia analizy FFT,
przedstawiono na Rys. 67. Widocznym jest, ze dla kazdego kompleksu wysoko$¢ profilu
(grubos¢ warstwy) jest mniejsza na krzemie niz na mice. Na profilach warstw wyniesionych na
krzemie wida¢ do$¢ roOwnomierne pokrycie, a na mice widoczna jest wyrazna zmiana
wysokosci profilu w kierunku prostopadtym do struktur. Srednia szeroko$¢ wystepujacych
struktur obliczono ponownie jako srednig warto$¢ szeroko$ci potdéwkowej maksimoéw na
wykresach profili prostopadtych do struktur (wykorzystano maksima z 10 profili
wysokosciowych dla danej probki). Zaobserwowano, ze szerokosci maksimow dla
kompleksow dSDNA(krotkie)-CTMA i dsDNA(chrom)-CTMA sg poréwnywalne i wynosza
odpowiednio 21(9) nm oraz 26(10) nm. Dla kompleksu dsDNA(dlugie)-CTMA $rednia
szeroko$¢ struktur wynosi 33(12) nm, przy czym w tych profilach czeSciej pojawialy si¢
struktury o szerokosci ok. 50 — 70 nm. Z kolei na podstawie profili wysokosciowych warstw
kompleksu pDNA-CTMA nie mozna potwierdzi¢ wystgpowania wydtuzonych struktur.

Wyniki analizy FFT przeprowadzonej dla obrazow o wymiarach 2,5x2,5 pm warstw
kompleksow wyniesionych na mice i krzemie sg przedstawione na Rys. 68. Nie sa widoczne
zadne wyrazne maksima amplitudy dla wszystkich kompleksow wynoszonych na krzem, co
potwierdza brak periodyczno$ci na obrazach AFM (Rys. 66). W przypadku obrazow dla
komplekséw wyniesionych na powierzchni¢ miki wykresy FFT rdéznig si¢ migdzy soba
w zalezno$ci od kierunku ekstrakcji profili. Dla profili rownolegtych do kierunku wyciagania
probki obserwuje si¢ monotoniczny spadek amplitudy, czyli brak periodycznosci. Natomiast
dla profili prostopadltych do kierunku wynoszenia warstwy wykresy FFT przedstawiajg
wyrazne maksima, co potwierdza wystepowanie periodycznych struktur widocznych na
obrazach AFM. Z potozenia tych maksiméw okreslono odlegtosci pomiedzy poszczegdlnymi
strukturami, ktore dla kompleksow zbudowanych =z krotszych tancuchow DNA
(dsDNA(krotkie) i dsDNA(chrom)) wynosza ok. 0,1 um, a dla dsDNA(dtugie) ok. 0,25 pm.
Szczegdlnym przypadkiem jest obraz warstwy kompleksu pDNA-CTMA wyniesiony na mice
(2,5x2,5 um), ktorego wykres FFT wykazuje w obu kierunkach monotoniczny spadek,
oznaczajacy brak periodycznosci. Obszerna analiza wyniesionych warstw kompleksu pDNA-

CTMA jest przedstawiona w rozdziale 5.5.2.

100



mika krzem

o T T T T ] o T T T T ]
% —— réwnolegle do struktur % —— réwnolegle do struktur
=~ 2 0,51 4 2 05 4
T & g°
= © ©
Q £ £
N £ o0 = 0
s 8 1 4 8 1 4
;{ N —— prostopadle do struktur N —— prostopadle do struktur
= S o | S o
Qa 2 2
Z = s
E S, S E o E——
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Liczba falowa [1/pm] Liczba falowa [1/pm]
= 1 T T T T 1 = 1 T T T T 1
% —— réwnolegle do struktur % —— réwnolegle do struktur
> E 05 4 § 05 4
o~ N N
) [ ]
S IS €
= 5 0 T - T T = 0 T T T T
I g 1 S 1 1
< N —— prostopadle do struktur N —— prostopadle do struktur
© ©
2 T o054 4 T 05 4
a £ 2
Q =3
S £, e E , e
0 20 40 60 80 100 < 20 40 60 80 100
Liczba falowa [1/um] Liczba falowa [1/pum]
= " " " " 1 = " " " " 1
% —— réwnolegle do struktur % —— réwnolegle do struktur
— % 0,54 1 % 0,54 |
e N N
E © ©
~ E , T T - T E , T T T T
[&) 8 1 1 8 1 1
:{ N —— prostopadle do struktur = —— prostopadle do struktur
© ©
Z B 05 B T 05 ~
o E 2
a a
© < . < .
< T T ; 7 < T ; T T
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Liczba falowa [1/pum] Liczba falowa [1/pum]
= T T T T ] = T T T T ]
% —— réwnolegle do struktur % —— réwnolegle do struktur
g 0.5 1 E 0,5 4
N N
© ©
<C £ 0 £ 0 . . ; 7
o 1 4 S 1 ]
2 c c
) N —— prostopadle do struktur N —— prostopadle do struktur
o o] o]
B 05 4 T 05 4
2 2
a a
E o S e —SSS E S -
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Liczba falowa [1/um] Liczba falowa [1/um]

Rys. 68 Wyniki analizy FFT wykonanej na profilach wysokoscowych obrazow AFM, dla warstw
wyniesionych na mice i krzemie. Amplitudy znormalizowane, analiza obrazéw o rozmiarze 2,5x2,5 pm z
Rys. 64 oraz Rys. 66.
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5.5. Cienkie warstwy kompleksow DNA z roZnymi surfaktantami

W  kolejnym kroku postanowiono sprawdzi¢ wptyw struktury surfaktantu na
wilasciwo$ci wynoszonych cienkich warstw kompleksow DNA-surfaktant kationowy. W tym
celu wybrano dwa rodzaje DNA: pDNA oraz dsDNA (krétkie) oraz dwa surfaktanty kationowe
BAC i HDP. Przy wyborze surfaktantow kierowano si¢ ich budowa chemiczna. Wszystkie trzy
wybrane surfaktanty (CTMA, BAC i HDP) majg te samg dtugos$¢ tancucha (16 atomow wegla),
a roznig si¢ grupami funkcyjnymi. Natomiast o wyborze rodzaju DNA zadecydowaty wyniKi
dotychczasowych badan - wybrano dwa rodzaje DNA, ktore uznano za najcieckawsze i rozne
od siebie.

Wyniesiono zestawy warstw kompleksow dsDNA (krotkie) | pPDNA dla obu surfaktantow
BAC i HDP. Podobnie jak dla kompleksow z CTMA, warstwy obrazowano metodg AFM,
a analize obrazow przeprowadzono metodg FFT. Obliczono takze zmian¢ swobodng energie
powierzchniowg utworzonych warstw. Zarejestrowano izotermy wraz z obrazami BAM oraz
obliczono wspotczynnik Scisliwosci otrzymanych monowarstw i okreslono charakterystyczne

wielkosci monowarstw Langmuira.
5.5.1. Kompleksy na bazie dsDNA(krotkie) z roznymi surfaktantami

Badania na wadze Langmuira przeprowadzono w celu okreslenia zachowania si¢
monowarstwy komplekséw tego samego rodzaju DNA (dsDNA(krotkie)) z trzema roéznymi
surfaktantami, a zarejestrowane izotermy m-A przedstawiono na Rys. 69. Analiza wynikoéw
wskazuje, na brak istotnego wpltywu struktury surfaktantu na ksztalt i potozenie izoterm
kompleksow  dsDNA(krotkie)-surfaktant — kationowy.  Wartosci  cisnienia  kolapsu,
wspotczynnika $ci§liwosci oraz stanu monowarstwy dla wszystkich trzech kompleksow
zestawiono w Tabeli 26. Dla kompleksu dsDNA(krotkie)-BAC zarejestrowano najwigksza
warto$¢ cisnienia kolapsu sposréd wszystkich badanych DNA liniowych, podczas gdy dla
kompleksu dsDNA(krotkie)-CTMA byt on najmniejszy. Wszystkie kompleksy zatamaty si¢
bedac w stanie cieczy rozprezone;.

Podobnie jak w przypadku kompleksu dsDNA (krotkie)-CTMA, oba nowe kompleksy
wyniesiono na podtoze state (mike) dla cisnien powierzchniowych rownych 5 mN/m, 10 mN/m,
15 mN/m i 20 mN/m i zobrazowano metoda mikroskopii sit atomowych (Rys. 70), a nastepnie
przeprowadzono analize FFT (Rys. 71). Na obu rysunkach wyniki dla kompleksu
dsDNA(krotkie)-CTMA sg dodane dla bezposredniego porownania.
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Rys. 69 Zaleznos¢ ci$nienia powierzchniowego od S$redniej powierzchni dostepnej na molekule dla
kompleksow: (a) dsDNA(krotkie)-CTMA, (b) dsDNA(krétkie)-BAC oraz (c) dsDNA(krétkie)-HDP. Wstawka
przedstawia zalezno$¢ wspolczynnika $cisliwosci od ciSnienia powierzchniowego.

Tabela 26 Charakterystyczne wielkosci izoterm zarejestrowanych dla warstw komplekséw dsDNA(krétkie)-

surfaktant kationowy.

eoll [MN/m] Cst[mN/m] Stan monowarstwy
dsDNA(krétkie)-CTMA 25(0,2) 30(2) ciecz rozprezona
dsDNA(krétkie)-BAC 29(0,5) 36(2) ciecz rozprezona
dsDNA(krétkie)-HDP 26(0,5) 35(1) ciecz rozprezona
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Rys. 70 Obrazy AFM warstw wyniesionych dla kompleksow dsDNA(krotkie)-BAC, dsDNA (krotkie)-HDP
i dsDNA(krotkie)-CTMA na powierzchni¢ miki dla wybranych ci$nien powierzchniowych. Rozmiar
obrazéw 2,5x2,5 pm.
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Rys. 71 Wyniki analizy FFT wykonanej na profilach wysoko$scowych obrazéw AFM warstw wyniesionych
na mice dla kompleksow dsDNA(krétkie)-BAC, dsDNA(krétkie)-HDP i dsDNA(krotkie)-CTMA dla
wybranych ciSnien powierzchniowych. Amplitudy znormalizowane, analiza obrazéw 0 rozmiarze
2,5%2,5 pm z Rys. 70.

105



W przypadku warstw ds DNA (krotkie)-BAC zaobserwowano spontaniczne tworzenie si¢
wydluzonych struktur dla probek wyniesionych dla ci§nien powierzchniowych 10 i 20 mN/m,
natomiast ich brak dla ci$nien powierzchniowych 5 i 15 mN/m. Obecnos¢ struktur (dla cisnien
10 i 20 mN/m) i pewng periodyczno$¢ potwierdzita analiza FFT w kierunku prostopadtym do
kierunku wynoszenia probek. W przypadku kompleksu dsDNA (krotkie)-HDP stwierdzono
sukcesywne tworzenie si¢ wydtuzonych struktur kompleksow wraz ze wzrostem ci$nienia
powierzchniowego, podobnie jak w przypadku kompleksu dsDNA(krotkie)-CTMA. Nie
obserwuje si¢ zaburzenia tego trendu dla ci$nienia powierzchniowego 15 mN/m (jak dla
dsDNA (krotkie)-BAC), a analiza FFT potwierdza obecnos¢ obserwowanych struktur (Rys. 71).
Analizujac profile wysokosciowe komplekséw dla ci$nienia powierzchniowego 20 mN/m,
okreslono $rednig szeroko$¢ struktur (Tabela 27) i stwierdzono, ze kompleks dsDNA (krotkie)-
CTMA tworzy najszersze struktury (ok. 37 nm), podczas gdy kompleksy z pozostatymi dwoma
surfaktantami (BAC i HDP) charakteryzujg si¢ porownywalng szeroko$cig struktur (ok. 25 nm).

Tabela 27 Srednia szerokos¢ struktur powierzchniowych dla ci$nienia powierzchniowego 20 mN/m.

Szerokos¢ struktur

[nm]

dsDNA(krotkie)-CTMA 38(12)
dsDNA(krétkie)-BAC 23(10)
dsDNA(krétkie)-HDP 26(10)

W toku dalszych badan zbadano wilasciwosci fizyczne powierzchni warstwy
kompleksow. W tym celu wykonano pomiary kata zwilzania dla warstw kompleksow
wyniesionych przy ci$nieniu powierzchniowym 15 mN/m dla trzech cieczy pomiarowych
(dijodometanu, wody oraz gliceryny) i poréwnano z warto$ciami otrzymanymi dla substratu,
na ktory wynoszono warstwy (mika). Zaobserwowano, ze powierzchnia miki pokryta
kompleksami zmienia charakter - nastepuje wzrost kata zwilzania, szczegdlnie w przypadku
wody (Tabela 28).

Tabela 28 Katy zwilzania dla kompleksow dsDNA(krétkie)-surfaktant kationowy oraz miki.

Dijodometan [°] Woda [] Gliceryna [°]
dsDNA(krétkie)-CTMA 53,2(2,3) 66,0(3,6) 71,3(5,3)
dsDNA (krétkie)-BAC 54,8(0,9) 72,6(1,8) 70,9(2,4)
dsDNA(krétkie)-HDP 54,3(1,2) 62,0(2,3) 68,8(5,9)
mika 33,6(3,0) 9,5(1,6) 29,8(8,5)
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Na podstawie wyznaczonych katéw zwilzania (Tabela 28) i korzystajac ze wzorow
przedstawionych w Tabeli 22, obliczono swobodng energi¢ powierzchniowg warstw
komplekséw metodami Owensa-Wendta, kwasowo-zasadowg oraz metodag Wu (Tabela 29).
Swobodna energia powierzchniowa cienkiej warstwy kompleksu dsDNAkrétkie)-surfaktant
kationowy dla kazdego zsyntezowanego kompleksu jest mniejsza niz dla czystej miki. Sposrod
przebadanych warstw, najmniejszg swobodng energia powierzchniowa charakteryzuje si¢
warstwa kompleksu DNA(krotkie)-BAC, a najwicksza kompleks DNA(krotkie)-HDP. Jednak
roznice w wartosci swobodnej energii powierzchniowej pomig¢dzy badanymi surfaktantami sg
niewielkie, co wskazuje Ze na warto$¢ swobodnej energii powierzchniowej wigkszy wptyw ma

tancuch DNA niz dotaczone do niego czasteczki surfaktantu.

Tabela 29 Swobodna energia powierzchniowa dla warstw kompleksu DNA (krotkie)-surfaktant kationowy
wyniesionego na mice przy cisnieniu powierzchniowym 15 mN/m.

Czysta
)_/ dsDNA(krétkie)- dsDNA(krétkie)- dsDNA(krétkie)-
Metoda mika
CTMA [mN/m] BAC [mN/m] HDP [mN/m]

[MN/m]

Srednia OW 67,7(4,1) 39,3(3,6) 34,1(1,4) 38,5(2,2)
kwasowo-

sasadowa 56,8(6,3) 36,9(3,1) 31,8(1,1) 38,5(1,8)
Wu 70,5(4,0) 44,1(4,9) 42,4(2,0) 45,1(5,4)

5.5.2. Kompleksy na bazie pDNA z roznymi surfaktantami

Podobnie jak kompleksy na bazie dsDNA(krotkie) z surfaktantami BAC i HDP,
przebadano kompleksy z tymi surfaktantami w oparciu o0 DNA plazmidowe (pDNA).
Zarejestrowane izotermy n-A dla kompleksow pDNA-BAC i pDNA-HDP wraz z wykresem
wspotczynnika $cisliwosci przedstawiono na Rys. 72. Ksztalt wszystkich zaprezentowanych
izoterm jest zblizony i podobny do komplekséw syntezowanych na DNA liniowym (Rys. 69).
Dla kompleksu pDNA-CTMA zaobserwowano podnoszenie si¢ izotermy (zwigkszanie
ci$nienia powierzchniowego) dla powierzchni ok. 600 kA%molekute, tj. dla powierzchni
mniejszej niz w pozostatych rozpatrywanych przypadkach komplekséw - pPDNA-BAC i pDNA-
HDP (ok. 800 kA?/molekute), natomiast ci$nienia zalamania monowarstw sa zblizone (Tabela
30). Wyznaczone wspoiczynniki $cisliwosci wskazuja, ze monowarstwy dla kompleksow
pDNA-CTMA i pDNA-HDP znajduja si¢ w stanie cieczy rozprezonej a pPDNA-BAC w stanie
posrednim migdzy cieczg rozprezong a ciecza skondensowang. Wszystkie wspotczynniki

Scisliwosci dla kompleksow na bazie pDNA s3a wyraznie wigksze od analogicznych
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wspotczynnikéw dla komplekséw na bazie DNA liniowego. Roéznice te prawdopodobnie

wynikaja z trzech konformacji przestrzennych, w ktorych wystepuje DNA plazmidowe.

Tabela 30 Charakterystyczne wielkosSci izoterm zarejestrowanych dla warstw komplekséw pDNA.

teoll [MN/M] Cs[mN/m] Stan monowarstwy
pDNA-CTMA 22(0,4) 42(1) ciecz rozpr¢zona
pDNA-BAC 25(0,7) 52(1) stan ciekly posredni
pDNA-HDP 23(0,7) 48(2) ciecz rozpr¢zona
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Rys. 72 Zalezno$¢ ciSnienia powierzchniowego od Sredniej powierzchni dostepnej na molekule dla
komplekséw (a) pDNA-CTMA, (b) pDNA-BAC oraz (c) pDNA-HDP. Wstawka przedstawia zaleznos¢

wspoélczynnika $ciSliwosci od ci$nienia powierzchniowego.
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Cienkie warstwy kompleksow pDNA wyniesiono w catym zakresie ci$nien pomiarowych przy
predkosci wynoszenia v = 5 mm/min i zobrazowano metoda AFM dla dwoch roéznych
powigkszen. Zaréwno na obrazach 10x10 pm (Rys. 73) jak i 2,5x2,5 um (Rys. 76) dla
wszystkich kompleksow z DNA plazmidowym pojawiajg si¢ struktury w kierunku
réwnoleglym do kierunku wynoszenia probki. Dla kompleksow pDNA-BAC oraz pDNA-
CTMA struktury pojawiaja si¢ od najnizszego cisnienia powierzchniowego 5 mN/m, natomiast
dla pDNA-HDP dla tego cisnienia powierzchniowego nie udato si¢ uzyska¢ klarownego obrazu
(warstwa byta dos$¢ jednorodna, bez wyraznych charakterystycznych wydtuzonych struktur,
chociaz jak pokazano nizej, analiza FFT oraz analiza profili wysokosciowych je
zidentyfikowata). Na obrazach 10x10 um, dla najmniejszych ci$nien powierzchniowych,
obserwuje si¢ spontaniczne tworzenie wydluzonych struktur, podobnych do tych
obserwowanych na dla kompleksow na bazie DNA liniowego (Rys. 64). Struktury powstate dla
komplekséw na bazie pDNA sa jednak dos$¢ szerokie, ich $rednia szeroko$¢ okre§lona na
podstawie profili wysokos$ciowych (Rys. 75) wynosi 115(44) nm dla pDNA-CTMA,
158(66) nm dla pDNA-HDP i 172(72) nm dla pDNA-BAC, przy ci$nieniu powierzchniowym
15 mN/m. Dla poréwnania w przypadku kompleksow dsDNA(diugie)-CTMA szeroko$¢ ta
wyniosta 33(12) nm, przy tym samym ciénieniu powierzchniowym. Srednie szerokosci struktur
dla poszczegdlnych cisnien powierzchniowych zebrano w Tabeli 31. Dla warstw kompleksu
pPDNA-BAC obserwuje si¢ poszerzenie otrzymywanych struktur wraz ze wzrostem ci$nienia
powierzchniowego, co jest dobrze widoczne takze na wykresach profili wysokosciowych
obrazow 10x10 pm (Rys. 75), a analiza obrazow przy wigkszym powiekszeniu (obrazy 2,5x2,5
um) to potwierdza. Z kolei warstwy kompleksow pDNA-CTMA oraz pDNA-HDP przy
cisnieniu 20 mN/m wydaja si¢ by¢ znacznie mocniej $ci$nigte, przez co struktury wydajg si¢
ciasniej upakowane. Potwierdza to takze parametr SCR, ktory dla tych probek jest najwyzszy.
Mimo bardziej $cis$nigte] warstwy, szeroko$¢ obserwowanych struktur nie jest znaczaco

mniejsza niz dla warstw otrzymanych przy nizszym ci$nieniu powierzchniowym.

Tabela 31 Srednia szeroko$¢ struktur utworzonych przez kompleksy pDNA-surfaktant kationowy.

powciéérlz]ic%l;irowe PDNA-CTMA [nm] pDNA-BAC [nm] pDNA-HDP [nm]
5 mN/m 120(49) 134(57) 150(63)
10 mN/m 114(50) 178(76) 160(68)
15 mN/m 115(44) 182(85) 162(65)
20 mN/m 122(47) 195(71) 159(70)
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Rys. 73 Obrazy AFM dla cienkich warstw kompleksow DNA plazmidowego wyniesionych na powierzchnie
miki dla ci$nien powierzchniowych 5 mN/m — 20 mN/m. Rozmiar obrazow: 10x10 pm.

110

110:5447919901



pDNA-BAC PDNA-HDP pDNA-CTMA

.1 T T T T 7 N T T T T 7 N T 7
. —— réwnolegle do struktur . 1 —— réwnolegle do struktur = —— réwnolegle do struktur
] ] ] ] 2 051 ]
2 05 2 05 3 05
2 2 N
= N B
S g z E
-~ 5 g T T T u 5 (127 T T T u - g 9
Z S —— prostopadle do struktur S —— prostopadle do struktur N —— prostopadle do struktur
o -~ <
<
E % ° g
2 054 B 2 054 N EQ . B
Ko & g £
< < <
0 T T u y T T T T
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25 25
Liczba falowa [1/um] Liczba falowa [1/um] Liczba falowa [1/um]
.1 T — T T 7 2 T — T T 7 1 - T 7
—— réwnolegle do struktur < —— réwnolegle do struktur = —— réwnolegle do struktur
T s c
g z g
054 ! Q05+ ! 054 !
g = 2
S =
e 3 £ g
~ £ S o 5]
= £ . : - - 2 97 . . : - - S0
S —— prostopadle do struktur % — prostopadle do struktur N —— prostopadle do struktur
- ©
£ g E E
o 2 054 R é_o,sf b o B
— g < <
< 0 T T u y T T u T
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25 20 25
Liczba falowa [1/um] Liczba falowa [1/um] Liczba falowa [1/um]
N T — T T 7 . T — T T 7 1 - T 7
= —— réwnolegle do struktur . —— réwnolegle do struktur = —— réwnolegle do struktur
< < c
15 = 5
H 4 H
S 05- ! 2 05 N S 054 N
N <] N
E i :
= S o E 5]
Z 2 9 T T 7 T sl 5 9 T T T T 1 2 0 5l
% —— prostopadle do struktur é — prostopadle do struktur \E —— prostopadle do struktur
E ° © k=]
E E :
Te) 3 059 R 2 059 b Zo B
— g g &
< £ <
<
0 T T u T T T u T
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25 20 25
Liczba falowa [1/um] Liczba falowa [1/um] Liczba falowa [1/um]
.1 T T T 7 . T T T 7 P R e UM
= —— réwnolegle do struktur o —— réwnolegle do struktur s —— réwnolegle do struktur
© 054 4 % 05 4 205
N N o
s s 3
€ g g g
E g o . ; - . g oy 1 5 g e
o —— prostopadle do struktur N — prostopadle do struktur S —— prostopadle do struktur
© < o
<
E = E E
o 5 054 4 = 05 4 205
~ g g 2
< < £
0 T T T T 0 T T u T 0
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25

Liczba falowa [1/um] Liczba falowa [1/um] Liczba falowa [1/um]

Rys. 74 Wyniki analizy FFT wykonanej na profilach wysoko$cowych obrazow AFM, dla warstw
wyniesionych na mice. Amplitudy znormalizowane, analiza obrazéow o rozmiarze 10x10 pm z Rys. 73.
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Rys. 75 Reprezentatywne przyklady profili wysokosciowych obrazéw AFM cienkich warstw pDNA-BAC.

Dla wszystkich obrazow AFM prezentowanych na Rys. 73 i Rys. 76 wykonano
komplementarng analiz¢ FFT (odpowiednio Rys. 74 i Rys. 77) i potwierdzono wystgpowanie
periodycznych struktur dla profili prostopadtych do kierunku wynoszenia probki, a takze ich
brak dla profili w kierunku roéwnolegltym. Analiza FFT obrazéw AFM w kierunku rownolegltym
do kierunku wyciggania probki dla obu rozmiaréw obrazéw daje takie same rezultaty —
monotoniczny spadek wartosci oznaczajacy brak periodycznosci. Na wykresach profili
prostopadtych do kierunku wyciggania probki obserwowane jest ostre maksimum w analizie

obrazow 2,5x2,5 um oraz szerokie maksimum dla obrazéw 10x10 pm.
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Rys. 76 Obrazy AFM dla cienkich warstw kompleksowna bazie pDNA wyniesionych na powierzchnie¢ miki,
obrazy o rozmiarze 2,5x2,5 pm.
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Rys. 77 Wyniki analizy FFT wykonanej na profilach wysokosciowych obrazow AFM, dla warstw
wyniesionych na mice. Amplitudy znormalizowane, analiza obrazéw o rozmiarze 2,5x2,5 pm z Rys 78.
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Gloéwna rdznicg obserwowang pomiedzy warstwami kompleksow na bazie pDNA (Rys.
73, Rys. 76) a warstwami kompleksow na bazie DNA liniowego (Rys. 64, Rys. 70) jest grubos¢
struktur oraz minimalne ci$nienia powierzchniowe, przy ktorych formowaty sie¢ wydtuzone
struktury. Dla kompleksow na bazie pDNA w kazdym przypadku obserwowano struktury juz
od najnizszego cisnienia powierzchniowego 5 mN/m. Dla kompleksu pDNA-BAC
obserwowano wyrazny wzrost szerokosci struktur wraz ze wzrostem ci$nienia
powierzchniowego. Dla pozostatych badanych warstw szeroko$¢ otrzymanych ksztattow byta
zblizona (patrz Rys. 751 Tabela 31). Analiza FFT potwierdzita brak periodycznosci w kierunku
rownolegtym do kierunku wynoszenia probki, natomiast prostopadle do tego kierunku
wykazata wystepowanie maksimoéw funkcji pozwalajace okreslic odlegtosci pomigdzy
strukturami. W przypadku kompleksu pDNA-BAC, dla ci$nienia powierzchniowego 20 mN/m,
obserwuje si¢ bardzo dobrze odseparowane struktury (odlegto$¢ miedzy nimi okreslono na ok.
0,78 um), a bardziej upakowane struktury dla kompleksow pDNA-CTMA i pDNA-HDP
(odlegtos¢ odpowiednio ok. 0,4 um i 0,6 pm). Odlegtosci te dobrze koreluja z analizg wizualng
obrazow AFM — warstwa pDNA-CTMA dla ci$nienia powierzchniowego 20 mN/m wydaje si¢

by¢ najbardziej $ci$nieta.
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PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Celem niniejszej pracy bylo sprawdzenie wptywu rodzaju i dhugosci DNA oraz
struktury surfaktantu kationowego na wiasciwosci fizyczne zsyntezowanych kompleksow
w formie probek objetosciowych oraz na topografie 1 wtasciwosci cienkich warstw kompleksu
wyniesionych metodg Langmuir-Blodgett na powierzchni¢ stalg. Obecnie uwaza si¢, ze takie
kompleksy mozna zastosowac w roznych dziedzinach, od elektroniki organicznej (matryce dla
barwnikéw organicznych, warstwy blokujace elektrony w diodach BioLED lub ogniwa
fotowoltaiczne) po medycyng (systemy dostarczania lekéw). Z uwagi na mnogo$é
potencjalnych zastosowan tak wazne sg badania wiasciwosci kompleksow DNA-surfaktant
kationowy zaré6wno jako materialdow objetosciowych jak i w postaci cienkich warstw. Nalezy
jeszcze zaznaczy¢, ze w dostepnych publikacjach czesto brakuje informacji o dlugosci
wykorzystanego DNA, co praktycznie uniemozliwia poréwnywanie wtasciwosci kompleksow

DNA z surfaktantami uzyskiwanymi przez rdzne grupy badawcze.

W ramach niniejszej pracy przygotowano osiem kompleksow DNA-surfaktant
kationowy, opartych o cztery rodzaje DNA (trzy DNA liniowe - dsDNA(krétkie),
dsDNA(dtugie) i dsDNA(chrom), jedno DNA plazmidowe - pDNA) oraz trzy surfaktanty
kationowe (chlorek cetyltrimetyloamonowy, CTMA; chlorek benzyldimetylo-heksaamonowy,
BAC; chlorek heksadecylopirydynowy, HDP). Wybrane DNA liniowe rdznig si¢ rozkladem
dhugosci tancuchow DNA wystepujacych w probee (Tabela 32). Z kolei surfaktanty
charakteryzuja si¢ ta sama dlugo$cig tancucha weglowego (16 atoméw wegla) a réznig si¢
jedynie grupa funkcyjng. Jednym z bardzo waznych aspektow pracy byto wybranie
odpowiedniego materiatu DNA. Poniewaz wsrdd zadan badawczych byto zbadanie wptywu
dlugosci DNA na wilasciwosci kompleksow, przetestowano kilka metod pozwalajacych na
redukcje rozktadu dlugosci DNA, wytoniono najbardziej efektywna metode, ktorg mozna
zastosowac¢ w skali preparatywnej oraz przeprowadzono syntez¢ kompleksow:

 trzy kompleksy na bazie dsDNA(krotkie):  dsDNA(krétkie)-CTMA,

dsDNA(krotkie)-BAC, dsDNA (krotkie)—HDP;

»  jeden kompleks na bazie dsDNA(dtugie): dsDNA(dlugie)-CTMA,;

»  jeden kompleks na bazie dsSDNA(chrom): dsSDNA(chrom)-CTMA,;

»  trzy kompleksy na bazie pDNA: pDNA-CTMA, pDNA-BAC, pDNA-HDP.

Najwazniejsze parametry opisujgce wiasciwosci zsyntezowanych komplekséw DNA-
surfaktant kationowy (w formie zarowno objetosciowej jak i cienkich warstw) zostaty zebrane

w Tabeli 32.
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Tabela 32 Parametry charakterystyczne badanych komplekséw, surfaktantéw i substratéw wraz z rozkladem dlugosci DNA w prébkach.

Prébki objetosciowe Cienkie warstwy
Spektroskopia dielektryczna Dyfrakcja rentgenowska Badania mo_nowarstwy na Srednia szeroko$¢ | Zmiana ;wﬂzah-losm
granicy faz struktur powierzchni
1 stan SEPS
AZ'[6R] | fr [HZ] a o[pS/em] | a[om] | bm] | d*[nm] | SO [mc,j i mostmar- A?[nm] | B3[nm] | 6% [mN/m]
dsDNA(dlugie) ciecz
R 1,223(7) | 6,35(7) | 0,22(02) 27(2) - 27(0,7) | 38(1) rozprezona 33(12) - - -
dsDNA(chrom) ciecz
e 0,002(1) | 3322(216) | 0,28(2) | 8747(211) - 27(0,7) | 40(1) rozprezona 26(10) - - -
dsDNA(krotkie) ciecz
A 0,321(2) | 5,84(11) | 0,369(3) | 9330(463) | 4,83(1) | 8,37(2) | 6,33 | 25(0,2) | 30(1) rozpresona 21(9) | 38(12) | 66,0(3,6) | 40,1(3,9)
dsDNA(krotkie) ciecz
e 1,743(6) | 5,34(5) | 0,195(3) | 1900(870) | 4,51(3) | 7,05(5) | 7,59 | 29(05) | 36(2) rozpresona - 23(10) | 72,6(1,8) | 36,1(1,5)
dsDNA(krotkie) ciecz
e 1,173(4) | 8,71(8) | 0,286(2) | 10870(1673) | 4,00(5) | 7,57(6) | 7,09 | 26(0,5) | 35(1) rozpresona - 26(10) | 62,0(2,3) | 40,7(3,1)
ciecz
pDNA-CTMA | 2,82(2) 4,09(4) | 0,217(3) | 14,6(4,8) - 22004) | 420) | | 5o, | 115(44) | 122(47) - -
pDNA-BAC 15,2(1) 1,43(1) | 0,097(2) 2,55(2) - 25(0,7) | 52(1) S;ag‘éfézliy 182(85) | 195(71) - -
ciecz
pDNA-HDP | 0,0461(1) | 92,1(5) | 0,316(2) | 1020(334) - 23507) | 48Q) | | rrerona | 15970 | 159(70) - -
BAC - - - 8,98(4) Dhugo$é DNA mika 9,5(16) | 64,8(4,8)
CTMA - - - 3,55(2) dsDNA(krétkie) dsDNA(chrom) | dsDNA(diugie) pDNA krzem | 41.2(25) | 55,7(4,4)
HDP - - - 3,37(2) 5 — 240 pz 6 — 190 pz 25— 10 000 pz 4707 pz

Yd — obliczona szerokos¢ kompleksu, A — szerokosé struktur dla cisnienia powierzchniowego 15 mN/m, *B — szerokosé struktur dla cisnienia powierzchniowego

20 mN/m, 0 — kqt zwilzania, °SEP — swobodna energia powierzchniowa
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Kompleksy jako probki objetosciowe badano metodami spektroskopii w podczerwieni,

dyfrakcji rentgenowskiej (XRD 1 SAXS) oraz spektroskopii dielektrycznej. Badania metoda

FTIR m.in. potwierdzily utworzenie kompleksow, a dyfrakcja rentgenowska pozwolita na

okreslenie parametrow komorki elementarnej dla wybranych kompleksow. Z kolei

spektroskopia dielektryczna pozwolita na okreslenie ich wlasciwosci elektrycznych oraz na

identyfikacj¢ procesow relaksacyjnych pojawiajacych si¢ w zsyntezowanych kompleksach.

Przeprowadzone badania probek objgtosciowych kompleksow DNA-surfaktant kationowy

pozwolity na sformutowanie nast¢pujacych wnioskow:

1.

Wszystkie badane rodzaje DNA wigzg si¢ efektywnie poprzez oddzialywane
elektrostatyczne z surfaktantami kationowymi (CTMA, BAC, HDP), tworzac
kompleks, co potwierdzajg badania FTIR oraz XRD, wskazujac na réznice pomiedzy
czystymi sktadnikami reakcji i jej produktem. Po kompleksacji nast¢puje zmiana
dominujacej formy DNA liniowego z B-DNA na A-DNA.

Najmniejsza szeroko$¢ kompleksu na bazie dSDNA(krotkie) wykazuje kompleks
z CTMA - dsDNA(krotkie)-CTMA, a najwicksza dSDNA(krétkie)-BAC, przy zatozeniu
calkowitego rozciggnigcia surfaktantu. Struktura dsDNA(krotkie)-CTMA  jest
heksagonalna, podczas gdy kompleksy dsDNA(krétkie) z pozostatymi surfaktantami
wykazuja znieksztalcong strukture heksagonalng. Parametry komorki elementarnej dla
kompleksow na bazie dSDNA(krotkie) sa zblizone (Tabela 32).

Badania dyfrakcji rentgenowskiej sa uzytecznym narzedziem w okreslaniu czystosci
otrzymanych kompleksoOw - na rentgenogramie kompleksu mozna zidentyfikowac
maksima pochodzace od niezwigzanych frakcji surfaktantu.

Wiasciwosci elektryczne kompleksow DNA mozna modyfikowa¢ poprzez dobor
odpowiedniego surfaktantu oraz rozktadu dtugosci tancuchow DNA. Im dluzsze
tahcuchy DNA, tym mniejsza przewodno$¢ wiasciwa: najwigksza przewodnos¢
wilasciwa wykazuje kompleks dsDNA(krotkie)-CTMA, a znacznie mniejsza
dsDNA(dtugie)-CTMA i pDNA-CTMA. Z kolei kompleksy z surfaktantem BAC
wykazuja najmniejsza przewodno$¢ wiasciwa, podczas gdy kompleksy z HDP
najwicksza (Tabela 32).

Procesy relaksacyjne zarejestrowane w kompleksach DNA-surfaktant kationowy
zwigzane s3 z oscylacja lancuchéw surfaktantdow, a wigzanie pomigdzy DNA
1 surfaktantem prawdopodobnie przesuwa czgstotliwosci relaksacji do nizszych

wartosci (w porownaniu do relaksacji rejestrowanych w roztworach DNA).
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Do przygotowania cienkich warstw kompleksow wybrano, sposrdéd czterech
przetestowanych, metod¢ Langmuir-Blodgett. Opisano zachowanie si¢ monowarstw na granicy
faz ciecz-gaz, zoptymalizowano metode wynoszenia warstw na podtoze state oraz zobrazowano
wyniesione warstwy metoda mikroskopii sit atomowych i przeprowadzono ich analiz¢ metoda
FFT. Na podstawie wynikéw badan cienkich warstw kompleksow wykazano, ze w zalezno$ci
od warunkéw wynoszenia, rodzaju DNA, surfaktantu i podloza, metoda LB pozwala na
uzyskanie monowarstw o roznych strukturach. Przeprowadzone badania cienkich warstw
kompleksow DNA-surfaktant kationowy pozwolily na sformutowanie nastepujacych
wnioskow:

1. Kompleksy DNA tworza monowarstwe¢ na granicy faz ciecz-gaz, ktora podczas
przenoszenia na powierzchni¢ miki spontanicznie ulega samoorganizacji przy
okreslonych warunkach brzegowych (ci$nienie 10-20 mN/m, predkos¢ wynoszenia
5 mm/min). Analiza FFT obrazow AFM potwierdza wystepowanie wydtuzonych
struktur wzdluz kierunku wynoszenia warstw.

2. Na wyglad struktur powierzchniowych gtéwny wplyw ma rodzaj DNA (liniowe lub
plazmidowe), a znacznie stabszy - rozktad dtugosci DNA czy struktura surfaktantu.

3. Rodzaj DNA nie wptywa znaczaco na zmiang¢ ksztaltu izotermy, w tym ci$nienia
kolapsu monowarstwy, natomiast wraz ze wzrostem dtugosci DNA wzrasta
powierzchnia przypadajaca na jedng molekulte (zmiana polozenia izotermy).

4. Grubo$¢ warstw komplekséw wynoszonych na powierzchni¢ miki jest pordwnywalna
dla wszystkich badanych kompleksow i wynosi ok. 3,5 nm. Z kolei na powierzchni
krzemu grubos¢ utworzonych warstw jest mniejsza (ok. 2 nm) i nie zaobserwowano
samoorganizacji struktur powierzchniowych.

5. Energia powierzchniowa cienkiej warstwy kompleksu DNA-surfaktant nie zalezy od
struktury surfaktantu tworzacego kompleks.

Podsumowujac, w oparciu o przeprowadzone badania, udowodniono teze, ze
wlasciwosci kompleksu DNA-surfaktant kationowy zaleza zaré6wno od rodzaju i dlugosci
DNA, jak i struktury surfaktantu w przypadku probek objetosciowych. Natomiast w przypadku
cienkich warstw, stwierdzono jedynie wptyw rodzaju DNA (plazmidowe lub liniowe), a nie
jego dlugosci. Podobnie, nie zaobserwowano wptywu struktury surfaktantu na wtasciwosci
cienkich warstw kompleksow DNA-surfaktant kationowy. Nie mozna jednak wykluczy¢
wplywu rodzaju DNA, jego dlugosci oraz struktury surfaktantu na wlasciwosci elektryczne
cienkiej warstwy kompleksu DNA-surfaktant kationowy. Niestety, na obecnym etapie badan
grubo$¢ wytwarzanych warstw byla zbyt mata do przeprowadzenia badan zwigzanych np.
z przewodnictwem warstwy, zatem niezbedna jest dalsza optymalizacja metody wytwarzania
warstw DNA-surfaktant kationowy i dalsze badanie ich wiasciwosci.
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Dodatek - Historia badan DNA

Badania DNA sg nierozerwalnie zwigzane i motywowane glownie
przez genetyke. Odkrywanie innych, potencjalnie uzytecznych
wlasciwosci DNA rozpoczgto si¢ dopiero w XXI w.

Trudno okresli¢ doktadnie, kiedy rozpoczeto badania dotyczace
tematow dziedziczenia, gendéw 1 DNA. Pojedyncze zrodla sugeruja, ze
poczatki takich badan siegajg 5000 roku przed naszg era, poniewaz juz
wtedy dokonywano selektywnego krzyzowania zwierzat hodowlanych
i roslin. Nie sposob poming¢ takze prac starogreckich filozofow, wsrod
zainteresowan ktorych znalazly sie rowniez kwestie dziedziczenia cech
[1-3]. Pierwsze naukowe, udokumentowane badania skupiajace si¢ na
genetyce 1 DNA rozpoczetly si¢ dopiero w potowie wieku XIX. W 1859
roku Karol Darwin w swojej przelomowej pracy ,,O powstawaniu
gatunkow” [4], zaproponowal teori¢ ewolucji i selekcji naturalnej. Praca
ta miata ogromny wptyw na dalsze losy nauki o dziedziczeniu, mimo ze
autor nie zaproponowal w niej mechanizmu transmisji cech
dziedzicznych.

Histori¢ genetyki, jako nauki, ktorg teraz znamy, rozpoczely
natomiast prace mnicha Grzegorza Mendla [5,6], ktéry w 1866 roku
opublikowal wyniki badan dotyczacych dziedziczenia (rok wcze$niej
zaprezentowal je na posiedzeniu towarzystwa naukowego w Brnie
w referacie ,,Eksperymenty na hybrydach roslinnych” [7]). Mendel
zajmowatl si¢ badaniami nad dziedziczeniem cech grochu zwyczajnego
1 udowodnit, Ze dziedziczenie podlega szeregowi praw, nazwanych
pozniej ,Prawami Mendla”. Opisat dziatanie ,niewidzialnych”
czynnikéw, ktore powoduja pojawienie si¢ widzialnych cech
w przewidywalny sposob. W czasie siedmiu lat badan Mendel opisat po
siedem wybranych cech u 28 000 roslin. Obecnie Grzegorza Mendla
uwaza si¢ za ojca genetyki, pomimo ze jego badania nie byty powszechnie
znane az do 1900 roku, kiedy to zostaty ponownie odkryte.

Po raz pierwszy czysta probke tancucha DNA uzyskal
Friedrich Miescher w 1869 roku, badajac probki uzyskane z wydzielin ran

pacjentow pobliskiego szpitala [8, 9]. Otrzymany zwigzek nazwat
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nukleing, poniewaz wyizolowat jg z jadra komorkowego (z fac. nucleus). :
Opracowal takze pierwsza procedure izolacji i oczyszczania DNA oraz E
stwierdzil, ze wyizolowany zwigzek przypomina mucyng (zwiazek |
chemiczny z grupy glikoprotein czyli biatek zwigzanych Wiqzaniemg
kowalencyjnym z oligosacharydami) [10] i zawiera w swojej budowie E
pierwiastki charakterystyczne dla zwigzkow organicznych: wegiel, :
wodor, tlen i azot. W odroznieniu od bialek, nukleina zawierata znaczace E
ilosci fosforu, ktorego proporcje do innych pierwiastkow byly |}
niespotykane wsrod znanych molekut organicznych. Przeprowadzone :
analizy pozwolily stwierdzi¢, ze nukleina jest ,, fundamentalnie nowym E
typem zwigzku organicznego” [11]. W 1871 roku w czasopiSmie :
,Badania medyczno — chemiczne” ukazaly si¢ trzy artykuty dotyczace E
nukleiny. W pierwszym Miescher pisat o sktadzie chemicznym nukleiny :
[12], w drugim P. Plosz [13] donosil o obecnos$ci nukleiny w jadrach :
komorkowych erytrocytow ptakow i wezy, a w trzecim Hoppe-Slayer E
[14] potwierdzal odkrycie przez Mieschera nukleiny i w niej |
niespodziewanie duzg zawarto$¢ fosforu. W toku dalszych badan, E
Miescher opracowal nowe protokoty izolacji nukleiny, wyizolowat duze :
jej ilosci, korzystajac ze spermy tososia i powtorzyl analizg jej sktadu :
chemicznego. Stwierdzit dodatkowo duza zawartos¢ fosforu w formie E
kwasu fosforowego. Okreslit zawartos$¢ reszty kwasu fosforowego (P20s) :
w spermie lososia na 22,5% (obecnie ta zawarto$¢ jest okreslona na :
22,9%), potwierdzil, wczesniej postulowany, kwasowy charakter E
zwigzku, okreslit nukleine jako kwas wielozasadowy o duzej masieg
atomowej (500-600 daltonéw) oraz zaproponowal kilka mozliwych E
wzoréw chemicznych tej substancji, miedzy innymi: C22H32NsP2016 lub :
C29H49N9P3022 [15]. Przez 25 lat badan nukleiny Miescher przedstawit :
kilka teorii na temat jej funkcji. Postulowat migdzy innymi wspomniang E
juz funkcje magazynu fosforu i roli prekursora dla innych moleku%g
w jadrze atomowym. Pod koniec XIX wieku, po swoich odkryciach duzej E
ilosci nuklein w plemnikach réznych gatunkow zwierzat, Miescher;
zaproponowat zwigzek nukleiny z transmisjg cech dziedzicznych miedzy :
pokoleniami. Odrzucal jednak ideg¢, ze nukleina samodzielnie jest E

. . . . . . 1
odpowiedzialna za przenoszenie cech dziedzicznych, natomiast i
1
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przypuszczat ze informacje dotyczace cech dziedzicznych beda
zakodowane w stereochemicznych stanach atomow wegla.

W latach 70. i 80. X1X wieku inny badacz, Walter Flemming
[16], prowadzit badania dotyczace podziatlu komorek, a zaobserwowany
przez niego podzial zostal nazwany mitoza (przeksztatcanie si¢ jadra
komoérkowego w niciopodobne struktury, pdzniejszy ich podziat na dwie
cze$ci 1 formowanie nowych jader komorkowych). Z kolei w 1888 r.
Heinrich Wilhelm Waldeyer nazwal opisywane przez Flemminga
niciopodobe struktury lub nicie jadrowe (ang. nuclear threads)
chromosomami (gr. Chroma — kolor, soma — ciato; nazwa jest zwigzana
ze stosunkowo tatwym barwieniem chromosomoéw). Chromosomy moga
dzieli¢ si¢ na dwa sposoby: ktore okres§lono mianem mitozy i mejozy.
W wyniku mitozy powstaja dwie komorki z takg samg jak na poczatku
liczba chromosomoéw, a podczas procesu mejozy powstaja nowe komorki,
z ktorych kazda ma polowe poczatkowych chromosomow.

Lata 80. XIX wieku przyniosty kolejne interesujace odkrycia
i teorie dotyczace dziedziczenia. Albert Weismann w 1880 r. dowodzil,
ze ,,substancja dziedziczenia” znajduje si¢ w komorkach rozrodczych
i przenosi z pokolenia na pokolenie cechy dziedziczne (niezmienne
1 pozbawione wplywu doswiadczen z zycia organizmu rodzicielskiego)
[17]. Podwazyl tym samym dotychczasowe poglady Lamarcka,
1 czgsciowo Darwina, na temat zmian w gatunkach poprzez ¢wiczenia
1 doswiadczenia podczas zycia [18,19]. Weismann stworzyl
1 upowszechnil takze teori¢ plazmy zarodkowej tj. dziedziczenia
w organizmach wielokoméorkowych za pomoca komorek jajowych
1 plemnikéw, bez wplywu pozostatych komoérek ciata na komorki
rozrodcze [20].

Wazny wkiad w rozwoj nauki o dziedziczeniu miat Edward
Strasburger, [21,22] botanik z polsko-niemieckimi korzeniami, ktory
opracowal sposdb barwienia jader komoérek rozrodczych roélin, co
pozwolito obrazowa¢ chromosomy i umozliwito obserwacj¢ podziatu
jader komorkowych. Jego badania doprowadzily do wniosku, ze jadra

komoérkowe powstaja zawsze w wyniku podziatu jadra macierzystego
[23].
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W nastepnych latach Oscar Hertwig [24] ogtlosit, ze nukleina
odgrywa wazng role¢ w procesie podziatu chromosomoéw [25] oraz
wprowadzil ,,zasade dlugiej osi”, méwigca o tym, w ktorej ptaszczyznie
dochodzi do podziatu komorki [26,27].

W 1889 r. Richard Altmann [28,29] opracowal metod¢

izolacji nukleiny z drozdzy i jako pierwszy rozdzielit jg na cze$¢ biatkowa

(zawierajacg protaming i histony) i cze¢$¢ kwasowa, ktdrg nazwat kwasem
1

nukleinowym [30]. W trakcie swoich dalszych badan porownat kwasy
nukleinowe pochodzace z réznych zrodet: drozdzy, nasienia tososia,
grasicy czy zo6ttka jaj 1 stwierdzit brak réznic pomiedzy nimi. Odkrycia
Altmana zapoczatkowaly zmian¢ nazewnictwa: okreslenie ,,nukleina”
zostato zamienione na ,.kwas nukleinowy”.

Przetom XIX i XX wieku to czas zmiany podej$cia naukowcow
do kwestii dziedziczenia za sprawag opublikowania wynikow badan,
z ktorych wnioski byly zbiezne z wnioskami Mendla. Przed 1900 rokiem
istniato  kilka alternatywnych teorii dotyczacych mechanizmu
dziedziczenia np. teoria pangenezy wewnetrznej autorstwa Hugo de
Vriesa, czy wspomniana wczesniej teoria plazmy zarodkowej. Jednak to
teorie zgodne z podej$ciem Mendla sprawily, ze narodzita si¢ nowa
dziedzina nauki — genetyka. We wspomnianym 1900 roku pojawity si¢
trzy niezalezne prace autorstwa: Hugo de Vriesa, Carla Corrensa oraz
Erlicha von Tshermarka [31, 32] ktorzy prowadzili badania nad
krzyzowaniem organizméw. Zaskoczeniem dla badaczy bylo odkrycie, Zze
wyniki ich badan zgodne sg z teorig przedstawiong prawie 40 lat
wczesnie] przez austriackiego botanika. Prawa dziedziczenia, znane
obecnie jako Prawa Mendla, weszly do kanonu wiedzy [33].

Zaraz po potwierdzeniu zalozen Praw Mendla wielu naukowcow
zainteresowato  si¢  podobnymi  eksperymentami.  Szczegdlnie
interesujagcym bylo pytanie, czy zaobserwowane na roslinach prawa
dziedziczenia maja swoje przetozenie takze na inne organizmy, m.in.
zwierzgta. W 1902 r. wielu naukowcow badato to zagadnienie, m. in.
Teodor Boveri (jezowce) Walter Sutton (pasikoniki) czy Austin Cannon
(bawetna). Otrzymane przez nich wyniki bylty zblizone 1 wskazywaty na

istotng role chromosoméw w procesie dziedziczenia cech. Wnioski
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zostaly zebrane przez Wilsona i za jego sprawg rozpropagowane jako
Teoria Suttona-Boveriego (lub Boveriego-Suttona), znane réwniez pod
nazwg: chromosomowa teoria dziedziczenia [34,35].

W latach 1902 — 1909 sir Archibald Garrod [36,37] prowadzit
badania naukowe majace na celu znalez¢ powigzanie miedzy wynikami
badan biochemicznych z regutami dziedziczenia okreslonymi przez
Mendla. Zaobserwowat, w jaki sposob dziedziczone sg pewne choroby
genetyczne. Sformutowatl takze teze, znang obecnie jako reguta ,jeden
gen, jeden enzym” 1 wprowadzil okre§lenie ,,wrodzonych btedow
metabolizmu”, oznaczajace mutacje [38]. Postulowat takze, ze defekty
genetyczne skutkuja wystgpieniem utraty pewnych enzymoéw oraz
dziedziczenia choréb metabolicznych.

W 1909 roku dunski profesor Wilhelm Johansen przedstawit
prace, w ktorej podjatl sie wstepnego opisu 1 uporzadkowania koncepcji
wczesnej genetyki, w szczegOlnosci kwestii terminologii  [39].
Zaproponowal wprowadzenie termindéw: gen, genotyp, fenotyp, biotyp,
itd. Definiowal gen jako ,,nic innego jako przydatne stowko, ktére tatwo
polaczy¢ z innymi, moze by¢ wigc zamiennikiem dla ‘jednostek
dziedziczenia’, ‘elementow’ czy ‘allelomorfow w gametach’”. Genotyp
zostal zdefiniowany jako suma genow w gamecie lub zygocie.
Ostatecznie terminy ,gen”, ,genotyp” czy ,genetyka” weszty do
powszechnego uzycia [40,41].

W 1906 roku profesor Thomas Hunt Morgan badal mechanizmy
odpowiedzialne za okreslenie ptci osobnika [42]. Twierdzit wtedy, ze
czynnikiem determinujagcym ple¢ jest jakis sktadnik cytoplazmy.
W wyniku analizy wlasnych eksperymentdw zanegowal pdzniej te¢ teorig
1 sktonil si¢ ku dominujacej roli chromosoméw. Do podobnych
wnioskow, troche wczesniej, doszla takze Nettie Stevens, ktora podczas
badania maczniakow zaobserwowala, ze samice tych owadow posiadaty
20 takich samych (normalnych) chromosomoéw, podczas gdy samce miaty
19 chromosoméw normalnych i jeden mniejszy. Stevens nazwala
chromosomy wystepujace u obu pici X natomiast ten mniejszy,

wystepujacy jedynie u samcow Y.
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W 1908 r. rozpoczgly si¢ badania Thomasa Morgana majace
sprawdza¢ teori¢ ewolucji 1 mechanizmu tworzenia si¢ osobnikow o
cechach niewystepujacych wczesniej w populacji. Badania prowadzone
byty na muszkach owocéwkach (Drosophila melanogaster). Krétko po
tym, jak w 1910 roku Morgan okreslit swoj eksperyment jako ,,dwa
zmarnowane lata”, w populacji muszek pojawil si¢ samiec z innym
kolorem oczu (biale zamiast czerwonych). Dalsze obserwacje pozwolity
stwierdzié, ze biale oczy w populacji pojawialy si¢ prawie zawsze
u samcow. Znaleziono takze podobne powigzania innych cech z picia,
a takze cechy, ktore prawie zawsze wystepowaty w parach. W wyniku
tych obserwacji wywnioskowano, ze cechy dziedziczne przenoszone sg
w konkretnym miejscu $cisle okreslonego chromosomu. Dalsze badania
muszek owocowek pozwolity w 1913 roku przedstawi¢ konkretng mape
powigzan genetycznych dla tego gatunku. W 1933 roku Thomas Hunt
Morgan odebral Nagrode Nobla za odkrycia skupiajace si¢ na roli
chromosomu w dziedziczeniu.

W roku 1910 niemiecki naukowiec Albrecht Kossel otrzymat
Nagrod¢ Nobla z medycyny ,,za wkilad w naszag wiedz¢ o chemii
komorkowej dokonanej poprzez prace nad biatkami, w tym substancjami
nukleinowymi”. W latach 1885 — 1901 odkryto, ze kwasy nukleinowe
(DNA i RNA) sktadajg z pigciu zasad azotowych: adeniny, cytozyny,
guaniny, tyminy (w DNA) i uracylu (w RNA) [43].

Kossel uwazat takze, ze obok czgsci zawierajacej azot (zasady
azotowe) wystepuje element zawierajacy sze$¢ — atomow wegla
potaczonych z tlenem i1 wodorem w sposéb charakterystyczny dla
weglowodoréw oraz drugi element — nie zawierajacy wegla kwas
fosforowy. Z kolei Phoebus Levene odkryt sposob potaczenia trzech
gtownych sktadnikow pojedynczego nukleotydu. Opisal takze ryboze
i deoksyryboze - czyli cukry wystepujace w DNA i RNA i zaproponowat

model "polinukleotydu" [45] do opisania budowy kwasow nukleinowych,

zgodnie z ktorym kwasy nukleinowe miaty sktada¢ si¢ z polaczonych ze ,
sobg nukleotydéw, z ktorych kazdy byt zbudowany z zasady azotowej, :

1
cukru i grupy fosforowej. Sugerowat takze bardzo uporzadkowang }

kolejnos$¢ wystepowania zasad azotowych w nukleotydach twierdzac, ze :
1
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powinny zawsze wystepowacé w tej samej kolejnosci (np.. G-C-T-A-G-C-

T-A...) - co ostatecznie zostato obalone [46].

Badania Georgea Beadlea oraz Edwarda Tatuma z 1941 roku
ostatecznie potwierdzily doswiadczalnie teori¢ mowiaca, ze jeden gen
koduje jeden konkretny enzym, ogloszong wczesniej przez Archibalda
Garroda [47]. We wczesnych etapach eksperymentu pracowano na
genomie muszki owocOwki, ostatecznie zdecydowano si¢ badad
organizm o prostszej budowie — plesn chlebowa Neurospora crassa [48].
Z punktu widzenia badaczy istotnym okazat si¢ fakt, ze ta plesn moze
rosng¢ w laboratorium na pozywce o znanym sktadzie, ma takze jeden
zestaw niesparowanych chromosomow, przez co kazda mutacja bedzie
fatwa do zaobserwowania. Beadle 1 Tatum dopasowali geny
(z zaobserwowanymi mutacjami) do ich przeznaczenia — syntezy
konkretnych enzymow — potwierdzajac hipotezg: ,jeden gen — jeden
enzym”. Obecnie wiadomo, ze niektore geny koduja nie tylko enzymy,
ale tez inne biatka speilniajagce rozmaite funkcje. Niektore geny moga
kodowa¢ funkcjonalne czasteczki RNA [49,50].

W latach 40. XX wieku geny byly okres$lane jako jednostki
dziedziczenia, ktoére dodatkowo produkowaly enzymy pozwalajace
kontrolowa¢ funkcje metaboliczne. Sugerowano, ze z chemicznego
punktu widzenia geny moglyby by¢ biatkami. W 1928 roku Frederick
Griffith pokazat, ze technikami, uznawanymi dzisiaj za typowe dla
biologii molekularnej, jest mozliwa zmiana wtasciwos$ci bakterii [51].
Badal on dwa szczepy bakterii Pneumococcus: szczep S, ktory
wywolywat chorobe, oraz szczep R, ktory mogt by¢ szybko pokonany
przez uktad odpornosciowy. Okazalo si¢, ze chociaz wstrzyknigto
myszom podgrzane (zabite) bakterie ze szczepu S to nie powodowaty
choroby. Jednak, jesli zmieszano je przed wstrzyknigciem z bakteriami
ze szczepu R, to mysz chorowata [52]. Griffith postulowat istnienie
»czynnika transformujacego” pochodzacego od zabitych bakterii, ktory
wywotywal zmiany w niegroznym wczesniej szczepie bakterii.
Mechanizm bedacy przyczyng tej transformacji wyjasnili w 1944 roku

Oswald Avery, Colin MacLeod oraz Maclyn McCarty, ktorzy badali, jaka

substancja jest odpowiedzialna za t¢ przemiang. W swoich badaniach j
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wykazali, ze to wlasnie kwas deoksyrybonukleinowy peini gtowna role
w zmianie wlasciwosci bakterii, co w rozwinigciu prowadzito do teorii,
ze gen zbudowany jest z DNA [53-55].

Praca Avery’ego 1 wspolpracownikow zostata przez srodowisko
przyjeta dos¢ sceptycznie, chociaz nie brakowato takze naukowcow,
ktérzy na jej podstawie rozpocze¢li wiasne badania [56]. Jednym z nich
byt Erwin Chargaff, ktéry po zapoznaniu si¢ z wynikami badan
Avery’ego oraz z pracg popularnonaukowg Erwina Schrodingera ,,Czym
jest zycie?”, rozpoczal wlasne badania nad DNA [57,58]. Gléwna teza
badan bylo twierdzenie, ze rdznice mig¢dzy gatunkami sg zalezne od
réznic w DNA. Erwin Chargaff pokazal, ze r6znice w DNA ro6znych
gatunkow polegaja na réznym udziale procentowym poszczegolnych
zasad azotowych, oraz ze w dowolnej probce DNA ilo$¢ nukleotydoéw
zawierajacych tyming jest taka sama jak ilo§¢ nukleotydow zawierajacych
adening - ta sama zalezno$¢ wystepuje dla nukleotydéw zawierajacych
cytozyne i guanine. Odkrycia te znane sg jako reguly Chargaffa i mozna

je zapisa¢ w uproszczeniu:

T+C = A+G
T=A
C=G

Chargaffowi przypisuje si¢ takze obalenie teorii Phoebusa Levene’a
mowiacej, ze DNA to powtarzajacy si¢ wielokro¢ zbior nukleotydow
wystepujacych zawsze w tej samej kolejnosci.

Na poczatku lat 50. XX wieku kilka grup badawczych na catym
swiecie podejmowato proby rozwiktania struktury DNA. Miedzy innymi,
Erwin Schrédinger rozwazajac wymogi fizyczne genu stwierdzit, Ze musi
to by¢ pewnego rodzaju krysztat aperiodyczny [59]. Rosalind Franklin
sugerowata w 1951 roku, ze DNA ma ge¢sto upakowang strukture
helikalng zawierajaca 2, 3 lub 4 skrecone tancuchy kwasu nukleinowego,
a grupy fosforanowe skierowane powinny by¢ na zewnatrz [60].
Natomiast Chargaff podal informacje dotyczace ilosci nukleotydow

zawierajacych poszczegolne zasady azotowe [61]. Odkryto takze, ze aby

struktura DNA byta stabilna, adenina musi faczy¢ si¢ z tyming za pomoca

i
, . . i
dwoch wigzan wodorowych, a guanina z cytozyng za pomocg trzech i
1
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wigzan wodorowych. Jako poprawny i ostateczny, uznano model DNA :
przedstawiony w 1953 roku przez Francisa Cricka oraz Jamesa Watsona, i
ktory opierat si¢ na wynikach badan rentgenowskich Rosalind Franklin
i Raymonda Goslinga. DNA okazato si¢ by¢ podwojng helisg skrecong
w prawg strong, o szkielecie zbudowanym z reszty fosforanowe;j
i deoksyrybozy, cukru, ktory faczy si¢ z jedng z zasad azotowych. Zasady
azotowe skierowane sg do $rodka i dobierajg si¢ specyficznie w pary A-T
oraz C-G. Na jeden skret helisy proponowanej przez Watsona i Cricka
przypadato dziesi¢¢ par zasad. W kwietniu 1953 roku w czasopi$mie
,Nature” poza pracg Watsona i Cricka opisujaca strukturg¢ DNA, pojawity
si¢ takze wyniki badan Franklin i Goslinga oraz Mauricego Wilkinsa ze
wspotpracownikami, ktore rowniez dotyczyty struktury DNA [62-64]. W
1952 roku Nagrode Nobla z dziedziny medycyny otrzymali Francis
Crick, James Watson oraz Maurice Wilkins ,,za odkrycia dotyczace
struktury molekularnej kwasow nukleinowych 1 ich znaczenia dla
przekazywania informacji w materiale zywym”.

Nastgpnym waznym odkryciem byto otrzymanie polimerazy
DNA — enzymu, ktéry pozwala syntezowac lub powiela¢ DNA. W 1956
roku po raz pierwszy udato si¢ to Arthurowi Kornbergowi, nagrodzonemu
wraz z Severo Ochoa w 1959 roku Nagroda Nobla w dziedzinie
medycyny ,,za odkrycie mechanizmow biologicznej syntezy kwasu
rybonukleinowego i dezoksyrybonukleinowego” [65].

W 1957 roku podczas wyktadu dla Towarzystwa Biologii
Eksperymentalnej Francis Crick przedstawil centralny dogmat biologii
molekularnej [66] méwiacy o kierunku przeplywu informacji. Watson
i Crick juz wczeéniej twierdzili, ze nadrzedng funkcja DNA jest produkcja
biatek, a takze, ze RNA (znajdujace si¢ w cytoplazmie) musi kopiowac
informacj¢ genetyczng z DNA, zamknigtego w jadrze komorkowym [67].
Dogmat centralny mowi, ze informacja genetyczna jest przekazywana z
DNA poprzez RNA do biatek, ale nie moze by¢ przekazana z bialek do
DNA (obecnie wiemy, ze Kierunek przekazu informacji z DNA do RNA

nie zawsze jest zachowany i np. w przypadku retrowirusOw zachodzi i
1

odwrotnie). W toku dalszych badafi potwierdzono istnienie kilku }

wyspecjalizowanych grup RNA, w tym czasteczke mRNA — messenger :
1
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RNA — pelniaca rolg postanca miedzy czasteczkg DNA a biatkiem.
Odkrycia tego w 1960 roku dokonali: Sydney Brenner, Francois Jacob
I Jacques Monod [68,69].

Na poczatku lat 60. XX wieku wiadome juz byto, ze to DNA za i

1
pomoca RNA przekazuje do cytoplazmy informacj¢ o potrzebie syntezy :

konkretnego biatka. Sposob zapisu tej informacji zostat przedstawiony po :
raz pierwszy w 1961 roku przez Marshalla Nirenberga na przykladzie E
pierwszego kodonu. Okazalo si¢, ze kod genetyczny tworza trzy ;
nastgpujace po sobie nukleotydy. Majac do wykorzystania cztery :
mozliwe zasady azotowe obliczono, Ze istniejg szes¢dziesiat cztery rozne E
konfiguracje. Kazda trojka koduje konkretny aminokwas, ktory wchodzi :

1
w sktad danego biatka. Istniejg takze trojki oznaczajace STOP, ktore i

przerywaja syntez¢ aminokwasow. Z poczatkiem lat 60. XX w. udato si¢ E
okresli¢, jakie sekwencje DNA koduja kazdy z mozliwych dwudziestu :
aminokwasow, sktadajacych si¢ na biatka w organizmach zywych. Za E
ztamanie kodu genetycznego Marshall Nirenberg wraz z Har Gobind :
Khorana oraz Robertem Holleyem zostali uhonorowani Nagroda Nobla i

z medycyny w 1968 roku [70,71].

Bardzo waznym krokiem w badaniach nad genomem bylo :
odkrycie enzymow pozwalajacych na manipulacje DNA. W latach 50. E
XX w. szwajcarski mikrobiolog Werner Arber méwit o tym, ze bakterie :
oddziatujg z wirusami je atakujagcymi (tzw. fagami lub bakteriofagami) :
przez ,modyfikacj¢ restrykcyjng”, czyli reakcj¢ enzymatyczng E
kontrolowang genetycznie. Enzym restrykcyjny ma na celu identyfikacje .
specyficznej grupy nukleotydow i przeciecie DNA w okreSlonym E
miejscu. Reakcja ta, ze wzgledu na swoje potencjalne zastosowania, :
budzita duze zainteresowanie. W 1972 roku Hamilton Smith wyizolowat :
po raz pierwszy enzym restrykcyjny typu Il (nazwany Hind II), ktory E
opisal teoretycznie w 1970 r. [72,73]. W toku dalszych badan ustalono, :
ze enzymy restrykcyjne rozpoznaja zwykle fragment DNA o dlugosci E
4-8 par zasad. Wykorzystanie enzymow restrykcyjnych pozwala na;
identyfikowanie konkretnych sekwencji w tancuchu DNA i na E

manipulowanie DNA, w potaczeniu z dodatkowymi metodami biologii :

molekularnej. Obecnie znamy ponad 3000 enzymdw restrykcyjnych. Za :
1
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swoje badania Hamilton Smith, Werner Arber oraz Daniel Nathansi
trzymali Nagrod¢ Nobla z medycyny w 1978 roku [74]. E

W tym samym roku, w ktorym wyizolowano pierwszy enzym }
restrykcyjny (1972), Paul Berg doniost o pierwszej udanej probie syntezy :
rekombinowanego DNA. Za pomocg enzymoéw restrykcyjnych przeciat E
w odpowiednich miejscach koliste czasteczki dwoch wirusow (matpi :
wirus SV40 oraz bakteriofag L), a nastepnie polaczyt je ze soba po serii E
reakcji chemicznych [75]. Swoja metode okreslit jako ,,0g6Ing, oferujacy |
podejscie do kowalencyjnego taczenia razem dowolnych dwodch :
czasteczek DNA”. Berg zrezygnowal z wczesniejszych planéw E
wprowadzenia rekombinowanego DNA do komoérki z powodow :
etycznych i naciskow §rodowiska [76].

W 1973 roku Herbert Boyer i Stanley Cohen przeprowadzili

eksperymenty dotyczace rekombinowanego DNA, wprowadzajac

produkt swoich badan do organizmu zywego. Badania prowadzono na :
plazmidowym fragmencie bakterii E. coli odpornym na tetracyklin@.g
W trakcie badan, za pomocg enzymu restrykcyjnego rozrywali kolistg E
forme¢ plazmidu i wprowadzali dodatkowy gen kodujacy odporno$¢ na :
inny antybiotyk — kanamycyn¢. Po wprowadzeniu genu plazmid :
ponownie zamykano do postaci kolistej 1 wprowadzano do zywej bakterii E
[77]. Bakterie potomne okazaty si¢ by¢ oporne zarowno na tetracykling, :
jak 1 na kanamycyng. Badania te w duzym stopniu wplynety na postepy :
w genetyce molekularnej i biochemii [78]. W 1980 roku Berg Zosta1§

jednym z nagrodzonych Nagroda Nobla w dziedzinie chemii za;
1

,fundamentalne badania nad biochemig kwaséw nukleinowych ze !
1
1

szczegblnym uwzglednieniem rekombinacji DNA” [79,80]. Innymi:

1
nagrodzonymi tg prestizowg nagrodg w tym samym roku zostali Walter i
1
Gilbert oraz Frederick Sanger za ,,wktad w okreslenie sekwencji zasad w :

kwasach nukleinowych”. :
1
i

W 1977 roku opracowano nowe metody pozwalajace na szybkie !
sekwencjonowanie DNA. Metoda Gilberta-Maxama zaktadata :
namnazanie fragmentu DNA w bakteriach i znakowanie radioaktywne :
kazdej z nici w celu rozszczepienia ich wzdluz zasad azotowych.

Nastepnie fragment DNA byl rozbijany na mniejsze kawalki o roéznej
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dtugosci 1 poddawany elektroforezie zelowej pozwalajacej na :
rozdzielenie DNA ze wzgl¢du na dlugos¢ tancucha. Analiza koncowych E
punktow przecigcia umozliwiata okre$lenie kolejnosci poszczegélnych j
zasad azotowych [81]. Innym sposobem sekwencjonowania DNA jest :
metoda Sangera, wykorzystujaca czasteczki ,.konczace tancuch” (,,chain- :
terminating”). W tej metodzie uzywa si¢ DNA jednoniciowego, ktorego :
kopie syntezuje z pomocg polimerazy DNA. Probke dzieli si¢ na cztery E
czgSci i do kazdej dofacza si¢ zmodyfikowana, znakowana zasadg |
azotowg (tzw. dideoks), ktora konczy tancuch DNA. W nast¢pnym kroku :
sekwencja zasad odczytywana byta z wyniku elektroforezy zelowej [82]. E
Opisane tu metody sekwencjonowania DNA pozwolily na odczytanie :
sekwencji nukleotydéw dla catych genéw (dtugos¢ od 1000 do 30 000 par E
zasad) [83]. W toku dalszych badan nad sekwencjonowaniem :
udoskonalano opisane metody, a w 1986 roku firma Applied Biosystem :
Incorporated (API) przedstawila pierwszy automatyczny sekwenser, czyli E
urzadzenie oparte na metodzie sekwencjonowania enzymatycznego :
Sangera (bedacej obecnie standardem laboratoryjnym). Automatyczny E
sekwenser nie wykorzystuje jednak znacznikow radioaktywnych, aleg
barwniki fluorescencyjne, ktore kolorystycznie rdznicujg poszczegdlne :
zasady azotowe [84]. E

W 1983 roku [85] rozpoczely si¢ prace nad metoda pozwalajaca na |

powielanie materiatu genetycznego, ktora wykorzystywata odkryta przez

Arthura Kornberga w 1955 roku polimeraze DNA. Polimeraza E
w naturalnych warunkach wykorzystywana jest do naprawy i replikacji :
fragmentoéw tancuchoéw poprzez dobudowywanie komplementarnej nici E
do pojedynczego tancucha DNA [86]. Reakcja tancuchowa polimerazy :
(PCR) powielajaca DNA opracowana zostata przez Karry’ego Mullisa
1 sktada si¢ z nastepujacych po sobie sekwencji:
a. Rozdzielenie DNA na pojedyncze tancuchy poprzez podgrzanie
(denaturacja);
b. Wigzanie starterow — kroétkich oligonukleotydow
komplementarnych do poszczegdlnych koncow pojedynczej nici
DNA (hybrydyzacja);

I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
I
c. Synteza nici komplementarnej (elongacja) [87]. :
1
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Reakcje PCR szeroko wykorzystuje si¢ w badaniach genetycznych, :
poniewaz jest tatwo automatyzowalna, specyficzna i czuta. W sklad;
mieszaniny reakcyjnej wchodzi DNA, ktore ma by¢ powielone, ;
mieszanina nukleotydow (wykorzystywane do budowy nowych nici
DNA), startery oraz polimeraza DNA. W 2020 roku jedna z modyfikacji
reakcji PCR (real time PCR) znalazla zastosowanie w diagnostyce wirusa j
SARS-Cov-2.

Majac techniczne narzedzia pozwalajagce na odczytywanie ;
sekwencji DNA, w potowie lat 80. XX wieku rozpoczety si¢ dyskusje i
o projekcie, ktory pozwolitby pozna¢ genom cztowieka. W 1990 roku i
Departament Energii USA i Narodowe Instytuty Zdrowia USA podje
decyzje o rozpoczeciu projektu Human Genome Project, przeznaczajac i
na ten cel 3 mld USD. Zakladano, ze w ciggu 15 lat naukowcy:
przedstawig pelng sekwencj¢ DNA czlowieka. Do projektu wiaczone
zostaly rozne panstwa (poza Stanami Zjednoczonymi m.in. Chiny, !
Francja, Wielka Brytania, Niemcy czy Japonia). Od rozpoczgcia badan, i
majacych na celu poznanie kompletnej sekwencji ludzkiego DNA, grupy i
badawcze kolejno donosity o nastepnych sukcesach. Juz w 1995 roku
przedstawiono kompletny genom pierwszego organizmu — bakterii i
Haemophilus influenzae Rd [88]. 2000 rok przynidst kompletng i
sekwencj¢ genetyczng zasluzonej w badaniach nad DNA muszki:
owocowki Drosphili [89], a w 2002 roku gotowy byt caly genom i
pierwszego ssaka — myszy [90]. Ostatecznie 14 kwietnia 2003 roku i
naukowcy podsumowali projekt Human Genome Project stwierdzajac, ze
udalo si¢ zsekwencjonowaé 99,9% genomu czlowieka z trafnoscig i
99,99% [91]. W wyniku badan okazato si¢, ze ludzki genom tworzy j
3 300 000 000 par zasad sktadajacych si¢ na okoto 22 000 r6znych genow. i
Obecnie prowadzone sg prace majgce na celu okreslenie sekwencji:
genowych pozostatych organizméw zywych [92]. Poznanie genomu i
ludzkiego moze okaza¢ si¢ przydatne w wielu dziedzinach m. in. i
medycynie, biologii molekularnej, wiedzy o ewolucji, kryminalistyce, i
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