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3 | Temat pracy badawczej + Enzymy zZelazowe katalizujace reakcje cyklizacji -
krotki (do 250 stow) opis charakterystyka biochemiczna i strukturalna

tematyki badawczej
Projekt ten obejmuje ekspresj¢ biatka w E. coli i jego oczyszczanie z

uzyciem chromatografii powinowactwa do jonow Ni(Il) oraz metody
saczenia molekularnego. Dla oczyszczonego preparatu biatkowego
wykonane zostang badania kinetyki enzymatycznej w warunkach
stacjonarnych, badania szybkiej kinetyki metoda zatrzymanego
przeptywu oraz metodg szybkiego zamrazania. Dla mrozonych
probek wykonywane beda (we wspdlpracy) badania metoda
spektroskopii Mossbauera. Podjete zostang proby krystalizacji biatka
oraz wyznaczenia jego struktury metodami rentgenograficznymi.
Dodatkowo planowane sg pomiary metodami czasowo-rozdzielczej
seryjnej krystalografii rentgenowskiej (na synchrotronie) celem
poznania struktury przestrzennej produktow posrednich tworzacych
si¢ w miejscu aktywnym enzymu w trakcie cyklu katalitycznego.
Badane enzymy katalizuja interesujace przemiany chemiczne
prowadzace do zwigzkow biologicznie czynnych.

Wymagania w stosunku do
kandydata

Znajomo$¢ biochemii oraz przynajmniej podstawowa znajomos¢
metod rentgenografii strukturalnej makromolekut, umiejetnos$¢ pracy
z biatkami

Wskazanie zrodet
finansowania

Srodki statutowe IKiFP PAN, wniosek NCN OPUS w rozpatrywaniu



mailto:tomasz.borowski@ikifp.edu.pl
mailto:ncmilacz@cyf-kr.edu.pl
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Prof. dr hab. Tomasz Borowski
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Academy of Sciences,
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affiliation,e-mail address

Dr Anna Milaczewska
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Research subject

Title + Short description, up to
250 words

Iron-dependent enzymes catalyzing cyclization reactions -
biochemical and structural studies

This project involves protein expression in E. coli and its
purification using affinity chromatography to Ni(ll) and
molecular filtration. For the purified protein, stationary state
enzymatic kinetics measurements will be done, fast kinetics will
be tested using the stopped-flow method and the rapid freeze
quench technique. In cooperation Mossbauer spectroscopy
experiments will be performed. Attempts will be made to
crystallize the protein and determine its structure by X-ray
diffraction methods. Additionally, we plan time-resolved serial
X-ray crystallography measurements (on a synchrotron) in order
to learn about the 3D structure of intermediates formed in the
active site of the enzyme during the catalytic cycle. The studied
enzymes catalyze interesting chemical transformations leading
to biologically active compounds.

Additional requirements to the
candidate

Knowledge of biochemistry and at least basic knowledge of the
macromolecular X-ray diffraction methods, some experience in
working with proteins

Sources of financing

Statutory funds of ICSC PAS, NCN OPUS research grant in
evaluation
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