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WSTEP

Przedstawione ,,Sprawozdanie” odpowiada regulaminowi zewnetrznemu, okreslanemu
typem formularzy do wypetnienia. Formularze te stanowia zapewne cato$é¢ przejrzysta dla
administracji, ale nie odzwierciedlajg istoty rzeczy pracy badawczej, dlatego tez, zgodnie z
naszym zwyczajem, uzupetniamy je merytorycznymi sprawozdaniami poszczegdlnych grup
badawczych.

Dziatanie Instytutu wyraza si¢ autentyczna aktywno$cia naukowa naszych zespolow.
Aktywno$¢ t¢ w AD. 1996 mogliSmy oceni¢ podczas listopadowego sympozjum
sprawozdawczego. ,,Sprawozdanie” dotyczy oczywiScie prac wykonywanych w ramach
dziafalnosci statutowej, a przeciez wigkszo$¢ zespotow Instytutu prowadzi takze prace w
ramach zewnetrznych projektow badawczych, dlatego tez materialy opublikowane w
broszurze ,, Third Survey of Research”, obejmujace prace z ostatniego roku, sa dla cztonkdw
Rady Naukowej poszerzonym uzupeinieniem rocznego sprawozdania. Te dwa dokumenty
odzwierciedlaja zycie naukowe Instytutu i jego potencjat badawczy w 19961

Sympozjum, ktére odbyto sie w tym roku miato inny charakter niz poprzednie. Komitet
organizacyjny (prof. G. Muszyaska, dr P. Ceglowski, prof A. Paszewski, prof G.
Palamarczyk i prof. A. Podstolski) zdecydowal sie na zgrupowanie przedstawianych
komunikatéw w postaci sesji tematycznych, ktérym towarzyszyty prezentacje plakatowe i
dyskusje nad wybranymi zestawami plakatobw. Tak zorganizowane Sympozjum
sprawozdawcze mogto obja¢ w sposéb naturalny nie tylko zespoly sensu stricte Instytutu, ale
rowniez stowarzyszone z IBB zespoly z Uniwersytetu Warszawskiego 1 Uniwersytetu
Gdanskiego. Ta innowacja jest na pewno warta kontynuowania, bowiem jednym z zadaf
Instytutu jest wspolna wymiana mysli w szeroko pojetym $rodowisku biologdéw molekularnych.

Chciatbym wyrazi¢ uznanie Komitetowi Organizacyjnemu za znalezienie odpowiedniej
formuty Sympozjum, utozenie programu i przygotowanie materialow do druku.

Z przegladu dziatan Instytutu na podstawie ,Third Survey of Research” i cze$ci
merytorycznej ,,Sprawozdania z dziatalnosci Instytutu za 1996 r.” nasuwa sie kilka wnioskow.
Tematy statutowe w 1996 roku wynikaty w sposéb naturalny z kontynuacji poprzednich prac
zespolow. Poréwnanie przedstawionego ,,Sprawozdania” oraz , Third Survey of Research” z
poprzednimi materiatami  sprawozdawczymi wskazuje jednak wyraZnie, ze zespoly

przedstawiaja zupeinie nowe wyniki. Dynamika prac do$wiadczalnych w Instytucie jest

znaczna.



Metodycznie, do rozwiazywania zagadnien biologii molekularnej az w 25 tematach,
zespoly stosuja techniki inzynierii genetycznej wspomagane bioinformatyka. Techniki te staty
si¢ - w ciagu ostatnich kilku lat - technikami rutynowymi. Jestem przekonany, ze w sensie
metodycznym  zespoly Instytutu sa na dobrym $wiatowym poziomie. Swiadcza o tym
sprawozdania, wyktady i plakaty donoszace o serii ciekawych wynikéw. Nasuwa sie refleksja,
taka sama jak w poprzednich okresach sprawozdawczych, wyniki do§wiadczalne sa zbyt wolno
~przetwarzane” w pelne publikacje. Mysle, a wlaiciwie jestem przekonany, iz jednym z
powodow (o ktorym w naszym $rodowisku nie wypada méwié) jest po prostu bariera
jezykowa, ale takze brak aktywnosci w nawiazywaniu kontaktéw z czlonkami komitetow
redakcyjnych czotowych czasopism. Kontakty osobiste maja swoja wage i nalezy powaznie
rozwazy¢ ich intensyfikaci¢ w celu nalezytej prezentacji badan z dziedziny biologii
molekularnej prowadzonych w Polsce. Przykladem niech bedzie kontakt z prof. M. Grunberg-
Manago, ktory zaowocowal wydaniem w 1996r. ,polskiego” numeru |, Biochimie”,
stanowligcego Swoisty ewenement.

Liczba pelnych publikacji w tym roku (74) jest podobna do liczby w latach
poprzednich. Warto jednak zwrdci¢ uwage, ze niemata ich cze§¢ zostata przyjeta do druku w
naprawde czolowych pismach migdzynarodowych. W 1996r. az 4 prace sygnowane przez
naszych wspolpracownikow znalazty sie w Proc. Natl. Acad. Sci USA, 3 - w J. Bact, 3 - w
Yeast, 2 - w Eur. J. Biochem., 2 - w J. Biol. Chem., 2 - w Mol. Gen. Genet., 1 - w Arch.
Virol., 1 - w Biochemistry, 1 - w EMBO J., 1 - w Gene, 1 - w J. Mol. Biol., 1 - w Mol. Cell.
Biol., 1 - w Virology.

Impact factor ma swoje znaczenie w generalnych ocenach poziomu badan,
waloryzacja wynikow poprzez publikacje w czasopismach o wysokim wspotczynniku powinna
by¢ celem wszystkich zespotow.

Tendencjg bardzo pozytywna jest to, ze 50% prac wykonanych jest we wspétpracy z
partnerami krajowymi i zagranicznymi. Ta nowa dynamika, zgodna z rozwojem Swiatowej
biologii molekularnej, dowodzi niezasciankowego charakteru badan zespotow. Jestesmy
naturalnym partnerem w wymianie z miedzynarodowsa struktura naukows. Sadze, iz
nieproporcjonalnie mato jest wspolnych prac wykonanych przez rdzne zespoty Instytutowe.
Ekonomia badaf wymaga mozliwie intensywnego wykorzystania potencjalu metodycznego;
rzeczywiste indywidualno$ci naukowe nie zasklepiaja si¢ w obrebie struktur organizacyjnych i

potrafig przekona¢ innych do zintegrowanej pracy.



Glgbszej oceny merytorycznej ,,Sprawozdania” 1 Sympozjum dokona zapewne Rada
Naukowa. Korzystajac jednak z przywileju pierwszego czytelnika ,,Sprawozdania” pozwalam
sobte wymieni¢ kilka rezultatow badan, ktére zwrécity moja uwage.

Praca podajaca ostateczna sekwencje chromosomu X drozdzy (3125), ktorej
wspotautorem jest Marek Zagulski, zajmuje trwale miejsce w literaturze przedmiotu. W ciagu
kilku lat zespdt sekwencjonowania uczestniczyt w przetomowym w biologii, zakoficzonym
sukcesem, programie sekwencjonowania pelnego genomu drozdzy. Powstanie nowej
dziedziny biologii - genomiki dokonuje si¢ z czynnym udziatem naszych zespotow. Jej wage
doceniajg dzi$ juz wszyscy. Nie ma tu miejsca na rozwijanie tego watku, wspomne tylko o
perspektywach, ktére przedstawit nam w swoim wyktadzie prof. Piotr Stonimski w ostatnim
dnmu naszego Sympozjum.

Zespot prof. T. Kulikowskiego 1 prof. D. Shugara donosi o zsyntezowaniu nowych
inhibitoréw HIV o aktywnosci (in vitro) poréwnywalnej z AZT. Wazne, ze wynik osiagniety
jest ze wspotdzialajacym strukturalnie z nami Centrum Diagnostyki i Terapii AIDS w
Warszawie. Metodyka prac nad tym wirusem jest wiec fatwo dostepna naszym zespotom.
Wobec pojawiania si¢ u chorych mutantow HIV opornych na AZT oraz coraz
skuteczniejszych metod terapii opartych na ,koktailach” rbéznych lekéw, proponowanie
nowych chemioterapeutykow staje si¢ coraz wazniejsze.

Bardzo istotne jest stwierdzenie zespotu prof. J. Kusmierka, iz lek przeciwbiataczkowy
2CSA nie jest mutagenem, a jego mechanizm dziatania wydaje sie polega¢ na spowolnieniu
(po inkorporacji do matrycy) replikacji DNA. Szczegbtowe poznanie mechanizméw dziatania
lekéw wazne jest dla strategii terapeutycznych.

Zastanawiajacy jest wynik zespotu doc. A. Bierzynkiego o wysokiej stabilnosci bardzo
krotkich helis o; to fakt majacy istotne znaczenie dla rozwazah nad samoorganizacjg
czasteczek biatkowych.

Wyrazny postep dotyczy analizy molekularnej mutantéw drozdzowych. Grupa prof. J.
Rytki stwierdzita rzecz nieoczekiwana - iz system ubikwytynowy bierze udzial w
wewnatrzkomérkowym transporcie biatek, za§ w zespole prof. G. Palamarczyk, warsztat
genetyki molekularnej grzybow wyzszych stosowany jest w analizie syntezy glikoproteidow.

Istotne perspektywy otwiera zintegrowana analiza genéw metabolizmu siarki u
Aspergillus nidulans (zesp6t prof. A. Paszewskiego). Struktury kodowanych biatek sugeruja,
ze tworza integrujacy sie¢ regulacyjna, istotna dla wielu szlakéw metabolicznych 1 majaca

swoje odzwierciedlenie u innych eukariontow.



Wsréd  programéw  dotyczacych roslin  transgenicznych, konstrukcja odmiany
ziemniaka niosaca naturalng odporno$é na PVY i PVX oraz chimeryczna wobec PLRV, to
osiagnigcie techniczne w skali krajowej. Transformanty sa stabilne w kolejnych pokoleniach
somatycznych (zespot prof. D. Hulanickiej). Poznawczo, pierwszorzedne znaczenie ma
skonstruowanie roélin transgenicznych nadeksprymujacych histon H1 i wykazujacych zmiany
w programach morfogenetycznych (zesp6t prof. A. Jerzmanowskiego).

Moze najbardziej zastanawiajace sa wyniki wskazujace na dziedziczenie biatek
kompleksu replikacyjnego (zespot prof. K. Taylora, Filia Gdafiska IBB PAN) i prionowy
charakter biatka NAM-9 (zespot dr M. Boguty). Tego typu, stabo dotad poznane, procesy
prowadzace do przekazywania informacji komérkom potomnym za poérednictwem biatek (a
pewnie i struktur blonowych) moga stanowi¢ podioze wielu zjawisk epigenetycznych o
powaznym znaczeniu dla biologii komorki.

Zarodnig nowych osiggnie¢ w Instytucie jest sformalizowana lub niesformalizowana
wspoipraca miedzy zespotami. W 1996 r. obserwujemy pierwsze proby uzycia technik
inzynierii genetycznej drozdzy rozwinigtych przez zespoty ,,drozdzowcdw” w pracach innych
zespotow - specjalizujacych si¢ np. w biologii molekularnej roélin. Odnotowaé nalezy wstepne
wyniki dotyczace ekspresji PLRV w drozdzach, czy tez probe komplementacji mutacji
drozdzowych bankami genéw z innych organizméw. Wydaje mi sie, ze wiasnie rozwiniecie
tego podejscia moze w przysziosci stanowi¢ o elemencie nowoséci naukowej, swoistym dla
naszego Instytutu.

Z faktébw zycia organizacyjnego Instytutu nalezy podkresli¢, iz byt to rok mianowania
nowej Rady Naukowej i wyboréw nowej Dyrekcji. Sktad i dziatanie tych obu ciat sa
kontynuacja dotychczasowych, ze stopniowym przeprofilowaniem, zgodnym z potrzebami
czasu. Dzigkuje w tym miejscu prof. G. Muszynskiej za prace w ciagu dwu trudnych, bo
wypetnionych transformacjg Instytutu, kadencji na stanowisku Dyrektora ds. Naukowych.

Z punktu widzenia Dyrekcji, najwazniejszym faktem jest ukonczenie w 1996r. naszej
inwestycji; w ciagu najblizszych miesigcy administracja prowadzié¢ bedzie formalna strone tej
sprawy. Przypomne tylko, ze potowa zespotéw Instytutu pracuje w nowych warunkach od
czterech, a potowa - od dwu lat. Siedzibe uruchamiali§my i wyposazaliény w miare oddawania

obiektow. Ten rok zakonczyt si¢ (w obrebie naszego kompleksu) otwarciem siedziby ICM
Uw.



W 1996r. sformalizowali$my istnienie szkoty doktoranckiej (patrz sprawozdanie
kierownictwa szkoly). W tej kadencji Rada Naukowa poniesie wysitek przeprowadzenia -
miejmy nadzieje - licznych przewodéw doktorskich i habilitacyjnych.

Nowym i waznym dla Instytutu doswiadczeniem jest prowadzenie edukacyjnego
programu PHARE faczacego grupy IBB PAN i Wydziatu Biologii UW. Liczymy, ze w nowej
edycji. programu potrafimy zapewni¢ szkolenie studentéw w oparciu o informatyke,
skierowane réowniez do innych partneréw Instytutu. Zespoly Instytutu udostepnity swoje
laboratoria magistrantom z kilku roznych uczelni - réwniez pozawarszawskich. Program taki
bedziemy starali si¢ kontynuowag.

Zrodha finansowania Instytutu w dalszym ciagu pochodza z dziatalnosci statutowej i
licznych (36) grantow KBN, a takze kilkunastu programéw migdzynarodowych (UNESCO,
PHARE, NATO, UE, British Council, CPF i inne).

Liczymy, ze pozyskiwanie $rodkéw pozabudzetowych ulatwi powotlany przy
Instytucie ,Inkubator”, majacy miedzy innymi aktywizowaé komercjalne wykorzystanie
potencjatu Instytutu.

Dyrektor IBB PAN
ANSASV.FNS
prof. Wiodzimierz Zagorski






SCHEMAT NR 1

Instytut Biochemii i Biofizyki PAN

DYREKTOR: prof. dr hab. Whodzimierz ZAGORSKI-OSTOJA
PRZEWODNICZACA RADY NAUKOWEJ: prof. dr hab. Zofia LASSOTA

Instytut Biochemii i Biofizyki PAN ma uprawnienia do nadawania stopni doktora i doktora
habilitowanego biologii w zakresie biologii, biochemii 1 biofizyki.

UPRAWIANE SPECJALNOSCI NAUKOWE

Biologia molekularna, genetyka molekularna, biochemia i biofizyka. W szczegdlnoéci: badania nad
replikacja, mutageneza i naprawa DNA u prokariontéw i eukariontéw. Sekwencjonowanie
genoméw 1 analiza funkcjonalna otwartych ramek odczytu. Badanie mechanizméw przekazywania
informacji genetycznej i regulacji funkcji genéw. Biosynteza i potranslacyjne modyfikacje biatek.
Struktura i funkcja zwiazkéw makromolekularnych. Konformacja (w tym modelowanie technikami
komputerowymi) biatek i peptydéw. Badania mechanizméw przenoszenia elektronéw w
modelowych peptydach. Wirusologia molekularna roslin. Konstrukcja roélin transgenicznych.
Molekularne podstawy biotechnologii bakterii, grzybéw i roslin. Projektowanie 1 badanie $rodkéw
przeciwnowotworowych i przeciwwirusowych.

Zatrudnienie (Srednioroczne w przeliczeniu na pelne etaty, zgodnie z obowiazujacymi preepisami GUS):
233,9 pracownikéw, w tym 121,6 naukowych.

Dzialalno$¢ naukowa:
opublikowano 170 prac, realizowano 49 projektéw badawczych, w tym 12 zagranicznych, we
wspolpracy z zagranica realizowano 25 tematow.

Przychody: 9.153,30 tys.zl,
Z tego:

dziatalno$¢ statutowa (ze $rodkéw KBN) 7.022,00 tys.zd,
(na 1 pracownika naukowego 57,75 tys.zl, na 1 zatrudnionego 30,02 tys.zt);

dziatalno$¢ ogdlnotechniczna (ze $rodkéw KBN) 70,00 tys.zk;
projekty badawcze krajowe (ze srodkéw KBN) 1.210,00 tys.zt;
specjalne projekty i urzadzenia badawcze (ze srodkéw KBN) 400,00 tys.z;
dotacje z fundacji krajowych (inne niz PFUN) i zagranicznych - PHARE 88,00 tys.;
pozostate:

wspolpraca z zagranica 138,30 tys z;
PFUN 225,00 tys zt;
oraz:

mwestycja budowlana 2.000,00 tys.=,
mwestycja aparaturowa 600,00 tys.zt.
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Wybrane wyniki:

¢ Kirétkie oméwienie wynikow prac badawczych prowadzonych w 1996 roku

Zespoly Instytutu prowadzity badania nad biologia molekularna wiruséw, bakterii, grzybow
nizszych, roslin 1 owaddéw oraz nad strukturami i funkcjami biologicznie czynnych zwiazkow
drobno- 1 wysokoczasteczkowych.

Uzyskano znaczacy postep w badaniach nad procesami patogenezy u roslin, w tym mechanizmami
obrony rodlin przed infekcjami wirusowymi 1 grzybowymi. Zanalizowano genomy wirusOw i
wiroidow roslinnych, skonstruowano rdzne transgeniczne rosliny jedno- 1 dwuli$cienne.

Wybrane procesy metaboliczne analizowano na poziomie molekularnym u bakterii, grzybdéw
nizszych 1 ros$lin. Badano przede wszystkim procesy replikacyi 1 transkrypcji DNA, mutageneze 1
naprawe DNA, reakcje biosyntetyczne ze szczegdlnym uwzglednieniem aspektow regulacyjnych,
potranslacyjne modyfikacje, interakcje 1 sekrecje biatek. Kontynuowano analizy funkcjonalne
genomoOw 1 poszczegdlnych genéw drobnoustrojow, zwlaszcza drozdzy.

Zaawansowane metody chemiczne, fizyczne, biologiczne 1 bioinformatyczne uzyto w pracach nad
struktura 1 funkcjami kwas6w nukleinowych 1 ich sktadnikow, izoprenoidéw oraz biatek o réznych
funkcjach biologicznych. Szczegblng uwage zwrdcono na mozliwe biotechnologiczne zastosowania
anahizowanych substancji 1 procesow.

¢ Doniesienie naukowe o jednym najwazniejszym wyniku uzyskanym w 1996 r.

W nowoczesnych metodach ochrony roslin wykorzystuje si¢ techniki inzynierii genetycznej,
pozwalajace na otrzymywanie roslin transgenicznych o nowych wilasciwosciach, w tym roshny
odporne na patogeny.

Infekcje wirusem liSciozwoju ziemniaka (PLRV) powoduja duze straty w zbiorach ziemniaka, ktéry
jest jednym z podstawowych plodéw rolniczych w Polsce. Jak dotad nie otrzymano metodami
biologicznymi odmiany uprawnej ziemniaka odpornego na infekcje PLRV. Biorac pod uwage
znaczenie ekonomiczne problemu, podjeto prace nad otrzymaniem transgenicznego ziemniaka
odpornego na nfekcje PLRV.

Do badan uzyto odmiany ziemniaka Bzura, naturalnie odpornej na wirusy PVX 1 PVY. Stosujac
techniki inzynierii genetyczne] w genom ro$liny wstawiono w orientacji "sens" 1 "antysens”
okreslone fragmenty cDNA kodujace biatko ptaszcza wirusa PLRV. U szeregu roslin wykazano
obecno$¢ transgenu metoda Southerna 1 jego ekspresje analiza typu Northern.

Testy odporno$ciowe, przeprowadzone w Instytucie Ziemniaka w Miochowie, wykazaty odporno$¢
dwoch klondéw na infekcje wirusem PLRYV, przy czym jeden z nich, zawierajacy wirusowy cDNA w
orientacji "antysens”, mozna zakwalifikowa¢ do kategorii "immune". Uzyskana odporno$¢ na
infekcje jest przekazywana pokoleniu wegetatywnemu. Co wigcej, obydwie transgeniczne rosliny
zachowaly wysoka odpornos¢ na infekcje wirusami PVX 1 PVY. Oznaczo to, ze uzyskane rosliny sa
odporne na trzy najbardziej grozne wirusy atakujace ziemniak.

Nalezy podkresli¢, ze opisane powyzej rosliny sa pierwszymi w Polsce transgenicznymi
ziemniakami odpomymi na infekcje wirusem PLRV.

e Opracowano:

nowych technologii i materialow - 2

nowych metod badawczych 1 pomiarowych - 2
patentdw 1 praw ochronnych - 1
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Tytuly i stopnie naukowe pracownikéw placowki:

¢ uzyskane tytuly profesora - nie bylo
e uzyskane habilitacje
Piotr CEGLOWSKI
»Konsekwencje wystepowania w komérkach Bacillus subtilis monomerycznych form plazmidéw”
Jacek HENNIG
,,Udzial kwasu salicylowego w odpowiedzi roslin na czynniki chorobotwércze”
Ewa KULA-SWIEZEWSKA
,»Rola zwiazkow izoprenoidowych w komérkach roélinnych. Biosynteza, funkcje biologiczne i
‘wystepowanie”
Elzbieta GRZESIUK
»Rola genow mutS, umuDC 1 dnaQ w mutagenezie i naprawie uszkodzen w DNA Escherichia coli
mndukowanych czynnikami alkilujacymi”

» uzyskane doktoraty
Jarostaw POZNANSKI
,,Analiza konformacyjna peptydow zawierajacych mostek prolinowy i jej zastosowanie w
modelowaniu przeniesienia elektronu miedzy stanami rodnikowymi koficowych aminokwaséw (Trp,
Tyr, Met)”
Bozenna REMPOLA
,»Synteza inhibitora proteaz serynowych CPTI II w Escherichia coli 1 Saccharomyces cerevisiae”
Jolanta TOPCZEWSKA
Synteza ludzkiego czynnika wzrostowego komoérek epidermalnych - hEGF przez drozdze
Saccharomyces cerevisiae”
Jacek TOPCZEWSKI
,JKlonowanie i charakterystyka genu kodujacego syntaze cysteinowa Aspergillus nidulans”
Andrzej PALUCHA
,,Lransformacja wybranych odmian ziemniaka metoda agroinfekcji plazmidami zawierajacymi
cDNA genomu wirusa liciozwoju ziemniaka”
Adrianna NOWICKA
HInterakcje miedzy biatkami wchodzacymi w sktad mutasomu Escherichia coli”

Adres placowki:
Instytut Biochemii 1 Biofizyki PAN
02-106 Warszawa, ul. Pawinskiego SA

Warszawa, dnia31.01.1997 .
GLOWNY KSIEGOWY

/
...... G.:.ﬂ;i/:ir%f. eba.....
Gléwny Ksiegopy

A.Bulanda, tel. 658-47-53
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SCHEMAT NR 2

Wybrane informacje analityczno-statystyczne o dzialalnosci

naukowo-badawczej i jej wynikach

Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w 1996 roku

1. Publikacje wydane drukiem w 1996 roku
(wykaz publikacji - Zatacznik Nr 1)

a) zestawienie liczbowe:

Lacznie:
Z tego:
+  ksiazki

* rozdzialy w ksiazkach (innych niz wyzej wymienione)

« artykuly, rozprawy w czasopismach naukowych
w tym: publikacje w recenzowanych czasopismach
0 zaslggu $wiatowym
» referaty, doniesienia i materiaty konferencyjne

170

2
3
74

66
91

b) wykaz ksigzek - wydanych przez placéwke lub ktérych wydanie zostalo sfinansowane
przez placéwke: Third Survey of Research, Abstracts of the Workshop on:,,Genes and Their
Products in Basic Research and Biotechnology”, Warszawa Instytut Biochemii i Biofizyki

PAN, 1996 (w zataczeniu).

¢) aktywnos$¢ wydawnicza placéwki

Wyszczegolnienie Liczba | Liczba Naklad Koszt Kwota
tytuldw | arkuszy | (liczba egz.) | calkowity dofinansowania
wydawni- wydania ze §rodkéw
czych (w tys. zb) budzetowych
(w tys. zl)

Wydawnictwa zwarte 1 17 500 2.600 zt 2.600 zt

iseryjne

Wydawnictwa ciale /

Czasopisma naukowe /

2. Opracowane urzadzenia

nie byto

3. Opracowane technologie i materialy

Technologia lub material Autor

plazmidy do ekspresji motywu HTH Bolewska K.

podjedn. sigma 70

konstrukcja syntetycznego genu CPCI Rempota B.
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4. Opracowane metody badawcze i pomiarowe

Metoda badawcza lub pomiarowa

Autor

metoda wykrywania wirusa PVY
bezposrednio w tkance roslin

Krzymowska M. 1 Hennig J.

metoda wyznaczania state] wiazania jonéw
Mg przez otwarty kompleks
transkrypcyjny

Smagowicz W.J.

5. Ochrona wlasnosci intelektualnej

Patenty

Autor

"Sposob wykrywania patogendw 1 test
diagnostyczny do wykrywania patogendéw"

Opis Patentowy: PL 170018 B1 Nr zgloszenia: 288397,

IntC10: C12Q 1/68 CI2N 15/10

Zekanowski C., Wetnicki W,
Skrzeczkowski L.J., Zagorski W.

,,Sposob wytwarzania sondy polinukleotydowe;j

do wykrywania wiroida wrzecionowatosci bulw [W.

ziemniaka”.

Opis Patentowy PL 161561 B1. Nr zgloszenia : 280261,

Int CI°: C12N 15/11 GOIN 33/50

Skrzeczkowski L.J., Zagorski W., Welnicki

6. Ekspertyzy naukowe
nie byto

7. Realizowane projekty badawcze

L.p. Rodzaj projektu/Tytut projektu Kierownik Okres |
realizacji (od-
do)
a) krajowe - projekty badawcze tzw. "granty"
1. |Udziat ferrochelatazy w kontroli prof. J.Rytka | 1993-1996
metabolizmu przez hem. Izolacja 1
charakterystyka mutantow Saccharomyces
cerevisiae o zmiennej aktywnosci
ferrochelatazowe;j.
2. |Transformacja ziemniaka. prof. K.Kleczkowski 1993-1996
3. |Proba konstrukcji sztucznych dr M.Dobrzanska 1993-1997
chromosomoéw przydatnych do
transformacii roélin jednolisciennych.
4. |Regulacja metabolizmu enterobakterii przez| prof. T.Klopotowski 1993-1996
temperature 1 jej aspekty biofizyczne i
medyczne.
5. |Charakterystyka rolinnych kinaz prof. G.Muszynska 1994-1996
biatkowych C 1 kinaz tyrozynowych oraz
L Jbadanie ich udziatu w przekazywaniu J
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sygnatow.

Zwiazek migdzy budowa 1 aktywnoscia
nieregulowanego promotora bakteryjnego
w procesie inicjacji transkrypcji u E.coli.

prof. K.L.Wierzchowski

1994-1997

Molekularne podstawy mutagenezy:
badanie wptywu sasiadujacych zasad w
matrycy na wlasciwosci kodujace
modyfikowanych zasad podczas replikacji
DNA.

prof. J.Ku$mierek

1994-1996

Elementy regulacyjne zalezne od kwasu
salicylowego warunkujace oporno$¢ roélin
na patogeny.

dr J.Hennig

1994-1997

Nowe aspekty regulacji metabolizmu
siarkowego u Enterobacteriaceae:
zalezno$ci miedzy funkcja genu cbl a
regulonem cysteinowym.

dr M.Hryniewicz

1994-1997.

10.

Mechanizm ekspresji genomu liSciozwoju
ziemniaka (PLRV).

prof. D.Hulanicka

1994-1996

11.

Nukleaza zwiazana z rybosomami
zarodkow zyta, hydrolizujaca dwuniciowe
RNA: oczyszanie, jej aktywatory 1
inhibitory.

dr M.Siwecka

1994-1997

12.

Metabolizm aminokwaséw siarkowych u
grzybow: molekularna charakterystyka
genow struktury i gendw regulacyjnych.

prof. A.Paszewski

1994-1997

13.

Badanie mechanizmow regulujacych proces
kierowania biatek do réznych
kompartmentoéw komorki w drozdzach
Saccharomyces cerevisiae.

dr T.Zoladek

1995-1997

14.

Analiza strukturalna i funkcjonalna genomu
drozdzy Saccharomyces cerevisiae.

prof. W.Zagérski

1995-1998

15.

Rola genomu jadrowego w regulacji
funkcjonowania mitochondriéw
S.cerevisiae. Charakterystyka gendw
odpowiedzialnych za translacje
mitochondrialna,.

dr M.Boguta

1995-1998

16.

Modpyfikacja zasad - indukcja stabilne;j
replikacji DNA

prof. C.Janion

1995-1998

17.

Biologia molekularna zakazenia
wiroidowego - diagnostyka patogena i
konstrukcja roslin opornych.

mgr A.Gora-Sochacka

1995-1997

18.

Badanie mechanizmu wywolywanej przez
histon H1 specyficznej represji transkrypcji
genow potozonych w poblizu sekwencji
DNA bogatych w pary AT.

prof. A.Jerzmanowski

1995-1997

19.

Wiernosc¢ replikacji nici opdznione; i
prowadzacej, podczas syntezy chromosomu

dr LFijaltkowska

1995-1998
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Escherichia coli.

20.

Charakterystyka nowych genow
Saccharomyces cerevisiae zaangazowanych

w odpowiedz komorki na uszkodzenia
DNA.

prof. Z.Ciesla

1995-1998

. |Badania nad funkcjonowaniem genow

regionu stabilno$ci segB plazmidu
pSM19035.

dr P.Ceglowski

1995-1998

22.

Rola polimeraz DNA w naprawie roznych
rodzajéw uszkodzen DNA w komoérkach
drozdzy Saccharomyces cerevisiae.

prof. W.Jachymczyk

1995-1998

23.

Molekularna charakterystyka krajowych
populacyi nicieni Bursaphelenchus
zasiedlajacych drewno sosnowe.

mgr J.Brzeski

1996-1997

24.

Mechanizm dziatania i potencjalne
inhibitory glikozylazy 3-metyloadenina-
DNA pochodzenia bakteryjnego i
ludzkiego.

prof. J.Ku$mierek

1996-1998

25.

Badanie przestrzennej struktury RNA przy
uzyciu nukleaz z roélin wyzszych.

dr A. Przykorska

1996-1998

26.

Puszukiwanie funkcji produktu genu
U17918, niezbednego dla zycia komérki
Saccharomyces cerevisiae.

dr A. Kurlandzka

1996-1998

27.

Klonowanie i analiza genéw indukowanego
cellobioza katabolizmu laktozy u
Lactococcus lactis.

dr J. Bardowski

1996-1999

28..

Konstrukcja transgenicznych linii ziemniaka
1 tytoniu opornych na wirusy.

prof. W. Zagérski

1996-1998

. |Konstrukeja roélin transgenicznych,

odpornych na wirus Y ziemniaka (PVY).

mgr A.Chachulska

1996-1998

30.

Analiza ekspresji transgendéw wirusowych
w lmiach ziemniaka transformowanych ¢
DNA wirusa li§ciozwoju (PLRYV).

prof. D.Hulanicka

1996-1997

31

Izolacja, rekombinacje i zastosowanie
plazmidow liniowych w transformaciji roslin

dr M. Bucholc

1996-1998

Racjonalne projektowanie i otrzymanie
specyficznych biatkowych inhibitoréw
proteinaz serynowych w oparciu o
modelowanie molekularne, analize danych
kinetycznych 1 termodynamicznych oraz
ukierunkowang mutageneze.

dr M. Dadlez

1996-1999

. [Poliprenolowe lipidy "kauczukopodobne"

pochodzenia roélinnego.

prof. T. Chojnacki

1996-1998

34.

Ekspresja biatkowa sktadnikow
funkcjonalnego receptora
ekdysteroidowego w komérkach

bakteryjnych i drozdzowych.

dr K. Grzelak

1996-1999
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35. |Synteza, badanie struktury i konformacji prof. T.Kulikowski 1996-1999
nowych przeciwnowotworowych,
przeciwwirusowych i
przeciwpasozytniczych nukleotydow oraz
badanie metodami spektroskopowymi ich
oddzialywan z syntaza tymidylanowa.

36. |Rola polimeraz DNA w konwersji mgr A. Halas 1996-1997
wewnatrzgenowej w komorkach drozdzy
Saccharomyces cerevisiae.

b) zagraniczne

1. | Projekt finansowany przez II Fundusz im. dr L.Fijalkowska 1996-1998
M.Sktodowskiej-Curie: "Mutageneza
zachodzaca na nici prowadzacej i
opoznionej podczas replikacjii DNA".

2. |Grant NATO: "Introduction of the dr J.Chroboczek 1994-1996
baculovirus protein expression system to  |(Francja) i dr J.Michalik
Poland". (IBB PAN)

3. |Grant Fundacji Wspdipracy Polsko- dr W.Jankowski 1994-1996
Niemieckiej: "Pozyskiwanie i mozliwo$ci
zastosowan praktycznych
dlugotancuchowych polimeréw .
1zoprenoidowych".

4. |Grant w ramach "Zwiazku Blizniaczego" z prof. J.Rytka i 1996
Francja: "Sekwencjonowanie i analiza mgr.M.Zagulski
funkcjonalna genomu drozdzy".

5. |Projekt polsko-izraelski finansowany przez dr P.Zielenkiewicz 1996-1997
UNESCO: "International Center for
Cooperation in Bioinformatics".

6. |Grant NATO:”Construction of transgenic  |prof.H.Koprowski (USA)| 1996-1997
plants producing immunogenic proteins of prof.G.Muszynska
therapeutic significance”. dr A.Sirko

- Projekty wspdlpracy miedzy Francjq a Polskq:

1. |Reverse genetics of potato leaf roll prof. D.Hulanicka 1995-1996
luteovirus (PLRV).

2. |Construction of recombinant baculovirus as dr J.Michalik 1995-1996
an insecticide.

3. |Modulation post-transcriptionnele de dr G.Przewlocki 1995-1996
I'expression du gene CFTR par
L'IFNgamma.

4. |Diversite genetique dans le genre dr J.Bardowski 1996
Lactococcus.

- Projekty w ramach wspélpracy miedzy KBN - The British Council

1. |Molecular biology of sulphur metabolism in prof. A.Paszewski 1995-1997
Aspergillus nidulans.

2. |Characteriasation of glycosylation defficient| prof. G.Palamarczyk | 1994-1996

mutants of Aspergillus nidulans.
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3. [The development and evolution of plant dr M.Dobrzanska 1995-1997
|artificial chromosomes.
Projekt w ramach programu PHARE SCI-TECH
1. [Wspotdziatania miedzy Instytutem prof. W.Zagorski i 1996-1997 |

Wydziatu Biologii Uniwersytetu

biotechnologii molekularnej

Biochemii 1 Biofizyki PAN a jednostkami

Warszawskiego w dziedzinie nauczania

prof.A.Jerzmanowski

8. Dzialania na rzecz praktyki. Umowy i prace wykonane przez placowke na zamowienie.

Przedmiot umowy

| Kierownik zespolu

Zleceniodawca

Wykonanie widm CD

Bierzynski A.

Instytut Biologii, filia UW w
Biatymstoku; Instytut Chemii
Organicznej] PAN, Warszawa;
Instytut Biologit
Doswiadczalnej, Warszawa,
Polfa, Warszawa.

Badania NMR ptynu mézgowo-
rdzeniowego majace na celu
opracowanie metod diagnostyki
choréb mézgu.

dr B.Toczylowska

Wydzial Anastezjologii 1
Intensywnej Terapu Akademii
Medyczne; w Warszawie

hipoksantyno-guaninowej u pacjentdw

Synteza matryc DNA Pracownia Instytut Sadownictwa 1
Sekwencjonowania |Kwiaciarstwa (Skierniewice),
DNA 1 Syntezy Instytut Technologii Zywnosci
Oligonukleotydow |(Warszawa); Instytut Hodowli 1

Aklimatyzaciji Roslin (Blonie)

Sy;;e Za matryc DN&; A griiswm.é . |Pafnstwowy Instytut |

sekwencjonowanie D;] Aeinsc;, i?:Z\;ama Weterynaryjny (Pulawy)
Oligonukleotydow

Oznaczenie aktywnosci Jezewska Maria M. |Szpital Kliniczny nr 4 AM w

fosforybozylotransferaz adeninowe;j 1 Lublinie

Oznaczenie aktywnosci
fosforybozylotransferaz adeninowe;j i
hipoksantyno-guaninowej u
pacjentow.

Jezewska Maria M.

I Katedra 1 Klinika Pediatrii,
Wroctaw

Oznaczenie aktywnos$ci
fosforybozylotransferaz adeninowe;j i
hipoksantyno-guaninowej u
pacjentow.

Jezewska Maria M.

Centrum Zdrowia Dziecka,
Warszawa-Anin

Testy hybrydyzacyjne na obecnosé¢
PSTVd w tkankach ziemniakow.

Pawlowicz J.

Instytut Ziemniaka ONB,
Miochow
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Testy hybrydyzacyjne na obecnos¢  [Pawtowicz J. Hodowla Roélin Szyldak
PSTVd w tkankach ziemniakéw

Testy hybrydyzacyjne na obecnos¢  [Pawtowicz J. Centralny O$rodek Badania
PSTVd w tkankach ziemniakow Roslin Uprawnych, Stupia
Wielka
Testy hybrydyzacyjne na obecno$é Pawlowicz J. Pomorsko-Mazowiecka
PSTVd w tkankach ziemniakéw Hodowla Ziemniaka, Sp. z 0.0.,
Ptochocin
9. Dzialalno$¢ dydaktyczna pracownikéw placowki
Wyszczegolnienie Zajecia ze Wyklady (inne, poza | Kursy, szkolenia,
studentami (wyklady, zajeciami ze szkoly itp.
¢wiczenia, seminaria, studentami) organizowane przez
itp.) placowke
liczba 0s6b| liczba |liczba 0séb| liczba  |[liczba oséb| liczba
prowadza-| godzin |prowadza-| godzin |prowadza-| godzin
cych cych cych
1. w kraju:
a) uczelnie wyzsze
indywidualna 21 1206 9 44 4 159
na podstawie 2 450 / / / /
umowy
pozostate / / / / /
b) inne 4 36 4 /
2. za granica 4 X / X / X

DYREKTQ% INSTYTUTU
- \ ; ! R
s W

nerze Tagdrski = Bstoja

Dyrektor

\

e G S e Prof.- 454
Gtowny Ksiegowy

A.Bulanda, tel. 658-47-53
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SCHEMAT NR 3

Informacja o wspotpracy naukowej z zagranica w 1996 r.

1. Informacja opisowa o zakresie i warunkach wspolpracy z zagranica.

W 1996 r., podobnie jak w latach ubiegtych, dominowata wspoétpraca naszego Instytutu
z roznymi ofrodkami francuskimi. Mniej wigcej polowa wszystkich wyjazdéw naszych
pracownikow, ktére odbywaty sie w ramach wspotpracy z zagranica, przypada wlasnie na
Francje. Warto podkreslic dynamike tej wspélpracy; dla przyktadu, Centrum Polsko-
Francuskie w 1996 r. objeto finansowaniem sze$é nowych projektéw badawczych. Wspotpraca
z Francja obejmuje réznorodng tematyke, w tym kontynuacje badan nad genomami
Saccharomyces cerevisiae 1 Arabidopsis thaliana. Waznym elementem wspotpracy polsko-
francuskiej jest ukazanie si¢ w tym roku specjalnego zeszytu miedzynarodowego czasopisma
"Biochimie", wydawanego we Franciji. Zeszyt ten, zatytulowany "Biologia molekularna w
Polsce" zawiera oryginalne prace naukowe wykonane w polskich laboratoriach (IBB PAN,
IChB PAN, Uniwersytet Warszawski, Uniwersytet Jagiellonski, Uniwersytet Gdanski, Slaska
Akademia Medyczna, Akademia Rolnicza w Poznaniu) w wigkszoéci przypadkéw przy
wspolpracy z kolegami francuskimi.

Kontynuowana jest wspolpraca z innymi krajami europejskimi. Owocnie przebiega
wspdtpraca z Niemcami, zwlaszcza z odlegtymi tylko o 600 km osrodkami berlifiskimi -
Instytutem Genetyki Molekularnej Maxa Plancka i Instytutem Krystalografii Wolnego
Uniwersytetu. W ramach wspotpracy z Wielka Brytania kontynuowane sa wspolne badania
obejmujace biologie molekularng grzybéw i roélin. Wspétpraca z o$rodkami skandynawskimi
objete sa m.in. badania nad charakterystyka i metabolizmem poliprenoli (Uniwersytet w
Sztokholmie), posttranslacyjnymi modyfikacjami biatek roé$lin (Uniwersytet w Uppsali i
Uniwersytet w Sztokholmie) i grzybéw (Instytut Biotechnologii Uniwersytetu w Helsinkach).
Nadal realizowana jest wspotpraca IBB PAN z oérodkami holenderskimi dotyczaca wspélnych
programow prac doktorskich.

Europejski Fundusz Stypendialny (EFS) przy IBB PAN funkcjonuje od 1 pazdziernika
1992 r. Do chwili obecnej stypendia przyznano 67 pracownikom naukowym, gtéwnie z Rosji,
Biatorusi i Ukrainy. Lacznie w IBB PAN pracowalo 46 os6b. W innych osrodkach
naukowych, takich jak: Uniwersytet Warszawski, Instytut Biologii Do$wiadczalnej im.
Nenckiego, Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat, Uniwersytet Gdanski, Akademia Rolnicza
we Wroctawiu, Uniwersytet £6dzki, Centru Diagnostyki i Terapit AIDS w Warszawie,

Centrum Mikrobiologii 1 Wirusologii w Lodzi pracowato 21 stypendystéw EFS. W 1996 r.
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przyznano 14 stypendiow, w tym IBB PAN 11 stypendiéw i 3 poza IBB PAN. W wiekszosci
przypadkéw stypendia przyznawano na okres 3 do 6 miesiecy.

W 1996 r. goscito o$miu bylych wychowankéw Instytutu tworzacych tzw. ,,Grupe
Zaufania”, ktorzy wyglosili referaty, omoéwili wyniki wspolnych badan, konsultowali prace
prowadzone w Instytucie oraz aktywnie wspoluczestniczyli w sympozjach naukowych

organizowanych przez Instytut.

Wspolpraca z Francja - Zwiazek Blizniaczy, Centrum Polsko-Francuskie

A Dr B. Tudek w trakcie miesigcznego pobytu w Instytucie Goustave Roussy (Villejuif)
przeprowadzita badania nad mechanizmami dziatania niektorych enzymow naprawy DNA, a w
szczegblnosci nad poszukiwaniem inhibitoréw tych enzymow.

Dr K. Lewicka przebywata dwa tygodnie w Laboratorium Genetyki Molekularnej
Pasozytow 1 Wektorow (Montpellier), gdzie zastosowata technike "multilocus enzyme
electrophoresis" do badan taksonomicznych gatunku bakterii Lactococcus.

Mgr M. Zagulski przebywat dziewie¢ miesiecy w Centrum Genetyki Molekularnej
CNRS (Gif-sur-Yvette), przeprowadzajac roznorodne badania po$wiecone analizie
funkcjonalnej genomu drozdzy.

Mgr A. Goéra w trakcie miesigcznego pobytu w Stacji Patologii Roslin INRA (Villenave
d'Ornon) rozpoczeta konstrukcje plazmidéw do transformacii roélin w celu otrzymania odmian
ziemniaka odpornych na zakazenie wiroidem wrzecionowatosci bulw ziemniaka (PSTVd).

Mgr A. Chachulska przebywata przez cztery miesiace w Laboratorium Biologii
Komorkowe; INRA (Wersal), gdzie kontynuowata prace nad otrzymaniem pelnych,
infekcyjnych kopii cDNA wirusa ziemniaka PVY oraz nad poliformizmem izolatéw tego
wirusa.

Dr Teresa Zoladek w trakcie pobytu w Instytucie J. Monoda w Paryzu zainicjowata
doswiadczenia nad identyfikacja ubikwitynowanych pochodnych drozdzowego biatka mod5p,
ktore mogtyby mie¢ wptyw na import tego biatka do mitochondridw.

Mgr M. Krzymowska przebywata sze$¢ tygodni w Laboratorium Biologii Molekularnej
Roslin Uniwersytetu J. Fouriera (Grenoble), gdzie stosowata technike op6znienia migracji w
zelu do analizy interakcji biatek chloroplastow z promotorem transkrypcji PR-2d.

Mgr J. Poznafiski przebywal trzy tygodnie w Instytucie Biologii Strukturalnej w
Grenoble. Przeprowadzit badania NMR cyklicznego peptydu WPPYGG w roztworze wodnym
oraz w DMSO.
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Prof. J. Rytka odbyla dwutygodniowy pobyt w Instytucie J. Monoda (Paryz) oraz w
Centrum Genetyki Molekularnej CNRS (Gif-sur-Yvette). Przygotowata do druku publikacje
naukows oraz przygotowata plan analizy funkcjonalnej wybranych ORF z chromosomu I i
IX drozdzy.

Prof. P. Stepien w trakcie 10-dniowego pobytu w Centrum Genetyki Molekularne;
CNRS (Gif-sur-Yvette) zajmowal si¢ roznymi aspektami wspolpracy nad metabolizmem
mitochondrialnego RNA u drozdzy.

Dr A. Przykorska przebywata miesiac w INSERM (Paryz) oraz w Instytucie Biologii
Molekularnej i Komorkowej (Strasbourg), gdzie opracowala sposéb oczyszczania RNazy z
linii komérkowej T84, a takze wybrata i przygotowala szereg substratéw dla badanych
enzymoOw nukleolitycznych.

Mgr E. Sadowy odbyta 4-miesieczny pobyt w Instytucie Badan Roslinnych CNRS (Gif-
sur-Y vette) przeprowadzajac prace nad uzyskaniem agroinfekcyjnego klonu wirusa lisciozwoju
ziemniaka (PLRV).

Prof. G. Palamarczyk oraz mgr K. Grabifiska przebywaly przez 3 miesiace w
Uniwersytecie Poitiers. Celem pobytu bylo oméwienie wynikéw wspdtpracy a takze ustalenie
rodzaju i zakresu badaf jakie przeprowadzitaby w Laboratorium prof. F. Karsta mgr K.
Grabinska w ramach realizacji pracy doktorskiej.

Dr E. Szolajska podczas miesigcznego pobytu w Instytucie Biologii Strukturalnej
(Grenoble) pracowata nad wykrywaniem technikami immunologicznymi poneratoksyny -
owadziej neurotoksyny.

Dr hab. J. Michalik przebywata w Instytucie Biologii Strukturalnej (Grenoble) sze$é
tygodni, gdzie kontynuowata préby konstrukcji rekombinanta bakulowirusa niosacego
informacje genetyczna o neurotoksynie owadziej. Podczas 7-dniowej wizyty w Stacji
Badawczej INRA (LaMiniere) oméwita metodyke i mozliwoéci wykonania odpowiednich
biotestow dla rekombinowanego bakulowirusa.

Mgr M. Goéra pracowala 4 miesiace w Instytucie J. Monoda w Paryzu nad konstrukcja i
badaniem funkcji chimerycznych ferrochelataz.

Dr R. Wolinowska przebywata 11 miesigcy w Centrum Genetyki Molekularnej CNRS
(Gif-sur-Yvette), gdzie kontynuowata badania nad mutantami S. cerevisige zaburzonymi w

obrébcee lub stabilno$ci mitochondrialnego mRNA.
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Dr B. Rempota od kwietnia 1996 r. przebywa w Centrum Genetyki Molekularnej
CNRS (Gif-sur-Yvette) przeprowadzajac analize funkcjonalna genomu drozdzowego, w
szczegdlnosci genow chromosomu IX.

Dr J. Bardowski w trakcie 7-tygodniowego pobytu w Laboratorium Genetyki
Drobnoustrojow INRA (Jouy-en-Josas) badat technika RAPD zroznicowanie genetyczne
bakteru z rodzaju Lactococcus.

Dr G. Przewlocki przebywal przez dwa miesiace w INSERM (Paryz), gdze
kontynuowat badania nad RNaza T84.

Prof. G. Muszynska odbyta tygodniowa wizyte w Uniwersytecie Technologicznym w
Compiegne, gdzie brata udziat w obronie pracy doktorskiej, ktorej byta recenzentem. Ponadto

przedyskutowata badania, ktore moznaby objaé wspdtpraca.

W 1996 r. w Instytucie Biochemii 1 Biofizyki PAN goscili nastgpujacy naukowcy
francuscy: prof. A. Edelman (dwukrotnie) - wspoipraca nad posttranskrypcyjna regulacja genu
CFTR; prof. Ch. Herbert (dwukrotnie) - wspolpraca przy analizie funkcjonalnej genomu
drozdzy; dr J. Chroboczek - wspoipraca przy konstrukcji rekombinowanych bakulowirusow.
Prof. M. Rohmer - dyskusja nad wspolnymi badaniami dotyczacymi biosyntezy izoprenoidéw

ro$linnych.

Wspolpraca z Wielka Brytania - British Council

Mgr M. Grynberg przebywal jeden miesiac w Zaktadzie Biologii Molekularnej i
Biotechniologii Uniwersytetu Sheffield, gdzie - klonowat 1 sekwencjonowat wybrane geny
regulacji metabolizmu siarkowego u grzybow.

Gos$émi IBB PAN w 1996 r. byli: prof. G. Turner, ktory przedyskutowat wspolne
badania Uniwersytetu Sheffield i naszego Instytutu nad regulacjg metabolizmu siarkowego u
grzybow; prof. F'W. Hemming - w ramach wspolpracy nad charakterystyka mutantow
Aspergillus nidulans zaburzonych w glikozylacji biatek; dr C. Sansom, ktéra przedyskutowata
sposoby modelowania struktury biatek; prof. N. Jones z Uniwersytetu Walijskiego w
Aberystwyth konsultowat mozliwo$¢ wykorzystania chromosoméw B w biotechnologii roélin,
wygtosit tez referat ogélnoinstytutowy.

Wspoélpraca z Niemcami

Dr hab. P. Ceglowski w ramach miesiecznego pobytu w Instytucie Genetyki

Molekularnej Maxa Plancka (Berlin) kontynuowat objete wspotpraca badania z dziedziny
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biologit molekularnej Bacillus subtilis, w szczegOlnosci prace nad chimerowymi
metylotransferazami DNA z fagow tej bakterii.

Dr P. Zielenkiewicz i mgr A. Kierzek przebywali tydziefi w Instytucie Krystalografii
Wolnego Uniwersytetu w Berlinie, gdzie przedyskutowali badania teoretyczne i doswiadczalne
agregacji bialek, w szczegodlno$ci biatka modelowego - lizozymu.

Gosciem IBB PAN byt dr Y. Georgalis, ktory omowit badania objete wspotpraca, a

takze przygotowatl z grupa P. Zielenkiewicza wspOlng publikacje na temat procesdéw
krystalizacji biatek.

Wspoélpraca z Holandig

Mgr K. Pluta przebywat trzy miesiace w Instytucie Ochrony Roslin (Wageningen),
gdzie badal infekcyjno$¢ transkryptow otrzymanych z petnej dlugosci cDNA wirusa
liSciozwoju ziemniaka (PLRYV).

Mgr M. Juszczuk podczas 4-miesiecznego pobytu w w Instytucie Ochrony Roslin
(Wageningen), badat ekspresje genéw subgenomowego RNA wirusa PLRV w protoplastach
tytoniu i groszku. Uzyskal réwniez przeciwciata skierowane przeciwko wirusowemu biatku o
m.cz. 17 kDa 1 replikaziePLRV.

Prof. P. Stepien przebywat 4 dni w Zaktadzie Biologii Molekularnej Uniwersytetu w
Amsterdamie uzgadniajac zakres przysztej wspdipracy naukowe] dotyczace) genetyki

mitochondriéw drozdzy.

Wspélpraca z Finlandia

Prof. J. Ku$mierek przebywat 5 dni w Uniwersytecie Finskim w Turku
przeprowadzajac konsultacje na temat relacji pomigdzy endogennymi 1 egzogennymi
uszkodzeniami DNA oraz metodami ich detekcji oraz wyglosit referat naukowy.

Dr J. Kruszewska odbyta miesigczny staz w Centrum Naukowym w Helsinkach, gdzie
klonowata gen syntazy mannozylo-fosfodolicholu z Trichoderma reesei.

Prof. W. Zagorski-Ostoja podczas 3-dniowego pobytu w Instytucie Biotechnologii
Uniwersytetu Helsinskiego przedyskutowal mozliwosci wymiany naukowej pomiedzy
zainteresowanymi placowkami oraz wygtosit referat naukowy.

Gosciem IBB PAN byta dr M. Makarow z Instytutu Biotechnologii Uniwersytetu w

Helsinkach - w ramach kontynuacji wspotpracy nad mechanizmami posttranslacyjnych

modyfikacji biatek majacych znaczenie dla sekrecji.
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Wspolpraca ze Szwecja

Prof. T. Chojnacki i dr hab. E. Kula-Swiezewska przebywali w Zakiadzie Biochemii
Uniwersytetu w Sztokholmie oznaczajac poliprenole w roéznych gatunkach roélin z rodzin
Combretaceae 1 Rosaceae oraz badajac biosynteze prenylowanych biatek i innych
izoprenoidow w komorkach ro$linnych i zwierzecych.

Mgr K. Czerska podczas pobytu w tej samej placowce zajmowata si¢ izolacjs tzw.
kompetentnych mitochondriéw z Arabidopsis thaliana i ze szpinaku.

Prof. G. Muszyfiska spedzita 5 dni w Zakladzie Chemii Fizjologicznej i Medyczne;
Uniwersytetu w Uppsali, gdzie ustalata zasady wspotpracy w ramach wspolnego grantu INCO-
Copernicus.

W IBB PAN przebywat dr J. Olsson z Instytutu Karolinskiego opracowujac nowa

metode rozdziatu mieszanin homologdéw alkoholi izoprenoidowych.

Wspélpraca z Wlochami
Doc. Z. Zargbska 1 mgr E. Waszkowska spedzily miesiac na Wydziale Nauk
Farmaceutycznych Uniwersytetu w Padwie, gdzie zajmowaly sie badaniami nad

mechanizmami dziatania psolarenu i fotouszkodzen w btonach komoérkowych.

Wspélpraca ze Szwajcaria

Mgr A. Chacinska spedzita dwa miesiace w BioCentrum Uniwersytetu w Bazylei
analizujac lokalizacje komorkowa drozdzowych biatek Nam9 i Hsp104.

Mgr D. Wieczorek w Instytucie Friedricha Mieschera w Bazylei opracowywala metode
badania przejsciowej ekspresji genu Grs w komorkach B42.

Dr M. Hryniewicz podczas 4-dniowego pobytu w Zaktadzie Mikrobiologii
Szwajcarskiego Instytutu Technologii (Zurich) przedyskutowala objete wspotpraca wyniki

badan nad regulacja gendéw operonu taurynowego E. coli i ustalita zasady dalszej wspotpracy.
Wspoélpraca z Belgia

Prof. T. Chojnacki przebywat w Zakladzie Chemii Uniwersytetu w Louvain,

uczestniczac w badaniach nad struktéra poliprenoli i dolicholi.
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Wspélpraca z Bialorusia

Gosciem IBB PAN byt prof A. Labanok z Biatoruskiej Akademii Nauk, ktory

interesowat si¢ pracami z zakresu biotechnologii mikrobiologiczne;.

Wspoélpraca z Czechami

Dr hab. K. Grzelak podczas 4-dniowego pobytu w Instytucie Entomologii AUCR

zapoznala si¢ z badaniami nad hormonalng regulacja transkrypgji 1 translacji u owadow.

Wspélpraca z Rosja
Dr B. Tudek przebywata 2 tygodnie w Instytucie Onkologii (St. Petersburg) bioraé
udzial we wdrazaniu metod oznaczania niektorych enzymoéw naprawy uszkodzen w DNA.
Gos¢mi IBB PAN byli: prof. M. Karpeisky, ktory dyskutowat modelowanie struktur
biatek; dr hab. A. Pokrovski - w celu zapoczatkowania wspoOtpracy nad antywirusowsa
aktywnodcig roslinnych nukleaz; dr A. Likhachew - w celu napisania wspolnej publikacii

naukowej; mgr M. Mospan - kontynuacja prac nad enzymami naprawy DNA z tkanek
zdrowych 1 nowotworowych.

Wspélpraca z Wegrami

Dr P. Zielenkiewicz przebywat 3 dni w Centrum Biotechnologii Rolnej (Godolo), gdzie

omawial konfiguracj¢ baz danych dla biologii molekularnej w polskim i wegierskim wezle
EMBnet.

W IBB PAN goscit Dyrektor w/w Centrum, prof. E. Balazs, ktory dyskutowat m.in.

sposoby wymiany naukowej pomigdzy obydwiema placéwkami.

Wspolpraca z Moldawia
W IBB PAN przebywat dr V. Kulcittski opracowujac metody cyklizacji poliprenoli.

Wspoélpraca z Izraelem

Prof. W. Zagorski-Ostoja podczas pobytu w Instytucie Weizmanna (Rehovot)
przeprowadzit szereg dyskusji w w/w Instytucie, a takze w Izraelskiej Akademii Nauk Scistych

1 Humanistycznych nad dalszym rozwojem wspotpracy w zakresie bioinformatyki.
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Wspolpraca z USA

Prof. G. Muszyhska podczas miesigcznej wizyty odwiedzita Akademie Medyczna
Harvarda i instytucje afiliowane omawiajac mozliwosci wspétpracy nad rola fosforylagji i
defosforylacji bialek w przenoszeniu sygnaléw komorkowych. Podobne dyskusje
przeprowadzita w Uniwersytecie Washington (Seattle) i w Uniwersytecie Missouri (Columbia).

Dr A. Przykorska przez 4 miesiace badata w Uniwersytecie North Carolina (Chapel
Hill) strukture przestrzenna tRNA™ w kompleksie ze swoistg syntetaza.

W IBB PAN przebywat prof. R. Schaaper z Narodowego Instytutu Zdrowia omawiajac

m.in. zasady biezacej i przysztej wspdtpracy naukowej.

Wspolpraca z Japonia
Prof. T. Chojnacki przebywat miesiac w Instytucie Technologii Uniwersytetu Rolno-
Technicznego (Tokio) i w Instytucie Badania Reakcji Chemicznych Uniwersytetu Tohoku

(Sendat), gdzie zapoznal si¢ z prowadzonymi tam badaniami i1 przeprowadzit analize

magnetycznego rezonansu jadrowego (600 Mhz) preparatu poliprenoli.

Wspoélpraca z Indiami
Dr Krystyna Grzelak przebywata 10 dni w Szkole Nauk Biologicznych Uniwersytetu w

Hyderabadzie. W czasie pobytu zapoznata sie¢ z prowadzonymi tam badaniami nad hormonalng
regulacja ekspresji gendw kodujacych biatka hemolimfy owadow i prowadzita rozmowy w

sprawie nawiazania Sciste] wspolpracy.

Szkolenia

Dr J. W¢jcik uczestniczyt w kursie dotyczacym najnowszych technik i problemow MRJ
biatek 1 DNA (Austria).

Mgr M. Goéra i mgr J. Brzeski brali udzial w kursie "Molecular Mechanisms of
Signalling and Targeting" (Grecja).

Dr A. Sirko uczestniczyta w "International Training Course in Plant Biotechnology"
(Republika Potudniowej Afryki).

Dr J. Wojcik dwukrotnie uczestniczyt w szkoleniu operatoréw i uzytkownikow

Spektroskopu UNITY (Niemcy).
Mgr R. Brodzik brat udziat w EMBO Practical Course "Non-isotopic in situ

hybridization to methaphase chromosomes and interphase nuclei" (Niemcy).

III. 8

—

r



= |

A. Lipska brata udziat w kursie szkoleniowym dotyczacym technik biologii

molekularnej w analizie i w biotechnologii roélin transgenicznych.

Imprezy z udzialem gosci zagranicznych organizowane przez IBB PAN

W 1996 r. IBB PAN byt organizatorem lub wspétorganizatorem nastepujacych imprez
z udziatem goéci zagranicznych:

1.W okresie 28-30 listopada 1996 r. zorganizowano w IBB PAN | Workshop on Genes
and Their Products in Basic Research and Biotechnology”. W sympozjum wzieto udziat
jedenastu gosci zagranicznych (w tym 7 z ,Grupy Zaufania”)reprezentujacych oérodki
naukowe USA, Francji, Szwajcarii i Izraela, a takze wszyscy pracownicy IBB PAN oraz
dzielacy z nami budynek pracownicy Zakladu Genetyki UW. i Instytutu Biologii
Eksperymentalnej Roslin U.W. Celem sympozjum bylo dokonanie trzeciego juz (poprzednie
sympozja tego typu odbyly si¢ w 1991 i 1994 r.) przegladu badafn prowadzonych w IBB PAN
oraz placowkach stowarzyszonych i wspdtpracujacych. Przedstawiono 130 komunikatow
naukowych, z ktérych - zdaniem zaproszonych gosci - zdecydowana wiekszo$é
reprezentowata dobry poziom miedzynarodowy.

2. W dniach 18 i 19 stycznia 1996 r. odbylo si¢ w IBB PAN sympozjum "Gene
Structures and Expression in Plant Pathogenesis". W sympozjum wzigto udzial siedmiu
naukowcow z Francji oraz polscy doktoranci i naukowcy.

3. W dmiach. 3-5 czerwca 1996 1., odbyt sie w Instytucie polsko-francuski kurs
bioinformatyki, w ktérym wzieto udzial okolo pigédziesieciu oséb, w tym wyktadowcy z
INRA 1 firmy Infobiogen. W ramach kursu, 25 oséb wzieto udziat w zajeciach praktycznych.

4. W dniach 9-10 grudniu 1996 r. odbyta sic w IBB PAN konferencja zatytutowana
"Molecular Analyses of Genomes of Microorganisms" z udzialem trzech naukowcow z
Instytutu Biologii Fizyko-Chemicznej w Paryzu. W konferencji wziglo udzial 13-u

magistrantow 1 doktorantéw z IBB 1 UW.

Wykaz uméw o wspélpracy bezposredniej zawartych przez IBB PAN z

instytutami zagranicznymi

1. IBB PAN - Max Planck Institut fur Moleculare Genetic Berlin (Niemcy)

2. IBB PAN - Dept. of Medical and Physiological Chemistry, Uppsala  University,
Uppsala (Szwecja)
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3. IBB PAN - CNR Centro di Studio sulla Chimica del Farmaco e dei Prodotti
Biologicamente Attivi at the Dept. of Farmaceutical Sciences of the University of Padua,
Padva (Wtochy)

4. IBB PAN - Institute of Biological Chemistry, University of Verona, Faculty of
Medicine, Verona (Wtochy)

5. IBB PAN - Laboratory of Terpenoid Chemistry Institute of Chemistry of Moldova
Academy of Science, (Motdavia)

6. IBB PAN - State Scientific Center Russia - NPO "VECTOR", Koltsovo, Novosibirsk
Region, (Rosja)

7. IBB PAN - Laboratory of Carbohydrate Chemistry, Zelinsky Institute of Organic
Chemistry RAS (Rosja)

8. Kontynuowane sg prace Centrum Polsko-Francuskiego Biotechnologii Roslin, wiazacego

PAN, KBN i CNRS opartego organizacyjnie o Instytut Biochemii i Biofizyki PAN.

Wykaz instytutow, z ktérymi placowka wspolpracuje bez umow

1. Instytut J. Monod - Paryz (Francja)

Laboratorrum Biologii Molekularnej Roslin (Uniw. J.Fourier, Grenoble - Francja)
Instytut Goustave Roussy - Villejuif (Francja)

Stacja Patologii Roélin INRA - Bordeaux (Francja)

Instytut Badan Roslinnych CNRS - Gif-sur-Yvette (Francja)

Instytut Biologii Strukturalnej - Grenoble (Francja)

Uniwersytet Paul Sabatier - Tuluza (Francja)

Uniwersytet w Sheffield (Wielka Brytania)

Do A T R R

Uniwersytet Nottingham - Wydziat Chemii - Nottingham (W .Brytania)
10.Centrum Biologii Molekularnej Uniwersytetu - Heidelberg (Niemcy)
11.Instytut Genetyki i Kultur Tkankowych - Gatsleben (Niemcy)

12.Wolny Uniwersytet - Berlin (Niemcy)

13.Uniwersytet Camerino - Camerino (Wtochy)

14. Z-d Biochemii 1 Biologii Molekularnej Uniwersytetu w Sztokholmie (Szwecja)
15.Wydziat Biochemii Uniwersytetu - Sztokholm (Szwecja)

16.Karolinska Instytut - Sztokholm (Szwecja)

17 Instytut Biotechnologii Uniwersytetu - Helsinki (Finlandia)

18.Centrum Naukowe - Helskinki (Finlandia)
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19 Instytut Mikrobiologii Biatoruskiej Akademii Nauk - Minsk (Biatorus)

20 Katedra Genetyki Biatoruskiego Uniwersytetu Panstwowego - Minsk (Biatorus)
21.Wydziat Biologii Uniwersytetu - Lozanna (Szwajcaria)

22. Uniwersytet w Nowym Yorku (USA)

23. Unmiwersytet Potnocnej Karoliny - Chapel Hill (USA)

24. Narodowy Instytut Badan nad Wptywem Srodowiska na Zdrowie - Research Triangle Park
(USA)

25. Instytut Ochrony Roélin - Wageningen (Holandia)

26. Instytut Nauk Biologicznych Uniwersytetu Walijskiego - Aberystwyth (Wielka Brytania)
27. Uniwersytet Techniczny - Wiedef (Austria)

28. Centrum Badan INRA - Jouy-en-Josas (Francja)

29. Umiwersytet w Groningen (Holandia)

2. Wymiana osobowa.
W roku sprawozdawczym Instytut przyjat 53 gosci z zagranicy, z IBB PAN wyjechato 134
osoby.

3./4. Ocena merytoryczna/Whnioski

Sympozja, konferencje i szkolenia, ktérych IBB PAN byt organizatorem lub
wspoforganizatorem niewatpliwie spelnity swoja role. Dzigki szkoleniom wyraznie
podnoszone lsat kwalifikacje naukowe kadry Instytutu, a zwlaszcza doktorantéw. Znajduje to
odzwierciedlenie w stale wzrastajacym poziomie komunikatéw naukowych przedstawianych
na migdzynarodowych konferencjach naukowych, w tym w ,,Workshop on Genes and their
Products in Basic Research and Biotechnology”, ktory zorganizowano w IBB PAN w koncu
listopada 1996 r.

Owocnie kontynuowana jest wspolpraca z zagranica. Dotyczy to w szczegdlnosci
wspolpracy z Francja w ramach ,Zwiazku BliZzniaczego” i Centrum Polsko-Francuskiego.
Wymiernym efektem tej wspotpracy jest ukazanie sie w tym roku specjalnego zeszytu
migdzynarodowego czasopisma "Biochimie", wydawanego we Francji. W zeszycie tym,
zatytutfowanym "Biologia molekularna w Polsce", dobrze widoczne sa oryginalne prace

naukowe wykonane w IBB PAN.
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Kontynuowana jest takze wspotpraca z innymi o$rodkami zagranicznymi, zwlaszcza
europejskimi. Szczegolnie widoczna jest wspolpraca z Niemcami, Holandia, Wiochami,
Szwecja 1 Finlandia.

Liczni przedstawiciele ,,Grupy Zaufania” wzigli udziat w zyciu naukowym Instytutu.

Doktoranci IBB PAN aktywnie uczestniczyli w miedzynarodowych zjazdach i konferencjach
naukowych.

Tabela 1. Kontakty zagraniczne PAN wedltug kierunkéw w 1996r.

wtym
Kraje Liczba Ogdtem badawcze |szkoleniowe | kongresy i | organizacyjne
konferencje

umoéw |placo- | przy- |wyjaz-| p w ) w P w P \
wek | jazdy | dy

Austria 3 1 2
Belgia 1 1 1
Biatoru$
Czechy
Francja 4
Francja- 7 2
Jumelage
Francja - CPF 25 1
Grecja
Finlandia 2 1
Hiszpania
Holandia 1
Indie
Izrael
Japonia 1
Kanada
Motdawa 1 1 1
Niemcy 1 3 1
Rep.Pid. Afryki
Rosja 2 5
Stowacja
Szwajcaria
Szwecja 1 3
USA 2
Weary
Wielka Brytania 3
Wiochy 2 1
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Tabela 2. Wydatki i dochody z tytulu wspélpracy z zagranica w 1996r.

Tres¢ Kwota
I WYDATKI
1. Koszty zagranicznych podrozy stuzbowych (bilety, dewizy, wizy) 196.788
2. Koszty pobytu gosci zagranicznych
a) na zaproszenie i koszt placowki 12.521
b) w ramach porozumien bezposrednich 8.740
3. Koszty konferencji miedzynarodowych organizowanych
W 21.000
kraju
4. Inne wydatki 1.486
Razem: 240.535
1. ZRODLA FINANSOWANIA
1. Koszt placowki 49.425
2. Dotacja z KBN (finansowanie w ramach uméw migdzyrzadowych) 111.702
3. Granty 47373
4. Inne 32.035
Razem: 240.535
OI. DOCHODY  nie bylo

1. Z tytutu organizowania imprez naukowych

2. Ze sprzedazy aparatury licencji, patentow

3. Za ekspertyzy i konsultacje naukowe dla partnerow zagranicznych
4. Inne dochody

Razem:

Warszawa, dnia 31.01.1997 r.

GEOWNY KBIEGOWY

A.Bulanda, tel. 658-47-53
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SCHEMAT NR 4

Roczna informacja o rozwoju kadr naukowych w
Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN w 1996 roku

Tabl. 1 Stopnie naukowe nadane w IBB PAN w 1996 .

nadane

Stopnie naukowe | W tym
| ogblem |pracowni- |innym

komPAN |osobom
Doktora 8 6 2
Doktora habilitowanego 5 5 /

Tabl. 2 Stopnie naukowe uzyskane przez pracownikéw IBB PAN w 1996 r.
| uzyskane
| Stopnie naukowe | ogolem w tym
L o ' wPAN | poza PAN

Doktora 6 6 /
Doktora habilitowanego 4 4 ' /

Stypendia naukowe:
Liczba o0sob pobierajacych stypendia:
doktorskie - 38
habilitacyjne - 3
inne (tzw. powrotow) - 6
Studia doktoranckie
Liczba uczestnikow
1. Ogotem - 66
(w tym 44 doktorantéw Szkoty Biologii Molekularnej)
w tym bez oderwania od pracy -22
2. Przyjetych w 1996 roku
ogblem -12
w tym bez oderwania od pracy -12
Liczba uczestnikéw dziennych studiéw doktoranckich pobierajacych stypendia
Ogobtem -22
z tego przyznane i wyplacane przez:
a) IBB PAN -22
Krajowe staze naukowe i zawodowe:
Liczba pracownikow placowki skierowanych na staze -0
Liczba oséb przyjetych na staz w placowcee
(w tym stazysci z EFS 1 magistranci z uczelni wyzszych) - 15
Opieka nad studentami:
Liczba studentéw odbywajacych praktyki w PAN - 26
Prace magisterskie wykonane pod kierunkiem pracownikéw IBB PAN
w IBB PAN - 23
w uczelni macierzystej - 3

DYR?VT*’}E\ NSTYTUTU

N AN

(N~ SEEY
imiere Aagdsski- Ostoja
ktor

Warszawa, 31 stycznia 1997 r.

A Bulanda, tel. 658-47-53
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Temat 1: Synteza, badanie wlasciwosci fizykochemicznych i biologicznych analogow
nukleozydéw pirymidynowych, potencjalnych substratow / inhibitorow
biosyntezy kwasow nukleinowych.

Zespot: prof. Tadeusz Kulikowski, doc. Alicja Drabikowska, dr Krzysztof Felczak,

mgr Maria Bretner, tech. Grzegorz Guzik, (prof. David Shugar).

Kontynuowano badania nad S5-podstawionymi i tionowanymi analogami dUMP -
inhibitorami syntazy tymidylanowej (TS) i potencjalnymi $rodkami przeciwnowotworowymi.
Poprzednio wykazano, ze proton usytuowany w pozycji N(3) analogow dUMP jest istotny w
wiazaniu tych analogdéw z TS oraz, ze podstawienie siarka tlenéw karbonylowych w pozycji 2
i/lub 4 pierScienia pirymidynowego tych analogébw obniza pK, dysocjacji wymienionego
protonu. W celu zbadania wptywu takiego podstawienia na wiazanie si¢ analogéw dUMP z TS
oraz na cytotoksycznos$¢ w stosunku do komérek biataczkowych syntetyzowano nowa metoda
(hydroksymetylowanie pozycji C-5 w tagodnych warunkach) 5-hydroksymetylo-2'-
deoksyurydyne, jej 2-tiopochodng oraz ich 5'-mono-fosforany (wysoce selektywna fosforylacja
fosfotransferaza z siewek pszenicy). Zbadano cytotoksyczno§¢ otrzymanych analogdéw
nukleozydowych w stosunku do komoérek biataczki L.5178Y oraz fibroblastow 3T3. Zbadano
réwniez wiasciwosci inhibitorowe wykazywane przez 5'-monofosforany wymienionych
analogow nukleozydowych w stosunku do TS izolowanej z biataczki L1210. Analogi
nukleozydowe wykazywaty zblizone wiasciwosci cytotoksyczne (CDs( odpowiednio 1,2 pM 1
6,5 uM), a ich 5'-monofosforany zblizone wiasciwosci inhibitorowe w stosunku do TS (IC5
odpowiednio 3,7 uM 1 8,2 uM) (wspdtpraca z Instytutem Biologii Doswiadczalnej PAN im.
M. Nenckiego w Warszawie).

Kontynuowano takze badania ostatnio odkrytych przez nas inhibitoréw replikacji
retrowirusa HIV - tionowanych 2',3'-dideoksy-3'-fluorourydyn oraz ich 5'-monofosforanéw.
Zbadano aktywnoS¢ przeciwwirusowa tych zwiazkéw w komodrkach CEM w stosunku do
szczepu HIV-1 (cat#3) indukujacego powstawanie syncytibw a wyizolowanego w
laboratorium Centrum Diagnostyki i Terapii AIDS w Warszawie. Dwa zwiazki z tej serii (2',3'-
dideoksy-3'-fluoro-2-tiotymidyna i jej 5'-monofosforan) okazaly si¢ obiecujacymi inhibitorami
HIV-1 o efektywnosci zblizonej do standartowego leku AZT (wspdtpraca z Centrum
Diagnostyki 1 Terapii AIDS w Warszawie). Wyizolowano i cze$ciowo oczyszczono fosforylaze
urydynowg z cytoplazmatycznego ekstraktu tasiemca (Hymenolepis diminuta). Wykazano, ze

enzym ten jest jedyna fosforylaza nukleozydéw pirymidynowych rozszczepiajaca wiazanie
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glikozydowe zarowno rybo- jak i 2'-deoksyrybonukleozydéw. Obecno$é tego enzymu
wskazuje na aktywne wykorzystanie giownie urydyny w procesie odzyskiwania, a nie
biosyntezy de novo 1 jest przypuszczalnie gléwnym zrodtem zasad i nukleozyddw potrzebnych
do syntezy kwasow nukleinowych u szybko namnazajacego si¢ pasozyta. Zbadano kinetyke
zarowno syntezy urydyny z uracylu i 1-P-rybozy jak i jej fosforolitycznego rozszczepienia do
uracylu 1 1-P-rybozy wykazujac, ze mechanizm tych reakeji jest sekwencyjny. Wyznaczono
state inhibitorowe (K;) dla kilku znanych, efektwnych inhibitoréw fosforylazy urydynowej,
takich ~ jak  2,2-anhydro-S-etylourydyna i  1-(1,3-dihydroksy-2-propoksymetylo)-5-
benzylouracyl, oraz dla nowo syntetyzowanej przez nas 2,3'-anhydro-5-etylourydyny &

odpowiednio 0,07 uM; 0,07 uM i 14 pM). Takie same wartoéci K; wyznaczone dla

fosforylazy urydynowej z Hymenolepis diminuta i ze $luzéwki jelita szczura wskazuja na duze

podobienstwo miejsc wiazania si¢ tych inhibitoréw na enzymie gospodarza i pasozyta.

Projekty badawcze KBN

ooynteza,  badanie  struktury 1  konformacji nowych przeci;vnowomorowych,
przeciwwirusowych 1 przeciwpasozytniczych nukleozydéw i nukleotydéw oraz badanie
metodami spektroskopowymi ich oddziatywanh z syntaza tymidynowa”.

Wspolpraca z zagranica

Rega Institute for Medical Research, Katholieke Universitet Leuven, Belgia.

Najwazniejszy wynik badawczy

Wrykrycie b. wysokiej (rzgdu AZT) aktywno$ci przeciwwirusowej u 2',3'-dideoksy-3'-fluoro-2-
tiotymidyny 1 jej 5'-monofosforanu w stosunku do szczepu HIV-1 (cat#3) indukujacego
powstawanie syncytiow w komorkach CEM.

PUBLIKACJE: 3098, 3112, +3113, 3114, 3118, 3137, 3138, 3139, 3142, 3150, 974/A.

Temat 2: Mechanizmy dzialania fotochemoterapii PUVA (psoralen + UVA).

Zespot: doc. dr hab. Zofia Zarebska, dr Daniela Barszcz, mgr Ewa Waszkowska

Od kilku lat zespot zajmuje si¢ wyja$nianiem mechanizmu leczniczego dziatania
psoralenow. Psoraleny w potaczeniu ze §wiattem ultrafioletowym (PUVA) stosuje sie w
leczeniu chordb skérnych z objawami hyperproliferacii (np. fuszczyca ) lub hypopigmentacii
(np. bielactwo) naskorka. Ostatnio, pozaustrojowa odmiana terapii PUVA zw. fotofereza

znalazta zastosowanie w leczeniu zaburzef uktadu immunologicznego, m.in. do zmniejszenia
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objawéw odrzutu przeszczepu towarzyszacych zabiegom transplantacji. Ogdlnie uwaza sie, ze
nosnikiem przemian, prowadzacych do immunosupresji, jest btona limfocytéw krazacych w
krwi obwodowe;.

Nasze badania skupity si¢ nad charakterystyka fotoproduktéw powstajacych w
fosfolipidach btonowych. Zbadano kinetyke powstawania adduktéw kwas oleinowy - psoralen
(d1<>PSO0) w lecytynie PCd1pal (1-palmitynian-2-oleinian-fosfatydylocholina). F otoprodukty
powstate po na$wietleniu dawkami fizjologicznymi rozdzielano za pomoca chromatografii
cienkowarstwowej TLC60 oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) w fazie
odwroconej. Lecytyne-PSO  poddano hydrolizie kwasnej i enzymatycznej z udziatem
fosfolipazy PLA2 - uwolnione w ten sposob addukty kwasowe poréwnywano z adduktami
otrzymanymi uprzednio przy na$wietlaniu wolnych kwasdéw. Poréwnanie profili HPLC
wskazuje na to, ze w lecytynach powstaja cykloaddukty (cztery izomery), podobne do tych
uzyskanych przy naswietlaniu wolnego kwasu. Jeden z izomeréw adduktéw PC(d1<>PSO)pal
scharakteryzowano na podstawie widm NMR oraz spektrometrii masowe;j.

Powstawanie fotoadduktéow sledzono w $rodowisku hydrofobowym - w roztworach
etanolowych oraz w $rodowisku hydrofilnym - w micelach wodnych. Stwierdzono, ze w
micelach wodnych (PBS-m) powstaje inny typ adduktéw psoralenowych, prawdopodobnie z
przytaczeniem czasteczki wody. Struktura nowego typu adduktu jest w trakcie identyfikacji.
Badania powyzsze wskazuja na zmiane reaktywnosci psoralenéw wobec lipidéw w zaleznosci

od hydrofobowosci srodowiska.

Wspélpraca z zagranica

Centrum Badan Produktow Biologic;nie Aktywnych CN.R. przy Wydziale Nauk
Farmaceutycznych Uniwersytetu Padewskiego, Wiochy.

Najwazniejszy wynik badawczy

Wykazano, ze cztery izomery cyklobutanowe kwas oleinowy<>psoralen powstaja zar6wno w
lecytynach jak i w wolnym kwasie thuszczowym.  Zbadano kinetyke powstawania w
Srodowisku micelarnym jednego z izomerow adduktu, PC(d1<>PSO)pal.

PUBLIKACIE: + 3119, 806/A, 880/A, 896/A, 908/A
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Temat 4.1: Badania konformacji peptydow wiazacych wapn.

Zespot: doc. dr hab. Andrzej Bierzynski. dr Grazyna Goch, mgr Hanna Koziowska,

mgr Elzbieta Soszynhska, mgr Nadiezda Sabaneeva, Monika Siedlecka (magistrantka).

Kontynuowano badania konformacji peptydu o sekwencji:

1 3. 5 7 9 11 13 15
Ac-Asp-Lys-Asp-Gly-Asp-Gly-Tyr-Ile-Ser-Ala- Ala-Glu-Ala-Ala-Ala-Gln-NH2
wysyconego jonami La’* koordynowanego przez reszty aminokwasowe 1-12. Pomiar
szybkos$ci wymiany protonéw amidowych metoda NMR oraz pomiary przesunigé chemicznych
sygnatéw Ha i Ca a takze statych sprzezenia *J(HNCHa) potwierdzity obserwowang uprzednio
konformacje helikalng C-terminalnego segmentu peptydu (reszty 1‘0—16). Pordéwnanie widm
CD zmierzonych w wodzie i w 75% trojfluoroetanolu $wiadczy, ze utworzona helisa jest
bardzo trwata i jej populacja, nawet w 50°C jest bliska 100%.
Droga mutacji punktowych genu podjednostki a biatka S100A1 uzyskano plazmidy pAED4
zawierajace geny mutantéw Glu32—>Gln i Glu73—Gln i uzyskano wysokg ekspresje (ok.
15mg/l) zmutowanych biatek w E.coli. Wykazano, ze odpowiednio N- i C-terminalne petle
wapniowe mutantéw utracity zdolno§¢ wiazania jonow metali Ca® i Ln’*. Mutanty te zostang,
wykorzystane w badaniach struktury biatka S100A1 i mechanizmu wiazania jonow metali
przez to biatko.
Ponadto kontynuowano badania struktury biatka S100A1 metodami modelowania

teoretycznego.

Wspbipraca z zagranicg

The Scripps Research Institute, USA. Universitat Bayreuth, LS Biopolymere, REN.
Najwazniejszy wynik badawczy

Stwierdzenie niespodziewanie wysokiej stabilnoSci helisy a w bardzo krétkim odcinku
peptydowym. Jest to sprzeczne z dotychczasows, wiedza na temat powstawania helis 1 otwiera
nowe perspektywy badawcze.

PUBLIKACIE: 3096, 3124, 3170, 970/A, 971/A, 903/A, 55/N, 2
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Temat 4.2: Transport elektronéw miedzy rodnikowymi centrami w modelowych
peptydach i bialkach.
Zespot: prof. Kazimierz L. Wierzchowski, dr hab. Krzysztof Bobrowski, dr Jarostaw

Poznanski, mgr Krystyna Majcher

Kontynuowano badania nad identyfikacja centrow redoks Trp/Tyr i drég wewnatrz-
czasteczkowego przenoszenia elektronu w modelowym biatku - lizozymie biatka jaja kury-
uczestniczacych w do$wiadczalnie obserwowanej przemianie rodnikowej Trp® > Tyr". W tym
celu przeprowadzono obliczenia wielko$ci sprzezenia elektronowego, Tpa, miedzy wszystkimi
mozliwymi parami Trp/Tyr utworzonymi z wystgpujacych w tym biatku resztami Trp:28, 62,
63, 108, 111 oraz Tyr: 20, 23, 53. Obliczenia wykonano przy pomocy programu PATHWAYS
(D.Beratan) i danych wspdirzednych atomowych dla krystalicznego lizozymu (PDB).
Wykazaty one, ze reszty Tyr53 i Tyr20 mogg tworzy¢ pary redoks o najwiekszej wartosci
Tpa z resztami Trp62, Trp63 i Trp123, ktorych udzial w reakcji: Trp® + Tyr -> Trp + Tyr’
ustalono na podstawie pomiaréw jej wydajnoSci radiacyjnej metoda impulsowej radiolizy w
lizozymie: (i) natywnym, (ii) z selektywnie utlenionym do pochodnej kynureniny fancuchem
indolylowym Trp62 oraz (i) skompleksowanym z inhibitorem - trichitotrioza,
uniemozliwiajacym utlenienie reszt Trp62 i Trp63 do stanu rodnikowego (Trp®). Tworza one
pary: Trp62/Tyr53, Trp63/Tyr53 i Trp123/Tyr20 o zblizonej wartosci (Tpa)?, proporcjonalne;
do szybkosci reakeji przeniesienia elektronu. Doswiadczalne dane dla kinetyki badanej reakcji
w natywnym lizozymie wskazuja rOwniez na to, ze w reakcji uczestniczy kilka par redoks o
podobnej statej szybkosci. Pomiary kinetyki reakcji w funkeji temperatury i stanu protonacii
lizozymu wykazaty, ze jej szybko$¢ jest kontrolowana konformacyjnie, podobnie jak proces
wymiany H/D w globularnych biatkach. Wobec tego metoda molekularnej dynamiki
przeprowadzona badania czasowej zalezno$ci wartosci parameteru (Tps)® dla wytypowanych
drog przenoszenia elektronu w lizozymie, obejmujacych jeden lub wiecej przeskokéw
elektronu ,,przez przestrzen”, tj. miedzy kontaktujacymi sie atomami odleglymi od siebie
wzdhuz tancucha peptydowego. Okazato sie, ze parametr ten moze osiaga¢ chwilowe wartosci
wielokrotnie wyzsze od wartosci $redniej przy czym jego zmienno$é jest proporcjonalna do
kwadratu liczby takich przeskokéw wzdhluz danej drogi. Wskazuje to na konieczno$é

uwzgledniania w obliczeniach Tps w czasteczkach biatek dynamiki ich budowy
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Wspélpraca z zagranica

Department of Environmental Sciences, Ris@ National Laboratory, Dania.

Najwazniejszy wynik badawczy

Identyfikacja w modelowym biatku (lizozym) rodnikowych centréw redoks Trp*/Tyr i drog
dalekozasiggowego przeniesienia miedzy nimi elektronu.

PUBLIKACIE: 1, 3105%, 3156, 966/A".

Temat 4.3 Mechanizm inicjacji transkrypcji genow prokariotycznych.

Zespot: prof Kazimierz L. Wierzchowski, dr Wiestaw J. Smagowicz, dr Tomasz Lozinski,

dr Krystyna Bolewska, mgr Iwona Kolasa, Teresa Rak

a) Opracowano ilosciowa, metode okreslania stopnia utlenienia reszt tyminy przez
KMnO, w obszarze jednoniciowej domeny DNA promotora w otwartym kompleksie
transkrypcyjnym in vifro w funkcji stezenia MgCl,. Przy jej pomocy wykazano, ze wiazanie
jonéw Mg®* przez otwarty kompleks RPo1, indukujace jego izomeryzacje do kompetentne;
transkrypcyjnie formy RPo2, mozna opisaé przy pomocy modelu zaktadajacego wystepowanie
N réwnocennych miejsc wiazacych o zblizonej wartosci statej dysocjacji K4, Wyznaczono
warto$¢ tej statej dla komplekow utworzonych przez polimeraze RNA FE.coli na szeregu
syntetycznych promotorach zawierajacych roznie potozone zaginajace o§ DNA sekwencje
A, T, Okazata si¢ ona niezalezna od budowy promotora w granicach do$wiadczalnego biedu:
Kq~ 3 x 10° M, i o rzad wielkosci wicksza od statej dysocjacji Mg?' Zwigzanego w centrum
katalitycznym kompleksu. Indukujace izomeryzacje RPo1 <> RPo2 jony Mg®* naleza zatem do
innej grupy, 6 kationdw wiazanych przez kompleks i charakteryzujacych sie tego samego
rzedu stata rOwnowagi wiazania do kompleksu transkrypcyjnego. Przygotowano do publikacji
prace dotyczaca topologii i stechiometrii wiazania Mg® do otwartego kompleksu
transkrypcyjnego w obszarze domeny jednoniciowego DNA.

b) Zbadano wptyw obecnoici zaginajacych o heliksu DNA sekwencji A,. T, w rejonie
-35 promotora na proces powstawanie otwartego kompleksu transkrypcyjnego mierzac
kinetyke abortywnej transkrypcji in vitro dla grupy syntetycznych promotordéw (a, g, m) w
funkcji stezenia polimerazy RNA E.coli metoda fluorymetryczna (y-ANS -UTP jako jeden ze
substratdow). Wyznaczono na tej podstawie stala réwnowagi powstawania zamknietego
kompleksu transkrypcyjnego, Kg, oraz stata szybkosci jego izomeryzacji, ke , do kompleksu

otwartego RPo2 przy odpowiednio wysokim stezeniu jonéw Mg®*. Wzgledna moc in vitro
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badanych promotoréw, wyrazona iloczynem: Kg x k¢, okazata sie bardzo bliska ich wzglednej
mocy in vivo. Analiza wartoci wyznaczonych termodynamicznych 1 kinetycznych parametrow
wykazata, ze zastapienie sekwencji TTATT(-34...-38) w kontrolnym promotorze a ciagiem
Ts.As zaginajacym o§ DNA prowadzi do obnizenia mocy promotora (g) w wyniku
zmniejszenia zarOwno wartosci statej rownowagi Kg (o ok. 50%) jak 1 statej szybkosci k¢ ( o
wspOlczynnik 2). Natomiast moc promotora m, zawierajacego w tym samym rejonie ciag
Ts.As (-34...-41), okazata si¢ obnizona w znacznie mniejszym stopniu 1 to tylko w wyniku
nizszej warto$ci Kg w stosunku do promotora kontrolnego. Tak wigc pojedyncza punktowa
mutacja A->T(-36), wywolujaca zagiecie osi promotora w rejonie -35, zmniejsza
specyficznosé rozpoznawania promotora przez podjednostke ¢ polimerazy RNA i utrudnia
powaznie proces izomeryzacji kompleksu zamknietego do kompleksu otwartego.

c¢) Podjeto prace nad otrzymaniem domeny HTH podjednostki o polimerazy E.coli,
odpowiedzialnej za specyficzne rozpoznawanie rejonu -35 promotora. W tym celu z dzikiego
genu na na plazmidzie pHTT7fl-sigma wycieto fragment DNA Xhol.. Hindlll, kodujacy 86
amonikwasowa ~domeng 6. Fragment ten polaczono z syntetycznym linkerem
wprowadzajacym 6 dodatkowych reszt His na N-kofcu peptydu (dla oczyszczania
rekombinacyjnego biatka na ztozu niklowym). Otrzymany w ten spos¢b fragment wklonowano
do ekspresyjnego wektora pAED4 i transformowano do komoérek E.coli DH5-o.

Trwaja prace nad analiza otrzymanych transformantéw.

Projekty badawcze KBN

~Zwiazek migdzy budows i aktywnoscia nieregulowanego promotora bakteryjnego w procesie
inicjacji transkrypcji u £.coli” kierownik - prof. K.L. Wierzchowski

Najwazniejszy wynik badawczy

Wyznaczenie stalej dysocjacji dla kationéw magnezu specyficzne zwiazanych w jednoniciowe;

domenie otwartego kompleksu transkrypcyjnego i warunkujacych aktywnos¢ polimerazy RNA
E. coli.

PUBLIKACIJE: 3111.
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Temat 4.4: Inhibitor proteaz serynowych z roslin dyniowatych.
Zespot: prof. dr hab Magdalena Fikus , dr Bozenna Rempota*, dr Jolanta Topczewska, (*od

kwietnia 1996 na stazu podoktorskim w Centre De Genetique Moleculaire, CNRS, Gif-sur-
Yvette, Francja)

Skonstruowano syntetyczny gen, analog wystepujacego w przyrodzie genu inhibitora
trypsyny z roslin dyniowatych, CPTI II. Nowy, syntetyczny gen CPCI ma w obszarze miejsca
reaktywnego fragment sekwencji wystepujacej w regionie miejsca reaktywnego trzeciej
domeny owomukoidu indyka, podczas gdy reszta genu, kodujaca C-koniec inhibitora,
pochodzi z genu kodujacego CPTI II. Gen wprowadzono po potaczeniu z odpowiednimi
wektorami (pUC18 1 pYET) do E. coli, a jego sekwencja potwierdzono.

Rozpoczeto prace zmierzajace do opracowania ukladu ekspresji biatek eukariotycznych w
metylotropowych drozdzach Pichia pastoris.
PUBLIKACIJE: 3110, 3117, 3145, 38/N, 40/N, 53/N

Temat 4.5: Modelowanie struktury i funkcji biatek.
Zespot: dr Piotr Zielenkiewicz, dr Danuta Ptochocka, mgr Andrzej Kierzek,

mgr Siergiej Gavriuszow

TEORETYCZNE BADANIA MECHANIZMOW KRYSTALIZACJI BIALEK.

Zbudowano komputerowy model umozliwiajacy badanie nukleacji oraz wczesnych
stadiow wzrostu krysztatow modelowegc? biatka. Roztwor biatka zostal przedstawiony jako
troyjwymiarowa siatka, ktorej wezty sa zajmowane przez punkty reprezentujace czasteczki
biatka. Potozenia sasiednich weztéw wokdt dowolnego wezta siatki odzwierciedlaja potozenia
czasteczek otaczajacych dowolna czasteczke biatka w krysztale. Dyfuzja czasteczek biatka w
roztworze jest modelowana jako losowe przemieszczanie punktéw w siatce. Gdy punkty w
siatce tworza kompleks energia kazdej czasteczki jest obliczana jako roznica entropowego
kosztu agregacji 1 energii odziatywan z innymi czasteczkami. Energie odzialywan sa
wyznaczane na podstawie analizy $rodowiska czasteczki biatka w krysztale przy pomocy
metod przeznaczonych do obliczania energii swobodnych agregacji kompleksow biatek.
Podczas symulacji odzialywania byly obliczane tylko pomigdzy punktami, ktore mialy ta sama
warto§¢ zmiennej reprezentujacej orientacje czasteczki w przestrzeni. Parametr ten modeluje

anizotropi¢ czasteczek biatek. Jako modelowego biatka uzyto lizozymu. Jako test modelu
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wykonano symulacje zachowania si¢ stopnia na $cianie (1,1,0) tetragonalnej formy krysztatu
tego biatka. Wyniki byly zgodne z obserwacjami wykonanymi przy pomocy mikroskopii
elektronowej. Model zastosowano do badania nukleacji 1 wczesnych faz wzrostu
tetragonalnego krysztatu lizozymu. Zgodnie z wynikami symulacji najmniejszym stabilnym
zarodkiem krysztatu jest tetramer. Struktura powierzchni tego kompleksu uniemozliwia jego
wzrost przez przylaczanie si¢ pojedynczych czasteczek. Z tego wzgledu tetragonalny krysztat
lizozymu rosnie przez taczenie sie zarodkow (tetramerow) w wigksze kompleksy a nie przez

niezalezny wzrost zarodkow.

PRZESTRZENNY MODEL WIRUSOWEGO BIALKA VPg.

Opracowany wcze$niej model biatka VPg zostat zweryfikowany w ten sposéb, ze jego
sekwencje zrandomizowano przy pomocy programu SHUFFLE pakietu GCG ver. 8.1. W
wyniku przeprowadzonego modelowania otrzymano wyzsza roznice (r.m.s. 4.38 L) z biatkiem
stanowigcym podstawe modelowania (dehydrogenaza jabiczanowa -MDH) niz dla biatka VPg.
Ponadto otrzymany ze zrandomizowanej sekwencji model zawiera znacznie mniej fragmentow
struktury drugorzedowej ( tylko jeden alpha heliks 116-118) niz VPg i MDH. Taki peptyd nie
stwarza mozliwo$ci utworzenia wiazania miedzy RNA 1 Tyr-64, jak rowniez rozktad dodatnio
natadowanych reszt na powierzchni jest niekorzystny dla oddzialywania z RNA. Ponadto,
otrzymany model zweryfikowano przy uzyciu metod: (1) profili 3D; (ii) “topologicznego
odcisku palca”; (iii) sprawdzenia geometrii 1 otoczen poszczegélnych reszt. Otrzymane wyniki

potwierdzity zgodno$¢ modelu ze znanymi zasadami budowy biatek globularnych.

ODDZIALYWANIA MAKROCZASTECZEK Z ROZTWORAMI ELEKTROLITOW.
Przeprowadzono obliczenia potencjatu elektrostatycznego i rozktadu jonow dla uktadu
DNA - roztwor elektrolitu przy uzyciu formalizmu BBGY (Bogolyubow-Born-Green-Yvon) z
uwzglednieniem niecigglosci dielektrycznych. Otrzymane wyniki poréwnano z klasycznymi
obliczeniami Poissona- Boltzmana. Pokazano, ze uwzglednienie korelacji pomiedzy jonami 1
nieciagto$ci dielektrycznych jest niezbedne dla wihasciwego opisu oddzialywan DNA z
roztworami elektrolitbw dwuwartoSciowych. Opracowany algorytm umozliwia wiarygodne
obliczenia rozktadu jonéw wokdt makroczasteczek o dowolnym ksztatcie dla niskich stezen

elektrolitu.
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Wspélpraca z zagranicg

Institut fur Kristallographie, Freie Universitit, Berlin.

Najwazniejszy wynik badawczy

Opracowanie algorytméw pozwalajacych na symulacje tworzenia i wzrostu fazy
uporzadkowanej w przesyconych roztworach biatek.

PUBLIKACIJE:3153

Temat 4.6: Badanie wczesnych etapéw zwijania bialek.

Zespot.dr Michat Dadlez, mgr Konrad Zdanowski, mgr Zofia Podgdrska

Zakonczono pracg nad dwoma projektami dotyczacymi tworzenia szybkiej $ciezki
zwijania we wezesnych stadiach zwijania BPTI. W ramach pierwszego projektu uzupetniono
serig 24 mutantow o dodatkowe sze§¢ mutantéw (I18119A, R20A, F33V34Y35A,
I18I19F33V34Y35A, Y21F22Y23F33V34Y35A i A30V) wykonanych droga mutagenezy
kierowanej oligonukleotydem i nadekspresji w E. coli. Przeprowadzone pomiary kinetyki
tworzenia mostka dwusiarczkowego w tych mutantach. Ustalono, ze hydrofobowe
aminokwasy przyspieszaja tworzenie natywnej struktury w BPTI. Zebrane dane zostaly
przedstawione w publikacji przyjetej do druku w Biochemistry. Drugi projekt, obejmujacy
badania resztkowej struktury rozwinigtego BPTI przez pomiary statej asocjacji z trypsyna, byt
prowadzony w kooperacji z zespotem prof. Jacka Otlewskiego. Ustalono, ze state asocjacji
koreluja z zawartoScia resztkowe;j struktury. Wyniki podsumowano w pracy: Krokoszynfiska, 1.,
Dadlez, M., Otlewski, J. ,,Conformation of single disulfide variants of BPTI as probed by their
binding to bovine trypsin”, ktéra zostata wystana do druku w European Journal of
Biochemistry.

Prowadzono r6wniez badania struktury rozwinietego BPTI metodami transferu
fluorescencji, w kooperacji z zespotem prof. Elishy Haasa. Uzyskano selektywne przytaczanie
réznego rodzaju donoréw i akceptoréw fluorescencji do cystein w wariantach BPTI i
przeprowadzono wstepne pomiary transferu energii fluorescencii.

Przeprowadzono takze doswiadczenia pilotowe do projektu zastosowania bibliotek
bialkowych na fagu M13 do badah zwijania biatek. Otrzymano fagemid, ktory umozliwia
ekspozycje BPTI na biatku cIII faga M13 i opracowano metode selekcji sprawnie zwijajacych

si¢ wariantow z puli biatek o czesciowo losowej sekwengji. Projekt ten stanie si¢ podstawa

wniosku o subwencje KBN.
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Wspélpraca z zagranica

Uniwersytet Bar-1lan, Izrael;

Najwazniejszy wynik badawczy

Opracowanie nowej metody preparatywnego zwijania wariantow inhibitora trypsyny (BPTI) w

warunkach in vitro.

PUBLIKACJE: 3170,4

5. Regulacja ekspresji niektorych genow w rozwoju osobniczym owada.

REGULACJA EKSPRESJI NIEKTORYCH GENOW W ROZWOJU OSOBNICZYM
OWADA.

Zespot: prof. Z. Lassota, dr hab. Joanna Michalik, dr Ewa Szotajska

Kontynuowano projekt dotyczacy otrzymania rekombinanta AcMNPV, celem jego
zastosowania jako pestycydu; niska ekspresje poneratoksyny w tradycyjnym systemie
ekspresyjnym bakulowirusa usprawniono wprowadzajac zmodifikowany ‘system ekspresyjny
Bac to Bac, w ktorym uzyskano synteze poneratoksyny i opisano kinetyke tej syntezy.

Prowadzono prace nad znalezieniem warunkéw do namnazania bakulowirusa biatki
wierzboéwki SSMNPV w warunkach laboratoryjnych (u zastgpczego gospodarza) jak rowniez
nad znalezieniem owadziej linii komoérkowej umozliwiajacej powtarzalne pasazowanie
czystych linii wirusa, mogacych stuzy¢ do dalszej analizy genomu SsMNPV.

Przygotowano konstrukcje DNA do syntezy biatka Vpg, biatka wirusa ziemniacznego
Y, zwigzanego z genomowym RNA. Ekspresja bedzie prowadzona w systemie Bac to Bac.

Zmiany profilu biatek mozgu Galleria mellonella zwiazane z rozwojem tego owada w
temperaturze suboptymalnej opisane zostaly w pracy magisterskiej studentki UW. Prace
wykonana w Zaktadzie Biosyntezy Biatka IBB przyjeto z wyrdznieniem.

Zesp6t bierze roéwniez udziat w grancie Centrum Polsko-Francuskiego Biotechnologii

Roslin ,,Application of Baculovirus for Control a Forest Pest Population”

Wspolpraca z zagranica

NATO Linkage Grant: Introduction of the Baculovirus Expression System to Poland
Najwazniejszy wynik badawczy

Synteza poneraksyny w systemie ekspresyjnym Bac-to-Bac.

PUBLIKACJIE: 931/A, 951/A, 52/N
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ROLA HORMONOW W EKSPRESII GENOW U GALLERIA MELLONELLA.

Zespot: prof. Z. Lassota, dr hab. Krystyna Grzelak, dr Barbara Ktudkiewicz, techn. Krystyna
Gocman

Kontynuowano badania nad wptywem stresu temperaturowego na synteze grupy biatek
o c.cz. od 74 do 82 kDa. Wykazano, ze w ciele thuszczowym larw poddanych dziataniu niskigj
temperatury synteza bialek o c.cz. 74 i 76 kDa znacznie wyprzedza synteze biatka/biatek o
c.cz. 81/82 kDa.

Wyniki naszych badaf wskazujg rowniez, ze ekdysteroidy (hormony steroidowe

owad6w) sa negatywnym regulatorem ekspresji genéw kodujacych te biatka u poddanych

stresowi1 chtodzenia larw Galleria.

Projekty badawcze KBN

~Ekspresja biatkowych skiadnikéw funkcjonalnego receptora ekdysteroidowego w komoérkach
bakteryjnych 1 drozdzowych”; kierownik - K. Grzelak N
Najwazniejszy wynik badawczy

Ekspresja genow kodujacych biatka ,,zimnego” stresu temperaturowego u Galleria podlega
kontroli hormonalne;.

PUBLIKACIE: 920/A, 969/A, 54/N

Temat 6: Sekwencjonowanie genomow wybranych szczepow wiroidéw i wirusow

roslinnych oraz ich detekcja.

Zespot: prof. W. Zagorski, mgr Anna Chachulska, mgr Anna Goéra-Sochacka, Anna Lipska,

mgr Jerzy Pawlowicz, techn. Iwona Rosa, dr Janusz Staficzak, techn. Elzbieta Nowak

Prace nad sekwencjonowaniem regionu 3’ terminalnego genomu wirusa PVY (genu
biatka ptaszcza i regionu niekodujacego 3”) doprowadzity do uzyskania sekwencji trzech
izolatéw polskich - PVY"-Ny, PVY®-LW i PVY"-Wi. Analiza sekwencji pozwolita na
rozwinigeie klasyfikacji molekularnej izolatéw, pokrywajacej sie z klasyfikacjg uzyskana na
podstawie sekwencji S’ konca genomu, na znalezienie prawdopodobnych epitopow
specyficznych dla grup izolatéw oraz na sformulowanie hipotezy, ze determinanty nekrozy

tytoniu znajduja si¢ przypuszczalnie poza 3’ i 5° terminalnymi sekwencjami genomu PVY.



Badania te zakoficzono przygotowaniem publikacji “Tobacco veinal necrosis determinants are
unlikely to be located within the 5” and 3’ terminal sequences of the potato virus Y genome.”

Prowadzono réwniez badania infekcyjno$ci i polimorfizmu pelnych kopii cDNA
genomu trzech izolatow PVY oraz nad transformacjg roslin tytoniu (odmian SR1 i Xanthi) i
ziemniaka (odmiany Irga) w kierunku odpornosci na PVY. Wprowadzano do genomu roslin
gen polimerazy RNA PVY 1 ¢cDNA regionéw niekodujacych (NTR), uzyskujac odporne linie
tytoniu, zawierajace niekompletny gen polimerazy PVY.

Zakonczono badania genetycznej stabilno$ci szeSciu wariantéw sekwencyjnych wiroida
wrzeclonowato$ci bulw ziemniaka (PSTVd): M, 12, I3, 14, S23, S27. Otrzymane wyniki
zostaly przedstawione w publikacji: “The genetic stability of potato spindle tuber viroid
molecular variants”, ktora zostala zaakceptowana do druku. Przeprowadzilismy analizg
komputerowa struktur drugorzedowych RNA PSTVd 1 okredlilismy wpltyw mutacji
zlokalizowanych w domenie patogennoséci (P) wiroida na stabilno$¢ termodynamiczng tego
regionu. Analize zakonczono napisaniem publikacji: “Structure of the pathogenicity domain
and disease symptoms induced by potato spindle tuber viroid (PSTVd).” Praca zostata wystana
do Bulletin of the Polish Academy of Sciences.

Rozpoczeto prace w kierunku otrzymania ro$lin odpornych na infekcje PSTVd, jak
dotad bowiem nie stwierdzono naturalnej odpornosci na zakazenie tym patogenem. Wybrane
fragmenty genomowego ¢DNA PSTVd sklonowano w wektorze pKYLX 71-35S* pod
promotorem genu 35S wirusa mozaiki kalafiora (CaMV) w orientacji (+) i (-). Otrzymane
plazmidy wprowadzono do Agrobacterium tumefaciens metods elektroporacji i uzyto do

transformacji roélin ziemniaka odmiany Irga oraz Bintie.

WYKORZYSTANIE KOMOREK JEDNOJADRZASTYCH (MONONUKLEAROW) KRWI
OBWODOWEJ W DIAGNOSTYCE ZAKAZEN HCV 1 MONITOROWANIU
SKUTECZNOSCI LECZENIA INTERFERONEM.

Wirus zapalenia watroby typu C (HCV) jest ostatnim, opisanym wirusem wywolujacym
wirusowe zapalenie watroby. Diagnostyka genetyczna polega na wykryciu genomowego RNA
w reakcjach RT PCR, czesto polaczona jest z oznaczeniem typu genetycznego metoda
odwrotnej hybrydyzacji z genotypowo swoistymi sondami. Najczestszym badanym materiatem
jest surowica;, w uzasadnionych przypadkach (np. kwalifikowanie do leczenia) dokonuje sig
biopsji watroby. Ten material jest uwazany za bardziej wiarygodny w poszukiwaniu RNA

HCV. Sa spotykane przypadki, gdy ilo§¢ wiruséw w obu tych materiatach jest ponizej poziomu
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detekcji. W czasie jedynej zatwierdzonej terapii interferonem u wiekszosci pacjentdéw nie
mozna znalez¢ RNA HCV w surowicy, nie mozna tez pobraé bioptatu, gdyz pacjenci nie
wyrazaja zgody na powtdrne naklucie.

Ukazata si¢ tez publikacja stwierdzajaca wystepowanie HCV poza watroba, m.in. w
mononuklearach. Podjeliémy probe wykorzystania tego zrodta RNA HCV do rutynowej
diagnostyki oraz kontroli skutecznosci leczenia. Opracowali$my metode diagnostyczna, w
ktorej izolujemy mononukleary poprzez wirowanie w gradiencie Ficollu, uzyskana frakcje
komoérek dzielimy na dwie porcje:

- tzw. probka ,,0” shuzy bezposredniej izolacji RNA i identyfikacj8i w RT PCR,

- tzw. probka ,,157, ktora stuzy zatozeniu hodowli komoérkowej.

Po pierwszych 24 godzinach zmieniamy podtoze odrzucajac komorki, ktore nie przywarty do
podioza (np. limfocyty). Komorki przylegajace ewoluuja w makrofagi, po 15 dniach hodowli
sa zbierane i izolujemy totalny RNA, w ktérym szukamy RNA HCV. Wykazalismy, ze
mononukleary nie tylko , kolekcjonujg” wiriony przez aktywna fagocytoze, ale sa tez miejscem
ich namnazania - wykryliSmy w nich obecno$¢ nici ujemnej RNA HCV - najprawdopodobniej
posrednika replikacyjnego w namnazaniu sie wirusa.

WykazaliSmy, ze ten system jest znacznie czulszy niz ocena obecno$ci wirusa w
surowicy 1 bardziej dostgpny niz bioptat watroby. Wprowadziliémy te metode do rutynowej
diagnostyki.

UzyskaliSmy wyniki pozytywne w probkach pobranych od oséb z ewidentnym
wirusowym zapaleniem watroby (3 przypadki), gdy byly nieobecne wszystkie markery
zakazenia wirusowego. StworzyliSmy system, ktéry umozliwia wiarygodna ocene obecnosci
HCV w organizmie pacjenta, ulatwiajélc rokowanie skutecznosci leczenia interferonem.
Obecnie prowadzimy diagnostyke, oparta na naszym systemie, dla wiekszosci klinik i
oddziatéw hepatologicznych w Polsce (odptatnie).

W uzasadnionych przypadkach wykonujemy rowniez oznaczanie typu genetycznego

HCV, nie sekwencjonujac cDNA, lecz wykorzystujac komercyjnie dostepny test.

WYKORZYSTANIE LUDZKICH MONONUKLEAROW DO NAMNAZANIA HCV IN
VITRO

Prace nad biologia HCV i potencjalnymi lekami przeciwwirusowymi sg hamowane
brakiem modelu komérkowego, wydajnie najmnazajacego wirus in vitro. Publikowane wyniki

wykazuja niska sprawno$¢ instniejacych systemow. Podjelismy probe wykorzystania
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mononuklear6w  jako komoérek gospodarza dla HCV. OpracowaliSmy system
przygotowywania mononuklearéw do zakazania, schemat zakazania preparatami z HCV.
Uzyskaliémy wyniki §wiadczace o zakazaniu mononuklearow przez HCV oraz namnazaniu sig
w nich wirusa (obecno$¢ nici ujemnej HCV RNA). Jednak uzyskiwane wydajnosci nie sa

satysfakcjonujace, kontynuujemy prace nad zwigkszeniem produktywnosci systemu.

PRACE NAD WIRUSEM ZAPALENIA WATROBY TYPU G (HGV)

HGYV jest najnowszym odkrytym wirusem hepatotropowym. Prowadzone prace maja
na celu stworzenie sprawnego systemu identyfikacji oséb zakazonych. Podobnie jak w
przypadku HCV preferowana jest metoda identyfikacji genomowego RNA w reakcjach RT
PCR. Z pierwszych doniesien zjazdowych uzyskaliémy sekwencje potencjalnie przydatnych
primeréw oraz sond. Otrzymali$my primery amplifikujace dwa rdzne regiony genomu HGV
oraz sondy rozpoznajace namnozone fragmenty. StworzyliSmy bank probek osob
podwyzszonego ryzyka (m.in. hemofilicy, osoby HCV lub HBV-dodatnie, IVDUs). Po
wykryciu pierwsze] probki HGV-dodatniej zoptymalizowaliémy protokoét (warunki PCR 1
hybrydyzacji) uzyskujac system, ktory swoiscie 1 powtarzalnie wykrywa RNA HGV. Obecnie
powiekszamy grupy badanych w celu oceny czestosci zakazeh tym wirusem w rdznych

populacjach.

Projekty badawcze KBN

1) ,Biologia molekularna zakazenia wiroidowego - diagnostyka patogena i konstrukcja roslin
opornych”; kierownik - W. Zagorski

2) ,,Konstrukcja roélin transgenicznych odpornych na wirus Y ziemniaka (PVY)”; kierownik -
A. Chachulska

Wspélpraca z zagranicg

INRA, Versailles, Francja, Station de Pathologie Végétale, INRA, Bordeaux.

Najwazniejsze wyniki badawcze

1. Okreslenie potozenia epitopoéw specyficznych dla grup izolatow PVY 1 regionu genomu
zwiazanego z indukcja symptoméw. Amplifikacja peinej kopii cDNA PVY pod promotorem
35S CaMV. Otrzymanie linii tytoniu odpornych na infekcje PVY.

2. Wiroid wrzecionowato$ci bulw ziemniaka stanowi typowy quasi-gatunek. Poziom
zmiennosci struktury pierwszorzedowej RNA PSTVd jest wysoki.

PUBLIKACIE: 3107, 3159, 3163, 914/A, 921/A, 922/A, 945/A, 946/A, 958/A, 959/A
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Temat 7: Cigcie i skladanie genomu wiroida PSTVd.

Zespot: prof. P. Szafranski, mgr Jerzy Pawlowicz

Kontynuowano badania nad mozliwoscia, cigcia i skladania genomu PSTVd przy
zastosowaniu  rybozyméw, przeprowadzono synteze DNA kodujacego drugi z
zaprojektowanych rybozyméw (HH-1 typu ,hammerhead”). Synteze chemiczna DNA
rybozymu (osobno nici (+) i nici (-) przeprowadzono metoda fosfoamidytows przy
zastosowaniu syntetyzera Gene Assembler (Pharmacia LKB). Produkt syntezy oczyszczono
metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej na kolumnie MONO Q w gradiencie NaCl
w aparacie FPLC (Pharmacia LKB). Dwuniciowe RNA kodujace rybozym uzyskano poprzez
denaturacje termiczna nici ,+’ oraz nici ,-” i powolna renaturacje. Otrzymany duplex
sklonowano w wektorze transkrypcyjnym pGEMA4Z i poprawno$¢ konstruktu potwierdzono
poprzez sekwencjonowanie. Aktualnie rybozym HH-1 jest testowany w reakcji in vitro z RNA
PSTVd (liniowy transkrypt PSTVd RNA znakowany **P-UTP).

Temat 8: Sekwencjonowanie genomu drozdzy i analiza sekwencyjna genomu drozdzy.
Zespot: _prof. Wiodzimierz Zagérski-Ostoja. mgr Robert Gromadka, mgr Réza Kucharczyk,

mgr Andrzej Migdalski, mgr Marek Zagulski, Beata Babifiska, Danuta Sielska (we wspotpracy
z proj. Joanng Rytka)

W ramach prac nad analiza funkcjonalng nowoodkrytych gendw S.cerevisiae
zinaktywowano metoda, PCR sze$¢ genéw z chromosomu IX ( YILO73c, YILO76¢, YILO8Ow,
YIL092w, YIL129¢) oraz sze$¢ gendéw z chromosomu 1T (YBR128¢c, YBR131w, YBR133c,
YBRI137w, YBRI138c, YBR142w). Wykonano wstepng analize genetyczng otrzymanych
mutantow delecyjnych. Mutanty te stanowia materiat wyjSciowy do dalszych badan
zmierzajacych do poznania funkcji tych genow.

Wykazano, ze ORF YCLO059¢ koduje biatko niezbedne dla zycia komorki. Analiza
przewidywanej sekwencji aminokwasowej tego biatka wykazata obecnosé regionu o dhugosci
131 aminokwaséw zachowanego u roélin i cztowieka. Ta konserwowana sekwencja zawiera
motyw powtarzajacych si¢ zasadowych aminokwaséw , wskazujacy na jadrowa lokalizacje
biatka. Gen nazwano KRRI. Stwierdzono wydajna ekspresje tego genu w komorkach
rosnacych na bogatym podiozu. Nadekspresja genu KRRI nie wplywa na wzrost komorek .

Prowadzone sa dalsze badania zmierzajace do identyfikacii funkcji tego genu.
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Projekty badawcze KBN

1) "Analiza strukturalna i funkcjonalna genomu drozdzy S.cerevisiae"; kierownik - W.
Zagorski

Wspélpraca z zagranica

Centrum Biologit Molekularnej , CNRS, Gif-sur - Yvette.

Najwazniejszy wynik badawczy

Identyfikacja nowego genu (KRRI) niezbednego dla zycia komorki drozdzy. Udziat w
europejskim projekcie analizy funkcjonalnej genomu drozdzy "EUROFAN".

PUBLIKACIJE: 3125, 3128, 3135.

Temat 10: Udzial chromosowego i pozachromosowego DNA w réznicowaniu komorek
ro§linnych.

Zesp6t: prof Jerzy Buchowicz, dr Marta Dobrzanska, dr Elzbieta Kraszewska, dr Maria

Buchole, dr Blanka Szurmak, dr Barbara Kroczynska, mgr Cezary Krysiak (magistrant
/doktorant)

W uzupetnieniu do wcze$niej opisanego minichromosomu roslinnego sklonowano serig
podobnych mu fragmentéw jadrowego pozachromosomowego DNA pszenicy. Trwa ich
sekwencjonowanie. Wstepne dane wykazuja, ze na obu koficach liniowych, dwuniciowych
fragmentdw sa sekwencje telomerowe roznej dlugosci.

Postugujac sie niedawno zakupionym urzadzeniem do biolistycznej transformacii roélin,
tzw. strzelba genowsy, ustalono optymalne parametry techniczne wprowadzania obcego DNA
do pszenicy. Jako obcy DNA w badaniach tych zastosowano dobrze scharakteryzowany
plazmid pAHC25 (dar dr A. Christensena, Berkeley, USA). Zawarty w nim gen markerowy
(bar) 1 reporterowy (uidA) pozwalaja prowadzi¢ selekcje transformantdéw 1 $ledzi¢ ich
trwato$¢. Transformacji poddawano niedojrzate zarodki embriogennej odmiany (Chinese
Spring) pszenicy Triticum aestivum, a takze wyprowadzone z nich linie kalusowe.
Zregenerowane transformanty hodowano w warunkach fitotronowych przez caly okres
wegetacyjny az do osiagniecia stadium pelnej dojrzatosci ziarna. Opracowane warunki
pozwalaja na wydajng (ponad 90%), powtarzalng transformacje przejsciowa. Wydajnosc

trwalej transformacji nie przekraczata jednak 0,3%. Etapem obnizajacym wydajnos$¢ trwatej
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transformacji najbardziej jest embriogeneza somatyczna. Postep badan hamowany jest tez

przez niedoinwestowanie Instytutu w zakresie potrzeb fitotronowych.

Projekty badawcze KBN

1) ,Proba konstrukcji sztucznych chromosoméw przydatnych do transformacji rolin
jedolisciennych”; kierownik - M. Dobrzanska

2) ,lzolacja, rekombinacje i zastosowanie plazmidéw liniowych w transformacji rodlin”;
kierownik - M. Bucholc

Wspoélpraca z zagranicy

Cell Genetics Laboratory, University of Wales, Aberystwyth, UX., przy finansowym poparciu
British Council.

Najwazniejszy wynik badawczy

Z zastosowaniem tzw. strzelby genowej uzyskano trwale zmieniona, plodng pszenice
transgeniczna. Wprowadzone w celach eksperymentalnych dwa geny obce (bakteryjne) nie
majg jednak istotnego wplywu na cechy uzytkowe roéliny.

PUBLIKACIJE: +3158, 3164, 51/N

Temat 12: Wystgpowanie i rola lipidow terpenoidowych w tkankach roslinnych.
Badania struktury i biesyntezy.

Zespol: prof. dr Tadeusz Chojnacki, Jozefina Hertel, dr Wiestaw Jankowski, mgr Beata

Kazimierczak, dr Ewa Kula-Swiezewska, mgr Malgorzata Szymafiska, mgr Matgorzata

Wanke, praktyki w pracowni odbywaja studenci SGGW Marcin Houda i Karolina Skorupinska

Badano przebieg prenylacji biatek u roélin. Charakteryzowano wiasciwosci rolinne;
farnezylotransferazy biatkowej stosujac syntetyczny nonapeptyd [3127, 947/A] oraz biatko Ras
z charakterystyczng dla geranylogeranylacji sekwencja -Caal.. W stosowanym systemie i vifro
biatko to ulegato zaréwno farnezylacji jak i geranylogeranylacji (maszynopis publikacji w
przygotowaniu). Trwajg obecnie badania nad wiasciwosciami innego enzymu prenylujacego
biatka - Rab prenylotransferazy. Otrzymane w wyniku nadprodukcji prowadzonej w E.coli
rekombinacyjne biatko Rab 3a stosowane jest jako akceptor grup izoprenoidowych.
Oczyszczono biatko Rab oraz optymalizowano warunki przebiegu reakcji prenylacji in vitro.

Badania te sa kontynuowane.
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Kontynuowano badania nad wystepowaniem poliprenoli w tkankach roslinnych.
Stosowanie ,,widma poliprenoli” jako kryterium chemotaksonomicznego uzasadnione jest
wieloletnimi obserwacjami stato$ci sktadu mieszaniny poliprenoli u roslin nalezacych do
jednego gatunku. Przeprowadzone do$wiadczenia potwierdzaja, ze widmo poliprenoli u
wybranych ro8lin Pinus mugo cechujacych si¢ duzymi ro6znicami anatomiczno-
morfologicznymt jest niezmienione (zaobserwowano jedynie dyskretne rdznice w zawarto$ct
poliprenoli nie bedacych dominujacymi sktadnikami mieszaniny). Potwierdza to przynalezno$¢
badanych roélin do gatunku P.mugo [928/A] (wspéipraca: mgr Andrze; Marczewski, Ogrod
Botaniczny PAN, Powsin). Prowadzono takze badania nad wystgpowaniem
dtugotancuchowych, kauczukopodobnych poliprenoli u roslin z rodziny Combretaceae.
Stwierdzono, iz wystepowanie takich zwiazkéw jest wsroéd przedstawicieli tej rodziny
botanicznej do$¢ powszechne [938/A, 939/A, 940/A] (wspoipraca: dr Vaecislav Kulcitski,
Instytut Chemii, Kiszyniow).

Opracowano metode niskotemperaturowej (-60°C) reakcji cyklizacji poliprenoli
ro$linnych stosujac indukcje karbokationéw superkwasami. Udokumentowana magnetycznym
rezonansem jadrowym mnogo$¢ produktéw cyklizacji wynika najprawdopodobniej z
jednoczesnej cyklizacji wielu konformeréw i/albo heterogenno$ci roélinnych poliprenoli
uzytych do cyklizacji. -

Zawarto$¢ dolicholi w tkance neuronalnej i organach endokrynalnych wzrasta z
wiekiem. Ten determinujacy starzenie proces jest nasilony u zwierzat przebywajacych w silnie
zdegradowanym $rodowisku. Nietoperze uwazane sg za bardzo czuly bioindykator skazenia
srodowiska przez pestycydy. Wykazano wielokrotne roznice w zawartosci dolicholi w
tkankach wystepujacych w Polsce nietoperzy. Réznice te byly niezalezne od zawarto$ci innych
lipidéw niezmydlalnych [953/A, 954/A]. W watrobie wigkszosci badanych gatunkow
nietoperzy znaleziono niezwykia, nie wystepujaca u innych zwierzat mieszanine dolicholi

ztozona z dwu polaczonych rodzin izoprenologow [3122].

Projekty badawcze KBN

~Poliprenolowe lipidy , kauczukopodobne” pochodzenia roslinnego”; kierownik - T. Chojnacki
Wspoélpraca z zagranica

1) Department of Biochemistry, Stockholms University

2) Karolinska Institutet, Stockholm

3) University of Louvain
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4) Instytut Chemii, Kiszyniéw, Moldowa

Najwazniejszy wynik badawczy
Udokumentowano wystgpowanie Rab prenylotransferazy w lisciach szpinaku.
Otrzymano cykliczne struktury z poliprenoli roslinnych.

PUBLIKACIJE: 3127, 3157, 3122, 928/A, 938/A, 939/A, 940/A, 947/A, 37/N.

Temat 13: Wlasciwosci wybranych enzyméw przemiany purynowe;j.

Zespot: prof. dr hab. Maria M.Jezewska, mgr Halina Trembacz, tech. Grazyna Jewdoszuk

Kontynuowano badania nad wiasciwosciami i specyficznoscia substratows, enzymow
katabolizujacych nukleozydy adeninowe w organizmach, zawierajacych fosforylaze
adenozyny.

1. Za pomoca chromatografii kolumnowej preparatoéw biatkowych z ekstraktu watrobotrzustki
H. pomatia oddzielono wykryta uprzednio aktywnos¢ fosforylazy 5'-m‘etylo—tioadenozyny
(MTA) od aktywnosci fosforylazy i deaminazy adenozyny. Niska K, dla MTA tego enzymu
wskazuje na jego podobienstwo do fosforylaz MTA kregowcow.

2. Prowadzono badania specyficzno$ci i kinetyki dwoch fosforylaz:  Ado/dAdo i
Ado/dAdo/MTA, wykrytych przez nas w pasozytniczej przywrze F. hepatica. Dane kinetyczne
Swiadcza o braku oddziatywania migdzy centrami aktywnymi tych enzymow, co odréznia je od
powszechnie wystepujacych fosforylaz nukleozydow purynowych, za$ specyficznosé
substratowa jest odmienna od specyficznosci fosforylaz MTA kregowych zywicieli pasozytow.
3. Prowadzono biochemiczng identyfikacje wrodzonych uszkodzen genetycznych w

przemianie purynowej u chorych dzieci (Zesp6t Lesch-Nyhana i zaburzenia opornosci

immunologicznej).

Najwazniejszy wynik badawczy

Wrykrycie specyficznej dla pasozytow fosforylazy Ado/dAdo/MTA, odrebnej od fosforylazy
MTA kregowych zywicieli, co mogtoby umozliwi¢ chemioterapie wybiorczo hamujaca enzym
pasozyta.

PUBLIKACIJE: 924/A
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Temat 14: Izolacja i charakterystyka bialek roslinnych uczestniczacych w procesach
fosforylacji.
Zespot: prof. Grazyna Muszyfiska, dr Grazyna Dobrowolska, dr Dali Gaganidze, dr Agnieszka

Sirko (od 1 lipca 1996), mgr Jadwiga Szczegielniak, mgr Joanna Trojanek, mgr Malgorzata
Musielak, mgr Monika Mikotajczyk, mgr Ireneusz Jurkowski 1 mgr Olubunmi S. Awotunde
(stypendysta MEN); mgr Izabela Jagietto odbywa staz naukowy (Uniwersytet w Leuven,
Belgia)

Zewnatrz-komérkowe sygnaty wzrostu, roznicowania oraz stresu przesylane sa w
komorkach zwierzecych 1 drozdzowych poprzez kaskady kinaz biatkowych. Jednym z zadaf
naszego zespotu jest identyfikacja i charakterystyka kinaz biatkowych uczestniczacych w
przewodzeniu sygnatu stresu w roslinach. Modelem badawczym sa siewki kukurydzy
traktowane 250mM NaCl. We frakcji cytosolowej izolowanej z roslin kontrolnych (nie
poddawanych stresow1) oraz roélin traktowanych NaCl, analizowano kinazy biatkowe zalezne
od jonéw wapnia, kinazy zalezne od jonéw wapnia i fosfolipidow, kinazy nalezace do rodziny
kinaz MAP (z ang. Mitogen Activated Protein Kinases) oraz kinazy fosforylujace kazeine
(CK1 oraz CK2). Badania wykazaly aktywacje dwdch z badanych enzyméw pod wplywem
stresu - kinazy o Mr 43kDa przypominajacej zwierzece kinazy MAPK oraz kinazy biatkowe;
zalezne) od jondw wapnia i aktywowane] przez fosfolipidy o Mr 52kDa. Aktywacja
powyzszych enzymow ujawnia sie po 10 min. traktowania roslin NaCl i utrzymuje sie przez
okoto 30 min. Po 60 minutach przetrzymywania roslin w warunkach stresu solnego aktywnosé
badanych enzymoéw powraca do stanu wyjsciowego (roéliny kontrolne nie traktowane sola). W
naszych warunkach eksperymentalnyéh nie stwierdzono zmian aktywnosci kinaz
fosforylujacych kazeing ani kinaz biatkowych zaleznych od jonéw wapnia (CDPK, z ang.
Calcium Dependent Protein Kinases). PrzejSciowa aktywacja kinazy przypominajacej MAPK
oraz kinazy biatkowe] zaleznej od wapnia 1 fosfolipidow sugeruje udzial tych enzyméw w
przesylaniu sygnatu stresu solnego w ro$linach. Doktadna analiza powyzszych enzymoéw,
badanie ich wzajemnej zaleznosci oraz ich oczyszczanie jest przedmiotem obecnej pracy.

Regulacja wielu procesow komoérkowych przez odwracalng fosforylacje wymaga
skoordynowanego dziatania kinaz i fosfataz biatkowych. W procesach tych w organizmach
zwierzgcych istotng role petni fosfataza biatkowa 2A (PP2A), ktérej funkcja w tych
organizmach zostata stosunkowo dobrze poznana. W celu poznania struktury i funkcji PP2A w

roslinach opracowano procedure oczyszczania holoenzymu z siewek kukurydzy . Do
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oczyszczania zastosowano techniki chromatograficzne na kolumnach jonowymiennych
(kolejno: DEAE-cellulose, DEAE-Sepharose i Poly (L-lysine)-agarose). Kluczowym etapem
oczyszczania PP2A byta chromatografia powinowactwa z wuzyciem tiofosforylazy
unieruchomionej na Sepharosie. Analiza elektroforetyczna wykazata, ze enzym oczyszczono
do stanu bliskiego homogenno$ci. W réznych etapach oczyszczania roslinnej PP2A badano,
technika typu Western, reakcje immunologiczng z przeciwciatami skierowanymi przeciwko
zwierzece) podjednostce regulatorowej typu PR65/A, stanowiacej rdzen zwierzecej PP2A.
Wykazano, ze oczyszczona z siewek kukurydzy fosfataza biatkowa typu 2A reaguje z
przeciwcialami skierowanymi przeciwko zwierzecej PR65/A. Wynik ten S$wiadczy, ze
podjednostka regulatorowa typu PR65/A jest obecna w roélinnej fosfatazie PP2A. Ciezary
czasteczkowe holoenzymu roslinnego oznaczone przy zastosowaniu saczenia molekularnego
(Superose 12/FPLC) wynosity 188 1 100 kDa. Nalezy podkresli¢, ze takie same wartosci
uzyskano dla trimerycznej (188 kDa +/- 6 kDa) i dimerycznej (108 +/- 5 kDa) formy PP2A
zwierzecej, co $wiadczy o podobienistwie strukturalnym fosfataz biatkowych typu 2A miedzy
ewolucyjnie odlegltymi organizmami. Badania dotyczace struktury, specyficzno$ci substratowe;
i roli biologicznej roslinnej fosfatazy typu 2A sa kontynuowane.

Badania dotyczace fosfataz biatkowych sg realizowane we wspdlpracy z dr
Stanistawem Zotnierowiczem z Miedzyuczelnianego Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu i
Akademii Medycznej w Gdansku.

Projekty badawcze KBN

"Charakterystyka roslinnych kinaz biatkowych C 1 kinaz tyrozynowych oraz badanie ich
udzialu w przekazywaniu sygnatow"; kieréwnik - G. Muszynska

Najwazniejszy wynik badawczy

Wykazano przejciows aktywacje kinazy przypominajacej MAPK oraz kinazy zaleznej od
wapnia 1 fosfolipidéw w warunkach stresu solnego, co sugeruje udziat tych kinaz w

przesytaniu sygnatu w roslinach.

PUBLIKACJE: +3099, +3160, +3161, 890A, 927A, 936A, 941A, 942A, 943A, 944A

VI 22



Temat 16: Enzymy nukleolityczne roslin wyzszych.
Zespot: prof. Jan W. Szarkowski, dr Elzbieta Kuligowska, dr Anna Przykorska, dr Maria A.
Siwecka, dr Marek Tomaszewski, dr Grzegorz Przewtocki, mgr Maria Piszczyk, Danuta

Klarkowska.

Dwa enzymy nukleolityczne wyizolowane przez nas z roélin wyzszych: nukleaze Rn z
jader komorkowych zyta i nukleaze ChS z chloroplastéw pszenicy zastosowaliémy jako sondy
w badaniach struktury kompleksu tRNA™ z Bacillus subtilis z aminoacylo-tRNA syntetaza,
Dodatkowo uzylismy nukleaze V1 jako sonde specyficzng wobec dwuniciowych odcinkéw w
RNA.

Wykazano, ze aminoacylo-tRNA syntetaza chroni przed dziataniem enzyméw
nukleolitycznych region antykodonu, 5 strone dwuniciowego fragmentu ramienia antykodonu,
oraz pozycje 68 w ramieniu akceptorowym. Pewne odcinki tRNA™ w kompleksie z biatkiem
syntetazy sg natomiast lepiej hydrolizowane przez nukleaze V1 niz te same regiony w wolnym
tRNA™. Pozwala to wnioskowaé, ze tRNA™ po polaczenm z bialkiem syntetazy ulega
zmianom konformacyjnym.

Enzymatyczne badania struktury nietypowego tRNA(CAG) z Candida albicans, ktéry
posiada antykodon dla leucyny, a aminoacylowany jest seryna, wykazaly, ze RNA ten ma
strukture przestrzenng zblizona do innych tRNA serynowych, a nie leucynowych. Wykazalismy
rowniez, ze obecno$¢ zasady G w pozycji 34 petli antykodonu powoduje zmiang konformacii
w tym obszarze RNA . Wplywa to na wigksza podatno$¢ petli antykodonu na dziatanie
enzymow nukleolitycznych.

Wykazano, ze nukleaza czg$ciowo oczyszczona przez nas z linii ludzkich komorek
nowotworowych T84 wykazuje specyficznos¢ do krotkich sekwencji nukleotydowych (Pu-U i
A-G). Oznaczono poziom tego enzymu w komoérkach pochodzacych z réznych tkanek
ludzkich.

Przeprowadzono badania specyficznosci substratowej rybosomalnej nukleazy II,
wyizolowanej 1 oczyszczonej z zarodkéw zyta, preferencyjnej do dwuniciowego RNA.
Poréwnano wyniki trawien nukleazami S, i V, drozdzowego tRNA™ i 5S rRNA z tubinu z
wynikami trawien nukleaza Il z zarodkéw zyta. Wykazano, ze w tRNAP™ akceptor
aminokwasdéw  jest hydrolizowany przez nukleaze zarodkéw od konca 5, podczas gdy RNaza
Vi hydrolizuje go od 3’kofica. Gléwne cigcia obserwowano w  obszarze dwuniciowym

ramienia antykodonu ( C 28) i w ramieniu TYC (C63), zaréwno gdy tRNA™™ trawiono
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nukleaza V, jak i nukleaza zarodkow. W 5S rRNA z tubinu enzym rozpoznaje wylacznie
wiazania fosfodwuestrowe miedzy C i A oraz Ui A (od kofica 5).

Rybosomalna nukleaze II zastosowano do badan eksonu 1 mRNA receptora androgenu
cztowieka. Okazalo sig, ze enzym (w pH 8,5 i sile jonowej 0.01) w 102 nukleotydowym
fragmencie zawierajacym powtarzajace si¢ sekwencje CAG nacina wszystkie wiazania miedzy
C i A w dwuniciowym rejonie zawierajacym te sekwencje. RNaza V, hydrolizowata
wytacznie dwuniciowe, silnie sparowane rejony tego fragmentu mRNA.

Rybosomalna nukleaza II okazata si¢ enzymem wybiérczo rozpoznajacym i
hydrolizujacym rejony dwuniciowe, zawierajace powtarzajace si¢ sekwencje CAG, o
strukturze nieco rozluznionej. Uzyskane wyniki potwierdzily hipoteze, zaktadajaca, ze obszary
mRNA zawierajace powtarzajace si¢ sekwencje , ze wzgledu na swa rozluzniona strukture sa

mniej stabilne i tatwiej dostepne dla dziatania nukleaz.

Projekty badawcze KBN

1) ,Sondowanie przestrzennej struktury RNA z zastosowaniem nukleaz ro$linnych.
Klonowanie genéw kodujacych biatka nukleazy Rn z zyta i nukleazy ChS z pszenicy.”;
kierownik - A. Przykorska

2) ,Nukleaza zwiazana z rybosomami zarodkéw zyta, hydrolizujaca dwuniciowe RNA:
oczyszczanie, jej aktywatory i inhibitory”; kierownik - A. Siwecka

Wspélpraca z zagranicg

1) Instytut Biologii Molekularnej i Komorkowej w Strasbourgu, Francja

2) Zaklad Biochemii i Biofizyki Uniwersytetu North Carolina, Chapel Hill, USA
3) INSERM U.323, Francja;

Najwazniejszy wynik badawczy
Stosujac enzymatyczne sondy strukturalne ustalono miejsca oddziatywania tRNA™ z biatkiem

aminoacylosyntetazy oraz wykazano, ze tRNA ten po przylaczeniu do syntetazy ulega

zmianom konformacyjnym.

PUBLIKACIE: 3162, 925/A, 933/A, 950/A, 952/A



Temat 17: Kultury tkankowe i komoérkowe ziemniaka - patogeny oraz transformacja
ro$lin.

Zespot: doc. dr hab. Bernard Wielgat, dr hab. Jacek Hennig, dr Urszula Maciejewska, dr Anna

Szczerbakowa, mgr Maria Borkowska, mgr Magdalena Krzymowska, mgr Andrzej Talarczyk,
mgr Robert Brodzik, mgr Marek Koter, prof. Kazimierz Kleczkowski (1/3 etatu), prof. Lidia
D. Wasilewska (1/3 etatu).

W okresie sprawozdawczym kontynuowano realizacje zadan a) dotyczacych wyrzutu
reaktywnych form tlenu (RFT) z komérek ziemniaka w odpowiedzi na przesacz z plynnej
hodowli Phytophthora infestans jako elicytora. Poziom uwalnianych RFT mierzono metoda
chemiluminiscencji zaleznej od luminolu. Reakcja wyrzutu RFT w badanych komoérkach
roznita si¢ pod wzgledem intensywnosci kinetyki i odpowiedzi na egzogenne antyoksydanty.
W komorkach Solanum nigrum produkcja RFT przebiegata w 2 fazach podczas, gdy w
odmianie Bzura i Tarpan w jednej fazie. b) Opracowano warunki fuzji protoplastéw ziemniaka
przy uzyciu PEG. Fuzji poddawano protoplasty z zawiesin komorkowych odmiany Tarpan i
Bzura z protoplastami mezofilu Solanum nigrum. Prowadzi si¢ badania nad regeneracja ro$lin
poprzez kalusy z protoplastéw i ich hybrydéw. c) Izolowane linie transgeniczne ziemniaka
odmiany Bzura i Tarpan zawierajace gen 1,3-B-glukanazy z soi, wykazuja zwiekszona
odpornos¢ na infekcje przez Phytophthora infestans. Kontynuowano prace nad izolacja genu
1-3-B-glukanazy z ziemniaka. Wyizolowano i sekwencjonowano fragment DNA, ktory
wykazuje 92% identyczno$ci z sekwencja genu 1-3-B-glukanazy pomidora. Analiza ekspresji
(wykonana metoda Nothern) wykazata, ze poziom m-RNA charakteryzowanego genu wzrasta
wielokrotnie po infekcji roélin ziemniaka wirusem PVY oraz traktowaniu kwasem
salicylowym. W chwili obecnej prowadzone sa prace nad wyodrebnieniem pelnej kopii genu 1-
3-B-glukanazy.

Kontynuowano rowniez do§wiadczenia nad wptywem zmienionego poziomu nadtlenku
wodoru na proces patogenezy rolin tytoniu po infekcji wirusa TMV. Wykazano, ze ekspresja
genu (CAT1) katalazy z Saccharomyces cerevisiae, w transgenicznych ro$linach tytoniu,
negatywnie reguluje ekspresje gendéw Pathogenesis Related (PR-s). W w/w roslinach
stwierdzono natomiast niezmieniony poziom kwasu salicylowego, wewnatrzkomorkowego

regulatora ekspresji genéw PR.

VI. 25



Projekty badawcze KBN

~Elementy regulacyjne zalezne od kwasy salicylowego warunkujace odpornos¢ roélin na
patogeny”’; kierownik - J. Hennig

Najwazniejszy wynik badawczy

Wyodrebnienie nowego genu 1-3-B-glukanazy z ziemniaka.

PUBLIKACIE: 3115, 3154, 3155, 913/A, 975/A

Temat 18: Molekularne regulacje syntezy glikokoniugatéw w komérkach drozdzy
i niektérych grzybow nitkowatych.

Zespot: prof. dr hab. Grazyna Palamarczyk, dr Anna Szkopiaska, dr Joanna, Kruszewska,

mgr Urszula Lenart, mgr Kariona Grabifiska, mgr Anna Janik

BIOSYNTEZA  DOLICHOLI W  SACCHAROMYCES  CEREVISIAE: EFEKT
NADEKSPRESJI SYNTAZY FARNEZYLO DWUFOSFORANU (FPP-SYNTAZY).

FPP, produkt reakcji katalizowanej przez syntaze, jest centralnym metabolitem szlaku
biosyntezy izoprenoidow takich jak sterole, dolichole i fancuch prenolowy ubichinonu.
Dysrupcja genu EFRG20, kodujacego syntaze, jest dla drozdzy letalna nawet w warunkach
dostarczania ergosterolu w pozywce. To ostatnie sugeruje, ze letalny efekt dysrupcji genu
ERG20 moze by¢ rezultatem wylaczenia mozliwosci syntezy dolicholi (i/ lub ubichinonu).
Jednoczesnie mozliwe jest otrzymanie mutantéw punktowych (erg20). Jednakze szczepy z
taka mutacja przezywaja jedynie przy jednoczesnym ograniczeniu Syntezy steroli na skutek
wprowadzenia innej mutacji (np genu erg9, kodujacego syntaze skwalenu).

Zastosowanie mutantow w FPP-syntaz{e oraz szczepow, w ktorych wprowadzono na
plazmidach wielokopijnych, pod indukowalnym promotorem, geny ERG20 lub  erg20
pozwolito na ustalenie, ze:

- nadekspresja genu ERG20 w warunkach indukcji promotora w mutancie erg20,erg9
prowadzi do 10-cio krotnego podwyzszenia syntezy dolicholi. Wprowadzenie w tych samych
warunkach genu zmutowanego (erg20) powoduje dalsze podwyzszenie syntezy (100-krotne w
stosunku do kontroli) ale powstajace zwiazki zidentyfikowano jako c-dehydrodolichole, tak
wigc koncowa reakcja redukcji reszty izoprenowej -o. jest w tych warunkach zaburzona..
Otrzymane wyniki moga $wiadczy¢, ze biosynteza dolicholi jest zalezna od wzajemnego
oddziatywania kilku biatek a FPP syntaza jest jednym z nich. Poszukiwanie biatek bioracych '

udziat w tej reakcji bedzie przedmiotem dalszych eksperymentow.



(Praca wykonywana we wspdipracy z Zaktadem Genetyki i Biologii Molekularnej
Uniwersytetu w Poitiers, Francja)
GLIKOZYLACJA BIALEK W TRICHODERMA RESEI

Sklonowano fragment c-DNA T. reesei RUT C-30, kodujacy guanylotransferaze (EC
2.7.7.13) (Mpgl-p). Transferaza katalizuje ostatnig reakcje w procesie biosyntezy GDPMan tj.
przeniesienie Man-1-P na GTP. Sekwencja nukleotydowa klonu o wielkoséi 1,6 kb, zawiera
ORF kodujacy biatko ztozone z 364 aminokwasow. Miejsce startu translacji TCACCATGAA
jest podobne do sekwencji ,konsensus” dla tego obszaru w innych genach grzybéw
nitkowatych.
Poréwnanie sekwencji aminokwasowej biatka Mpg-1 z Trichoderma z sekwencja jego
funkcjonalnego homologu z Saccharomyces cerevisiae wskazuje na wystepowanie 81%
podobienstwa i 71% identycznosci.  Otrzymany fragment c-DNA, wprowadzony do mutanta
S.cerevisiae z termowrazliwg, kopia genu dpml (kodujacego syntaze mannozofosfodolicholu
(MPD)) powoduje supresje mutacji. Badanie kinetyki reakcji syntezy MPD w
stransformowanym szczepie S.cereviside wskazuje na ok. 6-cio krotne zwigkszenie
powinowactwa MPD-syntazy do GDPMan. Przypuszczamy, ze supresja termowrazliwej
mutacji genu dpml jest mozliwa dzieki zwiekszonemu, w zmutowanym szczepie drozdzy,
powinowactwu syntazy (biatka Dpm1) do substratu (GDPMan).
(Praca wykonywana we wspoipracy z VIT Biotechnology and Food Research, Espoo,
Finland)
BADANIE REGULATOROWEJ ROLI SYNTAZY MANNOZOFOSFODOLICHOLU
(MPD-SYNTAZY) W SEKRECJI BIALEK.
MPD, produkt aktywno$¢i MPD- syntazy bierze udzial w procesie syntezy glikokoniugatow
takich jak typowe dla grzybéw O-mannozylowane i N-glikozylowane biatka a takze kotwica
glikozylofosfoinozytolowa (GPI-anchor) odpowiedzialna za zakotwiczanie niektdrych biatek
btonowych.

Wczedniejsze prace naszego zespotu wskazywaty na mozliwo$¢ modulowania
poziomu sekrecji biatek w 7. reesei poprzez zmiany atywnosci syntazy MPD.

Celem naszych obecnych eksperymentéw bylo stwierdzenie czy obserwowane
zalezno$ci  pomiedzy poziomem sekrecji biatek a aktywnoScia MPD-syntazy wystepuja
rowniez w innym grzybie nitkowatym jakim jest Aspergillus nidulans oraz podjecie proby

wyjasnienia ich mechanizmu.



1. Badano sekrecj¢ inwertazy w mutantach A. nidulans o obnizonej aktywnosci syntazy
mannozofosfodolicholu (MPD-syntazy).

Stwierdzono, ze mutanty te maja obnizony w stosunku do szczepu dzikiego poziom
syntezy aktywnej inwertazy. Jednakze 61% enzymu (43% w szczepie dzikim) znajduje sie w
pozywce. Transformacja mutanta genem inwertazy powoduje podniesienie poziomu syntezy
aktywnej inwertazy z ktorej wiekszo$¢ znajduje sie w przestrzeni periplazmatycznej. Badania
ruchliwosci aktywnej inwertazy w zelach natywnych wskazuje, ze poziom sekrecji inwertazy
nie ma zwiazku ze stopniem jej glikozylacji. Tematyka ta jest przedmiotem pracy magisterskiej
1 bedzie kontynuowana.

2. Supresja niektorych mutacji sec w drozdzach S. cerevisiae

Termowrazliwe mutanty sekrecyjne S. cerevisiae, inkubowane w temperaturze
niepermisyjnej, akumuluja wewnatrzkomorkowe prekursory sekrecjonowanych biatek. Moga
wiec by¢ wykorzystane do okreslenia lokalizacji ich modyfikacji posttranslacyjnych. Zbadano
wpltyw nadekspresji MPD-syntazy na zdolno$¢ mutantéw do przezywania w temperaturze
niepermisyjnej. Stwierdzono, ze wprowadzenie genu DPMI na plazmidzié centromerycznym
powoduje przywrdcenie zdolnosci do wzrostu w temperaturze niepermisyjnej trzech sposrod
siedmiu mutantéw sec zaburzonych w transporcie z endoplazmatycznego retikulum do aparatu
Golgiego oraz do blony plazmatycznej. Mutanty u ktérych wprowadzenie dodatkowej kopii
genu DPMI powoduje supresje bloku sekrecyjnego to sec 7 i secl4, (obydwa zaburzone w
transporcie wewnatrz aparatu Golgiego) oraz sec59, zaburzony w glikozylacji biatek. Badanie
mechanizm supresji oraz przebiegu transportu markerowych O- i N-glikozylowanych biatek

jest przedmiotem wykonywanych obecnie eksperymentow.

Wspolpraca z zagranica

1) Instytut Biologii Molekularnej i Genetyki Uniwersytetu w Poitiers,Francja

2) Zaktad Biochemii Mikroorganizméw Uniwersytetu Technicznego w Wiedniu, Austria

3) VTT- Biotechnologia i Badanie Zywnoéci, Espoo, Finlandia

Najwazniejszy wynik badawczy

Sklonowanie genu mpgl T, kodujacego guanylo transferaze w T.reesei. Jest to pierwszy
sklonowany w tym organizmie gen, kodujacy biatko bardzo istotnego dla fizjologii 7. reesei

szlaku metabolizmu glikokoniugatow. Poza genem z Trichoderma w bazie danych znajduje sie
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jedynie sekwencja analogicznego genu z S.cerevisiae. Enzymy kodowane przez sklonowane
dotychczas geny, nie zostaty scharakteryzowany pod wzgledem biochemicznym.
PUBLIKACIE: 3132, 3134, 929/A, 930/A, 934/A, 935/A

Temat 19: Mechanizmy adaptacji bakterii do zmian Srodowiska: rola produktéw
genowych csp i rcs w reakcjach na czynniki zachowujace si¢ odmiennie
wewnatrz i na zewnatrz organizmu zwierzecego.

Zesp6t: prof dr hab. Tadeusz Kiopotowski, dr Krystyna Krajewska-Grynkiewicz, dr

Matgorzata f.obocka; Doktorantki: mgr Aleksandra Janowicz, mgr Krystyna Kowalska;

Magistrantki: Aneta Dobruk, Agnieszka Kowalska

A. Modelem do badan nad regulacja temperaturows, byt operon wea (dawniej cps),
kodujacy komplet enzymow syntezy egzopolisacharydu M Escherichia coli K-12 i czynnikow
jego eksportu z cytoplazmy na zewnatrz komérek. Celem badan bylo poznanie mechanizmu
dziatania zimna na transkrypcje tego operonu oraz genu cspC regulujacego jej aktywnosé.
Metodami rekombinacji DNA in vifro uzyskano fuzje silnego promotora potozonego w gore
od genu cspC. Stwierdzono, ze uzyskane mutanty csp::cam sg niezdolne dov'indukcji operonu
wca oraz opornoici na letalny efekt zamrozenia. Tworza one nitkowate komérki, co moze
sugerowac rolg biatka CspC w procesie podziatu komérkowego, replikacji DNA lub partycji
chromosomu. Jednoczesnie ustalono sekwencje dwu fuzji wea::lacZ. Wyniki przemawiaja za
tym, ze z 21 otwartych ramek odczytu operonu wca conajmniej 12 podlega promotorowi
reagujacemu na regulacje typu szoku zimnego. Do$wiadczenia z mutantami genu resC,
uzyskanymi przy pomocy zlokalizowarej mutagenezy przemawiaja za regulacyjna rolg
autofosforylacji reszty histydyny w cytoplazmatycznym ogonie btonowego biatka RcsC.

B. W ramach tego tematu rozpoczeto badania nad mechanizmami partycji. Modelem
jest plazmid P1 E.coli. Dzieki odpowiedniej selekcji uzyskano dwa mutanty chromosomalne, z
podejrzeniem defektu partycji plazmidu a bez defektu partycji chromosomu. Przy mnym
podejsciu  wyizolowano mutanty z mozliwa nadprodukcja biatka ParA. Rozpoczeto
konstrukcje podiaczenia genéw pard i parB do promotorow pozwalajacych na

eksperymentalng indukcje lub wygaszenia ich ekspres;ji.



Projekty badawcze KBN

,Regulacja metabolizmu enterobakterii przez temperature i jej aspekty biofizyczne 1
medyczne”; kierownnik - T. Klopotowski (zakonczony 30 kwietnia 1996 r.)

Wspoélpraca z zagranica

1) Katedra Genetyki Pafistwowego Uniwersytetu Biatoruskiego w Minsku, Biatorus

2) National Cancer Institute, NIH, Bethesda, USA

Najwazniejszy wynik

Mutant cspC'::cam jest pierwszym 1 jedynym dotad mutantem rodziny 7 gendéw szoku zimnego
E. coli.

PUBLIKACIJE: 3102

Temat 20.1: Kontrola funkcji mitochondriow przez jadro komorkowe u drozdzy

S. cerevisiae.
Zespot: dr Magdalena Boguta, mgr Agata Konopinska, mgr Barbara Szcze$niak, mgr Kamila
Czerska (do listopada 1996), mgr Agnieszka Chacinska

KONTROLA FUNKCJI MITOCHONDRIALNYCH PRZEZ JADRO KOMORKOWE
NAMY jest genem S. cerevisiae ktéry kontroluje translacje mitochondrialng. Analiza

molekularna genu NAMY9 oraz jego supresorow (HSP104, GDSI, GDS2 1 PABI) byla

przedmiotem badan w poprzednim okresie sprawozdawczym. Obecnie uzyskano nastgpujace

wyniki:

1. Ustalenie regulacji translacji biatka NamO9p.

Szczep dziki transformowano plazmidem kodujacym biatko Nam9p z przytaczonym epitopem

(HA) hemaglutyniny z wirusa grypy. Nam9p identyfikowano metoda hybrydyzacji Western

stosujac komercyjne przeciwciata anty-HA. Stwierdzono, ze :

-ilo¢ biatka Nam9p zalezy od poziomu ekspresji genu NAM9

-translacja Nam9p podlega regulacji przez zrodio wegla

-1lo$¢ biatka Nam9p nie zalezy od obecnosci mitochondrialnego DNA w komorce

-mutacja NAM9-1 powoduje znaczne obnizenie poziomu biatka NamOp

Otrzymane wyniki wskazuja na brak koordynacji ekspresji genu NAM9 z ekspresja innych

gendw, zarbwno jadrowych, jak 1 mitochondrialnych, warunkujacych funkcjonowanie

mitorybosomow.

2. Badanie lokalizacji komérkowej biatka Nam9p.
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Frakcjonowano ekstrakty komérkowe szczepu dzikiego z plazmidem kodujacym Nam9p-HA.
Metoda hybrydyzcji Western z uzyciem przeciwciat anty-HA stwierdzono, ze Nam9p
zZlokalizowany jest wytacznie we frakcji mitochondrialne;.

Wynik ten potwierdza nasze poprzednie hipotezy.

3. Badanie interakcji genetycznej NAM9-HSP 104

W poprzednim sprawozdaniu opisano wyniki genetyczne wskazujace na mozliwo$é wptywu
chaperonu Hsp104 na konformacje biatka Nam9. W obecnym okresie sprawozdawczym
otrzymano nastepujace nowe wyniki potwierdzajace te hipoteze:

-zmiana poziomu chaperonu Hspl04 w komorce, realizowana przez nadekspresje lub
inaktywacje genu HSP104 wptywa na fenotyp supresji mutanta NAM9-1. Efekt ten, badany w
heterozygotycznym diploidzie, jest niesymetryczny (obserwujemy efekt fenotypowy dysrupcji
genu HSP104 jedynie w pozycji cis w stosunku do allelu NAM9-1).

-zmiany fenotypu mutanta NAM9-I pod wptywem plazmidu nadeksprymujacego Hspl04
niekoniecznie sa odwracalne po utracie tegoz plazmidu.

4. Badanie lokalizacji komérkowej biatka Hsp104p ~

Frakcjonowano ekstrakty z komoérek szczepu dzikiego oraz szczepu, w ktorym
zinaktywowano chromosomalng kopie genu HSPI04 (kontrola negatywna). Hybrydyzaja
Western z wykorzystaniem komercyjnych przeciwciat specyficznych dla Hspl104p wykazata
cytoplazmatyczng lokalizacje tego chaperonu.

5. Identyfikacja biatek wspotdziatajacych z NamOp poprzez wykorzystanie systemu
dwuhybrydowego.

Szczep zawierajacy opisany poprzednio plazmid, ktory przenosi fuzje NAM9 z domena GAL4
wiazaca DNA transformowano bankiem fuzyjnym genéw drozdzy z domena aktywujaca
genu GAL4. Bank ten otrzymano od P. James (USA). Otrzymano jeden klon pozytywny: jako
biatko oddziatywajace z Nam9p wyizolowano Tfc4p ( skiadnik kompleksu transkrypcyjnego
RNA polimerazy III)

6. Badanie interakcji genetycznych NAM9-GDS1 i GDS1-HSP104.

Pomimo ze GDS1 jest wielokopijnym supresorem mutanta NAM9-/ (co opisano w poprzednim
okresie sprawozdawczym), NAMY nie jest wielokopijnym supresorem mutanta gds/::LEU2.
Natomiast nadekpresja HSP/04 znosi defekt wzrostu na pozywce glicerolowej spowodowany
dysrupcja gdsl::LEU2. Efekt ten zalezy od dawki genu HSP104.

Nie stwierdzono defektu specyficznego dla podwéjnych dysruptantow gdsl::LEU2
hspl04::LEU2 1 nam9-1::URA3 gdsl::LEU2
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W celu sprawdzenia oddzialywania Nam9p 1 Gdslp w systemie dwuhybrydowym, gen GDS/
przeklonowano z uzyciem metody PCR do wektoréw niosacych domene wiazaca i aktywujaca
GAL4. Fuzja GAL4-GDS! daje pozytywny sygnat aktywujac promotor zalezny od Galdp.
Wynik ten uniemozliwia testowanie oddziatywan Gdslp z innymi biatkami.

7. Subklonowanie genu GDS2.

Stwierdzoné, ze GDS2, kolejny supresor NAMY9-1, jest identyczny z genem DA T kodujacym
biatko specyficznie oddziatywajace z obszarami DNA bogatymi w sekwencje AT.

8. Klonowanie innych gendéw drozdzy zwiazanych z translacja mitochondrialna.

Podjeto probe klonowania mutantéw R780 i R13, wyizolowanych przez T. Zotadek w 1981
roku jako recesywne supresory jadrowe mutacji mitochondrialnej. Selekcja transformantéw
(5000 dla R13 1 1250 dla R780), subklonowanie potaczone z sekwencjonowaniem wykazalo,
ze za komplementacje fenotypu R13, jak i R780, odpowiadaja homologiczne geny 4ACI i
AAC2 kodujace przeno$nik ADP/ATP. Oba geny przeklonowano na plazmid integracyjny,
integrowano do chromosomu odpowiednio w locus AAC1 1 AAC2, krzyzowano z mutantami
R13 1R780 1 analizowano tetrady. Poprzez brak sprzezenia wykazano, ze geny A4ACI 1 AAC2
sg supresorami mutacji R13 1 R780. Obecnie probujemy sklonowaé te geny uzywajac banku
skonstruowanego na wektorze centromerycznymY Cp50.

ANALIZA FUNKCII GENU MAFI DROZDZY.

Szczep z mutacja w genie MAF transformowano wielokopijnym bankiem genéw drozdzy
otrzymanym od F. Lacroute. Wyizolowano 4 klony, w ktorych obserwowano komplementacje
fenotypu ts mutantan mafl. Subklonowanie 1 sewencjonowanie wykazato, ze 3 z
wyizolowanych klonéw zawierajg gen TEFI kodujacy czynnik elongacyjny. Wynik ten, w
potaczenm z faktem, ze mutant maf! jest antysupresorem, pozwala na powiazanie funkcji
genu MAF1 z procesem elongacji-terminacji translacji.

KLONOWANIE GENOW Arabidopsis thaliana metoda komplementacji mutantow drozdzy.
Bank cDNA Arabidopsis thaliana w wektorze bakteryjno-drozdzowym pFL61 otrzymano od
prof. F. Lacroute. Podjeto proby klonowania dwoch genow:

-genu MODS5 Arabidopsis thaliana poprzez komplementacje fenotypu antysupresorowego
mutanta mod5::TRP1 . Przetestowano 40 000 transformantéw z wynikiem negatywnym.

-genu MAF1 Arabidopsis thaliana poprzez komplementacje fenotypu ts mutanta drozdzowego
mafl. Przetestowano 50 000 transformantdéw z wynikiem negatywnym.

DZIALANIE B-AMYLOIDU NA DROZDZE.
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Zbadano doktadniej efekt stymulacji hodowli drozdzy przez B-amyloid. Stwierdzono zaleznoéé

od stezenia oraz receptorowy charakter wiazania B-amyloidu do komérki drozdzy.

Projekty badawcze KBN

,Rola genomu jadrowego w regulacji funkcjonowania mitochondridw S.cerevisiae.
Charakterystyka genéw odpowiedzialnych za translacje mitochondrialng” kierownik - M.
Boguta

Wspélpraca z zagranica

1) Biozentrum der Universitat, Abt. Biochemie, Basel, Switzerland.

2) Hershey Medical center Pensylwania State University USA.

3) Luiville School of Medicine, Kentucky, USA.

Najwazniejszy wynik badawczy

Wykazanie mozliwosci prionowego charakteru mutacji w genie NAMY.

PUBLIKACIJE: 3094,, 3152, 3104 , 965/A

Temat 20.2: Regulacja biosyntezy hemu i hemoproteidéw w drozdzach S.cerevisiae.
Zesp6t:_prof. Joanna Rytka, dr Anna Kurlandzka, dr Teresa Zotadek, mgr Ewa Grzybowska,

mgr Monika Gora, mgr Iwona Smaczynska-de Rooij, Monika Wysocka

Kontynuowano badania nad rola ferrochelatazy w procesach regulacji syntezy hemu
oraz dystrybucji hemu pomiedzy réine przedzialty komorkowe. Pordéwnano sekwencje
aminokwasowe ferrochelataz: drozdzowej, bakteryjnych, roSlinnych i ssakéw. C-koncowy
fragment ferrochelatazy ssakow zawiera charakterystyczny motyw bogaty w reszty cysteinowe
prawdopodobnie wiazacy zelazo (ang. iron-sulfur cluster). Celem wyjasnienia jego roli w
funkcjonowaniu ferrochelatazy skonstruowano hybrydowe geny kodujace: ferrochelataze
drozdzowa z C- koficowym fragmentem enzymu mysiego oraz ferrochelataze mysia z C-
koncowym fragmentem enzymu drozdzowego. Ekspresja tych genow w komorkach E.coli i
S.cerevisiae bedzie analizowana in vivo oraz in vitro.

Prowadzono doswiadczenia zmierzajace do wyjasnienia funkcji biatka kodowanego
przez nowoodkryty przez nas gen (ORFYIL026¢c). Wykazano, ze produkt tego genu jest
niezbedny do zycia komorki. Oryginalny promotor ORFYIL026 zastapiono promotorem genu
CTAl, ktorego ekspresja jest regulowana przez zrodto wegla. Analiza fenotypu tego mutanta

hodowanego na réznych podiozach wskazuje, ze produkt badanego genu moze byé
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zaangazowany posrednio lub bezposrednio w oddziatywania pomiedzy komérkami i podtozem
statym.

W badaniach nad regulacja transportu biatek analizowano mutanty mdp/ o zmienione;
wydajnosct  importu  biatka ModSp-I do mitochondribw. W czterech mutantach
zidentyfikowano zmiany mutacyjne, wszystkie powoduja podstawienie aminokwaséw
konserwowanych w centrum aktywnym bialek nalezacych do rodziny ligaz ubikwitynowo-

biatkowych. Wyniki badan wskazuja na role systemu ubikwitynacji w transporcie biatek do

mitochondriow.

Projekty badawcze KBN

1) "Badanie mechanizméw regulujacych proces kierowania biatek do réznych kompartmentow
komorki w drozdzach S.cerevisiae"; kierownik - T Zotadek

2) "Poszukiwanie funkcji produktu genu U17918, niezbednego dla zycia komorki
S.cerevisiae"; kierownik - A. Kurlandzka

Wspopraca z zagranica )

1) Laboratorium Biochemii Porfiryn, Instytut . Monod, CNRS, Paryz, Francja

2) Centrum Medyczne Uniwersytetu Stanowego Pensylwanii, Hershey, USA.

Najwazniejszy wynik badawczy

Wykazanie udziatu systemu ubikwitynacji w procesie transportu biatek do mitochondriéw.

PUBLIKACIE: 3094/1, 3100, 3126, 3128, 3129, 3130, 3135, 44/N.

Temat 20.3: Genetyczna kontrola szlakow metabolizmu siarkowego u grzybow.

Zespét: profidr Andrzej Paszewski, dr Matgorzata Piotrowska, dr Renata Natorff, dr Beata

Burzynska, dr Jerzy Brzywczy, dr Jacek Topczewski, mgr Marzena Sienko, mgr Irmina

Lewandowska, mgr Marcin Grynberg

W badaniach nad genami metabolizmu siarkowego u Aspergillus nidulans stwierdzono,
ze gen regulacyjny SconB ulega ekspresji w warunkach gtodu i obfitosci siarki, a takze w
pozostatych mutantach regulacyjnych scond, sconC, sconD. Analiza komputerowa biatka
SCONB wykazata w jego czesci N-terminalnej obecno$¢ tzw. F-box - motywu znajdowanego
w roznych eukariotycznych biatkach regulacyjnych, a takze domeny wskazujacej na jego

jadrowa lokalizacje. W koncu 5 sekwencji liderowej mRNA sconB, znajduje sie krotka
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otwarta ramka odczytu, co moze wskazywaé na posttranskrypcyjna regulacje ekspresji tego
genu.

Zsekwencjonowano kolejny gen regulacyjny SconC, ktory koduje biatko homologiczne
do drozdzowego skp.1. To ostatnie tworzy kompleksy z innymi biatkami posiadajacymi F-box.
Istnieje duze prawdopodobienstwo, ze biatko SCON C tworzy kompleks z biatkiem SCON B.
Wykryto dwie mutacje punktowe w czedci konserwowanej genu sconC . Zakonczono analize
genu cysB Aspergillus nidulans kodujacego syntaze cysteinowa, Wyznaczono miejsca startu
1 terminacje transkrypeji. Stwierdzono, ze transkrypcja tego genu w niewielkim stopniu zalezy
od dostgpnosci zrodta siarki.

Przeprowadzono réwniez analize genetyczna i biochemiczna mutantéw regulacyjnych
dotyczacych enzymow folianowych. Mutacje regulacyjne metH2 i metD10 powodujace stata
represj¢ syntazy poliglutamylofolianu maja zroznicowany efekt na poziom syntazy 4 innych
enzymow folianowych. Uzyskano dalsze dowody, ze synteza enzymow folianowych
regulowana jest przez system, w ktérym homocysteina pelni role induktora, a metionina co-

represora.

Projekty badawcze KBN

~Metabolizm aminokwaséw siarkowych u grzybéw: molekularna charakterystyka gendow
struktury i gendéw regulacyjnych” kierownik - A. Paszewski

Wspolpraca z zagranica

Uniwersytet w Sheffield (grant w ramach British-Polish Joint Collaboration Seheme);
sklonowali$my gen metE Aspergillus nidulans, ktérego analiza jest w toku. Stwierdzilimy tez,
ze transkrypcja kilku genéw zwiazanych z asymilacjg siarczanu podlega ograniczone;
metabolicznej represji siarkowe;.

Najwazniejszy wynik badawczy

Sklonowanie i analiza genu regulatorowego SconC, kontrolujacego metabolizm siarkowy u
Aspergillus nidulans.

PUBLIKACIJE: 3140, 3147, 3148, 3149, 904/A

VI. 35



Temat 20.4: Rola polimeraz DNA w procesach naprawy DNA u drozdzy.

Zespot: prof. dr Witold Jachymczyk , prof. dr Jerzy Zuk, dr Hanna Baranowska-Wyszomirska,

dr Zbigniew Dominski (do 1 sierpnia 1996), mgr Agnieszka Hatas, mgr Arkadiusz Ciesielski

UDZIAL POLIMERAZ DNA W PROCESACH NAPRAWY DNA W KOMORKACH
DROZDZY.

Badano role jadrowych polimeraz DNA w naprawie uszkodzen indukowanych
dzialaniem MMS i promieniowaniem UV. Naprawa DNA byla analizowana za pomoca
fizycznych pomiaréw zmian w wielkosci czasteczek DNA po dziataniu czynnikow
mutagennych oraz po naprawie in vivo w alkalicznym gradiencie sacharozy. Stwierdzono, ze
w naprawie uszkodzen powstatych w DNA pod wplywem promieni UV, naprawianych w
systemie NER (nucleotide excision repair), niezbedne sa dwie polimerazy replikacyjne - 8 1 &,
natomiast inne polimerazy DNA nie biora udziatu w tym procesie. Polimeraza DNA § jest
rébwniez zaangazowana w naprawe uszkodzeh powodowanych dziataniem MMS 1
naprawianych w systemie BER (base excision repair) jednakze zamiast polimerazy e,
uczestniczy w tym procesie polimeraza Rev3. Oba enzymy dziataja w sposob kooperatywny 1
sa niezbedne w tej naprawie. Polimerazy DNA o i 8 nie uczestnicza w obu badanych typach
naprawy DNA.

ROLA POLIMERAZ DNA W PROCESIE MUTACJI ADAPTACYJNYCH.

Po ustaleniu wptywu polimerazy DNA & na poziom mutacji w locus LYS2 indukowane;
przez presje selekcyjna, rozszerzono prowadzone badania na wszystkie polimerazy DNA
wystepujace w jadrach komorek drozdzy, oraz na gen MSH odpowiedzialny za system
naprawy postreplikacyjnej. Stwierdzono, ze mutacje w dwoch polimerazach DNA 8 1 &,
odpowiedzialnych za proces elongacji w replikacji DNA wywieraja silny wptyw na czgstosc
wystepowania mutacji adaptacyjnych w badanym locus LYS2. Podobnie, delecja genu MSH
powoduje wzrost pojawiania sie tych mutacji w drozdzach. Mutacje w genach innych
badanych polimerazach DNA tego efektu nie wywotuja. Wyniki te sugeruja, ze btedy powstate
w czasie elongacji oraz ich utrwalanie przy braku systemu naprawy postreplikacyjnej stanowia
wazna przyczyne pojawiania sie mutacji adaptacyjnych w komorkach drozdzy.

UDZIAL POLIMERAZ DNA W INDUKOWANEJ KONWERSJI GENOW

W komorkach drozdzy istnienie szeregu termo wrazliwych niekomplementarnych

mutantéw trzech polimeraz DNA odpowiedzialnych za replikacje genomu drozdzowego

umozliwia zastosowanie technik genetycznych do badania udziatu tych polimeraz w
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indukowanej konwersji genetycznej. Skonstruowano homo- 1 heteroalleliczne diploidy
zawierajace mutacje w genach poll(a) pol2(e) i pol3(3). W diploidach heteroallelicznych
badano konwersje w genach polimerazowych a w diploidach homoallelicznych konwersje w
genie treoninowym. Komorki byly na$wietlane promieniami UV lub traktowane MMS 1
inkubowane w warunkach restrykcyjnych (37°) lub preinkubowane w warunkach
permisywnych (23°). Stwierdzono znacznie zwigkszong czesto$¢ wystgpowania konwertantow
w komorkach preinkubowanych w warunkach permisywnych przed przeniesieniem do
warunkéw restrykcyjnych niz w komorkach inkubowanych tylko w warunkach restrykcyjnych,
jednakowo dla mutacji we wszystkich trzech badanych polimerazach DNA. Wyniki te
$wiadcza, o istotnej roli badanych polimeraz DNA w mitotycznej konwersji gendw.

BADANIA KRYSTALOGRAFICZNE WPLYWU ROZNYCH PODSTAWNIKOW NA
AKTYWNOSC MUTAGENNA, FUROKUMARYN.

Furokumaryny sg zwigzkami tworzacymi z dwuniciowym DNA polaczenia krzyzowe
oraz monoaddukty. Przeprowadzono badania krystalograficzne sze$cru pochodnych
furokumarynowych zawierajacych podstawniki karboetoksy- i karbometoksy- dotaczone do
aktywnych wiazan szkieletu. Stwierdzono, ze podstawniki te ukladaja sie w plaszczyznie
szkieletu furokumaryny, podczas gdy grupa metoksy- odchyla sie od plaszczyzny. Na
podstawie pomiardw krystalograficznych przeprowadzono analize¢ rdznic we wiasnoSciach

mutagennych tych zwiazkdéw. Badania sg we wstepnej fazie 1 beda dalej kontynuowane.

Projekty badawcze KBN

1) ,Rola polimeraz DNA w naprawie roznych rodzajow uszkodzen DNA w komodrkach
drozdzy Saccharomyces cerevisiae”; kierownik - W, Jachymczyk

2) ,Rola polimeraz DNA w konwersji wewnatrzgenowej w komorkach drozdzy
Saccharomyces cerevisiae”; kierownik - A. Halas

Najwazniejszy wynik badawczy

1) Ustalenie w komorkach drozdzy, ktére polimerazy DNA sa zaangazowane w procesy
naprawy DNA przez wycinanie nukleotydow (NER) i przez wycinanie zasad (BER).

Praca przyjeta do druku w Current Genetics w 1996;

2) Wykazanie, ze w drozdzach tylko btedy powodowane przez polimerazy DNA w procesie
elongacji oraz ich utrwalanie przez zablokowanie systemu naprawy postreplikacyjnej sa istotna,

przyczyna powstawania mutacji adaptacyjnych.
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Cz. pierwsza opublikowana w 1995r. (Curr. Genet. 28: 521-525) Cz. druga w przygotowaniu
do druku.

PUBLIKACIJE: 3095,3120

Temat 21: Regulacja metabolizmu siarczanowego u prokariontow.

Zespot: prof. Danuta Hulanicka, dr Monika Hryniewicz, dr Agnieszka Sirko (do lipca 1996),

mgr Roksana Iwanicka-Nowicka, mgr Anna Weglenska.

W ostatnim roku kontynuowano badania nad rola produktu genu regulatorowego ¢bl w
metabolizmie siarkowym E. coli. Stwierdzilismy, ze funkcja genu cbl jest niezbedna dla
wykorzystania alkilosulfonianow jako zrodla siarki. Genetyka procesow zwiazanych z
asymilacja siarki sulfonianowej jest stabo poznana; zidentyfikowano dotychczas jeden operon,
tauABCD kodujacy biatka zangazowane w procesie transportu i poczatkowego etapu rozktadu
tauryny. Stoswac fuzje faud-lacZ wykazalismy, ze produkt genu Cbl jest niezbednym,
pozytywnym czynnikiem dla ekspresji operonu zau in vivo. Badania te zostaty potwierdzone w
uktadzie in vifro przez wiazanie biatka Cbl do DNA regionu pror;iotorowego faud.
StwierdziliSmy ponadto, ze rola regulacyjna produktu genu chl dotyczy rowniez gendw
kodujacych sktadniki systemu transportu siarczanu: Cbl wplywa na ekspresje operonu
cysPTWAM z wewnetrznych promotoréw a takze ekspresje genu sbp, kodujacego biatko
wiazace siarczan. Poniewaz operon taudBCD a takze gen sbp naleza do gendéw indukowanych
specyficznie w warunkach glodu siarczanowego, (stymulonu ssi - sulfate starvation
inducible”), Cbl jest kandydatem wspolnego regulatora transkrypcyjnego dla tego stymulonu.
Wykazalismy, ze w regionach regulatorowych przynajmniej dwéch gen6w ssi (taud 1 shp)
wigzg si¢ dwa biatka regulatorowe: CysB, gtéwny regulator transkrypcyjny gendw cys a takze
Cbl. Wzajemne relacje oddzialywania tych biatek z regionami regulatorowymi wymienionych
genow beda przedmiotem dalszych badan.

Kontynuowano réwniez badania nad supresorami mutacji rpoA341 (mutacja w
podjednostce a polimerazy RNA, uniemozliwiajaca m.in. interakcje z regulatorem CysB w
aktywacji transkrypcji w promotorze cysP). Sklonowano 7 wewnatrzgenowych supresorow
rpoA341 oraz i zidentyfikowano mutacje suprymujace pierwotny defekt jako substytucje
E271(RpoA341, Cys)—>A271 (Cys’). Badania te wskazujg na kluczowe znaczenie kodonu
271 rpodA  w interakcji z CysB.Dalsze prace nad identyfikacja pozagenowych supresorow

rpod 341 (zmapowanych uprzednio w regione cysB) sa w toku.
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Sklonowano 1 scharakteryzowano nieznany wcze$niej gen E. coli, oznaczony ucpA,
polozony w regione 52’ chromosomu, bezpo$rednio przed operonem cysPTWA. Gen ten
koduje biatko nalezace do rodziny krétkotancuchowych dehydrogenaz/reduktaz; funkcja tego
biatka nie jest niezbedna dla E.coli w standartowych warunkach wzrostu. Ekspresja ucp4 (jako

fuzji ucpA-lacZ) in vivo jest kontrolowana przez kilka globalnych biatek regulatorowych: Crp,
FruR i [HF.

Projekty badawcze KBN

"Nowe aspekty regulacji miedzy funkcja genu cb/ a regulonem cysteinowym" kierownik - dr
Monika Hryniewicz

Najwazniejszy wynik badawczy

Ustalenie funkcji regulatora Cbl w metabolizmie siarkowym jako niezbednego czynnika
transkrypcyjnego w ekspresji genéw zwiazanych z wykorzystaniem innych niz siarczan zrodet
starki.

PUBLIKACIE: 46/N, 919/A, 937/A

Temat 22: Regulacja ekspresji genomu wirusa lisciozwoju.

Zespol: prof. dr hab. Danuta Hulanicka, mgr Marek Juszczuk, dr Andrzej Patucha, mgr

Krzysztof Pluta, mgr Ewa Sadowy.

I. Kontynuujac prace nad transformacja ziemniaka, otrzymano dalsze linie
transgeniczne. Wszystkie, uprzednio otrzymane konstrukty, zawierajace ¢cDNA genu biatka
ptaszcza wirusa wraz z sekwencjami granicznymi o rdznej dhugosci, zostaty wprowadzone do
chromosomu ziemniaka cv. Bzura w dwoch orientacjach, sensownej i antysensownej. W
otrzymanych liniach stwierdzono obecno$¢ transgenu metoda Southerna i jego ekspresje na
poziomie RNA metoda Northern. Po przeprowadzeniu tych analiz, linie przekazano do
Instytutu Ziemniaka w Mtochowie celem sprawdzenia ich odporno$ci na infekcie wirusem
liSciozwoju ziemniaka.

W poprzedniej grupie transgenicznych linii znaleziono linie odporne, ktérych
odpornos¢ utrzymywata si¢ w pierwszym pokoleniu wegetatywnym (bulwowym). Poniewz cv.
Bzura jest naturalnie odporna na 2 wirusy atakujace ziemniak, PVX i PVY, i odpornos¢ ta
zostata utrzymana w liniach transgenicznych odpornych, dysponujemy ziemniakiem odpornym

na 3 najbardziej grozne wirusy atakujace ziemniak.
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II. W poprzednim okresie otrzymano petna kopie genomu PLRV podiaczona pod
promotor faga T7. Syntetyzowany in vitro transkrypt elektroporowany do protoplastow
tytoniu ulegat replikacji. Stwierdzono réwniez w protoplastach metodami immunologicznymi
synteze biatek wirusowych. PLRV jest przenoszony jedynie przez wektory, niemozliwa jest
infekcja mechaniczna roslin tym wirusem. W zwiazku z tym podjeto prace majace na celu
konstrukcje agroinfekcyjnego klonu.

Do konstrukcji agroinfekcyjnego klonu PLRV wykorzystano otrzymana wcze$niej
pelng cDNA kopie genomu wirusa znajdujaca sie na plazmidzie pPF. Dokonano jej
modyfikacji metoda PCR w celu usunigcia czeéci nukleotyddow, w tym promotora T7, z
obszaru powyzej 5konca genomu. Zmodyfikowana kopie przeklonowano do wektora pRT104
zawierajacego promotor 358 wirusa mozaiki kalafiora i terminator genu nopalinowej syntetazy
(NOS-t). Otrzymany konstrukt: 35S promotor - cDNA PLRV - NOS-t przeklonownao do
wektora binarnego Binl9 pomiedzy sekwnecje graniczne T-DNA. Otrzymany binarny plazmid
pB-PF  wprowadzono do Agrobacterium, a nastgpnie po sprawdzeniu jego obecnosci w
bakteriach, zawiesing transformantéw uzywano do inékulacji Nicotiana clevelandii i N.
benthamiana. Obecnie prowadzona jest analiza biatek roslinnych (metoda immunoblotu) oraz
RNA (technika Northern).

III. Konstrukcja fuzji transferazy glutationowej z biatkami wirusowymi: replikazg 1
biatkiem 17K

Otrzymanie przeciwciat dla poszczegdlnych biatek wirusowych jest niezbedne do
badania ekspresjt gendw wirusowych na poziomie translacji. Handlowo dostepne przeciwciata
sa specyficzne jedynie wobec kapsydu wirusa w skfad, ktérego wchodzi biatko plaszcza i
biatko RT. W zwiazku z tym podjeto prace majace na celu nadprodukcje 1 izolacje replikazy 1
17K biatka. Bialka te beda uzyte dla otrzymania przeciwcial. Zastosowano system fuzji genu
transferazy glutationowej (GST) z fragmentami cDNA odpowiednich gendéw wirusowych.
Fuzje genowe s3 pod kontrola promotora fac, co umozliwia indukcje ekspresj
zrekombinowanych genow. Otrzymano konstrukty, w ktéorych do GST podiaczono, z
zachowaniem ramki odczytu cDNA wirusa kodujace pelny gen replikazy, oraz dwie jego
zmodyfikowane wersje (z delecja w $rodkowej czesci genu lub bez 3kofca). Otrzymano
réwniez trzy konstrukty, w ktoérych do GST podtaczono w fazie fragmenty ¢cDNA kodujace
biatko 17K, ¢cDNA z delecja Skonca i fragment cDNA 3'konca tego genu. Nastepnie ustalono
optymalne warunki dla wydajnego zwiekszenia ekspresji  biatek fuzyjnych z uzyciem

konstruktow pGEXORF2/3 (fuzja GST z replikaza) 1 pGEX17K (fuzja GST z biatkiem 17K).
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IV. Proby replikacji PLRV w drozdzach.

Ostatnio wykazano, ze wirus BMV moze replikowaé si¢ w drozdzach. W zwiazku z
tym podjeto prace majace na celu stwierdzenie czy Iﬁozliwa jest replikacja PLRV w drozdzach.
W tym celu petna kopia genomu, znajdujacego si¢ na plazmidzie pFCK pod promotorem faga
T7, zostata uzyta dla konstrukcji dwéch wahadtowych wektoréw (pYFC i pYFT) W wektorze
PYFT, genom PLRV znajduje si¢ miedzy drozdzowym ADHI promotorem a 35S
terminatorem, plazmid pYFC nie zawiera terminatora. Produkty replikacji wirusa PLRV w
komorkach drozdzowych analizowano metodami Northern i Western. Stosujac jako sonde
cDNA subgenomowego RNA (sgRNA), znaleziono dwa prazki RNA, jeden .odpowiadaja(cy
gRNA a drugi zblizony wielkoscia do sgRNA. Wynik ten sugeruje replikacije PLRV w
komorce drozdzowej poniewaz sgRNA powstaje na nici uyjemnej RNA tylko w komorce

zainfekowanej. Prowadzone sa prace majace na celu potwierdzenie mozliwosci replikacji
PLRV w drozdzach.

Projekty badawcze KBN h

1) ,Mechanizm ekspresji genomu wirusa lisciozwoju ziemniaka (PLRV)”; kierownik - D.
Hulanicka - zakofczony 30.06.1996r.

2) ,,Analiza ekspresji transgenéw wirusowych w liniach ziemniaka transformowanych cDNA
wirusa liSciozwoju (PLRV)”; kierownik - D. Hulanicka.

Wspélpraca z zagranica

Institute for Plant Protection IPO-DLO Wageningen

Najwazniejszy wynik badawczy

Otrzymanie transgenicznego ziemniaka odpornego na infekcje PLRV.

PUBLIKACIE: 3144, 42/N, 50/N, 948/A, 949/A, 953/A, 955/A, 956/A, 957/A.

Temat 23. Efekty pél elektrycznych na zywe komorki.
Zespot: prof. dr hab Magdalena Fikus, dr Piotr Pawlowski* (*Dr. Pawlowski przez poitora
roku 1995/96 odbywat staz w Roswell Park Cancer Institute, Buffalo, USA.)

W roku 1996 przygotowano i wystano do druku artykut: P. Pawtowski, A Poznanska,
M. Fikus. Bioelectrorheological model of the cell. 7. Cellular deformation in the presence of
Cytochalasin B.
PUBLIKACJE: 3109, 954/A
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Temat 24: Mutageneza, naprawa i ekspresja DNA
Zespot: prof.dr Celina Janion, dr Elzbieta Grzesiuk, dr Anna Fabisiewicz, dr Barbara Tudek, dr

Jarostaw Ciesla, mgr Maria Graziewicz, mgr Anna Wojcik, mgr Elzbieta Speina.

Kontynuowano badania nad naturg zjawiska MFD (mutation frequency decline) -
obnizenia czestoéci mutacji w E. coli, gdy w bakteriach, natychmiast po mutagenizacjt
(UV254nm, MMS, $wiatto halogenowe (HL)) zahamowana zostaje przejSciowo synteza
biatek. MFD jest wynikiem zroznicowanej naprawy uszkodzen w transkrybowanej i kodujacej
nici DNA i dotyczy naprawy w genach tRNA. Stwierdzono ze na efekt MFD obserwowany po
dziataniu MMS nie ma wpltywu biatko TRCF (MFD) lub UvrABC endonukleaza. Nie ma tez
wptywu system MMR, ktéry wycina niesparowane zasady z DNA. Brak wplywu systemu
MMR na MFD moze byé wynikiem zmiany w specyficznosci mutacji 1 braku indukcji
supresora supL. Natomiast brak wplywu biatek TRCF i UvrABC, moze $wiadczy¢ o udziale
innego systemu niz system TRCF-UvrABC, w preferencyjnej naprawie uszkodzei
indukowanych MMS lub innego mechanizmu dziatania MFD. Badania MFD w bakteriach £.
coli K-12 naswietlanych $wiattem halogenowym wykazuja podobng charakterystyke indukcji 1
spadku mutacji w szczepach FE.coli K-12 naswietlnych HL, i w szczepach E.coli B
naswietlanych UV. HL powoduje gléwnie mutacje typu tranzycji GC do AT, a spadek mutacji
w czasie MFD jest wynikiem spadku mutacji zachodzacych poprzez wytwarzanie supresora
supB. Obecnos¢ biatka TRCF powoduje 5-krotne zmniejszenie wystgpowania mutacji. Z
proporcji wystepowania supresoréw supB/supEochre w bakteriach mutowanych HL wynika,
ze naprawa zachodzi juz w czasie na$wietlania i sugeruje na udziat fotoliazy w tym procesie.
By¢ moze, ze TRCF, w sposob poéredrﬁ, lub bezpoéredni, przyspiesza fotolityczny rozpad
dimerow T-C.

Badania prowadzone in vitro na plazmidowych DNA wskazuja na prewencyjne
dziatanie biatka UmuD' i ochrone przed spontaniczng konwersja form ccc do oc i oc do formy
liniowej. Dziatanie UmuD' wydaje si¢ by¢ specyficzne. Stwierdzono tez, ze w tkankach
rakowych plaskonabtonkowych komoérek ptuc aktywnos$¢ O6metylo-G-DNA-transferazy i N-
metylopuryn glikozylazy jest wyraznie mniejsza, niz w tkankach zdrowych. Nie obserwowano
natomiast aktywno$ci Fpg-glikozylazy usuwajacej reszty fapy-7-meG z DNA. Badano tez
wiasciwosci kodujace reszt Fapy w DNA w replikacji z polimeraza T7 i zaobserwowano, ze

reszty Fapy stabiej hamuja replikacje niz reszty glikolotyminy.



Projekty badawcze KBN

~Modyfikacja zasad - indukcja stabilnej replikacji DNA”; kierownik - C. Janion.

Wspélpraca z zagranicg

Institut Gustave Roussy, Villejuif - Francja.

Najwazniejszy wynik badawczy

Dotychczas naprawe preferencyjna z transkrybowanej nici DNA obserwowano dla uszkodzen
indukowanych UV i EMS w E.coli B. Wykazali$my, ze ten typ naprawy zachodzi w E.coli K-
12 po dziataniu MMS i $wiattem halogenowym. Z naszych badafn wynika, ze w tym procesie
naprawy moga bra¢ udziat inne enzymy poza biatkami TRCF - UvrABC.

PUBLIKACJE: 3106; 3108; 3169; 905/A; 906/A; 960/A; 961/A; 962/A; 963/A;

Temat 25: Regulacja wiernosci replikacji DNA w komérkach bakteryjnych i komérkach
drozdzy.
Zespo6t 1: dr Iwona Fijatkowska, dr Piotr Jonczyk, mgr Magdalena Maliszewska-Tkaczyk, mgr

Adrianna Nowicka, techn. Malgorzata Podsiadta.

Zespo6t 2: prof. dr hab. Zygmunt Cie$la, dr Ewa Sledziewska—G()jska,

mgr Marta U. Fikus, mgr Piotr Mieczkowski, mgr Adrianna Nowicka

Prowadzono badania nad mechanizmami zapewniajacymi wiernos¢ replikacji DNA w
bakterii E. coli. Przy uzyciu drozdzowego systemu dwuhybrydowego badalismy interakcje
biatko-biatko pomiedzy podjednostkami (o, € i 8) tworzacymi rdzea polimerazy III DNA.
Celem pracy byto sprawdzenie czy zmiany w prawidtowej interakcji pomiedzy podjednostkami
o1& mogg by¢ jedna z przyczyn zmienionej wiernoéci replikacji w szczepach E. coli niosacych
mutacje w genach dnaE (gen kodujacy podjednostke o, odpowiedzialna za aktywnosé
polimerazy DNA) lub dnaQ (gen kodujacy podjednostke €, odpowiedzialng za aktywnosc¢ 3' -
5' egzonukleazy edytorskiej). Do badan uzyto 7 réznych mutantéw dnaE o fenotypie
antymutora, tj. wykazujacych zmniejszona czestos¢ powstawania bledéw w trakcie replikacji
DNA. Jedna z hipotez thumaczacych antymutatorowy charakter badanych mutantéw dnak
sugeruje zmieniong interakcje pomiedzy podjednostka o i &. Zmiana tej interakcji mogtaby np.
umozliwia¢ bardziej efektywne usuwanie przez egzonukleze DnaQ (g) biednie wstawionych
zasad w trakcie syntezy DNA. Prowadzone badania wykazaty niezmieniona, w porownaniu do

szczepu dzikiego, interakcje pomiedzy podjednostka DnaQ i roznymi zmutowanymi
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podjednostkami DnaE powodujacymi fenotyp antymutatorowy. Badano rowniez 3 allele genu
dna(Q) wykazujaqee fenotyp silnych mutatorow. Stwierdzono, ze biatka MutD5 i DnaQ926, w
ktorych mutacje inaktywuja aktywnos¢ 3' - 5' egzonukleazy, maja niezmieniong site interakcji z
biatkami DnaE 1 HolE (podjednostka 0). Natomiast produkt allelu dna(Q49 wykazuje 5-krotnie
stabszg interakcj¢ z DnaE 1 10-krotnie stabsza interakcje z HolE. Sugeruje to, ze za
mutatorowy charakter szczepu dna(Q49 jest odpowiedzialna taka modyfikacja struktury
przestrzennej biatka Dna(Q49, ktora zmienia prawidtowsg jego interakcje z dwoma pozostatymi
biatkami tworzacymi rdzen polimerazy III DNA (DnaE 1 HolE). Powyzszy wynik sugeruje, ze
nie tylko zmiany aktywnosci enzymatycznych podjednostek polimerazy Il DNA, ale réwniez
prawidiowa interakcja pomiedzy podjednostka polimeryzujaca a edytorska, jest niezbedna dla
zapewnienia komorce E. coli optymalnej wiernosci syntezy DNA. Obecnie prowadzone sg
badania innych mutantow dnaQ o fenotypie mutatorowym, majace na celu ustalenie rejonu
biatka DnaQ ktory jest odpowiedzialny za interakcje z podjednostka polimeryzujace dnak.

W trakcie replikacji chromosomalnego DNA, w widetkach replikacyjnych obie nici
replikowane sa rownoczesnie przez holoenzym polimerazy III DNA>™ Ni¢ prowadzaca
syntetyzowana jest w sposob ciagly, natomiast ni¢ op6zniona syntetyzowana jest w postaci
fragmentow Okazaki. Naszym celem bylo stworzenie nowego systemu do$wiadczalnego
pozwalajacego na zbadanie, czy podczas syntezy chromosomalnego DNA E. coli, wiernos¢
replikacji nici prowadzacej jest rozna od wiernosci replikacjt nict opdznionej. Projekt dotyczy
zarébwno mutagenezy spontanicznej (bez traktowania czynnikami mutagennymi), jak réwniez
mutagenezy bedacej wynikiem replikacji nici uszkodzonej. W tym celu skonstuowano seri¢ par
szczepow E. coli niosacych rbzne allele genu JacZ. W kazdej parze szczepdéw wintegrowano
w chromosom operon lac w dwoéch réznych orientacjach w stosunku do miejsca startu
replikacji DNA. Obecno$¢ w skonstruowanych szczepach testowych okreslonych alleli genu
lacZ pozwala na badanie zar6wno czestosci jak i specyficznoSci mutagenezy. Badano
mutageneze w szczepach typu dzikiego, szczepach ze zmiemong funkcya korektorska 3’5
egzonukleazy 1 w szczepach z wylaczona postreplikacyjng reperacjg blednie sparowanych
zasad. Wstepne badania poziomu mutagenezy wskazujg na réznice w wiernosci replikacji DNA

pomiedzy obu syntetyzowanymi niciami DNA.

[

W badaniach nad mechanizmami regulujacymi odpowiedz komoérek drozdzy

Saccharomyces cerevisiae na uszkodzenia DNA, kontynuowano prace nad charakterystyka
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nowych genéw, ktorych ekspresja jest indukowana przez te uszkodzenia. Stwierdzono, ze w
komorkach traktowanych czynnikami mutagennymi indukcja ekspresji genu DIN7 zachodzi
na poziomie transkrypcji. Ekspresja genu DIN7 byta badana w mutantach defektywnych w
funkcjonowaniu szlaku przewodzacego sygnaly od uszkodzonego DNA do promotorow
genow DIN. Indukowalno$¢ genu DIN7 jest zniesiona w traktowanych MMS komoérkach
mutanta rad53-21 1 wyraznie obnizona w komorkach pol2-11 niosacych defektywna
polimeraze €, ktora utracita zdolno$¢ detekcji uszkodzen DNA. Interesujaca wydaje sie
obserwacja, ze inaktywacja genu DUNI, ktéry jako ostatni bierze udzial w kaskadzie
procesow regulujacych transkrypcyjna aktywacje gendéw DIN w odpowiedzi na uszkodzenia
DNA, powoduje podwyzszona ekspresje DIN7. Sugeruje to , ze Dunl moze byé negatywnym
regulatorem  ekspresji DIN7. W rejonie promotera DIN7 zidentyfikowano regulatorowa
sekwencje URS (upstream repressing sequence). Badana jest zalezno$é funkcjonowania tego
URS od produktu genu DUNI. Okazato si¢ réwniez, ze ekspresja DIN7 ulega indukcji
podczas mejozy.

Rozpoczelismy badania nad regulacja ekspresji genu MAG kod&jalcego drozdzowa
glikozylazg 3-metyloadeniny. Jest to enzym reperacyjny o szerokiej specyfcznosci, ktory obok
szeregu modyfikacji DNA powstajacych pod wptywem mono- i bifunkcjonalnych $rodkéw
alkilujacych usuwa z DNA etenoaddukty powstajace pod wptywem polichlorku winylu a takze
produkty dezaminacji DNA. MAG nalezy do rodziny genéw DIN i poziom jego transkrypcji
jest indukowany przez czynnki uszkadzajace DNA takie jak MMS czy UV. Nasze wyniki z
uzyciem fuzji genowej MAG::lacZ wykazuja, ze indukcja MAG, w komoérkach traktowanych
MMS, nie jest zalezna od regulatorowych genéw POL2, RAD53 i DUNI, tworzacych

wspomniany wyzej szlak przekazywania sygnatu od uszkodzonego DNA do promotoréw
genow DIN.

Projekty badawcze KBN
1) ,Wiernos¢ replikacji nici opdznionej i prowadzacej, podczas syntezy chromosomu
Escherichia coli”; kierownik - 1. Fijatkowska

2) ,,Charakterystyka nowych genéw S. cerevisiae zaangazowanych w odpowiedzi komérki na

uszkodzenia DNA”; kierownik - Z. Cieéla
Wspoélpraca z zagranicy

National Institute of Enviromental Health Sciences, North Caroline, USA

VI. 45



Najwazniejszy wynik badawczy

1) Przy uzyciu systemu dwuhybrydowego stwierdzono, ze za mutatorowy charakter szczepu
dnaQ49 jest odpowiedzialna taka modyfikacja struktury przestrzennej biatka DnaQ49, ktéra
zmienia prawidowa jego interakcj¢ z dwoma pozostatymi biatkami tworzacymi rdzes
polimerazy III DNA (DnaE i HolE).

2) Stwierdzono, ze indukowalno$é genu DIN7 S. cerevisiae zalezy od genéw RADS53 i POL2,
ktorych produkty uczestnicza w przewodzeniu sygnatu o uszkodzeniu DNA. Wykazano, ze
delecja genu DUNIprowadzi do konstytutywnej ekspresji DIN7.

PUBLIKACIJE: 3123,3141, 3143, 967/A, 968/A

Temat 26: Mechanizmy mutagenezy indukowanej przez promienie UV.
Zespol: prof. dr Irena Pietrzykowska, mgr Anna Bebenek, mgr Anna Czajkowska, mgr
Magdalena Felczak.

Kontynuowano badania nad mechanizmem UV-indukowanej mutagenezy niezalezne;

od replikacji DNA. Wczesniej wykazaliSmy, ze UV-mutageneza faga g W warunkach
niepermisywnych dla replikacji fagowego DNA wymaga wysokiego poziomu biatka UmuD’ i
podstawowego (nie indukowanego) poziomu biatka UmuC. Mechanizmy powstawania mutacji
ani charakter uszkodzen przedmutacyjnych nie sa znane.
Jako hipoteze przyjgto, ze mutacje moglyby powstawal jako bledy w naprawie przez
wycinanie  zasad (BER) Iub w  przypadku uszkodzen typu miejsc AP
(apirymidynowych/apurynowych) na drodze btedne;j insercji zasady lub nukleotydu z udziatem
UmuD’. W przypadku promieniowania UV, gléwnymi uszkodzeniami sg fotodimery
pirymidyn i 6-4 fotoprodukty, a uszkodzenia zasad (fotohydraty cytozyny, glikole tyminy i
fotoprodukty puryn) stanowia znacznie mniejsza cze$¢ uszkodzen i powstaja po wyzszych
dawkach UV. Natomiast MMS powoduje gtéwnie uszkodzenia DNA poprzez modyfikacje
zasad, ktore moga by¢ rowniez zrodtem miejsc AP,

Poréwnywano wydajno$¢ rewersji faga As0s do sus+ pod wpltywem MMS i UV w
warunkach niepermisywnych dla replikacji DNA faga w obecnos$ci wysokiego poziomu biatka
UmuD’.

Wykazano, ze w obecnosci wysokiego poziomu biatka UmuD’, produkowanego z
plazmidu pGW2122, czgstos¢ mutacji indukowanych przez MMS jest znacznie wyzsza niz
indukowanych przez promienie UV. Efekt ten jest szczegdlnie wyrazny w szczepie niezdolnym

do naprawy przez wycinanie (#vr4), w kstorym obserwowano bardzo wysoka mutageneze pod
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wptywem MMS i niskq pod wptywem UV. Wykazano ponadto zalezno$¢ poziomu UV-
indukowanej mutagenezy faga A,.0s od dawki UV. W szczepie uvrA, UmuD’-zalezna UV-
mutageneza wystepuje tylko pod wplywem wysokich dawek. Sugeruje to, ze uszkodzeniami
przedmutacyjnymi w  procesie mutagenezy niezaleznej od replikacii DNA sg
najprawdopodobniej modyfikacje zasad a nie fotodimery pirymidyn. Jest to zgodne z
obserwacja, ze MMS indukuje wyzszy poziom mutacji niz promieniowanie UV.

Ponadto skonstruowano fuzje wmuD::lacZ do dalszych badan nad funkcja biatka
UmuD w procesie mutagenezy.

Przygotowano do recenzji rozprawe doktorska mgr A. Bebenek podsumowujaca,

wyniki badaf nad mutacja isf4, istotng w regulacji systemu SOS.

Najwazniejszy wynik badawczy

Uzyskanie wstepnych informacji o charakterze uszkodzefi przedmutacyjnych w procesie
mutagenezy niezaleznej od replikacji DNA oraz potwierdzenie znaczenia biatka UmuD’ w tym
procesie. ‘

PUBLIKACIE: 3103, 909/A, 919/A, 911/A, 912/A

Temat 27: Analiza funkcjonalna genéw plazmidu bakterii Gram dodatnich, pSM19035
Zespot: dr hab. Piotr Cegtowski, dr Jacek Bardowski, dr Katarzyna Lewicka (od 1.IX), mgr
Izabela Kern (do 30.IX), mgr Renata Pankiewicz (do 30.IV), mgr Izabela Sitkiewicz (od
1.VII), mgr Urszula Zielenkiewicz

W ramach badan nad plazmidem PSM19035 szczegdtowej analizie poddano region
segB, ktory gtownie odpowiada za wysokg stabilnos¢ segregacyjng plazmidu. Stabilnosé ta jest
ok. 1000-krotnie wyzsza, nizby to wynikato z losowego rozdziatu plazmidéw do dzielacych sie
komérek bakterii. Region segB zawiera 4 geny: 8, o, € oraz ( , z ktorych dwa ostatnie
stanowig jeden operon. Z wezesniejszych badaf bylo wiadomo, ze genu € nie mozna uszkodzié
w obecnosci funkcjonalnego genu Croraz, ze samego genu { nie mozna sklonowaé ani w B.
subtilis ani w E. coli. Obecnie w réznorodny sposéb wykazano, ze geny € 1 £ mozna
rozdzieli¢, przy czym w warunkach in #ans obnizenie ekspresji genu ¢ lub podwyzszenie
ekspresji genu C jest dla komorek E. coli toksyczne i prowadzi do wytwarzania filamentow.
Obserwacje te wskazuja na stabilizacyjne funkcjonowanie operonu e-C na zasadzie trucizna-

antidotum. W przypadku utraty plazmidu ustaje doptyw labilnego produktu genu €, co
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antidotum. W przypadku utraty plazmidu ustaje doptyw labilnego produktu genu €, co
prowadzi do ujawnienia toksycznego dziatania stabilnego produktu genu €. W ten sposéb z
populacji bakterii eliminowane sa komorki pozbawione plazmidu. Operon &-C reprezentuje
pierwszy opisany dla plazmidéw bakterii Gram dodatnich system uzaleznienia komorek
gospodarza od plazmidu, ktéry one zawieraja (plasmid addiction system).

Zbadano rowniez regulacje ekspresji genow regionu segB. Stwierdzono, ze
transkrypcja z promotoréw genéw & i o podlega represji przez biatkowy produkt genu .
Obydwa promotory poprzedzone sa kilkakrotnie bezposrednio powtdrzona charakterystyczna
sekwencja heptanukleotydowa, stanowiaca prawdopodobnie miejsce wiazania biatka
kodowanego przez gen ®. Podobna sekwencja poprzedza promotor genu negatywnego
regulatora liczby kopii pSM19035, copS. Wykazano, ze rowniez promotor genu copS jest
reprymowany przez produkt genu o. Uzyskane rezultaty wskazuja na role genu ® w procesach
regulacji liczby kopii plazmidu i jego lepszej niz losowa dystrybucji do komorek potomnych.

Obiektem zainteresowania naszego Zespotu jest takze Lactococcus lactis, bezpieczna
dla zdrowia bakteria szeroko stosowana w przemysle spozywczym (zwiaszcza mleczarskim),
w tym w nowoczesnych biotechnologiach. Badania skoncentrowano na poznaniu u L. lactis
nowych, dotychczas nie scharakteryzowanych szlakow metabolizmu cukrowego. Wykazano,
ze u bakterii pozbawionych plazmidu warunkujacego zdolno§¢ do wykorzystywania do
wzrostu laktozy (gtéwny cukier wystgpujacy w mleku), mozna zaindukowa¢ B-galaktozydaze
dodatkiem do pozywki cellobiozy. Oznacza to, ze u bakteril te] wystepuje dodatkowy szlak
asymilacji  B-glukozydow. Rozpoczgto juz klonowanie i sekwencjonowanie genow tego
szlaku.

Kolekcje szczepoéw L. lactis przetestowano pod katem zdolno$ci do degradacji skrobi.
Znaleziono jeden szczep pochodzenia roslinnego o wyraznej aktywno$ci amylolitycznej.
Wykazano, Ze gen(y) warunkujacy degradacje skrobi wystepuje u tego szczepu na 30-kb
plazmidzie. Technikami subklonowania zlokalizowano ten gen na fragmencie DNA o
wielkosci 8 kb. Wykazano, Ze gen ten: (a) - jest idukowany przez skrobig, a reprymowany

przez glukoze, (b) - najprawdopodobniej nie ulega ekspresji w Bacillus subtilis.
Projekty badawcze KBN

1) ,Badania nad funkcjonowaniem genoéw regionu stabilnosci segB plazmidu pSM190357;

kierownik - P. Ceglowski
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Wspélpraca z zagranicy

1) Max-Planck Institut fiir molekulare Genetik, Berlin, Niemcy;

2) Institut National de la Recherche Agronomique, Jouy en Josas, Francja.

Najwazniejszy wynik badawczy

Odkrycie systemu uzaleznienia komérek bakterii od plazmidu pSM19035 a takze ustalenie roli
genu ® w regulacji kontroli liczby kopii tego plazmidu i lepszego niz losowy rozdziatu do
komérek potomnych.

PUBLIKACIJE: 3097, 3101, 35/N, 891/A, 893/A, 894/A, 895/A, 896/A, 898/A, 899/A, 900/A,
901/A, 902/A, 970/A, 972/A

Temat 28: Chemiczne podstawy mutagenezy i reperacja adduktow cyklicznych.

Zespot: prof. dr hab. Jarostaw Kusmierek, mgr Agnieszka Bukowska, mgr Ewa Borys.

BADANIE WEASCIWOSCI KODUJACYCH MODYFIKOWANYCH ZASAD.

Syntetyzowano matryce oligodeoksynukleotydowe o zadanej sekwencji zawilerajace 2-
chloro-2'-deoksyadenozyng (2CDA, lek przeciwbiataczkowy) w okreslonej - pozycji.
Wyznaczono parametry kinetyczne (Km i Vmax) katalizowanej przez AMV odwrotna
transkryptaze inkorporacji dTTP, dCTP, dGTP i dATP naprzeciwko 2CDA i
niemodyfikowanej A w kilku réznych sekwencjach. Uzyskane wyniki prowadza do wniosku,
ze obecno$¢ 2CDA w matrycy DNA spowalnia replikacje DNA, ale nie prowadzi do mutacji
typu substytuc;i.

Przeprowadzono badania nad doborem optymalnych grup chronigcych dla 2'-
deoksyizoguanozyny w celu syntezy odﬁowiedniej pochodnej fosfoamidytowej, a nastepnie
matryc oligodeoksynukleotydowych zawierajacych izoguaning w okreslonych pozycjach.
REPERACJA ADDUKTOW CYKLICZNYCH.

Prowadzono dalsze poszukiwania inhibitoréw glikozylazy II 3-metyloadenina-DNA z
E. coli (alk A). Przebadano ponad 50 modyfikowanych zasad i nukleozydow 1 nie znaleziono
inhibitora o zadowalajacych wiasciwosciach (IC50<<ImM).

Przeprowadzono badania nad mutageneza i reperacja adduktow cyklicznych
tworzonych przez akroleing, aldehyd krotonowy, glioksal oraz benzochinon w uktadzie faga
M13mp19 (IB7)/E.coli JM 105 pozwalajacym na selektywna detekcje tranzycji G-> A.
Wstepne wyniki wskazuja, ze indukcja alkA nie zmienia w istotny sposdb mutagenezy i

przezycia faga traktowanego wyzej wymienionymi mutagenami. Natomiast addukty aldehydu
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Wstepne wyniki wskazuja, ze indukcja alkA nie zmienia w istotny sposob mutagenezy i
przezycia faga traktowanego wyzej wymienionymi mutagenami. Natomiast addukty aldehydu
chlorooctowego (CAA), ktorych reperacje przez alkA stwierdziliSmy poprzednio w réznych
uktadach do$wiadczalnych, sa reperowane w badanym ukladzie. Rozpoczeto analogiczne

proby z dwualdehydem malonowym (MDA), ktérego addukty posiadaja strukturg podobna do
struktury adduktow CAA.

Projekty badawcze KBN

1) ,Molekularne podstawy mutagenezy: badanie wptywu sasiadujacych zasad na wiasciwosci
kodujace modyfikowanych zasad podczas replikacji DNA”; kierownik - J. Kusmierek

2) ,Mechanizm dziatania i potencjalne inhibitory glikozylazy 3-metyloadenina-DNA
pochodzenia bakteryjnego i ludzkiego” (grant promotorski dla mgr Ewy Borys)
Najwazniejszy wynik badawczy

2-Chloro-2'-dezoksyadenozyna (2CDA, lek przeciwbiataczkowy) obecna w matrycy DNA
utrudnia replikacje DNA, ale nie prowadzi do mutacji typu podstawienia.

PUBLIKACIJE: 3121

Temat 29: Analiza molekularna genow kodujacych enzymy katabolizmu argininy u
Aspergillus.

Zespot: Prof_dr hab. P.Weglefiski, dr P. Borsuk. dr A. Dzikowska, dr R. Kucharski, mgr J.

Empel, mgr A. Grzelak

Zakonczono sekwencjonowanie klonow genomowych i ¢cDNA dla genéw struktury
kodujacych arginaze (agad) i transaminazg ornitynowa (ofad) oraz genu arc4, kodujacego
gtowny regulator pozytywny dla katabolizmu argininy. Ustalono miejsce startu i terminacji
transkrypcji dla obu w/w gendw struktury oraz miejsca wiazania biatek regulacyjnych AREA 1
CREA z promotorami tych genow.

Zbadano ilos¢ i rodzaj transkryptow genu agad w zaleznosci od warunkow
wzrostowych, a w szczegdlnosci od zrodta azotu w podlozu. Sklonowano i
zsekwencjonowano gen pef, ktérego locus znajduje si¢ w sasiedztwie genu kodujacego
arginaze i w obrebie ktorego miesci si¢ przynajmniej jedno z miejsc startu transkrypcji tego

genu.
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Najwazniejszy wynik badawczy
Sklonowanie i scharakteryzowanie genu regulatorowego arcA.

PUBLIKACIE: 3165

Temat 30. Analiza mutantéw typu suv3 u S. cerevisiae.
Zespol: doc. dr hab. Piotr P. Stepien, prof. dr hab. E. Bartnik, dr A. Dmochowska,
mgr P. Golik

Gen SUV3 jest kodowany przez genom jadrowy S. cerevisiae i jego produkt - helikaza
RNA funkcjonuje w mitochondriach jako regulator stabilnosci transkryptow. Mutanty w genie
SUV'3 maja zaburzony metabolizm mitRNA. Nasze badania koncentrowaty sie¢ na zmianach
poziomu akumulacji intronu omega w zaleznodci od warunkow fizjologicznych wzrostu
komorek drozdzy. Stosujac metode ilosciowego badania hybrydyzacji typu Northern udato si¢
nam ustali¢, ze aktywnos¢ degradosomu mitochondrialnego osiaga maksimum na pozywce
peinej.

Nasze badania koncentrowaly si¢ takze na fenotypach dysruptanta genu DSS-1, ktéry
zostal przez nas sklonowany jako supresor dysrupcji genu SUV3.  Analiza ilosciowa
hybrydyzacji typu Northern wykazata, ze silnie akumulowany jest intron omega. Wynik ten
potwierdza nasza hipoteze, ze produkty obu genéw: Suv3p i Dss-lp funkcjonujg w
mitochondriach w jednym kompleksie i petnia te sama funkcje w regulacjt stabilnosci

messengerow mitochondrialnych u S. cerevisiae.

Wspoélpraca z zagranicy

Centre de Genetique Moleculaire CNRS Gif-sur-Yvette, Francja

Temat 32.1: Skiadanie, dziedziczenie i rozpad kompleksu replikacyjnego bakteriofaga A.
Zespot: dr Alicja Wegrzyn, prof. Karol Taylor

Uzupetnieniem naszych badaf nad dziedziczeniem kompleksu replikacyjnego plazmidu
A w gtodzonych aminokwasowo komorkach Escherichia coli reld byla praca, w ktorej
wykazalismy, ze w tych warunkach funkcja genu dna/ jest zastgpowana funkcja genu chpA.
Biatko CbpA (curved DNA-binding protein) jest niedawno wykrytym funkcjonalnym
analogiem biatka opiekuficzego Dnal, a gen cbpA znajduje si¢ pod kontrola promotora
zaleznego od aktywnosci podjednostki ¢ S polimerazy RNA, ktérej funkcjonowanie ujawnia
si¢ przy przejciu bakterii do fazy stacjonarnej wzrostu.
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zaleznego od aktywnosci podjednostki & S polimerazy RNA, ktorej funkcjonowanie ujawnia
sig przy przejsciu bakterii do fazy stacjonarnej wzrostu.

Replikacja DNA plazmidu A zachodzaca w wyniku aktywnosci dziedziczonego
kompleksu replikacyjnego (badana przez nas obecnie w komorkach E.coli wt rosnacych w
pelnej pozywce) wymaga funkcji genéw kodujacych biatka opiekuncze DnaK, DnaJ 1 GrpE
oraz genu kodujacego biatko inicjatorowe DnaA. Wczesniej wykazalismy, ze funkcja DnaA
aktywuje transkrypcyjna aktywacje origin replikacji, orih. W pracy wykazaliSmy, ze
niezdolno$c plazmidu AP do replikacji w temperaturze 30°C we wrazliwych na temperature
mutantach dnaK756, dnaJ259, grpE280, dnaB(groPA15), dnad508, dnad 46 1 dnad204 ulega
supresji w wyniku pojedyfczej mutacji T w genie AP. Udokumentowane wczesSniej w
badaniach in vitro przez 1. Koniecznego i J. Marszatka stabsze oddziatywanie zmutowanego
biatkka AP (An) z DNA helikaza DnaB (w poroéwnaniu z interakcja AP-DnaB) jest
prawdopodobnie odpowiedzialne za przedstawiona wyzej supresje. Waznym wnioskiem z
naszych badan jest to, ze regulowana przez DnaA transkrypcyjna aktywacja oriA zachodzi na
etapie, w ktérym wszystkie te biatka wspotdziataja, a wigc podczas umieszczania struktury
zawierajacej helikaze DnaB (pre-primosom, dziedziczony kompleks replikacyjny) migedzy
komplementarnymi niémi ADNA - czemu towarzyszy uwolnienie helikazy -DnaB od dziatania
jej inhibitora, biatka AP.

Badania nad dziedziczeniem kompleksu replikacyjnego A w komorkach E.coli wt
rosnacych w pelnej pozywce wymagaja podwyzszania temperatury celem inaktywacyi biatek z
mutacja wrazliwo$ci na temperature. Okazato sig, ze w tych warunkach kompleks replikacyjny
plazmidu A1 (Acro™) ulega rozpadowi, o czym mozna wnioskowaé z tego, ze zawarte w tym
kompleksie biatko inicjatorowe, AO, staje si¢ wrazliwe na dziatanie proteazy ClpP/ClpX.
Wykryli$my, ze do rozpadu kompleksu replikacyjnego A wywotanego szokiem cieplnym
niezbedna jest indukcja operonu groE, kodujacego biatka opiekuncze GroEL i GroES.
Wywotana szokiem cieplnym indukcja operonu groL obecnego w wielokopiowym plazmidzie
hamowata wzrost faga zakazajacego.

Podstawg badan nad dziedziczeniem kompleksu replikacyjnego A w warunkach
"standardowych", tj. w komorkach E.coli wt rosnacych w petnej pozywce bylo odkrycie, ze
kompleks replikacyjny plazmidu Acrots nie ulega rozpadow: podczas szoku cieplnego.
WykazaliSmy, ze mutacja ts1 w genie AP inaktywuje w 43°C funkcje biatka AP niezbgdna do
sktadania nowego kompleksu replikacyjnego. A zatem po podwyzszeniu temperatury z 30 do
430C replikacja DNA plazmidu AcrotsPts] mogta zachodzi¢ wytacznie w wyniku aktywnosci
kompleksu replikacyjnego, ktory zostal zlozony jeszcze w 300C. PrzedstawiliSmy szereg
dowodow, ze w tym ukladzie kompleks replikacyjny zlozony przed podwyzszeniem
temperatury jest dziedziczony przez jedna z dwu potomnych kopii plazmidowych po kazdym
cyklu replikacyi, przez wigcej niz 30 generacji komdrkowych. Replikacja napedzana przez

"stary" kompleks replikacyjny jest niewrazliwa na chloramfenikol, co ttumaczymy tym, ze
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przy pomocy mutacji Ots). Replikacja ta ulega zahamowaniu przez rifampicyne, co
interpretujemy koniecznoscia transkrypcyjne; aktywacji orih. Zjawisko to, a takze zalezno$é
badanej replikacji od funkcji DnaK, DnaJ i GrpE sugeruja, ze i w przypadku dziedziczonego
kompleksu replikacyjnego ta struktura zawierajaca helikaze DnaB musi zostaé umieszczona
pomigdzy komplementarnymi niémi A DNA w wyniku wspotdziatania wymienionych biatek
opiekuficzych i transkrypcji aktywujacej orit. Nasza praca przedstawita pierwszy przypadek
dziedziczenia kompleksu replikacyjnego; by¢ moze, zjawisko to ma charakter ogdlny.
Zawierajacy biatko inicjatorowe AO kompleks replikacyjny jest dziedziczony razem z DNA i
zawiera informacje dotyczaca inicjacji nowego cyklu replikacji w ori), uwazamy zatem, ze ten
proces moze by¢ uznany jako dziedziczenie biatka.

W pracy przegladowej, poswieconej pamieci profesora Wiadystawa Kunickiego-
Goldfingera poréwnatem role funkcji DnaA w kontroli replikacji DNA plazmidu A i
chromosomu E.coli. DnaA aktywuje transkrypcyjna aktywacje origin replikacji ADNA. Na
podstawie naszych jeszcze nieopublikowanych prac zasygnalizowatem role DnaA w blokadzie
reinicjacii replikacji plazmidu A podczas cyklu komoérkowego.

Najwazniejszy wynik badawczy

WykazaliSmy po raz pierwszy, ze komoérkowy system Hsp60 (GroEL) bierze udzial w
rozktadzie naturalnej (lecz obcej) struktury biatkowej o wysokim stopniu organizacji pod
wplywem stresu wywolanego szokiem cieplnym. Jesli okaze sig, ze zjawisko to dotyczy innych
ukfadoéw "wirus-komérka", moze staé sie ono podstawa nowego podejscia w leczeniu choréb
wirusowych.

Wykazali$my, ze w warunkach bezstresowych biatkowy kompleks replikacyjny moze by¢.
dziedziczony wspélnie z DNA po kazdym cyklu replikacyjnym bez ograniczen w czasie.
Poniewaz kompleks ten zawiera biatko inicjatorowe swoiscie rozpoznajace origin replikacji, a
wiec informacje jak swoidcie zainicjowaé replikacje, proces ten mozna nazwaé dziedziczeniem
biatka. Nasze modelowe doswiadczenia mogg zainicjowa¢ analogiczne badania w komérkach
eukariotycznych.

PUBLIKACIE: 3166, 3167, 3168, 3169, 915/A, 916/A, 918/A, 919/A, 926/A, 5, 6
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Temat 32.2: Udzial bialek szoku termicznego w modulacji aktywnoSci DNA-zaleznej

polimerazy RNA z bakterii Escherichia coli.

Zespot: prof. dr hab. Maciej Zylicz, mgr Adam Blaszczak, dr hab. Krzysztof Liberek

W wyniku naszych badan nad molekularnym mechanizmem autoregulacji odpowiedzi
szoku termicznego zaproponowali$my model obejmujacy:

1. oddziatywanie biatek szoku termicznego z czynnikiem c°%, co blokuje oddziatywanie ¢** z
rdzeniem polimerazy RNA i w konsekwencji doprawadza do obnizenia transkrypcji genow
szoku termicznego, a takze

2. reaktywacje zinaktywowanej ", co poprzez odbudowanie puli aktywnej ' przywraca

konkurencje pomiedzy 67 i 6°> i w efekcie hamuje transkrypcje gendw szoku termicznego.

Celem naszej pracy byto zbadanie roli biatek szoku termicznego DnaK, DnalJ 1 GrpE w
procesie degradacji czynnika o> warunkujacego ekspresje gendéw kodujacych biatka szoku
termicznego co mogloby wskazywa na nastepny poziom autoregulacji odpowiedzi szoku
termicznego, na ktérym to biatka szoku termicznego moduluja stabilo$¢ czynnika o
Zrekonstruowano system in vitro inicjacji transkrypcji genow kodujacych biatka szoku
termicznego a takze opracowano dwa systemy testowania degradacji czynnika % W tym
celu, w oparciu o system transkrypcji/translacji uzyskano radioaktywna o, ktéra po
odpowiednim oczyszczeniu wykorzystano w jednym z systemow specyficznej degradacijt o
Wykazano, iz efektywne wspotzawodnictwo czynnikow c°* 16"’ o wiazanie z rdzeniem RNA
polimerazy moze mie¢ wptyw na stabilnos¢ o2, Okazato sie, ze obecno$¢ rdzenia DNA-
zaleznej RNA polimerazy chroni czynnik transkrypcyjny o przed degradacja. Proces ten
moze ulec odwrdceniu poprzez dostarczenie nadmiaru czynnika ¢ lub tez przez obecnost
biatek DnaK, DnaJ i GrpE. Zwigkszona wydajnos¢ degradacji c** powodowaé bedzie
hamowanie transkrypcji genow szoku termicznego co w efekcie popiera hipoteze autoregulacii
odpowiedzi szoku rowniez na poziomie proteolizy.

Celem naszych dalszych badan stato si¢ poszukiwanie nowych proteaz specyficznie

degradujacych czynnik c** oraz pelniejsze zbadanie roli bialek szoku termicznego w tym
g Jacy zy P )

procesie.
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Wspolpraca z zagranica

Universite de Geneve, Faculte de Medecine, Departement de Biochimie Medicale, Szwajcaria.
Najwazniejszy wynik badawczy

Zrekonstruowano system in vifro inicjacji transkrypcji gendéw kodujacych biatka szoku
termicznego.

Wykazano ze obecno$¢ rdzenia DNA-zaleznej RNA polimerazy chroni czynnik transkrypcyjny
o’ przed degradacja. Proces ten moze ulec odwréceniu poprzez dostarczenie nadmiaru 6™ lub
tez przez obecno$¢ biatek DnaK, Dnal i GrpE.

PUBLIKACIJE: 974/A, 975/A, 956/A, 7

Pracownia Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonukleotydéw

Sprawozdanie z dzialalno$ci ustugowe;j

W ramach dziafalnoci ustugowej zsyntetyzowano 275 oligonukleotydéw oraz
zsekwencjonowano 597 matryc DNA, co przy éredniej dfugoséi odezytu 350 bp daje 208950

par zasad.

Syntezy oligonukleotydéw i sekwencjonowanie matryc wykonano dla nastepujacych
zaktadoéw IBB:

1. Zaktad Genetyki 305 matryc 47 oligonukleotydow
2. Zaktad Biochemii Drobnoustrojow 79 matryc 27 oligonukleotydow
3. Zaktad Biosyntezy Biatka 104 matryce 83 oligonukleotydy
4. Zaktad Biochemii Roslin 47 matryc 16 oligonukleotydow
5. Zakiad Biochemii Lipidow 37 matryc 11 oligonukleotydow
6. Zaktad Biologii Molekularne; 8 oligonukleotydow

7. Zaklad Biofizyki 4 matryce 2 oligonukleotydy

8. Zakiad Genetyki UW 2 matryce 46 oligonukleotydow
9. Pracownia Mutagenezy i Reperacji DNA 19 matryc 35 oligonukleotydow

10. Pracownia Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonukleotydéw
104 matryce 71 oligonukleotydow
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Oprocz zamowien z Instytutu Biochemii 1 Biofizyki zrealizowane zostaty zamdwienia

dla zleceniodawcow spoza Instytutu:

1. Instytut Sadownictwa 1 Kwiaciarstwa (Skierniewice) 17 matryc
2. Panstwowy Instytut Weterynaryjny (Putawy)

dwa konsensusy: 1920 par zasad oraz 607 par zasad 10 oligonukleotydow
3. Instutut Technologii Zywnosci (Warszawa)

konsensus - 2450 par zasad
4. Instytut Mikrobiologii Wydziatu Biologii UW

konsensusy: 1100, 1264, 3358, 4338 par zasad
5. Centrum Medyczne Ksztatcenia Podyplomowego (Warszawa)

26 matryc

6. Instytut Biologit Doswiadczalnej im. Nenckiego

2 matryce 8 oligonukleotydow
7.Zaktad Wirusologii UW 10 oligonukleotydow
8. Instytut Hodowli 1 Aklimatyzacji Roélin (Btonie)

konsensus - 694 pary zasad

Srodowiskowe Laboratorium NMR
Zespot: doc. dr hab. Andrzej Bierzyfski, dr Jacek Wojcik, mgr Igor Zukow, dr Beata
Toczylowska (1/4 etatu), mgr Beata Mikotajek (1/2 etatu).

Zgodnie ze swymi zadaniami statutowymi Laboratorium wykonywato pomitary widm

NMR dla szeregu laboratoridow. Wykorzystanie przyrzadu przedstawia si¢ nastgpujaco:

Czas
Kierownik projektu Instytucja pracy przyrzadu
prof. J. Mokrzycki UW, Filia w Biatymstoku, Instytut Chemuit 2,5h
prof. S.Tyrlik Wyzsza Szkota Rolnicza, Siedlce 56,0 h




doc. M Pietraszkiewicz IChO PAN, Warszawa 30,0 h

dr hab. R.Stolarski UW, Instytut Fizyki Do$wiadczalnej 200,0 h
dr P.Glinkowska AM, Zaktad Farmakognozji 15,0 h
dr W.Jankowski IBB PAN, Zaktad Biochemii Lipidow 35,0h
prof. K.Kamienska-Trela IChO PAN, Warszawa 85,0 h
dr J.Poznanski IBB PAN, Zaktad Biofizyki 200,0 h
dr Z.Zargbska IBB PAN, Zaktad Biologii Molekularne; 50,0 h
prof. J.Otlewski U.Wr. Inst. Biochemii i Biologii Molekularnej 120,0 h

Ushugi-zlecenia razem 793,0 h

Prace wlasne ok. 1250 h

Razem ok. 2040 h

W celu opanowania nowych sekwencji pulséw, metod pomiaru N i *C oraz metod
analizy strukturalnej przeprowadzono pomiary kilku peptydéw, w szczegélnoéci analogow
wazopresyny, co zajeto ok. 600 h pracy przyrzadu. )

Przeprowadzono peine badania (widma NOESY, COSY i TOCSY) i okreslono
strukture mutanta Met8—Leu biatka CMTL. (400 h pracy przyrzadu).

We wspotpracy z Wydziatem Anastezjologii i Intensywnej Terapii Akademii Medycznej
w Warszawie dr B.Toczylowska prowadzita badania NMR piynu moézgowo-rdzeniowego
majace na celu opracowanie metod diagnostyki choréb moézgu (250 h pracy aparatu).

Dziafalno$¢ dydaktyczna polegata na prowadzeniu cyklu seminariéw poswieconych
metodom magnetycznego rezonansu jadrowego (w sumie 10 godzin) w ktérych uczestniczyli
pracownicy Laboratorium 1 kilku pracownikéw Zaktadu Biofizyki IFD UW. Ponadto
przeprowadzono szkolenie dwu pracownikéw doc. M.Pietraszkiewicza z IChO PAN.
PUBLIKACIE: 971/A, 973/A.
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SZKOLA BIOLOGH MOLEKULARNEJ/STUDIA DOKTORANCKIE

(Temat 31: prof. Grazyna Palamarczyk, prof. Joanna Rytka, prof. Andrzej Jerzmanowski)

Pierwszego pazdziernika br. powolano, w ramach Szkoty Biologii Molekularnej przy
IBB PAN, Studia Doktoranckie. Prawa 1 obowiazki doktorantow odbywajacych studia zostaty
podane w regulaminie wewnetrznym IBB PAN, opartym na rozporzadzenu Ministra Edukacji
Narodowej z dn. 10 czerwca 1991r.

Wszystkie osoby przyjete do Instytutu po 1 pazdziernika br., z zamiarem wykonania
pracy doktorskiej, sa doktorantami odbywajacymi Studia Doktoranckie. Stali si¢ nimi rowniez
dotychczasowi uczestnicy Szkoty Biologii Molekularnej, ktdrzy byli zatrudnieni na etatach
biologow lub chemikow, a takze stuchacze, ktorzy na wiasng prosbe chceieli otrzymac status
doktoranta.

Zgodnie z regulaminem Studia Doktoranckie trwaja 4 lata, z mozliwoscig, przedtuzenia
o jeden rok.

W chwili obecnej SBM/Studia Doktorancke liczy 66 osdb, w tym 22 na Studiach
Doktoranckich. W roku biezacym przyjeto na Studia 12 osob. Stopien doktora otrzymato

szesé osodb.

Dzialalno$¢ dydaktyczna
W dniach 18-22 stycznia 1996r. zorganizowano przy wspotpracy IBB PAN i Polsko-
Francuskiego Centrum Biotechnologii Roslin konferencje nt.: "Gene Structures and Expression
in Plant Pathogenes". W konferencji wzigto udziat siedmi naukowcoéw z Francji, ktorzy
wyglosili nastepujace wyktady:
1. Dr. Christophe ROBAGLIA (Laboratoire de Biologie Cellulaire INRA) "Strategy for
constructing virus resistant transgenic plants”

. Dr. Thierry CANDRESSE (Station de Pathologie Vegetale, Centre de Recherches de

\S)

Bordeaux, INRA) "Strategy for constructing virus resistant transgenic plants”

3. Dr. Christian BOUCHER (Laboratoire de Biologie Moleculaire des Relations Plantes -
Micro - Organismes INRA-CNRS) "Role of hrp genes in the control of pathogenicity in
plant pathogenic bacteria"

4. Prof. Frangis KARST (Laboratoire des Microorganismes, Universite de Poitiers) "The

isoprenoid pathway in §. cerevisiae"
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5. Dr. Anne-Lise HAENNI (Universite de Paris VII - CNRS) "The remarkable features of
Tenuiviruses, plant viruses that resort to the "ambisense" strategy"

6. Dr. Frangoise BERNARDI (Universite de Paris VII - CNRS) "The amazing diversity of
mechanisms used by viruses for their expression"

7. Prof. Frangois LACROUTE (Centre de Genetique Moleculaire du CNRS, Associee a
[Universite Pierre et Marie Curie) "Uses of yeast complementation for plants cDNA
cloning"

Ponadto zorganizowano pie¢ dyskusji ,okragtego stolu” z udziaten zaproszonych
wyktadowcow, na ktorych doktoranci IBB PAN zwiazani z prezentowana tematyka
przedstawili wyniki swoich prac.

Tematy dyskusji:

[u—y

. Strategy for constructing virus resistant transgenic plants.

2. The amazing diversity of mechanisms used by viruses for expression,

(OS]

. The role of hrp genes in the control of pathogenicity in plant pathogenic.bacteria.

4. Uses of yeast complementation for plant cDNA cloning.

n

. Isoprenoid pathway in Saccaromyces cerevisiae as a target for designing antifungal agents.

W ramach SBM/Studia Doktoranckie odbyly sie, a takze sa prowadzone obecnie
nastepujace zajgcia teoretyczne:

1. Biologia molekularna i genetyka grzybow, - 30 godz. wykladow prowadzonych przez
pracownikow Z-du Genetyki i Z-du Biochemii Lipidow IBB.

2. Biotechnologia Rofélin, - 30 godz wykiadow, ktére prowadzit Prof. Malepszy z Katedry
Genetyki i Hodowli Roslin SGGW-Akademia Rolnicza.

W kazdym z cykléw wyktadow uczestniczyto 25-30 osob.

W pazdzierniku br. rozpoczeto cykl seminariéw dla doktorantdéw w grupach okoto 10-
osobowych. Stuchacze wybrali z 6. zaproponowanych tematéw dwa. Pierwszy prowadzony
przez Roberta Gromadke (Pracownia Sekwencjonowania Biatek, stuchacz SBM), to
»Sekwencjonowanie Genoméw”. W ramach cyklu, kazdy z uczestnikéw przygotowuje
seminarium. Przewidziane tematy to: ,Genom S.cerevisiae”, ,Analiza funkcji otwartych ramek
odczytu w genomie drozdzy”, ~Genomy: E.coli, faga Py, Haemophilus influenza, Bacillus
subtilis oraz genom chloroplastowy roélin wyzszych 1 genom czowieka”. Ponadto

»Wykorzystanie systemu dwuhybrydowego do badania interakcji biatek”.

VI. 59



W styczniu 1997 roku przewidziane jest rozpoczecie nastepnego cyklu seminariow na

temat: ,, Transkrypcja w trzech wymiarach”.

Finanse

Uczestnictwo doktorantéw w Zjezdzie PTBioch (Krakow, 17-20.20.96) a takze w
Konferengji pt.: ,,Regulacyjne funkcje fosforylacji biatek” (Kazimierz Dolny, 20-21.06.96) byto
finansowane z funduszy SBM.

Ponadto SBM pokryta koszty wyjazdu A.Chacinskiej (Z-d Genetyki) na FEBS
(Barcelona, 07-12.07.96), a takze na staz naukowy do Szwajcaril.

Kierownictwo SBM/SD przyznato 13 stypendiéw na sfinansowanie pracy naukowej
(zakup odczynnikéw i drobnego sprzetu) doktorantom, ktorzy rozpoczeli pracg w naszym
Instytucie. Stypendia zostaly przyznane na podstawie krotkich projektow badawczych

przygotowanych przez doktorantow.

Dzialalno$¢ naukowa doktorantéw

Uczestnicy SBM wzieli udziat w Zjazdach Krajowych i Zagranicznych, takich jak:
FEBS 1 oséba; PTBioch. 11 oséb; Konferencji pt.: ,,Regulacyjne funkcje fosforylacji biatek™ -
6 0s6b. Warunkiem sfinansowania wyjazdu byto przedstawienie wynikéw prac w formie ustne
lub plakatu. Ponadto 47 doktorantéw przedstawito wyniki prac na Sympozjum
sprawozdawczym IBB PAN pt: ,Genes and their Products in Basic Research and
Biotechnology”. Trzydziestu jeden doktorantéw jest wspéfautorami prac eksperymentalnych
opublikowanych w 1996r.

W dniach 9 1 10 grudnia 1996r. zostala zorganizowana, przy udziale Polsko-
Francuskiego Centrum Biotechnologii Roglin, migdzynarodowa konferencja na temat:
_Molekularna analiza genoméw mikroorganizméw”. W ramach konferencji 10. doktorantow
przedstawito wyniki swoich prac badawczych w formie 15. minutowych ustnych komunikatow

wygtoszonych w jezyku angielskim.

Dzialalnosé dydaktyczna doktorantéw

1. Prowadzenie cykli seminaryjnych dla doktorantéw rozpoczynajacych Studia Doktoranckie
(obecne i planowane): Anna Bebenek, Jan Brzeski, Arkadiusz Ciesielski, Monika Gora,
Maria-Anna Graziewicz, Robert Gromadka, Marcin Grynberg, Roksana Iwanicka, Piotr
Mieczkowski, Anna Wojcik.
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2. Prowadzenie ¢wiczen dla studentébw MISMAP UW.
W przygotowaniu skryptu do ¢wiczeh oraz prowadzeniu zaje¢ (ok.10 godz. kazdy) z
Biologii Molekularnej dla studentéw UW (grupa MISMAP) wzigli udzial: Robert
Gromadka, Ewa Grzybowska, Agata Konopifiska, Andrzej Migdalski i Marzena Siefiko.
Skrypt do ¢éwiczen: ,Biologia Molekularna dla studentéw MISMAP” zostat przygotowany
przy wspotpracy Z-du Genetyki UW i pomocy finansowej (podobnie jak organizacja
pracowni do ¢wiczen) funduszu PHARE SCI-TECH dla IBB PAN i UW.

POLSKO - FRANCUSKIE CENTRUM BIOTECHNOLOGI ROSLIN
Dyrektor: prof. dr hab. Stanistaw Lewak

Zadaniem Polsko-Francuskiego Centrum Biotechnologii Roélin jest koordynacja badan
w zakresie biologii i genetyki molekularnej, prowadzonych przez naukowcow polskich i
francuskich. Srodki na ten cel przekazywane sa przez rzady obu krajow.

W ramach dotagji otrzymanej z Komitetu Badan Naukowych, Centrum dotowato w
1996 r. realizacje nastepujacych programéw badawczych prowadzonych w Polsce przy

wspotpracy z placowkami francuskimi:

A. Kontynuacja programéw z 1995 r.-
Dr Anna Przykorska, Dr Elzbieta Kuligowska, Mgr Maria Piszczek (IBB PAN), Zastosowanie

enzyméw nukleolitycznych z roélin wyzszych do ustalenia struktury przestrzennej
niestandardowego tRNA®* z Candida albicans - wspotpraca z Institut de Biologie Moléculaire

et Cellulaire w Strasbourg.

Dr Ewa SwieZewsk_a, Mgr Beata Kazimierczak, Mgr Malgorzata Szymafiska (IBB PAN),
Badanie biosyntezy i whasciwosci wybranych izoprenoidéw - wspotpraca z Laboratoire de

Chimie Organique des Substances Naturelles CNRS w Strasbourgu.

Prof. Grazyna Palamarczyk, Dr Anna Szkopinska, Mgr Kariona Grabifiska, Mgr Dorota
Grabowska (IBB PAN), Regulacja biosyntezy dolicholi i ich glikozylowanych pochodnych w
drozdzach Saccharomyces cerevisiae - wspotpraca z uniwersytetem w Poitiers.

Prof Joanna Rytka, Mgr Marek Zagulski, Mgr Andrzej Migdalski, Mgr Robert Gromadka,
Mgr Jolanta Sulicka, Mgr Monika Géra (IBB PAN), Sekwencjonowanie genomu drozdzy -
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analiza funkcjonalna nowo zidentyfikowanych otwartych ramek odczytu - wspdlpraca z

Centre de Génétique Moléculaire CNRS w Gif-sur-Yvette.
Dr Teresa Zotadek, Prof. J. Rytka, Mgr Monika Goéra, Mgr Ewa Grzybowska, Mgr Marcin

Grynberg (IBB PAN), Regulacja biosyntezy hemu w drozdzach Saccharomyces cerevisiae -
wspOtpraca z Institut J. Monod w Paryzu.

Prof. Danuta M. Hulanicka, Mgr Marek Juszczuk, Dr Andrzej Palucha, Mgr Krzysztof Pluta,
Mgr Ewa Sadowy (IBB PAN), Konstrukcja infekcyjnych klonow cDNA wirusa liéciozivoju
ziemniaka i badanie ich aktywnos$ci w roslinie gospodarza - wspétpraca z Institut des Sciences
Végétales CNRS w Gif-sur-Y vette.

Mgr Anna Chachulska (IBB PAN), Badanie polimorfizmu genomu wirusa Y ziemniaka (PVY)

metoda otrzymywania petnych kopii ¢cDNA genomu i analizy restrykcyjnej (RFLP) -
wspolpraca z INRA Versailles.

Mer Anna Gora (IBB PAN), Uzyskanie roélin ziemniaka odpornych na zakazenie wiroidem
wrzecionowatosci bulw ziemniaka (PSTVd) - wspotpraca z INRA Bordeaux.

Dr Joanna Michalik, Mgr Ewa Szotajska (IBB PAN), Zastosowanie bakulowirusa w kontrolt
populacji szkodnikow lesnych - wspétpraca z Institut de Biologie Structurale w Grenoble.

Prof. Andrzej Jerzmanowski, Mgr Marta Prymakowska-Bosak, Mgr Jacek Iwkiewicz, Mgr

Marcin Przewloka (Instytut Biologii Eksperymentalnej Roslin UW), Identyfikacja genow
odpowiedzialnych za defekty rozwojowe w roélinach tytoniu z nadekspresja histonu HI -
wspolpraca z Institut de Biologie Moléculaire des Plantes CNRS w Strasbourgu.

Prof Anna Rychter, Mgr Szecherezada Rydz (IBER UW), Regulacja ekspresji genu

kodujacego karboksylaze fosfoenolopirogronianu u sorga - wspotpraca z Université Paris X1.

Prof. Alina Kacperska, Mgr Danuta Solecka (IBER UW), Przemiany zwiazkow fenolowych w

lisciach rzepaku w odpowiedzi na dziatanie niskiej temperatury - wspotpraca z Université Paul
Sabatier w Toulouse.

Prof. Piotr P. Stepien, Prof. Ewa Bartnik, Dr Aleksandra Dmochowska, Mgr Pawet Golik
(Zaktad Genetyki UW), Badanie wplywu genow jadrowych na metabolizm RNA w

mitochondriach - wspétpraca z Centre de Génétique Moléculaire CNRS w Gif-sur-Yvette.

Prof. Piotr P. Wegleaski, Dr Piotr Borsuk, Dr Agnieszka Dzikowska, Dr Joanna Empel, Mgr

Anna Grzelak (Zaktad Genetyki UW), Regulacja katabolizmu argininy i proliny u Aspergillus -

wspblpraca z Institut de Microbiologie Université Paris XI.
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Dr Jan Podkowiriski (IChB PAN), Charakterystyka genu ENOD40 Lupinus luteus - struktura

genu 1 jego ekspresja w trakcie rozwoju brodawki - wspotpraca z Institut des Sciences
Végétales CNRS w Gif-sur-Yvette.
Dr Michat Sikorski, Mgr Alina Akuszewska (Instytut Chemii Bioorganicznej PAN w

Poznaniu), Analiza produktéw ekspresji gendéw kodujacych biatka klasy PR10 metodg RT-
PCR podlegajacych transkrypcyjnej aktywacii po infekgcji rodliny patogenami bakteryjnymi lub
grzybowymi - wspotpraca z Institut des Sciences Végétales CNRS w Gif-sur-Yvette.

B. Programy rozpoczete w 1996 r.:

Dr Barbara Tudek, Prof Jarostaw Ku$mierek, Mgr Maria Graziewicz, Mgr Ewa Borys (IBB

PAN), Uszkodzenia DNA i ich naprawa jako podtoze zmian chorobotworczych i ewolucji
gatunkow - wspotpraca z Institut Gustave Roussy w Villgyuif.
Dr Grzegorz Przewtocki (IBB PAN), Badanie roglinnych RNA nowa RNaza specyficzng do
sekwencji - wspotpraca z INSERM - CHU Necker w Paryzu.
Dr_Renata Bogatek, Dr Bozena Maciejewska (IBER UW), Katabolizm materiatow

zapasowych w nasionach stonecznika (Helianthus annuus L.) poddanych osmotycznemu
prekondycjonowaniu - wspoipraca z Université Pierre et Marie Curie w Paryzu 1 z INRA
Bordeaux.

Dr Pawet Strozycki, Mgr Elzbieta Czarnecka (IChB PAN), Elementy gospodarki zelazem w

tkankach roslinnych - czy istniejg ferrytyny "symbiotyczne"? - wspolpraca z Institut des
Sciences Végétales CNRS w Gif-sur-Yvette i INRA-ENSAM w Montpellier.
Mgr Joanna Jelenska (IChB PAN), Ekspresja genow cyklu komérkowego (cyklin) w tubinie

z6itym - wspotpraca z Institut des Sciences Végétales CNRS w Gifisur-Yvette.
Dr Pierre Berbezy (IChB PAN), Identyfikacja genow roslinnych o indukowanym charakterze

uczestniczacych w symbiotycznym wiazaniu azotu - staz podoktorski francuskiego doktora w

polskiej placéwce naukowe;.
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Ponadto, Centrum posredniczy w organizacji wspOlpracy miedzy Pracownia
Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonukleotydow IBB PAN z zespolem prof. Piotra
Stonimskiego z CGM CNRS w Gif-sur-Yvette przy sekwencjonowaniu genomu drozdzy
Saccharomyces cerevisiae i z zespotem prof. Regisa Mache'a z Université Fourier w Grenoble
przy sekwencjonowaniu genomu Arabidopsis thaliana.

Srodki znajdujace sie w dyspozycji Centrum przeznacza sie rdwniez na organizacje i
finansowanie laczonej polsko-francuskiej opieki naukowej nad praca szeSciu polskich
doktorantéw (IBB PAN, Uniwersytet Warszawski, IChB PAN, Uniwersytet Wroctawski).

Dziatalno$¢ Centrum w 1996 r. objeta rowniez wspotorganizacje konferencji 1 kursow
naukowych dla doktorantéw i miodych pracownikéw naukowych z udzialem naukowcoéw
francuskich.

W  sympozjum "Gene Structures and Expression in Plant Pathogenesis”,
zorganizowanym w Warszawie 18 i 19 stycznia 1996 r., wzieto udziat siedmiu naukowcow z
Francji oraz polscy doktoranci 1 naukowcy.

W dn. 3-5 czerwca 1996 r., odbyt sie w Warszawie polsko-francuski kurs
bioinformatyki, w ktorym wzieto udziat okoto pigcdziesigcru osob, w tym wykiadowey z
INRA i firmy Infobiogen. W ramach kursu, 25 os6b wzigto udziat w zajeciach praktycznych.

W dn. 9-10 grudniu 1996 r. odbyta sie w Warszawie konferencja zatytutowana
"Molecular Analyses of Genomes of Microorganisms" z udziatem trzech naukowcow z
Instytutu Biologii Fizyko-Chemicznej w Paryzu. W konferencji wzieto udzial 13-u
magistrantow i doktorantdéw z IBB 1 UW.

Spektakularnym wynikiem organizowanej przez Centrum wspoipracy polsko-
francuskiej jest ukazanie si¢ specjalnego ieszytu miedzynarodowego czasopisma "Biochimuie”,
wydawanego we Francji. Zeszyt ten, zatytulowany "Biologia molekularna w Polsce" zawiera
oryginalne prace naukowe wykonane w polskich laboratoriach (IBB PAN, IChB PAN,
Uniwersytet Warszawski, Uniwersytet Jagiellofiski, Uniwersytet Gdanski, Slaska Akademia
Medyczna, Akademia Rolnicza w Poznaniu) w wigkszosci przypadkéw przy wspolpracy z
kolegami francuskimi.

Ponadto Centrum wielokrotnie uczestniczylo w organizacji pobytow naukowcow
polskich (IBB PAN, IChB PAN, Uniwersytet Warszawski) w placowkach francuskich -
Université Paris VI, Université Paris XI, INSERM, Institut J. Monod w Paryzu, Laboratoire de
Biologie Cellulaire INRA w Wersalu, Centre de Génétique Moléculaire i Institut de Biologie
Végétale CNRS w Gif-sur-Yvette, Institut G. Roussy w Villejuif, Université J. Fourier i Institut
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de Biologie Structurale w Grenoble, INRA w Bordeaux, Centre de Biophysique Moléculaire
CNRS w Orleanie, Institut de Biologie Moléculaire des Plantes CNRS w Strasbourgu,
Université P. Sabatier w Tuluzie, ORSTOM w Montpellier - ogétem w 1996 r. 14 wyjazdow
do Francji oraz wizyta 4 0s6b z Francji w Polsce).

W tym okresie przy wspotudziale Centrum opublikowano 10 prac polsko - francuskich
W czasopismach migdzynarodowych (Biochimie, Gene, Journal of Biological Chemistry,
Molecular and General Genetics, Proceedings of the National Academy of Sciences of USA,
Yeast).

Doroczne  zebranie Komitetu Naukowego Polsko-Francuskiego ~ Centrum
Biotechnologii Roélin odbyto sie dn. 2 grudnia 1996 r. w Instytucie Biochemii i Biofizyki PAN

w Warszawie.
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OGOLNOINSTYTUTOWE SEMINARIA NAUKOWE 1996R.

09.01.96
Mgr J. Topczewska (Z-d Biofizyki)

,Synteza i sekrecja w drozdzach ludzkiego czynnika wzrostowego komorek epidermalnych”

16.01.96
Dr J. Michalik (Z-d Biosyntezy Biatka)
Ekspresja obcych biatek i peptydow w systemie bakulowirusa”

16.01.96
Dr C.Herbert (Centrum Genetyki Molekularnej, Gif-sur-Yvette, Francja)

_Saccharomyces cerevisiae, an economical genome”

30.01.96
Mgr R. Kucharski (Z-d Genetyki UW)
_Gen kodujacy TBP (TATA Binding Protein) u Aspergillus nidulans”

26.01.96
Dr M. Koztowski (University of Arkansas, Medical Sciences, USA)
_NKAM - nowy gen w komérkach cytotoksycznych (Killer cells)”

13.02.96
Mgr M. Prymakowska-Bosak (Pracownia Biologii Molekularnej Ro$lin UW)

. Nadekspresja genu histonu H1 w tytoniu”
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20.02.96
Dr Z. Dominski (Z-d Genetyki)
,Dojrzewanie prekursoréw mRNA. Analiza genetyczna i manipulacje za pomoca

antysensownych oligonukleotydéw”

27.02.96
Dr J. Poznanski (Z-d Biofizyki)

~Modelowanie dalekozasiegowego przeniesienia elektronu wewnatrz peptydow”

05.03.96

Dr Tim Langdon (Institute of Biological Sciences, The University of Wales, Aberystwyth.
UK)

~Progress in the molecular analysis of the rye B-chromosome”

12.03.96
Dr Timothy O'Connor (Institut Gustave Roussy, Villgjuif, Francja)

»DNA base excision repair”

14.03.96
Dr A. Pokrovski (Institute of Molecular Biology, Novosibirsk, Rosja)

,»Synthesis of linear and circular forms of human immunodeficiency virus proviral DNA”

02.04.96
Dr M. Dadlez (Z-d Biofizyki)

»wczesne etapy zwijania sie inhibitora trypsyny z trzustki wohy”

16.04.96
Mgr A. Nowicka i dr P. Joticzyk (Pracownia Mutagenezy i Reperacji DNA)

»Specyficzne interakcje miedzy biatkami "mutasomu" Escherichia coli”’

19.04.96
Dr J. Chroboczek (Institut de Biologie Structurale, Grenoble, Francja)

,Penton adenowirusa”
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23.04.96
Mgr 1. Kern (Z-d Biochemii Drobnoustrojow)

,Wydzielanie streptokinazy ze Streptococcus equisimilis H46A przez bakteryjny system

homologiczny 1 heterologiczny”

24.04.96

Dr P. Lassota (American Cyanamid Company, Pearl River, N.Y, USA)

,Poszukiwanie nowych lekéw przeciwnowotworowych w oparciu o profil cytotoksyczno$ci

wobec odpowiednio dobranego zestawu linii komoérkowych”

07.05.96
Mgr M. Géra (Z-d Genetyki)
_Ukierunkowana mutageneza genu HEM 15 kodujacego ferrochelataze w drozdzach

Saccharomyces cerevisiae. Fizjologiczna i biochemiczna charakterystyka mutantow.”

14.05.96
Mgr M. Bretner (Z-d Biologii Molekularnej)
,,Synteza tiopochodnych fluorodeoksyurydyny, potencjalnych srodkow antyrakowych”

15.05.96
Prof. Roel Schaaper (NIEHS, Research Triangle Park, USA)

, Mechanisms of mutagenesis in E. coli”

21.05.96
Dr K. Grzelak (Z-d Biosyntezy Biatka)

“Molekularne mechanizmy dziatania ekdysteroidow”

28.05.96
Z. Zarebska (Z-d Biologii Molekularnej)

,,Lipidowe'fotoprodukty psolarenu powstajace w blonach w czasie terapii PUVA”
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27.05.96
Prof. Bruce Kemp (St. Vincent's Institute of Medical Research, Australia)

»Regulation of calcium dependent protein kinases”

11.06.96
Mgr R. Iwanicka (Z-d Biochemii Drobnoustrojow)

~INOWy gen reguloru cysteinowego u Escherichia coli-cbl”

17.06.96
Dr A. Barbin (International Agency for Research on Cancer, F rancja)
~-DNA etheno adduscts as critical exposure markers and as markers of genotoxic effects

associated with oxidative stress (lipid peroxidation)”

18.06.96
Dr J. Smagowicz (Z-d Biofizyki)
~Indukowana przez magnez asymetria otwarcia DNA w kompleksach promotorowych o

réznym zagieciu osi helisy”

19.06.96
Prof. Norman J. Pieniazek (Parasitic Disease Branch, Atlanta, USA)
~Zastosowanie biologii molekularnej w referencyjnej diagnostyce nowych chorob

infekcyjnych”

14.06.96
Dr R. Korona (Uniwersytet Jagiellonski, Krakéw)
»Koewolucja uktadow pasozyt-gospodarz:zarys teorii i wybrane przyklady”

25.06.96
Dr R. Natorff (Z-d Genetyki)
~Klonowanie i charakterystyka genéw regulacyjnych metabolizmu siarkowego u Aspergillus

nidulans”
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26.06.96
Dr K. Lewicka (absolwentka Uniwersytetu Montpellier, Francja)

”Badanie roznorodno$ci genetycznej w populacjach mikroorganizméw przy pomocy techniki

Multilocus Enzyme Electrophoresis”

24.06.96
Prof. D. Guerra (University of Idaho, Moscow, USA)

,Biochemistry and Molecular Biology of Cold Adaptation in Plants: Antifreeze Proteins and

Mechanisms of Gene Targeting”

01.07.96
Dr P. Czernik (University of Arkansas, USA)
. Bialka transkrypcyjne - mechanizmy specyficznego oddziatywania z DNA”

25.07.96
Prof. Steven Spiker (Dept. of Genetics, N.Carolina University, USA)

”Nuclear Matrix Attachement Regions (MARs) and Their Function in Transgene Expression in
Plant Cells”

08.08.96
Dr Piotr Chomczyfiski (Molecular Research Center, INC, Cincinnati OHIO, USA)

,Izolacja 1 analiza RNA”

02.08.96
Dr Wojciech Ardelt (ALFACELL Corporation Bloomfield, NJ, USA)

,Rybonukleazy o dziataniu antynowotworowym”

03.09.96
Dr Magdalena Konarska (The Rockefeller University, New York, USA)

,Uproszczony uktad bezkomérkowy do badania mechanizmu splicingu pre-mRNA”
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24.09.96
Prof. Pawel Liberski (Akademia Medyczna, £.6dz)
»Choroby wywotane przez priony”

30.09.96
Prof. J. Jeljaszewicz (Panstwowy Zaklad Higieny, Warszawa)

»Zakazenia przysztosci”

09.10.96
Prof'. Neil Jones (Cell Genetics Laboratory, The University of Wales, UK. )

,Do chromosomes need genes?”

10.10.96
Prof. Ervin Balazs (Agricultural Biotechnology Center, God6llo, Wegry)

»Strategies for engineering plant virus resistance”

20.10.96
Dr P. Zielenkiewicz (Zaklad Biofizyki)
»Metody przewidywania struktur biatek”

05.11.96
Prof T. Ktopotowski (Zaktad Biochemii Drobnoustrojow)

,Zanim pojawito si¢ zycie”

12.11.96
Dr J. Hennig (Zaktad Biochemii Roslin)

~Receptor etylenu w komérkach roslinnych”

03.12.96
Dr M. Lobocka (Zaktad Biochemii Drobnoustrojow)
~Nowe perspektywy badan nad partycja niskokopiowych plazmidéw w czasie podziatu

komorkowego”
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16.12.96
Dr Alexander Wiodawer (NCI-FCRDC, Frederick, USA)

,Retroviral integrase-crystal structure of a new target for designing drugs against AIDS”

17.12.96
Prof. Alina Kacperska (Instytut Biologii Eksperymentalnej Roslin UW)

»Synteza 1 rola etylenu w reakcjach roslin na czynniki stresowe”
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DADLEZ M., KIMP.S.
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BARDOWSKI J.
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34/N

35/N

36/N

TYTULY ROZPRAW HABILITACYJNYCH

JARUZELSKA JADWIGA

Molekularne podioze fenyloketonurii: mutacje genu 1 zaburzenia dojrzewania
pre-mRNA hydroksylazy fenyloalaninowej. (Molecular basis of phenylketonuria: gene
mutations and maturation defects of pre-mRNA phenylalanine hydroxylase.)

Presented January 23, 1996

Research done in the Department of Human Genetics PAS. Poznaf 1995 .54s.

Publ.: Post.Biol. Kom. (1989), 16 , 165-175: Post. Bioch.(1990) 36, 24-31:
Hum.Genet. (1991), 86, 247-250: Hum Mol.Genet. (1992), 9, 763-764.

J Med.Genet. (1993), 232-234: Kosmos (1994), 431-443

CEGLOWSKI PIOTR
Konsekwencje wystepowania w komoérkach Bacillus subtilis monomerycznych form

plazmidéw. (Consequences of generation of monomeric plasmid forms in Bacillus
subtilis cells.)

Presented March 12,1996

Research done in the Department of Microbial Biochemistry IBB PAS

Publ.: Mol.Gen.Genet. (1983), 192 149-155. Mol .Gen.Genet. (1984), 197,
522-524: FEMS Microbiol. Lett. (1993), 109, 145-150: Gene (1993), 136, 1-12:
Gene (1994) ,145, 33-39: Mol.Gen.Genet.(1993), 241, 579-585:~
Mol.Gen.Genet.(1990), 222 441-445: Post.Microbiol. (1995), 34, 121-141

HENNIG JACEK

Udziat kwasu salicylowego w odpowiedzi roélin na czynniki chorobotworcze.

(Role of salicylic acid in plant response to pathogen attack).

Presented July 2,1996

Research done in the Department of Plant Biochemistry IBB PAS

Publ.: Plant Cell (1992), 4 359-363: Induction, modification and reception of the
salicylic acid signal in plant defense. W: Mechanism of Plant Defense Responses.

eds B.Fritig i M.Lengrad vol. 2 ,( Kluwer ) Dordrecht. 185-195

Polish J. Chem. (1993), 67 1251-1254: The Plant J. (1993), 4 593-600

Curr.Topics Plant Physiol. (1993) , 11 230-232 eds.J.C.Schultz, I.Raskin. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA ( 1995), 92, 4134-4137. Adv.Mol.Gen. Plant-Microbe
Interactions (1994) 3 349-354 | eds. M.J Daniels, J.A Downie, A.E.Osbour.(Kluwer)
The Plant J. (1993), 4 481-493

KULA-SWIEZEWSKA EWA

Rola zwiazkow izoprenoidowych w komorkach roslinnych. Biosynteza, funkcje
biologiczne i wystepowanie. ( Role of isoprenoid compounds in plant cells.
Biosynthesis, biological function and occurrence.)

Presented October 8, 1996

Research done in the Department of Lipid Biochemistry IBB PAS

Publ.: Biochem.Biophys.Res.Commun. (1993), 192, 161-166: J.Biol.Chem. (1995),
270, 566-572: ] Biol.Chem. (1993), 268, 1494-1499:

Biochem.Biophys Res.Commun. (1994), 205, 714-721: Plant Physiol.
Biochem:(1994),32, 825-829: Post Bioch. (1995),41, 51-58
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38/N

39/N

40/N

41/N

42/N

TYTULY PRAC DOKTORSKICH

POZNANSKI JAROSLAW

Analiza konformacyjna peptydow zawierajacych mostek prolinowy i jej zastosowanie
w modelowaniu przeniesienia elektronu migdzy stanami rodnikowymi koacowych
aminokwasow ( Trp, Tyr, Met).

(Conformational analysis of oligoproline -bridged peptides and its application in
modeling of electron transfer between terminal aminoacids ftrp, Tyr , Met /)
Presented January 23, 1996

Research done in the Department of Biophysics IBB PAS Warszawa, 1995

REMPOLA BOZENNA

Synteza inhibitora proteinaz serynowych CPTI Il w Escherichia coli i
Saccharomyces cerevisiae. (Sythesis of serine proteinases inhibitor CPTI IT in
Escherichia coli and Sacharomyces cerevisige.)

Presented March 12,1996

Research done in Department of Physics IBB PAS

AWAN MALIK FATH MUHAMMAD

Odpowiedz tkanek ziemniaka (Solanum tuberosum L.) na Phytophthora infestans
lub ich elicitory. (Response of potato (Solanum tuberosum L.) tissues to
Phytophthora infestans or its elicitors.) ‘

Presented June 2, 1996

Research done in Department Plant Biochemistry IBB PAS

TOPCZEWSKA JOLANTA

Synteza ludzkiego czynnika wzrostowego komorek epidermalnych-hEGF przez
drozdze Saccharomyces cerevisiae.(Synthesis of human epidermal growth factor -
hEGF in yeast Saccharomyces cerevisiae.)

Presented June 14,1996

Research done in Department of Boiphysics IBB PAS.

TOPCZEWSKI JACEK

Klonowanie i charakterystyka genu cys B Aspergillus nidulans kodujacego syntaze
cysteinowa. (Cloning and characterisation Aspergillus nidulans cys B gene encoding
cysteine synthase.)

Presented June 14, 1996

Research done in Department of Genetics IBB PAS.

PALUCHA ANDRZEJ

Transformacja wybranych odmian ziemniaka metoda agroinfekcji plazmidami
zawierajacymi cDNA genomu wirusa liSciozwoju ziemniaka. (Agroinfection of
selected potato cultivars by binary plasmids carrying fragments of cDNA PLRV
genome.)

Presented October 8 ;1996

Research done in the Department of Microbial Biochemistry, IBB PAS.
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43/N WIDLAK WIESLAWA

44/N

Analiza struktury i funkcji promotora genu hst70 szczura z wykorzystaniem modelu
myszy transgenicznych.
Presented October 8, 1996

Research done in Department of Molecular Biology, The Maria Sktodowska -Curie
Memorial Cancer Center and Institute of Oncology, Gliwice.

NOWICKA ADRIANNA

Interakcja miedzy biatkami wchodzacymi w sktad mutasomu Escherichia coli.
(Protein-protein interactions between FEscherichia coli " mutasome" proteins.)
Presented December 17, 1996

Research done in Laboratory of Mutagenesis and DNA Repair , BB PAS
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45/N

46/N

TYTULY PRAC MAGISTERSKICH

TOBIASZ ANNA

Analiza genetyczna, molekularna i fenotypowa mutantow i supresorow mutacji

mdp]. (Genetic, molecular and phenotypic analysis of mdp/ mutants and their
suppressors.)

Presented March 29, 1996

Research done in the Department of Genetics,IBB PAS. and Chair and Department of
Clinical Biochemistry and Chemistry of Medical Academy in Warsaw

BYKOWSKI TOMASZ

Rola heterodimerycznego histonopodobnego biatka IHF Escherichia coli:
charakterystyka mutantéw oraz badanie mozliwosci fukcjonowania homodimeréw
(The role of heterodimeric histone like protein IHF of E. coli:characterization of

mutants and examination of possible homodimer functionality)

47/N

48/N

49/N

50/N

Presented July 5, 1996
Research done in the Department of Microbial Biochemistry IBB PAS and the
Department of Biology, University of Warsaw.

KAWALEC MAGDALENA

Izolacja , oczyszczanie oraz charakterystyka, nowej endonukleazy restrykcyjnej

z niezidentyfikowanego szczepu morskiej bakterii psychrofilne;. (Isolation,
purification and characterization of a novel restriction enzyme from an unidentified
strain of psychrofilic bacteria.)

Presented December 18, 1995

Research done in the Department of Genetics ,UW.

RACKI WALDEMAR

Analiza sekwencji intronu omega u mutantéw SuQ) Saccharomyces cerevisiae.
(Analysis of sequence of the omega intron in the SuQ Saccharomyces cerevisiae.)
Presented 1996

Research done in the Department of Genetics, UW

PALCZEWSKA MALGORZATA

Badanie funkcji jadrowych genéw Saccharomyces cerevisiae: mss 116 i dss/

(Studies of functions of the nuclear genes mss 116 i dss/ Saccharomyces cerevisiae.)
Presented July 9, 1996

Research done in the Department of Genetics UW.

TKACZYK MARTA

Wplyw sekwencji liderowej subgenomowego TNA wirusa liSciozwoju ziemniaka na
gen reporterowy uidA kodujacy B - glukuronidaze (GUS).

The influence of the potato leaf roll virus subgenomic RNA leader sequence on the
reporter gene uidA coding B-glucuronidase (GUS).

Presented October 9, 1996

Research done in the Department of Microbial Biochemistry IBB PAS and the
Department of Biology, University of Warsaw.
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51/N

52/N

53/N

54/N

55/N

KRYSIAK CEZARY

PrzejSciowa i trwata transformacija pszenicy z zastosowaniem strzelby genowe;.
(Transient and stable transformation of wheat with the use of a gene gun).

Presented September 27, 1996

Research done in the Department of Plant Biochemistry IBB PAS and Chair of Plant
Physiology Warsaw Agriculture University

CHECHLACZ MAGDALENA

Wptyw temperatury indukujacej diapauze na funkcje mézgu larw mola woskowego,
Galleria mellonella

(Changes in the profile of brain proteins as a result of low temperature stress in
Galleria mellonella).

Presented June 13, 1996

Research done in the Department of Invertebrate Physiology of Inst. of Zoology UW

and Department of Protein Synthesis IBB PAS.

NOWOSIELSKA ANETTA

Opracowanie ukfadu ekspresji syntetycznego, chimerycznego genu CPCI w
Saccharomyces cerevisiae.(Development of S. cerevisiae expression system for the
synthetic chimeric gene CPCI.)

Presented September 27, 1996

Research done in the Department of Biophysics IBB PAS and Department of Biology
and Earth Sciences, The Maria Curie-Sktodowska Memorial University.

GODLEWSKI JAKUB

Wplyw diapauzy na synteze biatek u larw mola woskowego, Galleria mellonella.
(Influence of diapause on the synthesis of some Galleria mellonella larvae proteins.)
Presented July 16, 1996

Research done in the Department of Invertebrate Physiology of Institute of
Zoology UW and Department of Protein Synthesis IBB PAS..

SIEDLECKA MONIKA

Badania strukturalne analogu trzeciej petli wiazacej jony wapnia z kalmoduliny.

(Structural investigations of a peptide analogous to the third calcium binding loop of
calmodulin)

Presented May , 1996

Research done in the Department of Chemistry of Politechnical University and
Department of Biophysics IBB PAS

Prace publikowane przez laboratoria zagraniczne, ktérych wspotautorami sa
pracownicy [IBB PAN.
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STRESZCZENIA. ROZNE

888/A STANCZAK J.J., OPOKA-KEGLER J, BARANJ, LIPNIACKI A,, PIASEK A,
HORBAN A.
Peripheral blood mononuclear cells as a source of HCV RNA for the monitoring of

response to interferon therapy.
VII Intern. Symp. on Viral Hepatitis Madrid - January 25-27 1996

+889/A STANCZAK J.J.,, MEDYNSKA J., RADLINSKA M., BARAN J., BROJER E.
Genotypic analysis hepatitis C viruses isolated in Poland.
Basel Liver Week, Acute and Chronic Liver Diseases: Molecular Biology and Clinics.
Basel, 17-24 October 1995

890/A MIKOLAJCZYK M., SZCZEGIELNIAK J., GAGANIDZE D., JURKOWSKI I,
DOBROWOLSKA G., MUSZYNSKA G.
Protein kinases involved in stress signalling in plants.
Intern. Summer School on "Molecular Mechanisms of Signaling and Targeting".
Island of Spetsai, Greece, August 18-30 1996 post. Abstr. p.42

891/A BARDOWSKI J.
Bakterie mlekowe - od badah podstawowych do nowatorskich zastosowan.
Europ. Confer. pod auspicjami Programu "Biotechnologia" 22-26 pazdziernika 1995,
Cork, Irlandia. Przeglad Mleczarski 1 styczefi 1996 24-25

892/A KRZYMOWSKA M.
Wolne rodniki a patogeneza roélin.
Konf. "Dwa oblicza tlenu" P.Tow.Bot. Sekc. Biol. Exp.Rosl. UW. i IBB PAN W-wa
26.04.1996

893/A BARDOWSKI J.
Wspoiczesne metody diagnostyki bakterii fermentacji mlekowe;.
Szkota Letnia "Bakterie Fermentacji Mlekowej: klasyfikacja, metabolizm, genetyka,
wykorzystanie".
Dobieszkow k./Lodzi, 19-23.05.1996 program W.2

894/A BARDOWSKI J.
Podstawy genetyki bakterii.
Ibid.: program W.7

895/A BARDOWSKTI J.
Wykorzystanie technologii rekombinacji DNA do ulepszania bakterii mlekowych..
Ibid.: program W.11

896/A BARDOWSKI J.
Charakterystyka operonu laktozowego bakterii mlekowych 1 jego potencjalne
wykorzystanie.
Ibid.: program W.9
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897/A FRANK S., CAFFIERI S., VEDALDI D., ZAREBSKA Z., DALL’ACQUA F.

Structure activity relationship between psoralen-oleic acid photocycloadducts and
PKC activity.

Photochem. Photobiol. 1996 63 Special Issue
24t Annual Meeting June 15-20, 1996 Atlanta, Georgia Abstr. MPM-HI p.55S

898/A RAYARR., BARDOWSKI J., EHRLICH S.D., CHOPIN A.

Multiple transcriptional control of the tryptophan biosynthetic operon of Lactococcus
lactis.

sth Symposium on Lactic Acid Bacteria Genetics, Metabolism on Lactic Acid

Bacteria Genetics, Metabolism and Applications. FEMS Veldhoven, The Netherlands,
September 8-12 (1996) Abstr. H 28

899/A ALEKSANDRZAK T., BARDOWSKI J.

Cellobiose-induced B-galactosidase activity in Lacfococcus lactis TL 1403
Ibid.: H 36

900/A. CZERNIEC E., BARDOWSKI J.

Plasmid-encoded starch-degrading enzyme in Lactococcus lactis strain of non dairy
origin.

Ibid.: H 37

901/A BARDOWSKI J.

Mechanizmy regulacji ekspresji gendw u Lactococcus lactis.
XXIIT Zjazd Pol.- Tow.Mikrobiol. £.6dz 1996 Mat. Nauk. 5.76

902/A. ALEKSANDRZAK T., CZERNIEC E., BARDOWSKI J.

Lokalizacja genow kodujacych kryptyczna B-galaktozydaze i amylaze w komérkach
Lactococcus lactis.

Ibid.: P-006 5.84

903/A BIERZYNSKI A.
Struktura przestrzenna biatek globularnych.

XXXII Zjazd P.T .Bioch. 17-20 wrzesnia, 1996 Krakow Abstr. IV-1 s5.110 referat
Sympoz.

904/A NATORFF R., PIOTROWSKA M., PASZEWSKI A.

SCONB, an Aspergillus nidulans sulphur metabolism regulatory gene encodes a
B—transducin-like protein.

ECFG3 31d European Conference on Fungal Genetics Miinster, Germany, March 27-
30, 1996 p.64 nr 43:B

905/A GRZESIUK E., JANION C.

MMS-induced mutagenesis and DNA repair in E.coli defective in mismatch repair.
DNA repair.

DNA Repair Network Workshop. Smolenice Castle, Slovakia 29 April-1 May, 1996
p.15 LS
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906/A WOJICIK A., JANION C.
Halogen light induced mutagenesis and mutation and mutation decline in E, coli
AB 1157 strains.
Ibid.: p.46, P 12

907/A MACIEJEWSKA U., AWAN M.F.M.
Oxidative response to Phytophthora infestans elicitor in Solanum tuberosum and
S. nigrum suspension cells.

10th FESPP Congress "From Molecular Mechanisms to the Plant: An Integrated
Approach”. Florence, Italy September 9-13 1996 p.285 S19-12

908/A ZAREBSKA Z., WASZKOWSKA E., POZNANSKI J,
Photoadducts of psoralen to lecithins: their possible role in the photochemotherapy
PUVA.

12t International Congress on Photobiology (ICP’96) September 1-6 1996 Hofburg
Congress Center Vienna, Austria abstr. p.206, 038

909/A PIETRZYKOWSKA 1., CZAJKOWSKA A.
A possible mechanism of UV-induced mutagenesis of A sus 08 in the nonpermissive
for phaghe DNA replication host.
Ibid: p.216, 080

910/A PIETRZYKOWSKA I, BEBENEK A., CZAJKOWSKA A.
Mechanisms of UV induced mutagenesis in Escherichia coli.
"DNA Repair Network Workshop" Cancer Res. Instit. Slovak Academy of Sci.
Smolenice Castle, Slovakia 29 April-1 May, 1996 abstr. L7 p.17

911/A PIETRZYKOWSKA 1.
Mechanizmy naprawy DNA-obrona organizméw przed mutagenami srodowiskowymi.
XXX Zjazd P.T.Bioch. 17-20 wrzesnia 1996, Krakéw Abstr. II-2 referat
sympozjalny p.31.

912/A BEBENEK A ,PIETRZYKOWSKA 1.
Mutacja isfA powoduje zahamowanie UV-indukowanych tranzycji GC—AT i

AT—GC w szczepach recA™ oraz transwersji GC—>TA oraz AT—>TA szczepach
rec A730.
Ibid.:abstr. I1-7 p.35

913/A HENNIG J., BRODZIK R.
Methylation of deoxyadenosine affect on transient expression the tobacco PR-1A
promoter.
8th Intern.Congress "Molecular Plant-Microbe Interactions". Knoxville, TN
July 14-19, 1996. Abstr. M-12

914/A°' CHACHULSKA A M,,ROBAGLIA C..DINANT S_ROSA I,ZAGORSKI W.

Construction of full-length cDNA copies of potato virus Y (PVY) isolates.
XXXII Zjazd P.T Bioch. 17-20 wrzeénia 1996, Krakoéw .Abstr.

VII. 17



915/A OBUCHOWSKI M., SZALEWSKA-PALASZ A, WEGRZYN A.

Udziat podjednostki o polimerazy RNA Escharichia coli w antyterminacji
transkrypcji.
Ibid.: IV -25p.124

916/A WEGRZYN A, TAYLOR K., WEGRZYN G.

Funkcja genu chp4 w replikacji bakteriofaga 1 plazmidu A.
Ibid.: IV-20, p.122

917/A WEGRZYN G., WEGRZYN A., PANKIEWICZ A., TAYLOR K.
Allelo-specyficznos¢ dnad w replikacji plazmidow A.
Ibid.: IV-19, p.121

918/A WEGRZYN A, WEGRZYN G., TAYLOR K.

Mechanizm rozpadu kompleksu replikacyjnego bakteriofaga A po szoku termicznym.
Ibid.: IV-18, p.121

919/A WEGLENSKA A, SIRKO A., HULANICKA D.

Charakterystyka nowego genu ucpA zlokalizowanego w obrebie 52° chromosomu
Escherichia coli.

Ibid.: X1-102, p.310

920/A KLUDKIEWICZ B., GRZELAK K.

Wptyw 20-hydroksyekdyzonu na synteze biatek u larw Galleria mellonella.
Ibid.: X1I-101, p.310

921/A GORA A., PAWEOWICZ J., ROSA 1, ZAGORSKIW.
Phenotypically different potato spindle tuber viroid molecular variants vary in the
secondary structure of the P domain.
Tbid.: TV -43,p. 133

922/A PAWLOWICZ I M., GORA A, ROSA 1., CHACHULSKA A M., WELNICKI M.
Konstrukcja plasmidow do transformacji roslin w celu otrzymania odpornosci na
zakazenia PSTVd.

Ibid.: IV -42, p.133

923/A GRAZIEWICZ M.A., ZASTAWNY T.H., OLINSKI R , JANION C., TUDEK B.
Replikacja DNA na matrycach modyfikowanych uktadem generujacym rodniki

nadtlenkowe -hipoksantyna /oksydaza ksantynowa.
Ibid.: VIII-7, p. 209

924/A TREMBACZ H., JEZEWSKA M. M.

Roéznorodno$é fosforylaz nukleozydéw adeninowych.
Ibid.: XI- 13, p. 266

925/A STIWECKA M.A., TOMASZEWSKI M., NAPIERALA M., KRZYZOSIAK W.J
Specyficznos¢ rybosomalnej nukleazy zarodkow zyta .
Ibid.: XI -123, p.321
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926/A WEGRZYN A., WEGRZYN G., TAYLOR K,
Czy podjednostka B polimerazy RNA E.coli jest miejscem kontaktu z aktywatorami

transkrypcji?
Ibid.: IV - 28, p.126

927/A SZCZEGIELNIAK J., JURKOWSKI I, DOBROWOLSKA G., MUSZYNSKA G.
Charakterystyka zaleznej od wapnia i fosfolipidow kinazy biatkowej z siewek
kukurydzy.

Ibid.: VI-19, p.171

928/A KAZIMIERCZAK B., MARCZEWSKI A., SWIEZEWSKA E., CHOJNACKIT.
Wplyw zmiennosci morfologiczno-anatomicznej populacji kosodrzewiny tatrzafiskie;
(Pinus mugo Turra) w OB PAN w Powsinie na widmo poliprenoli.
Ibid.: VI-18 p. 171

929/A SZKOPINSKA A, GRABINSKA K., PALAMARCZYK G.
Mutacje drozdzowego genu syntazy FPP powoduje nagromadzenie nietypowych
.prenoli.
Ibid.: VI-16,p.170

930/A GRABOWSKA D., SKONECZNY M., SZKOPINSKA A.
Obecnos¢ struktur peroksysomalnych nie jest konieczna do syntezy poliprenoli
u Saccharomyces cerevisiae. '
Ibid.: VI-17, p.170

931/A SZOLAJSKA E., MICHALIK 7.
Rekombinant bakulowirusa jako msektycyd.
Ibid.: 1I-63 p. 63

932/A HOFFMAN- ZACHARSKA D., PAPWORTH M., STEPIEN P.
Klonowanie i analiza genu kodujacego glukoamylaze Aspergillus awamori.
Ibid.: 1-17, p.13

933/A PRZEWLOCKI G., EDELMAN A., PRZYKORSKA A.
New RNase from colonic carcinoma cell line.
Ibid.: I1I - 20, p.81

934/A LENART U., LIWOS A., PALAMARCZYK G.
Sekrecja inwertazy w mutantach Aspergillus nidulans o obnizonej aktywnosci
syntazy mannozofosfodolicholu.
Ibid.: VI- 10, p.167

935/A KRUSZEWSKA J., PALAMARCZYK G.
Mutacja zdolnosci sekrecyjnych 7richoderma reesei poprzez nadekspresje
drozdzowego genu syntazy mannozofosfodolicholu.
Ibid.: VI-2, p.159

936/A MUSZYNSKA G.

Fosforylacja biatek u roélin.
Ibid.: VI-8, p.165 referat sympozjalny.
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937/A TWANICKA-NOWICKA R, HRYNIEWICZ M.M., HULANICKAM.D.

Rola biatka regulatorowego Cbl w ekspresji operonu cys PTWAM E. coli.
Ibid.: XI-107, p.313

938/A SWIEZEWSKA E., SZYMANSKA M., SKORUPINSKA K., CHOJNACKI T.
The occurrence of long chain polyprenols in leaves of plants.
12th Intern.Symp.on Plant Lipids. July 7 - 12,1996 Toronto Kanada . Abstr.B49

939/A SWIEZEWSKA E., CHOINACKIT.
The occurrence of long chain polyprenols in leaves of plants.

Inter.Symp. on Isoprenoid Biochemistry. Zao, Japan, August 20 - 24, 1996 referat
sympozjalnych.

940/A SWIEZEWSKA E., SZYMANSKA M., SKORUPINSKA K., HERTEL J.,
KULCITSKY V., CHOJNACKIT.
The occurrence of the longest chain polyprenols in leaves of plants.

37th Intern.Conf. on the Biochemistry of Lipids . Antwerp (Belgium)- September 4-7,
1996 Abstr. P222 p.89

941/A TROJANEK J., MUSIELAK M., MUSZYNSKA G.
Tyrosine phosphorylation in proteins of maize seedlings.
15th Annual Symp. Current Topics in Plant Biochem. Physiol.and Mol.Biol.
"Phosphorylation - Dephosphorylation of Plant Proteins. Abstr. poster 1-63 p.144

942/A DOBROWOLSKA G., SZCZEGIELNIAK J., MIKOLAJCZYK M., GAGANIDZE D.
JTURKOWSKI I, MUSZYNSKA G.
Salt stress responsive protein kinases from maize seedlings.
Ibid.: poster 1-62 p.143

943/A AWOTUNDE 0.S., ZOLNIEROWICZ S, MUSZYNSKA G.
Identification of protein phosphatase type 2A (PP2A) 65 kDa regulatory subunit in
maize seedlings.

Workshop :"the Structural Basis for the Phosphate Signaling". Tatra Mountains 20-26
May, 1996 Zakopane , Poland Abstr. 28

944/A MIKOLAJCZYK M., SZCZEGIELNIAK J., GAGANIDZE D, JURKOWSKI 1.,
DOBROWOLSKA G., MUSZYNSKA G.

Protein kinases involved in stress signaling in plants.
Ibid .: 30

945/A GORA A., PAWLOWICZ J., KIERZEK A., CANDRESSE T, ZAGORSKIW.
Pedigree analysis of potato spindle tuber viroid genome.

Xth International Congress of Virology. Jerusalem ,Israel , August 11-16, 1996
Abstr. PW09 - 5

946/A CHACHULSKA A M., ROBAGLIA C., CHRZANOWSKA M, ZAGORSKIW.

Tobacco veinal necrosis determinants and group specific epitopes in PVY genome.
Ibid.: PW12-1
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947/A SWIEZEWSKA E.
Prenylacja i acylacja biatek.
Ibid.: VI-4 p.161, referat sympozjalny

948/A HULANICKA D., JUSZCZUK M.
Expression of genes located on the subgenomic RNA of potato leafroll virus.
Xth International Congress of Virology 11-16 August 1996, Jerusalem.
Abstr..PW50-5, p.235

949/A SADOWY E., GRONENBORN B., HULANICKA D.
Infections transcripts of potato leafroll virus.
Ibid.: PW11 - 18, p.133

950/A SIWECKA M.A.
Rye germ ribosomal nuclease degrading double-stranded RNA: purification
and specificity.
"Ribonucleases: Chemistry, Biology, Biotechnology." 4th Intern Meeting
Groningen July 14-18, 1996. Abstr.S2 P4

951/A MICHALIK J., SZOLAJSKAE.
Bakulowirusy - alternatywne do chemicznych pestycydy.
Letnia Szkota "Chemiii aktywnosci biologicznej pestycydow"
Uniwersytet Wroctawski , Ladek Zdroj 24-28 czerwca 1996 abstr.” s. 3

952/A PRZEWLOCKI G., EDELMAN A, PRZYKORSKA A.
New sequence specific human RNase.
4th Intern Meeting-Groningen , July 14-18 1996 "Ribonucleases: Chemistry, Biology,
Biotechnology." Abstr.: S3 P11

953/A HULANICKA D., PALUCHA A., SADOWY E., ZAGORSKI W.
Potato leafroll virus: the engineering resistance to this virus and mechanisms of its
genome expression.
The second Japonese-Polish Seminar on Biotechnology. Organized by JSPS and PAS
"Plant Biotechnology" 23-25 October 1996. Osaka, Japan . Abstr. p.10

954/A FIKUS M., PAWLOWSKI P.
Fatique of the cellular membrane of Neurospora crassa ( Slime) cells subjected to
mechanical stress.
6th Conf. Cell Biology . 12-14 September ,1996 . Lublin ,Poland.
Folia Histochem. Cytobiol. (1996) 34 suppl. 2 p. 9

955/A PALUCHA A., CHRZANOWSKA M., ZAGORSKI W., HULANICKA D.
Otrzymanie transgenicznych klonéw ziemniaka odpornych na infekcje wirusem
lisciozwoju ziemniaka (PLRV).

Seminarium "Molekularne Podstawy Interakcji pomiedzy Patogenem a Rosling
Uprawng" 14. 11.1996, Poznan. Instytut Genetyki Roslin PAN
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956/A JUSZCZUK M., HULANICKA D.

Ekspresja genow zlokalizowanych na subgenomowym RNA wirusa lisciozwoju
ziemniaka (PLRV)

Ibid.

957/A HULANICKA D., PALUCHA A, SYLLER J., CHRZANOWSKA M.
Transgeniczne linie ziemniaka zawierajace sekwencje CP PLRV.
XXIX Sesja Naukowa 5-6 03. 1996. Ojrzanéw "Genetyczno -Hodowlane

Podstawy Postepu Biologicznego w Produkcji Ziemniaka " Instytut Ziemniaka
Bonin. Abstr. s. 16-17

958/A CHRZANOWSKA M., CHACHULSKA A

Postep wiedzy o zréznicowaniu szczepow PVY.
Ibid.: .25

959/A CHRZANOWSKA M., CHACHULSKA A.

Sktad populacji wirusa Y wystepujacej ostatnio w Polsce. Charakterystyka izolatow.
Ibid.: 5.49

960/A JANION C.
The MFD effect and DNA repair in E.coli K-12 strains.

5th International Conference on Mechanism of Antimutagenesis and_

Anticarcinogenesis (Sth ICMAA) December 2-6, 1996, Okayama, Japan Abstr. 2-6
p.33

961/A MOSPAN O., ZASTAWNY T.H,, TUDEK B.

DNA repair enzyme activity and oxidative DNA damage in the tumor and non-
tumorous tissues from lung cancer patients.

IT Konf. "Aktualne kierunki badan w biochemuii 1 biotechnologi” Abstr. III. 77

962/A GRAZIEWICZ M.A., LAVAL J,, TUDEK B.
Imidazole ring-opened purines as potentially premutagenic lesions.
"DNA Repair Network Workshop" Cancer Res. Inst. SAS, Smolenice Castle,
Slovakia 29 April - 1 May, 1996 Abstr. L4, P27

963/A GRAZIEWICZ M.A., ZASTAWNY T.H., TUDEK B.

Thymine glycols are more potent inhibitors of DNA replication than imidazole ring
opened purines.

II Konf. "Aktualne kierunki badan w biochemii i biotechnologii" £6dz 12-13 grudnia
1996 Abstr. II1.88

964/A CHACINSKA A., BOGUTAM.
Interaction of yeast mitochondrial ribosomal protein Nam 9 with chaperone Hsp 104

240 Intern. Confer. FEBS, Barcelona July 10-12 1996
Abstr. 27
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965/A MIECZKOWSKI P., FIKUS M., CIESLA Z.
Characterization of a novel gene of Saccharomyces cerevisiae, DIN7, the expression
of which is induced by DNA damage.
"DNA Repair Network Workshop" Cancer Res. Inst. SAS, Smolenice Castle,
Slovakia 29 April - 1 May, 1996

966/A° ADAMCZYK M., SLEDZIEWSKA-GOJSKA E.
Pol2-RADS3-DUNI1 regulatory pathway is not involved in damage-inducible
expression of the Saccharomyces cerevisiae MAG gene.

26t EEMS Annual Meeting. Workshop on chromosome instability and cell cycle
control. September 3-7, 1996 Rome.
Abstr. p.80

967/A KLUDKIEWICZ B., GODLEWSKI J., GRZELAK K., CYMBOROWSKI B.
Effect of ecolysteroid on the synthesis of some proteins in diapausing Galleria
larvae”.

xirth Ecdysone Workshop Dept. of Agrobiology (CID, CSIC) Jordi Girona 18,
Barcelona, July 22-26, 1996
Abstr. 69

968/A EJCHART A., SIEDLECKA M., STICHT H, BIERZYNSKI A,
NMR Studies of secondary structure in calcium binding peptide AcDKDGDGYISAA-
EAAAQNH,.

X1rgth European Experim. NMR Conference, Paryz, 19-24 maja 1996 Mat. Zjazd.
8.252

969/A EICHART A, SIEDLECKA M., STICHT H., BIERZYNSKI A .
Secondary structure of calcium binding peptide ACDKDGDGYISAAEAAAQNHQ

International Conference on Magnetic Resonance in Biological Systems. Keystone,
USA, 18-23 sierpnia 1996

970/A° CEGLOWSKI P., PANKIEWICZ R., AYORA S., ALONSO J.C.
Regulation of gene expression in the regions involved in stable maintenance of
pSM19035
ESF Network Workshop "Molecular Biology and Ecology of Plasmid-mediated Gene
Transfer. Il Workshop. June 28- July 1, 1996 Potsdam, Germany.
Abstr. p.34

971/A TOCZYLOWSKA B., ZHUKOV I, DEBICKI G.

High resolution |H NMR spectroskopy of human cerebrospinal-fluid; preliminary
study.

XXIX Ogolnopolskie Seminarium na temat Magnetyczny Rezonans Jadrowy i J €go
Zastosowanie Krakoéw 2-3 grudzien 1996.

Mat.Semin. plakat nr 72

VII. 23



972/A BRETNER M., FELCZAK K., DRABIKOWSKA A., POZNANSKI J |
KRAWIEC K., RODE W., PIASEK A., SHUGAR D., KULIKOWSKI T.

Thiated pyrimidine deoxynucleoside analogues, potential chemotherapeutic agents,
and substrates/ inhibitors in various enzyme systems.

XII International Roundtable "Nucleosides, Nucleotides and Their Biological
Applications" "Making Drugs Out of Nucleosides and Oligonucleotides"
September 15 - 19, 1996 Hyatt Regency, La Jolla, California USA Abstr.p.99

973/A KLECZKOWSKI K.
Roféliny transgeniczne ziemniaka

II Konf.Naukowa poswigcona Prof. A. Dmochowskiemu. £.6dz, 12-14 grudnia 1996
Abstr. p.144-146

974/A KRZYMOWSKA M., TALARCZYK A., HENNIG J.

Udziat kwasu salicylowego w procesie odpowiedzi ro$lin ziemniaka na infekcje
wirusem PVY

Seminarium "Molekularne Podstawy Interakcji pomig¢dzy Patogenem a Rosling
Uprawng" 14.11.1996, Poznan, Instytut Genetyki Roslin PAN

975/A GORA-SOCHACKA A., CANDRESSE Th., ZAGORSKI W.

Pojedyncze mutacje punktowe w RNA wiroida wrzecionowatosci bulw ziemniaka
(PSTVd) powodujace konwersje fenotypowe.
Ibid.

976/A PAWLOWICZ J., GORA -SOCHACKA A., CANDRESSE Th., ZAGORSKI W.

Wptyw struktury domeny P wiroida wrzecionowatos$ci bulw ziemniaka (PSTVd) na
ostros¢ symptomow porazenia.
Ibid.

977/A LIPSKA A., CHACHULSKA AM., ROBAGLIA Ch., ZAGORSKI W.
Wprowadzenie cDNA kodujacego replikaze wirusa PVY do genomu roéliny jest jedna

ze strategil otrzymywania ro$lin odpornych na infekcje tym wirusem
Ibid.

978/A HUG G.L., MARCINIAK B., BOBROWSKI K.
Acid-base equilibria involved in secondary reactions following the
carboxybenzophenone sensitized photooxidation of methionyl-glycine in aqueous

solution. Spectral and time resolution of the decaying (S , .N)+ radical cation.

Proc.of theTwentieth Doe Solar Photochemistry . Res.Conference

French Lick Springs Conf. Center ,French Lick Indiana, June 8- 12, 1996
Poster 21, p.119

979/A BANECKIB., MARSZALEK J., WAWRZYNOW A, LIBEREK K., BLASZCZAK
A., BARSKI B., JAKOBKIEWICZ J., OGRODNIK D, ZYLICZ M.

The role of various molecular chaperones in DNA replication and proteolysis.
Zjazd EMBO: Molecular biology of DNA replication.
Weggis, Szwajcaria, 8 - 13 wrzesien 1996, abstr. 5.23
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PUBLIKACJE W DRUKU

BOBROWSKI K., HOLCMAN J., POZNANSKI J., WIERZCHOWSKI K.L.
Pulse radiolysis studies of intramolecular electron transfer in model peptides and

proteins.7. Trp*—TyrO" radical transformation in hen egg-white lysozyme.
Biophys Chem. (1996) 63 000-000

PAWLOWSKI K., JAROSZEWSKI L., BIERZYNSKI A, GODZIK A.
Multiple model approach dealinig with alignment ambiguities in comparative
protein modeling.

Proceedings of the Second Pacific Symp. on Biocomputing,Kapalua, Maui, USA
(1996)

DADLEZ M.
Hydrophobic interactions accelerate early stages of the folding of BPTL.
Biochemistry (1996) 35 000-000

WOICIK J., GORAL J., PAWLOWSKI K., BIERZYNSKI A.
Isolated_calcium-binding loops of EF-hand proteins can dimerize forming a
native-like structure.

Biochemistry (1996) 35_000-000

WEGRZYN A, WEGRZYN G., HERMAN A., TAYLOR K.
Protein inheritance: A plasmid replication perpetuated by the heritable replication
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PATENTY

SKRZECZKOWSKI L.J., ZAGORSKI-OSTOJA W., WELNICKI M.

Sposdb wytwarzania sondy polinukleotydowej do wykrywania wiroida
wrzecionowato$ci bulw ziemniaka.

Uprawniony do patentu : Instytut Biochemii i Biofizyki PAN

Opis Patentowy PL 161561 B1. Nr zgtoszenia : 280261, Int cr:
C12N 15/11 GOIN 33/50

ZEKANOWSKIC,, WELNICKI M., SKRZECZKOWSKIL.J,,
ZAGORSKI - OSTOJAW.

Sposdb wykrywania patogenow 1 test diagnostyczny do wykrywania patogenow.

Uprawniony do patentu: Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa

Opis Patentowy: PL 170018 B1 Nr zgtoszenia: 288397, IntC1®
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