Tematy prac magisterskich dla studentéw specjalnosci ,,Biofizyka molekularna” na
kierunku ,,Zastosowanie fizyki w biologii i medycynie” i specjalnosci ,,Biofizyka” na
kierunku ,,Fizyka” w r. akad. 2014/2015

1. Opiekun: prof. dr hab. Jan Antosiewicz, jantosi@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 786
»wAnaliza jonizacji reszt tyrozynowych w badaniach strukturalnych bialek”

Opis: Reszty tyrozynowe w biatkach maja czgsto podwyzszong warto$¢ statej rownowagi
kwasowej dysocjacji K (zwykle podawane jako pK=-log_10 K). Powodem jest zwykle brak
dostgpu tych reszt do rozpuszczalnika w natywnej strukturze biatek. Reszty te zaczynaja
dysocjowacé protony, gdy pH osiagnie wartos¢ wystarczajaco duza do rozpoczgcia zmian
strukturalnych. To mozna wykorzysta¢ do badania pewnych aspektow struktury i zmian w
strukturze pod wplywem podwyzszania pH. Wykonanie pracy polega¢ bedzie na tworczej
analizie literatury dotyczacej tego zagadnienia. Dla chgtnych mozliwe wilasne badania
doswiadczalne (spektroskopia absorpcyjna i emisyjna w zakresic UV-Vis, stacjonarna i
kinetyczna) i teoretyczne (symulacje metodami elektrostatyki molekularnej).

2. Opiekun: prof. dr hab. Maria Agnieszka Bzowska, abzowska@biogeo.uw.edu.pl

tel. 55 40 789
»Wlasciwosci katalityczne i proba uzyskania struktury przestrzennej mutantow
heksamerycznej fosforylazy nukleozydéw purynowych S90T i S90Y”
Opis: Fosforylazy nukleozydow purynowych (PNP) to kluczowe enzymy metabolizmu
sktadnikow kwasow nukleinowych, znajdujace si¢ praktycznie w kazdej zywej komorce.
Fosforylazy izolowane z r6znych zrodet oraz silne selektywne inhibitory fosforylaz z tkanek
ludzkich czy organizmdéw chorobotwdrczych maja potencjalne ogromne znaczenie jako leki
immunosupresyjne czy przeciwpasozytnicze, a mniej specyficzne fosforylazy z niektorych
bakterii - w chemii nukleozydow purynowych oraz w opracowywanej terapii genowej
niektérych nowotworow. Fosforylazy heksametryczne, np. z E. coli, strukturalnie bgdace
trimerem dimerdéw, wykazuja silng negatywna kooperacja migdzy podjednostkami w dimerze,
a realizowany przez nas projekt ma na celu m.in. zrozumienie, jaka korzys¢ katalityczna
przynosi enzymowi taka kooperacja. Osobie zainteresowanej wykonaniem pracy
magisterskiej] proponujemy zbadanie wlasciwosci dwoch zupelnie nowych mutantow
heksamerycznego PNP (E. coli), S90T i S90Y. Mutanty te, wg niektorych danych
literaturowych (P.O. de Giuseppe et al., 2012) moga nie wykazywaé kooperacji miedzy
podjednostkami, ze wzgledu na zastapienie mniejszej reszty (seryny) aminokwasem
wigkszym, wprowadzajacym zawade przestrzenng w przekazaniu sygnalu do sasiedniej
podjednostki. W zwiazku z tym, ze sa to zupelnie nowe mutanty, w pierwszej kolejnosci
zostang (metodami spektroskopowymi) scharakteryzowane ich wiasciwosci katalityczne,
natomiast inne metody badawcze zostana dobrane w zaleznosci od tych wtasciwosci, moga to
by¢ np. spektroskopia CD w bliskim i dalekim nadfiolecie, miareczkowania fluorescencyjne i
kalorymetryczne, proba krystalizacji bialka i, jesli zostanie uzyskany rozpraszajacy krysztal,
dyfrakcja rentgenowska.
P.O. de Giuseppe et al., 2012, “Insights into Phosphate Cooperativity and Influence of
Substrate Modifications on Binding and Catalysis of Hexameric Purine Nucleoside
Phosphorylases” PloS One 7(9), e:44282.

3.14. Opiekun: prof. dr hab. Edward Darzynkiewicz, edek@biogeo.uw.edu.pl tel.
tel. 55 40 787; Wspolopiekun: dr hab. Janusz Stepinski, jastep@biogeo.uw.edu.pl
Dwa jednakowe tematy dla dwoch magistrantow:




»dynteza oligorybonukleotydowych analogow 5' mRNA kapu w aspekcie badan nad
specyficznoscia enzyméw  hydrolizujacych kap oraz faktoréow bialkowych
oddzialywujacych z kapem”

Opis: Eukariotyczne mRNA zakonczone sa na koncu 5' struktura m7GpppN, zwana kapem.
Ostatnio odkrywane sa coraz to nowe enzymy odpowiedzialne za komorkowa hydrolizg kapu.
W ramach grantu prowadzimy szeroko zakrojone badania nad specyficznos$cia substratowa
tych enzymow, tj. zalezno$cia nie tylko od samej struktury kapu, ale tez jego najblizszego
sasiedztwa. W ramach pracy magisterskiej przewidywana jest syntetyza pochodnych kapu z
tancuchem oligonukleotydowym o roznej sekwencji i dhugosci, a nastgpnie zbadanie ich
podatnosci na hydrolize przez wybrane enzymy serii Nudt i DcpS. Przewidziana jest rowniez
synteza no$nikoéw chromatografii powinowactwa, w ktorych koniec 3' kapowanego
oligonukleotydu bedzie zakonczony biotyna. Postluza one do identyfikacji nowych
komorkowych aktywnosci enzymatycznych oraz charakteryzacji enzyméw bedacych w
posiadaniu laboratorium. Niektore pochodne zostana zastosowane w badanich nad
specyficznoscia ich oddziatywania z komodrkowymi faktorami, np. eIF4E czy CBC,
bioracymi udziat w kap-zaleznych procesach komodrkowych (inicjacja translacji, transport
wewnatrzkomorkowy mRNA i U snRNA). Tematyka jest na tyle obszerna, ze moze by¢
realizowana przez dwie osoby.

5. Opiekun: dr hab. Jacek Jemielity prof. UW, jacekj@biogeo.uw.edu.pl tel. 5540 774
»Nukleotydy znakowane pirenem jako sondy molekularne - badania oddzialywan z
bialkami i pochodnymi grafenu”

Temat przydzielony; magistrantka: Renata Kasprzyk

Opis: Piren ze wzgledu na swoje wlasciwosci fluorescencyjne, w tym zdolnos¢ do tworzenia
ekscymerow, jest wykorzystywany do tworzenia sond molekularnych. W pracy zbadane
zostang wlasciwosci nukleotydow, w tym analogéw konca 5> mRNA, znakowanych pirenem
pod katem ich wykorzystania jako sond molekularnych. Stosujac metody
spektrofluorymetryczne zbadane zostana oddziatywania znakowanych nukleotydoéw z
biatkami wiazacymi koniec 5> mRNA (elF4E, DcpS) oraz z pochodnymi grafenu. Zbadany
zostanie wpltyw roznych czynnikow takich jak pH, sita jonowa, temperatura na zmiang
wiasciwosci fluorescencyjnych komplekséw nukleotyddw z nano- lub biomateriatami.
Wyniki badan zostana przedyskutowane pod katem konstruowania sond pozwalajacych na
wyznaczanie st¢zenia specyficznych bialek bedacych celami terapeutycznymi w warunkach
in vitro oraz in vivo. Przedstawione zostana przykladowe zastosowania najciekawszych
nukleotydow znakowanych pirenem do przesiewowych badan poszukiwania inhibitorow
pirofosfataz.

6. Opiekun: prof. dr hab. Borys Kierdaszuk, borys@biogeo.uw.edu.pl tel. 5540 784
»Badania wlasciwosci emisyjnych bialek i ich wykorzystanie w charakterystyce
oddzialywania z ligandami (substratami, inhibitorami)”

Opis: Wplyw oddzialywania elektrostatycznego migdzy makromolekuta (biatkiem) i
molekuta (ligandem) na ich widma absorpcji 1 emisji fotonow umozliwia ilosciowa
charakterystyke kompleksow (asocjatéw) biatko-ligand. Nauczymy si¢ jak na podstawie
zaleznos¢ tych widm od stezenia liganda 1 temperatury w roztworze mozna wyznaczy¢
powinowactwo, tj. stala asocjacji 1 liczb¢ molekul liganda wiazanych przez jedna
makromolekute biatkowa (stechiometrig). Praca magisterska dotyczy okreslenia wymagan
wybranego enzymu i sformulowania na tej podstawie modelu mechanizmu reakcji
enzymatycznej na bazie precyzyjnych informacji o strukturze i witasnosciach fizycznych
enzymu, ligandéw 1 asocjatow enzym-ligand. Uwzgledniony bedzie wzajemny wpltywu
enzymu na ligand(y) 1 vice versa. Planowane jest wykorzystanie szeregu mutantow tego



enzymu w celu ustalenia wplywu struktury miejsca aktywnego na jego powinowactwo do
ligandow. Odpowiemy na pytanie: jakich parametréw nalezatoby si¢ spodziewaé¢ w
przypadku bardzo dobrego inhibitora enzymu - potencjalnego leku? Uzyskane wyniki beda
podstawa pracy magisterskiej.

7. Opiekun: prof. dr hab. Borys Kierdaszuk, borys@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 784
wZastosowanie zwigkszonej rozdzielczosci czasowej i przestrzennej laserowej
fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej w badaniach kompleksow enzym - ligand
znakowanych sondami fluorescencyjnymi.

Opis: Celem pracy magisterskiej jest wykorzystanie zwiekszonej rozdzielczo$ci przestrzennej
i czutosci metod fluorescencyjnych poprzez zastosowanie laserowej fluorescencyjnej
mikroskopii konfokalnej, gdzie aby podwyzszy¢ rozdzielczo$¢ przestrzenna i czasowa
wykorzystuje si¢ wygaszanie standw wzbudzonych za pomoca emisji stymulowane]
(Stimulated Emission Depletion, STED) trojwymiarowego obrazowania struktury za pomoca
przestrzennego rozktadu czasoéw zycia stanow wzbudzonych (Fluorescence Lifetime Imaging
Microscopy, FLIM). Badania te moga by¢ rozszerzone o badania dyfuzji czasteczek i
makroczasteczek biologicznych, np. bialek i ich kompleksow z ligandami (substratami,
inhibitorami) in vitro oraz in vivo w za pomoca fluorescencyjnej spektroskopii korelacyjnej
(Fluorescence Correlation Spectroscopy, FCS). W badaniach tych uwzgl¢dnione beda
nastepujace zjawiska fizyczne i ich ewentualny wptyw na emisj¢ (fluorescencjg) czasteczek i
ich kompleksow:

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

(b) Oddziatywania elektrostatyczne, np. typu wiazan 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.

8. Opiekun: prof. dr hab. Borys Kierdaszuk, borys@biogeo.uw.edu.pl tel. 5540 784
»Entalpia swobodna oddzialywania enzym-inhibitor”

Opis: Zbadanie wptywu oddzialywania elektrostatycznego migdzy makromolekuta (biatkiem)
1 molekula (ligandem) na ich widma absorpcji i emisji fotondw umozliwia ilo$ciowa
charakterystyke kompleksoéw (asocjatow) biatko-ligand (enzym-inhibitor). Nauczymy si¢ jak
na podstawie zaleznosci tych widm od stgzenia liganda w roztworze bialka oraz temperatury
tego roztworu mozna wyznaczy¢ entalpi¢ swobodna asocjacji wybranego enzymu z
inhibitorem. Wyniki bgda mogty by¢ wykorzystane w projektowaniu inhibitorow (lekéw) o
selektywnych wtasciwosciach terapeutycznych wobec enzymow izolowanych z pasozytow
(np. nicieni) 1 mikroorganizmow chorobotwoérczych (bakterii, wirus6w), na podstawie rdznic
migdzy enzymami ludzkimi 1 ich odpowiednikami w mikroorganizmach chorobotworczych.
Porownanie selektywno$ci substratowo-inhibitorowej z rdéznicami strukturalnymi i1
kinetycznymi migdzy enzymami ludzkimi, zwierzgcymi 1 z mikroorganizmow (baktertii,
wiruséw) przyczyni si¢ takze do lepszego zrozumienia mechanizmu reakcji katalitycznych.
Odpowiemy na pytanie, jakiej entalpii nalezaloby si¢ spodziewa¢ w przypadku ,,silnych
inhibitorow” (potencjalnych lekow).

9. Opiekun: prof. dr hab. Borys Kierdaszuk, borys@biogeo.uw.edu.pl tel. 5540 784
»Analiza wlasnosci spektralnych chloroplastow roslin i kompleksow LHCII -
obrazowani strukturalne”

Opis: Chloroplasty sa to obiekty makromolekularne skladajace si¢ migdzy innymi z
chromoforéw (kilku typow chlorofilu, karetonoidow), biatek i bton lipidowych. O ich



wlasno$ciach spektralnych i funkcjonalnych decyduja glownie wlasnosci kompleksow
biatkowo-chromoforowych. Kompleksy biatkowo-chromoforowe absorbuja 1 emituja fotony
$wiatta widzialnego, odpowiednio w zakresie 350-750 i 620-800 nm. Ponadto zainteresujemy
si¢ takze rozpraszaniem $wiatla oraz pordwnamy absorpcje, emisj¢ 1 rozpraszanie w
przypadku chloroplastow izolowanych z réznych ro$lin, np. wrazliwych i odpornych na
chtod. Nauczymy si¢ jak przestrzenny rozktad charakterystycznych czaséw zaniku emisji
fotonow (fluorescencji) moze by¢ podstawa obrazowania przestrzennego chloroplastow za
pomoca fluorescencyjnej mikroskopii konfokalnej (ang. Fluorescence Lifetime Imaging
Microscopy, FLIM). Zbadamy czy $rodowisko wptywa na strukture¢ chloroplastow oraz czy
ten wptyw ma znaczenie dla ich roli biologiczne;.

10. Opiekun: prof. dr hab. Borys Kierdaszuk, borys@biogeo.uw.edu.pl tel. 5540 784
»Wyznaczanie odleglosci migdzy bialkiem (enzymem) i ligand (inhibitorem) na
podstawie rezonansowego transferu energii wzbudzenia fluorescencji”

Opis: W potowie XX wieku T. Foerster opracowal fizyczne podstawy transferu energii
wzbudzenia fluorescencji (ang. Fluorescencje Resonace Energy Transfer, FRET) migdzy
molekulami zwanymi odpowiednio donorem i akceptorem energii. Gtownym elementem
teorii Foerstera jest oddzialywanie dipol-dipol migdzy stanem wzbudzonym donora i
podstawowym akceptora. Foerster pokazal, ze transfer ten jest rezonansowy, tzn. widmo
emisji donora powinno chociaz czg¢$ciowo przykrywac si¢ z widmem absorpcji akceptora.
Jako konsekwencja oddzialywania dipolowego, wydajnos¢ transferu energii powinna by¢
proporcjonalna do czynnika orientacji wzajemnej (Dz) dipolowych momentéw przejs¢ -
emisyjnego w przypadku donora i absorpcyjnego w przypadku akceptora oraz odwrotnie
proporcjonalna do szodstej potegi odlegtosci (R®) migdzy nimi. Badajac te dwie zalezno$ci
nauczymy si¢ podstaw modelu Foerstera.

11. Opiekun: dr Joanna Kowalska, asia@biogeo.uw.edu.pl tel. 5540 774
»Fluorofosforanowe analogi nukleotydéw jako wszechstronne narzedzia do badan =
NMR”

Temat przydzielony; magistrant: Marek Baranowski

Opis: J adra’F maja wiele wlasciwosci korzystnych dla badan NMR, takich jak spin jadrowy
rowny /o, wysoki wspotczynnik zyromagnetyczny i 100% abundancje. Wihasciwosci te
powoduja, ze czutos¢ spektroskopii F NMR jest rowna 83% czutosci "H NMR. Jednakze, w
przeciwienstwie do wodoru, zwiazki naturalne praktycznie nie zawieraja fluoru. Ponadto,
jadra g charakteryzuja si¢ wigksza dyspersja przesuni¢¢ chemicznych i sa bardziej czule na
zmiany lokalnego otoczenia. Dlatego tez, zwiazki znakowane fluorem i ich przeksztatcenia
mozna selektywnie obserwowac za pomoca F NMR nawet w zlozonych mieszaninach. Nie
dziwi wiec fakt, ze znakowanie '°F nukleotydy i kwasy nukleinowe znajduja szerokie
zastosowanie w biochemicznych i biofizycznych eksperymentach opartych o °F NMR,
wlaczajac w to eksperymenty bezposredniego wiazania, zastgpienia ligandu, badania
enzymatyczne, a takze strukturalne i funkcjonalne. Celem proponowanego projektu jest
opracowanie wydajnych metod wprowadzania znacznika fluorowego w obrebie reszty (oligo)
fosforanowej w nukleotydach 1lub 5’-oligonukleotydach poprzez utworzenie grupy
fluorofosforanowej, a nastgpnie zbadanie uzytecznos$ci otrzymanych zwiazkéw w rdznego
rodzaju eksperymentach °F NMR.

12. Opiekun: dr Maciej L.ukaszewicz, mlukas@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 781

»Charakterystyka wybranego enzymu z rodziny Nudix hydrolizujacego struktur¢ kapu”
Opis: Usunigcie struktury kapu (7-metyloguanozyny przytaczonej do pierwszego
transkrybowanego nukleotydu mostkiem trifosforanowym, m7GpppN) jest jednym z



kluczowych etapow regulujacych stabilno§¢ 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 tancuchéw mRNA
zawierajacych powyzej 25 nukleotydow (odcina m7Gpp) i tym samym inicjuje degradacje w
kierunku 5’—3’. Ostatnio opisano nowe enzymy z rodziny Nudix zaangazowane w hydrolizg
struktury kapu i kontrole¢ jakosci kapowania mRNA (np. hNudtl6, hNudt12, hNudtl5 czy
Dxol), co sugeruje ze regulacja procesu degradacji mRNA (a tym samym stabilno§¢ mRNA)
odbywa si¢ na wielu $ciezkach, ktore moga by¢ specyficzne w zaleznosci od typu transkryptu
RNA czy typu komorki. Doktadna wiedza na temat regulacji degradacji mRNA w komorkach
staje si¢ dzi$ niezwykle wazna ze wzgledu na coraz szersze wykorzystanie mRNA jako
czasteczki terapeutycznej. Praca magisterska bedzie zwiazana z otrzymywaniem
oczyszczonego wybranego enzymu z rodziny Nudix, a nastepnie charakterystyki jego
specyficznosci  substratowej w wybranych warunkach reakcji oraz wyznaczenie
podstawowych parametrow kinetycznych.

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

Opis: Modyfikowane analogi struktury kapu 5'-konca mRNA sa badane pod katem
zastosowan terapeutycznych: jako inhibitory biatka eIF4E nadprodukowanego w niektorych
typach nowotworow, 1 jako element struktury mRNA terapeutycznego poprawiajacy jego
stabilno$¢ w warunkach komorkowych i wlasciwosci translacyjne (np. Piecyk, Lukaszewicz,
Darzynkiewicz, Jankowska-Anyszka: ,,Triazole-containing monophosphate mRNA cap
analogs as effective translation inhibitors.” RNA 2014). Praca bedzie dotyczyla
charakterystki nowych serii modyfikowanych analogéw kapu, m.in: analizy ich wlasciwosci
inhibitorowych w uktadzie transalcji in vitro oraz analizy oporno$ci na enzymy dekapujace
(DcpS, Nudt), w celu wytypowania zwiazkéw do testow in vivo.

14. Opiekun: dr Beata Toczylowska (IBB PAN), beatat@ibb.waw.pl

Wspélopiekun: dr Maciej Lukaszewicz, mlukas@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 781
»Metody ekstrakcji lipidow z probek biologicznych do zastosowania w metabolomice
opartej na spektroskopii NMR”

Temat przydzielony; magistrantka: Aneta Mierzejewska

Opis: Celem pracy jest jest przetestowanie znanych metod ekstrakcji lipidow i fosfolipidow
na potrzeby analizy metabolomicznej z wykorzystaniem spektroskopii NMR. Badane beda co
najmniej dwie metody ekstrakcji dla ptyndw ustrojowych na przyktadzie surowicy oraz dwie
metody ekstrakcji tkanek - hodowanych komoérek i mézgu szczura (ekstrakcja lipidow bedzie
wykonywana w IMDiK PAN pod kierunkiem dr. n.med. Elzbiety Zieminskiej). Metody
ekstrakcji beda sprawdzane przez wykonanie 1 analiz¢ widm protonowych 1 fosforowych.
Zostanie wybrana najlepsza metoda ekstrakcji do otrzymania okreslonych lipidow i
fosfolipidow np z bton komdrkowych. W razie potrzeby metody beda modyfikowane tak, aby
te zwiazki byty najlepiej widoczne w widmach.

15. Opiekun: dr Anna Modrak-Weéjcik, ankam@biogeo.uw.edu.pl tel. 5540 779
»Badania kompleksow czynnika inicjacji translacji eIF4E z inhibitorowym bialkiem 4E-
BP1 oraz analogami kapu metodami spektroskopii dichroizmu kolowego”

Opis: Inicjacja translacji w komodrkach eukariotycznych jest zlozonym procesem tworzenia
kompleksow wielu biatek oraz RNA 1 determinuje wypadkowa szybkos$¢ biosyntezy biatek.
Szczegodlng rolg odgrywa biatkowy czynnik translacyjny elF4E, ktory inicjuje translacjg
przylaczajac si¢ do charakterystycznej struktury kapu na 5’-koficu mRNA. PodwyzZszone



stezenie elF4E wystgpuje w wielu rodzajach komorek nowotworowych. Biatko 4E-BP1 (4E
binding protein), poprzez utworzenie kompleksu z elF4E i uniemozliwienie przylaczania sig
kolejnych czynnikow translacyjnych, prowadzi do zahamowania procesu translacji.
Znajomos$¢ molekularnego mechanizmu oddziatywania biatek eIF4E 1 4E-BP1 moze okazac
si¢ istotna z medycznego punktu widzenia. Dotychczasowe badania wykazaly, ze miejsca
wiazania kapu 1 4EBP1 w elF4E, cho¢ przestrzennie odlegle, nie sa niezalezne. Wyniki te
sugeruja zachodzenie reorganizacji strukturalnej w miejscu wiazania 4E-BP1 na skutek
zwiazania kapu 1 vice versa — w miejscu wiazacym kap po przytaczeniu 4E-BP1. Praca bgdzie
dotyczyta obserwacji tworzenia kompleksow podwodjnych 4E-BP1/elF4E i elFAE/kap oraz
potrojnych 4E-BP1/elF4E/kap z wykorzystaniem spektroskopii dichroizmu kolowego w
dalekim i bliskim ultrafiolecie (far-UV i near-UV CD).

16. Opiekun: dr Beata Wielgus-Kutrowska, beata@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 789

» Wlasciwosci spektroskopowe jednotryptofanowych mutantéw fosforylazy nukleozydow
purynowych (PNP) ze §ledziony cielgcej jako markerdow procesu zwijania biatka”

Opis: Fosforylazy nukleozydow purynowych (PNP — ang. purine nucleoside phosphorylase)
rozszczepiaja wiazanie glikozydowe rybo- i1 dezoksyrybonukleozydéw w obecnos$ci
nieorganicznego fosforanu prowadzac do utworzenia zasady purynowej i rybnozo- lub
dezoksyrybozo-1-fosforanu. PNP odgrywaja kluczowa rolg w metabolizmie nukleozydow, a
fakt, ze genetycznie uwarunkowany brak aktywnos$ci enzymu prowadzi do braku odpornosci
komoérkowej przy zachowaniu odpornosci humoralnej spowodowal, ze sa one przedmiotem
intensywnych i wszechstronnych badan.

Obiektem pracy magisterskiej beda trzy jednotryptofanowe mutanty PNP ze §ledziony
cielecej. W kazdej podjednostce enzymu typu dzikiego znajduja si¢ trzy tryptofany w
pozycjach 16, 94 i 178. Tryptofan jest aminokwasem, ktérego fluorescencja zalezy od
otoczenia. W zwiazku z tym obserwacja zmian emisji tryptofanu przy przechodzeniu od
srodowiska hydrofilowego w roztworze wodnym do hydrofobowego we wnetrzu bialtka, jest
metoda badania zwijania si¢ biomolekut do struktury natywnej. Zamiana dwoéch z trzech
tryptofanéw obecnych w podjednostce biatka na fenyloalaning powoduje, ze w obserwowane
w procesie zwijania zmiany fluorescencji tryptofanu bgda zwiazane ze zmiana otoczenia w
okreslonym miejscu biomolekuly. W ramach pracy magisterskiej zbadamy wiasciwosci
spektroskopowe uzyskanych samodzielnie biatek, ustalimy jak zmienia si¢ fluorescencja w
trakcie ich zwijania i odpowiemy na pytanie czy zaprojektowane mutanty sa odpowiednimi
obiektami do badania procesu faldowania PNP ze Zrodel ssaczych.

17. Opiekun: dr Beata Wielgus-Kutrowska, beata@biogeo.uw.edu.pl tel. 55 40 789
»Oddzialywanie mutantéw Asp204Ala-PNP, Arg21l7Ala-PNP i Asp204Asn-PNP
fosforylazy nukleozydéw purynowych (PNP) z bakterii E. coli z wybranymi ligandami
oraz proba uzyskania dobrze rozpraszajacych krysztalow Asp204Asn-PNP”

Opis: Fosforylazy nukleozydow purynowych (PNP — ang. purine nucleoside phosphorylase)
rozszczepiaja wiazanie glikozydowe rybo- i dezoksyrybonukleozydoéw w obecnosci
nieorganicznego fosforanu prowadzac do utworzenia zasady purynowej i rybozo- lub
dezoksyrybozo-1-fosforanu. Genetycznie uwarunkowany brak aktywnos$ci enzymu prowadzi
do braku odpornosci komorkowej przy zachowaniu odpornosci humoralnej. W tej sytuacji
selektywne inhibitory fosforylaz moga sta¢ si¢ lekami immunosupresyjnymi. Jednocze$nie
fosforylazy z mikroorganizméw, w tym PNP z E. coli, charakteryzujace si¢ nizsza
specyficznoscia niz PNP ze zrdodet ssaczych moga znalezé zastosowanie w terapii genowej
niektérych nowotwordéw. Obiektami pracy magisterskiej bgda mutanty PNP z bakterii
Escherichia coli: Asp204Ala-PNP, Arg217Ala-PNP i Asp204Asn-PNP. Szczegblnie
interesujacy wydaje si¢ mutant Asp204Asn-PNP, w ktérym zastapienie kwasu



asparaginowego asparaging powoduje zmiang specyficznosci enzymu bakteryjnego na
zblizona do biatek ze zrddet ssaczych. Zbadamy oddzialywanie tych mutantow z wybranymi
ligandami. Podejmiemy probg krystalizacji Asp204Asn-PNP z niezajgtym miejscem wigzania
fosforanu. Jes§li uzyskamy krysztat to zostana zebrane dane dyfrakcyjne umozliwiajace
rozwiazanie struktury biatka w tej formie.

18. Opiekun: dr Joanna Zuberek, jzuberek@biogeo.uw.edu.pl 55 40 781

»Badania oddzialywan benzylowych analogow kapu z izoformami ludzkiego bialka
elF4E”

Temat przydzielony; magistrant: Mateusz Dobrowolski

Opis: Inicjacja translacji u organizméw eukariotycznych jest skomplikowanym procesem
polegajacym na utworzeniu wielobiatlkowego kompleksu z mRNA, ktéry umozliwia
przytaczenie rybosomu do kodonu startu. Na 5 koncu eukariotycznego mRNA znajduje si¢
struktura zwana kapem, ktora tworzy 7-metyloguanozyna potaczona wiazaniem 5°-5°
trifosforanowym z nastepnym nukleozydem (m’GpppN). Jej rozpoznanie przez eukariotyczny
czynnik inicjacji translacji 4E (elF4E) stanowi kluczowy etap inicjacji biosyntezy biatka.
Dostepnos¢ 1 aktywnos$¢ biatka eIF4E regulowana jest w komorce na wielu poziomach,
migdzy innymi poprzez fosforylacje i oddziatywanie z biatkami wiazacymi eIF4E (4E-IP).
Wiele badan wskazuje, ze wysoki poziom elF4E w komorkach moze mie¢ udziat w rozwoju
nowotworow poprzez stymulacj¢ translacji puli mRNA kodujacych czynniki wzrostu oraz
proto-onkogeny, a ktére ulegaja translacji w zdrowych komoérkach na bardzo niskim
poziomie. Z tego wzgledu zwiazki blokujace aktywno$¢ eIF4E w komorkach
nowotworowych mogly by sta¢ si¢ skutecznymi lekami w terapii antynowotworowe;.
Potencjalnymi zwiazkami aktywnie blokujacymi dostgpnos$¢ elF4E wydaja si¢ by¢ analogi
kapu posiadajace w pozycji N7 zamiast grupy metylowej grupe benzylowa.

Praca magisterska obejmuje zbadanie oddzialywan benzylowych analogéw kapu z czterema
biatkami z rodziny biatek eIF4E u czlowieka.

19. Opiekun: dr Michal Kolinski, kolinski.michal@gmail.com tel.

Wspélopiekun: prof. Bogdan Lesyng, lesyng@gmail.com tel. 55 40 809

»Badanie dimeryzacji receptorow GPCR na przykladzie receptorow opioidowych z
wykorzystaniem wieloskalowych symulacji dynamiki molekularnej”

Temat przydzielony; magistrant: Maciej Ciemny

Opis: Receptory opioidowe to biatka blonowe nalezace do rodziny GPCR (ang. G protein
coupled receptors). Ze wzgledu na fakt, iz bialka te pelnia niezwykle wazna rolg w regulacji
odczuwania bodlu staty si¢ waznym celem dla projektowania nowych lekéw. Wyniki badan
eksperymentalnych sugeruja, ze receptory GPCR moga tworzy¢ funkcjonalne dimery.
Zbadanie procesu dimeryzacji receptorow jest kluczowe dla projektowania nowych lekoéw
selektywnych wzgledem danego dimeru. Praca magisterska polega¢ bgdzie na zaplanowaniu i
przeprowadzeniu serii symulacji dynamiki molekularnej spontanicznego formowania sig
dimerow trzech typoéw receptorow opioidowych. Badane uktady beda symulowane z
rozdzielczo$cia petnoatomowa oraz z zastosowaniem reprezentacji gruboziarnistej co
umozliwi zbadanie ewolucji uktadow dla dlugich skal czasowych. Szczegotowa analiza
otrzymanych trajektorii pozwoli na zbadanie procesu spontanicznego formowania homo- i
hetero-dimeréw trzech podtypoéw receptorow opioidowych, roli cholesterolu, analize
geometrii stworzonych struktur i oceng profilu energetycznego dla zaobserwowanych
interfejsow oddzialujacych biatek. Ponadto zostana zidentyfikowane reszty aminokwasowe
kluczowe dla stabilizacji konformacji otrzymanych dimeréw receptorow.




Tematy prac magisterskich dla studentéow specjalnosci ,,Projektowanie molekularne i

bioinformatyka” na kierunku ,,Zastosowanie fizyki w biologii i medycynie” w r. akad.
2014/2015

1. Opiekun: dr Krystiana A. Krzysko, krzysko@bioexploratorium.pl tel. 5540 794
Wspolopiekun: prof. dr hab. Bogdan Lesyng, lesyng@gmail.com tel. 55 40 809
»sModelowanie wybranych deubikwitynaz i ich inhibitorow oraz molekularnych
onkogennych procesow regulacyjnych z nimi zwigzanych”

Opis: Aktualny stan wiedzy w dziedzinach biofizyki teoretycznej i bioinformatyki pozwala na
badania onkogennych proceséw na poziomie molekularnym. W niektérych typach
nowotworow istotna role¢ odgrywaja ubikwitinazy i1 deubikwitynazy - enzymy zaangazowane
w procesy komorkowej utylizacji wykorzystanych juz biatek, lub biatek o bigdnej strukturze.
Wspotdziatanie ubikwitynaz oraz deubikwitynaz oraz ich oddzialywania z takimi szlakami
sygnalowymi jak JAK/STAT odgrywa istotna rol¢ w onkogennych procesach. Celem pracy
jest modelowanie wybranych deubikwitynaz oraz ich niskoczasteczkowych inhibitoréw oraz
analiza procesow regulacyjnych w ktérych one uczestnicza. W badaniach wykorzystane beda
metody modelowania i projektowania molekularnego oraz metody bioinformatyki.
Przewiduje si¢ wspotpracg z MD Anderson Cancer Center w Houston.

2. Opiekun: prof. dr hab. Bogdan Lesyng, lesyng@gmail.com tel. 55 40 809
Wspolopiekun: dr Franciszek Rakowski (Pracownia Bioinformatyki IMDiK PAN),
rakowski@icm.edu.pl
,Modelowanie wybranych kinaz bialkowych oraz proceséw regulacyjnych z nimi
zwiazanych, zaangazowanych w mechanizmy formowania si¢ pamieci”
Opis: Aktualny stan wiedzy w obszarach biofizyki teoretycznej oraz fizyki molekularnej
pozwala na badania mechanizmoéw formowania si¢ pamig¢ci w moézgowych strukturach. Jest to
goracy 1 bardzo ciekawy obszar badan podstawowych oraz potencjalnych biomedycznych
zastosowan. Istotng role w tych mechanizmach odgrywaja niektore kinazy biatkowe (enzymy
aktywujace inne biatka w procesach fosforylacji), takie jak m.in. kinaza PKMzeta. Celem
pracy jest opis struktury i mechanizméw funkcjonowania tej i innych kinaz, w tym jej/ich
interakcji z innymi obiektami biomolekularnymi zaangazowanymi w proces tworzenia sig
pamigci. Wykorzystane beda metody molekularnego modelowania oraz metody obliczeniowe
fizyki i/lub (bio)informatyki.

3. Opiekun: prof. dr hab. Bogdan Lesyng, lesyng@gmail.com tel. (22) 554 08 09
Wspélopiekun: dr Franciszek Rakowski, (Pracownia Bioinformatyki IMDiK PAN),
rakowski@icm.edu.pl
,Modelowanie wybranych receptorow komérkowych oraz proceséw regulacyjnych z
nimi zwigzanych, zaangazowanych w mechanizmy formowania si¢ pamigci”
Opis: Aktualny stan wiedzy w dziedzinach biofizyki teoretycznej oraz fizyki molekularnej
pozwala na badania mechanizméw formowania si¢ pamigci w mézgowych strukturach. Jest to
goracy 1 bardzo ciekawy obszar badan podstawowych oraz potencjalnych biomedycznych
zastosowan. Istotng rol¢ w tych mechanizmach odgrywaja niektére receptory komoérkowe,
takie jak m.in. receptor kwasu glutaminowego. Celem pracy jest opis struktury i
mechanizmow funkcjonowania tego receptora i/lub jego homologow, w tym jego/ich
interakcji z innymi obiektami biomolekularnymi zaangazowanymi w proces tworzenia si¢
pamigci. Wykorzystane beda metody molekularnego modelowania oraz metody obliczeniowe
fizyki i/lub (bio)informatyki.




4. Opiekun: prof. dr hab. Bogdan Lesyng, lesyng@gmail.com tel. 55 40 809
Wspolopiekun: dr Marcin Mielecki (Pracownia Bioinformatyki IMDiK PAN),
marcinm@ibb.waw.pl
»sModelowanie wybranych kinaz RIO i ich inhibitoréw oraz molekularnych,
onkogennych procesow z nimi zwigzanych”
Opis: Aktualny stan wiedzy w dziedzinach biofizyki teoretycznej i bioinformatyki pozwala
na badania onkogennych proceséw na poziomie molekularnym. W niektorych typach
nowotworow istotna role odgrywaja kinazy RIO - enzymy zaangazowane m.in. w procesy
molekularnego sktadania rybosomoéw. Celem pracy jest modelowanie wybranych kinaz RIO
oraz projektowanie ich niskoczasteczkowych inhibitorow, jak rowniez analiza procesOw
regulacyjnych w ktorych kinazy RIO uczestnicza. W badaniach wykorzystane bgda metody
modelowania i projektowania molekularnego oraz metody bioinformatyki. Przewiduje si¢
wspotprace z Instytutem Krystalografii Wloskiej Akademii Nauk w Bari.

5. Opiekun: dr hab. Joanna Trylska (CeNT UW) joanna@cent.uw.edu.pl tel. 55 43 683
Wspélpiekun: dr Pawet Grochowski (ICM UW);

“Symulacje oddzialywania jonéw z kwasami nukleinowymi z wykorzystaniem réwnania
Poissona oraz dynamiki Monte-Carlo”

Opis: Kwasy nukleinowe, takie jak DNA i RNA, istnieja w Srodowisku wodnym jako
polianiony zawierajace zjonizowane grupy fosforanowe, ktorych tadunek jest rownowazony
przez kationy, najczgséciej jony sodu i/lub magnezu. Czgs¢ tych jondw jest unieruchomiona w
tak zwanych miejscach wiazacych na powierzchni kwasow, a pozostatle jony plywaja
swobodnie w roztworze. Oddzialywanie jonow z kwasami ma charakter elektrostatyczny i
moze by¢ opisane réwnaniem Poissona, w ktérym woda traktowana jest jako o$rodek ciagly o
wysokiej statej dielektrycznej. Rozktad i przemieszczanie si¢ jondéw wokot kwaséw moga by¢
symulowane metoda Monte-Carlo. W pracy bedzie stosowany program ION rozwijany w
CeNT i ICM (https://bionano.cent.uw.edu.pl/Software/ION), w ktorym sg zaimplementowane
powyzsze metody. Obiektem badan beda przykladowe fragmenty DNA i RNA pochodzace z
bazy strukturalnej. Wymagana jest minimalna znajomo$¢ srodowiska Linux 1 jezyka C. W
przypadku oso6b majacych do$wiadczenie programistyczne mozliwe jest rozszerzenie tematu
pracy i rozbudowa programu polegajaca na uwzglednieniu dodatkowych jonow rozmytych
opisanych rozktadem Boltzmanna.

6. Opiekun: dr hab. Joanna Trylska (CeNT UW) joanna@cent.uw.edu.pl tel. 55 43 683
»Modele zredukowane kwasow nukleinowych w symulacjach dynamiki molekularnej”
Opis: Powaznym problemem w symulacjach klasycznej dynamiki molekularnej modeli
petnoatomowych jest ich kosztownos¢ obliczeniowa. Procesy biologiczne z udzialem kwasow
nukleinowych, DNA czy RNA, zajmuja czg¢sto sekundy, a w symulacji duzym wysitkiem
uzyskiwane sa skale mikrosekund. Jednym ze sposobow na zmniejszenie tej rdéznicy jest
stosowanie modeli zredukowanych (grubo-ziarnistych, ang. coarse-grained), w ktorych jeden
nukleotyd reprezentuje si¢ przez jedno lub wigcej centréw interakcji. W naszej grupie
stworzyliSmy oprogramowanie RedMDStream do tworzenia 1 optymalizacji takich
zredukowanych modeli (https://bionano.cent.uw.edu.pl/Software/RedMD). Celem projektu
bedzie zastosowanie RedMDStream do jednego z istniejacych modeli gruboziarnistych
(jednokulkowych) stuzacych symulacji dynamiki i przewidywania struktury RNA. Pozwoli to
sprawdzi¢, czy model jest optymalny, czy tez niewielkie modyfikacje parametréw modelu
poprawia wyniki. Nastgpnym etapem bgdzie stworzenie i sparametryzowanie wlasnego
modelu dwukulkowego RNA 1 wykorzystanie modelu do symulacji dynamiki przyktadowego
RNA.


https://bionano.cent.uw.edu.pl/Software/RedMD

7. Opiekun: dr hab. Joanna Trylska (CeNT UW) joanna@cent.uw.edu.pl tel. 55 43 683
»Stworzenie bazy danych parametrow pola silowego do obliczen dynamiki
molekularnego modyfikowanych nukleotydow w RNA”

Opis: waz w wielu procesach biologicznych. Pojedyncze
nici RNA wystgpujace w zywych organizmach moga mie¢ od kilkunastu do kilkudziesigciu
tysigcy nukleotydoéw dlugosci. W wielu z nich znajduja si¢ niestandardowe nukleotydy
bedace pochodnymi podstawowych czterech: adeniny, guaniny, cytozyny i uracylu.
Modyfikacje moga polega¢ na zmianie pojedynczych atomow, czy dodaniu catych grup
funkcyjnych. Wsrod struktur RNA zdeponowanych w bazie danych PDB znajduje si¢ obecnie
prawie 600 roznych modyfikacji standardowych nukleotydow. Tylko dla okoto 20 z nich
istnieja publicznie dostgpne parametry pol sitowych do symulacji dynamiki molekularnej.
Celem projektu bedzie stworzenie bazy danych parametrow pola silowego dla
modyfikowanych nukleotydow w RNA. Bedzie to wymagalo zautomatyzowania tego
procesu: dostawiania wodorow, optymalizacji struktury metodami kwantowo-mechanicznymi
oraz wyznaczania parametrow. Konieczne bg opracowanie fatwej procedury
dodawania do opracowanej bazy danych kolejnych czasteczek. Wykonawca projektu
zdobedzie doswiadczenie w stosowaniu technik obliczeniowych (dynamiki molekularnej czy
obliczen kwantowo-mechanicznych) uzywanych powszechnie w biofizyce obliczeniowej, w
szczegblnosci w badaniach kwas6éw nukleinowych.



