TEMATY PRAC MAGISTERSKICH (rok akad. 2013/2014)
Fizyka, Il stopien; specjalnos¢ ,,Biofizyka”
ZFBM, |l stopien; specjalnosé ,,Biofizyka molekularna”

Tematy przydzielone magistrantom

1. Opiekun: dr Joanna Grzyb, IF PAN e-mail: jgrzyb@ifpan.edu.pl
Wspdtopiekun: prof. Bogdan Lesyng e-mail: lesyng@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 809

.Nanohybrydy koloidalnych kropek kwantowych i bialek enzymatycznych - tworzenie i
przyktady zastosowania”

Opis: Planowana praca obejmuje nastepujace etapy. Utworzenie hydrofilowej otoczki koloidalnych
kropek kwantowych (CdSe/Zns, CdSe) poprzez podstawienie otoczki za pomocag amfifilowych biatek
(np. membrane scaffold protein) poprzez: (a)dobdér odpowiedniego detergentu; (b) dobdr stezen i
warunkoéw procesu. Pokazanie zastosowan uzyskanego koniugatu w drugorzedowej koniugacji z
wybranymi biatkami (np. enzym oksydoreduktaza ferredoksyna-NADP"). Charakterystyka koniugatéw
pod wzgledem rozmiaru, stabilnosci, homogennosci i wtasnosci spektralnych (sgczenie molekularne,
MALS-statyczne rozpraszanie $wiatta, fluorymetria steady-state i czasowo rozdzielcza, FCS i FCCS,
mikroskopia sit atomowych).

2. Opiekun: dr Joanna Grzyb, IF PAN e-mail: jgrzyb@ifpan.edu.pl
Wspotopiekun: prof. Bogdan Lesyng e-mail: lesyng@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 809

,Struktury nanohybrydowe o okreslonej stechiometrii - optymalizacja metody otrzymywania
oraz przyktady zastosowania”

Opis: Planowana praca obejmuje nastepujace etapy. Utworzenie hydrofilowej otoczki koloidalnych
kropek  kwantowych (CdSe/zns, CdSe) poprzez podstawienie hydrofobowej otoczki
drobnoczasteczkowym zwigzkiem tiolowym. Opracowanie metody uzyskania koniugatu dwoch kropek
kwantowych o kontrolowanym sktadzie (uktad 1:1) dla kropek kwantowych o emisji np. 550 i 650 -
podstawowym zastosowaniem takiej struktury jest funkcja standardu ("kontrola pozytywna") do
badania oddziatywarn biatek znakowanych kropkami kwantowymi. Przewiduje sie uzyskanie
koniugatéw dla przynajmniej dwdch réznych dilugosci tacznika oraz uzyskanie wersji kropka
kwantowa-inny fluorofor (np. biatko fikocyjanina).Charakterystyka koniugatow pod wzgledem rozmiaru,
homogennosci i wtasnosci spektralnych (saczenie molekularne, MALS-statyczne rozpraszanie swiatta,
fluorymetria steady-state i czasowo rozdzielcza, FCS i FCCS, mikroskopia sit atomowych

3. Opiekun: dr Remigiusz Worch, IF PAN e-mail: remiwo@ifpan.edu.pl

Wspélopiekun: prof. Jan Antosiewicz e-mail: jantosi@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 786
»Wplyw cholesterolu na zdolnos¢ partycjonowania melityny i peptydow fuzyjnych wirusa grypy
w btonach lipidowych”
Opis: Praca polega¢ bedzie na okresleniu zdolnoSci inkorporacji peptydu fuzyjnego wirusa grypy
(HAfp) oraz melityny w btonach lipidowych o réznej zawartosci cholesterolu. Gtéwng zastosowana
technikg bedzie spektroskopia fluorescencyjna. Badane peptydy to N-koncowe fragmenty
podjednostki HA2 hemaglutyniny (HA) wirusa grypy (o dtugosci 20 oraz 23 aminokwasoéw) oraz peptyd
naturalnie wystepujacy w jadzie pszczelim (melityna). Mimo podobnej struktury peptydow (amfifilowa
spinka do wtoséw), istniejgce dane literaturowe Swiadczg o réznym partycjonowaniu tych peptydéw w
obecnosci cholesterolu. Nadal istnieje potrzeba otrzymania doktadnych i Scistych danych fizyko-
chemicznych, co jest celem niniejszej pracy.

4. Opiekun: dr Remigiusz Worch, IF PAN e-mail: remiwo@ifpan.edu.pl

Wspélopiekun: prof. Jan Antosiewicz e-mail: jantosi@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 786
»Zastosowanie spektroskopii fluorescencyjnej do wyznaczania stalych partycjonowania
peptydow fuzyjnych wirusa grypy w btonach lipidowych”
Opis: Celem pracy jest okreslenie zdolnosci inkorporacji peptydu fuzyjnego wirusa grypy (HAfp) do
bfon biologicznych w réznym pH metoda spektroskopii fluorescencyjnej, oraz, jezeli to mozliwe,
okreslenia mechanizmu poprzez ktéry zachodzi fuzja.
Badany peptyd to N-koncowy fragment podjednostki HA2 hemaglutyniny (HA). Poréwnane zostang
state wyznaczone dla peptydéw o réznej dtugosci oraz w wersjach z wolnym i acetylowanym N-
korncem peptydu.

5. Opiekun: dr Maciej Lukaszewicz e-mail: mlukas@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 781



,Badanie specyficznosci substratowej i wybranych parametréw kinetycznych enzymu AsDcpS
A.suum”

Opis: DcpS pasozytniczego nicienia Ascaris suum jest stabo zbadanym biatkiem, homologiem
CeDcpS (biatko wolnozyjgcego nicienia C.elegans). Pomimo ze AsDcpS i CeDcpS sq bardziej do
siebie ewolucyjnie zblizone, dotychczasowe dane pokazaty, ze AsDcpS ma duzo wyzsze
powinowactwo do monometylowanych analogéw kapu niz do trimetylowanych analogéw (inaczej niz
dla CeDcpS, Wypijewska et al., 2012). AsDcpS, podobnie jak ludzki enzym hDcpS, nie hydrolizuje
niemetylowanego analogu GpppG, ktory jest substratem dla CeDcpS. Celem badan jest szersze
zbadanie zbadanie specyficznosci substratowej AsDcpS. W trakcie pracy: 1) oczyszczone bedzie
AsDcpS z etykieta His-tag na N-koncu biatka 2) poréwnana zostanie zdolnos¢ hydrolizy i
specyficznos¢ ciecia wybranych analogéw kapu, 3) wyznaczone zostang parametry kinetyczne
AsDcpS dla wybranych niemodyfikowanych analogébw kapu i analogdw ze znacznikiem
fluoroscencyjnym.

6. Opiekun: dr Maciej Lukaszewicz e-mail: mlukas@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 781
.Badanie specyficznosci substratowej ludzkiego enzymu hNudt1l6 wobec dinukleotydowych
analogéw kapu”

Opis: Ostatnio opisany ludzki enzym hNudt16, podobnie jak Dcp2 nalezy do rodziny biatek Nudix i
odcina kap obecny na 5' koricu czasteczki mRNA. W odréznieniu od Dcp2 wystepuje w komérkach
wszystkich analizowanych tkanek, wykazuje lokalizacje cytoplazmatyczo-jagdrowg oraz hydrolizuje
hipermetylowany kap (TMG, m2'2'7GpppG) wystepujacy na snRNA i snoRNA. Oczyszczony enzym
hydrolizuje réwniez dinukletydowe analogi struktury kapu. Celem badan jest szersze zbadanie
specyficznosci substratowej hNudt16 zaréwno wobec dinukleotydowych analogéw kapu jak i
kapowanych rybonukleotydéw o dtugosci 5 nt (lub dtuzszych). W trakcie pracy: 1) oczyszczone bedzie
hNudt16 z etykieta His-tag na C-koncu, 2) przeanalizowana zostanie zdolno$¢ hydrolizy i
specyficznos¢ ciecia wybranych dinukleotydowych analogéw kapu, 3) przeanalizowana zostanie
zdolno$¢ hydrolizy kapowanych oligorybonukleotyddéw otrzymanych metoda transkrypciji in vitro.

7. Opiekun: dr Maciej tukaszewicz e-mail: mlukas@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 781
.,Porownanie specyficznosci substratowej i wybranych parametréow kinetycznych enzymu
CeDcpS C.elegans z etykieta powinowactwa na N- lub C-koncu biatka”

Opis: DcpS Caenorhabdits elegans (CeDcpS) jest jednym z modelowych biatek wykorzystywanych w
badaniach mono- i dinukleotydowych analogéw struktury kapu 5'-korica mRNA. Dotychczasowe
badania prowadzone byly na biatku z przylaczong etykieta powinowactwa His-tag na N-konhcu
CeDcpS. Obserwowany brak hydrolizy m7GDP przez N-His-CeDcpS (i inne N-His tagowane DcpS-y,
Wypijewska et al., 2012) nie zgadzat sie z wcze$niejszymi doniesieniami, ktére sugerowaty ciecie
m7GDP (bazujac na radioaktywnie znakowanych analogach i enzymie z etykieta powinowactwa na C-
koncu). Celem badan jest sprawdzenie, czy obecnosc¢ etykiety His-tag na N-kohcu lub C-koricu
CeDcpS ma wplyw na jego specyficznos¢ w stosunku do mono- lub/i dinukleotydowych analogéw
kapu i czy obecno$¢ etykiety wptywa na Km lub/i Vmax enzymu. W trakcie pracy:1) oczyszczone bedg
N-His-CeDcpS, CeDcpS-C-His i biatko z odcietg etykieta, 2) pordwnana zostanie zdolno$¢ hydrolizy i
specyficznos¢ ciecia wybranych analogéw kapu, 3) poréwnane zostang parametry kinetyczne
wybranych form CeDcpS dla niemodyfikowanych analogéw kapu i analogdw ze znacznikiem
fluoroscencyjnym.

8. Opiekun: prof. Edward Darzynkiewicz e-mail: edek@biogeo.uw.edu.pl 55 40 787
»Poréwnanie specyficznosci substratowej enzyméw DcpS wobec dinukleotydowych analogow
kapu modyfikowanych w obrebie 7-metyloguanozyny”

Opis: Biatka DcpS to kluczowe enzymy metabolizmu mRNA, ktérych podstawowa funkcjg jest
usuwanie z komoérek koncowych produktéw degradacji mRNA w kierunku 3'—5. Specyficznos¢
substratowa enzymdéw DcpS pochodzacych z réznych organizméw wykazuje znaczne réznice w
zalezno$ci od dtugosci tancucha nukleotydowego analogu kapu, struktury mostka fosforanowego oraz
modyfikacji w obrebie nukleozydéw. Niezwykle istotne dla poznania wlasciwosci katalitycznych biatek
DcpS jest badanie ich oddziatywan z modyfikowanymi analogami naturalnych substratéw. Osoba
zainteresowana tematem bedzie miata za zadanie ustalenie optymalnych warunkéw enzymatyczne;j
hydrolizy kapu katalizowanej przez biatka DcpS nicieni (C. elegans i A. suum) oraz poréwnanie ich
specyficznosci substratowej wobec dinukleotydowych analogéw kapu modyfikowanych w obrebie 7-
metyloguanozyny (w pozycji N2 i N7). Wyznaczone zostang parametry kinetyczne reakcji hydrolizy,
ktére pozwolg okresli¢ wptyw podstawnika na efektywnosc¢ ciecia dinukleotydéw przez badane biatka
DcpS.
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9. Opiekun: prof. Edward Darzynkiewicz e-mail: edek@biogeo.uw.edu.pl 55 40 787
»Badanie aktywnosci enzymatycznej biatek DcpS metodami fluorescencyjnymi”

Opis: Biatka DcpS nalezg do hydrolaz nukleotydowych z rodziny HIT, ktére biorg udziat w koncowym
etapie szlaku degradacji mRNA, w kierunku 3'—5’. Reakcja hydrolizy katalizowana przez enzymy
DcpS polega na przecieciu wigzania pirofosforanowego w mostku fosforanowym kapu, zgodnie z
réwnaniem: m’GpppN — m’GMP + ppN. W ramach pracy magisterskiej przeprowadzona zostanie
analiza poréwnawcza wiasciwosci katalitycznych enzymoéw DcpS z H. sapiens i C. elegans. Badanymi
substratami bedg analogi konnca 5 mRNA z réznymi modyfikacjami zasady oraz pierscienia rybozy w
obrebie 7-metyloguanozyny. Metoda eksperymentalna oparta na rejestracji zmian sygnatu
fluorescencji substratu w funkcji czasu trwania reakcji pozwala wyznaczy¢ parametry kinetyczne
reakcji hydrolizy (predko$¢ maksymalna i statg Michaelisa-Menten). Otrzymane rezultaty majg
pokaza¢ zaleznosci temperaturowe oraz wptyw inhibicji produktowej na efektywnos$¢ enzymatycznej
hydrolizy katalizowanej przez biatka DcpS.

10. Opiekun: prof. Wiktor Kozminski, Wydziat Chemii/CENT UW e-mail: kozmin@chem.uw.edu.pl
Wspodlopiekun: prof. Ryszard Stolarski  e-mail: stolarsk@biogeo.uw.edu.pl tel. 5540 772
»Przypisanie sygnatbw w widmach NMR biatlek nieustrukturyzowanych z uzyciem
eksperymentéw o wysokiej wymiarowosci”
Opis: Jednym z najwazniejszych problemdéw eksperymentalnych wspétczesnej spektroskopii NMR,
jest szybko rosnacy z liczba wymiardw oraz oczekiwang zdolnoscig rozdzielcza czas trwania
eksperymentu. Wymagania rosng takze przy zwiekszaniu indukcji magnetycznej co powoduje, ze
wzrost czutosci nie przektada sie na skrécenie pomiarow. W badaniach polimeréw biologicznych jak
biatka i kwasy nukleinowe, metodami spektroskopii NMR konieczne jest uzycie widm
wielowymiarowych. Dotychczas stosowane metody pozwalaty jednak, w 'rozsgdnym czasie' kilku dni,
uzyskac jedynie widma tréjwymiarowe o wcigz ograniczonej rozdzielczosci. W grupie prof. Wiktora
Kozminskiego (CENT Il UW) opracowano nowe metody pomiarowe oparte na rzadkim i losowym
prébkowaniu przestrzeni czasu, znoszacych ograniczenie liczby wymiardéw i rozdzielczosci w
dziedzinie czestosci. Nowe metody eksperymentalne i przetwarzania danych znajdujg zastosowania,
przede wszystkim w badaniach biatek, a w szczegdlnosci biatek czesciowo nieustrukturyzowanych
IDP (Intrinsically Disordered Proteins) stanowigcych wyzwanie wspotczesnej biochemii. IDP
charakteryzujg sie bardzo niewielkim zréznicowaniem pikow w widmach NMR wskutek usredniania
konformacyjnego,. W zwigzku z tym analiza widm o niskiej wymiarowosci jest trudna, a najczesciej
catkowicie niemozliwa. Jednoczesnie, ze wzgledu na duze rozpowszechnienie i bardzo istotne funkcje
biologiczne, IDP sa bardzo waznymi obiektami badan, a poniewaz niemozliwe zazwyczaj jest
uzyskanie krysztatéw takich biatek, spektroskopia NMR pozostaje w praktyce jedynym Zzrédiem
informacji o ich resztkowej strukturze, dynamice i oddziatywaniach.

11. Opiekun: dr Anna Modrak-Wéjcik e-mail: ankam@biogeo.uw.edu.pl tel. 5540 779
»Charakterystyka oddziatywania czynnika inicjacji translacji elF4E z inhibitorowym biatkiem
4E-BP1”

Opis: Inicjacja translacji w komorkach eukariotycznych jest ztozonym procesem tworzenia
kompleksow wielu biatek oraz RNA i determinuje wypadkowg szybkosc¢ biosyntezy biatek. Szczegdlng
role odgrywa biatkowy czynnik translacyjny elF4E, ktory inicjuje translacje przytaczajac sie do
charakterystycznej struktury kapu na 5’-koncu mRNA. Podwyzszone stezenie elF4E wystepuje w
wielu rodzajach komoérek nowotworowych. Biatko 4E-BP1 (4E binding protein), poprzez utworzenie
kompleksu z elF4E i uniemozliwienie przytagczania sie kolejnych czynnikéw translacyjnych, prowadzi
do zahamowania procesu translacji. Znajomos¢ molekularnego mechanizmu oddziatywania biatek
elF4E i 4E-BP1 moze okaza¢ sie istotna z medycznego punktu widzenia. Praca bedzie dotyczyta
pomiaréw tworzenia komplekséw podwdjnych 4E-BP1/elF4E i potrojnych 4E-BP1/elF4E/kap oraz
wyznaczania rownowagowych statych wigzania i parametrow termodynamicznych asocjacji. Jako
metoda badawcza zostanie zastosowana spektroskopia emisyjna.

12. Opiekun: dr hab. Maria Agnieszka Bzowska e-mail: abzowska@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 789
»Czy metoda “near UV CD” pozwala na badanie oddzialywania fosforylazy nukleozydéw
purynowych z ligandami?”

Opis: W ramach pracy magisterskiej zostanie sprawdzone czy metoda "near UV CD” mozna okre$li¢
model wigzania, oraz wyznaczy¢ state dysocjacji i ewentualnie takze stechiometrie wigzania ligandéw
do heksametrycznej fosforylazy nukleozydéw purynowych z E. coli i jej mutantéw: Y160W, R24Ala,
D204Ala/R217Ala. Celem jest przede wszystkim odpowiedZ na pytanie czy do opisu wigzania
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substratéw i ich analogow, np. fosforanu i formycyny A, niezbedne sg dwie czy trzy state dysocjacji. W
przypadku mutanta R24Ala wazne bedzie nawet uzyskanie odpowiedzi na pytania czy mutant ten
wigze fosforan z podobng czy znaczaco wiekszg stalg dysocjacji, w poréwnaniu z enzymem typu
dzikiego. Informacje te sg potrzebne do weryfikacji proponowanego, na podstawie wczesniejszych
pomiaréw w roztworze i niepublikowanych danych krystalograficznych, mechanizmu reakgiji.

13. Opiekun: dr Joana Kowalska e-mail: asia@biogeo.uw.edu.pl tel. 5540 774
»Synteza analogow konca 5° mRNA (kapu) selektywnie znakowanych stabilnymi izotopami
wegla wodoru i tlenu oraz wykorzystanie ich do opracowania iloéciowej metody oznaczania
biologicznie waznych pochodnych kapu metodg HPLC-MS”

Opis: Eukariotyczne mRNA posiadajg sg na koncu 5 unikalng pod wzgledem budowy i wtasciwosci
chemicznych strukture zwang kapem (lub czapeczka). Kap zbudowany jest z 7-metyoguanozyny
potaczonej mostkiem 5’,5'-trifosforanowym z pierwszym transkrybowanym nukleotydem. Obecnos¢
kapu na koincu 5 mRNA jest niezbedna do prawidtowego przebiegu wielu proceséw zwigzanych z
obrébka i funkcjonowaniem mRNA, w tym w regulacji stabilnosci i degradacji. Produktami degradaciji
mRNA sg m.in. maloczasteczkowe, nukleotydy, bedace ufosforylowanymi pochodnymi 7-
metyloguanozyny takie jak m’GMP, m’GDP, czy dinukleotydy typu m’GpppN. Rézne $ciezki
degradacji mRNA prowadzg do powstawania réznych nukleotydowych pochodnych kapu. Celem
niniejszej pracy bedzie synteza i charakteryzacja ufosforylowanych pochodnych 7-metyloguanozyny
znakowanych stabilnymi izotopami 3C, °H lub *®0 i wykorzystanie ich do opracowania metody
ilosciowego oznaczania tych biologicznie waznych pochodnych. Opracowana metoda moze umozliwi¢
oznaczanie zawartosci roznych pochodnych 7-metyloguanozyny w ekstraktach biologicznych, a dzigki
temu blizsze poznanie wzajemnych relacji roznych Sciezek degradacji mRNA.

14. Opiekun: dr hab. Jacek Jemielity e-mail: jacekj@biogeo.uw.edu.pl tel. 5540 774
»Opracowanie metod fluorescencyjnych pozwalajacych na ocene nukleotydowych inhibitoréw
procesow zaleznych od kapu”

Opis: Koniec 5 mRNA zwany kapem petni szereg funkcji w komérkach, istnieje rowniez wiele biatek
rozpoznajacych te strukture. To powoduje, ze syntetyzowanych jest wiele analogéw kapu, o
réznorakich zastosowaniach. Celem pracy jest ocena wiasciwosci analogéw kapu modyfikowanych
m.in. w mostku oligofosforanowym, przy uzyciu metod opartych o zjawisko fluorescencji. Na
wyselekcjonowanej bibliotece analogdw kapu przeprowadzone zostang badania obejmujace
wyznaczenie statych asocjacji elF4E-kap, parametrow kinetycznych dla substratow enzymu DcpS,
oraz zdolnosci poszczegdlnych analogéw kapu do inhibicji reakcji hydrolizy wigzania
pirofosforanowego przez enzym DcpS. Obok powszechnie znanych metod opartych na fluorescencji
(HPLC z detekcja fluorescencji, miareczkowanie fluorescencyjne, badania zmian fluorescencji w
czasie) zaproponowana zostanie nowa metoda wykorzystujgca detekcje jondéw fluorkowych
aktywujgcych sondy fluorescencyjne.

15. Opiekun: dr hab. Jacek Jemielity e-mail: jacekj@biogeo.uw.edu.pl tel. 5540 774
»Wykorzystanie modyfikowanych analogéw konca 5 mMmRNA do poszukiwania inhibitoréw
biatek wigzacych kap o znaczeniu terapeutycznym”

Opis: Wsrdd biatek wigzacych kap sg dwa, ktére sg celami terapeutycznymi przy poszukiwaniu lekow
przeciwko powaznym schorzeniom. Hamowanie aktywnosci czynnika inicjujgcego translacje 4E
(elF4E) ma potencjalne znaczenie w leczeniu szeregu nowotwordow. Natomiast hamowanie
specyficznej dla kapu pirofosfatazy, enzymu Decapping Scavenger (DcpS), ma znaczenie przy
poszukiwaniu skutecznej terapii przeciwko rdzeniowemu zanikowi miesni (SMA). W pracy zbadane
zostang wtasciwosci analogdéw kapu zawierajacych modyfikacje tio- i boranofosforanowe pod katem
zdolnosci do hamowania procesow, w ktdére zaangazowane sg wyzej wymienione biatka. W niektérych
badaniach, gdzie moze wystapi¢ problem z niewystarczajgcg czutoscig pomiarowg uzytych metod
zostang wykorzystane specjalnie zaprojektowane analogi kapu zawierajgce znacznik fluorescencyjny.

16. Opiekun: dr Richard Smith (Max Planck Institute for Plant Breeding Research, Kolonia, Niemcy)
Wspélopiekun: dr Maciej Lukaszewicz  e-mail: mlukas@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 781
»Growth tracking of leaves using MorphoGraphX” (tytut polski: ,,Analiza wzrostu lisci z
uzyciem programu MorphoGraphX”
Opis: Liscie sg gtéwnymi organami fotosyntezy w roslinach i wykazujg wyrazng zmiennosc¢ ksztattéw,
ktérych mechanizm powstawania nie jest poznany. Proponowane badania obejmg wzrost lisci o
prostej lub ztozonej morfologii w modelowych gatunkach przy zastosowaniu konfokalnej, laserowej
mikroskopii skaningowej w potaczeniu z analiza obrazéw 3D z wykorzystaniem wilasnego



oprogramowania MorphoGraphX. Doswiadczalne dane o przestrzenno-czasowym wzrostu komorek i
ich proliferacji bedg poddane symulacjom matematycznym. Celem badan jest lepsze zrozumienie
rozwoju roznych ksztattow lisci w przyrodzie.

17. Opiekun: prof. Jan Antosiewicz e-mail: jantosi@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 786
»Badania nukleotydocukréw metodami spektroskopii dichroizmu kotowego”

Opis: Nukleotydocukry sg to zwigzki zbudowane z czesci nukleozydowej i reszty cukrowej,
potaczonych mostkiem fosforanowym, wystepujace naturalnie w organizmach zywych i majgce
znaczacy role biochemiczng jako substraty w reakcjach syntezy oligo- i poli-sacharydéw oraz
glikolipidow i glikoprotein. Wydaje sie, ze jedyna pracg zwigzang z zastosowaniem spektroskopii
dichroizmu kotowego do badania tych zwigzkéw jest artykut Circular Dichroism Changes in
Galactosyltransferase upon Substrate Binding, opublikowana przez C. R. Geren'a, S. C. Magee'a i K.
E. Ebner'a w Biochemistry (tom 14, str. 1461-1463, rok 1975), w ktérej zaobserwowano zmiany w
widmie CD badanego enzymu po dodaniu UDP-galaktozy w zakresie dalekiego i bliskiego ultrafioletu,
jak rowniez obecnos¢ pasm CD w okolicy 270 nm dla roztworu samego nukleotydocukru. W pracy
planowane jest wykonanie systematycznych pomiaréw widm dichroizmu kotowego szerokiej gamy
nukleotydocukrow, zsyntetyzowanych przez magistranta w ramach jego pracy magisterskiej z chemii,
wykonanej pod opiekg dr. hab. Jacka Jemielitego, w Zaktadzie Biofizyki IFD WF UW. Zmierzone
zostang widma CD samych nukleotydocukréw, w roznych warunkach roztworu, jak rowniez ich wptyw
na widma CD galaktozylotransferazy. Planowanej jest tez podjecie proby teoretycznego wyznaczenia
widm dichroimu kotowego badanych zwigzkéw przy wykorzystaniu programu chemii kwantowej o
nazwie DALTON.

Propozycie tematéw prac magisterskich (bez przydziatu)

18. Opiekun: dr Maciej Lukaszewicz e-mail: mlukas@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 781
“Charakterystyka wybranego enzymu z rodziny Nudix hydrolizujgcego strukture kapu”

Opis: Usuniecie struktury kapu (7-metyloguanozyny przytaczonej do pierwszego transkrybowanego
nukleotydu mostkiem trifosforanowym, m7GpppN) jest jednym z kluczowych etapéw regulujacych
stabilnos¢ mMRNA w komodrce. Jednym z enzymow hydrolizujacych strukture kapu jest Dcp2 —
fosfohydrolaza z rodziny Nudix (Nucleoside Diphosphate linked to X). Dcp2 hydrolizuje kap
przytaczony do dtugich tahcuchow mRNA zawierajacyhc powyzej 25 nukleotydéw (odcina m7Gpp) i
tym samym inicjuje degradacje w kierunku 5—3’. Ostatnio opisano nowe enzymy z rodziny Nudix
zaangazowane w hydrolize struktury kapu (np. hNudt16, hNudt12, Nudt15). hNudt16 podobnie jak
Dcp2 nalezy do rodziny biatek Nudix i odcina kap obecny na mRNA. W odrdéznieniu od Dcp2
wystepuje w komadrkach wszystkich analizowanych tkanek, wykazuje lokalizacje cytoplazmatyczo-
jadrowg oraz hydrolizuje hipermetylowany kap (TMG, m2,2,7GpppG) wystepujacy na snRNA i
snoRNA. Oczyszczony enzym hydrolizuje rowniez dinukletydowe analogi struktury kapu. Praca bedzie
zwigzana z otrzymywaniem oczyszczonego hNudt16 (lub innego z wymienionych enzyméw),
nastepnie charakterystyki jego specyficznosci substratowej w wybranych warunkach reakcji oraz
wyznaczenie podstawowych parametrow kinetycznych.

19. Opiekun: dr Maciej Lukaszewicz e-mail: mlukas@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 781
“Modyfikowane analogi struktury kapu 5'-konca mRNA jako potencjalne inhibitory kap-zaleznej
translacji - badania w uktadach translacji in vitro.”

Opis: Modyfikowane analogi struktury kapu 5'-korica mRNA sg badane pod katem zastosowan
terapeutycznych: jako inhibitory biatka elF4AE nadprodukowanego w niektérych typach nowotworéw, i
jako element struktury mRNA terapeutycznego poprawiajgcy jego stabilnos¢ w warunkach
komérkowych i witasciwosci translacyjne. Praca bedzie dotyczyta charakterystki nowych serii
modyfikowanych analogéw kapu, m.in: analizy ich wtasciwosci inhibitorowych w uktadzie transalcji in
vitro oraz analizy opornosci na enzymy dekapujace (DcpS, Nudt).

20. Opiekun: prof. dr hab. Borys Kierdaszuk e-mail: borys@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 784

»Badania wtasciwosci emisyjnych biatek i ich wykorzystanie w charakterystyce oddziatywania

z ligandami”

Opis: Wplyw oddziatywania elektrostatycznego miedzy makromolekutg (biatkiem) i molekutg
(ligandem) na ich widma absorpcji i emisji fotonédw umozliwia iloSciowg charakterystyke komplekséw
(asocjatow) biatko-ligand. Nauczymy sie jak na podstawie zalezno$¢ tych widm od stezenia liganda i
temperatury w roztworze mozna wyznaczy¢ powinowactwo, tj. stata asocjacji i liczbe molekut liganda



wigzanych przez jedng makromolekute biatkowa. Praca magisterska dotyczy okreslenia wymagan
wybranego enzymu i sformutowania na tej podstawie modelu mechanizmu reakcji enzymatycznej na
bazie precyzyjnych informacji o strukturze i wtasnosciach fizycznych enzymu, ligandéw i asocjatéw
enzym-ligand. Uwzgledniony bedzie wzajemny wptywu 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. Odpowiemy na pytanie: jakich parametréw
nalezatoby sie spodziewa¢ w przypadku bardzo dobrego inhibitora enzymu - potencjalnego leku?
Uzyskane wyniki bedg podstawg pracy magisterskiej.

21. Opiekun: prof. dr hab. Borys Kierdaszuk  e-mail: borys@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 784

.Zastosowanie zwiekszonej rozdzielczosci czasowej i przestrzennej laserowej fluorescencyjnej

mikroskopii konfokalnej w badaniach komplekséw enzym - ligand znakowanych sondami

fluorescencyjnymi.

Opis: Celem pracy magisterskiej jest wykorzystanie zwiekszonej rozdzielczosci przestrzennej i

czutosci metod fluorescencyjnych poprzez zastosowanie laserowej fluorescencyjnej mikroskopii

konfokalnej, gdzie aby podwyzszy¢ rozdzielczosé przestrzenna i czasowg wykorzystuje sie

wygaszanie stanéw wzbudzonych za pomocg emisji stymulowanej (Stimulated Emission Depletion,

STED) tréjwymiarowego obrazowania struktury za pomocg przestrzennego rozktadu czaséw zycia

standéw wzbudzonych (Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy, FLIM). Badania te mogag byc¢

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 bedg nastepujace

zjawiska fizyczne i ich ewentualny wptyw na emisje (fluorescencje) czasteczek i ich kompleksow:

(8) Kinetyka rozpoznawania sie (asocjacji) enzyméw z ligandami na podstawie wptywu zmieszania
skfadnikéw kompleksu na ich fluorescencije;

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

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

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

22. Opiekun: prof. dr hab. Borys Kierdaszuk e-mail: borys@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 784
»Entalpia swobodna oddziatywania enzym-inhibitor”

Opis: Zbadanie wptywu oddzialywania elektrostatycznego miedzy makromolekutg (biatkiem) i
molekutg (ligandem) na ich widma absorpcji i emisji fotonéw umozliwia ilosciowg charakterystyke
kompleksow (asocjatéw) biatko-ligand. Nauczymy sie jak na podstawie zaleznosci tych widm od
stezenia liganda w roztworze biatka oraz temperatury tego roztworu mozna wyznaczy¢ entalpie
swobodng asocjacji wybranego enzymu z inhibitorem. Wyniki beda mogty by¢ wykorzystane w
projektowaniu inhibitorow (lekéw) o selektywnych wtasciwosciach terapeutycznych wobec enzyméw
izolowanych z pasozytow (np. nicieni) i mikroorganizmoéw chorobotwérczych (bakterii, wiruséw), na
podstawie réznic miedzy enzymami ludzkimi i ich odpowiednikami w mikroorganizmach
chorobotwérczych. Poréwnanie selektywnosci substratowo-inhibitorowej z réznicami strukturalnymi i
kinetycznymi miedzy enzymami ludzkimi, zwierzecymi i z mikroorganizméow (bakterii, wiruséw)
przyczyni sie takze do lepszego zrozumienia mechanizmu reakcji katalitycznych. Odpowiemy na
pytanie, jakiej entalpii nalezatoby sie spodziewa¢ w przypadku ,silnych inhibitoréw” (potencjalnych
lekow).

23. Opiekun: prof. dr hab. Borys Kierdaszuk e-mail: borys@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 784
»Analiza wilasnosci spektralnych chloroplastéw roslin i komplekséw LHCIl — obrazowani
strukturalne”

Opis: Chloroplasty sg to obiekty makromolekularne sktadajace sie miedzy innymi z chromoforéw
(kilku typow chlorofilu, karetonoidéw), biatek i bton lipidowych. O ich wtasnosciach spektralnych i
funkcjonalnych decydujg gtéwnie wiasnosci komplekséw biatkowo-chromoforowych. Kompleksy
biatkowo-chromoforowe absorbujg i emitujg fotony Swiatta widzialnego, odpowiednio w zakresie 350-
750 i 620-800 nm. Ponadto zainteresujemy sie takze rozpraszaniem Swiatta oraz poréwnamy
absorpcje, emisje i rozpraszanie w przypadku chloroplastéw izolowanych z réznych roslin, np.
wrazliwych i odpornych na chtéd. Nauczymy sie jak przestrzenny rozktad charakterystycznych czasow
zaniku emisji fotonéw (fluorescencji) moze by¢ podstawg obrazowania przestrzennego chloroplastéw
za pomoca fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej (ang. Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy,
FLIM). Zbadamy czy srodowisko wptywa na strukture chloroplastéw oraz czy ten wptyw ma znaczenie
dla ich roli biologiczne.



24. Opiekun: prof. dr hab. Borys Kierdaszuk  e-mail: borys@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 784
+Wyznaczanie odlegtosci miedzy biatkiem (enzymem) i ligand (inhibitorem) na podstawie
rezonansowego transferu energii wzbudzenia fluorescenc;ji”

Opis: W potowie XX wieku Teodore Foerster opracowat fizyczne podstawy transferu energii
wzbudzenia fluorescencji (ang. Fluorescencje Resonace Energy Transfer, FRET) miedzy molekutami
zwanymi odpowiednio donorem i akceptorem energii. Gidwnym elementem teorii Foerstera jest
oddziatywanie dipol-dipol miedzy stanem wzbudzonym donora i podstawowym akceptora. Foerster
pokazat, ze transfer ten jest rezonansowy, tzn. widmo emisji donora powinno chociaz czesciowo
przykrywaé sie z widmem absorpcji akceptora. Jako konsekwencja oddziatywania dipolowego,
wydajnos¢ transferu energii powinna byé proporcjonalna do czynnika orientacji wzajemnej (Kz)
dipolowych momentéw przejs¢ - emisyjnego w przypadku donora i absorpcyjnego w przypadku
akceptora oraz odwrotnie proporcjonalna do szostej potegi odlegtosci (R®) migdzy nimi. Badajac te
dwie zaleznosci nauczymy sie podstaw modelu Foerstera.



