Streszczenie rozprawy doktorskiej:

Wplyw zwigzkéw wykazujacych powinowactwo do DNA na wi azanie histonéw

do kwasu deoksyrybonuklieinowego, oraz strukturg chromatyny i jadra zywych
komoérek ludzkich.
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Celem wykonanych badan byto zbadanie wptywu zwigzkéw niekowalencyjnie
wiazacych sie z DNA w jadrach zywych komorek na:

- oddziatywanie biatek histonowych z kwasami nukleinowymi

- organizacje wysokorzedowych struktur chromatyny i jadra zywych komorek

- zachodzenie i subkomorkowa lokalizacje proceséw replikacji i transkrypcji

W przeprowadzonych doswiadczeniach wykorzystano metody mikroskopii
fluorescencyjnej i konfokalnej (FRAP, FLIP, i in.), techniki immunofluorescencyjne
oraz cytometrie przeplywowsa. Eksperymenty prowadzono na komérkach Hela z
histonami H1, H2B, H3 i H4 wyznakowanymi biatkiem GFP oraz komaorkach 373 ze
zmutowanymi histonami H1 zawierajacymi pojedyncze zmienione aminokwasy.
Zmutowane histony H1 réwniez byly wyznakowane biatkiem GFP. Badano zwigzKi
chemiczne nalezace do dwach grup, réznigcych sie mechanizmem wigzania z DNA.
Pierwsza z nich byly substancje interkalujace, do ktérych naleza: daunomycyna — lek
przeciwnowotworowy z grupy antybiotykéw antracyklinowych; DRAQ5 - barwnik
fluorescencyjny rowniez nalezacy do grupy antracyklin, oraz bromek etidiowy. Drugg
grupe stanowity barwniki wigzace sig z DNA w malym rowku podwdjnej helisy —
Syto17 (pochodna cyjanin) oraz Hoechst 33342,

Wykonane eksperymenty pokazaly, ze zwiazki z grupy antracyklin (przy
stezeniach ok. 1 uM) interkalujagc do DNA powodujg oddysocjowanie czasteczek
histonu H1 z chromatyny, a w wyzszych stezeniach (3-7 yM) takze histonow
korowych. Usuniecie histonow H1 z chromatyny zywych komorek prowadzito do
silnego zaburzenia wysokorzedowych struktur chromatyny i przestrzennego rozkladu

chromatyny w jadrze, oraz do jej agregacji. W badaniach tzw. dynamicznej wymiany



histonéw H1, bezposrednio po dodaniu daunomycyny zaobserwowano przejsciowe
pojawienie sie populacji biatka niezwigzanego z DNA. Po 4 h inkubacji pula
niezwigzanego histonu zanikta, a dynamiczna wymiana histonéw H1, ktére pozostaty
zwigzane ze zagregowana chromatyng byla taka sama jak w komorkach kontrolnych.
Zaobserwowano réwniez zalezne od stezenia zahamowanie procesow replikacii i
transkrypcji w komérkach traktowanych tymi zwigzkami.

Barwniki wigzace sie w malym rowku podwoéjnej helisy nie powodowaty
oddysocjowania histondw od DNA, ani zmian rozktadu chromatyny w jgdrach
badanych komorek. Nalezy zatem przypuszczaé, ze nie powodowaly one istotnych
zmian wysokorzedowych struktur chromatyny. Zahamowanie procesow replikacji i
transkrypcji obserwowano tylko po inkubacji komérek z duzymi stezeniami tych
barwnikow (ponad 5 pM).

Zaobserwowane zjawiska wplywu barwnikow i lekow wiazacych sig z DNA
zywych komorek na strukture chromatyny potwierdzaja kluczowa role histonu H1 w
utrzymywaniu  wysokorzedowych  struktur chromatyny in vivo. W przypadku
barwnikow uzywanych do barwienia DNA wykazano, Zze zaburzaja one
wysokorzedowe struktury chromatyny, zatem w sposo6b istotny zmieniajg badany
ukiad. W badaniach leku przeciwnowotworowego daunomycyny oddysocjowanie
histonu H1 i agregacja chromatyny byty obserwowane juz w niskich stezeniach (0.05
— 0.25 pM) istotnych z Klinicznego punktu widzenia. Zaiem zmiany oddziatywania
histon-DNA wywotane przez interkalujacy lek moga by¢ istotnym elementem ciggle

niewyjasnionego mechanizmu cytotoksycznego dziatania daunomycyny.
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