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A, CzESD ocdrma

Giéwng sledziba Instytutu Jest gmach przy ul, Rakowieckiej
36, w ktérym zajmujemy 2.400 m » W tym pomieszczen labora-
toryjnych okolo 1,600 m?.

W roku sprawo.dawczym przekazalismy Instytutowi Biologii
Doéwiadczalnej im. Nenckiego pracownie Immunochemii i
Immunologii wrez z personelem i aparaturay.

W zwiagku 2z brakiem dostatecznej powierzchni dla warszta-
téw 1 aparatury naukowo-bedawczej, przekazalidmy réwnies

do Instytutu Biologii Doswiadczalne] stolarza wraz z etatem
i obecnie korzystamy z uslug stolarskich odplatnie.

Pracownia kserograficzna zostata zlikwidowana do czasu
uzyskania odpowiednich pomies cz eti,

Prace kserograficzne wykonuje nam odplatnie Instytut
Przemysiu Fermentacyjnego.

Trudne i niezgodne z przepisemi warunki w magazynach
ulegiy czgéciowo poprawie dzieki nabytym 4 gesraiom meta-
lowyn usytuowanym na terenie Instytutu Przemysiu Fermen—
tacyjnego. : '

W dalszyn ciggu prowadzone byly roboty remontowe insta-
lacji elektrycznej. Wykonano peing dokumentacje obcige
%Zek poszczegbélunych obwoddw.

Rozpoczelismy réwnies prace remontowe dla uruchomienia
nieczynnej instalscji wentylacyjnej - wyciggowo~-nawiew-
neje

; Bunkier ma 4r6dio kobaltowe nie zostal oddany do uzytku
i Ze wzglegdu nae wadliwie wykonany system odwadniajacy.

Przewiduje sie przekazanie go w I kwartals 1972 r.

"Orbis" zam,163/72 nakl. 50 egz. A5




Projekt budowy nowego gmachu Instytutu jest jus powaznie
Zaawansowany .

Uzgodniono 1 przeanaliszowano z projektantem nasze po-

trzeby.
Instytut na dziefi 31+12.71 r. zatrudnigds. ... e
Pracownicy nauki : M?Sygg?b ? Z -
" naukowo~techniczni 56 w7 :
" fiz.dﬁ.podst. 17 "
" siuzba bibl. 4 "
Administracja 6 "
Obstuga 5 =
Razen 170 0sédb
Pracownicy godz.piatni 28 "
Ogdten 198 os6b
W roku 1971 przyjeto 39 osbb
Zwolniono 26 "

W 1971 roku zmart prof, dr L. Reifer

Na emeryture odeszli = prof. Je. Diutyheka
= prof. A. Makarewicsz

Hajatek Inst;ytntu‘na-koniec 1971 roku wynosi:

Pomieszczenie na 41r6dio kobaltowe 2¢315,~
Brodki trwate 2%4,500,-
Przedmioty nietrwale 64520y~
Magazyny . 14550,
Ksig¢gozbiory 1410y~
Lacznie ' 364295 4=

2 dniem 1.I.1971 r. Instytut nasz przeszed: z Jednostki
budzetowej na nowa forme rozliczeniowg zakiadu budzeto=-
wego.

Instytut jest giéwnym koordynatorem w skali krajowe j

W zakresie wgzlowego problemu 09.3.1. = "Badania nad
informacja genetyczng u drobnoustro jow rodlin i zwierzat
celem doskonalenia ich cech uzytkowych®,

Koordynatorami II stopnia 843 Zaklad Genetyki Roslin PAN
w Pozneniu i .nstytut Hodowli Zwierzat PAN w Jastrzebcu,

W ramach wspomnianego problemu Instytut wspbipracuje z
39 Jjednostkami z réinych resortéw: Ministerstwa Oswiaty i
Szkolnictwa Wyzszego, Ministerstwa Zdrowia i Opieki Spo=-
lecznej, Ministerstwa Przemystu Chemicznego oraz z Mini-
sterstwem Rolnictwa.

Plan finesnsowy za rok 1971 problemu weziowego 09,3.1, wy-
nosit 76,173 mln, z tego planowano na zakoficzenie pierwsze-
g0 etapu prac badawczych sumeg 48,650 tys.zt a wykonano

590486 tys.
w tym: IEB PAN 19.029 tys.,
Zaklad Gen. Ro$lin Poznan 16,305 ™
Inst.Hod.Zwierzqt, Jastrzebiec 12,406 *
Jednostki wspéipracujace 11.746 "

Niezaleznie od powyzszego Instytut nasz pozaplanowo WY
konal prace konstrukcyjne, ktére na dzied 306XI41971 2»
zamknety sie kwotg 126,230,52 orqz inne prace zlecone
DPrzez jednostki uspolecznione na kwote 50.442,=
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Dane dotyczgce bibliotelki Instytutu Biochemii i Biofizyki
: PAN za rok 1971
Realizacje¢ planu finansowego Instytutu Biochemii i Bio-
fizyki PAN ma rok 1971 przewlduje sie nastepujace: I. Pane statystyoczne
Lp. Tresé Plan Wykonanie
Esiegozbiér - stan ksiegozbioru biblioteki na koniec
1 | Osobowy fundusz piac 7.079 6.626 roku 1971 wynusis
2 | Bezosobowy fundusz piac 600 571 - druki zwarte - 5915 vol.
3 } Nagrody 1 inne wynagro- ~ czasopisma - 4476 vol.
dzenia 185 185 P 4
4 | Materialy i przedmioty ' w clggu roku przybylo:
nietrwale 8.295 - 8,040 o
5 1 Delegacje 66 60 - drukéw zwartych - 246 vol.
. w tym: zaku ~ 231 vol.
6 | Ustugi materialne 200 736 ym wymizna _ ?5 ity
7 1 Uszugi niematerialne 500 450 ' ¢
8 ! Amortyzacja 34200 36150 Szasopigm - 351 vol.
9 | Skiadki na 2US 14097 1.027 w tym: prenumerata - 195 vol.
10 | Nerzut na kapitalne wymiana - 156 vol.
remonty 200 300 yui
11 | Dodatki do plac 25 25 Ogdlem otrzymywalismy na biezgco 203 tytuty czasopism,
o1
Razen 22,047 21,170 66 Esiezozb .
Inwestycje 44903 2.870 Hazvosc kelegozbioru:
Ogéten 264950 24,040 na koniec roku 1970 = druki zwarte = 1,128,461,
=~ czasopisma =~ _2,000,085,~
‘ Razen 34128.546 4~
W zwigzku z realizacjq planu napotykano na trudnoécl z po- PraybyZo W ciagu roku { gwarbe - 77,940,
wodu zbyt niskiego limitw na rzecz jednostek nieuspolecz- czasopismz a /prens/ -  188.516.~
nionych oraz niskiego funduszu prac badawczych przydzie- ) y ; - 60.000'..
lonego przez Polsks Akademie HNauk, _ e s ’
Razem 30455.002’-
Decyzjq Sekretarza Haukowego PAN z dnia 8.,XII.1971 Te
pracownicy Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN z dniem ¥ymiana wydawnictw - prowadzona byla na biesgco z 67
1+X.1971 r. przeszli na nows siatke¢ plac, sgodnie z zarza- Dlacéwkami w tyms placéwek zsgranicznych - 63
dzeniem RM z dn, 13.08.61 MP Nr 43 p.226. Placowki krajowe - 4
¥ 1971 r. ukazal sie pod redacjq Prof. dr T. Korzybskiego ?ak° material wymienny wysyianos
Informator o Instytucie omawiajacy historie IBB oraz te-~ Acta Biochimica Polonica = 66 egz.

matyke poszczegblmych Zaktadéw. Postepy Biochemii - 18 egz,
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Wzamian za nasze wydawnictwa otrzymywalismys:

- tytuly krajowe - 4

-~ z krajéw socjalis. - 13

- 2 krajéw kapitalis. =45
Razen 62 tytuly

Wypozyczenia: -

Ogblem w okresie sprawozdawczym WypoZyczono oke 20500 vol.
w tym do innych bibliotek = 293 vol. i 123 vol. dla pra-
cownikéw Instytutu z bibliotek obecyche

II., Wydatki bibliobtekis

- zakup ksigsek i czasopism = 98.497,-
- prenumerata czasopism 16749604~
zakup odbitek 106230,=
~ zakup czasopism na wymiang - 7 o425 3=
konserwacja zblorédw 15300,-

Razen 2994124

II1., Dokumentac;a i informacias

W okresie sprawozdewczym wysiano ok. 1200 sztuk odbitek
publikacji pracownikéw Instytutu. Rozesiano spis publi-
kacji Imstybutu za rok 1970 do ok. 190 adresatéwe.

Wykonano 265 zaméwieh na prace kserosraficzne /igcznie
oke 7000 odbitek/ oraz 38 zaméwiendr na prace powlelaczowe,.

B. OCENA PRZEBIBGU BADAN

Wezystkie badania w Instytucie prowadzone byly w ramach
problemn wezlowego 09.3.1. -~ Badania nad informacis
genstyczng drobnoustroiéw roslin i zwierzat celem dosko-
nalenia ich coch usytkowych

Gléwnym koordynatorem tego problemu w skali krajowej
Jest Instytut Biochemii i Biofizyki PaN,

Prace realizowans w Instytucie dotyezyly dwédch sposrédd

czterech igtniejgcych w planie wezlowym 09.3.1, podpro~

blemnéw,

5g to:
T 09430141 = Genetyka drobroustrojow.
09e3¢1.4s = Molekularne podstawy genetyki.

Najwazniejsze osiggniecia

W ramach tematu "Struktura genéw i chromosoméw™ pizepro=-
wadzono badania nad mutagennym i rekombinacyjnym dziata-

‘niem hydroksylaminy /HA/ 1 jej analogi, O-metylohydroksyla-

niny /OMHA/ uw grzybéw. Wiadomo, %e zaréwno HA jak i OMH
reaguja z cytozyng natywnego DNA bardzo powoli. Natomiast
przy dzieltaniu na komérki drozdiy HA indukuje mutacje i
rekombinacje Jus po krétkim dziataniu. HA jest inhibito-
rem szeregu enzyméw, m.in. katalezy i enzyméw oddecho-
wych. Dzialanie mutagenne HA jest prawdopodobnie posred-
nie, byé moze poprzez wytwerzanie w komdérkach HZOZ‘

¥ badaniach nad indukoweniem aberracji chromosomowych
zwigzkami elkilujacymi, stwierdzono, e kofeina zwieksza
ponad czterokrotnie ilosci aberracji indukowanych dwuepo-
ksybutanem /DEB/ u bobiku. W celu wyjasnienia wpiywu
kofeiny na powstewanie aberracji zbadano jej wplyw na syn-
tezg DNA 1 bialek w korzonkach bobiku. Wykazano, %e kofeina
- w stezeniu 0,1% hamuje synteze biaitek w ok. 60%, natomiast
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nie wpiywa na syntez¢ DNA, Przypuszcza sie¢, %Ze kofeina
zwigksza iloéci aberracji indukowanych DEB poprzez ha=
mowanie proceséw reperacji uszkodzeh w DNA.

W ramach tematu "Regulacja funkeji genéw™ stwierdzono,
Ze u _Aspergillius nidulans co nsjuniej trzy geny biors
udzial w kontroli aktywnosci permeazy laktozowej i trzy
geny kontrolujg aktywnosé K?—galaktozydazy. Nie stwier-
dzono jednsk wspbélnej regulacji tych enzyméw jak to ma
miejsce u bakterii.

W badaniach nad regulacj3 biosyntezy aminokwaséw siarko-
wych stwierdzono wystg¢powanie dwéch odrebnych syntetasz
cysteinowyche Dla jednej z nich substratem jest seryna,
dla drugiej O-acetyloseryna. Otrzymano réwnies kilka mu=-
tantéw w genach regulacyjnych dla syntezy homocysteino-
wej.

W pracach nad biogenezg mitochondriéw scharakteryzowano
pod wzgledem biochemicznym i genetycznym kilka oddechos
wych mutantéw u Neurospora crassa, c0 stanowl punkt
wyjadcia do badan nad jadrowo cyvoplazmatycznym wepbl-
dzialaniem w powstawaniu i funkcji mitochondriéw. U
drozdzy wykazano in vivo opornosé na erytromycyne mito—
chondrialnego systemm biosyntezy bialek u pozachromoso~
mowych mutantéw opornych na ten antybiotyk. .

Zlokalizowano na mapie genetycznej Salmonella typhimurium
dwa loci genetyczne zwiazane z regulacjg podzialu komér—
kowego. Na podstawie badania szczepiw zawierajgeych te mu-
tacje wysnuto hipoteze dotyczacg charskteru sygnaiu regu-
lacyjnego pomiedzy ukoniczeniem rundy replikacji chromosomu
a wytworzeniem septy mi¢dzykomérkowej.

Wydzielono takie dwa rodzaje mutantéw warunkowych z zabu~
rzeniami replikacji chromosomu. W jednej grupie mutantow
zaburzenie polega ne zablokoweniu inicjacji nowej rundy
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replikacjl chromosomu w niepermisyjnej temperaturze.

W drugiej grupie zaburzenie dotyczy samego aparatu re-
Plikacyjnego. Zaburzenia te sg prawdopodobnie wynikiem
zmian struktursloych biony cytoplazmatycznej.

Badania nad biochewmicznymi i genetycznymi mechanizmami
regulacji biosyntezy cysteiny u 8. typhimurium wykazaty,
%Ze zahamowanie wzrostu bakterii pod wpiywem triazolu
Polega na inhibicji indukeji enzyméw biosynteszy cysteiny
przez O-acetylo-L-seryne.

Kontynuacja badad nad mechanizmemi uczestniczgeymi w wyko-
rzystywaniu D-histydyny przez S. typhimurium pozwolila
ustalié, ze proces racemizacji polege na utlenieniu deza-
minacji D-histydyny przez dehydrogenaze D-aminokwaséw,

a nastgpnie transaminacji keto-produktu, Gen dehydroge~
nazy D-aminokwaséw zlokalizowano. Zbadano réwnies swois—
tosé dehydrogenazy D-aminokwaséw 1 stwierdzono, ze enzym
ten moze byé S50~krotnie indukowany przez l-alanine w wa—
runkach nieboecnosci represji katabolicznej.

¥ badaniach nad biosyntezg histydyny u organizméw eukoa-
riotycznych stwierdzono, Zze u rosdlin wyiszych szlak tego
procesu jest zasadniczo identyczny do poznanego u bak-
terii. Jest on regulowany przez hamowanie wsteczme a nie
brzez represj¢s. U innych orgarizméw eukariotycznych-dros-
dzy Sacaromyces cerevisiae ~ zbadeno wilasciwosci centrum
aktywnego dehydratazy imidazologlicerolefosforanus Po-
szukujgc mutantéw drosdzy o zmienionej regulacji biosyn~
tezy histydyny, opracowano metode pozytywnéj selekcji
mutantéw defektywnych w procesie permeacji aminokwaséw.,

Na podstawie kinetyki weielania speeyficznych znakowanych
prekursoréw do DNA, RNA i bialka ustalono kolejnosé wzna—
wiania syntezy tych makroczasteczek w czasie indukeji
brocesu kietkowania zlarna pazenicy. Stwierdzono, Ze
synteza BRRA jest uruchemiana niemal natychmiast po umie-
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szczeniu ziarna w optymalnych warunkach kielkowania
podczas gdy synteza bilalka 1 DNA rozpoczyns si¢ dopieroc
w kilkas godzin péiniej. Wykezano takie, ze dojrzale
ziarno pszenicy wyposazone Jjest w komplet enzyméw nie~
zbednych do katalizowanie syntezy RNA z prostych prekur-
sordw.

Po traktowaniu znakowany tymidyng mitochondriéw jednodo-
bowych ziaren kielkujgcych %Zyta, stwierdzono w kieikach
nsjintensywniejszg inkorporacje pig¢tna do DNA zawartego

w mitochondriach a nejmniejszg w jgdrach komérkowych, co
potwierdzs zapatrywania o polowicznej autonomii mitochon=-
driéw. Gdy przeprowadzono inkubacje poszczegblnych frak-—
cji subkomérkowych to albo nie stwierdzono wigczania tymi-
dyny w ogbéle, albc tylko w nieznaczaym stopniu.

Uzyskano znacznie oczyszczone preparaty fikaprenolofosfo—
renu i dolicholofosforanu, ktére oksszaly sie sprawnymi
prekursorami poliizoprenolofosfocukréw w homogenatach
mézgu i watroby szezura. Wykazano, Ze specyficznosdé
enzymu przenoszgcego galaktoze z Jjej pochodnej nukleozydo-
dwufosforanowej na akceptory nie réini sie w przypadkach
galaktozemii u dzieci i osobnikéw dorosiych.

Stwierdzono przy usyciu mutantéw Neurospora crasss, %e
cholina i dwumetyloetanoloamina sg induktorami syntetazy
cytydynodwufosfocholinowe j. Wykazano, ze w homogenatach
drozdzy powstawania fosfolipidéw diolowych zachodzi po—
przez acylacje diolofosforanu,

Znaleziono, %e zmiany aktywnoécik acetylocholinoesterszy
u Celerio euphorbise w rozwojnzdiapauzq 88 wynikiem syn-
tezy tego enzymu de novo i sg uwarunkowane piciage. Nie 88
one zwigzane z ukladem nerwowym i przebiegajg podobnie
bez diapamzy. Wykazano, Ze giéwng substancja acetylocho-
linopodobng jest ester acetylowy beta~metylocholiny, na-
tomiast acetylocholina wyastepuje tylko w niewielkich
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ilosciach. W jajach jedwabnika morwowego, pod koniec
diapauzy i w okresie podiapauzalnym stwierdzonc ilodcio-
we rdéinice we wzajemnym stosunku ciezszych i lzejszych
frakeji rybosomelnego RNA, ktéry odznaczal sie wydatkows
labilnosdcisg.

Posréd rozdzeilonych dwudziestu rodzajow bialek hemo-
1limfy Celerio euphorbise z ostatnich faz rozwoju stwier—
dzono oksydaze o-dwufenolows, amylaze i tosfataze.

W tkankach szaraficzy zbadeno umiejscowienie cykliczunego
AMP i oznaczono aktywnosé fosfodwuesterazy. Wyznaczono
wielkosé dawki i charekterystyke dziatania preparatu
hormonu juwenilnego na szaraficz¢ w rdinych stadiach
TOZWO jowycho

Zaproponowsno schemat katabolizmu nukleotydéw purynowych
u Helix pomatia: nukleotydy ulegaja wyzacznie hydrolizie
odszczepiajace] fosforan, nukleozydy natomiast rozklade~
Jg sie wykgcznie fosforolitycznie z wytworzeniem rybozo~
fosforanu. Fosforylaze te scharakteryzowsno enzymologicz—
nie,

Zidentyfikowano posredni produkt rozkladu mocznika przez
bezureazowy szczep Torulopsis utilis jako allofanien,
Zwigzek ten jest karboksylopochodng mocznika. Jest on
oporny na dzislanie ureazy i w kwasnym &rodowisku ulega
spontanicznie dekarboksylacji do mocznika. W preparacie
enzymatycznym z Torulopsis utilis wykazano, Ze 2/3
146emocznika uwalnia si¢ w postaci 002 a 1/3 znaku wykry-
wana jest w allofanianie. W zwigzku z tym zaproponowano
dwustopniowy proces przemiany mocznika. Wykazano réwniez,
%e aktywnosé enzymatyczna badsnego ukladu jest hamowana
przez awidyng, co wskazuje na obecnosé biotyny w badanym
ukiadzie enzymatycznym,

W badaniach nad biosyntezz bislka wykazano, Ze istnieja
réznice w mechanizmie przylgczania naturslnych i synte~




tycznych matryc do rvhosoméw. Stabilnodé kompleksédw
rybosomdéw z oboma typami matryc jest réwniez inna.
Stwierdzono, %e grupy aminowe biazek rybosomowych sg
niezbegdne w reskcji z naturalnymi matrycami jak BNA faga
£2 lub mRNA Escherichia coli, natomiast w wigzaniu poli
U z rybosomami istotny Jjest udzial resztaminowych RNA
rybosomdw.

Znsleziono, Ze podczas translacji RNA fags £2 w ukla-
dach bakteryjnych, niewielkie zmiany w stezeniu soli
magnezu powoduja znaczne przyspieszenie lub opdinienie
procesu syntezy polimerazy RNA i bialka plaszcza fago-
wego. Zjawisko to tlumsczy szereg spotykanych w lite—
raturze wynikéw, wokdédl ktérych powstaly bliedne hipotezy.

Powazne wyniki uzyskano w badaniach nad mechanizmem
metylacji 1-metylocytozyny i nukieotydéw cytozynowych
oraz w preparabyce pochodnych nukleozyddw cytozynowych
i uracylowych zawierajacych alkilowane /O'-metylo

i Oletylowe/ reszty cukrowe. Zwigzki te sg istotne ze
wzgledu ne wystepowanie 2'-O—metylonukleozyd6w w tRNA
i rRNA, mozliwoéé ich wykorzystania jako antymetaoli-
téw, a takfe jako analogi do badai konformacji nukleo-
zydéw, nukleotyddéw i polinukleotyddwe.

Prowadzono dalsze badania nad konformacja oligo— i
polinukleotydéw przy pomocy metod optycznych oraz wyko-
rzystano takie modele jak kwas poli 2 =0O-metylo urydy-

lowy.

Rozszerzono wezebnlejsze badania na fotochemig
S5-etylouracylu o kolejne pochodne jak S-propylouracyl

i 5~butylouracyl i wykazano wspbélny mechsnizm przeksztal-
ced fotochemicznych polegajgcy na utworzeniu zwigzku,
ktéry jest nowym analogiem dwuhydropirymidyn i fotodimeréw.
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Opracowano netody syntezy nowego substratu specyficznego
dla rybonukizazy, éalkowicie odpornego na fosfodwuesteraze
IX. Jest to 5'-O-benzylo-urydyny-}'—Ax -naftylofosforan/,
Ponadto ulepszono metody syntezy substratéw dla lokali-
zacji enzyméw nuklealitycznych w tkankach.,

WyJjasniono przyczyng braku efektu mutagennego N-metylo—
hydroksylaminy w przypadku bakteriofagéw barzystych, Wy-
kazano mianowicie, ze zwigzek ten nie reaguje z reszbami

cytozyny podstawionymi w bozycji 5 pierscienia pirymidy-
nowego,

Badanis nad fotodimeryzacjs wykazaly, ze w warstwowych
kompleksach Gwuketopirymidyn fotochemiczna reakcja dimerye-
zacjl cechuje sie wyscks wydajnosdcia kwantows poréwnywal-
ng z wydajnoscig kwantowg tej reakeji w warstwowo upakowa=
nych kryszatlach dwuketopirymidyn oraz ze w obu tych
ukiadach reakeja zachodzi przede wszystkino we wzbudzonyn
stanle singletowym czgsteczek,

Zakonczono opracowywanie wynikéw badan metodami spektro~
skopii ebsorbeyjnej i enisyjnej charakteru najnizszych
standw wzbudzonych aminopirymidyn. Opracowano réwniez wy-
niki enaslogicznych badah stanéw wzbudzonych 2=gminopuryny,
dochodzac do wnicsku, Ze poza réznym wzglednym poloseniem
sbandw n, i y & s decydujacym o wiasciwosdciach
luminescencji zwigzku, charakter najnizszych standéw wzbue .
dzonych Z~aminopuryny jest w zasadszie taki sam jak w przy-
padku 2-~aninopirynidyny.

Stwierdzono, tei ze w obu grupach aminowych pochodnych
agregacja czasteczek, podobnie Jjak ich wbudowanie do
tancuchéw polinukleotydowych, powoduje silne gaszenie
fluorescencji monomeru i bojawienie sie emnisji ekscime~
rowe] w niskiej temperaturze,




- 16 =

Stosujac metody réwnowagowego ultrawirowenia oraz Osmo-
metrii termoelektycznej prowadzono badania wielostop-
niowych réwnowag asocjacyjnych zwigzanych z tworzeniem
sie w roztworach wodnych pochodnych pirymidynowych 1
purynowych warstwowych, n-skladnikowych komplekséwe.
Celem tych badai jest poznanie wpiywu podstawnikéw na
wielkosé oddzialywan dyspersyjnych pomi¢dzy pochodnymi
pirymidynowymi oraz okreélenie staiych réwnowegi w ukia-—
dach, w ktérych badany Jest wpiyw asocjacjii warstwowych
ne procesy degradacji energii wzbudzenia elek tronowegoe

SPRAWOZDANIE SZCZBGOIOWE

GENETYKA

DROBNOUSTPTROJOW
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Temats Nr 09¢3c10lelete Kierownik: Prof.dr G. Bagdasarian

Genetyczne mechanizmy regulacii podzialu komérkowego

i metabolizmyu

Izolacda i kongstruowanie mutantéw Salmonella Syphimurium

z, zsburzonym podzislem komérkowym,

W pierwszym etapie bracy wyizolowano dwa mutanty Salmone-
1la typhimurium nazwane divi i 4ivC /od division/, ktére
posiadalty defekt podziaiu komérkowego. Proces podzialu

u tych mutantéw mégi byé zatrzymany przez podwyzsgenise
temperatury powyzej 400, podezas gdy synteza DNA i synte—
za biazka, a co zatem idzie i wzrost masy komérkowejy po=
zostewaly niezahamowane, W rezultacie powstaja dlugie
niciowate komérki /filementy/, Takie wyditusone komérki

Po przeniesieniu ich do temperatury permisyjne; dzielg
sie¢ na kilka mniejszych komérek PO upywie krotkiego
lag’u. Zahamowanie syntezy DNA za pomoca kwasu nalidyk-
synowego nie zatrzymuje takiego podziatu, Sugeruje to,

ze ciepiowrazliwym Jest jakié etap cyklu podziatowego,
péiniejszy niz sama synteza DNA.

Chloramfenikol zapobiega podziatowi nici /filamentéw/

PO przeniesieniu ich z powrotem do perauisyjrej tempera-
tury tylko u jednego z tych mutantéw /diva/ ale dopusz-
¢za ograniczong iloéé podzialéw u drugiego mutanta /divC/.

Zatrzymanie podziatu rrzy podwyszszonej temperaturze moze
byé fonotypowo zniesione za pomocyg zwiekszenia cisnienia
osmotycznego Srodowiska.

Mutacja divA zostals zmapowans pomledzy lokusem rha i
metB, zas mutacja dive pomig¢dzy lokusem leu i azid.

Jezeli poddaé filamenty szczepu divA glodzeniu tyminowemu
1 nastgpnie przeniesé je do permisyjnej temperatury z Jed-
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noczesnym dostarczeniem tyminy = poczgtek podziatu opbéinia
sie¢ w pordwnaniu do kontroll prowadzonej bez glodu tymino-
WEgo.

Na podstawie tych danych moZna przypuszczaé, e dla
umozliwienia podziaiu wymagene jest osiggnig¢cie pewnego
stosunku pomledzy iloscig uformowanych chromosomédéw a
masg komdérkie. ‘ . -

Jednoczesdnie zostaly wyizolowane mubtanty z termolabilng
syntezq DNA. Jeden z tych mutantéw nazwany dna 26 zostal
zbadany bardziej szczegdlowo. Synteza DNA zatrzymuje sie
u tego mutanta bez szczgtkowej replikacji przy przenie-
sieniu do 42° mino, ze przyrost masy komérkowej nie Jest
w tych warunkach zahamowany.

Mutant dna 26 wykazuje zwigkszona wrazliwosé na dezoksy-
cholan, na kwas nalidyksynowy i rifampicyne. Wskazuje to
na defekt fciany komérkowej.

Zahamowanie syntezy DNA pray 52° ¢ tego mutanta moze byé
zniesione fenotypowo za pomocg Q.25 M NaCl lub KCl lub
O.i44 M sacharozy, ale nie znosi go O.44 M glicerol.

Synteza DNA indukowana hypertonicznym Srodowiskiem odby-
wa sie wolniej niZ przyrost masy komérkowej ale Jest
rezultatem normalnej replikacji chromosoméw jak wykazala
analiza frakcji DNA przez wirowanie w gradiencie CsC1.

Polozenie mutacji dna 26 zostalo w przyblizeniu zmapowa-
ne w rejonie genu purD,

i

¥oiyw azvdku sodu ma synteze DHA i podzial kondrkowy
R _ezydko—opornvyeh i wrailiwych szczepdw Salmonella v
tyohimurium

Stwierdzono, Ze'azydek sodu powoduje fenotypowe zsburze-
nie podzialu komérkowego u Salmonella typhimurium, Efekt
ten jest widoczny zaréwno u szczepdw wrazliwych na azydek
Jak 1 u szezepdw azydkoopornych /azih/« W stezeniu 6 mM
agydek preferencyjnie hamuje synteze DNA u szczepéw azid,
nieznacznie hamujac przyrost masy komérkowej. Doprowadza
to do deficytu wzglednego DNA w komérkach, ktére rosnaz

W postacl diugich filamentéw. Usuniecie g pozywki azydiu,
powoduje bardzo szybka, wyrbwnawczg synteze DNA, a po
osiagni¢cin prawidlowego stosunku DNA do masy komérkowe],
powrdt podzialow kowdrkowychk. Zahamowanie podzialdw
komérkowyeh przez azydek wystepuje szczegdlrie wyrainie,
gdy ¢rédiem wegla w pozywee jest glukoza.

2 mutanta gzid wyizolowamo wtérnege mutanta azisaziC,

u ktorego podzial komdrkowy i replikacja DNA nie jest
bamowana przez wl azydek,

Stwisrdzono, e triazol hamuje wzrost Salmonella typhi~
merivm 1 dziaienie Jego moZe byé odwrécone przez dodanie
seryny, lub metioniny, lub systeiny. Doéwisdezenia wyko-
zaly, %e obecrnodé jondw SO, lub S" newet w stezeniu po-
nizej 1 oM znosi efekt triszolu. Dzisltanie tych zwigzkéw
na efekt triazolowy Jest specyficzme, sdy2z nle znoszg

one zehsmowania wzrostu wywolane np. przez aninotriazol,

¥rniki te sugerowaly, e triazol moZe interfsrowaé z me-
tabolizmen siarkowym na jednym z Jego wezegniejszych
etapéw, to Jjest albo z pobiersniem SOQ" przez komdrke
/tzn. z rermeszg siarczanowsy/ 2lbo 2 proceszmi rtywaeji
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lub redukcji siaerczanu do siarczynu i daleje. Po opracowaniu
zmodyfikowanej metody oznaczania permeazy siarczanowe] ozna-
czono stalg Michaelisa dla permeazy dzikiego szczepu LI=2
Balwonella typhimurium, ktéra wynosi 0,03 M. Siarczyn i
cysteina hamujg aktywnosé permeezy. Natomiast nie udalo

si¢ stwierdzié hamujgcego wpiywu triazolu na permeaze, co
oznacze, Ze miejsce dziatenia triazolu powinno znajdowaé

sl¢ na innym odcinku. Nie znaleziono réwniez wpiywu tr%a-
zolu na ilos¢ wytworzonego PAPS /adezyno—}ifosforano-5~
-slarczano~-fosforan/ przez ekstrakty szczepu IT-2,.

Dalsze eksperymenty wykazaly, %e toksyczny efekt triazolu
polega nie na hamowaniu aktywnosdci enzyméw biosyntezy cys—
teiny lecz na zashamowaniu procesu indukcji permeazy sier—
czanowej i enzyméw aktywujacych siarczan. Otrzymsno mutan—
ta nazwanego "smc" /od sléw: seryna, metionina, cysteina/
nadwrazliwego na triazol, ktéry okazsl si¢ "leaky" mutan~—
tem cysE -~ genu kodujgcego transacetylaze serynowg odpo-
wiedzialng za syntez¢ OAS /O-acetyloseryny/, to jest in-—
duktora enzyméw biosyntezy cysteiny.

Charaskterystyke mubtantéw zdolnych do wykorzystywania
D-higtydyny jako zrbddia L—izomeru<\J

U auksotrofow hisﬁydynowych Salmonella typhimurium wyizo-
lowano wtérne mutanty majace zdolnoéé wykorzystywania
D-histydyny, Mutacje jednege rodzaju, dhud, sa blisko
sprzg¢ione przez transdukejé /ponad 90%/ z miejscem hisP
chromosomu, kodujacym kilka elementéw permeazy histydy-
nowe j.

Mutanty dhud wykazujg 2 - do 7-krotny wzrost swoiste]
aktywnodci permeacji I~histydyny. Niektére z mutantéw
dhuB majq réwnies zwigkszong zdolnosdé¢ do transportu

I~histydyny. ‘
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Permeacja D=histydyny jest ledwie wykrywalna u szczepéw
dhu*, & wystepuje wyrajnie u mutantéw dhu. Stata Michae-
lisa dla pobierania D-histydyny jest ok. 1000 razy wyisza
niz dla I~histydyny, Mutacje dhu nie znieniajg pareme-
tréw hinetycznych Pobierania L-histydyny ze srodowiska,

D= i I~histydyna wspélzawodniczq W procesie transportu
do komérek,

Uzywajac szezepéw his™ dmms wylzolowano potréjne mutanty
niezdolne do wykorzystywania D-histydyny. Wszystkie z wy-
-~ Jatkiem dwu byly zmutowane dodatkowo W rejonie dhud higP,

Wigkszosé z nich wykazywala wsozystkie znane wlasnosei mu-~
tantéw hisP.

Powyzsze dane twisdezg, ze warunkiem zdolnoseci wykorzysty-
wania D-histydyny przez S. typhimurium jest wzrost aktyw-

nodci permeaszy hiétydynowej, wykazujgcej powinowactwo do
obu stereoizomerdw histydyny.

Konsekwencjs tego stwierdzenia bylo Przypuszczenie, ze
broces racemizacji D~histydyny moze zachodzié nawet

w komdrkach dzikiego szczepu S. typhimurium, Stwierdzono,
Ze proces ten jest dwuetapowy, W Plerwszym etapie D=hisg-
tydyna uvlega utlenieniu i 'deaminacji do imidazolopiro~
gronianu pod wpiywem dshydrogenazy D-aminokwaséw, Okaza-
1o sie, ze dwa potrdjne mutanty otrzymane ze sz zepéw
bis™ dhuA, a nie wykazujace zmian w hisP, nie majg w ogdle
aktywnosci dehydrogenazy D-aminokwaséw, Miejsce chromoso-
malna kodujace ten enzyu nazwano dadA, Postugujae sie
koniugacjs zlokalizowano Je orientacyjnie w odcinku ¢chro~-
mosomu migdzy pro a trp.

Drugi etap racemizacji D-histydyny polega na transami-
nacji imidazolopirogronianu, Reakcje te katalizuje

Produkt genu hisC, aminotransfereza imidazoloacetolofos~
foranu oraz inny, Jeszeze niezidentyfikowany enzym,



Badania nad biosynteza hist i Jjej re acjg U rof-
lin i drobnoustrojéw -

Mutacje regulatorowe dla biosyntezy histydyny u Saccharo-
myces cerevisiae nie sg dotychczas znane, Jednym z dwu
réwnoleglych punktdédw wyjscia w poszukiwaniu takich mutan~
téw byilo uprzednie nasze stwierdzenie, Ze dshydrataza
imidazologlicerolofosforanu /IGP/ enzym bicsyntezy his—
tydyny, Jjest hamowana przez sminotriazol., Jsk w przypad—
ku innych systemdéw regulacyjnych mozna oczekiwaé, Ze nie-
ktére mutanty oporne na aminotriazol beda wykaszywaly zmia~
ny dotyczgce syntezy lub strukbtury tego enzymu.

Zbadano szczegbdlowo mechanizm dziatania aminotriazolu i
Jego analogdéw na aktywnosdé dehydratazy IGP drozdiy. Wy—

kryto przy tym, %Ze druga grup¢ kompetycyjnych inhibito-

réw tego enzymu stanowig dwuwartosciowe aniony. Okazalo
sig¢, %Ze triazolowe 1 anionowe inhibitory wykszujg syner-
gistyczne oddziatywanie na dehydrataze IGP. Analiza war—
tosci stalych interakcji dla réznych par inhibitordw
pozwolila na stwierdzenie, Ze w obr¢ble centrum sktywne~
g0 tego enzymu znajdujg sie¢ odrebne miejsca dla oddzia-
tywania triazoli i dwuwartosciowych aniondéw. Stwierdzono,
e odlegiosé miedzy niml jest rzedu wielkosci czagsteczki
substratu.

Drugim punktem wyjscia w poszukiweniu mutsntéw drozdsy o
zmienionej regulacji bilosyntezy histydyny jest wraszli-
wosé drozdizy na D-histydyne. Wyizolowano mutanty oporne
na D-histydyne¢. Badenia ich wlasnosci wykazalo, Ze wigke
s8z06¢ -ich to mutanty oporne na wiekszobé Deaminokwesédw.
Oznaczanie aktywnosci permeaz pozwolilo na stwierdzenie,
Z2e¢ mutacje u mutantéw opornych na Deaminokwasy prowadzy
do braku aktywnosci tzw. ogdlnej permeazy aminokwasowe].
Na tej podstawie sklasyfikowano je jako mutanty gap /od
general amino acid permease/. W trakcie tych badan
okreslono szereg: perametrdéw kinetyczaych ogdlnej permeaszy
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aminokwasowej drozdzy oraz potwierdzono, Ze podlega ona
represji przez jony amonowe.

Wyniki powyisze umozliwily sformulowanie postulatu, iz
mubanty ¢ zmienlonym mechanifmie oddziaiywania na
D-histydyne powinny byé oporne na nig, lecz w dalszym
clggu wrazliwe na inne D—aminokwasy. Wprowadzono odpoe
wiednie zmieny do metodyki izolacji mutantéw. Uzyskano

w ten sposéb mubtanty oporne na D-histydyne, lecz wraili-
we na D-seryn¢ i D~tyrozyn¢. Przedmiotem badat w dalszym
etapie be¢dzie badanie mechanizmu opornosci orsz regulacji
biosyntezy histydyny u tych mutantéw,

W poprzednich badaniach stwierdzilismy, %e dehydrataza
IGP roslin wyszszych jest hamowana przez sminotriazol. In
vivo dzialanie Yo musi prowadzié do obnizenia stezenia
histydyny w komoérkach i derepresji biosyntezy histydyny,
jedli komérki roslinne 8§ do tego zdolnme, Oznaczenie
aktywnosci enzyméw biosyntezy histydyny w kielkach jecz=
mienia 1 owsa wyrosilych w obecno&ci aminotriazolu nie
wykazaly ich derepresji.

W dalszym ciggu tych badan zajeto si¢ pierwszym enzymem
szlaku biosyntezy histydyny, tj. syntetaza fosforybozylo-
ATP., U mikroorganizméw podlega on inhibicji wstecznej
/feedback inhibition/ przez histydyne. Stwierdzono, Ze
enzymn ten u roslin jest bardziej termowrazliwy niz u
bakterii. Wykazano, Ze jest hamowany przez L-histydyne.
Stopien wraszliwodcl syntetazy z roslin jest taki sam

Jek z Salmonella typhimurium.

Konkluzjgq tych badah jest stwierdzenie, e inhibicja
wateczna Jest giéwnym mechanizmem regulacji histydyny
takze u roslin wyssazych.

Publikacje nr: 870, 930, 931, 932.
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Temat: Nr 09.3.1.1.2.8. Kierownik: Prof.dr D. Shugar

Oddzislywanie migdzy egzogennymi kwasaml nukleinowymi
i_komérkami bakterii

Poszukiwanie uproszczonego ukladu do badah

Traktujac transformacje bskterii Jjako model do badania
oddzialywania ogzogennego DNA na komérki, poszukiwano
mozliwosci uproszczenia ukladu. W tym celu zastosowano
sztuczne dezoksypolinukleotydy zamiast naturalnego DNA.
Stwierdzono aktywne wigzanie radiosktywnych polimerédw
przez paciorkowce zdolne do transformacji oraz konkuren-
¢j¢ z naturalnym DNA o miejsca receptorowe komérek,.

W czasie gdy te badania byla ukoificzone i opisane ukazala
si¢ publikacja: Uptake of synthetic polynucleotides by
competent cells of Be.subtilis", O.Ciferri, S. Barlati,
J.lederberg, J. Bact. 104, 684, 1970, Wobec daleko idg~
cego podobiehstwa ogloszonych i naszych wynikéw pracy
zrezygnowallsmy, tymczasowo, z publikacji Wlasnej.
Dalszych badef ukladu zaniechano, poniewaz nie zaobserwo—
wane zadnego biologlcznego dzialtania szbucznych polimerdéw
na komérki.

Scharskteryzowanie skladnikédw kombébrkowych /poza DNA/

. Z kKté i 2gczy sie DNA wynikajgce do komébrek
Z_Ltorymi BOIOL

W wyniku préd z dwoma ukladami transformacji: Strepbo-
coccus Chellis oraz Bacillus subtilis wybrano ten drugi

z powodu wzglednej latwoéci znaikowania DNA 1 rozpuszczania
komérek. Zastosonano odréinienie DNA dawcy od DNA buorcy za
pomocy zngkowenia izotopemi radicaktywnymi i ciezkimi,
Lomérki pobierajgce DNA rozpuszczeno i anslizowano w gre-
diencie gestodel CsCl. Wstepne wyniki éwiedezy o tym, %e
heterclogiczny, nietransformujacy DRA z E., coli tworzy
trwaly kompleke ze skladnikami komérek biorcédw B.subtilis
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pPodobnie jak transformujacy, homologiczny DNA. Dalsze
badsnia loséw pobranego heterolog. Dna w komérkach

. Besubtilis sg w toku,

Réwnoczesnie z wyisej opisang pracg usiowano powtérzyé
wyniki kilku publikacji donoszacych o wykryciu tzw.
c¢zynnika kompetencii w ukladzie transformacji Bacillus
subtilis. Wynik byi negatywny, Prowadzenie osiggnieto

Po zastosowaniu ekstrakcji komérek traktowanych toluenem.,
W takich ekstraktach wykrywa si; aktywnosé blologiczng
mierzong jako zwigkszenie transformowslnodei populacji
Bo.subtilis. Dalsze badania 83 w toku,

Publikacja nr 50/71.

Zemat: Nr 09.341,1s1e3. Kierownik: Doc. ar I Zuk -
Struktura genéw i chroﬁosoméw
Badenia nsd mutagenezg i rekombinac;ja u grzybéw

W zskresie badah nad rekombinacja i mutageneza u grzybéw
wykonano nastgpujgce praces

W badeniach nad rekombinacjq u Ascobolus immersus uzyska-
Bo dalsze dowody, %e konwersja gendw, a byé moze i crossing
oVer, rozpoczyna sie niesymetrycznie w jednej z dwu koniu-
gujacych chromatyd, przy czym druga chromatyda zostaje
wlgczona w proces rekombinacji pbiniej. Wykazano réwniez
moZliwosé wystepowania wielokrotnych, oddzielnych ale Scié=~
le ze sobg skorelowanych konwersji w obr¢bie genu,

W badaniach nad indukowanien rekombinacji u drozdzy i Asper-

.8lllus stwierdzono, e hydroksylamins idukuje rekombinacj¢
zaréwno wewngtrzgenowg jek i migdzygenows,
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Stwierdzono, Ze hydroksylamina idukuje rewersje mutantéw
Amber u drozdzy. Analog hydroksylaminy, C=me tylohydroksy-
laming indukuje u dro#dsy zaréwno mutacje jak rekombina-
cj¢, Jakkolwiek oba efekty sg b. siabe, Stwierdzono, ze
oba zwigzki s silnymi inhibitorami katalazy 1 oddycha-
nis u drozdzy.

. Badania z zakresu cytogenetyki roslin wyzszych

Z zeakresu cytogenetyki roslin wysszych wykonano Pprace
dotyczges stosunkéw pokrewieldstw miedzy trzema gatunkami
Rumex: R.tuberosus, Reacetosa i Re.thyrsiflorus. Wykazano,
ze gatunki te mimo bliskiego pokrewiehstwa sg jus izolo-
wane barierami sezonowymi, ekologicznymi i sterylnosci
mieszaficéw. W pokoleniu F1 niektérych mieszanicédw stwier—
dzono masowe produkowanie niezredukowanych gamet, co pro-
wadziio do poliploidyzacji pokolenia Fa.

Kontynuowano badania nad determinacja plei w rodz. Rumexs
Potwierdzono metods autorediografii z zastosowaniem >g
urydyny, e heterochromatynowe chromosomy Y despirelizuja
sig w interfazie przedmejotycznej i aktywnie syntetyzuja
RNA, co swiadezy o ich aktywnosdci genstycznej w tyn stadium
ontogenezy.

Przeprowadzono obserwacje nad roslinami superzefiskimi,
supermgskimi i interseksualnymi u R.thyrsiflorus. Stwier—
dzono, %Ze kazde odchylenie od indeksu pici charakterystyczne-
g0 dla roslin zehskich lub mgskich powoduje znaczne obnize-
nie zywotnoéci i piodnosci. Wykazeno, ze indeks Pici u rob~
lin interseksualnych waha sie¢ w szerokich granicach, co
dodatkowo potwierdza, Ze u Rumex pteé jest determinowena
brzez zbalansowanie czynnikéw "zeAskosSeci™ w chromosomach

X 1 czynnikéw “"meskosci® w chromosomach Y.

W bedaniach nad rodzajem Campanula zakofczono anslize
krzysiéwek mi¢dzy europejskimi i smerykefiskimi taksonsmi
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C. rotundifolia. Mieszsfice otrzymano bez trudnosei i byty
one w peini Zywotne i piodne, co swiadezy o ich pocho-
dzeniu od wspdlnych przodkéw.

Zbadano replikacje chromosoméw Jeczmienia metodg auto-
radiografii, W dwéch Parach chromosoméw stwierdzono
pézng replikacje odeinkéw poiozonych po obu stronach
centromeréw, a w Jednej parze pding replikacje jednego
Pamienia, Przypuszeza si¢, Ze s3 to odecinki heterochro~
matynowe, w ktérych szczegdlnie ¢zgsto powstajg aberra-
cje pod wplywen nutagenéw chemicznych,

Prowadzono badania nad mechanizmem indukowania uszkodzen
chromosoméw przy pomocy mutagendéw chemicznych, Stwierw
dzono, ze 0,1% kofeina hamije w korzonkach bobiku synte~
z¢ bialek w okozo 60%, nle wplywa natomiast na tempo
syntezy DNA. Dodatkowo stwierdzono, Ze kofeina zastoso-
wana po zwiazku alkilujacym /DEB/ prawie Pieciokrotnie
zwigksza czestosé aberracji chroggsowych u bobiku,

Publikacje nr: 875, 883, 884, 947, 948, 949, 950, 951,
952, 953, 954, 955, 956, 957, 958,
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. . ' taki jest odporny na dzlalanie ureazy., W trakcie réinych
T t: Nr 09.3.1e +1010s Kierowniks Prof. dr K.,K1 kowsk:
= e R = i SOETONEs technik oczyszczenia badany produkt ulega rozpadowi i

uwalnia sig¢ mocznik, ktéry hydrolizuje ureaza, Wykazano,
%6 badany produkt jest bardzo nietrwaly w pH ponizej 7,0
i wzglednle txwaly w pH powyzej 7,0.

Mechanlzmy wykorzystania mocznika przez organizmy nie
zawierajgce ureaszy.

|

] "

w Opracowanie warunkéw stabilizac;ji nieznanego ureidopo-
|

i o] R +B N
zytywnego labilnego produktu prremisny mocznika. Préby ¥ koficu 1970 r Roon i Levenberg /J.Biol.Chen 245y 4593,

izolacii w/w produkbu. = | 1970/ opublikowali wyniki swigdczace o éwus?opniowej prze-
‘ mianie mocznika przez organizmy nie zawierajace ureazye.

W poczgtkowym okresie badah stwierdzono, e ureidopozy-
tywny produkt syntetyzowany w obecnoéci preparatu enzy-
f matycznego z Torulopsis utilis oraz mocznika, ATP+Mg,
w NaHCO; i KC1 jest odporny na dzialanie ureazy. Proby wy-
izolowania i oczyszczenia produktu reakcji nie dawaly
y zadawalajgeych wynikéw, poniewas w trakcie oczyszczania
‘ produkt ulegal degradacji. Frzeprowadzono nastepujace
B préby oczyszczania: chiromotografia kolumnows na wymie=
i niaczach enionowych i kationmowych, chromatografisa na
i ) kolumnach z Sephadex G-10 i G=25, chromatografia bibu-
? lowa i cienkowarstwowa w réznych ukladach rozpuszczal-
g nikéw, elektroforeza bibulowa wysokonapigciowa w rdz-
T@ nych buforach, ekstrakcja produktu réznymi rozpuszczale
§ nikemi organicznymi,.

Autorzy ¢i stwierdzajg, Ze obie w/w sktywnoécl zwigzane sg
| w jednej jednostce blalka enzymabtycznego 1 koficowym pro-

; dukten przemiany Jest CO2 i NH3. Powtérzylismy metody sto-
sowane przez w/w autoréw i stwierdzilismy uwalnianie 002

2z moczunika z réwnoczesng obecnoscig ureazoodpornego,
ureidopozytywnego produktu. Poniewas ten ostatni zwigzek
moze byé allofanianem przystapiono do chemicznej syntezy
tego zwigzku. Produkt syntetyczny byi oporny na ureaze

i po zskwaszeniu byl rozkladany przez ureaze /podobnie

Jak nasz produkt/ i chromatograficznie zachowywal sie
réwniez jak interesujgcy nes zwigzek.

Bilans przebiegu badanej przez nas przemiasny nie zgadza
sl¢ z bilansem podenym przez Roon i Levenberga, ktérzy
sugerujg kompletne przesuaigcie réwnowagi reskcji w kie-
runku 002 i NHz. W naszych badaniach znajdujemy 2/3

L P przereagowanego moczniks w 002 i 1/3 pozostaje )
W postack allofanianu, Staly poziom zawartodci sllofania—
nu ustala sig¢ po 20 minubach inkubacji i nie zmienia si¢
w czasie przeszio 1,5 godzinnej inkubacji.

DoSwiadezenia prowadzono zardéwno z zimnym jak réwniez
| 14C-mocznikiem Jeko substratem. We wszystkich becani-
| kach izolowania i oczyszczania produkbtu obserwowsno zna—
| czne straby, a pozostalosé dajaca pozytywny test na
| grupy ureidowe ulegala rozkladowl przez ureaze.

Radioautogramy z dwukierunkowych chromatograméw oczysz—
i czanego produktu jak réwnies barwny test odczynnikiem

Ehrlicha pozwolily na identyfikacje zwigzku na chroma= ‘
togramach Jjako moczniks, ‘

| Prawdopodobnie w ukladzie in vivo nie nastepuje negroma-
dzenie allofanianu i ulega on rozkladowi do CO2 i NHB'
Sytuacja ta wymaga Jjednak doswiadczalnego potwierdzenia
w naszych warunkach hodowli,

: Dane te wskazywaly na fakt wlgczenia mocznika do Pro=-
duktu jego przemiany w postaci nie zmienionej i zwiazek




!
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¥ nastepnym etapie /1972/ zamierzemy bliZej scharektew
ryzowaé w/w przemiang Jjak réwniez przeéledzié losy allo=-
fanianu w zywej komérces Podstawowym jednak problemem
bedzie znalezienie odpowiedzi na pytanie, ¢zy badeny
brzez nas enzym, wzgle¢dnie enzymy sg syntetyzowane de
nove w czasie hodowli dro%dizy na mocznikus,

Publikacje: ar 934’ 888, 899, 921, 922, 923’ 968.

Q
Iemat: Nr 09.3.1s1s1.2, Kierowniks Doc.dr M.Bagdasarin

Regulacja funkejl genéw
Indukeyine i represy.ine uktady enzymatyczne u Aspergillus

nidulansg

A. Re acja enzyméw zwigzanych z metabolizmem smino-

kwasow siarkowych,

W badaniach nad regulacja biosyntezy metioniny u A.
nidulans zajeto si¢ gléwnie enzymemi syntetyzujgcymi
homocysteing tje. beta-cystationazg i syntetazg homo~
cysteinowg. Stwierdzono, Ze oba enzymy wystepuja u ba=-
danego grzyba i oba ulegajg represji jesli grzybnie
hoduje sig w obecnosci metioniny, Obecnossd tych dwéch
enzyméw stwarze alternatywne drogi biosyntezy wetioniny
i tiumaczy trudnosci w otrzymaniu mutantéw auksotro=
ficanych pozbawionych aktywnosci ktéregos z tych enzyméw.
Zbadano szereg mutantéw wynagajgeych do wzrostu metioni-
ny lub homocysteiny. Wszystkie one mialy jednak normalny
poziom badanych enzyméw, Istnieje przypuszczenie, zZe mu-
tacje te nie dotyczg biosyntezy metioniny, lecz procesdw,
w ktérych metionina wystepuje jako substrat. Przystapio-
no do otrzymywania nowych mutentéw zaréwno cysteinowych
Jak i metioninowyeh biorac do mutagenezy szczep noszacy
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supresor znoszgcy efekt wigkszosci znanych Juz mutacji
metioninowych, aby zwigkszyé szanse otrzymania mubantow

" nowego typu. Otrzymano Juz szereg mutantow cysteinowych

i metioninowych. Wigkszosé mutantéw cysteinowych ma zdol~
nosé wzrostu na acetylobomoserynie - bezposrednim pre-
kursorze homo ysteiny, co swiadezy, ze u Aspergillus
siarks homocysteiny moze byé tatwo dostepna do syntezy
cysteiny. Jeden z otrzymanych mubantéw cysteinowych nie
roénie na acetylohomoserynis. U niege stwierdzono 75=80%
obnizenie aktywnoscli syntetazy homocysteinowej.

B, .Analiza mutantéw niezdolnych do wykorzystywania lakto-
" 2y Jjeko jedymego frddia wegla,

Przeprowadzono gemetyczng i enzymatyczng analize kilku-
nastu mutantéw laktozowych. A nidulans. Stwierdzono, ze u
mutantéw z trzech résnych loci niezdolno$é do wzrostu

na lektozie wigze si¢ z brakiem lub osiabieniem pobiera-

nia tego zwigzku. Mutacje w trzech innych genach dotyczg
Samego enzymu betagalektozydazy., U tych mutantéw pobieranie
laktozy jest normslne, W przeciwiefistwie do bakterii w sy-
stemie laktozowym u badanego grzybas nie stwierdzono dotad
powigzania pod wzgledem regulacji bermeazy laktozowej i beta-
~galaktozydazy,. '

Genetyczna i biochemiczna chargkterystyka cytoplazmatycz—~

nie dziedziczonych mutacji systemu mitochondrislnego u
grzybdw,

System oddechowy u Neurospora grasss.

A. Rola ubichinonu,

1+ Mitochondria cytoplazmatycznych mutantéw oddechowych
mi-1 i mi-4 zZawierajg okoio czterokrotnie wigcej
ubichinonu niz typ dziki Neurospora crassa.
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2. Procent redukcji ubichinonu przez substraty w warun-
kach aerobowych jest niski w mitochondriach dzikiego
typu /11-16%/ i wysokl /ca 40-60%/ w mitochondriach
obu mutantéw /rosngcych exponencjalnie/. W enaerobio-
zie stopied redukcji ubichinonu u trzech testowanych
szczepdw jest w przybliseniu taki sam i wynosi
60=70 procent calego ubichinoni wystepuaacego w mito-
chondriache.

3. Redukcji ubichinonu towarzyszy redukeja cytochromu c.
W warunkach serobowych cytochrom ¢ w mitochondriach
typu dzikiego jest clabo redukowany przez substraty
/15%/ s podczas gdy u obydwu mutantéw redukcja ta jest
wysoka i osiaga  50~60 procent. W warurkach anaerobo-
wych stopled redukcji cytochromu ¢ przesz substraty jest
w brzyblizeniu baki sam w wszystkich trzech szczepéw
i wynosi ponad 90 procent calego cytochromu ¢ wyst¢puja-
cego w mitochondriach,

4, Egzogenny cytochrom ¢ w obecnosci mitochondridw badanych
szczepdw jest redukowany zardwno przez bursztynian Jak
i NADH., Szybkoéé redukeji cytochromu ¢ przez bursztynian
Jest w przyblizeniu taka sema u wszystkich trzech szcze~
Pow i niezalezna od wieku hodowli. Szybkosé redukeji
cytochromu ¢ przez NADH jest dwukrotnie wyzsza w mito-
chondriach mutanta mi-4 niZ w mitochondriach pozosta=
tych szczepdwe

B, Wstepne badania wolnorosngeych mutantéw Neurospora

Cragsae

W drugim péiroczu 1971 roku rozpoczeto analize bioche-
miczng i genetyczng wolnorosngcych mubantéw Neurospora
crassa indukowanych przez ICR-170.

Wstepna analiza widm cytochroméw izolowanych mitochon=
driéw szefciu takich mutantéw wykazala, Ze pieé z nich

ma widma zblizone do typu dzikiego,u jednego zaobserwowano
brak wierzcholka odpowiadajacego oksydazie cytochromowej,
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Wykonano i czedciowo zanalizowano 12 krzyidéwek majacych
na celu sprawdzenie czy omawiane mutanty sg jadrowe czy
cytoplazmatyczne, Stwierdzono, %e dwa 2z omawianych mu-
tantéw sa mutantemi jgdrowymi. Ansliza pozostatych mutan-—
téw jest w toku.

Prace te sg wstepnyn etapem badah nad jadrowo cytoplazma-

tycznym wspdidziataniem w kontroli struktury i funkecji
nitochondridéw,

C. Cytoplazmatyczne mutanty drozdZy oporne na antybiotyki.

W okresie sprawozdawczym kontynuowano rozpoczete wezed~—

niej badania nad mitochondrialnym systemem biosyntezy biatek.
Obiektem pracy byly mutanty rho-~ pozbawione funkejonujg~
cego systemu mitochondrialnego. Wykazano u tych mutantow
znaczng opornosé cytoplazmabycznego systemu biosyntezy bia-
ek w stosunku do cykloheksimidu. Badsnia nad rozktadem
pi¢tna w komérce po inkorporacji 140—leucyny in vivo wykazaly
brak funkcjonslnege systemu biosyntezy biatek w mitochon-
drisch, co potwierdzito wyniki otrzymano in vitro.

Badanie zaburzel w podziale komérkowym bakterii.

Ten temat prowadzono przy wspbéludziale pracownikéw grupy

tematycznej Hr 09:3¢1eTe1e8¢ 1 gIupy Kr 09.5010101010

Praca dotyczys

1. matacji zwigzanej z zaburzeniami inicjacji syntezy DN4,

2, mutacji dotyczacej replikacji DHNA,

3. mutacji wpiywajgcych na tworzenie sept migdzykomérko~
wycho

Wyniki tych doswiedczett oplsane 83 w temacie NI 09e3e1eletels

Publikacje nr: 904, 912, 913.




Temat: Nr 09e3es1e1s1e9s Kierowniks: Doc., dr T, Chojnacki

Udzizz koenzyméw nukleozydo-b-— fosdoranowych w_procesagh
adaptacii

W ramach tego tematu przeprowadzono nastepujgce pracet

1. Badanie specyficznosci dwugliceryddéw w reakejach
glicerydotrensferazowych.

Wykazano, 1%z natezenie reakcjl glicerydotransferazo-
wych nie zalezy od skiadu acylowego dwuglicerydu w wy-
padku biosyntezy czterech fosfolipidéw w mikrosomach
watroby szczurae

Wykazano ponadto, iz u mubantéw cholinowych Neurospora
crassa, cholins i dwuetanoloamina sg induktorami
syntezy CDPcholiny.

2. Badanie wmechanlzmu buogyntezy lipidéw diolowych i karw
diolipiny.

Wykazano mozliwoéé biosyntezy fosfolipidéw diolowych
u S. Cerevisiae polegajqcej na acylacji diolofosfore—
noéwe. Natomiast nie udalo sie zaobserwowaéd biosyntezy
kadriolipiny stosujac znakowany glicerofosforsn i kil-
ks réinych preparatéw enzymatycznych.

%+ Izolowanie, charakterystyka i synteza chemiczna koen=—
2yméw_lipidowych.

Wykonano preparat fikeprenolofosforsau oraz dolicholo-
fosforanu orsz stwierdzono, iz sz one prekursorami
poliisoprenclofosfo~cukrowcéw w mdzgu i wgtrobie szczu=
ra u B, coll i Sh, flexmeri.

Ponadto we wspdipracy z Instybutem Matki i Dziecka

w Werszawle stwierdzono brak zmian specyficznoécig

urydylotrensferazy galaktozo-i-fosforanowej w stosun—

ku do substratu w kilku prazypadkach galaktozewii u

dzieci i dorosiych.

Publikacje nr: 874, 886, 897, 903, 926, 927, 938, 961,
T B7/713 48/7%.

MOILEKULARNE PODSTAWY GENETYKI




Zemats Nr 09,3.9.4.%.1, Kierownik: Prof, dr D. Shugar

Synteza polinukleotydéw — badanie ich wtaSciwosci fizyko-
chemicznych oraz podstawy mutagenezy

Cytozyna, apa_ogi cytydyny i kwas S-gltylocytydylowy

Praca zostata podjeta w celu badania wptywu podstawnika
S5-etylowego na strukbture kwaséw nukleinowych: Opisano
m.in. synbteze 1,S;NQ,Nq-tetraaminocytozyny, zwigzku, ktoéry
ze wzgledu na trudno$ci steryczne miedzy grupami
Na-dwumetylowg 1 5-metylows dotychczas nie byt otrzymany. ”
%mwmmnwmwﬁﬁmsmeSwWqumw.Hm- “
grupowanie Hilberta~Johnsona wykorzystano do gynteszy i
5_etylocytydyny, jej niektéryech Nq-alkilo pochodnych ;
| 1 S-etylourydyny. ' |

\ Usywajac fosforylazy polinukleotydowej i pirofosforanu
5=-etylocytydyny opracowane warunki syntezy kwasu S~etylocy-
| tydylowego, Otrzymano polimer o statej sedymentacji
| Spp = 246 /c.cz. okolo 45,000/, Strukturs drugorzedowa
otrzymanego poli 5-EtC, badana w warunkach obo jetnyeh i
kwadnych, jest znacznie siabsza nis struktura poli ¢,
Polimer +-EtC kompleksuje sle z poli I dajac komplekay
) Tm nieco wyzszym, nis odpowiednie kompleksy poli I + 1
poli C. Wyisza wartosé Tm poli I + poli 5-EtC gugeruje, ze i
kompleks ten bedzie lepsgzym induktorem interferonu, niz
poli I + poli C,

1
j ‘ | Chemiczns mutageneza ﬁ

| W pracy badano produkty reakcji powstajace w wyniku dzia- i
| tanla N-metylohydroksylaminy /NMeHA/ na pierécied cytozy-

ny. NMeHA, mimo podobierstwa chemicznego z hydroksylaming
, /BA/ wykazuje istotme réinice w reakeji z cytozyng, Naj- i
; watniejsze z nich to: |
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1. NMeHA z glikozydowymi pochodnymi cytozypy tworzy
jeden produkt reakeji odpowiednlisg pochodna KN metylo,
NAhydroksycytozyny.

2+ NMeHA nie wchodzi w reakcje¢ z S-podstaionymi pochodnymi
cytouyny 1 przez to nie powoduje mutacji u fagéw pa-
rzystych.
Chemiczne podstawy reakcji prowadzg do wniosku, zZe
mechanizm mutacjl zachodzgcych pod wpiywem dzistania
HA 1 NMeHA musi byé odmienny.

Produkty nspromienisnia” i naéwietlania UV urgeylu i po-
chodnych tyminy

Zestawiono dane chromatograficzne obejmujace 12 najezes-
ciej uzywanych solwentéw na 3 poditozach: bibule, cienkiej
warstwie celulozy 1 2Zelu krzemowego. Praca bardzo usytecz-
na dla prowadzgcych badania w zakresie okreslania rodzaju
oraz ldentyfikacji powstajacych produktéw napromieniania

i nasdwietlania UV kwaséw nukleinowych.

Produkty napromienienis tyminy w obecnofci etanolu

Tymins napromieniona promieniami gamma w obojetnym roz-
tworze wodnym etanolu tworzy produkty addycji z podstaw=
nikiem <hydroksyetylowym w pozycji 06’ Zwigzki te
stanowlg okolo 25% powstajacych radioproduktéw. Jeden z
wylzolowanych radioproduktéw, 6=/ -hydroksyetylo/-6hydro-
=5=hydroksytymina, poddany dziataniu promisniowania ultra-
fioletowego przy 254 nm, ulega fotochemicznej konwersji
do macierzystej byminy. Reskcji tej towarzyszy wydziele-
nie gldehydu octowego. Wyizolowano i oznaczono wtérny
produkt reakcji radiochemicznych, 6~etylotymine. Wias~
nosci powyiszych produktéw okresSlono na podstawie 7 metod
badawezych, przedstawiono réwniez préby okreslenia me-
chanizmu przebiegajgcych reakeji radiochemicznych.
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Fotochemiczne przemiany pochodnyeh uracylu i Jjego nukleo-'

zydéw

Praca dotyeczy przemian fotochemicznych Jjakim wlegajg
s-propylo; 1 S5-izopropylouracyl i jego nukleozydy pod
wpiywen promleniowania UV 254 nm, Stwierdzono, zZe w wy-
niku nadwietlinla neutralnych wodnych /1074 21073 M/
tych zwiazkéw naptepuje odszezepienie grupy alkilowe}j
1 w koficowym efekcie powstaje uracyl /nukleozyd/ i gaz
propylen. Proces ten przebiega via produkt poséredni
powstaly w wynlku wewngtrzczasteczkowej heterocyklicz-
nej fotoaddycji. Ten posredni foboprodukt prezentuje
nowg klas¢ dwuhydropirymidyn, a mianowicie 5,6-dwubydro-
-5,6-cyklobutanylouracyle /i ich nukleozydy/, posiadajace
wiadciwosel z Jednej strony dwubydropirymidyn, a z dru-
glej zaé dimeréw pirymidynowych,

Zaleznos¢ miedzy strukturg drugorzedows kwasu poliryboade~
nilowego 1 jego wrazliwoscia na promieniowanie Jonizugjace

Oznaczono radlochemiczne wydajno$ei zniszczenia adeniny
/Ga/ i rybozy /Gr/ w wolnej adeninie i rybozie, adenozy-
nie, kwasach adenilowych oraz w dwéch formach strukbturale
nych kwasu poliryboadenilowego /poly-A/ sy tJe w formie
obojetnej, jedno=laticuchowej i kwasnej, dwu-taficuchowej,.
Zbadano takze wplyw niskich dawek promieniowania gamma

na strukture wiasng poli-A., Otrzymane wyniki posiuzyty

do okreslenia zaleznosci miedzy wrazliwoécigq na promienioc-
wanle Jonizujgce skladnikéw polid, a jego strukturs’
drugorzedows., i

Stwierdzono, %e wydajnosei Ga 8g bliskie sobie we wszyst-
kich badanych zwigzkach, natomiast wydajnoéé Gr obnizg
gi¢ ju?z w nukleozydzie, & spada o ponad rzad wielkoseci
w kwaénej, dwulahcuchowej formie poli-A, Jednak w kwasnej
formie poli-A, Jednak w kwadnej formie poli-4 wydajnosé

I




Gr wzrasta z dawkg promieniowania wskazujgc na istotny
wptyw struktury drugorzgdowej na przebvisg radiolizy
polinukleotydu., Okreslenie wydajnodci G pozwolilo powige
za¢ zmiany w strukturze poli-4 po dawkach siegajacych

10 kR, gibéwnie z rediolizg adeniny; radioliza rybozy od-
grywa istotng role po wyzszych dawkach promieniowania,

Badapiz strukturalne podstawionych nukleozyddw na poziomie
monomerdw, dimerdéw i polimerdw
]

Giéwnym punktem bylo okreslenis wplywu podstawnika

w pozycii 2w pentozie. Z dotychezasowyeh prac wynikata
waznosé podjetego problemu - zmiana podstawnika z wodoru

na hydroksyl powodowala giebokie zmiany strukturalne oraz
inng biologiczng aktywnosé badanych zwiazkéw. Zmiana podsta-
wniks na 2°-O-metylo powodowala dodabkowe zmiany, ale

swoim zachowaniem badane zwigzki zblizaly sie do rybo
pochodnych a nie do dezoksy. W wyniku badania efektu

Cottona dla opisywanej wyzej serii pochodnyech w wodnym
roztworze przy zmiennej temperaturze stwierdzono, e grupa
2°~0-netylowa zwigksza stabilnosé dwunukleozydo-monofosforandw
orgz polimeréw w pordwnaniu do rybo pochodnyeh i dezoksyrybo.
W dyskusji przedstawiono model wyjasniajacy takie zachowa-
nle si¢ w seriis Grups hydroksylowa w pozyeji 2 zwieksza
oddziatywanle miedzy zasadami w wyniku ich zblizenia

wskutek wytworzenla wigzania wodcrowego taczgcego 2°CH

z tlenem furanozowym oq'; Przy zastgpieniu hydroksylu grupg
metoksylows zwigcksza sie réwnies oddziatywanie miedzy za-
sademi réwnie w wyniku ich zbliZenia ale wskutek oddziaty~
wan hydrofobowych - grupa metylowa ustawiona w pozyeji cis
do 2 wodoru plasuje si¢ miedzy zasadami, co powoduje zwieke
s3enie oddzialywan.

W pracy wysunieto szereg wniogkédw dotyczgeyeh struktury
uporzgdkowanych konformac ji homopolimeréw, zaleznosdci
widma kolowego dichroizmu od otoczenia zgsady azotowej itp.
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Optyczne wlasno$cl zasad pirymidynowych w ciele statym 1
Skrukbtura kwasédw nukleinowych,

Przewidywanie na drodze teoretycznej widm kwaséw nukleino—
wych w ich uporzgdkowanych formach opieralo sie¢ o wiasnosw
¢l oplyczne r ztwordw, natomiast teoria opierala sig¢ o
wyniki dla ciasla statego. Wydawato sle, Ze bytoby ciekawe
poréwnanie wkasnoéci,optycznych pochodnych kwaséw nukleinow
wych w clele statym z widmami roztworéw kwaséw nukelino-
wych. Dogodng metods do obserwacji widm ebsorpeyjnych

i kotowego dichroizmu w nadfiolecie okazata sie metoda
stosowana w podezerwieni, a mianowicie badanych kryszta-
téw w matryey KBr,

W wyniku przeprowadzonych badan nad tymidyng, cytydyna
oraz tyming, 1-metylouracylem, 1-metylocytydyng 1 jeszcze
kilkoma pochodnymi, kbérych strukbura krystalograficzna
byta dokladnie poznana, stwierdzono ze zwigzki te w ciele
sbtatym majs wtasnodel optyezne drastycznle rézne od tych
w roztworze, poza tym réinis sie one zasadniczo od widm
dla odpowiednich polinukleotydséw.

Wyniki te, ze wzgledu na éciste ustawienie wzgledem giebie
zagsad azotowych w ciele statym, moga byé podstaws do re-
wizji dobtychezasowyech pogladéw na widmo kozowego dichroiz-
mu i absorpcjli elektronowej kwaséw nukleinowych w roztwo-
128,

Publikacje nr : 881, 891, 894, 898, 900, 907 ,
907, 940, 941, 942, 943, ou4,
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Iemats Nr 09,3,1.,4.3.2. Kierownik: Prof. dr K.L. Wierzchowski
Podstawy regulacji funkeji kwaséw pukleinowych

Prace prowadzone w okresie sprawozdawczym stanowilty w dugej
mierze kontynuacje badan rozpoczetach w ublegrych latach.
Grupowaly si¢ one w zasadzie wokél dwdch zwigzanych ze goba
zagadnied, ktérym podporzadkowans byly wszystkie zsdanig
badawcze: ‘

Opracowano teorstycznie i opublikowano wyniki badat wpiywu
warstwowych asocjacji 1y3=dwume tylotyminy w roztworze
wodnym na efektywnosé i mechanizm reake ji fotodimeryzacji.
Badanla te wykazaly, %e w warstwowych kompleksach dwuketo-
pirymidyn fotochemiczna reakeja dimeryzacji cechuje sie
wysoks wydajnofcia kwantows poréwnywalng z wydajnoscig
kwantowg tej reakeji w warstwowo upakowanych kryszatatach
dwuke topirymidyn, oraz e w obu Gych ukiadach reskeja
zachodzl przede wszystkim we wzbudzonym stanie singletowyn
czgsteczek, Prace w tym zakresie beds nadal kontynuowans
koncentrujge si¢ na wpiywie agocjacji warstwowych na prze-
bieg reakcji dimeryzacji 1 fotohydratacji pochodnych ura-
cylu. W okresie sprawozdaweczym opracowano tebbnike i meto-
dyke badawczg oparts na wykorzystaniu 140 znaczonych po-~
chodnych.

Zakoficzono opracowywanie wynikéw badan metodaml spektrosko-
plii absorpeyjnej 1 emlsyjnej charakteru najnizszych stanéw
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wzbudzonych aminopirymidyn. Wykazaty one, ze najnizszy
wzbudzony stan singletowy tej grupy pochodaych pirymidyno-
wyoh Jest stanem 1,a a = powstajaeyn w wyniku wewngtrz-
czgsteczkowego przeniesienia elektronu 1-pary atomu azotu
grupy aminowej na antywigZgey orbital nx-elemtronowy pier-
$cienia pirym’ iynowego. Podobmy charakbter ma prawdopodob-
nie majnizszy stan tripletowy. Istotnq role w mechanizmie
fosforesecenc ji odgrywajg lezace nieco wyzej stany n, x
zwigzane z obecnodcisg n;par elektronowych na atomach azo-
tu pierécienia. Sprzesenie spinowoorbitalne singletu n,

z najnizszym tripletem oraz wzgledne poloszenie tripletu
n, * w stosunku do singletu 1,a x? zalezpe od miejsca
podstawienia grupy sminowej na pierScieniu plrymidynowym
oraz od tego czy n=-para elektronowa zwiazana jest wodorowo

z grupg OH rozpuszczaloika, decyduja o populacji stanu

triplebowsgo 1,a a 1 wydajnoéei kwantowej fosforescencji.
Opracowasno réwniez wyniki analogicznych badah standw

wzbudzonyeh 2-aminopuryny, dochodzge do wniosku, Ze poza

réZnym wzglednym potosenienm stanéw n, Xy 1,8 x; decydu~

Jacyn o wiasciwoéclach luminescenc ji zwigzku, charaskter naj-
nizszych stanéw wzbudzonyech 2-gminopuryny jest w zasadzie

taki sam Jjak w przypadku 2-aminopirymidyny.

X

Ze wzgledu na 1,s x charakter najoiZszego wzbudzonego .

stanu singletowego pochodnych aminowych pirymidyny i puryny

istotne znaczenie dla jego wlasciwosei powinien mieé kgt ‘
skrgcenia plaszezyzoy 1-pary elektronowej grupy aminowej ]
w stosunku do plaszezyzny plerscienia heteroaromatycznego. [
Podjeto prace majgce na celu blizsze zbadanie efsektu:

orientacji przestrzennej grupy aminowej na wtaSciwosci

spektrogkopowe zwigzku w szeregu N,N-dwualkiloaminowych

pochodnych 2-aminopirymidyny oraz 4eanino~5.me tylopirymi-

dyoy. Wstepne wyniki dla szeregu pochodayech 2N, Nedwuale
kiloaminopirymidyny potwierdzaja przewidywania.




s
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.Stwierdzono tez, Ze w obu grupach aminowych pochodnych

agregacja czasteczek, podobnie jak ich wbudowanie do
taficuchéw polinukleotydowych, powoduje silne gaszenie
fluorescenc ji nmonomeru i pojawienie sle emisji ekscimew
rowej w niskiej temperaturze.

W zwigzku z tym podjeto systematyczne badania steZeniowe-
80 gaszenis fluorescencji oraz wtadciwodci emisyjnych
9,9<propylenobis-2-aminopuryny i Jed N,B~dwumetylosmino-
wej pochodnej, zdolmych do przyjmowanis w roztworach
wodnych warstwowych konformacji.

Stosujge metody réwnowagowego ultrawirowania oraz osSmo-
metrii termoelektrycznej prowadzono badania wielostopnio-
wych réwnowag asocjacyjnych zwigzanych z tworzeniem sle

w roztworach wodnych pochodnych pirymidynowych i purynowych
warstwowych, n-skiadnikowych komplekséw, Celem badah Jest
poznanie wplywu podgtawnikéw na wielkossd oddziatywas dys—
persyjaych pomigdzy pochodnymi pirymidynowymi oraz okref-
lenie stalych réwnowagi w ukiadach, w ktérych badany jeat
Wplyw asocjacji warstwowych na procesy degi'adacji energii
wzbudzenia elektronowego. W okresie sprawozdawczym Opano-
wano metode termoelektrycaznej osmometrii, okreflono state
réwnowagl asocjacyjnej dla szeregu pochodnych dwuetopirymi-
dynowych orsz dls 2-gminopuryny, oceniono tez praktycznie
stosowalnosé obu metod w zaleznosci od rozpuszczalnodcl ba-
danego zwigzzku i rzedu wielkosei stalej réwnowagl gsocjacyj-
nej.

W celu uzyskenia przestanek dotyczacyeh rozkigdu geatofel
elektronowej w pierscieniach dwuketopirymidynu oraz wiele
kosci elektrostatyczaych oddziatywat miedzyozgsteszkowyeh
w ich roztworash kontynuowsno pomiary momentéw dipolowych
alkilo- i chlorowco-pochodnych dwuketopirymidyn uzyskujge
azereg dalszych danych 1 useiblajac otrzymane poprzednio

z doktadnoscig + 0,01 - 0.02 jedn, Debey’a.

Publikacje nr: 836, 908, 969, 970.
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Temats Nr 09.3,1.4.2.2. Kierowniks Do¢c, dr Z. lassota
Rwasy nukleinowe w mechanismie réinicowania gie komérek
Zoisny profiléw \elektroforei_:zcénxch BNA w_embriogensezie

edwabnika

Bgdano RNA jaj Bombyx mori w dlapauzie i na 1 dzieh przed
wyleglem. BNA wyodrebniano met, Hastings i Kirby, frgkeje
mikrogsomowsg met, Kedes i Stavy, a elektroforeze przeprowa-
dzono wg Bishops i wsp. 2 1 g Jaj w diapauzie uzyskiwano
0,5 mg ENA catk., 100 = 200 ug rybosoméw 1 15 = 50 ug r
RNA a z 1 g jaj pod koniec rozwoju = 1,0 mg RNA catk,,
500 ~ 600 ug ry.ssoméw i 50 -~ 70 ug r RNA, W catk. RNA

W glebokiej fiapauzie wyrézniono 8 frakeji giéwnych /1 =
298", 2 - "275", 3 - ™M98", 4 - bliska 3,5,6 1 7 odp.
ruchliwsze oraz 8 w obszarze "4-58/ oraz dwie stabe
frakcje mniej ruchliwe niz "29s*,

Stosunek frakeji "298"/"9sS" w RNA catk, w giebokiej dia-
pauzle wynosi 1, pod koniec rozwoju zas zbliza gle do 2 a
na jruchliwsza frakcja /8/ dzield slew éwezas na dwie., W r
RNA wystepuja frake je 1,2,344,5 oraz jedna w obszarze
"4/58" /frakeje 2 1 4 sg tu znacznie obfitsze ni% w EBNA
catk./, Z danych wynika, ze zmiany w obrazie RN4 zaczyna-
Ja sle jeszcze podezas przebywania jaj w niskiej tempera-
turze, a wigeec wezeéniej niz dotad uwazano. MoZna PrZYPUSZ=
czaé, %e dziala rybonukleaza Zwigzana z rybosomami a szcze-
gélnie aktywns w diapauzie,

-

Wyjaénienie mechanizmu aktywacii en mu /AChE/ w metamor-

fozie Celerio euphorbiae.

Poprzednio wykazallémy, %e u diapauzujacych poczwarek
Celerio jeszoze w czasie przebywania w temp, 4° nastepuje
gwaltowny wzrost aktywnodei esterazy acetylocholinowej
/AChE/ 1 %e zmiany te zalezs od plel a nastepnie, Ze AChE
uczastniczy w przemianach poza ukladem nerowym, zapewne w
przemisnie lipidowej,
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Stosujge 1n vivo puromycyne 1 akiynomycyne wykazano, Ze
hamije one narastanie aktywnosci AChE w omawianym okresie.
W fizjologicznym szczycie aktywnoSci AChE giegajacym 12-13
M AChBr/godz/osobnika, po uprzednim podaniu aktynomycyny
w dawce 2 g/osobniks sktywnosé wynosi zaledwie 1 N
AChBr/godz/osobnika, a przy dawce dwukrobtnie wysisze] =
aktywnosé w ogdle sie¢ nle pojawia., Wskazuje to, %e haras-
tanie aktywnosci AChE Jest wynikiem syntezy enzymu de novo,
e zatem, %e wbrew dotychczasowym poglgdom w takich warun-
kach przebiega u poczwarek zardwno btranskrypeja jak 1
translacja.

Publikacje Nr : 906, 928, 945, 946,

Temat: Nr 039,3,1.4.1.1, Kierownik: Prof. dr P.Szafrariski

Eontrolowans biogynteza blalks w ukYadach bezkombrkowych

Reakeda rybosoméw Rscherichis coli z matrycami

¥ pracy tej badano mecharizm przytaczania mRNA E.coli,
RNA faga £2 oraz poli U do rybosoméw z E.coli. Dwa aspek-
ty tego problemu byly przedmiotem doswiadczen:

1/ rola kationéw w stabilnobci kompleksu mRN4 - rybosomy
2/ rola struktury rybosomu w przylgczaniu mRNA,

Wyniki wakazuja, Ze zardéwno poli U jak i naturalne matry=
ce przytaczajy sie do tych samych miejse na rybosomie,
Jednakie mechanizm wigzania rybosoméw z obu typami matrye
okazal sie inny. Przyigczanie poll U do rybosoméw wymaga
udziatu jonéw dwuwartosciowych, natomisst w reakeji natue
ralnych matrye moga byé one zastapione w znacznym stopniu
przez jony Jednowartogciowe. Usunigcie czgsci bialtek rybo-
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somowych za pomocg 1 M NH401 uniemozliwla przytaczenie
naturalnyeh matrye do rybosoméw nie wpiywajac w istotny
_sposbéb na wigzane poli U,

Grupy aminowe blalek rybosomowych sg niezbedne w reakeji
z naturslnymi matrycami, natomiast w wigzaniu poli U
z rybosomami istotny jest udzial reszt aminowyeh rRNA,

Badania nad dwuznacznym odczytywaniem poli T

Praca jest kontynuacjg poprzednich badaf, w ktérych wyka~
zano, te odpowlednio przygotowane rybosomy Bacillus
stearothermophilus prowadza w obscnos$ci poli U, obok
gsyntezy poll fe: vloalaniny ~ synteze polileucyny.
Przedstawiane obecnie wyniki wskazuja, ze réwnies rybo-
somy Escherichis coli.mogg wykazywaé istotng dwuznacznosé
w odezytywaniu poli U, Zjawisko zwiekszonego wigczania

C-leucyny w stosunkn do 3H’-fenyloalaniny w obecnosci
odpowiednio przygotowanych rybosoméw zostato potwilerdzo-
ne za pomocg akeji 14C-leucylo—tRNA i qc-fenyloalanylo-
~tEN4 z rybosomani.

Wyniki sugerujs,. Ze prawidtowe odezytywanie kodu genetycz~
nego jest zwigzane ze strukturg rybosoméw,

W okresie sprawozdawezym rozpoczeto prace nad mechanizmenm

translacji RNA faga £2 w ukladach bezkomérkowych z Escheri-
chia coli,

Iranslacja BNA faga £2 in vitro

W ostatnim czasie nagromzdzito sie wiele hipotez dotyczg~
cych mechanizméw uruchamiania aktywno$ei odpowiednich cise
tronéw na matrycy. W omawianej pracy wykazano, %e niewiel~
kie réznlce stezefd magnezu w Srodowisku mogg powodowaé
znaczne réinice w szybkoscl tiomsczenia odeinkéw RNA faga
£2 odpowledzlalnych za synteze polimerazy RNA i bialks
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ptaszcza fagowego. Zbadano produkty trenslacji RNA fagowego
w zakresie stezed Mg2+ od 10,6 do 18,6 mM. Syntetyzowane pod
wpiywen RNA £2 znakowane 14C—alanine, i 3H~hystydyna produk-
ty, rozdzielano za pomoca elektroforezy na poliakrylami.
dzie, Produkty utworzone w ukladzie zawierajacym od 12,6

do 18,6 mM Mg2+ odpowiadaly specyficznym biatkoms
polimerazie RNA 1 bialku praszcza fagowego. Optymalne
waruekl trenslacji znaleziono w 12,6 mM Mg2+. Obnizenie
stezenia Mg2+. Obnizenie stezenie Mg2+ ponizej optymalnej
wartosci do 10,6 mM prowadzilc do braku syantezy polimerazy
RNA. Rezultat ten byl wynikiem obnizenia szybkodci elon-
gacjl co powodowalo niekompletne tlomaczenie wieckszego

genu polimerazy RNA podezas gdy 4~krotnie mniejszy gen
biatka plteszcza byl w btych warunkach tiomaczony.

Dekodowanie formxlometiqnylo-tRNA

W okresie sprawozdawezym rozpoczeto prace celem ktdrej
Jest ustalenie oczy F-met-tRN4 jest w obecnodei RIA faga £2
przylaczany na rybosomie 4o miejsca d-gkceptorowego,
P-peptydylowego, czy btes do jeszceze ipnego trzeciego

mie jsca., Doswiadezenia z blokowaniem przylaczania
P-met-tRNA w obecnodei puromycyny i tetracykliny wskazujs,
te 1lnicjujgcy tBNA moze przylsgczaéd sie do innego niz

P-nie jsce na rybosomie, a nastepnie jest przenoszony do
niejsca peptydylowego.

Publikacje nr: 866, 879, 885, 901, 935, 939, 959,
965, 49/71, 51/71, 52/71.
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Temat: Nr 09,3.1.4,2.3, Kierownik: Doc., dr M.Jesewska

Metabolizm prekursordéw i produktéw rozpadu kwaséw
nukleinowych

Przemiang kwasu inozynowego do kwasu moczowego

Badania wykomnsno na homogenatach, supernatarcie homogenatu
1 frakejach bialkowych otrzynanych z watrobotrzustki
$limaka ladowego Helix pomatia,

1. Odszczepienie fosforanu 1 rybozy
a. enzymy rc¢_%tadajgce mononukleotydy purynowe -~ nie
stwierdzono akijwnoSci nukleozydazy mononukleotydéw
i fosforybozylo-transferazy. Wykazano aktywnosé fos-
fafatazy odszczepiajgcej fosforan nieograniczny
z utworzeniem nukleozydu. Rozszczeplene sg IMP i GMP,
stabiej AMP, XMP i UMP. Pirofosforan hamuje reakeje,

b. enzymy dzislajace na nukleozydy - nie stwierdzono
aktywnosei nukleozydazy, wykryto silna akbtywmosé
fosforylazy nukleozydowej. Enzym oczyszczono okoto 50
rgzy. Oznaczono wplyw stezenia substratu /inozyny/,
czasu reakeji, temperatury i stezenia jondéw wodorowych
oraz wpiyw jondéw magnezu i wapnia, NaZSO4 1 ADP na
przebleg reakeji katalizowanej przez ten enzym,
Oczyszczony enzym rozkiada inozyne, guanozyne, adenoc-
zyn¢, nie rozkiada ksantozyny i urydyny.

2. Dehydrogenaza ksantynowa

- zastosowano do badaf metode spektrofotometryczng
zamlast poprzednio stosowanej chromatograficznej, co
umozliwilo jednoczesne Sledzenie obu etapdw reakeji
utleniasnia hipoksantyny do kwasu moczowego, a takie
na uzycie NAD jako akceptora elektronéw. Prébowano
zmieniajge waruoki reakeji, wzglednie zmieniajge pre-
paratyke enzymu, uzyskaé bads zwigkszenie wydajnofei.



utlenianis ksantyny do kwasu moczowego, bads catkowity
zanik 2 etapu utleniania. Badano i pordwnywano aktyw-
nosé enzymu wobec hipoksantyny i ksantyny jako substra-
téw 1 blekltu metylenowego 1 NAD jako akceptorédw ele-
ktronbéw., Wydaje sig, 2e stosunek ksantyny do kwasu
moczowego przy utlenisniu hipoksantyny nie zalezy od
rodzaju buforu, pH érodowiska, stezenia akceptora
elektrfnéw i temperatury, natomiast zalezy od sto-
sunku enzymu do substratu 1 od rodzaju akceptora
elektronéw 1 w pewnym stopniu od eczasu reake ji.

3+ Dezaminazy
- wykryto sitabg sktywnosé dezaminazy adeniny. Préba
eminowania ksantozyny i ksantyny nie dala pozytyw-
nych wynikédw.

Publikac je nr: 924, 925.

Temat: Nr 09,3.1.4.2.10. Kierownik: Doc. dr J. Buchowicz

Metabolizm prelursoréw kwaséw nukleinowych u roslin

Ustslenie kolejnoSci wznawianis syntezy DNA, BNA 1 bialka
w_zisrnie pszenicy poddanym kietkowanin

Celem podjetych badah jJest ustalenie kilerunku i kole jnosci
przekazywania informacji genetyeznej miedzy DNA, BNA i
biatkiem w warunkach naturalnej synchronizacji procesdw
rozwo jowych., Jako obiekt badat wybrano ziarno pszenicy,

a jako pierwszy etap badahd zaplanowano ustalenie kolejnod=
¢l wznawiania syntezy DN4, BNA i biaitka w czasie induke ji
procesu kietkowania. Wykazano, Ze ziarno pszenicy pozosta-—
Jace w stanie spoczynku wyposazone Jjest w komplet enzyméw
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niezbednych do syntezy RN4 z prostych prekursoréw.
Po mieszczeniu ziarna w warunkach 8przyjajacych kielko

" waniu synteza RNA zostaje wznawisna niemal natychmiast,

W trzy 1 cztery godziny pézniej uruchamiane zostajg ko=~
leJno synteza bilatka i DNA. Wraz z rozpoczeciem syntezy
blatka obserwuje sie takze prawdopodobng degradacje¢ nowo-
powstatego RNA,

¥a m rginesie przeprowadzonych badaf, w trakcie opraco-
wywania metod analitycznych, zaobserwowano alkoholitycz-
ng degradacje nukleotydéw, katalizowang przez fosfatazy
roslinne w stezonych roztworach alkoholowych,

Publikacje nr: €7, 889, 902, 909, 910, 911, 917,
962, 9€s.

Temat: Fr 09.3.1.4,2.4. Kierowniks Doc, dr M.,Piechowska

Rwasy nukleinowse i biaika w mechanismie regulacji hormo-
Ralnej u owadéw -

Biatks hemolimfy

Blalka 1/ z hemolimfy ggsienic ostatniego stadium larwal-
nego, przedpoczwarek, poczwarek i motyli obu
pici oraz

2/ z homogenatéw jaj w czasie ich cyklu rozwojo-
wego rozdzielono za pomocsg elektroforezy na
%elu poliskrylamidowym. Wyodrebniono okolo 20 frakeji
w hemolimfie i okoto 15 w homogenatach, charakterystycz-
nych dla okreslonego stanu.fizjologicznego owada i sta-
dium rozwoju embrionalnego.




A, CzESD ocdrma

Giéwng sledziba Instytutu Jest gmach przy ul, Rakowieckiej
36, w ktérym zajmujemy 2.400 m » W tym pomieszczen labora-
toryjnych okolo 1,600 m?.

W roku sprawo.dawczym przekazalismy Instytutowi Biologii
Doéwiadczalnej im. Nenckiego pracownie Immunochemii i
Immunologii wrez z personelem i aparaturay.

W zwiagku 2z brakiem dostatecznej powierzchni dla warszta-
téw 1 aparatury naukowo-bedawczej, przekazalidmy réwnies

do Instytutu Biologii Doswiadczalne] stolarza wraz z etatem
i obecnie korzystamy z uslug stolarskich odplatnie.

Pracownia kserograficzna zostata zlikwidowana do czasu
uzyskania odpowiednich pomies cz eti,

Prace kserograficzne wykonuje nam odplatnie Instytut
Przemysiu Fermentacyjnego.

Trudne i niezgodne z przepisemi warunki w magazynach
ulegiy czgéciowo poprawie dzieki nabytym 4 gesraiom meta-
lowyn usytuowanym na terenie Instytutu Przemysiu Fermen—
tacyjnego. : '

W dalszyn ciggu prowadzone byly roboty remontowe insta-
lacji elektrycznej. Wykonano peing dokumentacje obcige
%Zek poszczegbélunych obwoddw.

Rozpoczelismy réwnies prace remontowe dla uruchomienia
nieczynnej instalscji wentylacyjnej - wyciggowo~-nawiew-
neje

; Bunkier ma 4r6dio kobaltowe nie zostal oddany do uzytku
i Ze wzglegdu nae wadliwie wykonany system odwadniajacy.

Przewiduje sie przekazanie go w I kwartals 1972 r.

"Orbis" zam,163/72 nakl. 50 egz. A5




Projekt budowy nowego gmachu Instytutu jest jus powaznie
Zaawansowany .

Uzgodniono 1 przeanaliszowano z projektantem nasze po-

trzeby.
Instytut na dziefi 31+12.71 r. zatrudnigds. ... e
Pracownicy nauki : M?Sygg?b ? Z -
" naukowo~techniczni 56 w7 :
" fiz.dﬁ.podst. 17 "
" siuzba bibl. 4 "
Administracja 6 "
Obstuga 5 =
Razen 170 0sédb
Pracownicy godz.piatni 28 "
Ogdten 198 os6b
W roku 1971 przyjeto 39 osbb
Zwolniono 26 "

W 1971 roku zmart prof, dr L. Reifer

Na emeryture odeszli = prof. Je. Diutyheka
= prof. A. Makarewicsz

Hajatek Inst;ytntu‘na-koniec 1971 roku wynosi:

Pomieszczenie na 41r6dio kobaltowe 2¢315,~
Brodki trwate 2%4,500,-
Przedmioty nietrwale 64520y~
Magazyny . 14550,
Ksig¢gozbiory 1410y~
Lacznie ' 364295 4=

2 dniem 1.I.1971 r. Instytut nasz przeszed: z Jednostki
budzetowej na nowa forme rozliczeniowg zakiadu budzeto=-
wego.

Instytut jest giéwnym koordynatorem w skali krajowe j

W zakresie wgzlowego problemu 09.3.1. = "Badania nad
informacja genetyczng u drobnoustro jow rodlin i zwierzat
celem doskonalenia ich cech uzytkowych®,

Koordynatorami II stopnia 843 Zaklad Genetyki Roslin PAN
w Pozneniu i .nstytut Hodowli Zwierzat PAN w Jastrzebcu,

W ramach wspomnianego problemu Instytut wspbipracuje z
39 Jjednostkami z réinych resortéw: Ministerstwa Oswiaty i
Szkolnictwa Wyzszego, Ministerstwa Zdrowia i Opieki Spo=-
lecznej, Ministerstwa Przemystu Chemicznego oraz z Mini-
sterstwem Rolnictwa.

Plan finesnsowy za rok 1971 problemu weziowego 09,3.1, wy-
nosit 76,173 mln, z tego planowano na zakoficzenie pierwsze-
g0 etapu prac badawczych sumeg 48,650 tys.zt a wykonano

590486 tys.
w tym: IEB PAN 19.029 tys.,
Zaklad Gen. Ro$lin Poznan 16,305 ™
Inst.Hod.Zwierzqt, Jastrzebiec 12,406 *
Jednostki wspéipracujace 11.746 "

Niezaleznie od powyzszego Instytut nasz pozaplanowo WY
konal prace konstrukcyjne, ktére na dzied 306XI41971 2»
zamknety sie kwotg 126,230,52 orqz inne prace zlecone
DPrzez jednostki uspolecznione na kwote 50.442,=
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Dane dotyczgce bibliotelki Instytutu Biochemii i Biofizyki
: PAN za rok 1971
Realizacje¢ planu finansowego Instytutu Biochemii i Bio-
fizyki PAN ma rok 1971 przewlduje sie nastepujace: I. Pane statystyoczne
Lp. Tresé Plan Wykonanie
Esiegozbiér - stan ksiegozbioru biblioteki na koniec
1 | Osobowy fundusz piac 7.079 6.626 roku 1971 wynusis
2 | Bezosobowy fundusz piac 600 571 - druki zwarte - 5915 vol.
3 } Nagrody 1 inne wynagro- ~ czasopisma - 4476 vol.
dzenia 185 185 P 4
4 | Materialy i przedmioty ' w clggu roku przybylo:
nietrwale 8.295 - 8,040 o
5 1 Delegacje 66 60 - drukéw zwartych - 246 vol.
. w tym: zaku ~ 231 vol.
6 | Ustugi materialne 200 736 ym wymizna _ ?5 ity
7 1 Uszugi niematerialne 500 450 ' ¢
8 ! Amortyzacja 34200 36150 Szasopigm - 351 vol.
9 | Skiadki na 2US 14097 1.027 w tym: prenumerata - 195 vol.
10 | Nerzut na kapitalne wymiana - 156 vol.
remonty 200 300 yui
11 | Dodatki do plac 25 25 Ogdlem otrzymywalismy na biezgco 203 tytuty czasopism,
o1
Razen 22,047 21,170 66 Esiezozb .
Inwestycje 44903 2.870 Hazvosc kelegozbioru:
Ogéten 264950 24,040 na koniec roku 1970 = druki zwarte = 1,128,461,
=~ czasopisma =~ _2,000,085,~
‘ Razen 34128.546 4~
W zwigzku z realizacjq planu napotykano na trudnoécl z po- PraybyZo W ciagu roku { gwarbe - 77,940,
wodu zbyt niskiego limitw na rzecz jednostek nieuspolecz- czasopismz a /prens/ -  188.516.~
nionych oraz niskiego funduszu prac badawczych przydzie- ) y ; - 60.000'..
lonego przez Polsks Akademie HNauk, _ e s ’
Razem 30455.002’-
Decyzjq Sekretarza Haukowego PAN z dnia 8.,XII.1971 Te
pracownicy Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN z dniem ¥ymiana wydawnictw - prowadzona byla na biesgco z 67
1+X.1971 r. przeszli na nows siatke¢ plac, sgodnie z zarza- Dlacéwkami w tyms placéwek zsgranicznych - 63
dzeniem RM z dn, 13.08.61 MP Nr 43 p.226. Placowki krajowe - 4
¥ 1971 r. ukazal sie pod redacjq Prof. dr T. Korzybskiego ?ak° material wymienny wysyianos
Informator o Instytucie omawiajacy historie IBB oraz te-~ Acta Biochimica Polonica = 66 egz.

matyke poszczegblmych Zaktadéw. Postepy Biochemii - 18 egz,
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Wzamian za nasze wydawnictwa otrzymywalismys:

- tytuly krajowe - 4

-~ z krajéw socjalis. - 13

- 2 krajéw kapitalis. =45
Razen 62 tytuly

Wypozyczenia: -

Ogblem w okresie sprawozdawczym WypoZyczono oke 20500 vol.
w tym do innych bibliotek = 293 vol. i 123 vol. dla pra-
cownikéw Instytutu z bibliotek obecyche

II., Wydatki bibliobtekis

- zakup ksigsek i czasopism = 98.497,-
- prenumerata czasopism 16749604~
zakup odbitek 106230,=
~ zakup czasopism na wymiang - 7 o425 3=
konserwacja zblorédw 15300,-

Razen 2994124

II1., Dokumentac;a i informacias

W okresie sprawozdewczym wysiano ok. 1200 sztuk odbitek
publikacji pracownikéw Instytutu. Rozesiano spis publi-
kacji Imstybutu za rok 1970 do ok. 190 adresatéwe.

Wykonano 265 zaméwieh na prace kserosraficzne /igcznie
oke 7000 odbitek/ oraz 38 zaméwiendr na prace powlelaczowe,.

B. OCENA PRZEBIBGU BADAN

Wezystkie badania w Instytucie prowadzone byly w ramach
problemn wezlowego 09.3.1. -~ Badania nad informacis
genstyczng drobnoustroiéw roslin i zwierzat celem dosko-
nalenia ich coch usytkowych

Gléwnym koordynatorem tego problemu w skali krajowej
Jest Instytut Biochemii i Biofizyki PaN,

Prace realizowans w Instytucie dotyezyly dwédch sposrédd

czterech igtniejgcych w planie wezlowym 09.3.1, podpro~

blemnéw,

5g to:
T 09430141 = Genetyka drobroustrojow.
09e3¢1.4s = Molekularne podstawy genetyki.

Najwazniejsze osiggniecia

W ramach tematu "Struktura genéw i chromosoméw™ pizepro=-
wadzono badania nad mutagennym i rekombinacyjnym dziata-

‘niem hydroksylaminy /HA/ 1 jej analogi, O-metylohydroksyla-

niny /OMHA/ uw grzybéw. Wiadomo, %e zaréwno HA jak i OMH
reaguja z cytozyng natywnego DNA bardzo powoli. Natomiast
przy dzieltaniu na komérki drozdiy HA indukuje mutacje i
rekombinacje Jus po krétkim dziataniu. HA jest inhibito-
rem szeregu enzyméw, m.in. katalezy i enzyméw oddecho-
wych. Dzialanie mutagenne HA jest prawdopodobnie posred-
nie, byé moze poprzez wytwerzanie w komdérkach HZOZ‘

¥ badaniach nad indukoweniem aberracji chromosomowych
zwigzkami elkilujacymi, stwierdzono, e kofeina zwieksza
ponad czterokrotnie ilosci aberracji indukowanych dwuepo-
ksybutanem /DEB/ u bobiku. W celu wyjasnienia wpiywu
kofeiny na powstewanie aberracji zbadano jej wplyw na syn-
tezg DNA 1 bialek w korzonkach bobiku. Wykazano, %e kofeina
- w stezeniu 0,1% hamuje synteze biaitek w ok. 60%, natomiast
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nie wpiywa na syntez¢ DNA, Przypuszcza sie¢, %Ze kofeina
zwigksza iloéci aberracji indukowanych DEB poprzez ha=
mowanie proceséw reperacji uszkodzeh w DNA.

W ramach tematu "Regulacja funkeji genéw™ stwierdzono,
Ze u _Aspergillius nidulans co nsjuniej trzy geny biors
udzial w kontroli aktywnosci permeazy laktozowej i trzy
geny kontrolujg aktywnosé K?—galaktozydazy. Nie stwier-
dzono jednsk wspbélnej regulacji tych enzyméw jak to ma
miejsce u bakterii.

W badaniach nad regulacj3 biosyntezy aminokwaséw siarko-
wych stwierdzono wystg¢powanie dwéch odrebnych syntetasz
cysteinowyche Dla jednej z nich substratem jest seryna,
dla drugiej O-acetyloseryna. Otrzymano réwnies kilka mu=-
tantéw w genach regulacyjnych dla syntezy homocysteino-
wej.

W pracach nad biogenezg mitochondriéw scharakteryzowano
pod wzgledem biochemicznym i genetycznym kilka oddechos
wych mutantéw u Neurospora crassa, c0 stanowl punkt
wyjadcia do badan nad jadrowo cyvoplazmatycznym wepbl-
dzialaniem w powstawaniu i funkcji mitochondriéw. U
drozdzy wykazano in vivo opornosé na erytromycyne mito—
chondrialnego systemm biosyntezy bialek u pozachromoso~
mowych mutantéw opornych na ten antybiotyk. .

Zlokalizowano na mapie genetycznej Salmonella typhimurium
dwa loci genetyczne zwiazane z regulacjg podzialu komér—
kowego. Na podstawie badania szczepiw zawierajgeych te mu-
tacje wysnuto hipoteze dotyczacg charskteru sygnaiu regu-
lacyjnego pomiedzy ukoniczeniem rundy replikacji chromosomu
a wytworzeniem septy mi¢dzykomérkowej.

Wydzielono takie dwa rodzaje mutantéw warunkowych z zabu~
rzeniami replikacji chromosomu. W jednej grupie mutantow
zaburzenie polega ne zablokoweniu inicjacji nowej rundy
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replikacjl chromosomu w niepermisyjnej temperaturze.

W drugiej grupie zaburzenie dotyczy samego aparatu re-
Plikacyjnego. Zaburzenia te sg prawdopodobnie wynikiem
zmian struktursloych biony cytoplazmatycznej.

Badania nad biochewmicznymi i genetycznymi mechanizmami
regulacji biosyntezy cysteiny u 8. typhimurium wykazaty,
%Ze zahamowanie wzrostu bakterii pod wpiywem triazolu
Polega na inhibicji indukeji enzyméw biosynteszy cysteiny
przez O-acetylo-L-seryne.

Kontynuacja badad nad mechanizmemi uczestniczgeymi w wyko-
rzystywaniu D-histydyny przez S. typhimurium pozwolila
ustalié, ze proces racemizacji polege na utlenieniu deza-
minacji D-histydyny przez dehydrogenaze D-aminokwaséw,

a nastgpnie transaminacji keto-produktu, Gen dehydroge~
nazy D-aminokwaséw zlokalizowano. Zbadano réwnies swois—
tosé dehydrogenazy D-aminokwaséw 1 stwierdzono, ze enzym
ten moze byé S50~krotnie indukowany przez l-alanine w wa—
runkach nieboecnosci represji katabolicznej.

¥ badaniach nad biosyntezg histydyny u organizméw eukoa-
riotycznych stwierdzono, Zze u rosdlin wyiszych szlak tego
procesu jest zasadniczo identyczny do poznanego u bak-
terii. Jest on regulowany przez hamowanie wsteczme a nie
brzez represj¢s. U innych orgarizméw eukariotycznych-dros-
dzy Sacaromyces cerevisiae ~ zbadeno wilasciwosci centrum
aktywnego dehydratazy imidazologlicerolefosforanus Po-
szukujgc mutantéw drosdzy o zmienionej regulacji biosyn~
tezy histydyny, opracowano metode pozytywnéj selekcji
mutantéw defektywnych w procesie permeacji aminokwaséw.,

Na podstawie kinetyki weielania speeyficznych znakowanych
prekursoréw do DNA, RNA i bialka ustalono kolejnosé wzna—
wiania syntezy tych makroczasteczek w czasie indukeji
brocesu kietkowania zlarna pazenicy. Stwierdzono, Ze
synteza BRRA jest uruchemiana niemal natychmiast po umie-
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szczeniu ziarna w optymalnych warunkach kielkowania
podczas gdy synteza bilalka 1 DNA rozpoczyns si¢ dopieroc
w kilkas godzin péiniej. Wykezano takie, ze dojrzale
ziarno pszenicy wyposazone Jjest w komplet enzyméw nie~
zbednych do katalizowanie syntezy RNA z prostych prekur-
sordw.

Po traktowaniu znakowany tymidyng mitochondriéw jednodo-
bowych ziaren kielkujgcych %Zyta, stwierdzono w kieikach
nsjintensywniejszg inkorporacje pig¢tna do DNA zawartego

w mitochondriach a nejmniejszg w jgdrach komérkowych, co
potwierdzs zapatrywania o polowicznej autonomii mitochon=-
driéw. Gdy przeprowadzono inkubacje poszczegblnych frak-—
cji subkomérkowych to albo nie stwierdzono wigczania tymi-
dyny w ogbéle, albc tylko w nieznaczaym stopniu.

Uzyskano znacznie oczyszczone preparaty fikaprenolofosfo—
renu i dolicholofosforanu, ktére oksszaly sie sprawnymi
prekursorami poliizoprenolofosfocukréw w homogenatach
mézgu i watroby szezura. Wykazano, Ze specyficznosdé
enzymu przenoszgcego galaktoze z Jjej pochodnej nukleozydo-
dwufosforanowej na akceptory nie réini sie w przypadkach
galaktozemii u dzieci i osobnikéw dorosiych.

Stwierdzono przy usyciu mutantéw Neurospora crasss, %e
cholina i dwumetyloetanoloamina sg induktorami syntetazy
cytydynodwufosfocholinowe j. Wykazano, ze w homogenatach
drozdzy powstawania fosfolipidéw diolowych zachodzi po—
przez acylacje diolofosforanu,

Znaleziono, %e zmiany aktywnoécik acetylocholinoesterszy
u Celerio euphorbise w rozwojnzdiapauzq 88 wynikiem syn-
tezy tego enzymu de novo i sg uwarunkowane piciage. Nie 88
one zwigzane z ukladem nerwowym i przebiegajg podobnie
bez diapamzy. Wykazano, Ze giéwng substancja acetylocho-
linopodobng jest ester acetylowy beta~metylocholiny, na-
tomiast acetylocholina wyastepuje tylko w niewielkich
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ilosciach. W jajach jedwabnika morwowego, pod koniec
diapauzy i w okresie podiapauzalnym stwierdzonc ilodcio-
we rdéinice we wzajemnym stosunku ciezszych i lzejszych
frakeji rybosomelnego RNA, ktéry odznaczal sie wydatkows
labilnosdcisg.

Posréd rozdzeilonych dwudziestu rodzajow bialek hemo-
1limfy Celerio euphorbise z ostatnich faz rozwoju stwier—
dzono oksydaze o-dwufenolows, amylaze i tosfataze.

W tkankach szaraficzy zbadeno umiejscowienie cykliczunego
AMP i oznaczono aktywnosé fosfodwuesterazy. Wyznaczono
wielkosé dawki i charekterystyke dziatania preparatu
hormonu juwenilnego na szaraficz¢ w rdinych stadiach
TOZWO jowycho

Zaproponowsno schemat katabolizmu nukleotydéw purynowych
u Helix pomatia: nukleotydy ulegaja wyzacznie hydrolizie
odszczepiajace] fosforan, nukleozydy natomiast rozklade~
Jg sie wykgcznie fosforolitycznie z wytworzeniem rybozo~
fosforanu. Fosforylaze te scharakteryzowsno enzymologicz—
nie,

Zidentyfikowano posredni produkt rozkladu mocznika przez
bezureazowy szczep Torulopsis utilis jako allofanien,
Zwigzek ten jest karboksylopochodng mocznika. Jest on
oporny na dzislanie ureazy i w kwasnym &rodowisku ulega
spontanicznie dekarboksylacji do mocznika. W preparacie
enzymatycznym z Torulopsis utilis wykazano, Ze 2/3
146emocznika uwalnia si¢ w postaci 002 a 1/3 znaku wykry-
wana jest w allofanianie. W zwigzku z tym zaproponowano
dwustopniowy proces przemiany mocznika. Wykazano réwniez,
%e aktywnosé enzymatyczna badsnego ukladu jest hamowana
przez awidyng, co wskazuje na obecnosé biotyny w badanym
ukiadzie enzymatycznym,

W badaniach nad biosyntezz bislka wykazano, Ze istnieja
réznice w mechanizmie przylgczania naturslnych i synte~




tycznych matryc do rvhosoméw. Stabilnodé kompleksédw
rybosomdéw z oboma typami matryc jest réwniez inna.
Stwierdzono, %e grupy aminowe biazek rybosomowych sg
niezbegdne w reskcji z naturalnymi matrycami jak BNA faga
£2 lub mRNA Escherichia coli, natomiast w wigzaniu poli
U z rybosomami istotny Jjest udzial resztaminowych RNA
rybosomdw.

Znsleziono, Ze podczas translacji RNA fags £2 w ukla-
dach bakteryjnych, niewielkie zmiany w stezeniu soli
magnezu powoduja znaczne przyspieszenie lub opdinienie
procesu syntezy polimerazy RNA i bialka plaszcza fago-
wego. Zjawisko to tlumsczy szereg spotykanych w lite—
raturze wynikéw, wokdédl ktérych powstaly bliedne hipotezy.

Powazne wyniki uzyskano w badaniach nad mechanizmem
metylacji 1-metylocytozyny i nukieotydéw cytozynowych
oraz w preparabyce pochodnych nukleozyddw cytozynowych
i uracylowych zawierajacych alkilowane /O'-metylo

i Oletylowe/ reszty cukrowe. Zwigzki te sg istotne ze
wzgledu ne wystepowanie 2'-O—metylonukleozyd6w w tRNA
i rRNA, mozliwoéé ich wykorzystania jako antymetaoli-
téw, a takfe jako analogi do badai konformacji nukleo-
zydéw, nukleotyddéw i polinukleotyddwe.

Prowadzono dalsze badania nad konformacja oligo— i
polinukleotydéw przy pomocy metod optycznych oraz wyko-
rzystano takie modele jak kwas poli 2 =0O-metylo urydy-

lowy.

Rozszerzono wezebnlejsze badania na fotochemig
S5-etylouracylu o kolejne pochodne jak S-propylouracyl

i 5~butylouracyl i wykazano wspbélny mechsnizm przeksztal-
ced fotochemicznych polegajgcy na utworzeniu zwigzku,
ktéry jest nowym analogiem dwuhydropirymidyn i fotodimeréw.
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Opracowano netody syntezy nowego substratu specyficznego
dla rybonukizazy, éalkowicie odpornego na fosfodwuesteraze
IX. Jest to 5'-O-benzylo-urydyny-}'—Ax -naftylofosforan/,
Ponadto ulepszono metody syntezy substratéw dla lokali-
zacji enzyméw nuklealitycznych w tkankach.,

WyJjasniono przyczyng braku efektu mutagennego N-metylo—
hydroksylaminy w przypadku bakteriofagéw barzystych, Wy-
kazano mianowicie, ze zwigzek ten nie reaguje z reszbami

cytozyny podstawionymi w bozycji 5 pierscienia pirymidy-
nowego,

Badanis nad fotodimeryzacjs wykazaly, ze w warstwowych
kompleksach Gwuketopirymidyn fotochemiczna reakcja dimerye-
zacjl cechuje sie wyscks wydajnosdcia kwantows poréwnywal-
ng z wydajnoscig kwantowg tej reakeji w warstwowo upakowa=
nych kryszatlach dwuketopirymidyn oraz ze w obu tych
ukiadach reakeja zachodzi przede wszystkino we wzbudzonyn
stanle singletowym czgsteczek,

Zakonczono opracowywanie wynikéw badan metodami spektro~
skopii ebsorbeyjnej i enisyjnej charakteru najnizszych
standw wzbudzonych aminopirymidyn. Opracowano réwniez wy-
niki enaslogicznych badah stanéw wzbudzonych 2=gminopuryny,
dochodzac do wnicsku, Ze poza réznym wzglednym poloseniem
sbandw n, i y & s decydujacym o wiasciwosdciach
luminescencji zwigzku, charakter najnizszych standéw wzbue .
dzonych Z~aminopuryny jest w zasadszie taki sam jak w przy-
padku 2-~aninopirynidyny.

Stwierdzono, tei ze w obu grupach aminowych pochodnych
agregacja czasteczek, podobnie Jjak ich wbudowanie do
tancuchéw polinukleotydowych, powoduje silne gaszenie
fluorescencji monomeru i bojawienie sie emnisji ekscime~
rowe] w niskiej temperaturze,
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Stosujac metody réwnowagowego ultrawirowenia oraz Osmo-
metrii termoelektycznej prowadzono badania wielostop-
niowych réwnowag asocjacyjnych zwigzanych z tworzeniem
sie w roztworach wodnych pochodnych pirymidynowych 1
purynowych warstwowych, n-skladnikowych komplekséwe.
Celem tych badai jest poznanie wpiywu podstawnikéw na
wielkosé oddzialywan dyspersyjnych pomi¢dzy pochodnymi
pirymidynowymi oraz okreélenie staiych réwnowegi w ukia-—
dach, w ktérych badany Jest wpiyw asocjacjii warstwowych
ne procesy degradacji energii wzbudzenia elek tronowegoe

SPRAWOZDANIE SZCZBGOIOWE

GENETYKA

DROBNOUSTPTROJOW
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noczesnym dostarczeniem tyminy = poczgtek podziatu opbéinia
sie¢ w pordwnaniu do kontroll prowadzonej bez glodu tymino-
WEgo.

Na podstawie tych danych moZna przypuszczaé, e dla
umozliwienia podziaiu wymagene jest osiggnig¢cie pewnego
stosunku pomledzy iloscig uformowanych chromosomédéw a
masg komdérkie. ‘ . -

Jednoczesdnie zostaly wyizolowane mubtanty z termolabilng
syntezq DNA. Jeden z tych mutantéw nazwany dna 26 zostal
zbadany bardziej szczegdlowo. Synteza DNA zatrzymuje sie
u tego mutanta bez szczgtkowej replikacji przy przenie-
sieniu do 42° mino, ze przyrost masy komérkowej nie Jest
w tych warunkach zahamowany.

Mutant dna 26 wykazuje zwigkszona wrazliwosé na dezoksy-
cholan, na kwas nalidyksynowy i rifampicyne. Wskazuje to
na defekt fciany komérkowej.

Zahamowanie syntezy DNA pray 52° ¢ tego mutanta moze byé
zniesione fenotypowo za pomocg Q.25 M NaCl lub KCl lub
O.i44 M sacharozy, ale nie znosi go O.44 M glicerol.

Synteza DNA indukowana hypertonicznym Srodowiskiem odby-
wa sie wolniej niZ przyrost masy komérkowej ale Jest
rezultatem normalnej replikacji chromosoméw jak wykazala
analiza frakcji DNA przez wirowanie w gradiencie CsC1.

Polozenie mutacji dna 26 zostalo w przyblizeniu zmapowa-
ne w rejonie genu purD,

i

¥oiyw azvdku sodu ma synteze DHA i podzial kondrkowy
R _ezydko—opornvyeh i wrailiwych szczepdw Salmonella v
tyohimurium

Stwierdzono, Ze'azydek sodu powoduje fenotypowe zsburze-
nie podzialu komérkowego u Salmonella typhimurium, Efekt
ten jest widoczny zaréwno u szczepdw wrazliwych na azydek
Jak 1 u szezepdw azydkoopornych /azih/« W stezeniu 6 mM
agydek preferencyjnie hamuje synteze DNA u szczepéw azid,
nieznacznie hamujac przyrost masy komérkowej. Doprowadza
to do deficytu wzglednego DNA w komérkach, ktére rosnaz

W postacl diugich filamentéw. Usuniecie g pozywki azydiu,
powoduje bardzo szybka, wyrbwnawczg synteze DNA, a po
osiagni¢cin prawidlowego stosunku DNA do masy komérkowe],
powrdt podzialow kowdrkowychk. Zahamowanie podzialdw
komérkowyeh przez azydek wystepuje szczegdlrie wyrainie,
gdy ¢rédiem wegla w pozywee jest glukoza.

2 mutanta gzid wyizolowamo wtérnege mutanta azisaziC,

u ktorego podzial komdrkowy i replikacja DNA nie jest
bamowana przez wl azydek,

Stwisrdzono, e triazol hamuje wzrost Salmonella typhi~
merivm 1 dziaienie Jego moZe byé odwrécone przez dodanie
seryny, lub metioniny, lub systeiny. Doéwisdezenia wyko-
zaly, %e obecrnodé jondw SO, lub S" newet w stezeniu po-
nizej 1 oM znosi efekt triszolu. Dzisltanie tych zwigzkéw
na efekt triazolowy Jest specyficzme, sdy2z nle znoszg

one zehsmowania wzrostu wywolane np. przez aninotriazol,

¥rniki te sugerowaly, e triazol moZe interfsrowaé z me-
tabolizmen siarkowym na jednym z Jego wezegniejszych
etapéw, to Jjest albo z pobiersniem SOQ" przez komdrke
/tzn. z rermeszg siarczanowsy/ 2lbo 2 proceszmi rtywaeji
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lub redukcji siaerczanu do siarczynu i daleje. Po opracowaniu
zmodyfikowanej metody oznaczania permeazy siarczanowe] ozna-
czono stalg Michaelisa dla permeazy dzikiego szczepu LI=2
Balwonella typhimurium, ktéra wynosi 0,03 M. Siarczyn i
cysteina hamujg aktywnosé permeezy. Natomiast nie udalo

si¢ stwierdzié hamujgcego wpiywu triazolu na permeaze, co
oznacze, Ze miejsce dziatenia triazolu powinno znajdowaé

sl¢ na innym odcinku. Nie znaleziono réwniez wpiywu tr%a-
zolu na ilos¢ wytworzonego PAPS /adezyno—}ifosforano-5~
-slarczano~-fosforan/ przez ekstrakty szczepu IT-2,.

Dalsze eksperymenty wykazaly, %e toksyczny efekt triazolu
polega nie na hamowaniu aktywnosdci enzyméw biosyntezy cys—
teiny lecz na zashamowaniu procesu indukcji permeazy sier—
czanowej i enzyméw aktywujacych siarczan. Otrzymsno mutan—
ta nazwanego "smc" /od sléw: seryna, metionina, cysteina/
nadwrazliwego na triazol, ktéry okazsl si¢ "leaky" mutan~—
tem cysE -~ genu kodujgcego transacetylaze serynowg odpo-
wiedzialng za syntez¢ OAS /O-acetyloseryny/, to jest in-—
duktora enzyméw biosyntezy cysteiny.

Charaskterystyke mubtantéw zdolnych do wykorzystywania
D-higtydyny jako zrbddia L—izomeru<\J

U auksotrofow hisﬁydynowych Salmonella typhimurium wyizo-
lowano wtérne mutanty majace zdolnoéé wykorzystywania
D-histydyny, Mutacje jednege rodzaju, dhud, sa blisko
sprzg¢ione przez transdukejé /ponad 90%/ z miejscem hisP
chromosomu, kodujacym kilka elementéw permeazy histydy-
nowe j.

Mutanty dhud wykazujg 2 - do 7-krotny wzrost swoiste]
aktywnodci permeacji I~histydyny. Niektére z mutantéw
dhuB majq réwnies zwigkszong zdolnosdé¢ do transportu

I~histydyny. ‘
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Permeacja D=histydyny jest ledwie wykrywalna u szczepéw
dhu*, & wystepuje wyrajnie u mutantéw dhu. Stata Michae-
lisa dla pobierania D-histydyny jest ok. 1000 razy wyisza
niz dla I~histydyny, Mutacje dhu nie znieniajg pareme-
tréw hinetycznych Pobierania L-histydyny ze srodowiska,

D= i I~histydyna wspélzawodniczq W procesie transportu
do komérek,

Uzywajac szezepéw his™ dmms wylzolowano potréjne mutanty
niezdolne do wykorzystywania D-histydyny. Wszystkie z wy-
-~ Jatkiem dwu byly zmutowane dodatkowo W rejonie dhud higP,

Wigkszosé z nich wykazywala wsozystkie znane wlasnosei mu-~
tantéw hisP.

Powyzsze dane twisdezg, ze warunkiem zdolnoseci wykorzysty-
wania D-histydyny przez S. typhimurium jest wzrost aktyw-

nodci permeaszy hiétydynowej, wykazujgcej powinowactwo do
obu stereoizomerdw histydyny.

Konsekwencjs tego stwierdzenia bylo Przypuszczenie, ze
broces racemizacji D~histydyny moze zachodzié nawet

w komdrkach dzikiego szczepu S. typhimurium, Stwierdzono,
Ze proces ten jest dwuetapowy, W Plerwszym etapie D=hisg-
tydyna uvlega utlenieniu i 'deaminacji do imidazolopiro~
gronianu pod wpiywem dshydrogenazy D-aminokwaséw, Okaza-
1o sie, ze dwa potrdjne mutanty otrzymane ze sz zepéw
bis™ dhuA, a nie wykazujace zmian w hisP, nie majg w ogdle
aktywnosci dehydrogenazy D-aminokwaséw, Miejsce chromoso-
malna kodujace ten enzyu nazwano dadA, Postugujae sie
koniugacjs zlokalizowano Je orientacyjnie w odcinku ¢chro~-
mosomu migdzy pro a trp.

Drugi etap racemizacji D-histydyny polega na transami-
nacji imidazolopirogronianu, Reakcje te katalizuje

Produkt genu hisC, aminotransfereza imidazoloacetolofos~
foranu oraz inny, Jeszeze niezidentyfikowany enzym,



Badania nad biosynteza hist i Jjej re acjg U rof-
lin i drobnoustrojéw -

Mutacje regulatorowe dla biosyntezy histydyny u Saccharo-
myces cerevisiae nie sg dotychczas znane, Jednym z dwu
réwnoleglych punktdédw wyjscia w poszukiwaniu takich mutan~
téw byilo uprzednie nasze stwierdzenie, Ze dshydrataza
imidazologlicerolofosforanu /IGP/ enzym bicsyntezy his—
tydyny, Jjest hamowana przez sminotriazol., Jsk w przypad—
ku innych systemdéw regulacyjnych mozna oczekiwaé, Ze nie-
ktére mutanty oporne na aminotriazol beda wykaszywaly zmia~
ny dotyczgce syntezy lub strukbtury tego enzymu.

Zbadano szczegbdlowo mechanizm dziatania aminotriazolu i
Jego analogdéw na aktywnosdé dehydratazy IGP drozdiy. Wy—

kryto przy tym, %Ze druga grup¢ kompetycyjnych inhibito-

réw tego enzymu stanowig dwuwartosciowe aniony. Okazalo
sig¢, %Ze triazolowe 1 anionowe inhibitory wykszujg syner-
gistyczne oddziatywanie na dehydrataze IGP. Analiza war—
tosci stalych interakcji dla réznych par inhibitordw
pozwolila na stwierdzenie, Ze w obr¢ble centrum sktywne~
g0 tego enzymu znajdujg sie¢ odrebne miejsca dla oddzia-
tywania triazoli i dwuwartosciowych aniondéw. Stwierdzono,
e odlegiosé miedzy niml jest rzedu wielkosci czagsteczki
substratu.

Drugim punktem wyjscia w poszukiweniu mutsntéw drozdsy o
zmienionej regulacji bilosyntezy histydyny jest wraszli-
wosé drozdizy na D-histydyne. Wyizolowano mutanty oporne
na D-histydyne¢. Badenia ich wlasnosci wykazalo, Ze wigke
s8z06¢ -ich to mutanty oporne na wiekszobé Deaminokwesédw.
Oznaczanie aktywnosci permeaz pozwolilo na stwierdzenie,
Z2e¢ mutacje u mutantéw opornych na Deaminokwasy prowadzy
do braku aktywnosci tzw. ogdlnej permeazy aminokwasowe].
Na tej podstawie sklasyfikowano je jako mutanty gap /od
general amino acid permease/. W trakcie tych badan
okreslono szereg: perametrdéw kinetyczaych ogdlnej permeaszy
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aminokwasowej drozdzy oraz potwierdzono, Ze podlega ona
represji przez jony amonowe.

Wyniki powyisze umozliwily sformulowanie postulatu, iz
mubanty ¢ zmienlonym mechanifmie oddziaiywania na
D-histydyne powinny byé oporne na nig, lecz w dalszym
clggu wrazliwe na inne D—aminokwasy. Wprowadzono odpoe
wiednie zmieny do metodyki izolacji mutantéw. Uzyskano

w ten sposéb mubtanty oporne na D-histydyne, lecz wraili-
we na D-seryn¢ i D~tyrozyn¢. Przedmiotem badat w dalszym
etapie be¢dzie badanie mechanizmu opornosci orsz regulacji
biosyntezy histydyny u tych mutantéw,

W poprzednich badaniach stwierdzilismy, %e dehydrataza
IGP roslin wyszszych jest hamowana przez sminotriazol. In
vivo dzialanie Yo musi prowadzié do obnizenia stezenia
histydyny w komoérkach i derepresji biosyntezy histydyny,
jedli komérki roslinne 8§ do tego zdolnme, Oznaczenie
aktywnosci enzyméw biosyntezy histydyny w kielkach jecz=
mienia 1 owsa wyrosilych w obecno&ci aminotriazolu nie
wykazaly ich derepresji.

W dalszym ciggu tych badan zajeto si¢ pierwszym enzymem
szlaku biosyntezy histydyny, tj. syntetaza fosforybozylo-
ATP., U mikroorganizméw podlega on inhibicji wstecznej
/feedback inhibition/ przez histydyne. Stwierdzono, Ze
enzymn ten u roslin jest bardziej termowrazliwy niz u
bakterii. Wykazano, Ze jest hamowany przez L-histydyne.
Stopien wraszliwodcl syntetazy z roslin jest taki sam

Jek z Salmonella typhimurium.

Konkluzjgq tych badah jest stwierdzenie, e inhibicja
wateczna Jest giéwnym mechanizmem regulacji histydyny
takze u roslin wyssazych.

Publikacje nr: 870, 930, 931, 932.
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Temat: Nr 09.3.1.1.2.8. Kierownik: Prof.dr D. Shugar

Oddzislywanie migdzy egzogennymi kwasaml nukleinowymi
i_komérkami bakterii

Poszukiwanie uproszczonego ukladu do badah

Traktujac transformacje bskterii Jjako model do badania
oddzialywania ogzogennego DNA na komérki, poszukiwano
mozliwosci uproszczenia ukladu. W tym celu zastosowano
sztuczne dezoksypolinukleotydy zamiast naturalnego DNA.
Stwierdzono aktywne wigzanie radiosktywnych polimerédw
przez paciorkowce zdolne do transformacji oraz konkuren-
¢j¢ z naturalnym DNA o miejsca receptorowe komérek,.

W czasie gdy te badania byla ukoificzone i opisane ukazala
si¢ publikacja: Uptake of synthetic polynucleotides by
competent cells of Be.subtilis", O.Ciferri, S. Barlati,
J.lederberg, J. Bact. 104, 684, 1970, Wobec daleko idg~
cego podobiehstwa ogloszonych i naszych wynikéw pracy
zrezygnowallsmy, tymczasowo, z publikacji Wlasnej.
Dalszych badef ukladu zaniechano, poniewaz nie zaobserwo—
wane zadnego biologlcznego dzialtania szbucznych polimerdéw
na komérki.

Scharskteryzowanie skladnikédw kombébrkowych /poza DNA/

. Z kKté i 2gczy sie DNA wynikajgce do komébrek
Z_Ltorymi BOIOL

W wyniku préd z dwoma ukladami transformacji: Strepbo-
coccus Chellis oraz Bacillus subtilis wybrano ten drugi

z powodu wzglednej latwoéci znaikowania DNA 1 rozpuszczania
komérek. Zastosonano odréinienie DNA dawcy od DNA buorcy za
pomocy zngkowenia izotopemi radicaktywnymi i ciezkimi,
Lomérki pobierajgce DNA rozpuszczeno i anslizowano w gre-
diencie gestodel CsCl. Wstepne wyniki éwiedezy o tym, %e
heterclogiczny, nietransformujacy DRA z E., coli tworzy
trwaly kompleke ze skladnikami komérek biorcédw B.subtilis
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pPodobnie jak transformujacy, homologiczny DNA. Dalsze
badsnia loséw pobranego heterolog. Dna w komérkach

. Besubtilis sg w toku,

Réwnoczesnie z wyisej opisang pracg usiowano powtérzyé
wyniki kilku publikacji donoszacych o wykryciu tzw.
c¢zynnika kompetencii w ukladzie transformacji Bacillus
subtilis. Wynik byi negatywny, Prowadzenie osiggnieto

Po zastosowaniu ekstrakcji komérek traktowanych toluenem.,
W takich ekstraktach wykrywa si; aktywnosé blologiczng
mierzong jako zwigkszenie transformowslnodei populacji
Bo.subtilis. Dalsze badania 83 w toku,

Publikacja nr 50/71.

Zemat: Nr 09.341,1s1e3. Kierownik: Doc. ar I Zuk -
Struktura genéw i chroﬁosoméw
Badenia nsd mutagenezg i rekombinac;ja u grzybéw

W zskresie badah nad rekombinacja i mutageneza u grzybéw
wykonano nastgpujgce praces

W badeniach nad rekombinacjq u Ascobolus immersus uzyska-
Bo dalsze dowody, %e konwersja gendw, a byé moze i crossing
oVer, rozpoczyna sie niesymetrycznie w jednej z dwu koniu-
gujacych chromatyd, przy czym druga chromatyda zostaje
wlgczona w proces rekombinacji pbiniej. Wykazano réwniez
moZliwosé wystepowania wielokrotnych, oddzielnych ale Scié=~
le ze sobg skorelowanych konwersji w obr¢bie genu,

W badaniach nad indukowanien rekombinacji u drozdzy i Asper-

.8lllus stwierdzono, e hydroksylamins idukuje rekombinacj¢
zaréwno wewngtrzgenowg jek i migdzygenows,



- 28 -

Stwierdzono, Ze hydroksylamina idukuje rewersje mutantéw
Amber u drozdzy. Analog hydroksylaminy, C=me tylohydroksy-
laming indukuje u dro#dsy zaréwno mutacje jak rekombina-
cj¢, Jakkolwiek oba efekty sg b. siabe, Stwierdzono, ze
oba zwigzki s silnymi inhibitorami katalazy 1 oddycha-
nis u drozdzy.

. Badania z zakresu cytogenetyki roslin wyzszych

Z zeakresu cytogenetyki roslin wysszych wykonano Pprace
dotyczges stosunkéw pokrewieldstw miedzy trzema gatunkami
Rumex: R.tuberosus, Reacetosa i Re.thyrsiflorus. Wykazano,
ze gatunki te mimo bliskiego pokrewiehstwa sg jus izolo-
wane barierami sezonowymi, ekologicznymi i sterylnosci
mieszaficéw. W pokoleniu F1 niektérych mieszanicédw stwier—
dzono masowe produkowanie niezredukowanych gamet, co pro-
wadziio do poliploidyzacji pokolenia Fa.

Kontynuowano badania nad determinacja plei w rodz. Rumexs
Potwierdzono metods autorediografii z zastosowaniem >g
urydyny, e heterochromatynowe chromosomy Y despirelizuja
sig w interfazie przedmejotycznej i aktywnie syntetyzuja
RNA, co swiadezy o ich aktywnosdci genstycznej w tyn stadium
ontogenezy.

Przeprowadzono obserwacje nad roslinami superzefiskimi,
supermgskimi i interseksualnymi u R.thyrsiflorus. Stwier—
dzono, %Ze kazde odchylenie od indeksu pici charakterystyczne-
g0 dla roslin zehskich lub mgskich powoduje znaczne obnize-
nie zywotnoéci i piodnosci. Wykazeno, ze indeks Pici u rob~
lin interseksualnych waha sie¢ w szerokich granicach, co
dodatkowo potwierdza, Ze u Rumex pteé jest determinowena
brzez zbalansowanie czynnikéw "zeAskosSeci™ w chromosomach

X 1 czynnikéw “"meskosci® w chromosomach Y.

W bedaniach nad rodzajem Campanula zakofczono anslize
krzysiéwek mi¢dzy europejskimi i smerykefiskimi taksonsmi
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C. rotundifolia. Mieszsfice otrzymano bez trudnosei i byty
one w peini Zywotne i piodne, co swiadezy o ich pocho-
dzeniu od wspdlnych przodkéw.

Zbadano replikacje chromosoméw Jeczmienia metodg auto-
radiografii, W dwéch Parach chromosoméw stwierdzono
pézng replikacje odeinkéw poiozonych po obu stronach
centromeréw, a w Jednej parze pding replikacje jednego
Pamienia, Przypuszeza si¢, Ze s3 to odecinki heterochro~
matynowe, w ktérych szczegdlnie ¢zgsto powstajg aberra-
cje pod wplywen nutagenéw chemicznych,

Prowadzono badania nad mechanizmem indukowania uszkodzen
chromosoméw przy pomocy mutagendéw chemicznych, Stwierw
dzono, ze 0,1% kofeina hamije w korzonkach bobiku synte~
z¢ bialek w okozo 60%, nle wplywa natomiast na tempo
syntezy DNA. Dodatkowo stwierdzono, Ze kofeina zastoso-
wana po zwiazku alkilujacym /DEB/ prawie Pieciokrotnie
zwigksza czestosé aberracji chroggsowych u bobiku,

Publikacje nr: 875, 883, 884, 947, 948, 949, 950, 951,
952, 953, 954, 955, 956, 957, 958,
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. . ' taki jest odporny na dzlalanie ureazy., W trakcie réinych
T t: Nr 09.3.1e +1010s Kierowniks Prof. dr K.,K1 kowsk:
= e R = i SOETONEs technik oczyszczenia badany produkt ulega rozpadowi i

uwalnia sig¢ mocznik, ktéry hydrolizuje ureaza, Wykazano,
%6 badany produkt jest bardzo nietrwaly w pH ponizej 7,0
i wzglednle txwaly w pH powyzej 7,0.

Mechanlzmy wykorzystania mocznika przez organizmy nie
zawierajgce ureaszy.

|

] "

w Opracowanie warunkéw stabilizac;ji nieznanego ureidopo-
|

i o] R +B N
zytywnego labilnego produktu prremisny mocznika. Préby ¥ koficu 1970 r Roon i Levenberg /J.Biol.Chen 245y 4593,

izolacii w/w produkbu. = | 1970/ opublikowali wyniki swigdczace o éwus?opniowej prze-
‘ mianie mocznika przez organizmy nie zawierajace ureazye.

W poczgtkowym okresie badah stwierdzono, e ureidopozy-
tywny produkt syntetyzowany w obecnoéci preparatu enzy-
f matycznego z Torulopsis utilis oraz mocznika, ATP+Mg,
w NaHCO; i KC1 jest odporny na dzialanie ureazy. Proby wy-
izolowania i oczyszczenia produktu reakcji nie dawaly
y zadawalajgeych wynikéw, poniewas w trakcie oczyszczania
‘ produkt ulegal degradacji. Frzeprowadzono nastepujace
B préby oczyszczania: chiromotografia kolumnows na wymie=
i niaczach enionowych i kationmowych, chromatografisa na
i ) kolumnach z Sephadex G-10 i G=25, chromatografia bibu-
? lowa i cienkowarstwowa w réznych ukladach rozpuszczal-
g nikéw, elektroforeza bibulowa wysokonapigciowa w rdz-
T@ nych buforach, ekstrakcja produktu réznymi rozpuszczale
§ nikemi organicznymi,.

Autorzy ¢i stwierdzajg, Ze obie w/w sktywnoécl zwigzane sg
| w jednej jednostce blalka enzymabtycznego 1 koficowym pro-

; dukten przemiany Jest CO2 i NH3. Powtérzylismy metody sto-
sowane przez w/w autoréw i stwierdzilismy uwalnianie 002

2z moczunika z réwnoczesng obecnoscig ureazoodpornego,
ureidopozytywnego produktu. Poniewas ten ostatni zwigzek
moze byé allofanianem przystapiono do chemicznej syntezy
tego zwigzku. Produkt syntetyczny byi oporny na ureaze

i po zskwaszeniu byl rozkladany przez ureaze /podobnie

Jak nasz produkt/ i chromatograficznie zachowywal sie
réwniez jak interesujgcy nes zwigzek.

Bilans przebiegu badanej przez nas przemiasny nie zgadza
sl¢ z bilansem podenym przez Roon i Levenberga, ktérzy
sugerujg kompletne przesuaigcie réwnowagi reskcji w kie-
runku 002 i NHz. W naszych badaniach znajdujemy 2/3

L P przereagowanego moczniks w 002 i 1/3 pozostaje )
W postack allofanianu, Staly poziom zawartodci sllofania—
nu ustala sig¢ po 20 minubach inkubacji i nie zmienia si¢
w czasie przeszio 1,5 godzinnej inkubacji.

DoSwiadezenia prowadzono zardéwno z zimnym jak réwniez
| 14C-mocznikiem Jeko substratem. We wszystkich becani-
| kach izolowania i oczyszczania produkbtu obserwowsno zna—
| czne straby, a pozostalosé dajaca pozytywny test na
| grupy ureidowe ulegala rozkladowl przez ureaze.

Radioautogramy z dwukierunkowych chromatograméw oczysz—
i czanego produktu jak réwnies barwny test odczynnikiem

Ehrlicha pozwolily na identyfikacje zwigzku na chroma= ‘
togramach Jjako moczniks, ‘

| Prawdopodobnie w ukladzie in vivo nie nastepuje negroma-
dzenie allofanianu i ulega on rozkladowi do CO2 i NHB'
Sytuacja ta wymaga Jjednak doswiadczalnego potwierdzenia
w naszych warunkach hodowli,

: Dane te wskazywaly na fakt wlgczenia mocznika do Pro=-
duktu jego przemiany w postaci nie zmienionej i zwiazek
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¥ nastepnym etapie /1972/ zamierzemy bliZej scharektew
ryzowaé w/w przemiang Jjak réwniez przeéledzié losy allo=-
fanianu w zywej komérces Podstawowym jednak problemem
bedzie znalezienie odpowiedzi na pytanie, ¢zy badeny
brzez nas enzym, wzgle¢dnie enzymy sg syntetyzowane de
nove w czasie hodowli dro%dizy na mocznikus,

Publikacje: ar 934’ 888, 899, 921, 922, 923’ 968.

Q
Iemat: Nr 09.3.1s1s1.2, Kierowniks Doc.dr M.Bagdasarin

Regulacja funkejl genéw
Indukeyine i represy.ine uktady enzymatyczne u Aspergillus

nidulansg

A. Re acja enzyméw zwigzanych z metabolizmem smino-

kwasow siarkowych,

W badaniach nad regulacja biosyntezy metioniny u A.
nidulans zajeto si¢ gléwnie enzymemi syntetyzujgcymi
homocysteing tje. beta-cystationazg i syntetazg homo~
cysteinowg. Stwierdzono, Ze oba enzymy wystepuja u ba=-
danego grzyba i oba ulegajg represji jesli grzybnie
hoduje sig w obecnosci metioniny, Obecnossd tych dwéch
enzyméw stwarze alternatywne drogi biosyntezy wetioniny
i tiumaczy trudnosci w otrzymaniu mutantéw auksotro=
ficanych pozbawionych aktywnosci ktéregos z tych enzyméw.
Zbadano szereg mutantéw wynagajgeych do wzrostu metioni-
ny lub homocysteiny. Wszystkie one mialy jednak normalny
poziom badanych enzyméw, Istnieje przypuszczenie, zZe mu-
tacje te nie dotyczg biosyntezy metioniny, lecz procesdw,
w ktérych metionina wystepuje jako substrat. Przystapio-
no do otrzymywania nowych mutentéw zaréwno cysteinowych
Jak i metioninowyeh biorac do mutagenezy szczep noszacy
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supresor znoszgcy efekt wigkszosci znanych Juz mutacji
metioninowych, aby zwigkszyé szanse otrzymania mubantow

" nowego typu. Otrzymano Juz szereg mutantow cysteinowych

i metioninowych. Wigkszosé mutantéw cysteinowych ma zdol~
nosé wzrostu na acetylobomoserynie - bezposrednim pre-
kursorze homo ysteiny, co swiadezy, ze u Aspergillus
siarks homocysteiny moze byé tatwo dostepna do syntezy
cysteiny. Jeden z otrzymanych mubantéw cysteinowych nie
roénie na acetylohomoserynis. U niege stwierdzono 75=80%
obnizenie aktywnoscli syntetazy homocysteinowej.

B, .Analiza mutantéw niezdolnych do wykorzystywania lakto-
" 2y Jjeko jedymego frddia wegla,

Przeprowadzono gemetyczng i enzymatyczng analize kilku-
nastu mutantéw laktozowych. A nidulans. Stwierdzono, ze u
mutantéw z trzech résnych loci niezdolno$é do wzrostu

na lektozie wigze si¢ z brakiem lub osiabieniem pobiera-

nia tego zwigzku. Mutacje w trzech innych genach dotyczg
Samego enzymu betagalektozydazy., U tych mutantéw pobieranie
laktozy jest normslne, W przeciwiefistwie do bakterii w sy-
stemie laktozowym u badanego grzybas nie stwierdzono dotad
powigzania pod wzgledem regulacji bermeazy laktozowej i beta-
~galaktozydazy,. '

Genetyczna i biochemiczna chargkterystyka cytoplazmatycz—~

nie dziedziczonych mutacji systemu mitochondrislnego u
grzybdw,

System oddechowy u Neurospora grasss.

A. Rola ubichinonu,

1+ Mitochondria cytoplazmatycznych mutantéw oddechowych
mi-1 i mi-4 zZawierajg okoio czterokrotnie wigcej
ubichinonu niz typ dziki Neurospora crassa.
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2. Procent redukcji ubichinonu przez substraty w warun-
kach aerobowych jest niski w mitochondriach dzikiego
typu /11-16%/ i wysokl /ca 40-60%/ w mitochondriach
obu mutantéw /rosngcych exponencjalnie/. W enaerobio-
zie stopied redukcji ubichinonu u trzech testowanych
szczepdw jest w przybliseniu taki sam i wynosi
60=70 procent calego ubichinoni wystepuaacego w mito-
chondriache.

3. Redukcji ubichinonu towarzyszy redukeja cytochromu c.
W warunkach serobowych cytochrom ¢ w mitochondriach
typu dzikiego jest clabo redukowany przez substraty
/15%/ s podczas gdy u obydwu mutantéw redukcja ta jest
wysoka i osiaga  50~60 procent. W warurkach anaerobo-
wych stopled redukcji cytochromu ¢ przesz substraty jest
w brzyblizeniu baki sam w wszystkich trzech szczepéw
i wynosi ponad 90 procent calego cytochromu ¢ wyst¢puja-
cego w mitochondriach,

4, Egzogenny cytochrom ¢ w obecnosci mitochondridw badanych
szczepdw jest redukowany zardwno przez bursztynian Jak
i NADH., Szybkoéé redukeji cytochromu ¢ przez bursztynian
Jest w przyblizeniu taka sema u wszystkich trzech szcze~
Pow i niezalezna od wieku hodowli. Szybkosé redukeji
cytochromu ¢ przez NADH jest dwukrotnie wyzsza w mito-
chondriach mutanta mi-4 niZ w mitochondriach pozosta=
tych szczepdwe

B, Wstepne badania wolnorosngeych mutantéw Neurospora

Cragsae

W drugim péiroczu 1971 roku rozpoczeto analize bioche-
miczng i genetyczng wolnorosngcych mubantéw Neurospora
crassa indukowanych przez ICR-170.

Wstepna analiza widm cytochroméw izolowanych mitochon=
driéw szefciu takich mutantéw wykazala, Ze pieé z nich

ma widma zblizone do typu dzikiego,u jednego zaobserwowano
brak wierzcholka odpowiadajacego oksydazie cytochromowej,
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Wykonano i czedciowo zanalizowano 12 krzyidéwek majacych
na celu sprawdzenie czy omawiane mutanty sg jadrowe czy
cytoplazmatyczne, Stwierdzono, %e dwa 2z omawianych mu-
tantéw sa mutantemi jgdrowymi. Ansliza pozostatych mutan-—
téw jest w toku.

Prace te sg wstepnyn etapem badah nad jadrowo cytoplazma-

tycznym wspdidziataniem w kontroli struktury i funkecji
nitochondridéw,

C. Cytoplazmatyczne mutanty drozdZy oporne na antybiotyki.

W okresie sprawozdawczym kontynuowano rozpoczete wezed~—

niej badania nad mitochondrialnym systemem biosyntezy biatek.
Obiektem pracy byly mutanty rho-~ pozbawione funkejonujg~
cego systemu mitochondrialnego. Wykazano u tych mutantow
znaczng opornosé cytoplazmabycznego systemu biosyntezy bia-
ek w stosunku do cykloheksimidu. Badsnia nad rozktadem
pi¢tna w komérce po inkorporacji 140—leucyny in vivo wykazaly
brak funkcjonslnege systemu biosyntezy biatek w mitochon-
drisch, co potwierdzito wyniki otrzymano in vitro.

Badanie zaburzel w podziale komérkowym bakterii.

Ten temat prowadzono przy wspbéludziale pracownikéw grupy

tematycznej Hr 09:3¢1eTe1e8¢ 1 gIupy Kr 09.5010101010

Praca dotyczys

1. matacji zwigzanej z zaburzeniami inicjacji syntezy DN4,

2, mutacji dotyczacej replikacji DHNA,

3. mutacji wpiywajgcych na tworzenie sept migdzykomérko~
wycho

Wyniki tych doswiedczett oplsane 83 w temacie NI 09e3e1eletels

Publikacje nr: 904, 912, 913.




Temat: Nr 09e3es1e1s1e9s Kierowniks: Doc., dr T, Chojnacki

Udzizz koenzyméw nukleozydo-b-— fosdoranowych w_procesagh
adaptacii

W ramach tego tematu przeprowadzono nastepujgce pracet

1. Badanie specyficznosci dwugliceryddéw w reakejach
glicerydotrensferazowych.

Wykazano, 1%z natezenie reakcjl glicerydotransferazo-
wych nie zalezy od skiadu acylowego dwuglicerydu w wy-
padku biosyntezy czterech fosfolipidéw w mikrosomach
watroby szczurae

Wykazano ponadto, iz u mubantéw cholinowych Neurospora
crassa, cholins i dwuetanoloamina sg induktorami
syntezy CDPcholiny.

2. Badanie wmechanlzmu buogyntezy lipidéw diolowych i karw
diolipiny.

Wykazano mozliwoéé biosyntezy fosfolipidéw diolowych
u S. Cerevisiae polegajqcej na acylacji diolofosfore—
noéwe. Natomiast nie udalo sie zaobserwowaéd biosyntezy
kadriolipiny stosujac znakowany glicerofosforsn i kil-
ks réinych preparatéw enzymatycznych.

%+ Izolowanie, charakterystyka i synteza chemiczna koen=—
2yméw_lipidowych.

Wykonano preparat fikeprenolofosforsau oraz dolicholo-
fosforanu orsz stwierdzono, iz sz one prekursorami
poliisoprenclofosfo~cukrowcéw w mdzgu i wgtrobie szczu=
ra u B, coll i Sh, flexmeri.

Ponadto we wspdipracy z Instybutem Matki i Dziecka

w Werszawle stwierdzono brak zmian specyficznoécig

urydylotrensferazy galaktozo-i-fosforanowej w stosun—

ku do substratu w kilku prazypadkach galaktozewii u

dzieci i dorosiych.

Publikacje nr: 874, 886, 897, 903, 926, 927, 938, 961,
T B7/713 48/7%.

MOILEKULARNE PODSTAWY GENETYKI




Zemats Nr 09,3.9.4.%.1, Kierownik: Prof, dr D. Shugar

Synteza polinukleotydéw — badanie ich wtaSciwosci fizyko-
chemicznych oraz podstawy mutagenezy

Cytozyna, apa_ogi cytydyny i kwas S-gltylocytydylowy

Praca zostata podjeta w celu badania wptywu podstawnika
S5-etylowego na strukbture kwaséw nukleinowych: Opisano
m.in. synbteze 1,S;NQ,Nq-tetraaminocytozyny, zwigzku, ktoéry
ze wzgledu na trudno$ci steryczne miedzy grupami
Na-dwumetylowg 1 5-metylows dotychczas nie byt otrzymany. ”
%mwmmnwmwﬁﬁmsmeSwWqumw.Hm- “
grupowanie Hilberta~Johnsona wykorzystano do gynteszy i
5_etylocytydyny, jej niektéryech Nq-alkilo pochodnych ;
| 1 S-etylourydyny. ' |

\ Usywajac fosforylazy polinukleotydowej i pirofosforanu
5=-etylocytydyny opracowane warunki syntezy kwasu S~etylocy-
| tydylowego, Otrzymano polimer o statej sedymentacji
| Spp = 246 /c.cz. okolo 45,000/, Strukturs drugorzedowa
otrzymanego poli 5-EtC, badana w warunkach obo jetnyeh i
kwadnych, jest znacznie siabsza nis struktura poli ¢,
Polimer +-EtC kompleksuje sle z poli I dajac komplekay
) Tm nieco wyzszym, nis odpowiednie kompleksy poli I + 1
poli C. Wyisza wartosé Tm poli I + poli 5-EtC gugeruje, ze i
kompleks ten bedzie lepsgzym induktorem interferonu, niz
poli I + poli C,

1
j ‘ | Chemiczns mutageneza ﬁ

| W pracy badano produkty reakcji powstajace w wyniku dzia- i
| tanla N-metylohydroksylaminy /NMeHA/ na pierécied cytozy-

ny. NMeHA, mimo podobierstwa chemicznego z hydroksylaming
, /BA/ wykazuje istotme réinice w reakeji z cytozyng, Naj- i
; watniejsze z nich to: |
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1. NMeHA z glikozydowymi pochodnymi cytozypy tworzy
jeden produkt reakeji odpowiednlisg pochodna KN metylo,
NAhydroksycytozyny.

2+ NMeHA nie wchodzi w reakcje¢ z S-podstaionymi pochodnymi
cytouyny 1 przez to nie powoduje mutacji u fagéw pa-
rzystych.
Chemiczne podstawy reakcji prowadzg do wniosku, zZe
mechanizm mutacjl zachodzgcych pod wpiywem dzistania
HA 1 NMeHA musi byé odmienny.

Produkty nspromienisnia” i naéwietlania UV urgeylu i po-
chodnych tyminy

Zestawiono dane chromatograficzne obejmujace 12 najezes-
ciej uzywanych solwentéw na 3 poditozach: bibule, cienkiej
warstwie celulozy 1 2Zelu krzemowego. Praca bardzo usytecz-
na dla prowadzgcych badania w zakresie okreslania rodzaju
oraz ldentyfikacji powstajacych produktéw napromieniania

i nasdwietlania UV kwaséw nukleinowych.

Produkty napromienienis tyminy w obecnofci etanolu

Tymins napromieniona promieniami gamma w obojetnym roz-
tworze wodnym etanolu tworzy produkty addycji z podstaw=
nikiem <hydroksyetylowym w pozycji 06’ Zwigzki te
stanowlg okolo 25% powstajacych radioproduktéw. Jeden z
wylzolowanych radioproduktéw, 6=/ -hydroksyetylo/-6hydro-
=5=hydroksytymina, poddany dziataniu promisniowania ultra-
fioletowego przy 254 nm, ulega fotochemicznej konwersji
do macierzystej byminy. Reskcji tej towarzyszy wydziele-
nie gldehydu octowego. Wyizolowano i oznaczono wtérny
produkt reakcji radiochemicznych, 6~etylotymine. Wias~
nosci powyiszych produktéw okresSlono na podstawie 7 metod
badawezych, przedstawiono réwniez préby okreslenia me-
chanizmu przebiegajgcych reakeji radiochemicznych.
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Fotochemiczne przemiany pochodnyeh uracylu i Jjego nukleo-'

zydéw

Praca dotyeczy przemian fotochemicznych Jjakim wlegajg
s-propylo; 1 S5-izopropylouracyl i jego nukleozydy pod
wpiywen promleniowania UV 254 nm, Stwierdzono, zZe w wy-
niku nadwietlinla neutralnych wodnych /1074 21073 M/
tych zwiazkéw naptepuje odszezepienie grupy alkilowe}j
1 w koficowym efekcie powstaje uracyl /nukleozyd/ i gaz
propylen. Proces ten przebiega via produkt poséredni
powstaly w wynlku wewngtrzczasteczkowej heterocyklicz-
nej fotoaddycji. Ten posredni foboprodukt prezentuje
nowg klas¢ dwuhydropirymidyn, a mianowicie 5,6-dwubydro-
-5,6-cyklobutanylouracyle /i ich nukleozydy/, posiadajace
wiadciwosel z Jednej strony dwubydropirymidyn, a z dru-
glej zaé dimeréw pirymidynowych,

Zaleznos¢ miedzy strukturg drugorzedows kwasu poliryboade~
nilowego 1 jego wrazliwoscia na promieniowanie Jonizugjace

Oznaczono radlochemiczne wydajno$ei zniszczenia adeniny
/Ga/ i rybozy /Gr/ w wolnej adeninie i rybozie, adenozy-
nie, kwasach adenilowych oraz w dwéch formach strukbturale
nych kwasu poliryboadenilowego /poly-A/ sy tJe w formie
obojetnej, jedno=laticuchowej i kwasnej, dwu-taficuchowej,.
Zbadano takze wplyw niskich dawek promieniowania gamma

na strukture wiasng poli-A., Otrzymane wyniki posiuzyty

do okreslenia zaleznosci miedzy wrazliwoécigq na promienioc-
wanle Jonizujgce skladnikéw polid, a jego strukturs’
drugorzedows., i

Stwierdzono, %e wydajnosei Ga 8g bliskie sobie we wszyst-
kich badanych zwigzkach, natomiast wydajnoéé Gr obnizg
gi¢ ju?z w nukleozydzie, & spada o ponad rzad wielkoseci
w kwaénej, dwulahcuchowej formie poli-A, Jednak w kwasnej
formie poli-A, Jednak w kwadnej formie poli-4 wydajnosé

I




Gr wzrasta z dawkg promieniowania wskazujgc na istotny
wptyw struktury drugorzgdowej na przebvisg radiolizy
polinukleotydu., Okreslenie wydajnodci G pozwolilo powige
za¢ zmiany w strukturze poli-4 po dawkach siegajacych

10 kR, gibéwnie z rediolizg adeniny; radioliza rybozy od-
grywa istotng role po wyzszych dawkach promieniowania,

Badapiz strukturalne podstawionych nukleozyddw na poziomie
monomerdw, dimerdéw i polimerdw
]

Giéwnym punktem bylo okreslenis wplywu podstawnika

w pozycii 2w pentozie. Z dotychezasowyeh prac wynikata
waznosé podjetego problemu - zmiana podstawnika z wodoru

na hydroksyl powodowala giebokie zmiany strukturalne oraz
inng biologiczng aktywnosé badanych zwiazkéw. Zmiana podsta-
wniks na 2°-O-metylo powodowala dodabkowe zmiany, ale

swoim zachowaniem badane zwigzki zblizaly sie do rybo
pochodnych a nie do dezoksy. W wyniku badania efektu

Cottona dla opisywanej wyzej serii pochodnyech w wodnym
roztworze przy zmiennej temperaturze stwierdzono, e grupa
2°~0-netylowa zwigksza stabilnosé dwunukleozydo-monofosforandw
orgz polimeréw w pordwnaniu do rybo pochodnyeh i dezoksyrybo.
W dyskusji przedstawiono model wyjasniajacy takie zachowa-
nle si¢ w seriis Grups hydroksylowa w pozyeji 2 zwieksza
oddziatywanle miedzy zasadami w wyniku ich zblizenia

wskutek wytworzenla wigzania wodcrowego taczgcego 2°CH

z tlenem furanozowym oq'; Przy zastgpieniu hydroksylu grupg
metoksylows zwigcksza sie réwnies oddziatywanie miedzy za-
sademi réwnie w wyniku ich zbliZenia ale wskutek oddziaty~
wan hydrofobowych - grupa metylowa ustawiona w pozyeji cis
do 2 wodoru plasuje si¢ miedzy zasadami, co powoduje zwieke
s3enie oddzialywan.

W pracy wysunieto szereg wniogkédw dotyczgeyeh struktury
uporzgdkowanych konformac ji homopolimeréw, zaleznosdci
widma kolowego dichroizmu od otoczenia zgsady azotowej itp.
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Optyczne wlasno$cl zasad pirymidynowych w ciele statym 1
Skrukbtura kwasédw nukleinowych,

Przewidywanie na drodze teoretycznej widm kwaséw nukleino—
wych w ich uporzgdkowanych formach opieralo sie¢ o wiasnosw
¢l oplyczne r ztwordw, natomiast teoria opierala sig¢ o
wyniki dla ciasla statego. Wydawato sle, Ze bytoby ciekawe
poréwnanie wkasnoéci,optycznych pochodnych kwaséw nukleinow
wych w clele statym z widmami roztworéw kwaséw nukelino-
wych. Dogodng metods do obserwacji widm ebsorpeyjnych

i kotowego dichroizmu w nadfiolecie okazata sie metoda
stosowana w podezerwieni, a mianowicie badanych kryszta-
téw w matryey KBr,

W wyniku przeprowadzonych badan nad tymidyng, cytydyna
oraz tyming, 1-metylouracylem, 1-metylocytydyng 1 jeszcze
kilkoma pochodnymi, kbérych strukbura krystalograficzna
byta dokladnie poznana, stwierdzono ze zwigzki te w ciele
sbtatym majs wtasnodel optyezne drastycznle rézne od tych
w roztworze, poza tym réinis sie one zasadniczo od widm
dla odpowiednich polinukleotydséw.

Wyniki te, ze wzgledu na éciste ustawienie wzgledem giebie
zagsad azotowych w ciele statym, moga byé podstaws do re-
wizji dobtychezasowyech pogladéw na widmo kozowego dichroiz-
mu i absorpcjli elektronowej kwaséw nukleinowych w roztwo-
128,

Publikacje nr : 881, 891, 894, 898, 900, 907 ,
907, 940, 941, 942, 943, ou4,
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Iemats Nr 09,3,1.,4.3.2. Kierownik: Prof. dr K.L. Wierzchowski
Podstawy regulacji funkeji kwaséw pukleinowych

Prace prowadzone w okresie sprawozdawczym stanowilty w dugej
mierze kontynuacje badan rozpoczetach w ublegrych latach.
Grupowaly si¢ one w zasadzie wokél dwdch zwigzanych ze goba
zagadnied, ktérym podporzadkowans byly wszystkie zsdanig
badawcze: ‘

Opracowano teorstycznie i opublikowano wyniki badat wpiywu
warstwowych asocjacji 1y3=dwume tylotyminy w roztworze
wodnym na efektywnosé i mechanizm reake ji fotodimeryzacji.
Badanla te wykazaly, %e w warstwowych kompleksach dwuketo-
pirymidyn fotochemiczna reakeja dimeryzacji cechuje sie
wysoks wydajnofcia kwantows poréwnywalng z wydajnoscig
kwantowg tej reakeji w warstwowo upakowanych kryszatatach
dwuke topirymidyn, oraz e w obu Gych ukiadach reskeja
zachodzl przede wszystkim we wzbudzonym stanie singletowyn
czgsteczek, Prace w tym zakresie beds nadal kontynuowans
koncentrujge si¢ na wpiywie agocjacji warstwowych na prze-
bieg reakcji dimeryzacji 1 fotohydratacji pochodnych ura-
cylu. W okresie sprawozdaweczym opracowano tebbnike i meto-
dyke badawczg oparts na wykorzystaniu 140 znaczonych po-~
chodnych.

Zakoficzono opracowywanie wynikéw badan metodaml spektrosko-
plii absorpeyjnej 1 emlsyjnej charakteru najnizszych stanéw
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wzbudzonych aminopirymidyn. Wykazaty one, ze najnizszy
wzbudzony stan singletowy tej grupy pochodaych pirymidyno-
wyoh Jest stanem 1,a a = powstajaeyn w wyniku wewngtrz-
czgsteczkowego przeniesienia elektronu 1-pary atomu azotu
grupy aminowej na antywigZgey orbital nx-elemtronowy pier-
$cienia pirym’ iynowego. Podobmy charakbter ma prawdopodob-
nie majnizszy stan tripletowy. Istotnq role w mechanizmie
fosforesecenc ji odgrywajg lezace nieco wyzej stany n, x
zwigzane z obecnodcisg n;par elektronowych na atomach azo-
tu pierécienia. Sprzesenie spinowoorbitalne singletu n,

z najnizszym tripletem oraz wzgledne poloszenie tripletu
n, * w stosunku do singletu 1,a x? zalezpe od miejsca
podstawienia grupy sminowej na pierScieniu plrymidynowym
oraz od tego czy n=-para elektronowa zwiazana jest wodorowo

z grupg OH rozpuszczaloika, decyduja o populacji stanu

triplebowsgo 1,a a 1 wydajnoéei kwantowej fosforescencji.
Opracowasno réwniez wyniki analogicznych badah standw

wzbudzonyeh 2-aminopuryny, dochodzge do wniosku, Ze poza

réZnym wzglednym potosenienm stanéw n, Xy 1,8 x; decydu~

Jacyn o wiasciwoéclach luminescenc ji zwigzku, charaskter naj-
nizszych stanéw wzbudzonyech 2-gminopuryny jest w zasadzie

taki sam Jjak w przypadku 2-aminopirymidyny.

X

Ze wzgledu na 1,s x charakter najoiZszego wzbudzonego .

stanu singletowego pochodnych aminowych pirymidyny i puryny

istotne znaczenie dla jego wlasciwosei powinien mieé kgt ‘
skrgcenia plaszezyzoy 1-pary elektronowej grupy aminowej ]
w stosunku do plaszezyzny plerscienia heteroaromatycznego. [
Podjeto prace majgce na celu blizsze zbadanie efsektu:

orientacji przestrzennej grupy aminowej na wtaSciwosci

spektrogkopowe zwigzku w szeregu N,N-dwualkiloaminowych

pochodnych 2-aminopirymidyny oraz 4eanino~5.me tylopirymi-

dyoy. Wstepne wyniki dla szeregu pochodayech 2N, Nedwuale
kiloaminopirymidyny potwierdzaja przewidywania.




s

- 3§ -

.Stwierdzono tez, Ze w obu grupach aminowych pochodnych

agregacja czasteczek, podobnie jak ich wbudowanie do
taficuchéw polinukleotydowych, powoduje silne gaszenie
fluorescenc ji nmonomeru i pojawienie sle emisji ekscimew
rowej w niskiej temperaturze.

W zwigzku z tym podjeto systematyczne badania steZeniowe-
80 gaszenis fluorescencji oraz wtadciwodci emisyjnych
9,9<propylenobis-2-aminopuryny i Jed N,B~dwumetylosmino-
wej pochodnej, zdolmych do przyjmowanis w roztworach
wodnych warstwowych konformacji.

Stosujge metody réwnowagowego ultrawirowania oraz osSmo-
metrii termoelektrycznej prowadzono badania wielostopnio-
wych réwnowag asocjacyjnych zwigzanych z tworzeniem sle

w roztworach wodnych pochodnych pirymidynowych i purynowych
warstwowych, n-skiadnikowych komplekséw, Celem badah Jest
poznanie wplywu podgtawnikéw na wielkossd oddziatywas dys—
persyjaych pomigdzy pochodnymi pirymidynowymi oraz okref-
lenie stalych réwnowagi w ukiadach, w ktérych badany jeat
Wplyw asocjacji warstwowych na procesy degi'adacji energii
wzbudzenia elektronowego. W okresie sprawozdawczym Opano-
wano metode termoelektrycaznej osmometrii, okreflono state
réwnowagl asocjacyjnej dla szeregu pochodnych dwuetopirymi-
dynowych orsz dls 2-gminopuryny, oceniono tez praktycznie
stosowalnosé obu metod w zaleznosci od rozpuszczalnodcl ba-
danego zwigzzku i rzedu wielkosei stalej réwnowagl gsocjacyj-
nej.

W celu uzyskenia przestanek dotyczacyeh rozkigdu geatofel
elektronowej w pierscieniach dwuketopirymidynu oraz wiele
kosci elektrostatyczaych oddziatywat miedzyozgsteszkowyeh
w ich roztworash kontynuowsno pomiary momentéw dipolowych
alkilo- i chlorowco-pochodnych dwuketopirymidyn uzyskujge
azereg dalszych danych 1 useiblajac otrzymane poprzednio

z doktadnoscig + 0,01 - 0.02 jedn, Debey’a.

Publikacje nr: 836, 908, 969, 970.
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Temats Nr 09.3,1.4.2.2. Kierowniks Do¢c, dr Z. lassota
Rwasy nukleinowe w mechanismie réinicowania gie komérek
Zoisny profiléw \elektroforei_:zcénxch BNA w_embriogensezie

edwabnika

Bgdano RNA jaj Bombyx mori w dlapauzie i na 1 dzieh przed
wyleglem. BNA wyodrebniano met, Hastings i Kirby, frgkeje
mikrogsomowsg met, Kedes i Stavy, a elektroforeze przeprowa-
dzono wg Bishops i wsp. 2 1 g Jaj w diapauzie uzyskiwano
0,5 mg ENA catk., 100 = 200 ug rybosoméw 1 15 = 50 ug r
RNA a z 1 g jaj pod koniec rozwoju = 1,0 mg RNA catk,,
500 ~ 600 ug ry.ssoméw i 50 -~ 70 ug r RNA, W catk. RNA

W glebokiej fiapauzie wyrézniono 8 frakeji giéwnych /1 =
298", 2 - "275", 3 - ™M98", 4 - bliska 3,5,6 1 7 odp.
ruchliwsze oraz 8 w obszarze "4-58/ oraz dwie stabe
frakcje mniej ruchliwe niz "29s*,

Stosunek frakeji "298"/"9sS" w RNA catk, w giebokiej dia-
pauzle wynosi 1, pod koniec rozwoju zas zbliza gle do 2 a
na jruchliwsza frakcja /8/ dzield slew éwezas na dwie., W r
RNA wystepuja frake je 1,2,344,5 oraz jedna w obszarze
"4/58" /frakeje 2 1 4 sg tu znacznie obfitsze ni% w EBNA
catk./, Z danych wynika, ze zmiany w obrazie RN4 zaczyna-
Ja sle jeszcze podezas przebywania jaj w niskiej tempera-
turze, a wigeec wezeéniej niz dotad uwazano. MoZna PrZYPUSZ=
czaé, %e dziala rybonukleaza Zwigzana z rybosomami a szcze-
gélnie aktywns w diapauzie,

-

Wyjaénienie mechanizmu aktywacii en mu /AChE/ w metamor-

fozie Celerio euphorbiae.

Poprzednio wykazallémy, %e u diapauzujacych poczwarek
Celerio jeszoze w czasie przebywania w temp, 4° nastepuje
gwaltowny wzrost aktywnodei esterazy acetylocholinowej
/AChE/ 1 %e zmiany te zalezs od plel a nastepnie, Ze AChE
uczastniczy w przemianach poza ukladem nerowym, zapewne w
przemisnie lipidowej,
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Stosujge 1n vivo puromycyne 1 akiynomycyne wykazano, Ze
hamije one narastanie aktywnosci AChE w omawianym okresie.
W fizjologicznym szczycie aktywnoSci AChE giegajacym 12-13
M AChBr/godz/osobnika, po uprzednim podaniu aktynomycyny
w dawce 2 g/osobniks sktywnosé wynosi zaledwie 1 N
AChBr/godz/osobnika, a przy dawce dwukrobtnie wysisze] =
aktywnosé w ogdle sie¢ nle pojawia., Wskazuje to, %e haras-
tanie aktywnosci AChE Jest wynikiem syntezy enzymu de novo,
e zatem, %e wbrew dotychczasowym poglgdom w takich warun-
kach przebiega u poczwarek zardwno btranskrypeja jak 1
translacja.

Publikacje Nr : 906, 928, 945, 946,

Temat: Nr 039,3,1.4.1.1, Kierownik: Prof. dr P.Szafrariski

Eontrolowans biogynteza blalks w ukYadach bezkombrkowych

Reakeda rybosoméw Rscherichis coli z matrycami

¥ pracy tej badano mecharizm przytaczania mRNA E.coli,
RNA faga £2 oraz poli U do rybosoméw z E.coli. Dwa aspek-
ty tego problemu byly przedmiotem doswiadczen:

1/ rola kationéw w stabilnobci kompleksu mRN4 - rybosomy
2/ rola struktury rybosomu w przylgczaniu mRNA,

Wyniki wakazuja, Ze zardéwno poli U jak i naturalne matry=
ce przytaczajy sie do tych samych miejse na rybosomie,
Jednakie mechanizm wigzania rybosoméw z obu typami matrye
okazal sie inny. Przyigczanie poll U do rybosoméw wymaga
udziatu jonéw dwuwartosciowych, natomisst w reakeji natue
ralnych matrye moga byé one zastapione w znacznym stopniu
przez jony Jednowartogciowe. Usunigcie czgsci bialtek rybo-
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somowych za pomocg 1 M NH401 uniemozliwla przytaczenie
naturalnyeh matrye do rybosoméw nie wpiywajac w istotny
_sposbéb na wigzane poli U,

Grupy aminowe blalek rybosomowych sg niezbedne w reakeji
z naturslnymi matrycami, natomiast w wigzaniu poli U
z rybosomami istotny jest udzial reszt aminowyeh rRNA,

Badania nad dwuznacznym odczytywaniem poli T

Praca jest kontynuacjg poprzednich badaf, w ktérych wyka~
zano, te odpowlednio przygotowane rybosomy Bacillus
stearothermophilus prowadza w obscnos$ci poli U, obok
gsyntezy poll fe: vloalaniny ~ synteze polileucyny.
Przedstawiane obecnie wyniki wskazuja, ze réwnies rybo-
somy Escherichis coli.mogg wykazywaé istotng dwuznacznosé
w odezytywaniu poli U, Zjawisko zwiekszonego wigczania

C-leucyny w stosunkn do 3H’-fenyloalaniny w obecnosci
odpowiednio przygotowanych rybosoméw zostato potwilerdzo-
ne za pomocg akeji 14C-leucylo—tRNA i qc-fenyloalanylo-
~tEN4 z rybosomani.

Wyniki sugerujs,. Ze prawidtowe odezytywanie kodu genetycz~
nego jest zwigzane ze strukturg rybosoméw,

W okresie sprawozdawezym rozpoczeto prace nad mechanizmenm

translacji RNA faga £2 w ukladach bezkomérkowych z Escheri-
chia coli,

Iranslacja BNA faga £2 in vitro

W ostatnim czasie nagromzdzito sie wiele hipotez dotyczg~
cych mechanizméw uruchamiania aktywno$ei odpowiednich cise
tronéw na matrycy. W omawianej pracy wykazano, %e niewiel~
kie réznlce stezefd magnezu w Srodowisku mogg powodowaé
znaczne réinice w szybkoscl tiomsczenia odeinkéw RNA faga
£2 odpowledzlalnych za synteze polimerazy RNA i bialks
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ptaszcza fagowego. Zbadano produkty trenslacji RNA fagowego
w zakresie stezed Mg2+ od 10,6 do 18,6 mM. Syntetyzowane pod
wpiywen RNA £2 znakowane 14C—alanine, i 3H~hystydyna produk-
ty, rozdzielano za pomoca elektroforezy na poliakrylami.
dzie, Produkty utworzone w ukladzie zawierajacym od 12,6

do 18,6 mM Mg2+ odpowiadaly specyficznym biatkoms
polimerazie RNA 1 bialku praszcza fagowego. Optymalne
waruekl trenslacji znaleziono w 12,6 mM Mg2+. Obnizenie
stezenia Mg2+. Obnizenie stezenie Mg2+ ponizej optymalnej
wartosci do 10,6 mM prowadzilc do braku syantezy polimerazy
RNA. Rezultat ten byl wynikiem obnizenia szybkodci elon-
gacjl co powodowalo niekompletne tlomaczenie wieckszego

genu polimerazy RNA podezas gdy 4~krotnie mniejszy gen
biatka plteszcza byl w btych warunkach tiomaczony.

Dekodowanie formxlometiqnylo-tRNA

W okresie sprawozdawezym rozpoczeto prace celem ktdrej
Jest ustalenie oczy F-met-tRN4 jest w obecnodei RIA faga £2
przylaczany na rybosomie 4o miejsca d-gkceptorowego,
P-peptydylowego, czy btes do jeszceze ipnego trzeciego

mie jsca., Doswiadezenia z blokowaniem przylaczania
P-met-tRNA w obecnodei puromycyny i tetracykliny wskazujs,
te 1lnicjujgcy tBNA moze przylsgczaéd sie do innego niz

P-nie jsce na rybosomie, a nastepnie jest przenoszony do
niejsca peptydylowego.

Publikacje nr: 866, 879, 885, 901, 935, 939, 959,
965, 49/71, 51/71, 52/71.
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Temat: Nr 09,3.1.4,2.3, Kierownik: Doc., dr M.Jesewska

Metabolizm prekursordéw i produktéw rozpadu kwaséw
nukleinowych

Przemiang kwasu inozynowego do kwasu moczowego

Badania wykomnsno na homogenatach, supernatarcie homogenatu
1 frakejach bialkowych otrzynanych z watrobotrzustki
$limaka ladowego Helix pomatia,

1. Odszczepienie fosforanu 1 rybozy
a. enzymy rc¢_%tadajgce mononukleotydy purynowe -~ nie
stwierdzono akijwnoSci nukleozydazy mononukleotydéw
i fosforybozylo-transferazy. Wykazano aktywnosé fos-
fafatazy odszczepiajgcej fosforan nieograniczny
z utworzeniem nukleozydu. Rozszczeplene sg IMP i GMP,
stabiej AMP, XMP i UMP. Pirofosforan hamuje reakeje,

b. enzymy dzislajace na nukleozydy - nie stwierdzono
aktywnosei nukleozydazy, wykryto silna akbtywmosé
fosforylazy nukleozydowej. Enzym oczyszczono okoto 50
rgzy. Oznaczono wplyw stezenia substratu /inozyny/,
czasu reakeji, temperatury i stezenia jondéw wodorowych
oraz wpiyw jondéw magnezu i wapnia, NaZSO4 1 ADP na
przebleg reakeji katalizowanej przez ten enzym,
Oczyszczony enzym rozkiada inozyne, guanozyne, adenoc-
zyn¢, nie rozkiada ksantozyny i urydyny.

2. Dehydrogenaza ksantynowa

- zastosowano do badaf metode spektrofotometryczng
zamlast poprzednio stosowanej chromatograficznej, co
umozliwilo jednoczesne Sledzenie obu etapdw reakeji
utleniasnia hipoksantyny do kwasu moczowego, a takie
na uzycie NAD jako akceptora elektronéw. Prébowano
zmieniajge waruoki reakeji, wzglednie zmieniajge pre-
paratyke enzymu, uzyskaé bads zwigkszenie wydajnofei.



utlenianis ksantyny do kwasu moczowego, bads catkowity
zanik 2 etapu utleniania. Badano i pordwnywano aktyw-
nosé enzymu wobec hipoksantyny i ksantyny jako substra-
téw 1 blekltu metylenowego 1 NAD jako akceptorédw ele-
ktronbéw., Wydaje sig, 2e stosunek ksantyny do kwasu
moczowego przy utlenisniu hipoksantyny nie zalezy od
rodzaju buforu, pH érodowiska, stezenia akceptora
elektrfnéw i temperatury, natomiast zalezy od sto-
sunku enzymu do substratu 1 od rodzaju akceptora
elektronéw 1 w pewnym stopniu od eczasu reake ji.

3+ Dezaminazy
- wykryto sitabg sktywnosé dezaminazy adeniny. Préba
eminowania ksantozyny i ksantyny nie dala pozytyw-
nych wynikédw.

Publikac je nr: 924, 925.

Temat: Nr 09,3.1.4.2.10. Kierownik: Doc. dr J. Buchowicz

Metabolizm prelursoréw kwaséw nukleinowych u roslin

Ustslenie kolejnoSci wznawianis syntezy DNA, BNA 1 bialka
w_zisrnie pszenicy poddanym kietkowanin

Celem podjetych badah jJest ustalenie kilerunku i kole jnosci
przekazywania informacji genetyeznej miedzy DNA, BNA i
biatkiem w warunkach naturalnej synchronizacji procesdw
rozwo jowych., Jako obiekt badat wybrano ziarno pszenicy,

a jako pierwszy etap badahd zaplanowano ustalenie kolejnod=
¢l wznawiania syntezy DN4, BNA i biaitka w czasie induke ji
procesu kietkowania. Wykazano, Ze ziarno pszenicy pozosta-—
Jace w stanie spoczynku wyposazone Jjest w komplet enzyméw
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niezbednych do syntezy RN4 z prostych prekursoréw.
Po mieszczeniu ziarna w warunkach 8przyjajacych kielko

" waniu synteza RNA zostaje wznawisna niemal natychmiast,

W trzy 1 cztery godziny pézniej uruchamiane zostajg ko=~
leJno synteza bilatka i DNA. Wraz z rozpoczeciem syntezy
blatka obserwuje sie takze prawdopodobng degradacje¢ nowo-
powstatego RNA,

¥a m rginesie przeprowadzonych badaf, w trakcie opraco-
wywania metod analitycznych, zaobserwowano alkoholitycz-
ng degradacje nukleotydéw, katalizowang przez fosfatazy
roslinne w stezonych roztworach alkoholowych,

Publikacje nr: €7, 889, 902, 909, 910, 911, 917,
962, 9€s.

Temat: Fr 09.3.1.4,2.4. Kierowniks Doc, dr M.,Piechowska

Rwasy nukleinowse i biaika w mechanismie regulacji hormo-
Ralnej u owadéw -

Biatks hemolimfy

Blalka 1/ z hemolimfy ggsienic ostatniego stadium larwal-
nego, przedpoczwarek, poczwarek i motyli obu
pici oraz

2/ z homogenatéw jaj w czasie ich cyklu rozwojo-
wego rozdzielono za pomocsg elektroforezy na
%elu poliskrylamidowym. Wyodrebniono okolo 20 frakeji
w hemolimfie i okoto 15 w homogenatach, charakterystycz-
nych dla okreslonego stanu.fizjologicznego owada i sta-
dium rozwoju embrionalnego.
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Spoéréd wyodrebnionych biatek hemolimfy okreslono metods
wyblérezego wybarwienia lokalizacje esteraz, fosfatazy
kwaénej 1 alkalicznej oraz amylazy, kontynuowano réwniesz
badapnia nad lokalizacja oksydazy polifenolowe.

Aminokwasy hemolimfy

Oznaczono pule wolnych aminokwaséw 1 zwigzkéw ninkydryno-
—~dodatnich u gasienic w S-tym okresie, przedpoczwarek i
poczwarek podezas rozwoju doraznego i przewlekiego na auto-
matycznym analizatorze aminokwaséw Beckmana. Wykazano 18
aminokwaséw bialkowych, 6 nlewystepujacych w biatkach,

3 niezidentyfikowane zwigzki, 6 pochodnych oraz moeznik

1 amoniak, Wykazano zmiany w poziomie aminokwaséw w za-
leznoéci od stadium rozwoju oraz rdznice miedzy rozwojem
dorazuym i przewlekilym. ‘

Zakoficzono oznaczanie skladu aminokwaséw w gruczole
prz¢dnym i oprzedzie po hydrolizie kwasnej i zasadowej,
Wykazano obecnosé 16 aminokwaséw w gruczole, oprzedzie
i oprzedzie po ekstrakcji /bialko nierozpuszczalne/, a
15 w ekstrakeie wodnym /bilakko rozpuszczalne/, gdzie
nie znaleziono argininy., W Zadnym z badanych biatek
nie stwierdzono tryptofanu.

Cykliczny adenozyno-3; 5°~ monofosforan

Oznaczenla jakosciowe prowadzono na homogenatach z mies-
ni, é&clany Jelita, ciala tuszczowego, cewsk Malpighiego
1 parzaddéw piteciowych u imago obu ptet szaraficzy Schistoe
cerca gregaria.

Najsilniejsze plamy o-AMP sprawdzane w Swietle UV wyka-
zywaly mieénie, Jjaja, stabsze narzady piciowe i cewkl
Malpighiego oraz ciato ttuszczowe samcdw,

Do oznaczed 1losciowych przygotowano fosdodwuesteraze
specyficzng dla c-AMP z mézgu stezura oraz przeprowadzono
wstepne oznaczenia aktywnosei fosfodwuesterazy z homogena-
t6w migéni szaratficzy.

Hormon juwenil

Okredlono wrazliwodé ggsienlc S5-go okresu, przedpoczwarek
i poczwarek na dzialanie syntetyoznego preparatu HJ pro-
duckjl Calbiochem. Wystandaryzowano wielkoéé dawki hormonu
i najwtasciwszy okres dla jego stosowanla., Stwierdzono
zmiany w metamorfozie, jak niespotykane w naturze wydtuze-
nie okresu przedpoczwarkowego, zmiany w kutikuli larwalnej,
a bskie stopied zahamowania rozwoju i wzrostu tkansek i na-
rzgddw. Przeprowadzone badania pozwolg ustalié sposédb
dzialania hormonu w przedstawiciela rodziny Sphingidae

1 dadzg punkt wyjécia do dalszych badah nad wpiywem hormonu
Juwenlilnego na metabolizm posredni.

Publikacje nr 871, 892, 882,

Temat: Nr 09.3.1.4.2.1, Kierownik: Prof, dr J.W. Szarkowski

Strukturs i funkejas kwaséw nukleinowych oraz biatek organe—

1131 komérkowych w ich biogenezie,
Charakterystyka frakeji rybosomopodobnej mitochondréw

1lidci Syta.

Badania przeprowadzono na krajowej odmisnie Zyta /Secale
Cereale L, odm, "Dafikowskidy.

Mitochondria izolowano z pierwszych lisci 14 dniowych kiei-
kéw, Poréwnano wiasnodci osadu nukleoproteidéw mitochondrigl-
nych opadajgeych w trakeie wirowania homogenatéw mitochone
driéw przy 100 000 g 2 wtasnofciami innych podfrakeji, tj.
osadu 20 000 g i supernatantu po osadzie 100 Q00 g+ Stwier-
dzono, e ok. 80% RENA osadu nukleoproteidéw Jest zwigzkienm
wysokospolimeryzowanym. Stosunek ENA/bistko tej podfrake ji
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Spoéréd wyodrebnionych biatek hemolimfy okreslono metods
wyblérezego wybarwienia lokalizacje esteraz, fosfatazy
kwaénej 1 alkalicznej oraz amylazy, kontynuowano réwniesz
badapnia nad lokalizacja oksydazy polifenolowe.

Aminokwasy hemolimfy

Oznaczono pule wolnych aminokwaséw 1 zwigzkéw ninkydryno-
—~dodatnich u gasienic w S-tym okresie, przedpoczwarek i
poczwarek podezas rozwoju doraznego i przewlekiego na auto-
matycznym analizatorze aminokwaséw Beckmana. Wykazano 18
aminokwaséw bialkowych, 6 nlewystepujacych w biatkach,

3 niezidentyfikowane zwigzki, 6 pochodnych oraz moeznik

1 amoniak, Wykazano zmiany w poziomie aminokwaséw w za-
leznoéci od stadium rozwoju oraz rdznice miedzy rozwojem
dorazuym i przewlekilym. ‘

Zakoficzono oznaczanie skladu aminokwaséw w gruczole
prz¢dnym i oprzedzie po hydrolizie kwasnej i zasadowej,
Wykazano obecnosé 16 aminokwaséw w gruczole, oprzedzie
i oprzedzie po ekstrakcji /bialko nierozpuszczalne/, a
15 w ekstrakeie wodnym /bilakko rozpuszczalne/, gdzie
nie znaleziono argininy., W Zadnym z badanych biatek
nie stwierdzono tryptofanu.

Cykliczny adenozyno-3; 5°~ monofosforan

Oznaczenla jakosciowe prowadzono na homogenatach z mies-
ni, é&clany Jelita, ciala tuszczowego, cewsk Malpighiego
1 parzaddéw piteciowych u imago obu ptet szaraficzy Schistoe
cerca gregaria.

Najsilniejsze plamy o-AMP sprawdzane w Swietle UV wyka-
zywaly mieénie, Jjaja, stabsze narzady piciowe i cewkl
Malpighiego oraz ciato ttuszczowe samcdw,

Do oznaczed 1losciowych przygotowano fosdodwuesteraze
specyficzng dla c-AMP z mézgu stezura oraz przeprowadzono
wstepne oznaczenia aktywnosei fosfodwuesterazy z homogena-
t6w migéni szaratficzy.

Hormon juwenil

Okredlono wrazliwodé ggsienlc S5-go okresu, przedpoczwarek
i poczwarek na dzialanie syntetyoznego preparatu HJ pro-
duckjl Calbiochem. Wystandaryzowano wielkoéé dawki hormonu
i najwtasciwszy okres dla jego stosowanla., Stwierdzono
zmiany w metamorfozie, jak niespotykane w naturze wydtuze-
nie okresu przedpoczwarkowego, zmiany w kutikuli larwalnej,
a bskie stopied zahamowania rozwoju i wzrostu tkansek i na-
rzgddw. Przeprowadzone badania pozwolg ustalié sposédb
dzialania hormonu w przedstawiciela rodziny Sphingidae

1 dadzg punkt wyjécia do dalszych badah nad wpiywem hormonu
Juwenlilnego na metabolizm posredni.

Publikacje nr 871, 892, 882,

Temat: Nr 09.3.1.4.2.1, Kierownik: Prof, dr J.W. Szarkowski

Strukturs i funkejas kwaséw nukleinowych oraz biatek organe—

1131 komérkowych w ich biogenezie,
Charakterystyka frakeji rybosomopodobnej mitochondréw

1lidci Syta.

Badania przeprowadzono na krajowej odmisnie Zyta /Secale
Cereale L, odm, "Dafikowskidy.

Mitochondria izolowano z pierwszych lisci 14 dniowych kiei-
kéw, Poréwnano wiasnodci osadu nukleoproteidéw mitochondrigl-
nych opadajgeych w trakeie wirowania homogenatéw mitochone
driéw przy 100 000 g 2 wtasnofciami innych podfrakeji, tj.
osadu 20 000 g i supernatantu po osadzie 100 Q00 g+ Stwier-
dzono, e ok. 80% RENA osadu nukleoproteidéw Jest zwigzkienm
wysokospolimeryzowanym. Stosunek ENA/bistko tej podfrake ji
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wynosi 0.3 i odbiega od anelogicznych wartosdci innych pod-
frake ji mitochondriaslnych i rybosomdéw cytoplazmatycznych.
Stosunek 1loici DNA/RNA wynosi 0,04 i Jest najniiszy w zes-
tawieniu z innymi podfrakejami. Temperatura topienia RNA
osadu nukleoproteidéw wynosi 52° i jest wyisza od analo-
gicznej wartosci dls RNA rybosomdéw cyroplazmatycznyche
Poréwnawczs charskterystyks podfrakeji mitochondrialnych
wskazuje na odmiennosé¢ osadu nukleoproteidéw zaréwno od
innych podfrakeji mitochondrium jak réwnies od rybosoméw
cytoplazmatycznych,

Zbadanie rozmieszczenia 1 intensywnobci biosyntezy DNA

‘1 RNA w mitochondriseh Zyta w czasie kielkowanis oraz
charskterystyka enzymow nukleolitycznych

Badania przeprowadzono ua zarodkach Zyta izolowanych przy
zastosowaniu kilkakrotnej flotacji w 2 M roztworze sacha-
rozy. Kietkowanle prowadzono przez 24 1 48 godz., Z zZacho-
wanlem dzienno-nocnego cyklu dobowego. Stwierdzono, %e
rozmieszczenie BNA w podfrake jach uzyskiwanych przez rézni-
cowe wirowanie homogenatéw mitocjondridw zarodkéw jest nie-
réwnomierne, Wykrywano ok. 90% RNA w podfrakeji 20 000 g i
blisko 10% w osadzie 100 000 g. Wymienione proporcje nie
ulegaly zmianom w ciagu poczatkowych 24 i 28 godzir kiei-
kowania. Wyniki te sg zbliZome do analogicznych danych

dls mitochondriéw 14-to dniowych lifci %yta. Przebadano
wlaczanile 2—140-uracylu do RNA mitochondriéw izolowanych

2 zarodkéw 1 24-0 godzinnych kietkéw. Stwierdzono osmioe
krotny wzrost aktywnoséi witasciwej RNA mitochondiralnmego
po 24 godz. kielkowania. Badano réwnies metabolizm DNA in
vivo w mitochondriach i imnych organellach komérkowych

¥ czasie kielkowania. Wykazano, %e relatywnie najintenayw-
niejsze wiaczanie 3E,-tymidyny zachodzl we frakeji mito-
chondrialnej, przy najnlsszej intensywnoseci wigczania do
DN4 jadrowego, zaréwno po 24 Jsk i po 48 godz, kietkowania,
Wynik ten sugeruje, Ze mitochondris, podobnie Jak plastydy,
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charakteryzujs sie pewna autonomis metaboliczng juz we
wezesnych fazach swojegzo rozwoju.

‘Badano aktywnosé nukleolityczng frakeji jadrowej, plasty-

dialnej, mitochondrialnej, rybosomalnej oraz supernatantu
postrybosomalnego zarodkéw i 24-0 godzinnych kielkdw 2yta.
Przeprowadzono préby izolowania i charakterystyki oraz
oczyszezenia enzyméw rozkiadajgeyeh RNA supernatantu postrybo-
somalnego zarodkéw. Stosujae frakejonowane wysalanie giar-
czanem amonu i chromatografie kolumnows na wymieniaczach
celulozowyeh i Zelu Sephadex G~50 uzyskano kilkakrotnie
oczyszczory, termolabllng frakeje biatkows rozkladajacy

RNA przy pH 5,4 1 7,2,

Publikacje nr: 872, 857, 893, 916, 964,

Temats: Br 09,3.1.4.2,9. Kierownik: Prof. dr D, Shugar

Przygotowanie specyficznych substratéw dla enzyméw nukleoli-

tycznych 1 lokalizacja nukleaz metodaml cytochemiczaymi

Opracowanie metody syntezy i wyodrebniania 3’ ~ maftylo—

fosforantw rybonukleozydéw swoistych substratéw do histo-
chemicznej lokalizacjl i kolorymetrycznych ozpaczen
enzyméw @ swoistosci Riaz

Opracowano metode syntezy czterdch substratéw do histo-
chemicznych i kolorymetryeznych oznaczen RNaz:

3’ - naftylofosforan urydyny, substrat dla RNazy
trzustkowej 1 RNazy T2, o niewielkiej podatnoéci na fosfo-
dwuesteraze II;

5°=O-metylo~ oraz 5°-O-etylo-3Z -naftylofosforany urydyny,
substraty dla powyzszyoch RNaz, charakteryzujace sie zwiek-
szong opornoécig na dzlatanie fosfodwuesterazy II; )

N

S~




- 58 -

3~ « paftylofosforan inozyny, substrat dla RNazy T2,
o niewielkiej podatnodci na dzlalanie RNazy T™ 1 fosdodwu-
esterazy IT.

Ustalono szybkosecl hydrodizy tych substratéw przez RNaze
trzustkows, T™ oraz T2, Stwierdzono wplyw wielko$ci pode
stawnika w pozyeji 5°OH substratu na jego opornosdé na
dziatanie fosfodwuesterazy Il.

Higtochemiczna lokslizacja rybonukleszy w pedach pszenicy

Zlokalizowano histochemicznie enzym dzialajacy na 3°- =
-~ naftylofosforan urydyny oraz inozyny w modych pedach
pszenicy, gtéwnie we wigzkach, w cytoplazmie komérek
rmiazgl floemu, towarzyszacych oraz miekiszowych wiazki
oraz w mniejszym stopniu w cyboplazmie komérek migkiszo-
wych coleoptyle i lidcila; brak enzymu w jadrach i chlorow
plastach. Stwierdzono identycznosé enzymu dzialajacego na
oba substraty na podstawie identycznosci lokalizacji
histochemiczne j, wystepowania w supernatancie komérkowym,
optimum pH, wplywu jonéw, etc. Na podstawie elektroforezy
na zelu pollakrylamidowym w szeregu nkiaddédw orsz zachowa=-
nia sle wobec szeregu syntetyczmnych substratéw ustalono
Jego identycznosé z RNazg.

Wyodrebnianie ENazy alkalicznej Sledziony; badsania swois—
fosci enzymu w pordwnsniu z RNaza tkanek wydzielniczych

Stwierdzono wystepowanie w trzustce, Slinlance i nerce
RRazy alkalicznej dzialajace] na 3°- - naftylofosforan
urydyny z szybkohclg odpowiadajgca szyboéei hydrolizy krys-—
talicznej RNazy trzustki oraz zbadano jej histochemiczna
lokalizac je. Podobng akbtywnosé wobec tego substratu stwier-
dzono w BNazie alkaliczne] loZyska, podczas gdy RNazy al-
kaliezne watroby, Sledziony i pluc charakteryzujs sie
brakiem aktywnosci wobec tego subatratu.

Obecnie prowadzone sg prace nad oczyszczaniem RNazy Sle-
dzlony, celem ustalenia réznic w jej swoistodel w stosunku
do RRazy trzustki i slinianek,

Publikacje or : 878, 880, 895.

1+ Ksztalcenie kadr

2, Wspdiprs:a naukowa z zagranicg
3. Konsultacje naukowe

4. Kursy, konferencje, z jazdy

5. Prace uslugowe

6. Nowe urzgdzenia
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2. SPRAWO ZDANIE

ze wgpbdlpracy naukowe] z zagranlca w 1971 r.

Instytut wepdirracowal w tematyce objetej problemem wezio-
wym 0903-10

4. ¥ remsch RWFG

a/ Kontynuowano wspéiprace w problemie planu RWEG
"Chemia 1 technologia bialek, peptydéw i aminokwa-
séw". W tym problemie Instytut Biochemii i Biofizyki
PAN jest Jjednostkg wlodgeg w skali krajowej.

Przedstawiciel /1 osoba/ Instybtutu uczestniczyt w po-
siedzeniu ekspertéw odbytym we wrzesniu 1971 re w
Warnie /Bulgaria/.

b/ Zgtoszono z Instytutu 3 tematy do planu wspbdipracy
RWPG w dziedzinie "Badanie w zakresie biofizyki":

1/ Konformascyjne wiasciwobci syntetycznych polinukleo~
tydéw;

2/ Badanie oddziatywad miedzyczgsteczkowych pomiedzy
zasadaml purynowymi i pirymidynowymi;

3/ Molekularne podstawy mutogeneszy.

Przedstawiciel /1 osoba/ Instytutu uczestniczyt w po-
siidzeniu Rady Pelnomocnikéw Centrum Koordynujgcego
tego problemu, odbytym w pazdzierniku br. w Puszezino
k.Moskwy /ZSRR/.

B. W ramach wspdlpracy wielostronnej Akademii Nauk, kon-
tynuowano wspdiprace w temstyce "Chemia i Biochemia

i kwaséw nukleinowych®,

: Przedstawiciele /3 osoby/ Instytubu uczestniczyli w spot-

R kaniu stron wspbéipracujacych w tej tematyce, odbytym

w czerwcu br., w Budapeszcis.
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Co W _ramach wspdlpracy dwustronneij:

1. Kontynuowane wspdiprace w ramach umowy PAN - CONRS,
" Francjas

2. Kontynuowano wspdiprace w ramach umowy PAN - CNR,
Wiochy.

Instytut zamierza kontynuowaé i rozwijaé wszystkie
wyzej wymienione sposoby wspdlpracy. Przy odpowied-~
nich usprawnieniach i odformalizowaniu /o czym wielo-

krotnie sygnalizowalismy wladzom PAN/ mozliwe Jest uzys-

kanie wig¢kszych korzysci niz dotychezas.

W ramach wyzeJ Hodanych kierunkdéw i sposobéw wspdipracy
prowadzilismy wymiane pracownikéw.

W 1971 r. przyjelisdmy: 3 osoby z Francji, 1 osobe z Wioch,
3 osoby z Czechoslowacji 1 osobe z Bulgerii i 1 osobe
z Wegier na krétkie wizyty.

Wys2alismy na krétkie pobyty:

4 osoby do Frencji, 4 osoby do Czechostowacji 2 osoby
do NRD i 1 osobg do ZSRR,

W 1971 re 5 oséb uczestniczylo w szkole letniej w Pradze
/Gzechostowacja/, tematyka dotyczyila kwaséw nukleinowych,
1 osoba w szkole letniej FEBS w Barik /Jugoslewia/ tema~
tyka dotyczyia enzymologii, 1 osoba w szkole letniej w ri-
zie /Wiochy/ tematyka dotyczyla zastosowai mebod fizycz~.
nych w bilogii oraz 2 osoby w szkole letniej w Nowosybir-
sku /ZSRR/ tematyka dotyczyla kwaséw nukleinowych,

Korzysci z uczestnictwa w wymienionych szkolach 53 znacz-
ne. Wysylano z reguty mlodych pracownikéw, ktérzy zapozna-
wali si¢ tam teoretycznie i praktycznie z nowoczesng meto-
dyka badan stosowang w odpowiednich dziedzinach.

Tematyka szkoél byla zwiazana z profilenm BaVKOWym naszego
Instytutu.
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Biochewicznych Bulgeria /2 osoby + 4 osoby w ramach

wymiany/.

4, Sympozjum /The Bacterial Cell Envelope” /1 osoba/.

/1 osoba/.
2. Buropejski Xongres Biofizyczny, Austria /2 osoby/.

W 1971 r. przedstawiciele Instytutu brali udzial w naste=

pujgcych kongresach i zjazdach:
1. Zjazd Environmental Mutageny Society, Buropean Brench

3+ VII Kongres Federacji Europejskich Towarzystw

oy L46L M ENOTEIZUA TMONOVN HLOVIINSNOY

z IBB wyjechaly 2 osoby do USA, 1 do Kanady

Z pobytéw diugoterminowych powrdcily w 1971 . 4 osoby z USA

i 1 z Belgii.
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6.

Nowe urzgdzenia wykonane w warsztatach
Tnstytutu Biochemii i Biofizyki PAN
w 1971 roku




6.

TERMOREGULATOR IMERSYJNY - TYP I

Urzgdzenie znajduje zastosowanie przy pracach
laboratoryjnych gdy wyrwagana jest stabilizacja tempe~

ratury cleczy w dowolnym /praktycznie/ naczyniu.

Zgkres temperatur 20 - 70°C,
Dokadnodé stabilizacji + 0,2°C temperatury.
Seria prébna.

4 szt, wykona.e we wiasnym zakresie dla potrzeb

Instytutu.

Cena przy wykonywaniu serii prébnej bez oprzyrzado- ' }
wania ok, 2.000 zt za 1 szt, Poréwnywalna cena termo-
regulatora o mniejszej uniwersalnoéci prod. Techn.Lsb.

Instruments INC USA wyn osi ok, 50 2.

Zapotrzebowanie wiasne - kilkanascie sztuk,




TERMOREGULATOR DO EOMOR TERMOSTATOWYCH TYP K2

Ze

6.

Termoregulator znajduje zastoscwanie przy stabilie 1o
zacji teumperatury w obiektach wymagajacych duzej

niezawodnosci dzialania z uwagl na cenng zawartossé

ulegajgcy zniszczeniu w przypadku przekroczenia

okredlonej wmaksymalnej temperatury,
Zakres temperatur 20 = 70°C.
Dokadnosé stabilizacii + 0,5°C temperatury,

Seria prébna.

2,
1C sztuk wykonany- 1 we wlasuym zakresie dla potrzsh

instytutu.

3.
Cena przy wykonywaniu serii prébnej bez oprzyrzgdo=

§

; . 4
wania oke 2,000 zi za 1 szt. Poréwnywzlna cena termo~ *
regulstora bez dodatkewego ukiadu zabezpieczajacego
produkcji Techn. Lab. Instruments INC USA wynosi ke

50 g,

Zapotrzebowsnie wiasne = kilkadziesizh sztuke.
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PRZYSTAWEA STERUJACA DO KOLEKTORA FRAKCJI - TYP CS 120

Przystawka przeznaczona jest do regulacji czasu
zblerania frakcji 2z kolumn chromatograficznych

itp.

Z uwagl na prosta konstrukcje /ukiad elektromechanicz~
ny moze byé uzytkowany w trudnych warunkach klima-~
tycznych /duzy zakres temperatur i wysoka wilgotnosé/,
w ktérych czasostery elektroniczne wykazujg duzg

zawodnoéé,

Zakres 1 min. do 120 min, - regulacja piynna
Dokladnoéé + 2 + 10 sek.

Prototyp.

Cena przy produkcji seryjnej 1.500 =~ 2,000 tys.zi.
Poréwnywalny czasoster f-my Techni ' Lab.Instruments
USA koszbtuje ok. 70 8.
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WYIR£HSARKA ORBITALNA Z EAZNIS WODNY = typ iF—1

1. Urzgdzenie przeznaczone jest do mieszanis roztwordw
znajdujacych sie w kolbach o niewielkich rozmiasrach
przy jednoczesnyn utrzymaniu stalej tempersbury

roztworu w trakcie mieszania.
Ma to zastosowanie przy prowadzeniu hodowli bakberii
na pozywkach piynnych o malych objetosciach,

2. Zakres obrotéw 50 - 400/min /regulacja piynna/.
Anplituda wstrzgséw - nastawiaﬁa w zakresie O + 10 mm

Liatnia wodns o temperaturach 20 + 60°¢ z dokZadnoscisg

+ 0,2°%.

3. Prototyp.

4. Cena przy produkcji seryjnej ok. 6,000 zx, Ceny podchb~
nych urzadzen firmy Gallenkemp wynoszg ok, 600 g.
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WITRZASARKA ORBITALNA Z TERMOSTATEM POWIETRZNYM - TYP WP=1

1+ Urzgdzenie przeznaczone Jjest do mieszania roztworoéw
znajdujgcych si¢ w kolbach o wigkszych wymiarach
przy Jjednoczesnym utrzymywaniu stale] temperatury roz-

tworu w trekcie mieszania.

Ma to zastosowanie przy prowadzeniu hodowli baskterii
na pozywkach piynnych o duZych objetosciach.

2+ Zakres obrot: * 50 - 350/min /regulacja piynna/.
Anmplituda wstrzasé. 15 mm.

Komora termostatowa 20 = 60°C z dokladnoécig + 0,5°C.
%+ Prototyp.

4, Cena przy produkcji seryjnej ok. 10,000 zi, Ceny

podobnych urzadzeh f-my Gallenkamp wynoszg ok. 800 g.
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