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1. “Badanie oddzialywan bialko-ligand na podstawie wygaszania fluorescencji”
opiekun dr Elzbieta Bojarska, 55 40 779, elab@biogeo.uw.edu.pl

Wiasciwosci fluorescencyjne biatek sa wynikiem obecno$ci w tancuchach polipeptydowych
trzech aminokwasow: tryptofanu, tyrozyny i fenyloalaniny. Fluorescencja biatek zalezy od ich
struktury, warunkéw S$rodowiska oraz oddzialywan z innymi czasteczkami. Wygaszanie
fluorescencji jest bardzo czgsto obserwowane podczas tworzenia kompleksow biatko-ligand.
Efekt ten jest wykorzystywany do wyznaczania stalych wiazania, identyfikacji struktur
ligandow tworzacych stabilne kompleksy z biatkami, okreslania zmian konformacyjnych
bialek w wyniku tworzenia komplekséw. Celem pracy licencjackiej bgdzie badanie
dynamicznego i statycznego mechanizmu wygaszania fluorescencji dla wybranego biatka
(jednego z enzymoéw DcpS). Zastosowane w badaniach zréznicowane ligandy pozwola
okresli¢ najistotniejsze wymagania strukturalne dla efektywnego wiazania z biatkiem DcpS
jak rowniez do glebszego zrozumienia mechanizmu rozpoznawania substratow przez ten
enzym.

2. “Badanie procesu enzymatycznej hydrolizy katalizowanej przez bialtko DcpS z
drozdzy Saccharomyces cerevisiae”
opiekun prof. dr hab. Edward Darzynkiewicz, 55 40 787, edek@biogeo.uw.edu.pl

Biatka DcpS (scavenger decapping enzymes) to kluczowe enzymy metabolizmu mRNA.
Podstawowa 1 najlepiej dotychczas poznang ich funkcja jest usuwanie z komoérek koncowych
produktéw jednego z gléwnych szlakow degradacji mRNA (w kierunku 3’— 5°). Enzymy
DcpS katalizuja reakcje hydrolizy dinukleotydow oraz krotkich oligonukleotydow
zakonczonych struktura monometylo- i trimetylokapu. Rola enzyméw hydrolizujacych kap
staje si¢ w ostatnich latach przedmiotem coraz wigkszego zainteresowania, ze wzgledu na
odkryte niedawno ich funkcje regulatorowe w warunkach stresu komoérkowego 1 splicingu.
Dotychczasowe badania biofizyczne dotyczyly gltéwnie enzymu z komorek ludzkich oraz
nicieni. Obiektem badawczym w ramach proponowanej pracy licencjackiej bgdzie biatko
DcpS pochodzace z drozdzy Saccharomyces cerevisiae (Dcsl). Jego struktura rdzni sig¢ od
struktury okreslonej dla biatek wyzszych organizméw, a wlasciwosci katalityczne
sprawdzono dla nielicznych zwiazkéw. Osoba zainteresowana tematem begdzie miala za
zadanie ustalenie optymalnych warunkéw hydrolizy katalizowanej przez Dcsl (temperatura,
pH, rodzaj buforu, wplyw jondw metali) oraz przetestowanie wiasciwosci substratowych
wybranych  dinukleotydowych analogow kapu, wykorzystujac fluorescencyjna i
chromatograficzna metodg $ledzenia procesu hydrolizy. Wyznaczone parametry kinetyczne
reakcji pozwola scharakteryzowa¢ wlasciwosci katalityczne badanego enzymu i okresli¢
roéznice w specyficznosci biatek DcpS pochodzacych z réznych organizmow.

3. “Wykorzystanie spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego w badaniach
struktur czasteczek”
opiekun: prof. dr hab. Ryszard Stolarski, 55 40772, stolarsk@biogeo.uw.edu.pl

Odkryte w potowie ubiegtego wieku zjawisko magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR)
znalazto niezwykle szerokie zastosowania: od fizyki ciata stalego, poprzez chemig,
biochemig, biofizyke i biologie¢ molekularna, do diagnostyki medycznej (MRI, magnetic



resonance imaging). Spektroskopia NMR umozliwia badania czasteczek organicznych, od
najprostszych do ztozonych biopolimerow takich jak biatka i kwasy nukleinowe oraz btony
biologiczne, nie tylko in vitro, ale takze w zywych komorkach i tkankach. Obok dyfrakcji
promieniowania rentgenowskiego na krysztatach molekularnych jest to druga dostepna
aktualnie metoda wyznaczania struktur przestrzennych duzych biomolekut (biatka, kwasy
nukleinowe) z rozdzielczos$cia atomowa, tzn. z dokladnoscia do polozenia poszczegolnych
zrebow atomowych czasteczki, zar6wno w roztworze jak i coraz czgsciej w ciekle statym.
Praca licencjacka dotyczy¢ bedzie zastosowan spektroskopii NMR do okreslania struktury
chemicznej 1 przestrzennej czasteczek organicznych. Moze mie¢ charakter literaturowy lub
zawiera¢ cze$¢ doswiadczalna, w ktorej przewidziane jest samodzielne wykonanie widm
NMR w celu rozwiazania wybranego problemu strukturalnego.

4. “Nasladowanie reakcji enzymatycznych metodami chemicznymi”
opiekun: dr hab. Janusz Stepinski, 55 40 769, jastep@biogeo.uw.edu.pl

Praca jest eksperymentalna, w opisie wymaga wstgpu teoretycznego i omowienia uzyskanych
wynikow. Przedmiotem badan ma by¢ chemiczna synteza GDP (5’-difosforanu guanozyny) z
GMP (5’-monofosforanu guanozyny). W zywych komorkach analogiczna reakcja przebiega z
udzialem kinaz monofosforanéw nukleozydéw. Gléwna metoda badawcza czesci
eksperymentalnej pracy bedzie analiza przebiegu reakcji za pomoca HPLC
(wysokoci$nieniowej chromatografii cieczowej).

5. “Spektroskopowe pomiary oddzialywan z ligandami mutantéow bialek z rodziny PNP
(fosforylazy nukleozydow purynowych) - waznych enzymow targetowych w terapii
choréb nowotworowych i choréb ukladu immunologicznego”,

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

Fosforylazy nukleozydow purynowych (PNP) to enzymy znajdujace si¢ praktycznie w kazdej
zywej komorce i kluczowe dla metabolizmu sktadnikéw kwaséw nukleinowych. Fosforylazy
izolowane z roznych zrédet oraz silne selektywne inhibitory fosforylaz z tkanek ludzkich czy
organizméw chorobotwodrczych maja potencjalne ogromne znaczenie praktyczne, gtdéwnie w
medycynie, np. jako leki immunosupresyjne czy przeciwpasozytnicze, a takze — mniej
specyficzne fosforylazy z niektorych bakterii - w chemii nukleozydéow purynowych.
Glownym celem projektu realizowanego przez nasza grupg jest poznanie biofizycznych
podstaw dziatania fosforylaz, co ma m.in. prowadzi¢ do syntezy silnych inhibitorow PNP o
potencjalnych praktycznych zastosowaniach. Osobie zainteresowanej wykonaniem pracy
licencjackiej proponujemy albo zbadanie wilasciwosci jednego otrzymanych wilasnie
mutantéw biatka, t.j. jego aktywnos$ci, stabilnosci i podatnosci na hamowanie typowymi
inhibitorami, przy uzyciu spektroskopowego oznaczania szybkosci katalizowanej reakcji lub
tez zbadanie oddziatywania jednego z juz scharakteryzowanych przez nas wczesniej
mutantow biatka z wybranym ligandem przy wykorzystaniu fluorescencyjnej metody detekcji
powstajacego kompleksu. W =zalezno$ci od wyboru wariantu pracy, temat zostanie
odpowiednio doprecyzowany.

6. “Wplyw warunkow redukujacych na oddzialywanie bialka 4E-BP z eukariotycznym
czynnikiem inicjacji translacji eIF4E — badania spektroskopowe’
opiekun: dr Anna Modrak-Wajcik, 55 40 779, ankam@biogeo.uw.edu.pl

Inicjacja translacji w komodrkach eukariotycznych jest wieloetapowym procesem tworzenia
kompleksow wielu bialek oraz RNA 1 determinuje wypadkowa szybko$¢ biosyntezy bialek.



Regulacja tego procesu ma kluczowe znaczenie dla prawidlowego wzrostu i podziatu
komorki, a jego “rozregulowanie” wiaze si¢ Scisle z kancerogeneza. Szczegdlna role odgrywa
biatkowy czynnik translacyjny eIF4E — badania wskazuja na obecno$¢ nienormalnie
wysokiego poziomu tego biatka w ludzkich komoérkach nowotworowych. Biatko 4E-BP (4E
binding protein) bezposrednio oddziatuje z eIF4E. Powstanie kompleksu tych dwoch biatek
uniemozliwia przytaczanie si¢ kolejnych czynnikow translacyjnych 1 prowadzi do
zablokowania procesu translacji. Znajomo$¢ molekularnego mechanizmu oddziatywania
biatek eIF4E 1 4E-BP moze okaza¢ si¢ istotna z medycznego punktu widzenia (projektowanie
lekow). Z dotychczasowych badan wynika, ze krotkie fragmenty 4E-BP zawierajace
kilkanascie reszt aminokwasowych maja sktonno$¢ do dimeryzacji w wyniku tworzenia
miedzyczasteczkowych  mostkow  disiarczkowych. Ten niekorzystny proces ma
prawdopodobnie miejsce rowniez w przypadku biatka 4E-BP pelnej dlugosci. Celem pracy
bedzie zbadanie wptywu obecnosci zwiazkdéw redukujacych mostki disiarczkowe (DTT,
TCEP) na rownowagowa stala wiazania biatek 4E-BP i eIF4E oraz znalezienie optymalnych
warunkéw eksperymentalnych ograniczajacych dimeryzacjg. Jako metoda badawcza zostanie
zastosowana stacjonarna spektroskopia emisyjna.

7. “Badanie fragmentacji nukleotydow i ich syntetycznych analogéw metoda
spektrometrii mas”
opiekun dr Joanna Kowalska, 55 40 774, asia@biogeo.uw.edu.pl

Spektrometria mas jest poteznym narzedziem umozliwiajacym identyfikacj¢ szerokiej gamy
zwiazkOdw poczynajac od matych czasteczek organicznych a na bioczasteczkach takich jak
biatka 1 kwasy nukleinowe konczac, a takze umozliwiajacym badanie oddziatywan tych
bioczasteczek ze specyficznymi ligandami. Tandemowa spektrometria mas (MS2) jest
wygodnym narzedziem do badania fragmentacji mato- 1 wielkoczasteczkowych zwiazkow
oraz biomolekul, umozliwiajacym tym samym nie tylko ich identyfikacje¢, ale roéwniez
pozyskanie informacji na temat ich struktury. Celem proponowanego projektu jest zbadanie
fragmentacji zestawu naturalnie wystepujacych nukleotydéw, oligonukleotydéw oraz ich
syntetycznych analogow metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej sprz¢zonej z
tandemowa spektrometria mas (HPLC-MS2). Zakladanym rezultatem projektu jest
zaproponowanie prawdopodobnych $ciezek fragmentacji dla badanych nukleotydow oraz
powiazanie charakterystycznych sygnaldw fragmentacyjnych z odpowiednimi elementami
strukturalnymi zwiazkéw. Na podstawie wyciagnietych wnioskow student(ka) dokona
nastgpnie jako$ciowej analizy nukleotydéw wchodzacych w skltad wybranej probki
biologicznej (np. lizatu komoérkowego).

8. “Badanie wplywu jonow metali dwuwartosciowych na szybko$¢ i wydajnos¢
tworzenia wigzania pirofosforanowego w oparciu o metod¢ HPLC”
opiekun dr Joanna Kowalska, 55 40 774, asia@biogeo.uw.edu.pl

Oligofosforany mono— 1 dinukleozydéw petlia liczne wazne funkcje biologiczne m.in.
energetyczna, regulatorowa, sygnalizacyjna oraz stuza jako bloki budulcowe w ekspresji
informacji genetycznej. Niektore z tego typu zwiazkow znalazly zastosowanie w medycynie.
Tworzenie wiazania pirofosforanowego jest kluczowym elementem chemicznej syntezy tego
typu zwiazkow. Celem niniejszego projektu jest zbadanie wptywu réznych jonow metali
dwuwarto$ciowych na szybko$¢ i wydajno$¢ reakcji pomigdzy wybranym nukleotydem a
innym nukleotydem w postaci zaktywowanej, prowadzacej do powstania odpowiedniego
dinukleotydu. Innymi parametrami, ktéore moga mie¢ wplyw na szybkos¢ reakcji sa
temperatura, stosunek reagentow oraz rodzaj rozpuszczalnika. Zaktadany rezultat projektu to



znalezienie optymalnych warunkéw dla przeprowadzenia badanej reakcji oraz wyciagnigcie
wnioskOw na temat prawdopodobnej roli jondw metalu(Il) na podstawie uzyskanych
wynikow. Glownym narzgdziem w prowadzonych badaniach bgdzie wysokosprawna
chromatografia cieczowa (HPLC). Student(ka) bedzie miat(a) rowniez mozliwos¢ zapoznania
si¢ z technikami takimi jak spektrometria mas, spektroskopia jadrowego rezonansu
magnetycznego oraz rozne techniki chromatograficzne.

9. “Analogi difosforanu 7-metyloguanozyny modyfikowane w pozycji niemostkowej
grupy pirofosforanowej jako inhibitory enzymu DcpS”
opiekun dr Jacek Jemielity, 55 40 774, jacekj@biogeo.uw.edu.pl

Inhibitory enzymow stanowia cenne narze¢dzie w badaniach procesow biochemicznych.
Nieprawidlowe funkcjonowanie enzymoéw w organizmach powadzi do licznych chordb
dlatego tez enzymy czgsto sa celami terapeutycznymi, a hamowanie dziatania niektorych
enzymOw ma znaczenie medyczne. Z tych powodéw istnieje duza potrzeba poszukiwania
nowych inhibitorow reakcji enzymatycznych. Szereg waznych zwiazkéw aktywnych
biologicznie posiada w swej strukturze ugrupowanie pirofosforanowe. Od wielu lat
podejmowane sa prace majace na celu otrzymanie zwiazkow, analogéw nukleotydow
zawierajacych modyfikacje tego ugrupowania. Modyfikacje te mozna podzieli¢ na dwie grupy
modyfikowane w pozycji mostkowej oraz niemostkowej. Do tych pierwszych analogow
naleza m. in. analogi bisfosfonianowe (pCH,p) oraz analogi imidodifosforanowe (pNHp), a
do drugich tiofosforanowe (ps) i boranofosforanowe (psns). Modyfikacje te posiadaja rdzne
wlasciwosci np. powinowactwo do jonéow metali, zdolno$¢ do tworzenia wigzan
chemicznych, wlasciwosci kwasowo-zasadowe, dlugo$¢ wiazan w ugrupowaniu
pirofosforanowym, a to wszystko to przeklada si¢ na oddzialywania z enzymami. W
proponowanym temacie badaniom poddane zostana analogi difosforanu 7-metyloguanozyny,
ktore w celu zapewnienia im odporno$ci na degradacje enzymatyczna zostaty zmodyfikowane
w pozycji niemostkowej ugrupowania pirofosforanowego. Wczesniej wykazano, ze
modyfikacje tego typu w odpowiedniej pozycji struktury trifosforanu dinukleozydu (NpppN)
sa w stanie zapobiega¢ hydrolizie wiazania pirofosforanowego przez enzymy nalezace do
hydrolaz nukleotydowych z super rodziny HIT, ktorej przedstawicielem jest jeden z enzyméow
odpowiedzialnych za degradacj¢ struktury 5> mRNA kapu, enzym DcpS. Wybrane analogi
m’GDP modyfikowane w pozycji niemostkowej zostana scharakteryzowane pod katem
zdolnosci do hamowania reakcji degradacji dinukleotydowego analogu kapu (m’GpppG >
m7GMP + GDP). Gléwna technika stosowana w badaniach bedzie wysokosprawna
chromatografia cieczowa (HPLC), dzigki ktorej badajac szybkosci reakcji przy réznych
stezeniach inhibitora i substratu mozna bgdzie wyznaczy¢ stata inhibicji dla poszczegdlnych
analogow.

10. “Analogi difosforanu 7-metyloguanozyny modyfikowane w pozycji mostkowej grupy
pirofosforanowej jako inhibitory enzymu DcpS”
opiekun dr Jacek Jemielity, 55 40 774, jacekj@biogeo.uw.edu.pl

Inhibitory enzymow stanowia cenne narze¢dzie w badaniach procesow biochemicznych.
Nieprawidlowe funkcjonowanie enzymoéw w organizmach powadzi do licznych chordb
dlatego tez enzymy czgsto sa celami terapeutycznymi, a hamowanie dziatania niektorych
enzymOw ma znaczenie medyczne. Z tych powodow istnieje duza potrzeba poszukiwania
nowych inhibitorow reakcji enzymatycznych. Szereg waznych zwiazkéw aktywnych
biologicznie posiada w swej strukturze ugrupowanie pirofosforanowe. Od wielu lat
podejmowane sa prace majace na celu otrzymanie zwiazkow, analogéw nukleotydow



zawierajacych modyfikacje tego ugrupowania. Modyfikacje te mozna podzieli¢ na dwie grupy
modyfikowane w pozycji mostkowej oraz niemostkowej. Do tych pierwszych analogow
naleza m. in. analogi bisfosfonianowe (pCH,p) oraz analogi imidodifosforanowe (pNHp), a
do drugich tiofosforanowe (ps) i boranofosforanowe (psns). Modyfikacje te posiadaja rozne
wlasciwosci np. powinowactwo do jonéow metali, zdolno$¢ do tworzenia wigzan
chemicznych, wlasciwosci kwasowo-zasadowe, dlugo$¢ wiazan w ugrupowaniu
pirofosforanowym, a to wszystko to przeklada si¢ na oddzialywania z enzymami. W
proponowanym temacie badaniom poddane zostana analogi difosforanu 7-metyloguanozyny,
ktore w celu zapewnienia im odporno$ci na degradacje enzymatyczna zostaty zmodyfikowane
w pozycji mostkowej ugrupowania pirofosforanowego. Wcze$niej wykazano, ze modyfikacje
tego typu w odpowiedniej pozycji struktury trifosforanu dinukleozydu (NpppN) sa w stanie
zapobiega¢ hydrolizie wigzania pirofosforanowego przez enzymy nalezace do hydrolaz
nukleotydowych z super rodziny HIT, ktérej przedstawicielem jest jeden z enzymow
odpowiedzialnych za degradacj¢ struktury 5> mRNA kapu, enzym DcpS. Wybrane analogi
m’GDP modyfikowane w pozycji mostkowej zostana scharakteryzowane pod katem
zdolnosci do hamowania reakcji degradacji dinukleotydowego analogu kapu (m’GpppG >
m7GMP + GDP). Gléwna technika stosowana w badaniach bedzie wysokosprawna
chromatografia cieczowa (HPLC), dzigki ktorej badajac szybkosci reakcji przy réznych
stezeniach inhibitora i substratu mozna bgdzie wyznaczy¢ stata inhibicji dla poszczegdlnych
analogow.

111 12. opiekun: dr Joanna Zuberek, 55 40 781, jzuberek@biogeo.uw.edu.pl

Temat 1

“Charakterystyka wybranych izoform eIF4E 2z Trypanosoma brucei, badania
biochemiczne i biofizyczne”

Temat 2

“Badanie oddzialywania wybranych izoform elF4E z Trypanosoma brucei z analogami 5’
konca mRNA metoda miareczkowania fluorescencyjnego”

Trypanosoma brucei to pasozytniczy pierwotniak z rodziny Trypanosomatidae wywolujacy
grozna chorobe zwana $piaczka afrykanska. Co roku na t¢ chorobe zapada ponad 1,5 min
ludzi, gléwnie w krajach tropikalnych. Za przenoszenie pasozytow odpowiedzialne sa muchy
tse-tse, w momencie uktucia krggowca przez mucheg pasozyty przedostaja si¢ z jej gruczotow
slinowych do organizmu krggowca, gdzie pasozytuja wewnatrzkomoérkowo. Pierwotniaki z
rodzinny Trypanosomatidae posiadaja rowniez rzadkie u eukariontow cechy molekularne,
takie jak: policistronowy mRNA, trans-splicing czy tez wystgpujaca tylko u tej rodziny
hipermetylowana strukturg 5’ konca mRNA zwana kapem-4. Rozpoznawanie struktury kapu
przez biatko elF4E jest kluczowym punktem regulacji inicjacji translacji u organizmow
eukariotycznych, za§ odmienna struktura kapu-4 moze wymuszac u pierwotniakoéw z rodziny
Trypanosomatidae u Leishmanii odmienny niz u wyzszych eukariontéw mechanizm jej
rozpoznawania przez czynnik elF4E. Analizujac baze zdeponowanych sekwencji genomu
Trypanosoma brucei na podstawie homologi z mysim i1 drozdzowym elF4E, zidentyfikowano
sze$¢ roznych homologow  biatka eIF4E. Biatka te zostaly oznaczone TBEIF4El do
TBEIF4E6. Celem pracy licencjackiej jest otrzymanie metoda nadekspresji w komoérkach
bakteryjnych rekombinowanych biatek wybranych izoform TbEIF4E 1 zbadanie ich
powinowactwa do analogow kapu-4.

13. “Otrzymywanie enzymu DcpS, hydrolizujacego struktur¢ kapu 5’-kooca mRNA, z
dolaczong 10-histydynowg etykieta i badanie jego wlasnosci”
opiekun: dr Maciej Lukaszewicz, 55 40 781, mlukas@biogeo.uw.edu.pl



DcpS (scavenger mRNA decapping enzyme) jest enzymem bioracym udzial w degradacji
mRNA na S$ciezce 3°[15’. Enzym ten hydrolizuje krétkie kapowane oligonukleotydy i
dinukleotydy struktury kapu (czapeczki) 5°-kooca mRNA, powstate w wyniku
egzonuklolitycznej degradacji mRNA od kooca 3’ do 5°. Ludzki enzym DcpS jest réwniez
potencjalnym celem terapeutycznym w rdzeniowym zaniku migsni (spinal muscular atrophy,
SMA). W zwiazku z tym niezbg¢dne jest opracowanie metody otrzymywania czystego enzymu
w ilosciach wystarczajacych do badan biofizycznych i biochemicznych. Celem pracy jest
konstrukcja plazmidu umozliwiajacego ekspresje enzymu DcpS z dotaczona etykieta
dziesigciu histydyn, jego jednoetapowe oczyszczanie metoda chromatografii powinowactwa
na zlozu niklowym, analiza czystosci i wydajnosci otrzymanego biatka oraz badanie jego
aktywnosci na wybranych analogach struktury kapu 5’~kooca mRNA.

14. “Analiza wydajno$ci translacji transkryptow mRNA lucyferazy kapowanych
wybrang serig analogow struktury czapeczki (kapu) 5’-kooca mRNA”
opiekun: dr Maciej Lukaszewicz, 55 40 781, mlukas@biogeo.uw.edu.pl

Otrzymywanie in vitro transkryptow mRNA, ktore z jednej strony sa stabilne w Srodowisku
wewnatrzkomorkowym, a z drugiej ulegaja w nim wydajnej translacji, jest waznym etapem
opracowywania m.in. terapii genowych opartych na mRNA. Celem pracy jest otrzymanie w
reakcji transkrypcji in vitro czasteczek mRNA lucyferazy kapowanych wybrana seria
analogow struktury czapeczki (kapu) 5-kooca mRNA. Wydajnos$¢ translacji tak otrzymanych
transkryptow begdzie nastgpnie analizowana w bezkomorkowym ukladzie translacji in vitro
(lizat z retikulocytow kréliczych - RRL), w odniesieniu do mRNA lucyferazy kapowanego
standardowym analogiem m7GpppG. Poziom translacji badanych w transkryptow w RRL
mierzony bedzie metoda luminometryczna.

15. “Od biofizycznych badan czynnikow determinujacych selektywne i silne wigzanie si¢
inhibitoréw z enzymami do skuteczniejszych lekow”,
opiekun: prof. dr hab. Borys Kierdaszuk. , 55 40 784, borys@biogeo.uw.edu.pl

Absorpcja fotonéw przez czasteczki biologiczne (np., biatka) powoduje przejscie tych
czasteczek ze stanu podstawowego do wzbudzonego, natomiast przej$cie odwrotne jest
realizowane poprzez emisj¢ fotonow zwana fluorescencja. Absorpcja 1 emisja zaleza od
wlasnosci biatka (enzmu) i1 jego oddzialywania z innymi czasteczkami (substratami,
inhibitorami) i srodowiskiem, zar6wno w stanie podstawowym jak i wzbudzonym. W pracy
licencjackiej wykorzystane bgda spektroskopowe metody pomiaru kinetyki enzymatycznej
oraz wlasciwosci emisyjne biatek (enzymow) w charakterystyce ich oddzialywan z ligandami
(substratami, inhibitorami) oraz identyfikacji preferowanych struktur ligandow, ich form
konformacyjnych i jonowych, ktore uczestnicza w powstawaniu stabilnych kompleksow
enzym-ligand, katalizie enzymatycznej lub hamowaniu (inhibicji) reakcji enzymatyczne;j.
Projekt pracy licencjackiej przewiduje wprowadzenie do metodologii pracy z biatkami i
zapoznanie si¢ z nowoczesnymi technikami enzymologicznymi i spektroskopowymi. Celem
pracy licencjackiej jest identyfikacja  czynnikow  fizycznych  (strukturalnych,
konformacyjnych, dysocjacji i asocjacji protonéw) decydujacych o selektywnym
rozpoznawaniu i silnym wiazaniu ligandow. Wyniki beda mogly by¢ wykorzystane w
projektowaniu inhibitorow (lekéw) o selektywnych witasciwosciach terapeutycznych wobec
enzymoOw izolowanych z pasozytdéw (np. nicieni) 1 mikroorganizmow chorobotwoérczych
(bakterii, wiruséw), na podstawie réznic migdzy enzymami ludzkimi i ich odpowiednikami w
mikroorganizmach chorobotwoérczych. Porownanie selektywnosci substratowo-inhibitorowe;j



z roznicami strukturalnych i kinetycznymi migdzy enzymami ludzkimi, zwierz¢cymi i z
mikroorganizméw (bakterii, wirusow) przyczyni si¢ takze do lepszego zrozumienia
mechanizmu reakcji katalitycznych. Ponadto rdéznice migdzy enzymami ludzkimi i1 z
mikroorganizméw moglyby by¢ wykorzystane do ulepszenia metod stosowanych w terapii
genowej nowotworow za pomoca wszczepienia do tkanki nowotworowej mniej specyficznego
“samobdjczego” genu enzymu z mikroorganizmu. Enzym bedacy produktem tego genu
moglby aktywowaé nietoksyczny analog substratu do toksycznego produktu tylko w
komorkach nowotworowych, podczas gdy zarowno substrat jak i produkt bylyby nieaktywne
wobec enzymow ludzkich, tj. tkanek zdrowych.

16. “Zastosowanie spektroskopii emisyjnej i mikroskopii konfokalnej w badaniach
wlasciwosci fizycznych i strukturalnych czasteczek i makroczasteczek biologicznych”
opiekun: prof. dr hab. Borys Kierdaszuk. , 55 40 784, borys@biogeo.uw.edu.pl

Absorpcja fotonéw przez czasteczki i makroczasteczki biologiczne (np., biatka, barwniki
roslinne) powoduje przejscie tych czasteczek ze stanu podstawowego do wzbudzonego,
natomiast przej$cie odwrotne jest realizowane poprzez emisj¢ fotonow zwana fluorescencja.
Absorpcja 1 emisja zaleza od wtasciwosci fizycznych badanej czasteczki 1 jej oddzialywania z
innymi czasteczkami (otoczeniem), zarbwno w stanie podstawowym jak i1 wzbudzonym.
Wybor spektroskopii emisyjnej jako podstawowego narzedzia badawczego wynika m.in. z
nastgpujacych obserwacji. Po pierwsze, chociaz metody spektroskopii emisyjnej stanow
elektronowych czasteczek biologicznych i1 ich kompleksow nie udzielaja tak precyzyjnej
informacji o strukturze jak krystalografia lub spektroskopia wielowymiarowego
magnetycznego rezonansu magnetycznego (NMR), to mozna je uzna¢ za komplementarne, a
nawet posiadajace wigksze mozliwos$ci. Dostarczaja informacji o strukturze, oddziatywaniach
1 dynamice uktadow czasteczkowych w roztworze, tj. w warunkach zblizonych do takich jakie
sa w zywych komorkach i tkankach. W przypadku biatek (enzymdéw) mozemy to sprawdzié
m.in. na podstawie pomiaru ich aktywnos$ci katalitycznej wobec typowych ligandow
(substratow, inhibitoré6w) oraz na podstawie wplywu oddziatywania biatek z ligandami na
emisj¢ znacznikéw emisyjnych przyczepionych kowalencyjnie do biatek i ligandow. Projekt
pracy licencjackiej przewiduje wprowadzenie do metodologii pracy makroczasteczkami (np.
biatka) i makroobiektami biologicznymi (np. organelle) i zapoznanie si¢ z nowoczesnymi
technikami spektroskopowymi. Celem pracy licencjackiej jest wykorzystanie zwigkszonej
rozdzielczosci przestrzennej 1 czulo$ci tych metod poprzez zastosowanie laserowej
fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej, gdzie aby podwyzszyc rozdzielczo$¢ przestrzenna i
czasowa wykorzystuje si¢ wygaszanie standw wzbudzonych za pomoca emisji stymulowanej
(Stimulated Emission Depletion, STED) tréjwymiarowego obrazowania struktury
chloroplastow roslinnych za pomoca przestrzennego rozkladu czasow zycia standow
wzbudzonych (Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy, FLIM). Badania te moga by¢
rozszerzone o badania dyfuzji czasteczek 1 makroczasteczek biologicznych, np. biatek 1 ich
komplekséw z ligandami in vitro oraz in vivo w za pomoca fluorescencyjnej spektroskopii
korelacyjnej (Fluorescence Correlation Spectroscopy, FCS).

17. “Fizyczna interpretacja zaniku fluorescencji czasteczek biologicznych”
opiekun: prof. dr hab. Borys Kierdaszuk. , 55 40 784, borys@biogeo.uw.edu.pl

Celem pracy licencjackiej (doswiadczalno-teoretycznej) jest sformutowanie modelu
opisujacego kinetyke dezaktywacji elektronowych stanéw wzbudzonych czasteczek w
uktadach biologicznych na skutek emisji fotondw (fluorescencji). Uktady te wykazuja zlozone
relaksacje, bedace wynikiem oddziatywania wzbudzonych czasteczek z otoczeniem i



transferu energii wzbudzenia do standéw elektronowych innych czasteczek. Rozwazeniu
poddane zostana uktady z przeniesieniem energii wzbudzenia. W dotychczasowych badaniach
pokazaliSmy, ze czasowo zalezna szybko$¢ migracji energii, ktdrej zaproponowana postaé
zgodna jest z do§wiadczeniem, prowadzi do potegowego cztonu w funkcji zaniku. Dodatkowo
implikuje czasowa hierarchiczno$¢ w procesach migracji energii bedaca wynikiem
hierarchicznej struktury poziomow energetycznych. We wspodlpracy z grupa naukowa dr hab.
A. Sobolewskiego (Instytut Fizyki PAN, Warszawa) oraz prof. B. Lesynga (Zaktad Biofizyki
IFD UW) wyznaczone bgda zalezno$ci energii wewnetrznej od konformacji i oddziatywan
badanych czasteczek zard6wno w stanie podstawowym jak i w stanie wzbudzonym. Projekt
pracy licencjackiej przewiduje wprowadzenie do nowoczesnej metodologii spektroskopowe;j 1
zapoznanie si¢ z nowoczesnymi metodami teoretycznymi. Celem pracy licencjackiej bedzie
interpretacja wynikow doswiadczalnych dotyczacych dezaktywacji stanow wzbudzonych w
biatkach i ich kompleksach z ligandami. Spodziewamy si¢, ze potaczenie badan
doswiadczalnych i teoretycznych doprowadzi do odkrycia drog migracji energii wzbudzenia.
Wstepne badania pokazaty, ze funkcja potggowa w prosty sposdb opisuje zaniki standow
wzbudzonych 1 moze stanowi¢ dobra alternatywe dla modeli wielowyktadniczych, gdzie
wzrost liczby skladnikow wyktadniczych bardzo czgsto poprawia dopasowanie, ale
interpretacja fizyczna poszczegolnych komponentow wyktadniczych jest niejasna. Ponadto, w
przypadku ukladow, gdzie wystgpuja zjawiska migracji energii wzbudzenia, opis
wielowyktadniczy zawodzi. Zastosowanie proponowanych modeli dostarczyloby nowych
informacji fizycznych o badanym uktadzie, takich jak liczba drog dezaktywacji i $redni czas
dezaktywacji oraz pozwolitoby traktowa¢ =zaniki fluorescencji w skomplikowanych
(heterogennych) uktadach biologicznych w ujgciu statystycznym

18. “Badania wlasciwosci emisyjnych bialek i ich wykorzystanie w charakterystyce
oddzialywan 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 (bio)fizycznej o
podstawowych oddzialywaniach fizycznych (np. wewnatrz- 1 migdzy-czasteczkowych
oddziatywaniach elektrostatycznych) jest najczgstszym zrodtem wielu konkurencyjnych i
wzajemnie wykluczajacych si¢ modeli rozpoznawania si¢ enzymoéw 1 ligandow (substratow,
inhibitorow) jak réwniez niescistych i1 sprzecznych modeli reakcji enzymatycznych. Praca
licencjacka dotyczy okreslenia wymagan strukturalnych wybranego enzymu i1 sformutowania
na tej podstawie modelu mechanizmu reakcji enzymatycznych katalizowanych przez wybrany
enzym na bazie precyzyjnych informacji o strukturze i wilasnosciach fizycznych enzymu,
ligandéw 1 asocjatdéw enzym-ligand, ze szczegdlnym uwzglednieniem wzajemnego wplywu
enzymu na ligand(y) 1 vice versa. Podj¢te beda takze proby uogolnienia obserwacji na
wszystkie enzymy danej klasy. Projekt pracy licencjackiej przewiduje wprowadzenie do
metodologii pracy z czasteczkami biologicznymi (biatkami) 1 zapoznanie si¢ z nowoczesnymi
technikami spektroskopowymi. W badaniach tych uwzglednione beda nastepujace zjawiska
fizyczne 1 ich ewentualny wplyw na emisj¢ (fluorescencj¢) czasteczek i ich kompleksow:

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

(b) Wplyw oddzialywan na delokalizacj¢ gestosci elektronowej, przylaczenie protonu
(protonacj¢) 1 odlaczenie protonu (dysocjacj¢) oraz przeniesienie protonu wewnatrz
czasteczek (tautomerig);

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

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



podstawowym.

19. ”Badanie wigzania guaniny przez cielgce PNP (fosforylaz¢ nukleozydow
purynowych) metodami spektrometrii dichroizmu kotowego (CD)”

opiekun prof. dr hab Jan Antosiewicz, 55 40 786, janek@biogeo.uw.edu.pl

Procesy tworzenia kompleksow guaniny z cielecym PNP byly tematem dwoch prac
opublikowanych przez pracownikow Zaktadu Biofizyki. W badaniach tych wykorzystana
zostala spektroskopia fluorescencyjna. Tematem proponowanej pracy licencjackiej jest
powtorzenie tamtych badan, ale z wykorzystaniem spektroskopii CD jako narzedzia
obserwacji tworzenia kompleksow 1 poréwnanie parametréw termodynamicznych
charakteryzujacych kompleksy, jakie otrzymuje si¢ w obydwu metodach pomiarowych.

22. Badanie rozwijania rybonukleazy A w S$rodowisku alkalicznym metodami
spektrometrii zatrzymanego przeplywu
opiekun prof. dr hab Jan Antosiewicz, 55 40 786, janek@biogeo.uw.edu.pl

W 1952 roku, prof. David Shugar, tworca Zaktadu Biofizyki w Instytucie Fizyki
Doswiadczalnej, opublikowat prace przedstawiajaca wyniki pomiarOw absorpcji §wiatla w
zakresie UV roztworéw rybonukleazy A, w funkcji rosnacego pH roztworu. Autor wykazat
rozwijanie struktury rybonukleazy pod wplywem wysokiego pH i ze proces rozwijania moze
by¢ §ledzony poprzez pomiar absorpcji roztworu, gdyz towarzyszy mu wydobywanie si¢ reszt
tyrozynowych z wnetrza biatka na powierzchnie, przy czym nast¢puje natychmiastowa
deprotonacja ich grup hydroksylowych, powodujaca zmiang wlasciwosci absorpcyjnych tych
reszt. Tematem proponowanej pracy licencjackiej jest przeprowadzenie obserwacji kinetyki
procesu rozwijania struktury rybonukleazy A poprzez pomiar absorpcji przy mieszaniu
rownoobjetosciowym roztwordow rybonukleazy w pH neutralnym i buforu o wysokim pH,
takim, ze pH mieszaniny jest wystarczajaco duze do inicjacji procesu rozwijania.

21. “Proba krystalizacji wybranych mutantow zielono fluoryzujacego bialka (GFP)”
opiekun dr Beata Wielgus-Kutrowska, 55 40 789, beata@biogeo.uw.edu.pl

GFP jest niewielkim biatkiem, o masie okoto 26 kDa, ztozonym z 282 aminokwasow. Jego
powszechne wykorzystywanie jako znacznika w badaniach biologicznych, w biotechnologii i
medycynie wynika z obecnosci nietypowego chromofora tworzonego przez trzy sasiadujace
ze soba w tancuchu biatkowym aminokwasy. Sa to treonina 65, tyrozyna 66 i glicyna 67. Po
prawidtowym zwinigciu biatka i dojrzeniu chromofora (obejmujacym cyklizacje, dehydratacje
1 utlenianie) powstaje uktad emitujacy promieniowanie w zielonym zakresie widma.
Poczawszy od lat 90-tych ubieglego wieku projektowane sa mutanty GFP o zmienionych
wlasciwos$ciach spektralnych. Skonstruowano m.in. biatka takie jak YFP, BFP, RFP, emitujace
promieniowanie odpowiednio w kolorze zottym, niebieskim lub czerwonym. Tematem pracy
licencjackiej bedzie ekspresja w komorkach bakteryjnych i uzyskanie jednego z mutantow
GFP oraz préba jego krystalizacji. Jesli w wyniku pracy zostana uzyskane krysztaty
odpowiednie do badan dyfrakcyjnych, postuza one do wyznaczenia struktury biatka.



