Tematy prac licencjackich dla studentow specjalnosci “Biofizyka molekularna” na
Kierunku “Zastosowanie fizyki w biologii i medycynie” w r. akad. 2013/2014

1. Opiekun: dr hab. Janusz Stepinski; e-mail: jastep@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 769
,»Rola jonéw Mn*" w katalizie reakcji chemicznych”

Opis: Praca jest eksperymentalna, w opisic wymaga wstepu teoretycznego i omowienia
uzyskanych wynikow. Przedmiotem pracy maja by¢ badania reakcji otrzymywania GDP (5°-
difosforanu guanozyny) z GMP (5’-monofosforanu guanozyny) w celu dobrania optymalnych
warunkow jej przebiegu. W zywych komorkach analogiczna reakcja przebiega z udzialem
kinaz monofosforanow nukleozydow. Giowna metoda badawcza czesci eksperymentalnej
pracy bedzie analiza przebiegu reakcji za pomoca HPLC (wysokoci$nieniowej chromatografii
cieczowej).

2. Opiekun: dr hab. Jacek Jemielity; jacekj@biogeo.uw.edu.pl tel. 5540 774

»Synteza i badanie wlasciwosci dinukleotydowych analogéw hipermetylowanego kapu z
biotyna przylaczona do zasady nukleinowej drugiego nukleozydu”

Temat zarezerwowany

Opis: Metylacja grupy egzoaminowej w pozycji 2 7-metyloguanozyny w strukturze kapu
wystepujaca w pewnych rodzajach RNA stanowi sygnatl transportu dojadrowego. Fakt ten
moze by¢ wykorzystany do poprawienia importu jadrowego terapeutykow, dla ktorych
docelowym miejscem dziatania jest jadro komérkowe. W przypadku lokalizacji bioczasteczek
w uktadach biologicznych stosuje si¢ czgsto rdéznego rodzaju znaczniki, pozwalajace na
$ledzenie losow tych bioczasteczek w komadrkach. Celem pracy licencjackiej jest opracowanie
syntezy dinukleotydowych analogéw trimetylokapu, zawierajacych linkery diaminowe réznej
dhugosci przylaczone w pozycji 6-adenozyny, jako drugiego nukleozydu. Linkery zostana
wykorzystane do przylaczania biotyny - znacznika powszechnie uzywanego w badaniach
biologicznych. Otrzymane analogi zostana scharakteryzowane metodami spektroskopowymi.

3. Opiekun: dr hab. Jacek Jemielity; jacekj@biogeo.uw.edu.pl tel. 5540 774

»Synteza i badanie wlasciwosci analogow konca 5 mRNA odpornych na hydrolize
enzymatyczng, substratow do otrzymywania transkryptow mMRNA znakowanych
biotyna”

Temat zarezerwowany

Opis: Struktura kapu znajduje si¢ na koncu 5’ informacyjnego RNA stanowiacego matrycg do
biosyntezy bialek i pelni szereg waznych funkcji w procesach ekspresji informacji
genetycznej m. in. inicjacji translacji, degradacji RNA, dojrzewaniu RNA, transporcie
wewnatrzkomorkowy. Do celow badan tych procesow zostana zaprojektowane i otrzymane
dinukleotydowe analogi struktury kapu, ktore beda modyfikowane w mostku trifosforanowym
grupami metylenobisfosfonianowymi, imidodifosforanowymi lub tiofosforanowymi w celu
nadania im odpornosci na enzymy hydrolityczne degradujace kap, a dodatkowo zostanie do
nich przylaczona biotyna jako znacznik powinowactwa. Biotyna zostanie przylaczona do
reszty rybozy 7-metyloguanozyny, w taki sposob aby w istotny sposob nie zaburzata
oddziatywan z bialkami wiazacymi kap oraz aby takie dinukleotydy mogly by¢
wbudowywane przez polimerazg RNA do transkryptow. Zwiazki zostana zsyntetyzowane,
oczyszczone, ich struktura potwierdzona metodami spektroskopowymi oraz wstepnie zostang
zbadane ich wlasciwosci biochemiczne.

4. Opiekun: dr hab. Jacek Jemielity; jacekj@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 774
»Koniugaty nukleotydow z nanoczastkami zlota — synteza, wlasciwosci i potencjalne
zastosowania bioanalityczne”



Temat zarezerwowany

Opis: Nanoczastki ztota ze wzgledu na swoje ciekawe wlasciwosci, a w szczegolnosci
zalezno§¢ wtasciwosci spektralnych od ich otoczki sa intensywnie badane pod katem
zastosowan w bioanalityce i1 diagnostyce medycznej. Wsrdd biatek wiazacych strukture konca
5> mRNA sa takie, ktorych nadekspresja w komodrkach skorelowana jest ze stanami
chorobowymi. W ramach pracy licencjackiej zostang zsyntetyzowane analogi kapu
zawierajace linkery zakonczonymi grupami tiolowymi i disulfidowymi, ktére charakteryzuja
si¢ duzym powinowactwem do nanoczastek ztota. Zostana one wykorzystane do otrzymania
koniugatow nanoczastki zlota — analog kapu. Koniugaty zostana scharakteryzowane pod
wzgledem wlasciwosci spektralnych, oraz jak te wlasciwosci zmieniaja si¢ pod wptywem
r6znych czynnikdw, w tym dodatku biatka zdolnego do wiazania kapu.

5. Opiekun: dr hab. Jacek Jemielity; jacekj@biogeo.uw.edu.pl tel. 5540 774

LSynteza i wlasciwosci podwojnie sfunkcjonalizowanych analogéw kapu, substratow do
kowalencyjnego laczenia z nanomaterialami i znacznikami fluorescencyjnymi”

Temat Zarezerwowany

Opis: Ze wzgledu na rolg jaka struktura konca 5 mRNA tzw. kapu pelni w komorce, analogi
kapu znalazly szereg zastosowan w badaniach biofizycznych, biologicznych oraz w
biotechnologii. Analogi kapu sa rowniez potencjalnymi czynnikami terapeutycznymi, oraz
moga by¢ ligandami do wytwarzania specyficznych bioczujnikow, pozwalajacych na
wykrywanie markerow skojarzonych z chorobami. Praca licencjacka dotyczy syntezy
analogéw kapu, do ktérych zostanag przytaczone dwa rézne linkery zawierajace rdézne grupy
funkcyjne (aminowe i karboksylowa). Poszczegdlne grupy funkcyjne postuza z jednej strony
do selektywnego taczenia analogow kapu z nanomateriatami a z drugiej do znakowania
fluorescencyjnego tych koniugatow. W przysztosci tego typu koniugaty zostana wykorzystane
do opracowania nowych sposobow dostarczania lekow nukleotydowych do komorek oraz
bioczujnikow pozwalajacych na oceng st¢zenia bialek wiazacych nukleotydy (w tym kap).

6. Opiekun: prof. dr hab. Edward Darzynkiewiecz edek@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 787
Wspoélopiekun: dr Anna Niedzwiecka (Instytut Fizyki PAN) e-mail: annan@ifpan.edu.pl
»Nadekspresja i oczyszczanie fragmentow bialka GW182: (1) SD1, SD3x oraz SD10”

7. Opiekun:prof. dr hab. Edward Darzynkiewiecz edek@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 787
Wspoélopiekun: dr Anna Niedzwiecka (Instytut Fizyki PAN) e-mail: annan@ifpan.edu.pl
»Nadekspresja i oczyszczanie fragmentow bialka GW182: (2) SDfl, uczestniczacego w
wyciszaniu ekspresji genow przez miRNA”
Opis (do obu tematéw): Biatka z rodziny GW182 zaangazowane sa wyciszanie ekspresji
genow przez miRNA. Rekrutuja one kompleks deadenylaz CCR4-NOT do wyciszanego
mRNA, powodujac zahamowanie translacji i/lub deadenylacj¢ mRNA. Celem pracy jest
nadekspresja i oczyszczenie roznych fragmentow biatka GW182: 1) SD1, SD3x oraz SD10 2)
SDfl, a w razie potrzeby takze konstrukcja mutantéw tychze bialek. Biatka beda
wykorzystane do badan strukturalnych metoda H/D Ex ESI MS / IMS (wymiana proton-
deuteron w spektrometrii mas z jonizacja przy uzyciu elektrorozpylania, z wykorzystaniem
spektometrii ruchliwosci jonow). Student(ka) zapozna si¢ z kilkoma metodami oczyszczania
biatek (np. na ztozach powinowactwa) oraz podstawowymi sposobami ich charakterystyki
(ocena czystosci, pomiar stezenia).

8. Opiekun: dr hab. Maria Agnieszka Bzowska e-mail: abzowska@biogeo.uw.edu.pl
tel. 55 40 789



»Spektroskopowe pomiary oddzialywan mutantow heksamerycznej fosforylazy
nukleozydéw purynowych z ligandami”

Opis: Fosforylazy nukleozydéow purynowych (PNP) to kluczowe enzymy metabolizmu
sktadnikow kwasow nukleinowych. PNP znajduje si¢ praktycznie w kazdej zywej komorce.
Fosforylazy izolowane z roznych zrodet oraz silne selektywne inhibitory fosforylaz z tkanek
ludzkich czy organizmow chorobotworczych maja potencjalne ogromne znaczenie
praktyczne, gtownie w medycynie, np. jako leki immunosupresyjne czy przeciwpasozytnicze,
a takze — mniej specyficzne fosforylazy z niektorych bakterii - w chemii nukleozydow
purynowych oraz w opracowywanej terapii genowej niektorych nowotworow.

Osobie zainteresowanej wykonaniem pracy licencjackiej w roku akademickim 2013/2014
proponujemy zbadanie oddziatywania z fosforanem heksamerycznego PNP (E, coli) mutanta
Y160W o wzmocnionej fluorescencji w stosunku do typu dzikiego poprzez zastapienie jednej
z tyrozyny reszta tryptofanowa. W szczegolnosci pragniemy uzyska¢ odpowiedz na pytanie,
ilu statych dysocjacji potrzeba, aby prawidlowo opisa¢ to wiazanie, to znaczy, ile rodzajow
miejsc wigzacych ma enzym. Uzyskane do tej pory struktury biatka z ligandami wskazuja
jednoznacznie na istnienie co najmniej dwoch typow miejsc. Jednak niektore dane, w tym
miareczkowania fluorescencyjne mutanta Y160W, sugeruja, ze sa to raczej trzy, a nie dwa
rodzaje miejsc wiazacych

9. Opiekun: dr Beata Wielgus-Kutrowska, e-mail beata@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 789
»Spektroskopowe badania agregacji wybranego mutanta zielono fluoryzujacego biatka
GFP”

Opis: Przedmiotem badan prowadzonych w ramach podanego wyzej tematu jest mutant
zielono fluoryzujacego biatka GFP. Jest to niewielkie biatko, o masie okoto 26 kDa, zlozone z
282 aminokwasow. Jego powszechne wykorzystywanie jako znacznika w badaniach
biologicznych, w biotechnologii i1 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 prawidlowym 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 wtasciwosciach spektralnych. Skonstruowano
m.in. biatka takie jak YFP, BFP, RFP, emitujace promieniowanie odpowiednio w kolorze
zottym, niebieskim lub czerwonym. GFP ma sklonno$¢ do agregacji, ktora stanowi
powszechny problem w medycynie (wiele chordb neurodegeneracyjnych jest
stowarzyszonych z powstawaniem nierozpuszczalnych agregatow biatkowych), w produkc;i
lekow opartych na biatkach, czy w produkcji biatek do badan naukowych. W ramach
zaproponowanego tematu uzyskamy material do badan spektroskopowych - mutanta GFP.
Nastgpnie scharakteryzujemy agregaty powstajace w trakcie uzyskiwania 1 utraty przez niego
wlasciwosci fluorescencyjnych.

10. Opiekun: dr Maciej Lukaszewicz, e-mail: mlukas@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 781
»Konstrukcja wektora do ekspresji mutanta bialka hydrolizujacego struktur¢ kapu 5'-
konca mRNA i jego oczyszczanie na zlozu powinowactwa”

Opis: Cecha charakterystyczna eukariotycznych mRNA jest struktura kapu, obecna na koncu
5’ czasteczki (7-metyloguanozyna przytaczona do pierwszego transkrybowanego nukleotydu
mostkiem trifosforanowym, m7GpppN). Usunigcie struktury kapu jest jednym z kluczowych
etapow regulujacych stabilno§¢ mRNA w komoérce. Glownymi enzymami hydrolizujacymi
struktur¢ kapu sa DcpS 1 Dcp2 Enzym Dcp2 hydrolizuje kap przytaczony do dlugich
fancuchdéw mRNA zawierajacyhc powyzej 25 nukleotydéw (odcina m7Gpp) 1 tym samym
inicjuje degradacj¢ w kierunku 5°—3’. Enzym DcpS hydrolizuje dinukleotydowy kap



powstaty w wyniku degradacji mRNA w kierunku 3’—5’.Ostatnio opisano nowy enzym
hNUDT16 zaangazowany w hydroliz¢ kapu na koncu 5’mRNA, ktory podobnie jak Dcp2
nalezy do rodziny biatek Nudix i odcina kap obecny na mRNA, jednak w odr6znieniu od
Dcp2 wystepuje w komorkach wszystkich analizowanych tkanek i wykazuje lokalizacje
cytoplazmatyczo-jadrowa.  Ludzki enzym DcpS jest rowniez potencjalnym celem
terapeutycznym w rdzeniowym zaniku migs$ni (spinal muscular atrophy, SMA). Celem pracy
jest konstrukcja plazmidu (metoda ukierunkowanej mutagenezy) umozliwiajacego ekspresje
mutanta enzymu hydrolizujacego kap (DcpS lub NUDTI16) 1 jego oczyszczanie metoda
chromatografii powinowactwa na ztozu niklowym.

11. Opiekun: dr Maciej Lukaszewicz, e-mail: mlukas@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 781
»~Analiza wydajnoSci translacji transkryptow mRNA lucyferazy kapowanych wybrana
serig analogow struktury czapeczki (kapu) 5’-konca mRNA”

Opis: Otrzymywanie in vitro transkryptow mRNA, ktore z jednej strony sa stabilne w
srodowisku wewnatrzkomoérkowym, 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
wybrang serig analogéw struktury czapeczki (kapu) 5-konca mRNA. Wydajnos¢ translacji tak
otrzymanych transkryptow bedzie nastgpnie analizowana w bezkomoérkowym uktadzie
translacji in vitro (lizat z retikulocytow kroliczych - RRL), w odniesieniu do mRNA
lucyferazy kapowanego standardowym analogiem m7GpppG. Poziom translacji badanych w
transkryptow w RRL mierzony bedzie metoda luminometryczna.

12. Opiekun: prof. dr hab. Borys Kierdaszuk, e-mail: borys@biogeo.uw.edu.pl

tel. 55 40 784
»Od biofizycznych badan czynnikéw determinujacych selektywne i silne wigzanie si¢
inhibitoréw z enzymami do skuteczniejszych lekow”,
Opis: Absorpcja fotonow przez biatka powoduje przejscie tych czasteczek ze stanu
podstawowego do wzbudzonego, natomiast przejscie odwrotne jest realizowane poprzez
emisj¢ fotondw zwana fluorescencja. Absorpcja 1 emisja zaleza od wtasnosci biatka (enzymu)
1 jego oddziatywania z innymi czasteczkami (substratami, inhibitorami) i $§rodowiskiem,
zardbwno w stanie podstawowym jak i wzbudzonym. W pracy licencjackiej wykorzystane
beda wtasciwosci emisyjne bialek (enzymow) w charakterystyce ich oddziatywan z ligandami
(substratami, inhibitorami) oraz identyfikacji preferowanych struktur ligandéw, ich form
konformacyjnych 1 jonowych, ktore uczestnicza w powstawaniu stabilnych kompleksow
enzym-ligand, katalizie enzymatycznej lub hamowaniu (inhibicji) reakcji enzymatycznej.
Projekt pracy licencjackiej przewiduje wprowadzenie do metodologii pracy z biatkami i
zapoznanie si¢ z nowoczesnymi technikami enzymologicznymi i fluorescencyjnymi. Celem
pracy licencjackiej jest opis czynnikow fizycznych (strukturalnych, konformacyjnych,
dysocjacji 1 asocjacji protonéw) decydujacych o selektywnym rozpoznawaniu i silnym
wiazaniu ligandow. Wyniki beda mogly by¢ wykorzystane w projektowaniu inhibitorow
(lekéw) o selektywnych wlasciwosciach terapeutycznych wobec enzyméw izolowanych z
pasozytow (np. nicieni) 1 mikroorganizmoéw chorobotwoérczych (bakterii, wiruséw), na
podstawie roznic migdzy enzymami ludzkimi i ich odpowiednikami w mikroorganizmach
chorobotworczych. Porownanie selektywnosci substratowo-inhibitorowej z roznicami
strukturalnymi 1 kinetycznymi migdzy enzymami ludzkimi, zwierzgcymi 1z
mikroorganizméw (bakterii, wirusOw) przyczyni si¢ takze do lepszego zrozumienia
mechanizmu reakcji katalitycznych.

13. Opiekun: prof. dr hab. Borys Kierdaszuk, e-mail: borys@biogeo.uw.edu.pl



tel. 55 40 784

»Zastosowanie spektroskopii fluorescencyjnej w badaniach wlasciwosci fizycznych
czasteczek i makroczasteczek biologicznych”

Opis: Absorpcja fotonéw przez czasteczki i makroczasteczki biologiczne (np., bialka,
barwniki ro$linne) powoduje przejscie tych czasteczek ze stanu podstawowego do
wzbudzonego, natomiast przejscie odwrotne jest realizowane poprzez emisje fotonéw zwana
fluorescencja. Absorpcja i emisja zaleza od wtasciwosci fizycznych badanej czasteczki i jej
oddzialywania z innymi czasteczkami (otoczeniem), zarowno w stanie podstawowym jak i
wzbudzonym. Wybor spektroskopii emisyjnej jako podstawowego narzedzia badawczego
wynika m.in. z nastgpujacych obserwacji. Po pierwsze, chociaz metody spektroskopii
emisyjnej standw elektronowych czasteczek biologicznych i ich kompleksow nie udzielaja tak
precyzyjnej informacji o strukturze jak krystalografia lub spektroskopia wielowymiarowego
magnetycznego rezonansu magnetycznego (NMR), to mozna je uzna¢ za komplementarne, a
nawet posiadajace wicksze mozliwosci. Dostarczaja informacji o strukturze, oddzialywaniach
1 dynamice uktadow czasteczkowych w roztworze, tj. w warunkach zblizonych do takich jakie
sa w zywych komorkach i tkankach. W przypadku bialek (enzymoé6w) mozemy to sprawdzi¢
m.in. na podstawie pomiaru ich aktywnos$ci katalitycznej wobec typowych ligandow
(substratow, inhibitoréw) oraz na podstawie wplywu oddzialtywania bialek z ligandami na
emisj¢ znacznikow emisyjnych przyczepionych kowalencyjnie do biatek i ligandow. Projekt
pracy licencjackiej przewiduje wprowadzenie do metodologii pracy z makroczasteczkami i
zapoznanie si¢ z nowoczesnymi technikami fluorescencyjnymi. Celem pracy licencjackiej jest
wykorzystanie zwigkszonej rozdzielczosci czasowej 1 czuto$ci tych metod.

14. Opiekun: prof. dr hab. Borys Kierdaszuk, e-mail: borys@biogeo.uw.edu.pl

tel. 55 40 784
»Fizyczna interpretacja zaniku fluorescencji czasteczek biologicznych”
Opis: Celem pracy licencjackiej jest porownanie dwoch modeli opisujacych kinetyke
dezaktywacji elektronowych stanow wzbudzonych w biatku na skutek emisji fotonow
(fluorescencji). Biatko to i jego kompleks z ligandem wykazuja ztozone relaksacje, bedace
wynikiem oddziatywania wzbudzonych czasteczek z otoczeniem i transferu energii
wzbudzenia do stanéw elektronowych innych czasteczek. Dotychczas do opisu zaniku
fluorescencji biatek zawierajacych reszty tyrozyny i tryptofanu stosowano sumg dyskretnych
sktadnikow wyktadniczych, ktérych liczba wynikata z jakosci dopasowania do danych
doswiadczalnych a interpretacja fizyczna poszczegdlnych komponentéw wykladniczych byta
niejasna. Nasze badania wykonane w ubieglych latach pokazaty, Zze funkcja potggowa
otrzymana za pomoca modelu ciagtego rozktadu czasow zycia w prosty sposob opisuje zaniki
standOw wzbudzonych 1 moze stanowi¢ dobra alternatywe dla modeli wielowyktadniczych.
Projekt pracy licencjackiej przewiduje takze wprowadzenie do nowoczesnej metodologii
czasoworozdzielczej spektrofluorymetrii i zapoznanie si¢ z nowoczesnymi metodami
interpretacji zanikow fluorescencji.

15. Opiekun: prof. dr hab Jan Antosiewicz, e-mail: jantosi@biogeo.uw.edu.pl

tel. 55 40 786,
»Badania zmian strukturalnych w bialkach metodami dynamiki molekularnej w stalym
pH”
Temat zarezerwowany
Opis: W naszej grupie rozwinigto algorytmy symulacji metodami dynamiki molekularnej w
stalym pH. Jeden z algorytmow wykorzystuje program dynamiki molekularnej Gromacs oraz
wlasne oprogramowanie do elektrostatyki molekularnej biatek. W pracy beda wykonane
symulacje rybonukleazy przy skokowej zmianie pH od neutralnego do silnie alkalicznego. Na



podstawie wysymulowanych trajektorii bedzie podjgta proba okreslenia czasu relaksacji dla
alkalicznej denaturacji rybonukleazy.

16. Opiekun: prof. dr hab Jan Antosiewicz, e-mail: jantosi@biogeo.uw.edu.pl

tel. 55 40 786,
,Badania zmian struktury trzeciowrzedowej bialek przy alkalizacji roztworu metodami
spektroskopii dichroizmu kolowego w zakresie bliskiego ultrafioletu”
Temat Zarezerwowany
Opis: Dichroizm kolowy (CD) znalazl zastowowanie w badaniach bialek przede wszystkich
jako metoda okreslania ich struktury drugorzedowej i zmian w tej strukturze w roéznych
procesach jakim podlegaja bialka. Sa to badania w zakresie dalekiego ultrafioletu. Okazuje sie
jednak, ze bialka maja czesto charakterystyczne pasma CD w zakresie bliskiego ultrafioletu,
gdzie absorbuja ich aromatyczne aminiokwasy (tryptofan, tyrozyna, fenyloalanina), a
istnienie tych pasm jest interpretowane jako odzwierciedlenie struktury trzeciorzedowej
bialek. Cho¢ nie ma jeszcze mozliwosci obliczania widm CD w zakresie bliskiego ultrafioletu
na podstawie zatozonej struktury biatka, tak jak ma to miejsce dla widm w dalekim
ultrafiolecie i struktury drugorzedowej, to mozna wykorzystywaé¢ zmiany w widmach CD w
bliskim ultrafiolecie do $ledzenia zmian struktury trzeciorzgdowej biatek w procesach
wiazania ligandow czy tez procesach denaturacji za pomoca ciepta, denaturantdw czy zmian
pH. W pracy licencjackiej jest planowane wyznaczenie zmian jakie zachodza przy alkalizacji
roztworu dla albuminy ludzkiej i/lub woloweyj.

17. Opiekun: dr Sen Hou, Instytut Chemii Fizycznej PAN e-mail: hs0010910@gmail.com
tel. 790 662 634
Wspolpiekun: prof. dr hab. Jan Antosiewicz, e-mail: jantosi@biogeo.uw.edu.pl
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»Quantitative analysis of cleavage kinetics of imperfectly labeled DNA with restriction
enzyme by fluorescence correlation spectroscopy” (praca w jezyku angielskim)
Temat po polsku: ,,Iloéciowa analiza cigcia niedoskonale wyznakowanego DNA przez enzym
restrykcyjny metoda spektroskopii korelacji fluorescencji”.
Temat Zarezerwowany
Opis: Praca dotyczy enzymatycznych badafi cigcia niedoskonale znakowanego fluorescencyjnie
kwasu deoxyrybonukleinowego ssDNA (single-stranded DNA) technika spektroskopii korelacji
fluorescencji (FCS). Obejmuje przygotowanie probek fluoryzujacego DNA, spektrofotometryczne
pomiary UV-VIS stgzen DNA w probkach, pomiary wydajnosci wyznakowania fluorescencyjnego
metoda FCS (fluorescence correlation spectroscopy) oraz potaczenie ssDNA w helisy dwuniciowe
dsDNA (double-stranded DNA). Na podstawie doktadnej znajomos$ci czynnika PDL (procent ilo$ci
wyznakowanych nici DNA w roztworze) bedzie przeprowadzone cigcie dsDNA za pomoca enzymu
restrykcyjnego Do ilo§ciowej analizy kinetyki reakcji zostanie wykorzystana nowa technika oparta na
pomiarach FCS. Uzyskane wyniki umozliwia wyznaczenie statych Michaelisa-Menten dla reakcji w
roznych stezeniach DNA w zakresie nanomolarnym, oraz do analizy stosowalno$ci procedury w
innych reakcjach enzymatycznych.



