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Wydziat Fizyki UW:

Zglaszam nastgpujace tematy prac licencjackich dla studentéw Studiéw Wydziatu
Fizyki UW na przyszty rok akademicki, w_tym dla studentéw indywidualnych (w kolejnosci

alfabetycznej opiekunéw):

1. ,,Generacja zespolu struktur bialka drkN SH3 z muszki owocowej metodami
dynamiki molekularnej”, opiekun: prof. dr hab. Jan Antosiewicz.

Opis: Biatko drkN SH3 jest ciekawym obiektem do badarn biofizycznych z uwagi na to, ze w
warunkach fizjologicznych przechodzi odwracalnie migdzy forma natywna i rozwinieta.
Proces przejscia jest wolny w skali czasowej pomiaréw spektroskopii jadrowego rezonansu
magnetycznego (NMR), co pozwala oddzielnie "obserwowac" obie formy strukturalne. W
banku danych PDB dostepne sa struktury stanu natywnego. Wygenerowanie realistycznych
struktur stanu rozwinietego pozwoliloby okreslic teoretycznie energie rozwijania struktury
bialka i zbadanie ich zaleznosci od takich parametréw jak pH roztworu. Odpowiednie dane
doswiadczalne, z ktérymi mozna poréwnac¢ wyniki teoretyczne, zostaly uzyskane metodami
spektroskopii NMR. Projekt polega na zapoznaniu si¢ z programem dynamiki molekularnej
CHARMM Ilub GROMACS, na opracowaniu odpowiedniego ,.inputu”, pozwalajacego na
uzyskanie zespotu struktur rozwinietych i na przeprowadzeniu symulacji.

2. ,,Badanie oddzialywan miedzyczasteczkowych w roztworach metodami fotolizy
btyskowej’’, opiekun: prof. dr hab. Jan Antosiewicz.

Opis: Fotoliza btyskowa jest metoda relaksacyjna, w ktérej badany uk lad wyprowadza si¢ ze
stanu réwnowagi dziatajac na niego intensywnym impulsem $wiatta, a nastepnie,
wykorzystujac pomiar absorbcji roztworu w wybranej dlugosci promieniowania, obserwuje
si¢ powrdt uktadu do stanu réwnowagi 1 wnioskuje o zachodzacych w ukladzie procesach
molekularnych (ich mechanizmach 1 szybkosci). Mozliwe sa rézne warianty wykonania
pracy. Dwa nastgpujace przyktady ilustruja istniejace mozliwosci.



a) badanie kinetyki zderzen czasteczek ksantonu i naftalenu w réznych rozpuszczalnikach.
Czasteczka ksantonu po wzbudzeniu impulsem lasera (promieniowanie o dlugosci 355 nm) w
ciagu ok. 1 ps przechodzi w dlugo-zyjacy (rzedu 30 ps) stan trypletowy. Obecno$¢ stanu
trypletowego przejawia si¢ pasmem absorbcji w 490 nm. Zderzenia z czasteczka naftalenu
przyspieszaja dezaktywacj¢ ksantonu. W zderzeniu ksanton przekazuje energie naftalenowi,
ktory przechodzi w stan zbudzony trypletowy (widoczny jako pojawiajaca si¢ absorbcja przy
420 nm). W oparciu o analizg pzypieszenia dezaktywacji ksantonu wyznaczamy state
szybkosci asocjacji ksanton-naftalen (w sensie stynnego rownania Smoluchowskiego).;

b) Istnieja czasteczki, ktére pod wptywem impulsu §wiatla 355 nm uwalniaja do roztworu
jony wodoru i zakwaszaja Srodowisko (tzw. klatkowane protony). Zakwaszenie nastgpuje w
ciagu kilku-kilkunastu nanosekund (czas trwania impulsu lasera to 4 ns). Zakwaszenie
roztworu moze skutkowaé wywotaniem réznych proceséw molekularnych, np. zmianami
konformacyjnymi w biatkch, ktére mozna Sledzic poprzez pomiar absorbcji Swiatta przy
odpowiednio dobranej dlugosci. Na przyktad biatko bren fluorescent protein mozna
obserwowac poprzez absorbcje w 490 nm. Pomiar absorbcji informuje nas o kinetyce zmian
konformacyjnych biatka w odpowiedzi na skok pH.

3. ,,Fluorescencyjne pomiary oddzialywan z ligandami mutantéw bialek z rodziny PNP
(fosforylazy nukleozydow purynowych) - waznych enzyméw targetowych w terapii
choréb nowotworowych i choréb ukladu immunologicznego”, opiekun: dr hab. Maria
Agnieszka Bzowska.

Opis: Fosforylazy nukleozydéw purynowych (PNP) to kluczowe enzymy metabolizmu
sktadnikow kwaséw nukleinowych. PNP znajduje si¢ praktycznie w kazdej zywej komorce.
Fosforylazy izolowane z r6znych Zrédet oraz silne selektywne inhibitory fosforylaz z tkanek
ludzkich czy organizméw chorobotwérczych maja potencjalne ogromne znaczenie
praktyczne, gléwnie w medycynie, np. jako leki immunosupresyjne czy przeciwpasozytnicze,
a takze — mniej specyficzne fosforylazy z niektérych bakterii - w chemii nukleozydéw
purynowych. Giéwnym celem projektu realizowanego przez nasza grupg jest poznanie
biofizycznych podstaw dzialania fosforylaz, co ma m.in. prowadzi¢ do syntezy serii silnych
inhibitorow PNP o potencjalnych praktycznych zastosowaniach. W projekcie stosujemy
interdyscyplinarne podej$cie do badan fosforylaz: od inzynierii genetycznej pozwalajacej na
uzyskanie duzych iloSci modelowej fosforylazy i1 jej mutantéw, poprzez rdéznorodne
biofizyczne metody eksperymentalne, takie jak pomiary zaniku fluorescencji i fluorescencji
stacjonarnej, spektroskopia zatrzymanego przeptywu, dyfrakcja promieniowania X na
krysztatach biatka, jak i komputerowe modelowanie w celu zaprojektowania inhibitoréw o
potencjalnym zastosowaniu terapeutycznym. Osobie zainteresowanej wykonaniem pracy
licencjackiej w ramach projektu proponujemy zbadanie oddzialywania jednego z mutantéw
biatka z wybranym ligandem przy wykorzystaniu fluorescencyjnej metody detekcji
powstajacego kompleksu.



4. ,,0d biofizycznych badan czynnikéw determinujacych selektywne i silne wigzanie sie
inhibitor6w z enzymami do skuteczniejszych lekéw”, opiekun: prof. dr hab. Borys
Kierdaszuk.

Opis: Absorpcja fotondw przez czasteczki biologiczne (np., biatka) powoduje przejscie tych
czasteczek ze stanu podstawowego do wzbudzonego, natomiast przejScie odwrotne jest
realizowane poprzez emisj¢ fotonéw zwang fluorescencja. Absorpcja i emisja zaleza od
wlasnosci biatka i1 jego oddzialywania z innymi czasteczkami i §rodowiskiem, zaréwno w
stanie podstawowym jak 1 wzbudzonym. W _pracy licencjackiej wykorzystane beda

wlasciwosci emisyjne biatek (enzymoéw) w charakterystyce ich oddzialywan z ligandami
(substratami, inhibitorami) oraz identyfikacji preferowanych struktur ligandéw, ich form
konformacyjnych i jonowych, ktére uczestnicza w powstawaniu stabilnych komplekséw
enzym-ligand, katalizie enzymatycznej lub hamowaniu (inhibicji) reakcji enzymatyczne;j.
Projekt pracy licencjackiej przewiduje wprowadzenie do metodologii pracy z biatkami i1

zapoznanie si¢ z nowoczesnymi technikami spektroskopowymi. Celem pracy licencjackiej

jest identyfikacja czynnikéw fizycznych (strukturalnych, konformacyjnych, dysocjacji 1
asocjacji protonéw) decydujacych o selektywnym rozpoznawaniu i silnym wiazaniu
ligandéw. Wyniki beda mogly by¢ wykorzystane w projektowaniu inhibitoréow (lekéw) o
selektywnych wiasciwosciach terapeutycznych wobec enzyméw izolowanych z pasozytow
(np. nicieni) i mikroorganizméw chorobotworczych (bakterii, wiruséw), na podstawie réznic
migdzy enzymami ludzkimi i1 ich odpowiednikami w mikroorganizmach chorobotworczych.
Zbadanie tych réznic strukturalnych i kinetycznych mi¢dzy enzymami ludzkimi, zwierzecymi
1 z mikroorganizméw (bakterii, wirusOw) przyczyni si¢ takze do lepszego zrozumienia
mechanizmu reakcji katalitycznej. Ponadto réznice migdzy enzymami ludzkimi i z
mikroorganizméw mogltyby by¢ wykorzystane do ulepszenia metod stosowanych w terapii
genowej nowotworéw za pomoca wszczepienia do tkanki nowotworowej mniej
specyficznego ,,samobdjczego” genu enzymu z mikroorganizmu. Enzym bedacy produktem
tego genu mogtby aktywowac nietoksyczny analog substratu do toksycznego produktu tylko
w komoérkach nowotworowych, podczas gdy zaréwno substrat jak i produkt bylyby
nieaktywne wobec enzymdw ludzkich, tj. tkanek zdrowych.

5. ,,Zastosowanie spektroskopii emisyjnej w badaniach wlasciwosci fizycznych
czasteczek biologicznych”, opiekun: prof. dr hab. Borys Kierdaszuk.

Opis: Absorpcja fotondéw przez czasteczki biologiczne (np., biatka, barwniki roslinne)
powoduje przejscie tych czasteczek ze stanu podstawowego do wzbudzonego, natomiast
przejscie odwrotne jest realizowane poprzez emisj¢ fotonéw zwana fluorescencja. Absorpcja i
emisja zaleza od wilasciwosci fizycznych badanej czasteczki i jej oddzialywania z innymi
czasteczkami (otoczeniem), zarbwno w stanie podstawowym jak i wzbudzonym. Wybor
spektroskopii emisyjnej jako podstawowego narzedzia badawczego wynika m.in. z
nastgpujacych obserwacji. Po pierwsze, chociaz metody spektroskopii emisyjnej stanow
elektronowych czasteczek biologicznych 1 ich komplekséw nie udzielaja tak precyzyjnej
informacji o strukturze jak krystalografia lub spektroskopia wielowymiarowego



magnetycznego rezonansu magnetycznego (NMR), to mozna je uzna¢ za komplementarne, a
nawet posiadajace wigksze mozliwosci. Dostarczaja informacji o strukturze, oddziatywaniach
i dynamice uktadéw czasteczkowych w roztworze, tj. w warunkach zblizonych do takich
jakie sa w zywych komérkach i tkankach. W przypadku bialek (enzyméw) mozemy to
sprawdzi¢ m.in. na podstawie pomiaru ich aktywnosci katalitycznej wobec typowych
ligandéw (substratow, inhibitoréw) oraz na podstawie wptywu oddzialywania biatek z
ligandami na emisj¢ znacznikéw emisyjnych przyczepionych kowalencyjnie do biatek i

ligandow. Projekt pracy licencjackiej przewiduje wprowadzenie do metodologii pracy z
chloroplastami ro§lin i zapoznanie si¢ z nowoczesnymi technikami spektroskopowymi. Celem
pracy licencjackiej jest zwigkszenie rozdzielczoSci przestrzennej i czulosSci tych metod

poprzez zastosowanie laserowej fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej, gdzie
wykorzystuje si¢ wygaszanie stanOw wzbudzonych za pomoca emisji stymulowanej
(Stimulated  Emission Depletion, STED) tr6jwymiarowego obrazowania struktury
chloroplastéow roslinnych za pomoca przestrzennego rozkladu czaséw zycia chlorofilu w
stanie wzbudzonym (Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy, FLIM). Badania te moga
by¢ rozszerzone o badania dyfuzji czasteczek biologicznych, np. bialek i ich komplekséw z
ligandami za pomoca fluorescencyjnej spektroskopii korelacyjnej (Fluorescence Correlation
Spectroscopy, FCS).

6. ,,Fizyczna interpretacja zaniku fluorescencji czasteczek biologicznych”, opiekun:
prof. dr hab. Borys Kierdaszuk
Opis: Celem pracy licencjackiej (doswiadczalno-teoretycznej) jest sformulowanie modelu

opisujacego kinetyke dezaktywacji elektronowych stanéw wzbudzonych czasteczek w
uktadach biologicznych na skutek emisji fotonéw (fluorescencji). Uklady te wykazuja
ztozone relaksacje, bedace wynikiem oddziatywania wzbudzonych czasteczek z otoczeniem i
transferu energii wzbudzenia do stanéw elektronowych innych czasteczek. Rozwazeniu
poddane zostang uktady z przeniesieniem energii wzbudzenia. W dotychczasowych badaniach
pokazaliSmy, ze czasowo zalezna szybko$¢ migracji energii, ktérej zaproponowana postac
zgodna jest z doswiadczeniem, prowadzi do potggowego cztonu w funkcji zaniku. Ten z kolei
jest jeszcze jedna manifestacja g-eksponencjalnej funkcji Tsallisa. Dodatkowo implikuje
czasowa hierarchiczno§¢ w procesach migracji energii bgdaca wynikiem hierarchicznej
struktury poziomdéw energetycznych. We wspdlpracy z grupa naukowa dr hab. A.
Sobolewskiego (Instytut Fizyki PAN, Warszawa) oraz prof. B. Lesynga (Zaktad Biofizyki
IFD UW) wyznaczone beda zaleznosci energii wewngtrznej od konformacji i oddziatywan
badanych czasteczek zaréwno w stanie podstawowym jak i w stanie wzbudzonym. Projekt
pracy licencjackiej przewiduje wprowadzenie do nowoczesnej metodologii spektroskopowe;j i

zapoznanie si¢ z nowoczesnymi metodami teoretycznymi. Celem pracy licencjackiej bedzie

interpretacja wynikéw doswiadczalnych dotyczacych dezaktywacji stanbw wzbudzonych w
biatkach 1 ich kompleksach z ligandami. Spodziewamy si¢, ze polaczenie badan
doswiadczalnych i teoretycznych doprowadzi do odkrycia drég migracji energii wzbudzenia.
Wstepne badania pokazaty, ze funkcja potggowa w prosty sposéb opisuje zaniki stanéw
wzbudzonych i1 moze stanowi¢ dobra alternatywe dla modeli wielo-wyktadniczych, gdzie



wzrost liczby sktadnikéw wyktadniczych bardzo czgsto poprawia dopasowanie, ale
interpretacja fizyczna poszczegdlnych komponentéw wykladniczych jest niejasna. Ponadto, w
przypadku uktadéw, gdzie wystepuja zjawiska migracji energii wzbudzenia, opis wielo-
wykladniczy zawodzi. Zastosowanie proponowanych modeli dostarczyloby nowych
informacji fizycznych o badanym uktadzie, takich jak liczba drég dezaktywacji i Sredni czas
dezaktywacji oraz pozwolitoby traktowaé zaniki fluorescencji w skomplikowanych
(heterogennych) uktadach biologicznych w ujgciu statystycznym

7. ,,.Badania Wlasciwosci emisyjne bialek i ich wykorzystanie w charakterystyce
oddzialywan z ligandami”’, opiekun: dr hab. Borys Kierdaszuk.

Opis: Wysoki stopien skomplikowania biatek (enzyméw) oraz niski poziom wiedzy
(bio)fizycznej o podstawowych oddziatywaniach fizycznych (np. wewnatrz- 1 migdzy-
czasteczkowych oddziatywaniach elektrostatycznych) jest najczestszym Zrodlem wielu
konkurencyjnych 1 wzajemnie wykluczajacych si¢ modeli rozpoznawania si¢ enzymow i
ligandow (substratow, inhibitoréw) jak réwniez nieScistych i sprzecznych modeli reakcji
enzymatycznych. Praca licencjacka dotyczy okreSlenia wymagan strukturalnych wybranego

enzymu 1 sformutowania na tej podstawie modelu mechanizmu reakcji enzymatycznych
katalizowanych przez wybrany enzym na bazie precyzyjnych informacji o strukturze i
wlasnosciach fizycznych enzymu, ligandéw 1 asocjatow enzym-ligand, ze szczegélnym
uwzglednieniem wzajemnego wptywu enzymu na ligand(y) i vice versa. Podjete beda takze
proby uogdlnienia obserwacji na wszystkie enzymy danej klasy. Projekt pracy licencjackie]

przewiduje wprowadzenie do metodologii pracy z czasteczkami biologicznymi (biatkami) i
zapoznanie si¢ z nowoczesnymi technikami spektroskopowymi. W badaniach tych
uwzglednione begda nastgpujace zjawiska fizyczne i1 ich ewentualny wplyw na emisjg
(fluorescencje) czasteczek 1 ich kompleksow:

(a) Kinetyka rozpoznawania si¢ (asocjacji) enzymow z ligandami na podstawie wptywu
zmieszania sktadnikéw kompleksu na ich fluorescencjg;

(b) Wptyw oddzialywan na delokalizacje gegstosci elektronowej, przylaczenie protonu
(protonacj¢) i1 odlaczenie protonu (dysocjacje) oraz przeniesienie protonu wewnatrz
czasteczek (tautomerie);

(c) Oddziatywania elektrostatyczne, np. typu wiazan wodorowych;

(d) Bezpromieniste (rezonansowe) przeniesienie energii wzbudzenia w  wyniku
oddziatywania dipol-dipol miedzy donorem w stanie wzbudzonym i akceptorem w stanie
podstawowym.

8. ,,Bialka uczestniczace w procesie inicjacji translacji jako potencjalne ,,cele” w terapii
nowotworow”’, opiekun: dr Anna Modrak-Wajcik.

Opis: Inicjacja translacji w komdrkach eukariotycznych jest wieloetapowym procesem
tworzenia komplekséw wielu biatek i RNA 1 determinuje wypadkowa szybkos$¢ biosyntezy
biatek. Regulacja tego procesu ma kluczowe znaczenie dla prawidtowego wzrostu i podziatu
komorki, a jego ,,rozregulowanie” wiaze si¢ Scisle z kancerogeneza. Szczegdlng role odgrywa



biatkowy czynnik translacyjny eIlF4E — badania wskazuja na obecno$¢ nienormalnie
wysokiego poziomu tego biatka w ludzkich komérkach nowotworowych. Praca licencjacka
stanowitaby przeglad literaturowy przedstawiajacy obecny stan wiedzy dotyczacy
zagadnienia biofizycznych podstaw specyficznych oddziatywan elF4E z koncami 5° kwasu
rybonukleinowego tzw. kapem. Przewidziane jest rOwniez zapoznanie si¢ ze strong
eksperymentalng badania tych oddzialywan technika spektrofluorometryczng.

9. ,,Spektroskopia NMR w wyjasnianiu struktur czasteczek, opiekun: prof. dr hab.
Ryszard Stolarski.

Opis: Odkryte w polowie ubieglego wieku zjawisko magnetycznego rezonansu jadrowego
(NMR) znalazto niezwykle szerokie zastosowania: od fizyki ciata stalego, poprzez chemig,
biochemig, biofizyke i1 biologi¢ molekularna, do diagnostyki medycznej (MRI, magnetic
resonance imaging). Prowadzone sa rOéwniez prace nad jego wykorzystaniem w budowie
komputeréw kwantowych. Za badania z wykorzystaniem techniki NMR przyznano juz cztery
nagrody Nobla: w dziedzinie fizyki za odkrycie zjawiska, dwie w dziedzinie chemii za rozwdj
podstaw teoretycznych spektroskopii NMR 1 jej zastosowania w wyznaczaniu struktur
przestrzennych bialek 1 kwasow nukleinowych oraz w dziedzinie fizjologii i medycyny za
nieinwazyjne obrazowanie narzadéwi, tkanek (MRI) 1 czynnoSci moézgu (fMRI).
Spektroskopia NMR umozliwia badania czasteczek organicznych, od najprostszych do
ztozonych biopolimeréw takich jak biatka i kwasy nukleinowe oraz blony biologiczne, nie
tylko w probéwce (in vitro), ale takze w zywych komorkach i tkankach. Obok dyfrakcji
promieniowania rentgenowskiego na krysztatach molekularnych jest to druga dost¢pna
aktualnie metoda wyznaczania struktur przestrzennych duzych biomolekut (biatka, kwasy
nukleinowe) z rozdzielczoscia atomowa, tzn. z doktadnoscia do potozenia poszczegdlnych
zrgboéw atomowych czasteczki. Praca licencjacka dotyczy¢ bedzie zastosowan spektroskopii
NMR do okreslania struktury chemicznej i przestrzennej czasteczek organicznych oraz do
badania oddziatywan miedzy czasteczkami. W ramach czgSci doswiadczalnej przewidziane
jest samodzielne wykonanie widm NMR w celu rozwiazania jednego z z tych probleméw .

10. ,,Optymalizacja warunkéw faldowania wybranego mutanta zielono fluoryzujacego
biatka”, opiekun: dr Beata Wielgus-Kutrowska.

Opis: Zielono biatko fluoryzujace (ang. green fluorescent protein, GFP) jest matym biatkiem
(238 aminokwaséw) pochodzacym z meduzy Aequorea victoria. W 2008 roku za jego
odkrycie, badania wlasciwosci i zastosowania zostata przyznana Nagroda Nobla w dziedzinie
chemii. Ze wzgledu na intensywna fluorescencj¢ w zakresie widzialnym chromofora
zawartego w GFP jest ono powszechnie uzywane w naukach medycznych, biologicznych 1
biotechnologii jako znacznik ekspresji gendw, lokalizacji innych biatek 1 jako wskaznik
oddziatywania bialko-biatko. GFP jest sklonne do nieprawidlowego zwijania i agregacji.
Zagregowane GFP jest bezuzyteczne jako marker, dlatego poszukiwane sa mutanty o
zwigkszonej wydajnosci prawidlowego zwijania. Przedmiotem pracy bedzie eksperymentalne
poszukiwanie warunkow w ktorych faldowanie wybranego mutanta GFP (przyjmowanie



struktury aktywnej biologicznie) bgdzie przebiegalo z najwyzsza wydajnoscia. Sprawdzimy
warunki takie jak st¢zenie biatka, temperatura faldowania, sktad chemiczny roztworu
reakcyjnego. Metodami spektroskopowymi ocenimy wydajnos¢ faldowania.

11. ,,Modele faldowania bialek”, opiekun: dr Beata Wielgus-Kutrowska..

Opis: Aby biatka mogly prawidtowo petni¢ swoja biologiczna role¢ musza zwinaé si¢ do
zwykle jedynej aktywnej biologicznie struktury. Zgodnie z paradoksem Levinthala: ,Jesli
zatozymy, ze kazda reszta aminokwasowa moze przybieraé¢ tylko dwie rézne konformacje
przestrzenne to dla niewielkiego biatka o dlugosci 100 aminokwaséw, catkowita iloS¢ struktur
jakie moze przyjaé wynosi 2'®, a czas potrzebny na ustalenie optymalnej struktury (przy
zatozeniu, ze przeksztalcenie jednej struktury w drugg zachodzi w czasie 10™%s) jest dluzszy
niz wiek wszechswiata”. Tymczasem przyjecie przez biatko struktury aktywnej biologicznie
nastgpuje w ulamkach sekund. Na pytanie dlaczego tak si¢ dzieje poszukuja odpowiedzi
specjaliSci r6znych dziedzin nauki opisujac r6zne modele zwijania.Praca bgdzie polegata na
przegladzie literatury dotyczacej problemu przyjmowania przez biatka struktury aktywnej
biologicznie 1 opisaniu dostgpnych modeli faldowania biatek

Z powazaniem
Ryszard Stolarski
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