Tematy prac magisterskich w r. akad. 2012/2013 dla studentéw specjalnos$ci

(A) “Biofizyka” na kierunku “Fizyka”
oraz
“Biofizyka molekularna” na kierunku “Zastosowanie fizyki w biologii i medycynie”

1. ,,Badania wlasciwosci emisyjnych bialek i ich wykorzystanie w charakterystyce
oddzialywania z ligandami”

opiekun: prof. dr hab. Borys Kierdaszuk, 55 40 784, borys@biogeo.uw.edu.pl

Wysoki stopien skomplikowania biatek (enzymow) oraz niski poziom wiedzy o
podstawowych oddzialywaniach fizycznych (np. wewnatrz- i mig¢dzy-czasteczkowych
oddziatywaniach elektrostatycznych) jest najczgstszym zrodlem wielu konkurencyjnych i
wzajemnie wykluczajacych si¢ modeli rozpoznawania si¢ enzymow i ligandéw (substratow,
inhibitorow) jak rowniez niescistych i sprzecznych modeli reakcji enzymatycznych. Praca
magisterska dotyczy okreslenia wymagan wybranego enzymu i sformulowania na tej
podstawie modelu mechanizmu reakcji enzymatycznej katalizowanej przez wybrany enzym
na bazie precyzyjnych informacji o strukturze i wiasnosciach fizycznych enzymu, ligandéw i
asocjatow enzym-ligand, ze szczegdlnym uwzglednieniem wzajemnego wplywu enzymu na
ligand(y) i vice versa. Planowane jest wykorzystanie szeregu mutantéw tego enzymu w celu
ustalenia wptywu struktury miejsca aktywnego na jego powinowactwo do ligandéw. Podjete
beda takze proby uogolnienia obserwacji na wszystkie enzymy danej klasy. Projekt pracy
magisterskiej przewiduje wprowadzenie do metodologii pracy z czgsteczkami biologicznymi
(biatkami) i zapoznanie si¢ z nowoczesnymi technikami fluorescencyjnymi stanu ustalonego
oraz wysokiej rozdzielczosci czasowej (impulsowymi i modulacyjnymi). Wyniki bedg mogty
by¢ wykorzystane w projektowaniu inhibitorow (lekow) o selektywnych wlasciwosciach
terapeutycznych wobec enzymow izolowanych z pasozytow (np. nicieni) i mikroorganizmow
chorobotworczych (bakterii, wirusow), na podstawie roznic migdzy enzymami ludzkimi i ich
odpowiednikami w mikroorganizmach chorobotwoérczych. Pordwnanie selektywnosci
substratowo-inhibitorowej z réznicami strukturalnymi i kinetycznymi migdzy enzymami
ludzkimi, zwierzecymi 1 z mikroorganizmow (bakterii, wirusOw) przyczyni si¢ takze do
lepszego zrozumienia mechanizmu reakcji katalitycznych.

2. ,,Zastosowanie zwi¢kszonej rozdzielczoSci czasowej i przestrzennej laserowej
fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej w badaniach komplekséw enzym -
ligand znakowanych sondami fluorescencyjnymi

opiekun: prof. dr hab. Borys Kierdaszuk, 55 40 784, borys@biogeo.uw.edu.pl

Celem pracy magisterskiej jest wykorzystanie zwigkszonej rozdzielczosci przestrzennej i
czulosci metod fluorescencyjnych poprzez zastosowanie laserowej fluorescencyjnej
mikroskopii konfokalnej, gdzie aby podwyzszy¢ rozdzielczo$¢ przestrzenna i czasowg
wykorzystuje si¢ wygaszanie standw wzbudzonych za pomoca emisji stymulowane]
(Stimulated Emission Depletion, STED) trojwymiarowego obrazowania struktury za pomoca
przestrzennego rozktadu czaséw zycia stanow wzbudzonych (Fluorescence Lifetime Imaging
Microscopy, FLIM). Badania te mogg by¢ rozszerzone o badania dyfuzji czgsteczek i




makroczasteczek biologicznych, np. biatek i ich kompleksow z ligandami in vitro oraz in vivo

w za pomocg fluorescencyjnej spektroskopii korelacyjnej (Fluorescence Correlation

Spectroscopy, FCS). W badaniach tych uwzglednione be¢da nastgpujace zjawiska fizyczne i

ich ewentualny wplyw na emisje (fluorescencje) czasteczek i ich kompleksow:

(@) Kinetyka rozpoznawania si¢ (asocjacji) enzymoéw z ligandami na podstawie wpltywu
zmieszania sktadnikéw kompleksu na ich fluorescencje;

(b) Wplyw oddziatlywan na delokalizacje gestosci elektronowej, przylaczenie protonu
(protonacje) 1 odlgczenie protonu (dysocjacje) oraz przeniesienie protonu wewnatrz
czasteczek (tautomerie);

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

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

(e) Sledzenie dyfuzji, liczby czasteczek ich masy czasteczkowej oraz asocjacji.

3. ,,0ddzialywania bialko-ligand i bialko-bialko w procesie inicjacji translacji -
badania biofizyczne”

opiekun: dr Anna Modrak-Wojcik, 55 40 779, ankam@biogeo.uw.edu.pl

Inicjacja translacji w komdrkach eukariotycznych jest wieloetapowym procesem tworzenia
kompleksow wielu biatek oraz RNA i determinuje wypadkowa szybkos$¢ biosyntezy biatek.
Regulacja tego procesu ma kluczowe znaczenie dla prawidlowego wzrostu i1 podzialu
komorki, a jego “rozregulowanie” wigze si¢ $ci§le z kancerogeneza. Szczeg6lng role odgrywa
biatkowy czynnik translacyjny elF4E, ktory inicjuje translacj¢ poprzez utworzenie kompleksu
Z charakterystyczng strukturg na 5’-koncu mRNA (kapem), a jego podwyzszone stezenie
wystepuje w wielu rodzajach komoérek nowotworowych. Zahamowanie aktywnosci elF4E
moze sta¢ si¢ skuteczng strategia w walce z nowotworami. Istotne jest wigc poznanie
mechanizmu oddziatywania biatka eIlF4E z kapem 1 innymi biatlkowymi czynnikami
translacyjnymi na poziomie molekularnym. Praca bedzie dotyczyla pomiaréw stabilnosci
tworzenia kompleksow eIF4E z wybranymi analogami kapu i/lub wybranym biatkowym
czynnikiem translacyjnym. W zaleznosci od wariantu badania beda polegaty na wyznaczaniu
rownowagowych statych wigzania i parametrow termodynamicznych asocjacji przy uzyciu
stacjonarnej spektroskopii emisyjnej lub ultrawirowania analitycznego.

4. ,,Badanie specyficznos$ci substratowej enzymu DcpS bez etykiety powinowactwa”
opiekun: dr Maciej Lukaszewicz, 55 40 781, mlukas@biogeo.uw.edu.pl

Cecha charakterystyczng eukariotycznych mRNA jest struktura kapu, obecna na koncu 5’
czasteczki (7-metyloguanozyna przytaczona do pierwszego transkrybowanego nukleotydu
mostkiem trifosforanowym, m7GpppN). Usuniecie struktury kapu jest jednym z kluczowych
etapow regulujacych stabilnos¢ mRNA w komoérce. Glownymi enzymami hydrolizujagcymi
strukturg kapu s3 DcpS 1 Dep2. Enzym DcepS hydrolizuje dinukleotydowy kap powstaly w
wyniku degradacji mRNA w kierunku 3°—5’. Ludzki enzym DcpS jest rowniez potencjalnym
celem terapeutycznym w rdzeniowym zaniku mig$ni (Spinal muscular atrophy, SMA).
Dotychczasowe badania wykorzystywaly forme enzymu z dotgczong etykieta powinowactwa,
ktora utatwiala jego oczyszczanie. Nie zostat jednak okreslony wplyw danej etykiety



powinowactwa na wlasciwosci enzymu. Celem pracy jest uzyskanie enzymu DcpS bez
sekwencji etykiety powinowactwa oraz badanie specyficznos$ci substratowej takiego enzymu
(metody: spektroskopia fluorescencyjna, HPLC). Podjeta zostanie rowniez proba krystalizacji
badanego enzymu.

5. ,,Charakterystyka wybranego enzymu z rodziny Nudix hydrolizujacego strukture
kapu”

opiekun: dr Maciej Lukaszewicz, 55 40 781, mlukas@biogeo.uw.edu.pl

Usunigcie struktury kapu (7-metyloguanozyny przytaczonej do pierwszego transkrybowanego
nukleotydu mostkiem trifosforanowym, m7GpppN) jest jednym z kluczowych etapéw
regulujacych stabilnos¢ mRNA w komorce. Jednym z enzyméw hydrolizujacych strukture
kapu jest Dcp2 — fosfohydrolaza z rodziny Nudix (Nucleoside Diphosphate linked to X).
Dcp2 hydrolizuje kap przylaczony do dlugich tancuchow mRNA zawierajacyhc powyzej 25
nukleotydéw (odcina m7Gpp) i tym samym inicjuje degradacje w kierunku 5°—3’.

Ostatnio opisano nowy enzym - hNUDT16 - zaangazowany w hydrolize kapu na koncu
5’mRNA. Podobnie jak Dcp2 nalezy on do rodziny bialek Nudix i odcina kap obecny na
mRNA. W odroznieniu od Dcp2 wystepuje w komorkach wszystkich analizowanych tkanek,
wykazuje lokalizacje cytoplazmatyczo-jadrowa oraz hydrolizuje hipermetylowany kap (TMG,
m2,2,7GpppG) wystepujacy na matych jaderkowych RNA (snoRNA).

Praca bedzie dotyczyta m.in. analizy specyficzno$ci substratowej enzymu nudix (pod katem
dhugosci dekapowanych RNA), wplywie na translacje w uktadzie in vitro, oraz poszukiwaniu
potencjalnych bialek oddzialujacych z Nudt. Podjeta zostanie rowniez proba krystalizacji
badanego enzymu.

6. ,,Modyfikowane analogi struktury kapu 5'-konca mRNA jako potencjalne
inhibitory kap-zaleznej translacji i czynniki modulujace wlasciwosci translacyjne
transkryptow mRNA - badania w ukladach translacji in vitro.”

opiekun: dr Maciej Lukaszewicz, 55 40 781, mlukas@biogeo.uw.edu.pl

Modyfikowane analogi struktury kapu 5'-konca mRNA sa badane pod katem zastosowan
terapeutycznych: jako inhibitory biatka elF4E nadprodukowanego w niektorych typach
nowotworow, i jako element struktury mRNA terapeutycznego poprawiajacy jego stabilnosé
w warunkach komérkowych i wlasciwos$ci translacyjne. Praca bedzie dotyczyta charakterystki
nowych serii modyfikowanych analogdw kapu, m.in: analizy ich wiasciwosci inhibitorowych
w uktadzie transalcji in vitro, analizy opornosci na enzymy dekapujace, syntezy kapowanych
mRNA i badan ich wlasciwosci biofizycznych oraz wptywie na poziom translacji w uktadzie
in vitro.

7. ,,Badanie oddzialywan bialka DcpS z analogami kapu”

opiekun: prof. dr hab. Edward Darzynkiewicz, 55 40 787, edek@biogeo.uw.edu.pl



Biatka DcpS ( scavenger decapping enzymes) to kluczowe enzymy metabolizmu mRNA.
Najlepiej dotychczas poznang ich funkcja jest usuwanie z komoérek koncowych produktow
jednego z gtownych szlakéw degradacji mRNA (w kierunku 3°—5’). Enzymy DcpS
katalizujg reakcje hydrolizy dinukleotydoéw oraz krétkich oligonukleotydéw zakonczonych
strukturg monometylo- i trimetylokapu. Rola tych biatek staje si¢ w ostatnich latach
przedmiotem coraz wigkszego zainteresowania, ze wzgledu na odkryte niedawno ich funkcje
regulatorowe w warunkach stresu komodrkowego i splicingu oraz znaczenie w terapii
rdzeniowego zaniku mig$ni. Specyficzno$¢ substratowa enzymow DcpS pochodzacych
z komorek czlowieka, nicieni oraz drozdzy rézni si¢ znacznie w zalezno$ci od dlugosci
tancucha nukleotydowego analogu kapu, dtugosci mostka fosforanowego oraz modyfikacji
w obrgbie poszczegodlnych elementéw struktury kapu (zasad nukleinowych, pierscieni
cukrowych oraz mostka fosforanowego). Niezwykle istotne dla poznania réznorodnych
funkcji komorkowych biatek DcpS jest badanie oddziatywan z modyfikowanymi analogami
kapu. Zastosowanie zrdéznicowanych ligandéow pozwala okre§li¢ wymagania strukturalne
niezb¢dne dla efektywnego wigzania jak réwniez do glebszego zrozumienia mechanizmu
katalizy na poziomie molekularnym. Osoba zainteresowana tematem bedzie miata za zadanie
ustalenie optymalnych warunkéw wigzania analogéw kapu przez wybrane biatko DcpS oraz
zbadanie jego powinowactwa do serii modyfikowanych ligandéw metoda miareczkowania
fluorescencyjnego.

8. ,,Wplyw modyfikacji nukleozydéw na kinetyke enzymatycznej hydrolizy
analogow kapu katalizowanej przez bialko DcpS”

opiekun: prof. dr hab. Edward Darzynkiewicz, 55 40 787, edek@biogeo.uw.edu.pl

Bialka DcpS naleza do hydrolaz z rodziny HIT, o wysokiej specyficznosci wobec
dinukleotydowych analogéw kapu. W warunkach komorkowych enzymy te biorg udziat w
koncowym etapie jednego z glownych szlakéw degradacji mRNA, w kierunku 3’—5’ z
udziatem kompleksu nukleaz nazywanego egzosomem. Substratami DcpS sg dinukleotydowe
analogi kapu oraz dluzsze fragmenty zawierajace do 10 nukleotydow. Centrum wigzace
zawiera ewolucyjnie zachowany motyw HIT, ktory stanowig 3 reszty histydynowe. Dwie
histydyny biorg udziat w wigzaniu grup fosforanowych czasteczki substratu, natomiast trzecia
histydyna peini role czynnika nukleofilowego w procesic katalizy. Reakcja hydrolizy
katalizowana przez enzymy DcpS polega na przecigciu wigzania pirofosforanowego w
mostku fosforanowym kapu, zgodnie z réwnaniem: m’GpppN — m’GMP + ppN.
Warunkiem efektywnej hydrolizy jest dodatni tadunek w pierécieniu 7-metyloguaniny
decydujacy o rozpoznaniu czgsteczki substratu oraz przynajmniej 3 grupy fosforanowych w
mostku. Obecno$¢ drugiego nukleozydu nie jest konieczna do przebiegu hydrolizy, ale
znacznie przyspiesza jej przebieg. Celem pracy magisterskiej bedzie okreslenie roli drugiego
nukleozydu w procesie hydrolizy analogéw kapu katalizowanej przez biatko DcpS, poprzez
badanie substratow zawierajacych modyfikacje w obrebie drugiego nukleozydu oraz
wprowadzenie mutacji w biatku powodujacej ostabienie wigzanie drugiego nukleozydu.

9. ,,Spektroskopowe pomiary wlasciwosci kinetycznych i inhibitorowych oraz
oddzialywan z ligandami wybranego mutanta fosforylazy nukleozydow
purynowych z E. coli”

opiekun: dr hab. Maria Agnieszka Bzowska, 55 40789, abzowska@biogeo.uw.edu.pl



Fosforylazy nukleozydow purynowych (PNP) to kluczowe dla metabolizmu sktadnikow
kwasow nukleinowych enzymy znajdujace si¢ praktycznie w kazdej zywej komorce.
Fosforylazy izolowane z r6znych zrdédet oraz silne selektywne inhibitory fosforylaz z tkanek
ludzkich czy organizmow chorobotworczych majg potencjalne ogromne znaczenie
praktyczne, glownie w medycynie, np. jako leki immunosupresyjne czy przeciwpasozytnicze,
a takze — mniej specyficzne fosforylazy z niektérych bakterii - w chemii nukleozyddw
purynowych. Gléwnym celem projektu realizowanego przez nasza grup¢ jest poznanie
biofizycznych podstaw dzialania fosforylaz. W ramach pracy magisterskiej zostang
scharakteryzowanie wlasciwosci kinetyczne i podatno$¢ na inhibicj¢ jednego z mutantéw
heksamerycznej fosforylazy nukleozydow purynowych z E. coli (przy uzyciu
spektroskopowego oznaczania szybko$ci katalizowanej reakcji) oraz wyznaczenie stale
oddziatywania 1 stechiometria wigzania biatka z wybranymi ligandami, substratami i
inhibitorami (przy wykorzystaniu fluorescencyjnej metody detekcji powstajacego kompleksu
lub izotermicznego miareczkowania kalorymetrycznego).

(B) “Projektowanie molekularne i bioinformatyka” na kierunku “Zastosowanie fizyki w
biologii i medycynie”
(na razie brak trematow)



