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Kroétkie oméwienie wynikow prac badawczych prowadzonych w 2001 r.

e Zespoly Instytutu, realizowaty w sumie w 2001 r. 92 rdézne projekty badawcze.
Prowadzono badania nad strukturami i funkcjami biologicznie czynnych zwigzkow
drobno- i wysokoczasteczkowych oraz nad biologia molekularng wirusow, bakterii,
grzybow nizszych, roslin i owadow.

e Zaawansowane metody chemiczne, fizyczne, biologiczne i1 bioinformatyczne uzyto w
pracach nad strukturg i funkcjami kwasow nukleinowych i ich skladnikow, biatek o
réznych funkcjach enzymatycznych oraz izoprenoidéw. Szczeg6lng uwage zwrocono na
mozliwe biotechnologiczne zastosowania analizowanych substancji i procesow.

e Wybrane procesy metaboliczne analizowano na poziomie molekularnym u bakterii,
grzyboéw nizszych i roslin. Badano przede wszystkim procesy replikacji, transkrypcji,
mutagenezy 1 naprawy DNA, reakcje biosyntetyczne ze szczegdlnym uwzglednieniem
aspektow regulacyjnych, potranslacyjne modyfikacje, interakcje 1 sekrecje biatek.
Studiowano  mechanizmy  stabilnego dziedziczenia  plazmidow  bakteryjnych.
Kontynuowano analizy genomowe, wprowadzajac m.in. elementy tzw. genomiki
funkcjonalne;j.

e Uzyskano dalszy postgp w badaniach nad procesami patogenezy u roslin, w tym
mechanizmami obrony ro$lin przed infekcjami wirusowymi 1 grzybowymi, skonstruowano
roézne rosliny transgeniczne.

Ponizej, tytutem ilustracji prac prowadzonych w Instytucie, przedstawiono nieco szerzej
cztery wybrane wyniki, reprezentujace rozne kierunki badawcze:

Rola a-helikalnego bialka KfrA z rodziny SMC w stabilnym dziedziczeniu plazmidow
IncP.
Matgorzata Adamczyk, Michat Jonczyk, Christhopher M. Thomas', Grazyna Jagura-Burdzy.
Badania nad rolg biatek ParA i ParB w rozdziale plazmidow do komoérek potomnych
nabraly nowego znaczenia w $wietle osiggni¢¢ genomiki. Znaleziono geny chromosomalne
kodujace homologi ParA i ParB w wigkszos$ci zsekwencjonowanych genomow bakteryjnych
1 potwierdzono ich udziat w procesie segregacji chromosomow bakteryjnych. Do pytan bez
odpowiedzi naleza: co warunkuje wtasciwg lokalizacje plazmidow 1 chromosoméw w czasie
cyklu komorki i1 czy istnieje analog wrzeciona mitotycznego, dzigki ktéremu nastgpuje
rozdzielenie par czasteczek plazmidu (a moze i chromosomoéw) do komoérek potomnych.
Nasze badania nad plazmidem R751 z IncP-1p wykazaly, ze stabilne dziedziczenie zalezy nie
tylko od bialek ParA i ParB ale od obecno$ci nieuszkodzonego a-helikalnego, miozyno-
podobnego biatka KfrA. Brak lub nadprodukcja KfrA prowadzi do aberacji w lokalizacji
plazmidow lub kondensacji i niewlasciwej segregacji chromosomoéw gospodarza. Analiza
wlasciwosci KfrA sugeruje, ze nalezy do bialek modelujacych DNA typu SMC (Structural
Maintenance of Chromosomes), znanych u Eukaryota a niedawno odkrytych u Prokaryota i
Archea. Badania nad KfrA moga pomdc zrozumie¢ jaka role biatkka SMC pelnig w
kondensacji i segregacji genoméw bakteryjnych.
'The University of Birmingham, Edgbaston, Birmingham, United Kingdom

Rola ligazy ubikwitynowo-bialkowej w funkcjonowaniu cytoszkieletu aktynowego i
endocytozy u drozdzy S. cerevisiae
Teresa Zotadek, Joanna Kaminska, Beata Gajewska, Anita Hopper'

Modyfikacja biatek ubikwityng peini rolg regulatorowg w procesach komoérkowych.
Rsp5 jest ligaza ubikwitynowo-biatkowa zaangazowana w endocytoz¢ u drozdzy. Analiza
genetyczna wykazata, ze mutacje rsp5 w potaczeniu z mutacjami w genach kodujacych biatka
szkieletu aktynowego wykazuja efekt addytywny. Nadekspresja Rsp5 poprawia wzrost,
odwraca defekt organizacji cytoszkieletu 1 defekt endocytozy mutanta arp2-1, z mutacjg w



genie kodujacym biatko Arp2, sktadnik kompleksu niezbednego do polimeryzacji filamentow
aktynowych. Aktywno$¢ Kkatalityczna ligazy Rsp5 jest do tego niezbedna. Metoda
immunofluorescencji pokazaliémy, ze normalnie Rsp5 znajduje si¢ w licznych kompleksach
w cytoplazmie, lecz w mutantach arp2 jest dodatkowo zlokalizowane w agregatach
zawierajacych aktyne i inne biatka cytoszkieletu. Ponadto mutanty rsp5 maja stabilniejszy
szkielet aktynowy i sa oporne na latrunkuling A, zwigzek chemiczny wiagzacy aktyne. Dane te
wskazujg po raz pierwszy, ze ubikwitynacja z udzialem ligazy Rsp5 jest zaangazowana w
regulacje polimeryzacji szkieletu aktynowego, co jest niezbedne do prawidlowej endocytozy.
'Pennsylvania State University, Colledge of Medicine, Heshey, USA

Reakcja obronna komorek tytonlu na infekcje bakterll Psueudomonas syringae.
Jacek Henmg, Daniel Kles51g, Dorota Konopka®, Magdalena Krzymowska’, Anna
Maassen®, Violetta Macioszek®

Pomlmo dokonanego postepu w badaniach wzajemnych oddziatywan pomiedzy

ro$ling i atakuj acym ja patogenem, w chwili obecnej nadal trudno jest przedstawic kompletny
model oplsujqcy, na poziomie molekularnym, zachodzace reakcje. Reakcje te obejmujg m.in.
wzmocnienie $ciany komorkowej, synteze réznych zwigzkéw o wlasciwosciach
mikrobobojczych a takze synteze specyficznych roslinnych biatek obronnych.
Dzigki nawigzaniu wspolpracy z o$rodkami badawczymi w Niemczech, Stanach
Zjednoczonych oraz w Polsce wykorzystaliémy techniki badawcze z obszaru biochemii,
fizjologii, cytologii i biologii molekularnej wykazujac, ze odpowiedz komorek tytoniu
(Nicotiana tabaccum) na infekcj¢ bakterii Psueudomonas syringae pv. maculicola ma
znamiona programowanej $mierci komorkowej (apoptozy). Bezposredniego dowodu dla
takiej tezy dostarczyly nam doswiadczenia typu TUNEL wskazujace na pojawianie si¢
specyficznych peknig¢ w DNA jadrowym infekowanych komorek.

StwierdziliSmy ponadto, ze w charakteryzowanej odpowiedzi komorek roslinnych
uczestniczg kolejno, nastepujace czasteczki sygnatowe: NO, H,O, oraz kwas salicylowy. W
rezultacie ich sekwencyjnego dziatania dochodzi do aktywacji rodziny genow zwigzanych z
patogeneza (Pathogenesis Related genes). Produkty wtasnie tych gendw maja za zadanie
minimalizacje¢ skutkéw infekcji.

Catos$¢ obserwowanych zmian wykazuje daleko idace podobienstwa do nieswoistej
odpowiedzi obronnej (Innate Immunity) obserwowanej w ukladzie immunologicznym
ssakow.

! Boyce Thompson Institute for Plant Research, Ithaca, USA

? Leibnitz Institute of Plant Biochemistry, Halle/Saale Germany
3 Uniwersytet £.odzki, £6dz

* Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa

Sekwencjonowanie genomu i analiza funkcjonalna genoéw pierwotniaka Paramecium
tetraurelia
Joanna Rytka, Marek Zagulski, Robert Gromadka, R6za Kucharczyk, Andrze; Migdalski,
Marek Juszczuk, Beata Babinska, Ewa Kalinska, Matgorzata Ostrowska

Paramecium  tetraurelia (pl. Pantofelek) jest niepatogennym, orzesionym
pierwotniakiem z gromady Orzeski. Charakterystyczng cechg tego organizmu jest dualizm
jadrowy polegajacy na posiadaniu dwdch rodzajow jader. Genom Paramecium posiada okoto
20.000 gendw i jest szacowany na okoto 100 miliondw par zasad Paramecium charakteryzuje
wiele unikalnych mechanizmoéw takich jak: a) rearanzacja DNA, ten proces obejmuje: DNA
splicing oraz eliminacje wewnetrznych sekwencji (IES), fragmentacje chromosoméw i
masowa amplifikacje DNA; b) komorkowa morfogeneza; c) przekazywanie sygnatow; d)
kontrolowana sekrecja; e) wrazliwos¢ na bodzce bton komoérkowych; f) epigenetyczna
ekspresja genow; g) selektywne rozpoznawanie bodzcow komorkowych; itp., co czyni ten



organizm niezwykle interesujacym obiektem badan, a ze wzgledu na swag niepatogenno$é
modelowym system badan nad pierwotniakami chorobotworczymi.

Pierwszy pilotowy zorganizowany przez mi¢dzynarodowe konsorcjum program
sekwencjonowania genomu tego organizmu, w ktorym braliSmy udzial zakonczyt sig
sukcesem. Zidentyfikowano 1 gen tRNA, 3 geny rRNA i 722 geny kodujace biatka z czego
tylko 9 byto scharakteryzowanych a dla 267 gendéw nie mozna byto przypisa¢ zadnej funkcji.
Wyniki zdeponowano w bazie danych: http://paramecium.cgm.cnrs-gif.fr. Ponadto okazato
si¢, ze sekwencje aminokwasowe zidentyfikowanych otwartych ramek odczytu sa znacznie
blizej filogenetycznie spokrewnione z ludzkimi ramkami odczytu niz z C. elegans lub D.
melanogaster.

Dobre wyniki projektu pilotowego sktaniajg nas do podjecia kolejnego kroku -
zsekwencjonowania jednego z chromosomow Paramecium o wielkosci 1-1.5 Mb. Wedtug
naszego stanu wiedzy jest pierwszy w Polsce projekt, gdzie za pomocg techniki ,,shot-gun”
bedzie sekwencjonowany chromosom o wielkosci ponad 1Mb.



Temat nr 1: Synteza, badanie wlasciwosci fizykochemicznych i biologicznych analogow
nukleozydéw pirymidynowych, potencjalnych substratow/inhibitoréw biosyntezy
kwasow nukleinowych

Zespo6t: prof. Tadeusz Kulikowski, dr Maria Bretner, dr. Maria A. Siwecka,

mgr. Bozena Janisz, mgr Agnieszka Miazga, mgr Katarzyna Wyszynska, prof. David Shugar

Kontynuowano cykl badan poswigconych poszukiwaniom nowych inhibitoréw RNA
ATPazy/helikazy wirusow z rodziny Flavividae —potencjalnych srodkéw przeciwwirusowych.

Syntetyzowano szereg O-6, N-7 1 N-9 podstawionych pochodnych guaniny i zbadano
ich aktywnosci substratowo-inhibitorowe w stosunku do NTPazy/helikazy wirusa
Zachodniego Nilu (WNV). Wykazano, ze aktywnos¢ ATPazowa tej helikazy moze by¢
modyfikowana (zwigkszana lub zmniejszana) bez wplywu na aktywno$¢ helikazowas.
Aktywnos$¢ helikazowa rowniez moze by¢ modyfikowana bez wplywu na aktywnos$é
ATPazowg tego enzymu (wspdlpraca z dr P. Borowskim z Bernhardt-Nocht Institut fiir
Tropenmedizin, Hamburg, Niemcy).

Syntetyzowano szereg nowych analogéw 5-O-(p-fluorosulfonylobenzoilo)adenozyny
(FSBA), (zwiazku nie ulegajacego hydrolizie katalizowanej przez NTPaz¢) i zbadano ich
aktywno$¢ w stosunku do NTPazy/helikazy wirusow HCV 1 WNV. Analogi te nie
wykazywaty wptywu na reakcje hydrolizy katalizowanej przez NTPaze, natomiast efektywnie
hamowaty aktywno$¢ rozwijajacag enzymu, przy czym najsilniejszym inhibitorem okazal si¢
FSBI (ICsp 80 pg/ml). Podobne wtasciwosci modelujace wykazaty rowniez imidazo[4,5-
d]pirydazyny (wspoétpraca z dr P. Borowskim z Bernhardt-Nocht Institut fiir Tropenmedizin).

Kontynuowano badania dotyczace nowych inhibitorow odwrotnej transkryptazy (RT)
z HIV — potencjalnych lekow przeciwko AIDS. Syntetyzowano 5’-trifosforany 2°,3’-
dideoksy-3’-fluorotymidyny (FLT) 1 2’,3’-dideoksy-3’-fluoro-2-tiotymidyny i zbadano
mechanizm wywieranej przez nie inhibicji. Wykazano, ze obydwa zwiazki sg silnymi,
kompetytywnymi inhibitorami RT z HIV (ICso odpowiednio 0,03 i 0,17 uM), a aktywno$¢
inhibitorowa w stosunku do RT jest skorelowana z aktywnoscig przeciwwirusowa.

Przy pomocy wysokorozdzielczych widm '"H NMR zbadano konformacje w roztworze
szeregu 3’,5-podstawionych 2°,3’-dideoksyurydyn o aktywnosci przeciwko HIV i poréwnano
je z konformacjami odpowiednich 2’-deoksyurydyn. Analiza poziomoéw energetycznych
wykazata, ze glowng role w stabilizacji wygiecia N/S odgrywa elektrostatyczne
oddziatywanie O,.3>. Podstawniki elektronowo-akceptorowe uprzywilejowuja konformacje
ekwatorialng podstawnikéw, natomiast podstawniki elektonowo-donorowe stabilizuja

konformacje N. W.wym. badania sugeruja, ze aktywnos¢ w stosunku do HIV RT jest
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zwigzana z bezposrednim oddziatywaniem podstawnika 3° w ddNuc z miejscem wigzacym
RT (wspolpraca z dr J. Poznanskim z Zaktadu Bioinformatyki IBB PAN).

Przeprowadzono oparte na widmach 'H NMR badania konformacyjne szeregu o-
anomerow S-podstawionych 2’-deoksyurydyn i porownano ich konformacje z ich aktywnymi
biologicznie B-anomerami. Analiza przesuni¢¢ chemicznych, oraz konformacji pierscienia
cukrowego oraz rotamerow C4’-C5’ pozwolita na wyznaczenie preferencji konformacyjnych
rownowagi dynamicznej wokot wigzania glikozydowego w dwoch rejonach — anti i syn.
(wspotpraca z dr J. Poznanskim z Zaktadu Bioinformatyki IBB PAN i dr M. Reminem z
Instytutu Fizyki Do§wiadczalnej UW).

Najwazniejszy wynik:

Wykazanie, ze aktywnosci NTPazowa 1 helikazowa RNA NTPazy/helikazy HCV moga by¢
niezaleznie od siebie modyfikowane (zwigkszane lub zmniejszane) przez analogi guaniny.

PUBLIKACIJE: 3551, 3554, 3555, 3556, 3557, 3576, 3589, 3593, 3594, 1630/A, 1646/A,
1647/A, 1648/A, 1649/A, 1650/A, 1651/A, 1652/A, 1653/A, 1656/A.

Temat nr 2: Mechanizmy dzialania fotochemoterapii PUVA (psoralen + UVA)
Zespot: doc. Zofia Zargbska, dr Daniela Barszcz

Otrzymano fotochemiczne addukty psoralenu do kwasu arachidonowego. Fotoprodukt
(jeden z izomerow) oczyszczono metodg chromatografii cienkowarstwowej na zelu
krzemionkowym 1 oznaczono jego wilasnosci fizykochemiczne za pomoca magnetycznego
rezonansu jadrowego i widma masowego. Obydwie metody wskazujg na powstawanie mono-
adduktu cyklobutanowego pomiedzy psoralenem i jednym z wigzan winylowych kwasu
arachidonowego, o wzorze strukturalnym PSO<>AA.

Cztery izomery adduktu estru metylowego kwasu arachidonowego PSO<>AAMe
rozdzielono za pomoca wysokosprawnej chromatografii cieczowej i oznaczono ich widmo
absorpcji w ultrafiolecie. Poczynione badania stanowig wstep do testowania fotoadduktu
PSO<>AA na izolowanych limfocytach ludzkich. Zamierza si¢ ustali¢ wptyw wolnego kwasu
arachidonowego 1 jego adduktu z psoralenem na zmiany w potencjale przezblonowym w
mitochondriach oraz na wywolanie odleglej apoptozy w tych samych limfocytach. Wptyw
adduktow na apoptozg¢ limfocytow moze by¢ miernikiem wywotania immunosupresji po
dziataniu terapii PUVA.

Najwazniejszy wynik:

Ustalenie warunkoéw otrzymywania i rozdzialu adduktéw psoralenu do kwasu
arachidonowego, PSO<>AA.
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Temat nr 4: Mechanizm inicjacji transkrypcji genow prokariotycznych
Zespot: prof. Kazimierz L. Wierzchowski, dr Krystyna Bolewska, dr Tomasz Lozinski,
dr Jarostaw Poznanski, dr Iwona K. Kolasa, Teresa Rak

Struktura domeny 4 podjednostki ¢’ polimerazy RNA z E. coli
Wezedniejsze badania NMR 1 CD pokazaly, ze C-terminalna domena 4 podjednostki

6" (reszty 528-613) w roztworze wodnym przyjmuje prawdopodobnie forme stopionej
globuli zbudowanej z 4 oa-helikalnych fragmentéw polaczonych krotkimi petlami. Dalsze
pomiary widm CD 4-c'° wykazaly, ze dodanie do roztworu trojfluoroetanolu powoduje
wzrost zawartosci formy o-helikalnej w strukturze biatka, czego mozna oczekiwaé w
przypadku stopionej globuli. Zarejestrowano wigc w podobnych warunkach widma NMR
(HSQC) znakowanego "N biatka, ktore sa obecnie analizowane. Réwnolegle prowadzono
proby rekonstrukeji 7% na drodze reasocjacji domeny 4 z 6’° pozbawiong tej domeny (1_3-
c"), co pozwoliloby to na zbadanie struktury domeny 4 in situ. Wspoétdializa obu biatek od
warunkéw denaturujacych do takich, w ktorych o’ przyjmuje forme natywna pokazala, ze
kompleks powstaje. Prowadzone sg dalsze prace majace na celu ustalenie jego stechiometrii i
budowy.

Wplyw sekwencji A,.T, w promotorze na kinetyke powstawania otwartego kompleksu
transkrypcyjnego.
Wyniki dotychczasowych badan nad wptywem zaginajacych o$ heliksu B-DNA

sekwencji A,. T, (n = 5,6) w promotorze na kinetyke 1 termodynamike powstawania otwartego
kompleksu transkrypcyjnego z polimerazg RNA E.coli podsumowane zostaly przez mgr
Iwong K. Kolase w formie pracy doktorskiej. Przygotowano do druku i opublikowano dane
dla kontrolnego, syntetycznego promotora Pa dowodzace, ze (i) powstawanie na nim
kompleksu transkrypcyjnego przebiega zgodnie z troj-etapowym schematem: asocjacja <
izomeryzacja <> topnienie DNA, przyjetym dla naturalnych promotoréw ,,—10/-35”, ale (ii)
jony Mg*" nie powoduja dalszej jego izomeryzacji. Ten ostatni wniosek potwierdzaja wyniki
opublikowanych doswiadczen nad utlenianiem KMnO, reszt tyminy w kompleksie,
pokazujace, ze wielko$é babla transkrypeyjnego nie zalezy od obecnosci jonéw Mg?".
Najwazniejszy wynik:

Wbrew przyjetym pogladom jony magnezu nie indukuja zmian w budowie kompleksu
transkrypcyjnego polimerazy RNA Escherichia coli.

PUBLIKACIJE: 3556, 3569, 3570, 3571, 3613, 216/N, 1587/A, 1646/A.
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Temat nr 5: Regulacja ekspresji niektorych gendow w rozwoju osobniczym owada
Temat nr 5.1: Bakulowirusy i ich rekombinanty

Zespot: prof. Wiodzimierz Zagorski-Ostoja,doc. Ludmila Strokovskaya, dr Ewa Szotajska,
mgr Renata Grzela

Prowadzono prace nad oczyszczaniem kilku biatek, ktorych ekspresje wykonano w
systemie ekspresyjnym bakulowirusa.

Opracowano warunki oczyszczania ludzkiej prolaktyny uwalnianej do medium
hodowlanego w systemie MaxBac. Zastosowanie jonowymiennego ztoza Sepharose Q nie
pozwolito na petne oddzielenie prolaktyny od zawartej w medium albuminy surowicze;.

Wykorzystano zdolno$¢ wiazania ludzkiej prolaktyny do heparyny. Zastosowano
HiTrap Heparin Column (Amersham Pharmacia Biotech). Hormon wymywano O.5M NaCl.

Metoda ta pozwala na oczyszczenie do 20mg zrekombinowanego biatka z 1 litra
medium.

Do ekspresji Vpg wirusa zarazy ziemniaczanej PVY, helikazy HCV (wirusa zapalenia
watroby typu C), ludzkiej dehydrogenazy pirogronianowej i USP (ultraspiracle protein) z
Drosophila mellanogaster uzyto systemu Bac-to-Bac. Zrekombinowane biatka majg szes$¢
histydyn dotaczonych na N-konficu, co pozwala na jednostopniowe ich oczyszczenie na
kolumnie powinowactwa typu IMAC (immobilized metal affinity chromatography).

Stosujac kolumng kobaltowa TALON (Clontech) oczyszczono helikaze z wydajnoscia
okoto 15mg z litra hodowli komorek owadzich. Otrzymane biatko jest aktywne biologicznie.

Wydajnos¢ oczyszczonego Vpg wynosi 20mg z 1 litra hodowli.

Dehydrogenaza pirogronianowa jest biatkiem o budowie tetramerycznej zawierajagcym
po dwie podjednostki a i B, cDNA ktérych byly wklonowane do wektora pFastDual.
Podjednostka o zawiera na N-koncu 6His. Produkt ekspresji oczyszczony na kolumnie
kobaltowej zawierat obie podjednostki w réwnych ilo$ciach, co §wiadczy o tym, ze w
komorkach owadzich tworzg one kompleks.

Zgloszenie patentowe nr P-346207 z dnia 01.03.2001 pt: ,,Sposdéb wytwarzania czystej

prolaktyny ludzkiej”. Autorzy opracowania: Michalik, Szotajska, Strokowska, Solomko,
Kalinina, Shwed, Makrelova, Kikhno.

Najwazniejszy wynik:

Otrzymano i1 oczyszczono biologicznie aktywnag helikaze HCV. Jednoczesna ekspresja
podjednostek ludzkiej dehydrogenazy pirogronianowej w komodrkach owadzich prowadzi do
powstania ich kompleksu.

PUBLIKACIJE: 3573, 1533/A, 1588/A, 1589/A, 237/N
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Temat nr 5.2: Rola hormon6éw w ekspresji genéw u Galleria mellonella
Zespot: dr hab. Krystyna Grzelak, dr Barbara Ktudkiewicz, Krystyna Gocman

We wspotpracy z Zakladem Biochemii Politechniki Wroctawskiej kontynuowano
badania nad biatkiem USP uzyskanym w systemie ekspresyjnym Pichia pastoris. Wykazano,
ze rekombinowane biatko USP pochodzace z lizatéw drozdzowych jest aktywne biologicznie
tzn. jest zdolne do specyficznej interakcji z DNA. Rowniez we wspotpracy z Politechnika
Wroctawska rozpoczgto badania ktorych celem bylo otrzymanie biatka wigzacego hormon
juwenilny (ang. Juvenile Hormone Binding Protein, JHBP) w systemie Pichia pastoris. Gen
kodujacy JHBP (z hemolimfy Galleria) wklonowano do wektora ,,sekrecyjnego” pPICZaA
Zlinearyzowanym plazmidem transformowano komorki Pichia (elektroporacja). Przy pomocy
techniki  western-blottingu 1 uzyciu przeciwcial anty-JHBP wykazano obecno$¢
rekombinowanego biatka JHBP (r JHBP) w podtozu hodowlanym. Biatko oczyszczono
metoda chromatografii powinowactwa na kolumnie Ni-NTA agrazowej uzyskujac ok.20 mg
biatka/11 podtoza. Wzgledna masa czasteczkowa r JHBP w SDS-PAG wynosi ok. 32kDa i
jest zgodna z, otrzymang w tych samych warunkach, wartoscia dla biatka JHBP izolowanego
z hemolimfy Galleria. Badania aktywnosci r JHBP tzn. zdolno$¢ wigzania hormonu
juwenilnego sg w toku.

Kontynuowano wspotprace z Instytutem Entomologii Czeskiej Akademii Nauk nad
nadprodukcjag w Pichia, oczyszczaniem i charakterystyka molekularng owadziego inhibitora
proteaz (biatko SPI-2, silk proteinase inhibitor-2). Wykazano, ze komorki Pichia syntetyzuja i
wydzielaja do podloza rekombinowane SPI-2 (r SPI-2). Biatko oczyszczono metoda
chromatografii powinowactwa na kolumnie Ni-NTA agarozowej. Otrzymano okoto 200mg
biatka/1l supernatantu hodowlanego. Wykazano, ze r SPI-2 ktore w miejscu aktywnym (P1)
zawiera reszt¢ treoniny, silnie hamuje proteinaz¢ K i elastaz¢. Sekwencjonowanie N-konca r
SPI-2 Thr wykazato catkowita zgodnos¢ z sekwencja przewidywang. Masa czasteczkowa tego
biatka oznaczona metodg spektrometrii masowej wynosi 6802 Da co zgadza si¢ z
przewidywang warto$cig wynikajaca z obliczen. Otrzymano rowniez r SPI-2, ktére w miejscu
aktywnym zamiast reszty treoniny zawiera alaning. Okazato si¢, ze podobnie jak SPI-2 Thr
hamuje ono proteinazg K i elastazg. Przygotowano material, oczyszczone biatko SPI-2 Thr,
do badania jego struktury przestrzennej technikg spektroskopii NMR.

W ramach wspoélpracy z Zaktadem Fizjologii Bezkregowcow kontynuowano badania
nad wptywem hormonéw na ekspresje genéw kodujacych biatka zapasowe (biatka LHP) w
ciele thuszczowym larw Galleria. Wykazano, ze u larw poddanych stresowi chtodzenia

(diapauza larwalna) zarowno hormon juwenilny jak 1 20-hydroksyekdyzon nie wplywaja na
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poziom transkrypcji genu lhp 76 natomiast oba hormony catkowicie (hormon juwenilny) lub
przejsciowo (20-hydroksyekdyzon) wygaszaja ekspresje genu lhp-82. Wyniki wykazuja, ze
ekspresja genow lhp, podczas diapauzy larwalnej, podlega rdéznym mechanizmom
regulacyjnym.

Najwazniejszy wynik:
Nadprodukcja w Pichia pastoris znaczacych ilosci biologicznie aktywnego biatka SPI-2.

PUBLIKACIJE: 3564

Temat nr 6: Sekwencjonowanie genomow wybranych szczepow wiroidow i wirusow
roslinnych oraz ich detekcja

Temat nr 6.1: Molekularne podstawy infekcji wiroidowej

Zespot: prof. Wlodzimierz Zagoérski-Ostoja, dr Anna Gora-Sochacka,

mgr Wojciech Podstolski, Iwona Rosa

Rozpoczeto nowy eksperyment majacy na celu zbadanie replikacji nieinfekcyjnych
mutantow PSTVd. Ro$liny pomidora odm. ,Rutgers” zakazano jednocze$nie plazmidami
niosgcymi pelne kopie cDNA dwdch réznych nieinfekcyjnych wariantéw wiroida.

W wyniku hybrydyzacji typu dot-blot z uzyciem roslinnych ekstraktow stwierdzono
obecno$¢ wiroidowego RNA w 7 z posrdd 30 analizowanych podwojnie zakazanych roslin.
Zakazenia kazdym z wariantow z osobna nie prowadzito do wywotlania infekc;ji.

Sekwencjonowanie 20 klondow cDNA otrzymanych z wiroidowego RNA przyniosto
nieoczekiwany wynik w postaci nowych nie obserwowanych dotychczas sekwencji, bedacych
wypadkowymi szczepdéw rodzicielskich.

Rozpoczeto prace nad nowymi roslinami transgenicznymi niosgcymi niepelng kopie
cDNA PSTVd pod kontrolg promotora 35S CaMV w orientacji (+) - linia nr 136 oraz w
orientacji (-) - linia nr 137. Hybrydyzacja typu Northern wykazata obecno$¢ transkryptow z
promotora 35S CaMV w wigkszosci badanych roslin linii trangenicznej 137 1 136. Ponadto
zaobserwowano obecnos¢ kotowych czasteczek RNA PSTVd w kilku roslinach linii
transgenicznej 136 przy jednoczesnym braku pierwotnych transkryptow. Analiza sekwencji
wykazata iz jest to RNA PSTVd o peinej genomowej dlugosci. Nastgpnie zsekwencjonowano
transgen 1 transkrypty pierwotne w 4 ro$linach transgenicznych linii 136. We wszystkich
przypadkach potwierdzono zgodnos$¢ sekwencji z sekwencja konstruktu uzytego do
transformacji roslin (tj. obecno$¢ wprowadzonej delecji).

Najwazniejszy wynik:
Podwojne zakazenia nieinfekcyjnymi wariantami PSTVd moga prowadzi¢ do infekcji bedacej
wynikiem namnazania si¢ wiroidowych czasteczek o nowych sekwencjach.

PUBLIKACIJE: 3577, 3601
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Temat nr 6.2: Patogenne wirusy RNA - badanie struktury genomu, funkcji bialek i ich
homologéw komérkowych oraz oddzialywan z bialkami gospodarza.

Zespot: prof. Wiodzimierz Zagorski-Ostoja, dr Anna Maria Boguszewska-Chachulska,

mgr Agnieszka Gozdek

W roku 2001 kontynuowano prace nad konstrukcja systemu stuzacego do badania
efektu dziatania inhibitoréw helikazy wirusa zottaczki C (HCV) w drozdzach. Prowadzono
prace nad maksymalizacjg ekspresji i oczyszczaniem biatka helikazy, uruchomiono test
aktywno$ci ATP-azowej badanego enzymu. Sklonowano takze i1 oczyszczono peptyd
inhibujacy helikaze HCV — ewentualny lek przeciw temu wirusowi.

Prowadzono takze prace nad helikaza drozdzowa JA2 — homologiczng do helikazy
HCV, definiujac domene niezbedna do funkcjonowania biatka; ustalono metoda
immunolokalizacji, gdzie w komorce drozdzy lokalizuja si¢ obie badane helikazy oraz
wyrazona niezaleznie w drozdzach helikaza wirusa PVY. Rozpoczeto wspolprace w
dziedzinie badania polimorfizmu genomu wirusa HCV.

Kontynuowano prace nad analiza kolejnych pokolen transgenicznego tytoniu
opornego na wirusa PVY metodami hybrydyzacji typu Southern.

Najwazniejsze wyniki:

1. Uzyskanie nadekspresji i oczyszczenie peptydu — inhibitora helikazy wirusa HCV.
2. Analiza funkcjonalna drozdZzowej helikazy RNA JA2.

Temat nr 6.3: Badanie patogennosci i zmiennosci wirusa Y ziemniaka (PVY) oraz
tworzenie narzedzi do analizy ekspresji jego genow w ukladach in vivo

Zespot: prof. Wlodzimierz Zagoérski-Ostoja, dr Andrzej Patucha, mgr Adrianna Loniewska,
mgr Matgorzata Milner, mgr Jarostaw Kosakowski, mgr Mariusz Nowacki

Kontynuowano prace majace na celu sklonowanie genu biatka ptaszcza (BP) wirusa Y
ziemniaka (PVY; ang.: potato virus Y) w bateryjnym systemie ekspresyjnym pET firmy
Novagen. Biatko ptaszcza nadprodukowano i izolowano z komorek bakteryjnych.
Oczyszczone biatko ptaszcza wirusa postuzylo do prac majacych na celu dokladng
charakterystyke jego struktury trzeciorzedowej. Ponadto skonstruowano fuzje genu BP z
inhibitorem bialkowym proteinazy K i wykazano ochronny wptyw inhibitora na biatko
plaszcza.

Sklonowano petnej dtugosci cDNA wirusa Y ziemniaka w wektorze bakteryjnym oraz
przeprowadzono analiz¢ infekcyjnosci otrzymanego klonu cDNA PVY. Scharakteryzowano
fragmenty cDNA wirusa pod wzgledem ich cytotoksycznosci wobec bakterii i wykazano

obecno$¢ mutacji punktowej w sklonowanej kopii cDNA znoszacej cytotoksyczno$¢ oraz
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infekcyjno$¢ otrzymanego klonu. Ponadto skonstruowano wektor do rekombinacyjnego
klonowania w systemie drozdzowym oraz otrzymano szereg klonéw niosacych pelnej
dlugosci kopie¢ cDNA PVY. Prace nad analiza infekcyjnos$ci otrzymanych klonéw sa
prowadzone.

Opracowano metode wydajnego namnazania w reakcji RT-PCR wirusowego cDNA 1
przeprowadzono metoda RFLP charakterystyke polimorfizmu sekwencji izolatéw polowych
PVY. Wykazano obecnos$¢ wirusa powstatego w wyniku rekombinacji genoméw RNA dwoch
réznych izolatow PVY.

Najwazniejsze wyniki:
1. Ekspresja biatka plaszcza PVY w systemie bakteryjnym.
2. Otrzymanie i charakterystyka fuzji biatka ptaszcza wirusa z inhibitorem proteazy.

3. Sklonowanie petnej dlugosci cDNA PVY w systemie drozdzowym.
4. Analiza polimorfizmu izolatéw PVY.

PUBLIKACIJE:1587/A, 1588/A, 1589/A

Temat nr 7: Cig¢cie i skladanie genomu wiroida PSTV
Zespot: prof. P. Szafranski, mgr Jerzy Pawtowicz

Kontynuowano badania dotyczace struktury drugorzedowej RNA wiroida PSTVd,
metoda analizy komputerowej, a w szczegdlnosci powigzania struktury drugo- i
trzeciorzedowej tego RNA z patogennoscig danego wariantu genomowego PSTVd. Podstawe
badan stanowig sekwencje wiroida PSTVd z kolekcji uzyskanej i zsekwencjonowanej przez
zespot dr A. Gory-Sochackiej w Zaktadzie Biosyntezy Bialka. Przewiduje si¢ kontynuowanie
w/w badan w nast¢pnym roku.

We wspotpracy z dr Anng Boguszewska-Chachulska rozpoczgto badania po§wiecone

oczyszczeniu do homogennosci biatka helikazy HCV (wirusa zottaczki typu C).

Temat nr 8: Sekwencjonowanie i analiza sekwencyjna genomu drozdzy
Zespot: prof. Joanna Rytka, dr Robert Gromadka, dr Marek Zagulski, mgr R6za Kucharczyk,
mgr Andrzej Migdalski, Beata Babinska, Ewa Kalinska, Malgorzata Ostrowska

Kontynuowano badania nad funkcja produktu genu KRR1, ktéry bierze udzial w
procesie dojrzewania rRNA. Wykazano, ze gen MIS3 kodujacy w drozdzach S.pombe biatko
homologiczne do Krrlp komplementuje letalny efekt mutacji krrlA. Scharakteryzowano
mutanta krrl-1, ktory jest niezdolny do wzrostu w temp. 15°C. Metoda komplementacji
izolowano funkcjonalne supresory mutacji z banku cDNA S. pombe. Wyizolowano 7 genow,

5 z nich koduje biatka rybosomalne.
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Kontynuowano badania nad funkcjg biatka kodowanego przez gen CCZ1. Wykazano,
ze biatko Cczlp wspotdziata z GTPaza Ypt7 w procesie fuzji pecherzykéw prewakuolarnych
z btong wakuoli. Nasze badania wskazuja, ze biatko Cczl wchodzi w sktad kompleksu
aktywujacego wymiang GDP/GTP w centrum wigzacym guaning

Zespot bierze udziat we wstgpnym projekcie sekwencjonowania i charakterystyki
genomu Paramecium tetraurelia.

Najwazniejszy wynik:

Zaproponowanie modelu centrum wigzacego guaninge w biatku Ypt7p i wykazanie udziatu
biatka Ccz1lp w tym procesie.

PUBLIKACIJE: 3586, 3600, 3620, 208/N, 243/N, 1567/A, 1538/A, 1543/A

Temat nr 10: Udzial chromosomowego i pozachromosomowego DNA w roznicowaniu
komorek roslinnych

Zespot: prof. Jerzy Buchowicz, dr hab. Barbara Mazus, dr Marta Dobrzanska,

dr Elzbieta Kraszewska, dr Barbara Kroczynska, dr Maria Bucholc, dr Blanka Szurmak,
mgr Cezary Krysiak, mgr Cezary Ciesielski

Obok poprzednio opisanej transformacji biolistyczne] niedojrzatych zarodkow
pszenicy jako material doswiadczalny zastosowano kultury tkankowe Arabidopsis thaliana
oraz kultury zawiesin komérkowych tytoniu i marchwi. W kazdym przypadku wydajnos¢
trwatej transformacji zalezata najbardziej od potencjalu morfogennego ostrzelanych komorek.
Bombardowanie mikroczastkami wolframowymi, tak optaszczonymi plazmidowym DNA jak
1 bez DNA, obnizato ten potencjal o polowg. Ustalono, ze mikroczastki metalicznego
wolframu powoduja dwuniciowe peknigcia DNA, w wyniku ktorych zdolno$¢ komoérek do
réznicowania ulega ostabieniu.

Podjeto badania zmierzajagce do izolacji 1 charakterystyki roslinnych genoéw
zaangazowanych w naprawe dwuniciowych peknie¢ DNA. Stosujac technike RT-PCR i1
przeszukujac biblioteki cDNA wyodrebniono i scharakteryzowano sekwencje cDNA genu
RAD50 oraz KU70 A. thaliana. Ze wzgledu na dalsze badania, majace na celu identyfikacje
biatek oddziatywujacych z bialkkami Rad50 1 Ku70 w dwuhybrydowym systemie
drozdzowym, wybrane geny badz tez ich wyodrebnione domeny przeklonowano do
odpowiedniego wektora drozdzowego (pGBT9).

Najwazniejszy wynik:

Identyfikacja gendw kodujacych biatka uczestniczace w rekombinacji i naprawie DNA,
Rad50 i Ku70, w genomie roslinnym.

PUBLIKACIJE: 3553
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Temat nr 12: Wystepowanie i rola lipidow prenylowych i prenylowanych bialek w
tkankach roslinnych. Badania struktury i biosyntezy

Zespot: prof. Tadeusz Chojnacki, dr hab. Ewa Swiezewska, dr Wiestaw J ankowski,
mgr Karolina Skorupinska-Tudek mgr Agnieszka Bajda, mgr Joanna Putawska,

mgr Magdalena Wojtas, mgr Malgorzata Wanke (do 30.1X.), Jozefina Hertel

Ukonczono badania in vitro nad transportem plastochinonu i ubichinonu w uktadzie
subfrakcji komorkowych pochodzacych z liscia szpinaku (praca doktorska M. Wanke);
uzyskano przeciwciata specyficzne do lipidéw izoprenoidowych (wsp. prof. E. Rode, WSP,
Rzeszé6w). Kontynuowano badania nad mechanizmami biosyntezy zwigzkow
izoprenoidowych w komorkach roslinnych (wsp. doc. O. Olszowska, AM, Warszawa i prof.
M. Rohmer, ULP, Strasbourg) - praca przegladowa. Prowadzono badania nad biosynteza
prenylowanych biatek u Arabidopsis thaliana oraz in vitro - wykazano, ze dekapetyd - analog
C-koncowego fragmentu biatka Dnal, ulega prenylacji. Kontynuowano dziatalno$¢ Kolekcji
Poliprenoli, rozszerzono wspoétprace z firma Avanti Polar Lipids, USA i dr W. Michalskim,
CSIRO, Australia. Opracowano metode syntezy nowej generacji lipidow kationowych (dr R.
Lysek, prof. M. Chmielewski, IChO PAN, Warszawa). Kontynuowano badania nad
wystepowaniem i strukturg poliprenoli w tkankach roslin. Przebadano kilkadziesiat roslin z
rodziny Euphorbiaceae i Ericaceae (wsp. mgr A. Marczewski, mgr A. Kaczkowska OB
CZRB PAN, Powsin, prof. Karolewski, dr A. Bojarczuk, Instytut Dendrologii, Kornik).
Wykazano roéznice w zawartosci poliprenoli w zalezno$ci od stanu fizjologicznego rosliny
(mgr M. Roslinska, dr K. Walinska, U. Zielonogorski). Wykazano katabolizm poliprenoli w
warunkach naturalnych stanowisk tatrzanskich (mgr A. Delimat, prof. H. Pigko$-Mirek, Inst.
Ochrony Przyrody PAN, Krakow).

Prowadzono diagnostyke i roznicowanie enteropatogennych szczepow E. coli
izolowanych od zwierzat hodowlanych przestawionych na paszg¢ bezantybiotykowa metoda
fingerprinting DNA (dr W. Jankowski). Wdrazano metod¢ NMR ciata stalego do diagnostyki
1 réznicowania ludzkich nowotworéw mozgu.

Opracowano rozdziat (prof. T. Chojnacki) w monografii po§wigconej zagadnieniu
starzenia si¢ mozgu.

Najwazniejszy wynik:
Wykazanie, ze lipidy prenylowe (plastochinon i ubichinon) sa transportowane z miejsca

biosyntezy do miejsc aktywnos$ci biologicznej (chloroplasty i mitochondria) oraz pokazanie
réznic w mechanizmie transportu.

PUBLIKACIJE: 3545, 3548, 3552, 3567, 3568, 3591, 1512/A, 1513/A, 1554/A, 1562/A,
1595/A, 1600/A, 214/N, 227/N, 228/N, 23/M, 42/M
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Temat nr 14: Izolazja i charakterystyka bialek roslinnych uczestniczacych w procesach
fosforylacji

Zespot: prof. Grazyna Muszynska, dr Jadwiga Szczegielniak, dr Joanna Trojanek,

mgr Maria Klimecka, mgr Maja Lebska

Kontynuowano badania dotyczace kinaz biatkowych z siewek kukurydzy.

1. Podjeto probe klonowania genu kodujacego kinaze biatkowa zalezng od jondéw wapnia i
lipidow. Kinaze t¢ oczyszczono w naszym laboratorium 1 przeprowadzono
minisekwencjonowanie biatka. Strategia do klonowania bylo przeszukiwanie biblioteki
cDNA z merystemow kukurydzy (z Centrum Ekspresji Gendéw Roslinnych, USDA,
Kalifornia). Zastosowano sonde, ktora jest sekwencja EST z kukurydzy (z banku danych z
Uniwerytetu w Stanford) wykazujaca 100% identycznosci w sekwencji aminokwasowej z
sekwencja jednego z peptydow uzyskanych z mikrosekwencjonowania. Drugg sondg byt
fragment cDNA otrzymany za pomoca RT-PCR, przy zastosowaniu jako matrycy — mRNA z
siewek kukurydzy. Startery zaprojektowano na podstawie sekwencji aminokwasowej badanej
kinazy.

2. Zidentyfikowano dwie kinazy biatkowe (57 kD 1 64 kD) fosforylujace tyrozyne w
syntetycznych substratach. Kinaza 57 kD, wykazujaca znacznie wyzsza aktywno$¢
enzymatyczng, fosforylowata zaré6wno tyrozyne jak i seryng¢ w endogennych biatkach
(oczyszczony preparat kinaz biatkowych) oraz w egzogennych substratach (kazeina i
enolaza). Fosforylacja obu tych aminokwasow jest dowodem, ze sg to kinazy bialtkowe o
podwadjnej specyficznosci (DSK, z ang. Dual — Specificity Protein Kinases).

Uprzednio wykazano, ze pod wptywem niskiej temperatury w komorkach kukurydzy
transformowanych genem kodujacym delta-9-desaturaze aktywowana jest niezidentyfikowana
kinaza biatkowa. Niestety podczas dalszych hodowli komorek nie zaobserwowano
aktywnosci tej kinazy. Powodem bylo zestarzenie si¢ hodowli i usunigcie, lub wyciszenie

transformowanego genu.

Najwazniejszy wynik:

Wykazanie, ze w siewkach kukurydzy ulegaja ekspresji, nieznane dotychczas, dwie kinazy
biatkowe (57 kD 1 64 kD) o podwdjnej specyficznosci. Uzyskane wyniki wskazuja, ze
endogennym substratem kinazy 57 kD moze by¢ enolaza.

PUBLIKACIJE: 3612, 211/N, 1607/A, 1608/A.



Temat nr 16: Enzymy nukleolityczne roslin wyzszych
Zespot: dr hab. Anna Przykorska, prof. Jan W. Szarkowski, dr Elzbieta Kuligowska,
mgr Karina Solecka, mgr Krzysztof Olszak

W celu uzyskania informacji na temat potencjalnej funkcji dwoch nukleaz roslinnych,
wyizolowanych przez nas wczesniej z chloroplastéw pszenicy (nukleaza ChSI) i jader
komorkowych zyta (nukleaza Rnl), przeprowadzono badania ich aktywno$ci wobec
rozgalezionych struktur DNA typu 5° ,.flap”, powstajacych jako formy posrednie w czasie
replikacji, rekombinacji czy naprawy DNA. Wykazano, ze nukleaza ChS ma wysoka
aktywno$¢ endonukleolityczng wobec 5° ,,flap” DNA, podczas gdy w stosowanych przez nas
warunkach nukleaza Rnl nie posiada takiej aktywnosci. Nukleaza Rnl wykazuje natomiast
wyzsza, niz nukleaza ChS aktywnos¢ egzonukleazy 3°-5’, wobec jednoniciowego segmentu w
3’ ,flap” DNA. Struktura ta proponowana jest, jako forma posrednia w naprawie przez
rekombinacj¢ niechomologiczng. Celem wyjasnienia mechanizmu dziatania nukleazy ChS
wobec 5° ,flap” DNA, przygotowano substraty zawierajace modyfikacje tej struktury.
Wykazano, ze wprowadzone zmiany, moga obniza¢ badang aktywno$¢ enzymu, co sugeruje,
ze tzw. ,,mechanizm przewlekania” jest mozliwy. Przeciw takiej mozliwo$ci $wiadczy jednak
fakt, ze nukleazy ChS i Rn sg takze aktywne wobec odcinka jednoniciowego, wypchnigtego z
dwuniciowej struktury DNA (ang. boulge), a wigc wolny jednoniciowy koniec nie jest
niezbe¢dny dla dziatania enzymu. Obie badane nukleazy sg enzymami, specyficznymi wobec
jednoniciowego DNA i RNA. Dzialajg one jednak w rézny sposob na badane struktury. By¢
moze roéznice w ich dziataniu wynikaja z innej ich lokalizacji w komorce i zwigzane s z
odmiennymi funkcjami obu enzyméw: ChSI bierze prawdopodobnie udziat w replikacji i/lub
naprawie chloroplastowego DNA, a Rnl przy rekombinacji DNA jadrowego.

Nukleazy ChSI, Rnl i V1 oraz jony Pb++ zastosowano jako sondy w badaniach nad
tworzeniem si¢ kompleksu pomiedzy C-terminalnym fragmentem ssaczej tyrozylowej
syntetazy tRNA (TyrRS) i nichomologicznym tRNA"®
dwoma obszarami w tRNA, ktére obejmujg pozycje Al4, G15, dHU16, dHU17 w petli D

. Wykazano, ze biatko to oddziatuje z

oraz pozycje U68 1 C69 w ramieniu akceptorowym. Dane te pozostaja w zgodzie z
zaproponowanym modelem oddzialywania pomiedzy domeng C TyrRS i tRNA™, ktory
zaklada, ze bialko to oddzialuje z nukleotydami w obrebie petli D oraz nukleotydami w
obrebie dwuniciowych fragmentow ramienia T 1 ramienia akceptorowego.

Najwazniejszy wynik:

Wykazanie, ze nukleaza ChSI z chloroplastow pszenicy ma aktywno$¢ specyficznej 5° ,,flap”
nukleazy.

PUBLIKACIIE: 1549/A, 1563/A, 1564/A, 1582/A, 1627/A
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Temat nr 17: Kultury tkankowe i komorkowe ziemniaka — patogeny oraz transformacja
roslin

Zespot: doc. Bernard Wielgat, dr Urszula Maciejewska, dr Anna Szczerbakowa,

mgr Danuta Boltowicz, mgr Lidia Polkowska-Kowalczyk

Kontynuowano badania nad uzyskaniem genetycznej odpornos$ci ziemniaka
uprawnego (Solanum tuberosum) na zaraze =ziemniaczang (Phytophthora infestans).
Stosowano technik¢ somatycznej hybrydyzacji z uzyciem dzikich gatunkoéw Solanaceae jako
dawcy cech odpornosci.

Uzyskane poprzednio mieszance S. tbr + S. nigrum posiadaja petna odporno$é¢ na
P. infestans. Cz¢$¢ tych mieszancow poddano probie wstecznego krzyzowania
generatywnego z S. tbr. Z roslin otrzymano kilkaset jagdd lecz bez uformowanych nasion.
Wyniki te wskazuja na roéznice w genotypie odpornego mieszanca w pordéwnaniu do
wyjsciowego genotypu S. tbr. Stabilno$¢ genetyczna mieszancow jest obecnie sprawdzana
cytogenetycznie (badania chromosomoéw) podczas rozmnazania wegetatywnego (bulwy).
Przeprowadzono ponadto fuzje protoplastow S. tbr z S. blb lub z S. pnt oraz fuzje
wewnatrzgatunkowg pomiedzy diploidalnymi liniami S. tbr. (DG 92-117 i DG 81-68) z
czg$ciowo odpornymi na zaraz¢ liniami DGD,413 1 DGD,330. Uzyskane regeneranty zostana
poddane analizie odpornos$ciowej i cytogenetyczne;.

Badanie wczesnych mechanizméw indukowanych w ro$linie podczas infekcji
P. infestans prowadzono na S. ngr, S. tbr odm Bzura i H-8105. Por6wnano w nich syntez¢
reaktywnych form tlenu (RFT), peroksydacj¢ lipidow i aktywnos¢ lipoksygenazy (LOX). W
gatunku odpornym S. ngr stwierdzono obnizong syntez¢ RFT przy skorelowanej w czasie
wzmozonej peroksydacji lipidow 1 wysokiej aktywnosci LOX. W roslinach S. tbr wzrost
aktywnosci LOX wystepowal w czasie obnizonej produkcji RFT. Pomimo syntezy RFT
wewnatrzkomorkowa zawarto$¢ nadtlenku wodoru w lisciach S. ngr i S. tbr nie ulegla
znaczacym zmianom. Wyniki te wskazuja na istotng role systemoéw antyoksydacyjnych.
Opracowano metody oznaczania reduktazy glutationowej, peroksydazy askorbinianowej i
transferazy glutationowej] w roslinach ziemniaka. Ponadto wykazano wzrost puli
plastochinonéw w lisciach S. ngr i S. tbr po podaniu elicytora P. infestans, co sugeruje na ich
udzial w poziomie stanu redox w komorce roslinnej podczas patogenezy.

Najwazniejszy wynik:

Rosliny ziemniaka reaguja na patogen P. infestans zmianami w poziomie RFT i
prawdopodobnie wzmozong aktywnos$cig systemow antyoksydacyjnych.

PUBLIKACIJE: 3566, 26/M, 242/N, 1561/A, 1570/A, 1580/A.
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Temat nr 18: Molekularne regulacje syntezy glikokoniugatow w komorkach drozdzy i
niektorych grzybéw nitkowatych (Trichoderma i Aspergillus)

Zespot: prof. Grazyna Palamarczyk, dr Joanna Kruszewska, mgr Urszula Lenart,

mgr Kariona Grabinska, mgr Anna Janik, mgr Anna Zakrzewska (do 30.08.01),

Wioletta Gorka

W okresie sprawozdawczym prowadzono nastepujaca tematyke badawcza:
1. Glikozylacja i sekrecja biatek w Trichoderma reesei:

Biatka sekrecyjne T.reesei to gtownie glikoproteiny zawierajace mannoze¢ zwigzang z
biatkiem wigzaniem O-glikozydowym. Stwierdzono, ze nadekspresja genu mpgl (koduje
guanylotransferaze: Man-1P: GTP),powoduje podwyzszenie wewnatrzkomorkowego stezenia
GDPMan. Towarzyszy temu wydluzanie, zwigzanych O-glikozydowo ,poprzez grupg
hydroksylowa seryny/treoniny, oligosacharydéw mannozowych. Otrzymane ta droga
hyperglikozylowane enzymy celulityczne (najliczniejsze bialka sekrecyjne T. reesei),
maja podwyzszong aktywnos$¢ enzymatyczng. Wynik ten jest przedmiotem opracowanego
obecnie zgloszenia patentowego.

2. Badanie wzajemnego oddzialywania bialek w szlaku biosyntezy steroli i dolicholi w
Saccharomyces cerevisiae.

W poprzednim okresie sprawozdawczym wykazano interakcj¢ pomiedzy syntaza
dwufosforanu farnezylu (FPP-S) a biatkiem Yta7p o nieokreslonej dotad funkcji. Badania
ostatniego roku pozwolity stwierdzi¢, ze biatko Yta7 bierze udziat w regulacji dystrybucji
substratu, wspdlnego w biosyntezie steroli i dolicholi, tj. FPP, pomi¢dzy syntaza skwalenu,
pierwszym enzymem szlaku prowadzacego do syntezy steroli, a cis-prenyl transferaza
odpowiedzialng za synteze dwufosforanu a-dehydrodolicholu, przeksztalcanego w kolejnych
reakcjach w dolichol. Ponadto wykazano, ze w biosyntezie dolicholi w S. cerevisiae bierze
udzial kompleks biatkowy oraz, ze ekspresja genow kodujacych niektére biatka kompleksu
jest regulowana przez poziom FPP. Stwierdzono rowniez, Zze poziom biosyntezy dolicholu
jest zwigzany ze szlakiem integralno$ci komorki zaleznym od kinazy biatkowej C.
Najwazniejsze wyniki:

Stwierdzenie, ze aktywnos$¢ enzymatyczna enzymow cellulitycznych T. reesei zalezy od

stopnia ich mannozylacji. Znalezienie zwigzku pomiedzy szlakiem biosyntezy dolicholi a
integralnoscig komorek S. cerevisiae.

PUBLIKACIJE: 1565/A, 1566/A, 1567/A, 1568/A, 1569/A, 1636/A, 241/N
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Temat nr 20: Genetyka i biologia molekularna grzybow

Temat nr 20.1: Kontrola funkcji mitochondriéw przez jadro komorkowe u drozdzy
S.cerevisiae

Zespot: doc. Magdalena Boguta, dr Agnieszka Chacinska, dr Krzysztof Pluta,

dr Jerzy Smagowicz, mgr Matgorzata Jakubiec, mgr Danuta Oficjalska, mgr Marta Sidoryk,
mgr Joanna Towpik

Przeprowadzono analiz¢ genetyczng i biochemiczng mutantoéw drozdzy w genie MRF1
kodujacym czynnik terminacji translacji mitochondrialnej. Mutanty mrf1-13 — ' Arg—Gly i
mrf1-780 —'**Pro—Cys nie sa zdolne do oddychania, w odréznieniu od mutantow mrfl-3
(nam3) -***Ser—lle; mrfl-16 — *"*Arg—Ile i mrf1-12 — '“Val->Glu. Zdolno$¢ oddechowa
mrfl-13, lecz nie mrfl-780, moze by¢ przywrocona przez nadprodukcje biatka
chaperonowego Hsp78. Mutanty mrfl-13 i mrfl-780 maja zmieniony profil biatek
syntetyzowanych w mitochondriach: poziom syntezy Cox1 i Cox2 jest obnizony do ok. 5%, a
poziom Cox3 do ok. 50% ilo$ci w szczepie kontrolnym, podczas gdy poziom syntezy Cytb i
Varl jest nieznacznie podwyzszony. W szczepie mrfl-780 obserwowano dodatkowy produkt
syntezy odpowiadajacy prawdopodobnie wydluzonemu lub zagregowanemu biatku Varl.
Wykorzystujac  dostepne w  pracowni przeciwciala oznaczono poziom  biatek
mitochondrialnych Cox2, Cox4, Cytb, Cytb2, Acol, Agf3, Mdhl, Mrp7, Mrpl3, Mrp20,
Nam9 i Ymel w mutancie mrfl-13. Oprocz Cox2, ktorego obecnosci nie stwierdzono w
szczepie mrfl-13, wszystkie inne biatka wystepowaty w ilo$ci porownywalnej do kontroli.

Kontynuowano prace nad biatkiem Mafl, represorem RNA polimerazy III.
Wykorzystujac fakt, ze proces izopentenylacji tRNA jest odgatezieniem szlaku
izoprenoidowego, badano efekt podwyzszonego poziomu tRNA w mutancie mafl-1 na
regulacje tego szlaku. W mutancie mafl-1 stwierdzono podwyzszony poziom transkryptu
oraz biatka Erg20, syntazy dwufosofranu farnezylu, kluczowego enzymu dla regulacji szlaku
izoprenoidowego. Jednoczesnie poziom ergosterolu w mutancie mafl-1 byl obnizony.
Zgodnie z przewidywaniami, oba efekty byly =zalezne od aktywnej tRNA-
izopentenylotransfeazy, gdyz nie wystgpowaty w mutancie mod5-1. Efekt mutacji mafl-1 jest
zatem analogiczny do efektu inhibitoréw szlaku, ktére powoduja podwyzszenie transkryptow
genow ERG obnizajac rownoczesnie produkcje ergosterolu.

Najwazniejszy wynik:

Wykazano wplyw poziomu syntezy tRNA na regulacj¢ szlaku izoprenoidowego i ilo$¢
ergosterolu w komorce drozdzy.

PUBLIKACIJE: 3572, 3578, 28/M, 219/N, 1645/A, 1535/A, 1644/A, 1617/A, 1626/A,
1534/A, 1632/A, 1525/A , 1654/A
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Temat nr: 20.2 Genetyczna regulacja metabolizmu w drozdzach S.cerevisiae

Zespot: prof. Joanna Rytka, dr Anna Chelstowska (staz we Wtloszech), dr Anna Kurlandzka,
dr Marek Skoneczny, mgr Agnieszka Biatkowska, mgr Krzysztof Flis,

mgr Dorota Grabowska, mgr Iwona Karkusiewicz, mgr Monika Wysocka

Kontynuowano badania nad regulacja szlaku biosyntezy hemu w komoérkach drozdzy
S. cerevisiae. Skonstruowano szczepy nadprodukujace syntaz¢ oraz dezaminaze
porfobilinogenu (PBG). Wykazano limitujacy wptyw tych enzymdéw na wydajnos¢ syntezy
hemu. Wykazano réwniez, ze wydajnos¢ syntezy PBG jest regulowana przez poziom kwasu
5-aminolewulinowego w komorkach.

Wyniki poszukiwania genéw kodujacych biatka wykazujace interakcje z ostatnim
enzymem szlaku biosyntezy hemu - ferrochelataza. w systemie dwuhybrydowym wskazaty na
interakcje pomiedzy czasteczkami ferrochelatazy drozdzowej. Metodami genetycznymi i
fizyko-chemicznymi potwierdzono, ze ferrochelataza S. cerevisiae jest dimerem. Otrzymano
mutanta zaburzonego w procesie dimeryzacji. Zaproponowano strukturalny model
drozdzowej ferrochelatazy.

Prowadzone s3 badania nad charakterystykg produktow gendéw S. cerevisiae
kodujacych biatka majace odpwiedniki w komodrkach ssaczych. Analizowane sg nastepujace
geny: ALD6 kodujacy dehydrogenazg glukozo-6-fosforanu: YHR136¢ kodujacy biatko o
nieznanej funkcji wykazujace podobienstwo do ludzkiej kinezyny; GEF1 kodujacy kanat
chlorkowy; PEX5 kodujacy receptor odpowiedzialny za transport biatek do peroksysomow.
Najwazniejszy wynik:

Wykazanie, ze ferrochelataza drozdzowa jest dimerem, zaproponowanie modelu
strukturalnego tego biatka.

PUBLIKACIJE: 3548, 3615, 3616, 1536/A, 1537/A, 1539/A, 1541/A, 1635/A, 221/N

Temat nr 20.3. Genetyczna kontrola szlakow metabolizmu siarkowego u grzybow
Zespo6t: prof. Andrzej Paszewski, dr Jerzy Brzywczy, dr Beata Burzynska, dr Renata Natorff,
dr Irmina Lewandowska, dr Matgorzata Piotrowska, dr Marzena Sienko, dr Marcin Grynberg,
mgr Magdalena Kacprzak

Wykazano, ze ekspresja genu metH/D A.nidulans kodujacego syntez¢ metioninowsg
jest indukowana przez homocysteing, ktora jest substratem dla tego enzymu. Uzyskano tez
dane, ze homocysteina aktywuje ekspresje drugiego genu metabolizmu folionowego — metA,
kodujacego reduktaze metylenotetrahydrofolianu. Oznacza to, ze geny te nie podlegaja

regulacji przez metaboliczng represj¢ siarkowa, lecz przez inny system regulacyjny.
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Przeprowadzono analiz¢ wptywu mutacji w genie regulatorwowym metR, kodujacego
czynnik transkrypcyjny, na ekspresji innych gendow regulatorwowych i genoéw struktury
kodujacych enzymy metabolizmu siarkowego. Wykazano pozytywny udzial tego czynnika w
transkrypcji gendw CysB (syntaza cysteinowa) i cysD (syntaza homocysteinowa) oraz, na
podstawie poziomu enzymu, arylosulfatazy 1 reduktazy siareczynowej. Ciekawym
spostrzezeniem bylo stwierdzenie zwigkszonej transkrypcji genu regulatorowego sconC w
mutantach metR, poniewaz $wiadczy to, ze biatko METR moze mie¢ réwniez funkcje
inhibitora.

Ustawiono metode analizy interakcji biatek w systemie dwuhrybrydowym, ktory
bedzie uzyty do badania wspotdziatania biatek regulatorowych.

Najwazniejszy wynik:

Zidentyfikowanie nowego systemu regulacyjnego w metabolizmie aminokwasow siarkowych
zaleznego od homocysteiny.

PUBLIKACIJE: 3579, 3574, 1519/A, 1520/A, 1521/A,1522/A, 1540/A

Temat nr 20.4: Rola polimeraz DNA w procesach naprawy DNA u drozdzy
Zespot: prof. Witold Jachymezyk, dr Hanna Baranowska-Wyszomirska, dr Agnieszka Hatas,
Zofia Policinska

Kontynuowano badania nad rola3 DNA polimerazy [ w powstawaniu mutacji fazy
stacjonarnej w komorkach drozdzy. Badano poziom rewersji genu LYS™ mutacji lys24Bgl w
szczepie z dysrupcjg genu polf, w poréwnaniu do szczepu zawierajacego nieuszkodzony
genPOLP. Otrzymane wyniki wskazuja, ze brak aktywnej polimerazy [ powoduje wzrost
czestosci mutacji typu ,,frameshift” w komorkach drozdzy. Réwnolegle stwierdzono, ze
poziom rewersji innego allelu tego samego genu LYS™ mutacji lys2-801 (tym razem mutacji
,podstawienia”) nie ulega wyraznym zmianom w szczepie z dysrupcjg genu polf - w
poréwnaniu do szczepu typu dzikiego. Dane te wskazujg, ze DNA polimeraza 3 moze w
rozny sposoéb wplywaé na mutacje typu frameshift i mutacje podstawienia. Prowadzone sg
dalsze badania w tej dziedzinie.

Prowadzone s3 rowniez badania wptywu genow naprawy DNA: RAD52 i Rad51, ktore
sa wymagane dla wielu typow rekombinacji genetycznej u drozdzy. Badano wplyw tych
gendéw na czestos¢ rewersji mutantow hom2-1 i hom2-2 w fazie stacjonarnej. W tym celu
utworzono diploidy homo- 1 heteroalleliczne wzgledem homoseryny zarowno dla mutanta jak
i szczepu dzikiego. Stwierdzono, ze obecnos¢ mutacji rad52 powoduje znaczny (10 do 70

krotny) wzrost rewersji adaptacyjnej w diploidach homoallelicznych, w poréwnaniu do
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szczepu dzikiego, natomiast w diploidach heteroallelicznych wzrost ten jest ok. 15 krotny.
Wzrost ten, aczkolwiek znaczny, jest jednak nizszy od oczekiwanego gdyby badane
rewertanty powstawaly na drodze rekombinacji wewnatrzgenowej oraz rewersji obu
mutantow hom2. Wydaje si¢ wiec, ze mutanty te powstajg w fazie stacjonarnej w wyniku
niesprawnosci innego systemu naprawczego, np. systemu mismatch repair. Badanie mutantow
RAD51 sg w toku.

Najwazniejszy wynik:

Stwierdzenie, ze w odrdéznieniu od bakterii, w komorkach drozdzy rekombinacja genetyczna
prawdopodobnie nie stanowi gtdwnego czynnika powstawania mutacji w fazie stacjonarne;.

PUBLIKACIJE: 207/N, 1523/A, 1524/A

Temat nr 20.5: Mechanizmy transportu bialek u drozdzy Saccharomyces cerevisiae
Zespot: doc. Teresa Zotadek, dr Joanna Kaminska, mgr Beata Gajewska, mgr Marta Kwapisz

Rsp5p jest ligaza ubikwitynowo-biatkowg zaangazowang w proces endocytozy u
drozdzy. Nasze poprzednie badania wskazywaty, ze funkcjonuje ona na co najmniej dwoch
etapach tego procesu: wptywa na ubikwitynacje biatka podlegajacego endocytozie i na inny
blizej nieokreslony etap. Nasze wnioski zostaty poparte wynikami innych autoro6w. Obecnie
szereg danych wskazuje na model w ktorym druga rola Rsp5p w endocytozie jest
modelowanie lub regulacja polimeryzacji szkieletu aktynowego:

1. Mutacje rspS w polaczeniu z mutacjami w genach kodujacych biatka szkieletu
aktynowego wykazuja efekt addytywny. Mutanty podwdjne rsp5 panl, rsp5 arp2 i rsp5 beel
sa bardziej wrazliwe na temperature niz odpowiednie mutanty pojedyncze. Biatko Arp2p jest
sktadnikiem kompleksu Arp2/3 niezbgdnego do nukleacji filamentéw aktynowych. Biatka
Beelp i Panlp sg aktywatorami kompleksu Arp2/3/.

2. Dodatkowa kopia RSP5, jak réwniez dodatkowa kopia rsp5-wl/2 z mutacjami
powodujacym unieczynnienie domen WW Rsp5p, powoduje supresje defektu wzrostu
mutanta arp2-1. Gen RSP5 suprymuje tez defekt organizacji cytoszkieletu 1 defekt
endocytozy mutanta arp2-1. Gen rsp5-13 z mutacja w domenie katalitycznej ligazy nie
przywraca mutantowi arp2-1 zdolnosci do wzrostu w restryktywnej temperaturze. Wskazuje
to, ze aktywno$¢ katalityczna ligazy jest potrzebna do supres;ji.

3. Rsp5p jest zlokalizowane w agregatach zawierajacych aktyne i biatko Sla2p w komoérkach
badanych mutantow szkieletowych. Normalnie Rsp5p jest znajdowane w licznych

kompleksach w cytoplazmie, lecz w mutantach panl, arp2 i beel jest dodatkowo
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zlokalizowane w agregatach zawierajacych aktyne. Kolokalizacje RspSp z aktyng w
mutantach panl potwierdzono przez immunoprecypitacje.

4. Niektére mutanty rsp5 sg oporne na latrunkuling A, zwigzek chemiczny, ktéry powoduje
depolimeryzacje aktyny, co wskazuje, ze szkielet aktynowy w tych mutantach rsp5 jest
stabilniejszy.

Najwazniejszy wynik:

Wykazano po raz pierwszy, ze ubkwitynacja z udzialem ligazy RspSp jest zaangazowana w

modyfikacj¢ komponentow cytoszkieletu aktynowego 1 ze ta funkcja jest niezbedna do
prawidlowej endocytozy.

PUBLIKACIJE: 3544, 24/M, 215/N 1527/A, 1542/A, 1579/A, 1616/A, 1632/A

Temat nr 21: Regulacja metabolizmu siarkowego u prokariotow
Zespot: doc. Monika Hryniewicz, dr Roksana Iwanicka-Nowicka, dr Anna L.ochowska,
mgr Tomasz Bykowski, mgr Matgorzta Witkowska

Prowadzono badania nad udziatem regulatoréw transkrypcyjnych (Cbl i CysB) w
inicjacji transkrypcji w promotorach operondéw Ssu i tau, reprezentujgcych regulon ssi (sulfate
starvation-inducible) u E. coli. Wykorzystujac system transkrypcji in vitro, wykazano ze Cbl
jest bezposrednim aktywatorem inicjacji transkrypcji w promotorze SSU natomiast CysB
czgsciowo reprymuje aktywnos¢ tego promotora. W promotorze tau CysB jest bezposrednim
aktywatorem inicjacji transkrypcji a Cbl peini funkcje pozytywnego koregulatora. Wykazano
takze, ze wczesny metabolit drogi asymilacji siarczanu, adenozyno-5’-fosforan (APS), jest
silnym inhibitorem funkcji Cbl jako aktywatora transkrypcyjnego. Badanie ekspresji operonu
SSu w obecno$ci mutacji blokujacych synteze lub/i dalszy metabolizm APS in vivo
potwierdzito krytyczng rolg tego metabolitu dla ekspresji genow indukowanych w warunkach
»gtodu siarczanowego”.

Wyizolowano 1 wstgpnie scharakteryzowano 37 mutantéw regulatora Cbl, niezdolnych
do aktywacji transkrypcyjnej gendow Ssu i tau in vivo. Wykazano, ze 8 roznych pojedynczych
substytucji aminokwasowych w N-terminalnej domenie biatka (region 1-88) uszkadza
zdolnos¢ Cbl do wigzania z DNA. Scharakteryzowano in vivo oraz in vitro mutanta Cbl
S149M wykazujac konstytutywna (nie hamowang przez APS) aktywno$¢ tego biatka w
stosunku do promotora Ssu. Analiza dalszych mutantéw Cbl jest w toku.

Kontynuowano badania relacji struktura/funkcja regulatora CysB. Zidentyfikowano
dwie reszty aminokwasowe w N-terminalnej domenie biatka (27 i 28), ktéorych zmiana
uszkadza specyficznie funkcj¢ pozytywnej kontroli CysB nie wplywajac na wigzanie biatka z

DNA oraz jego interakcj¢ z induktorem. Zidentyfikowano réwniez mutacje w C-terminalnej
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domenie (CTD) podjednostki o polimerazy RNA (substytucje Ala w 12 pozycjach a-CTD)
uszkadzajace specyficznie CysB-zalezng aktywacje transkrypcyjna promotora CysP.
Otrzymane wyniki pozwalaja nam wytypowac¢ wstepnie miejsca kontaktu CysB - a-CTD.

Najwazniejszy wynik:
Wykazanie, ze adenozyno-5’-fosfosiarczan (APS) jest metabolitem sygnatlowym w procesie
alternatywnego wykorzystania nicorganicznych i organicznych zrodet siarki u E. coli.

PUBLIKACIJE: 3546;209/N;1618/A;1637/A

Temat nr 25: Odpowiedzi komorek bakteryjnych i komorek drozdzy na uszkodzenia
DNA

Temat nr 25.1. Regulacja wiernosci replikacji DNA w komodrkach bakteryjnych
Zespot: doc. Iwona J. Fijatkowska, dr hab. Piotr Jonczyk, mgr Magdalena Maliszewska-
Tkaczyk, mgr Damian Gawel, mgr Magdalena Banach-Orlowska, mgr Wojciech Kuban,
mgr Aleksandra Lipowska, Malgorzata Bialoskorska

We wszystkich badanych komorkach obserwuje si¢ pewien podstawowy poziom
niestabilno$ci genetycznej nazywany mutageneza spontaniczng. Ten typ mutagenezy ma
zasadnicze znaczenie w genetycznej zmienno$ci organizmoéw, powstawaniu wielu chorob
oraz spontanicznej kancerogenezie. Uprzednio wykazano, ze co najmniej polowa mutacji
spontanicznych powstaje w wyniku bledow powstajacych w trakcie replikacji DNA.
Zrozumienie mechanizméw kontrolujacych wierno$¢ replikacji DNA ma wigc zasadnicze
znaczenie dla wyjasnienia zrodel mutagenezy spontaniczne;.

W ciggu ostatnich lat opracowano w naszej pracowni system umozliwiajacy badanie
wiernosci replikacji DNA nici prowadzacej i nici opoznionej podczas syntezy chromosomu E.
coli. System ten wykorzystano do badania czgstosci i specyficznosci powstawania mutacji
typu podstawienia zasad. Ostatnio ukonczyli§my cykl badan dotyczacych konstrukcji systemu
umozliwiajacego badanie czgstosci 1 specyficznosci powstawania mutacji typu zmiany ramki
odczytu (ang. frameshift). Przeprowadzone badania wykazaty, ze zard6wno mutacje typu
addycji jednego nukleotydu jak i mutacje typu delecji jednego nukleotydu zachodza z r6zng
czestoscig na dwoéch replikowanych niciach DNA.

Badania przeprowadzone w naszej pracowni w poprzednich latach wykazaly, ze efekt
mutatorowy obserwowany w warunkach indukcji systemu SOS, przy braku uszkodzen DNA
jest specyficzny dla nici opdznionej. Ostatnio ukonczyliémy prace majace na celu okreslenie
czy w warunkach indukcji systemu SOS, po naswietleniu komoérek promieniami UV,
replikacja DNA poprzez uszkodzenia, prowadzona przez polimeraz¢ V DNA zachodzi

rowniez preferencyjnie dla jednej z replikowanych nici DNA. Badano mutacje typu
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podstawienia zasad oraz mutacje typu zmiany ramki odczytu. Wykazano, ze po naswietleniu
komorek promieniami UV, niezaleznie od typu powstajacej mutacji, czgsto$¢ z jaka powstaja
mutacje jest taka sama na obu syntetyzowanych niciach DNA. Otrzymane wyniki sugeruja, ze
mutasom (polimeraza V DNA wraz z towarzyszacymi jej biatkami) jest formowany z taka
samg czgstoscig na obu uszkodzonych niciach DNA.

Ostatnio rozpoczeliSmy cykl badan majacych wyjasnic role jaka petnia w mutagenezie
spontanicznej polimeraza II DNA i polimeraza IV DNA E. coli.
Najwazniejszy wynik:

Wykazano, ze mutacje typu zmiany ramki odczytu zachodza z r6zng czgstoscig podczas
replikacji nici prowadzacej 1 opdznionej DNA.

PUBLIKACIJE: 1612/A, 1613/A, 1614/A, 231/N

Temat nr 25.2: Mechanizmy odpowiedzi komérek Saccharomyces cerevisiae na
uszkodzenia DNA

Zespot: prof. Zygmunt Ciesla, mgr Marta U. Fikus, mgr Piotr Koprowski,

mgr Piotr Dzierzbicki, dr Piotr Mieczkowski (staz w USA)

Poprzednie badania nad wudzialem nukleazy Din7 w regulacji stabilnos$ci
mitochondrialnego DNA (mtDNA) w komorkach drozdzy S. cerevisiae, sktonity nas do
rozszerzenia tematyki prac o udzial biatka Msh1, homologa bakteryjnego biatka MutS, ktore
zaangazowane jest w naprawe zle sparowanych zasad, w procesach kontrolujacych wiernosé¢
replikacji mtDNA. Stwierdzono, ze podwyzszona synteza dzikiego typu Mshlp powoduje
zmniejszenie ilo$ci btedow popelnianych podczas replikacji mikrosatelitarnych sekwencji
poly GT, Nieoczekiwanie okazalo si¢, ze w w warunkach tych dochodzi do dramatyczne;j
destabilizacji traktow poly AT, ktéra przejawia si¢ powstawaniem duzych delecji w obrebie
tych traktow. Wedlug przyjetej przez nas hipotezy roboczej, destabilizacja traktow poly AT
jest spowodowana przez interakcj¢ Mshlp z drugorzedowymi strukturami tworzonymi przez
te samokomplementujace si¢ sekwencje. Hipoteza ta jest obecnie sprawdzana w systemie in
vitro, w ktorym badana jest interakcja Mshlp oraz jego zmutowanych form z
oligonukleotydami zawierajagcymi rozne sekwencje powtdrzone, a takze zle sparowane zasady
w ich obrebie. Jednoczesnie prowadzono badania z uzyciem zmutowanych form Mshlp, ktore
zawieraja zmiany aminokwasowe w obrgbie silnie konserwowanej, wsrod homologéw MutS,
domenie odpowiedzialnej za wigzanie ATP. Okazato si¢, ze mutacje w domenie ATP-zowej
Mshlp zmieniaja spektrum delecji powstajacych w traktach poly AT obecnych w mtDNA, co
wynika prawdopodobnie ze zmiany specyficznosci Mshlp w rozpoznawaniu potencjalnie

mutagennych struktur w mtDNA.
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Kontynuowano rowniez prace nad rolg nukleazy Din7 w metabolizmie mtDNA.
Przedmiotem badan byto szczeg6lnie ustalenie zwigzku miedzy poziomem Din7p a czgstoScia
rekombinacji zachodzacej w mitochondrialnym genie cob, kodujacym cytochrom B.
Uzyskane dane wskazuja, ze inaktywacja DIN7 prowadzi do ok. dwukrotnego obnizenia
poziomu rekombinacji. Sugeruje to udzial nukleazy Din7 w tworzeniu intermediatow
rekombinacyjnych w mtDNA.

Najwazniejszy wynik:

Stwierdzenie przeciwstawnego efektu Mshlp na stabilno$¢ mikrosatelitarnych sekwencji poly
GTipoly AT w mtDNA.

PUBLIKACIJE: 1611/A

Temat nr 25.3: Komorkowe systemy naprawy uszkodzei alkilacyjnych w DNA
Zespot: doc. Ewa Sledziewska-Gojska, dr Adrianna Skoneczna, mgr Agnieszka Podlaska,
mgr Justyna Mclntyre

Kontynuowano badanie roli biatka Umpl, maturazy proteasomu 20S, w odpowiedzi
komorek drozdzy Saccharomyces cerevisiae na uszkodzenia DNA. Analiza fenotypow
reperacyjnych szczepoéw drozdzy niosgcych delecje w genie UMP1 wykazata, ze obok
zwigkszonej wrazliwo$ci na promieniowanie UV, komorki drozdzy posiadajgce defektywne
biatko Umpl, wykazuja charakter mutatora spontanicznego. Czg¢sto$¢ powstawania mutacji
spontanicznych w tych komoérkach wzrasta, w stosunku do kontroli, 2-8 razy zaleznie od tla
genetycznego 1 analizowanego markera. Wiadomo, ze dysfunkcja Umpl powoduje
nieprawidlowe skladanie proteasomu 20S i obnizenie wszystkich trzech jego aktywnos$ci
peptydazowych: chymotrypsyno-podobne;j, trypsyno-podobne;j 1 hydrolazy
peptydylogloutamylowej (PGPH). Mozna wiec przypuszczaé, Ze opisane powyzej reperacyjne
fenotypy mutacji genu UMP1l wynikaja z uposledzenia aktywno$ci proteasomu 20S.
SprawdziliSmy efekt uszkodzenia poszczegodlnych aktywnosci proteasomalnych na poziom
mutagenezy 1 wrazliwo$¢ komoérek drozdzy na czynniki uszkadzajace DNA. W tym celu
wykorzystaliSmy seri¢ mutacji, uzyskanych na drodze mutagenezy sterowanej, zaburzajacych
specyficznie funkcjonowanie centrow aktywnych poszczegoélnych peptydaz proteasomalnch.
Wyniki naszych badan wykazuja, ze zaburzenie aktywnosci chymotrypsyno-podobnej,
gléwnej aktywno$ci proteasomoOw eukariontycznych, ma silnie plejotropowy efekt
prowadzacy do uwrazliwienia komorek drozdzy na dziatanie zard6wno UV jak 1 MMS, ale
takze na dziatanie szeregu czynnikow stresowych nie zwigzanych z uszkodzeniami DNA W

przeciwienstwie do tego niespecyficznego efektu, uszkodzenie aktywnosci trypsyno-podobne;j
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powoduje specyficznie zwigkszenie wrazliwosci komorek drozdzy na promieniowanie UV,
Poziom tej wrazliwosci jest podobny do tego jaki obserwujemy w mutantach umpl.
Uszkodzenie aktywnosci PGPH — nie wplywa na wrazliwo$¢ komodrek drozdzy na
uszkodzenia DNA.

Badanie poziomu mutacji spontanicznych w szczepach niosgcych dysfunkcje
poszczegdlnych peptydaz proteasomalnych pokazuje, z kolei, Ze chociaz mutacje
proteasomalne prowadza, podobnie jak to obserwowali§my dla mutacji ump1, do zwigkszenia
czestosci powstawania mutacji spontanicznych, to efektu tego nie udaje si¢ zwigzaé z
dysfunkcja poszczegélnych peptydaz proteasomalnych. Wynik taki sugeruje, ze fenotyp
mutatorowy wigze si¢ z uszkodzeniem innych, alternatywnych funkcji proteasomu 20S.
Najwazniejszy wynik:

Uzyskane wyniki potwierdzaja udziat proteasomu 20S w utrzymywaniu stabilno$ci
genetycznej komorek drozdzy. Wykazuja rdwnoczes$nie, ze mamy do czynienia z dwoma
ré6znymi mechanizmami angazujacymi proteasom 20S z jednej strony w ochrone komorek

przed letalnym efektem promieniowania UV, a z drugiej strony w utrzymywanie niskiego
poziomu mutacji spontanicznych w DNA.

PUBLIKACIJE: 1544/A,1623/A, 1624/A

Temat nr 26: Mechanizmy mutagenezy indukowanej przez promieniowanie UV
Zespot: prof. Irena Pietrzykowska, dr Anna Bebenek, mgr Joanna Krwawicz

Kontynuowano badania nad mechanizmem mutagenezy indukowanej przez promienie
UV i MMS niezaleznej od replikacji DNA. Wczesniej wykazalismy, ze UV- i MMS-
indukowana mutageneza w fagu Asus Oz w komodrkach niepermisywnych dla replikacji DNA
faga zachodzi na innej drodze niz w gospodarzu permisywnym. Réznice dotycza zarowno
wymagan wobec biatek UmD 1 C jak tez typu tworzonych mutacji oraz ich podatnosci na
napraw¢ przez system naprawy btednie sparowanych zasad (mismatch repair, MMR).

Obecnie sprawdzano rolg systemu naprawy zasad (BER) [base excision repair] w
procesie mutagenezy niezaleznej od replikacji DNA. Skonstruowano szczepy E.coli su’
niepermisywne dla replikacji DNA faga Asus Og z mutacjami xthA i Axth pozbawione gtéwnej
aktywnosci AP-endonukleazy w komorkach E.coli oraz z potrojnymi mutacjami nth-1 nfo-1
AxthA pozbawione aktywnosci 2-ch DNA glikozylaz aktywnych wobec pirymidyn z
wysyconym wigzaniem 5,6 pierScienia pirymidynowego oraz AP-endonukleazy. Uzyskane
wyniki wykazaty, ze brak aktywnosci AP-endonukleazy powoduje ponad 2-krotne obnizenie

czestosci mutacji w fagu Asus Og indukowanych przez promienie UV 1 2,5-krotne w
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przypadku MMS. Natomiast w potréjnym mutancie nth-1 nfo-1 Axth poziom UV-mutagenezy
byt obnizony 3-krotnie a indukowanej MMS’em 10-cio-krotnie.

Wyniki te wskazuja na udzial systemu naprawy BER w procesie mutagenezy niezaleznej od
replikacji DNA. Jest to ponadto pokazanie po raz pierwszy, ze naprawa typu BER moze
prowadzi¢ do powstawania mutacji, dotad byta uwazana za bledna.

W badaniach in vitro wykazano, ze biatko UmuD moze tworzy¢ kompleks z DNA
polimerazg 1. Bioragc pod uwage nasze wczesniejsze wyniki wykazujgce istotng rolg biatka
Umu D w procesie mutagenezy niezaleznej od replikacji DNA oraz fakt, ze DNA polimeraza
I jest gtowna polimerazg w naprawie BER wyniki te moga stanowi¢ potwierdzenie hipotezy,
ze w mutagenezie w warunkach niepermisywnych dla replikacji mutacje powstaja w wyniku
btednej naprawy przez wycinanie zasad.

Najwazniejszy wynik:
Uzyskane wyniki wskazuja na udziat systemu naprawy przez wycinanie zasad (BER) w

procesie mutagenezy niezaleznej od replikacji DNA, a ponadto pokazuja po raz pierwszy, ze
naprawa typu BER dotad uwazana za bezbtedng, moze prowadzi¢ do mutacji.

Temat nr 27: Analiza funkcjonalna genéw plazmidu bakterii Gram dodatnich
pSM19035

Zespot: doc. Piotr Ceglowski, dr Izabella Kern-Zdanowicz, dr Urszula Zielenkiewicz,
mgr [zabela Sitkiewicz, mgr Maksymilian Zienkiewicz, mgr Marcin Gotebiewski

Kontynuowano badania nad genami omega, epsilon i zeta, zaangazowanymi w
stabilne utrzymywanie w komoérkach plazmidu pSM19035. Geny te stanowig operon, ktory
jest autogennie regulowany przez produkt genu omega, natomiast zasadniczg i bezposrednia
rolg w stabilizacji plazmidow odgrywaja geny zeta i epsilon, ktorych produkty funkcjonujg na
zasadzie ,trucizna-odtrutka”. W biezacym roku zbadano m.in. role regulatorowego genu
omega w funkcjonowaniu tego operonu jako kasety zapewniajacej stabilne dziedziczenie
plazmidow w komorkach Bacillus subtilis.. Zaobserwowano, ze inaktywacja genu omega,
poprzez wprowadzenie w obreb jego ramki odczytu kodonu stop, prowadzi do podwyzszonej,
konstytutywnej ekspresji catego operonu i powoduje zarazem obnizenie jego zdolnosci do
stabilizacji plazmidéw. Efekt ten ujawnia si¢ stosunkowo p6zno, po zajsciu ok. 80 podziatow
komorkowych 1 najprawdopodobniej wynika z ,,wymiareczkowania” proteazy komorkowe;j
degradujacej biatko odtrutki Epsilon.

W oddzielnym projekcie, poswieconym genomice plazmidowej, kontynuowano prace
nad charakterystyka plazmidow o znaczeniu medycznym lub biotechnologicznym poprzez

okreslenie ich kompletnych sekwencji nukleotydowych. Analizowane sg trzy plazmidy:

1.24



[1]- pCTX-M-3 (90 kb), ktory rozprzestrzenit wsérod wielu gatunkow Enterobacteriaceae, w
kilku szpitalach rozsianych po catym kraju;

[2] — p1658/97 (120 kb), w ktoérym selektywnie ulega amplifikacji gen -laktamazy blagyy;
[3] — pIBB510, (40 kb), ze szczepu L. lactis IBB500 wytwarzajacego pullulanaze.

Ustalanie kompletnych sekwencji plazmidow [1] i [2] jest bliskie ukonczenia —
uzyskane sekwencje czastkowe ztozono juz pojedyncze tzw. kontigi i obecnie odbywa si¢
opisywanie (annotacja) sekwencji niezbedne do ich zdeponowania w bazach danych,
natomiast sekwencje czastkowe plazmidu [3] wymagaja jeszcze zlozenia w jeden kontig i
annotacji.

Najwazniejszy wynik:
Wykazano bezposrednig role regulatorowego genu omega w stabilnym utrzymywaniu
plazmidow w Bacillus subtilis.

PUBLIKACIJE: 3614, 1593/A, 1639/A, 217/N, 226/N, 230/N, 235/N, 236/N

Temat nr 28: Chemiczne podstawy mutagenezy i reperacja adduktow cyklicznych
Zespot: prof. Jarostaw Kusmierek, mgr Agnieszka Maciejewska, mgr Ewa Borys-Brzywczy,
mgr Katarzyna Lichota.

Degradacja modyfikowanych przez mutageny 5’-tréjfosforandéw deoksynukleozydow
(dNTP) przez enzymy komorkowe. Zasady w puli dNTP ulegaja, podobnie jak w DNA,
uszkodzeniom przez rézne czynniki endo- i egzogenne. Inkorporacja uszkodzonych dNTP do
DNA moze prowadzi¢ do mutacji. Dawno temu odkryty mutator mutT z E. coli koduje
pirofosfohydrolaze specyficznie hydrolizujaca SOHdGTP. Analogiczne enzymy znaleziono u
innych organizméw. Ludzki analog hMTHI hydrolizuje rowniez 20H- i 8OHdATP. Jest
mato prawdopodobne aby mechanizmy oczyszczania puli dNTP byly ograniczone do
eliminacji nielicznych typow uszkodzonych dNTP. Podjeto wiec badania nad degradacja
r6znych modyfikowanych dNTP przez MutT i hMTHI1 a takze przez homogenaty komérkowe
w celu ewentualnego wykrycia innych typéw niz MutT aktywnosci enzymatycznych.
Syntetyzowano szereg modyfikowanych dANTP, m. inn. SOHdGTP, 20HdATP oraz eteno (g)
dNTP, oczyszczono MutT, trwaja prace nad klonowaniem i ekspresja hMTHL. Jedynie
80OHAGTP ze wszystkich badanych dNTP jest hydrolizowany przez MutT i przez homogenat
E. coli. Badania homogenatow ludzkich tkanek (tkanka nowotworowa ptuca i obrzeze)
wykazaty, ze SOHdGTP 1 €dCTP sg hydrolizowane szybciej, natomiast edATP wolnie;j,
podobnie jak niemodyfikowane dNTP. Ponadto, homogenaty tkanek nowotworowych w

poréwnaniu z obrzezem hydrolizuja znacznie szybciej 8SOHdGTP 1 edCTP niz edATP i
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niemodyfikowane dNTP. Wstepne wyniki wskazuja, ze w ludzkich komoérkach sg obecne
enzymy oczyszczajace pulg dNTP z niektorych typow adduktow cyklicznych dNTP, e.g.
edCTP.

Reperacja adduktow cyklicznych. Stosujac skonstruowany model doswiadczalny
wykazano, ze €C jest wycinana z DNA przez bakteryjna glikozlaze¢ uracylowa Mug oraz z
mniejsza wydajnoscia przez jej drozdzowy (sp2) i ludzki homolog (TDG). Wstepne
doswiadczenia wskazuja, ze addukt akroleiny do cytozyny jest wycinany przez bakteryjne
glikozylazy Mug 1 AlKA.

Najwazniejszy wynik:
Wstepne wyniki wskazuja, ze w komorkach ludzkich sa obecne aktywnosci enzymatyczne

usuwajace z puli ANTP nie tylko uszkodzenia oksydacyjne lecz rowniez niektore addukty
cykliczne dNTP.

PUBLIKACIJE: 3565, 1547/A, 1559/A, 1628A, 1640A, 1641/A, 1642/A

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

Zespot: prof. Piotr Weglenski, dr Piotr Borsuk, dr Agnieszka Dzikowska, dr Joanna Empel,
mgr Anna Grzelak, mgr Michal Koper, mgr Anna Olszewska

Przeprowadzono analize¢ funkcjonalng promotoréw gendéw agaA i otaA kodujacych
odpowiednio arginaze i transaminaz¢ ornitynowa. Wykazano istotno$¢ sekwencji wigzacych
odpowiedzialnych za wigzanie biatek regulacyjnych AREA, CREA i ARC. Wyniki prac nad
promotorem genu 0taA zebrano w pracy Dzikowska A., Kacprzak M., Tomecki R., Koper M.,
Scazzocchio C., Weglenski P. Specific induction and carbon/nitrogen repression of arginine
catabolism gene of Aspergillus nidulans — functional in vivo analysis of the otaA promoter™,
ktoérg przestano do druku w Fungal Genetics and biology.

Sklonowano i ustalono sekwencj¢ genu suDpro, jednego z regulatorow katabolizmu
argininy, kodujacego potencjalng glikoproteaz¢. Zbadano charakter mutacji znalezionych w
tym genie 1 przeprowadzono analize efektow fenotypowych poszczegdlnych mutacji.

Najwazniejszy wynik:
Przeprowadzenie funkcjonalnej analizy promotora genu otaA.

PUBLIKACIJE: 3622, 244/N, 245/N, 246/N
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Temat nr 30: Analiza mutantow typu suv 3 u S. cerevisiae
Zespot: prof. Piotr P. Stepien, dr Aleksandra Dmochowska, mgr Andrzej Dziembowski,
mgr Michal Minczuk, mgr Jan Piwowarski

W celu wyizolowania natywnego kompleksu degradosomu mitochondrialnego
zastosowano metod¢ TAP-TAG czyli tandemowa chromatografi¢ powinowactwa. Uzyskano
homogenne i1 aktywne preparaty. Ich analiza wykazata, ze degradosom mitochondrialny
sktada si¢ tylko z dwoch podjednostek: kodowanych w jadrze przez geny SUV3 i DSSI;
degradosom ma aktywno$¢ helikazy RNA i RNazy; kompleks ten jest zasocjowany z
rybosomami mitochondrialnymi. Na podstawie analizy 3’ 1 5° koncéw mitochondrialnych
RNA w mutantach zaproponowano model dziatania degradosomu jako mechanizmu kontroli
jakosci RNA w mitochondriach. Opracowano nowa metod¢ analizy 3° i 5° koncéw RNA za

pomoca mapowania na statym zlozu.

PUBLIKACIJE: 3580, 3581, 222/N, 223/N

Temat nr 31: Studium Doktoranckie
Kierownik studium: prof. dr hab. Grazyna Palamarczyk

Szkota Biologii Molekularnej (Studia doktorancke) liczy 107 os6b w tym 74
pobierajace stypendia. Rok 1-szy studiéw doktoranckich (od 1-szego pazdziernika) 16 osob,
2-gi 14 osoéb, 3-ci 17, 4-ty 10 oséb. 20-tu doktorantdw otrzymalo zgode na przedtuzenie
studiow na rok 5-ty

Stopien doktora otrzymato w roku 2001, czternascie osob.

Dzialalno$¢ dydaktyczna:

W okresie luty, marzec 2001 odbyt si¢ cykl wykladow na temat: Prokaryota-
modelowe organizmy w badaniach biologii molekularnej. Cykl ten, opracowany przez doc.
Iwong Fijatkowska obejmowat nastgpujace tematy:

1. Poréwnanie specyficznosci substratowej biatek opiekunczych prokariota i ekariota
(prof.dr hab. M.Zylicz, MIBM),

2. Molekularne podstawy bakteryjnej patogenezy (prof. K. Jagusztyn-Krynicka, UW),

3. Inicjacja transkrypcji jako gléwny punkt kontrolny w transkrypcji genu (doc. M.
Hryniewicz, IBB PAN),

4. Regulacja inicjacji replikacji DNA (prof.G. Wegrzyn, UG),

5. Mechanizmy replikacji chromosomalnego DNA, (doc. P. Jonczyk, IBB PAN),

6. Mechanizmy warunkujace wiernos$¢ replikacji, (doc. . Fijatkowska, IBB PAN),
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7. Mutacje adaptacyjne, (doc. E. Grzesiuk).
Cykl wyktadow zakonczono testem zaliczeniowym. Do testu przystapito 28

doktorantéw, 25-ciu uzyskalo wynik pozytywny.

Osiagniecia naukowe doktorantow:

Dwudziestu dziewigciu doktorantow jest wspotautorami pelnych prac naukowych
opublikowanych w roku 2000 oraz dziewigcdziesieciu jeden komunikatoéw lub plakatow
przedstawionych na zjazdach krajowych i zagranicznych.

15-tu doktorantow (A. Bugajska M. Banach-Ortowska, A. Dobruk, K. Flis, B.
Gajewska, D. Grabowska, A. Janik, A. Janowicz, M. Kesik, K. Lichota, F. Liszewska, A.
Podlawska, L. Polkowska-Kowalczyk, W. Podstolski, J. Wiwatowska) przedstawito projekty
badawcze pisane wg wzorow projektow grantowych KBN. Wysoko$¢ finansowania zostata
zréznicowana w zalezno$ci od uzyskanej oceny projektu i wynosita 4500 lub 5500 zt. na
projekt. Fundusze te mogly by¢ przeznaczone na zakup odczynnikow i1 drobnego sprzetu lub
sfinansowanie uczestnictwa w dowolnie wybranej konferencji naukowej. Odbiorcéw grantow
obowigzywa¢ bedzie przedstawienie sprawozdania merytorycznego 1 finansowego.

Sprawozdanie to bedzie podstawa do ewentualnego przedluzenia grantu na rok nastgpny.

Finanse:

Fundusz SBM/Studium Doktoranckiego wyniést w roku 2001 150 000 zt. W jego
ramach finansowano cz¢$ciowo udziat doktorantéw w konferencjach migdzynarodowych
odbywajacych si¢ za granicg a takze w caloSci w konferencjach w Polsce. Warunkiem
dofinansowania wyjazdu byto otrzymanie cze$ciowego pokrycia kosztow uczestnictwa w
konferencji z funduszy nie pochodzacych z IBB.

Z funduszy SBM/Studium pokrywano roéwniez koszty prowadzenia zajeé
dydaktycznych dla doktorantow.

Planujemy przeznaczenie pozostalych funduszy (ok. 120000 zt) na dofinansowanie
najlepszych projektow badawczych przedstawianych przez doktorantéw w konkursie na rok

2002.
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Temat nr 32: Pracownia Biologii Molekularnej IBB PAN

Temat nr 32.1: Montaz, dziedziczenie i rozpad kompleksu replikacyjnego bakteriofaga
lambda

Zespot: dr hab. Alicja Wegrzyn, dr Agata Czyz, dr Magdalena Gabig,

prof. Grzegorz Wegrzyn (Uniwersytet Gdanski - konsultacje naukowe)

Na podstawie badan kierunkowosci replikacji DNA bakteriofaga lambda z
zastosowaniem technik dwukierunkowej elektroforezy agarozowej 1 mikroskopii
elektronowej oraz do§wiadczen genetycznych i1 biochemicznych, wlaczajac analize replikacji
DNA technikg przesunigcia ggstosciowego, zaproponowano mechanizm regulacji zmiany
typu replikacji DNA bakteriofaga lambda z modelu teta na model sigma. W zaproponowanym
mechanizmie kluczowa role¢ odgrywa biatko DnaA, ktére stymulujac aktywacje
transkrypcyjna rejonu origin reguluje kierunkowos$¢ replikacji DNA bakteriofaga lambda,
ktora z kolei ma zasadnicze znaczenie w wyborze jednego z dwu modeli replikacji DNA.

Dotychczasowy stan wiedzy o zjawisku dziedziczenia kompleksu replikacyjnego
lambda 1 zwigzanymi z nim procesami regulacji rozwoju bakteriofaga zostaty przedstawione
w dwu pracach przegladowych.

Badania stabilno$ci biatka O bakteriofaga lambda, jak réwniez innych biatek tego
faga, w roznych mutantach Escherichia coli pozwolity na wykazanie fizjologicznej roli
szybkiej degradacji biatka O przez komorkowa proteaze ClpP/ClpX, ktéra polega na regulacji
decyzji ,,liza czy lizogenia” w specyficznych warunkach wzrostu komoérek bakteryjnych.

Szczegotowe badania replikacji plazmidéw pochodzacych od bakteriofaga lambda
pozwolity na przedstawienie modelu niezgodnos$ci tych plazmidéw z mutantami Escherichia
coli zawierajacymi punktowe zmiany w genie dnaA.

Badania nad regulacje replikacji i1 transkrypcji u bakteriofaga lambda pozwolity
stwierdzi¢, ze biatko SeqA, uwazane za jeden z gtownych czynnikow regulujacych replikacje
chromosomu E. coli, jest takze specyficznym czynnikiem transkrypcyjnym.

Najwazniejsze wyniki:

1. Zaproponowanie mechanizmu regulacji zmiany typu replikacji DNA bakteriofaga lambda.
2. Wykazanie, ze biatko SeqA jest specyficznym czynnikiem transkrypcyjnym.

PUBLIKACIJE: 3592, 3602, 3603, 3604, 3605, 3606, 3607, 3608, 3609, 3610, 3611, 1526/A,
1530/A, 1596/A, 1597/A, 1598/A, 1599/A, 1601/A, 1602/A, 1603/A, 1604/A, 1605/A,
1606/A, 1643/A, 206/N, 44/M
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Temat nr 32.2: Bialka opiekuncze w komorkach nowotworowych

Zespot:, mgr Frank King (do 01.07.01), mgr Aleksandra Helwak, mgr Leszek Lipinski

prof. Maciej Zylicz (zatrudniony w Miedzynarodowy Instytut Biomogii Molekularnej 1
Komorki - konsultacje naukowe)

ZrekonstruowaliSmy in Vitro poszczeg6lne etapy prowadzace do wigzania si¢ bialek
opiekunczych do zmutowanej i niezmutowanej formy bialka supresorowego p353.
Wykazalismy, ze biatko opiekuncze Hsc70 wigze si¢ z biatkiem p53 za posrednictwem
Hsp40. Dopiero po utworzeniu si¢ trojsktadnikowego kompleksu mut p53-Hsp40-Hsc70 w
obecno$ci biatka Hop, bialko opiekuncze Hsp90 wiaze si¢ z tym kompleksem. Ten
wieloenzymatyczny kompleks jest relatywnie oporny na dysocjacj¢ katalizowang przez Bag-1
i jest odpowiedzialny za zahamowanie importu p53 do jadra komoérkowego. W przypadku
niezmutowanej formy p53, Hsp90 wiaze si¢ bezposrednio z p53 zapobiegajac tworzeniu si¢
kompleksu p53 z Hsc70 1 Hsp40. Czynnik antyapoptyczny Bag-1 powoduje dysocjacje
kompleksu p53-Hsp90. Odkrycie oddziatywania Hsp90 z niezmutowang forma p53 sugeruje
udzial Hsp90 w transporcie p53 do jadra komorkowego (analogia do roli Hsp90 w imporcie

receptora hormonu sterydowego).

PUBLIKACIJE: 3619, 3621, 1657/A, 213/N

Temat nr 33: Mechanizmy aktywnej segregacji niskokopiowego plazmidu P1 do
komorek potomnych w czasie podzialu komorkowego

Zespo6t:_dr Matgorzata t.obocka, dr Krystyna Krajewska-Grynkiewicz, mgr Olga Bugajska,
mgr Aneta Dobruk

1. Zastosowano fuzje ParB-Gfp, do badan in vivo nad destabilizacja plazmidow niosacych
centromer P1 przez ParB. Podczas destabilizacji plazmidu mini-pSC101-parS™ przez ParB-
Gfp liczba ognisk fluorescencji reprezentujacych wewnatrzkomorkowe kompleksy ParB-Gfp
z DNA tego plazmidu zmniejszata si¢ po podziatach komoérkowych wedhug schematu
rozcienczen. Dostarczenie biatka RepA w uktadzie trans znosito destabilizacje. Przeczy to
hipotezie, ze biatko ParB po interakcji z centromerem polimeryzuje na sasiadujagcym DNA i
chroni je przed dostepem innych bialek. Zaproponowano, ze ParB hamuje selektywnie
transkrypcje gendow sasiadujacych z centromerem.

2. Zademonstrowano, ze jedna z funkcji wewnetrznych promotoréw operonu par jest
zwigkszenie syntezy ParB w stosunku do ParA w stacjonarnej fazie wzrostu komorek.
Jednym z inhibitorow transkrypcji z gtbwnego promotora w tej fazie okazato si¢ biatko IHF.
3. Wykazano, ze ParB modyfikuje efekt nadmiaru ParA w komoérce na kondensacje i

partycje chromosomu oraz podzialy komorkowe. Biatko jednego z mutantéw partycyjnych
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parA jest tak toksyczne w nadmiarze jak dzikie ParA. Analiza jego wlasciwosci umozliwia
wstepng identyfikacje rejonu ParA niezbgdnego dla toksycznos$ci dla komorki.

4. Oczyszczono natywne biatko ParB-6xHis. Nie ro6zni si¢ ono od ParB ani w zdolnosci do
wigzania parS ani we wlasciwosciach oligomeryzacyjnych. Zmodyfikowano osiem
zmutowanych form genu parB, poprzez dotaczenie znacznika histydynowego. Wybrano
mutanty niezdolne do wyciszania transkrypcji gendw sasiadujacych z parS, ale zdolne do
wiazania parS, defektywne w pozniejszych reakcjach partycyjnych. Poréwnano wlasciwosci
oligomeryzacyjne biatek mutantéw i dzikiego biatka ParB-6xHis. Jedno z biatek, ParB I1105T,
ktore tworzy z parS komleksy o innej ruchliwosci w zelu niz biatko typu dzikiego, ma
obnizong zdolno$¢ do tetrameryzacji. Zaproponowano model wskazujacy na udziat
tetrameryzacji ParB w tworzeniu funkcjonalnego, wypetlonego kompleksu centromerowego.
5. Poréwnano kompletnych sekwencje genomowe bakteriofaga P1 i P7.

Najwazniejszy wynik:

Wykazanie, ze ParB nie blokuje dostepu innych bialek do DNA sasiadujacego z
centromerem.

PUBLIKACIJE: 3588, 239/N

Temat nr 34: Udzial struktur chromatynowych w regulacji transkrypcji genow
Zespot: prof. Andrzej Jerzmanowski, mgr Katarzyna Olczak, mgr Tomasz Sarnowski,
mgr Szymon Swiezewski, Monika Banaszak

Podtemat dotyczacy badania biologicznej funkcji histonu H1: Zidentyfikowano i
sklonowano gen kodujacy wariant histonu HI1, tzw. H1C, z tytoniu. Poréwnanie sekwencji
HIC z sekwencjami innych histonéw z grupy HI i analiza filogenetyczna pozwolity zaliczy¢
sklonowany wariant do podgrupy pobocznych (minor) ro$linnych wariantow H1
indukowanych suszg. Analiza nie ulegajacych translancji fragmentow H1C oraz fragmentéw
promotora sugeruje, ze transkrypcja H1C moze by¢ regulowana przez stezenie sacharozy.
Wylaczenie w roslinach tytoniu nie wyrazajacych gtownych (major) wariantow H1 (HIA 1
HIB) ekspresji genu H1C 1 jego bliskiego homologa genu H1D nie wplywa na
charakterystyczny fenotyp roslin bez H1A i HIB polegajacy na meskosterylnosci. Wykazano
takze, ze selektywne wytaczenie w roslinach wariantow H1C 1 H1D nie wplywa na zdolnos¢
ro$lin do wzrostu i rozwoju.

Podtemat dotyczacy roslinnych komplekséw typu SWI/SNF, remodelujacych
chromatyne: Korzystajac z dostepnosci pelnej sekwencji DNA Arabidopsis thaliana

przeprowadzono pelng analize filogenetyczna potencjalnych podjednostek rdzeniowych

I.31



(ATPaza typu SNF-2, biatka typu SNF5 1 SWI3) oraz podjednostka typu Swp73 roslinnych
komplekséw remodelujacych typu Swi/Snf. Zidentyfikowano 10 biatek, potencjalnych
sktadnikow  kompleksu. Na  podstawie  analizy = motywéw  sekwencyjnych
nadreprezentowanych w promotorach genéw kodujacych te biatka zidentyfikowano 4 biatka,
jako najbardziej prawdopodobne sktadniki rzeczywistego kompleksu typu Swi/Snf w
Arabidopsis. Wstepna analiza chromatograficzna duzych kompleksow biatkowych obecnych
w catkowitym ekstrakcie biatkowym z Arabidopsis potwierdzita prawidtowos$¢ analizy
metodami filogenetycznymi i bioinformatycznymi.

Najwazniejsze wyniki:

1. Ustalenie sekwencji pobocznego wariantu H1 w tytoniu (H1C) 1 wykazanie, ze wylaczenie
jego ekspresji nie wptywa na zdolno$¢ roslin do wzrostu i rozwoju.

2. Identyfikacja za pomoca metod filogenetycznych i bioinformatycznych najbardziej

prawdopodobnych sktadnikow kompleksu typu Swi/Snf przebudowujacego chromatyng w
Arabidopsis.

PUBLIKACIJE: 3547, 1655/A

Temat nr 35: Ekspresja genow bakteryjnych w roslinach
Zespot: dr hab. Agnieszka Sirko, dr Robert Brodzik (urlop bezptatny), mgr Anna Blaszczyk,
mgr Frantz Liszewska, mgr Kacper Kazimierczuk

Badania koncentrowaty si¢ wokot dwoch projektéw badawczych. Pierwszy projekt
dotyczy wykorzystania transgenicznych roslin do produkcji wybranych antygenéw dwoch
drobnoustrojéw chorobotwoérczych, Helicobacter pylori i wirusa EHV-1 (Equine Herpes
Virus 1), w celu uzyskania odpowiednich szczepionek podjednostkowych. Drugi projekt
dotyczy badania regulacji oraz mozliwosci modyfikacji metabolizmu siarki w ro$linach
poprzez ekspresje wybranych genéw z Escherichia coli i Schizosaccharomyces pombe.

Wickszos¢ wynikow uzyskanych w ciggu tego roku to wyniki czastkowe, ktore
zostang w pelni wykorzystane dopiero w dalszych etapach pracy. Do takich wynikéw naleza:
(1) Uzyskanie transgenicznych linii tytoniu stransformowanych konstruktami zawierajacymi
gen reporterowy UIJA pod kontrolg czterech réznych promotorow roslinnych w celu
poréwnania ich aktywno$ci w réznych organach roslin oraz zidentyfikowania promotora
najbardziej odpowiedniego do dalszych badan [analiza ro$lin rozpoczeta zostanie w lutym
20027; (2) Sklonowanie genu hspB H. pylori oraz nadprodukcja biatka HspB w E. coli w celu
uzyskania przeciwcial; (3) Uzyskanie plazmidow zawierajacych ¢cDNA wybranych cytokin
(ludzkiej IL-2, mysiego i ludzkiego GM-CSF) oraz antygendéw gC i gD wirusa EHV-1,

niezb¢dnych do przygotowania finalnych konstruktow stuzgcych do transformacji ro$lin;
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(4) Sklonowanie gendéw gshA E. coli oraz PCS S. pombe kodujacych odpowiednio syntetaze
y-glutamylocysteiny (ECS) oraz syntetaze fitochelatyn, przygotowanie konstruktow do
transformacji ro$lin i ich pozytywna weryfikacja w systemie przejsciowej ekspresji in planta;
(5) Nadprodukcja biatek ECS i PCS w E. coli w celu uzyskania przeciwcial.

Najwazniejsze wyniki:

Poréwnanie kilku transgenicznych linii ro$lin tytoniu produkujacych bakteryjne enzymy

szlaku biosyntezy cysteiny (SAT i OAS-TL) oraz zbadanie wptywu wybranych zwigzkéw na
produkcje cysteiny i glutationu przez te rosliny.

PUBLIKACIJE: 3590, 1532/A

Temat nr 36: Metody informatyczne w biologii molekularnej
Zespot: prof. Piotr Zielenkiewicz, dr Piotr Pawtowski, mgr Jerzy Dyczkowski,
mgr Grzegorz Wieczorek

Opracowano program STOCKS stuzacy do stochastycznych symulacji kinetyki
proceséw biochemicznych. Program jest udostgpniony w ramach licencji GNU GPL.
Opracowano udoskonalony model ekspresji genu prokariotycznego i uzyskano kompletny
wykres fazowy zalezno$ci fluktuacji w predkosci syntezy biatka od czgstosci inicjacji
transkrypcji 1 translacji. Oprogramowano takze nowy algorytm ktory wielokrotnie przyspiesza
stochastyczne symulacje procesow, w ktorych biorg udziat reakcje roznigce si¢ predkoscia o
wiele rzedow wielkosci. Umozliwi to symulacje bakteryjnych proceséw metabolicznych z
uwzglednieniem zaréwno regulacji ekspresji gendéw jak 1 aktywnos$ci produkowanych
enzymow.

Znaleziono homologi genéow remodelujacych chromatyne SNF5, SNF2, SWI3 i
SNF12 i przy pomocy analizy ich regiondw promotorowych okreslono, ktére z nich
prawdopodobnie wchodza w sktad kompleksu SWI/SNF u Arabidopsis thaliana. Rozpoczeto
prace nad wykorzystaniem danych z publicznie dostgpnych mikromacierzy DNA, analiza
homologii i motywow sekwencji dla znalezienia pozostalych sktadnikow kompleksu
SWI/SNF w Arabidopsis thaliana. Odkryto dwie nowe domeny charakterystyczne dla
niektorych helikaz remodelujacych chromatyne.

Napisano program do dynamiki brownowskiej przeznaczony do symulacji uktadéw o
duzym zaggszczeniu czasteczek. Za pomoca w/w wykonano obliczenia majace ustali¢ wptyw
zattoczenia na stata dyfuzji dla sferycznych czasteczek o réznej wielkosci. Rozpoczeto
badania wplywu zattoczenia $rodowiska na stala szybkosci reakcji asocjacji biatek na
przyktadzie prostych modeli.

PUBLIKACIJE: 3549
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Temat nr 37: Mechanizmy kontrolujace proces patogenezy komorek roslinnych
Zespot: doc. Jacek Hennig, dr Dorota Konopka, dr Andrzej Talarczyk (do 31,10.2001)
mgr Anna Barabasz, mgr Anna Maassen, mgr Agnieszka Mac

We weczesniejszych naszych badaniach wyizolowaliSmy z ro$lin ziemniaka Solanum
tuberosum odm. Desirée kilka genow kodujacych biatka o aktywnos$ci 1,3-B-glukanazy. 1,3-
B-Glukanazy (EC 3.2.1.39) sa hydrolazami szeroko rozpowszechnionymi w $§wiecie roslin.
Aktywno$¢ niektorych z tych biatek jest silnie indukowana w odpowiedzi roslin na infekcje
mikroorganizméw, co wigze si¢ z ich funkcja obronng. Znaczny wzrost ekspresji
wyizolowanych przez nas gendw obserwuje si¢ po infekcji roslin: wirusem Y (PVY) a takze
po potraktowaniu lisci filtratem z hodowli Phytophtora infestans i kwasem salicylowym
dlatego zaliczyliSmy je do rodziny PR (ang. Patogenesis Related — geny kodujace biatka
obronne, zwigzane z patogeneza). StwierdziliSmy ponadto, ze charakteryzowane przez nas
1,3-B-glukanazy podlegaja indukcji (na poziomie mRNA oraz biatka) podczas tworzenia i
rozwoju kwiatéw, a maksimum ekspresji przypada na stadium catkowicie rozwinigtego
kwiatu. Analiza organdéw i tkanek tworzacych kwiat wykazata, ze ekspresja badanych
glukanaz lokalizuje si¢ w tkankach tworzacych stupek. Dla umiejscowienia tej ekspresji
wykonali§my analiz¢ immunocytochemiczng, ktéora jednoznacznie pokazata, ze
charakteryzowane bialko wystepuje w cytoplazmie, zewnetrznej warstwy komorek
tworzacych znamig stupka.

StwierdziliSmy takze, Zze w procesie odpowiedzi roslin na infekcje bakterii
Pseudomonas syringae zasadniczg role odgrywajg szereg niskoczgsteczkowe efektory takie
jak: reaktywne formy tlenu i1 kwas salicylowy. W tym okresie sprawozdawczym
wykazalismy, ze juz w 30 minut po infekcji tkanki roslinnej, nastgpuje silna (20 — krotna)
indukcja aktywnos$ci syntazy tlenku azotu. Indukcja ta poprzedza pojawianie si¢ w tkance
podwyzszonego poziomu reaktywnych form tlenu oraz kwasu salicylowego.

Najwazniejszy wynik:
Stwierdzilismy, ze w odpowiedzi typu ,,non-host”, roslin tytoniu (N. tabacum po infekcji

bakteriami P. syringae pv. maculicola) uczestniczg kolejno nastepujgce czasteczki sygnatowe:
NO, H,0, oraz kwas salicylowy.

PUBLIKACIJE: 3595, 1518/A, 1528/A 1571/A, 1572/A, 1573/A, 30/M, 33/M, 210/N, 218/N,
224/N, 233/N
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Temat nr 39: Badanie polimorfizmu mitochondrialnego DNA w populacji polskiej
Zespot: prof. Ewa Bartnik, mgr Katarzyna Mroczek, mgr Janusz Piechota

Przebadano w sumie 152 probki mitochondrialnego DNA (mtDNA) z populacji
polskiej. Do badan zastosowano enzymy restrykcyjne Avall, BamHI, Haell, Hpal i Pstl. Gdy
bylo to potrzebne DNA sekwencjonowano w celu ustalenia dokladnego miejsca
polimorficznego. Stwierdzono, ze 67% haplotypow dla tych enzyméw jest identycznych, zas
pozostale 33% to 21 réznych haplotypow. 15 z nich wykryto tylko u pojedynczych osob.
Wykryto szereg nowych morfow (polimorfizméw) dla enzymu Avall. Niektére znalezione w
populacji polskiej morfy byty juz wykryte uprzednio w zupetie innych populacjach, np. w

plemieniu Wolof w Senegalu.

PUBLIKACIJE: 25/M, 34/M, 38/M, 39/M, 40/M, 41/M, 226/N, 230/N. 232/N, 234/N, 1529/A,
1531/A, 1591/A, 1592/A.

Temat nr 40: Centrum Polsko-Francuskie Biotechnologii Ros$lin
Dyrektor: prof. Anne-Lise Haenni

Zadaniem Polsko-Francuskiego Centrum Biotechnologii Roslin jest inicjowanie i
koordynacja badan w zakresie biologii 1 genetyki molekularnej, prowadzonych przez
naukowcow polskich i francuskich. Srodki na ten cel przyznawane s3 przez rzady obu krajow.

W ramach dotacji otrzymanej z Komitetu Badan Naukowych, Centrum
subwencjonowatlo w 2001 roku realizacj¢ nastepujacych programéw badawczych w Polsce

przy wspdlpracy z placowkami francuskimi:

Kontynuacja programow z roku 2000:

Anna Goéra-Sochacka, Wojciech Podstolski (IBB) Dr Thierry Candresse, Wptyw mutacji na
zywotno$¢ 1 stabilno$¢ genetyczng wiroida wrzecionowatosci bulw ziemniaka. Analiza
molekularna roslin transgenicznych niosacych niepeine kopie cDNA PSTVd. — wspodtpraca ze
Station de Pathologie Végétale, INRA w Bordeaux.

Dr Anna Przykorska, Dr Elzbieta Kuligowska, Karina Solecka, Krzysztof Olszak (IBB), Dr
Gerard Keith. Roslinne enzymy nukleolityczne jako sondy strukturalne do badania struktury
przestrzennej RNA i DNA. — wspolpraca z Institut de Biologie Moleculaire et Cellulaire w
Strasburgu.

Dr Bozenna Rempota, Iwona Karkusiewicz (IBB), prof. Piotr Stonimski, Dr J-P di Rago.
Funkcjonalna analiza ORF-0w YIL153w i YPL152w z S. cerevisiae kodujacych biatka o
homologii do ludzkiego polipeptydu PTPA (phosphotyrosyl phosphatase activator). —
wspolpraca z Centre de Génétique Moléculaire, CNRS w Gif-sur-Yvette 1 Institut de
Biochimie et Genetique Cellulaire, CNRS Bordeaux.

Prof. Joanna Rytka, M. Zagulski, R. Gromadka, R. Kucharczyk, W. Wysocka, A. Migdalski,
B. Babinska, M. Ostrowska, W. Racki (IBB), prof. Piotr Stonimski, dr. Ch. Herbert, R.
Haguenauer-Tsapis. Analiza funkcjonalna nowoodkrytych ramek odczytu w genomie drozdzy
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Saccharomyces cerevisiae. — wspotpraca z Centre de Génétique Moléculaire, CNRS w Gif-
sur-Yvette i Institut J. Monod CNRS w Paryzu.

Prof. Andrzej Jerzmanowski, Andrzej Wierzbicki, Agnieszka Sokot, Piotr Kozbiat (IBER
UW), prof. Nicole Chaubet. Funkcja wariantow histonu H1 w rozwoju roslin — wspotpraca z
Institut de Biologie Moléculaire des Plantes, CNRS w Strasburgu.

Prof. Piotr Weglenski, dr Piotr Borsuk, dr Agnieszka Dzikowska, Anna Kazmierczak, prof. C.
Scazzocchio. Genetyczna regulacja katabolizmu argininy i proliny u Aspergillus nidulans. —
wspotpraca z Institut de Génétique et Microbiologie, Université Paris-sud w Orsay.

Dr Jerzy Smagowicz, K. Pluta (IBB), dr. A. Sentenac. Badania represji transkrypcji genow
zaleznych od polimerazy RNA III przez biatko Maflp w réznych fazach wzrostu komorek
drozdzy in vivo i in vitro. — wspoltpraca z Centre d’Energie Nucleaire w Saclay.

Dr Pawet Strézycki, Alina Kasperska, Iwona Femiak, Katarzyna Kotaczkowska, Anna
Skapska (IBCh), Yves Dessaux (ISV), Jean-Francois Briat (INRA). Gospodarka zelazem w
oddziatywaniach symbiotycznych 1 patogennych. — wspotpraca z Institut des Sciences
Végétales CNRS w Gif-sur-Yvette i Institut National de la Recherche Agronomique et Ecole
Nationale Supérieure d’Agronomie w Montpellier.

Prof. Piotr Stepien, prof. E. Bartnik, dr A. Dziembowski, Michal Minczuk (ZG UW), J.
Piwowarski, prof. J. Lazowska. Poszukiwania genu kodujacego trzecia podjednostke
degradosomu mitochondrialnego drozdzy Saccharomyces cerevisiae — wspdtpraca z Centre de
Génétique Moléculaire, CNRS w Gif-sur-Yvette.

Dr Bozenna Maciejewska, Dr Renata Bogatek (IBER UW), prof. Daniel Come, prof.
Francoise Corbineau. Aktywno$¢ metaboliczna w kulturach kalusa wyprowadzonych z nasion
o roznej glebokosci spoczynku. — wspolpraca z Laboratoire de Physiologie Végétale
Appliquée Université Pierre et Marie Curie w Paryzu.

Prof. Anna Rychter, Izabela Juszczuk, Bozena Szal (IBER UW), prof. Pierre Dizengremel.
Mechanizmy adaptacji ro$lin do stresu tlenowego wywotanego hypoksja 1 ozonem. —
wspotpraca z Laboratoire de Biologie Forestiére, Université Henri Poincaré w Nancy.

Programy rozpoczete w roku 2001:

Prof. Jan Barciszewski (ICHB PAN), dr M.Giel-Pietraszuk, Iwona Gawronska, dr Andre
Dietrich, prof. J.H. Weil. Badania wlasciwosci kinetyny. — wspotpraca z Institut de Biologie
Moleculaire des Plantes du CNRS w Strasburgu.

Prof. Mirostawa Barciszewska (ICHB PAN), Michat Mieclcarek, Elzbieta Wieczorek, dr. G.
Keith. 8-oxo-guanozyna jako znacznik uszkodzen kwasow nukleinowych u roslin. —
wspolpraca z Institut de Biologie Moleculaire et Cellulaire du CNRS w Strasburgu.

Dr Magdalena Boguta, Joanna Wiwatowska, Malgorzata Jakubiec, Monika Pachuca, prof.
Charles Zelwer. Terminacja translacji mitochondrialnej u drozdzy Saccharomyces cerevisiae.
— wspdlpraca z Centre de Biophysique Moleculaire w Orleanie

Dr Anna Chachulska, prof. Anne-Lise Haenni. Analiza biatek wirusow RNowych w
drozdzach. — wspotpraca z Institut Jacques Monod, Dept. of Plant System na Uniwersytecie
Paris VII.

Dr Anna Chelstowska, prof. Joanna Rytka, Marta Hoffman, dr J. M. Camadro, dr B. Gguiard.
Regulacja szlaku biosyntezy hemu w drozdzach Saccharomyces cerevisiae: poszukiwanie
biatek bioragcych udzial w wewnatrzkomorkowym transporcie hemu. - wspdlpraca z
Laboratoire d’Ingenierie des Proteines et Controle metabolique, Institut Jacques Monod na
Uniwersytecie Paris VII, oraz z Centre de Génétique Moléculaire, CNRS w Gif-sur-Yvette.
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Monika Kaminska (ICHB PAN), Marzanna Deniziak, Elzbieta Wieczorek, Iwona Gawronska,
dr Marc Mirande. Charakterystyka roslinnych syntetaz metionylo-tRNA. — wspodtpraca z
Laboratoire d’Enzymologie et Biochimie Structurales — CNRS w Gif-sur-Yvette.

Dr Michat Sikorski, Luiza Handschuh, Alina Kasperska, Oliwia Pasternak, prof. Robert
Esnault. Geny tubinu zo6ttego kodujace biatka wigzace cytokining. - wspotpraca z ISV, CNRS,
w Gif-sur-Yvette

Dr Ewa Swiezewska, Karolina Skorupinska, Joanna Putawska, prof. M. Rohmer, prof. G.
Dallner. Biosynteza i struktura wybranych sktadnikéw isoprenolowych u roslin. - wspoétpraca
z Institute Le Bel, Uniwersytetu Louis Pasteur w Strasburgu, oraz Dept. of Biochemistry, na
Uniwersytecie w Sztokholmie.

Dr Eliza Wyszko (ICHB PAN), Joanna Szepeta, Witold Szaflarski, prof. Bernard Ehresmann.
Badania oddziatywan roslinnego biatka rybosomalnego L30 z kwasami nukleinowymi. —
wspotpraca z Institut de Biologie Moleculaire et Cellulaire du CNRS w Strasburgu.

Wyjazdy czeSciowo finansowane przez PFCBR:

Dr. Anna Przykorska podczas 3 tygodniowego pobytu w Institut de Biologie Moléculaire et
Cellulaire CNRS w Strasburgu uzyskata 22 probki tRNA mitochondrialnego a czg$¢ z nich
poddata reakcji enzymatycznej.

Dr Agnieszka Dzikowska przebywata miesigc w Institut de Génétique et Microbiologie,
CNRS, Université Paris-Sud, w Orsay. Podczas tego stazu pracowata nad regulacja ekspresji
genu otaA z Aspergillus nidulans. Doswiadczenia dotyczyty badania promotora tego genu w
warunkach indukgcji, jej braku, repres;ji i derepres;ji.

Dr Wiestaw Jerzy Smagowicz w czasie miesigcznego pobytu w Centre d’Energie Nucleaire w
Saclay badal zmiany wtasciwos$ci polimerazy RNA III pod wptywem nadekspresji fragmentu
C160 pod nieobecnos¢ biatka mafl-1.

Dr. Bozenna Rempota podczas 3 tygodniowego pobytu w Centre de Génétique Moléculaire
CNRS w Gif-sur-Yvette powielata kolekcje zmutowanych szczepow drozdzy S.cerevisiae,
ktore beda wykorzystane do badan w IBB funkcji gendw drozdzowych.

Dr Michat Rurek przebywatl 3 tygodnie w Institut de Biologie Moléculaire des Plantes du
CNRS w Strasburgu gdzie badat kompleksy biatkowe btony mitochondrialnej tubinu zo6ttego
metoda dwuwymiarowej, natywnej, niebieskiej elektroforezy oraz identyfikowat je metodami
immunologicznymi.

Mgr Bozena Szal odbyla 3 miesigczny staz w Laboratoire de Biologie Roresticre de
I’Université Henri Poincare w Nancy. W jego trakcie izolowata i oczyszczata mitochondria z
korzeni jeczmienia.

Mgr Ewa Maciaszczyk podczas 3 miesigcznego pobytu w Centre de Génétique Moléculaire
CNRS w Gif-sur-Yvette zsekwencjonowata geny ACR (ACR1, ACR2, ACR3) S. douglasii,
ktore nastgpnie prownata z odpowiadajacymi im genami u S. cerevisiae. Sekwencje DNA
gené6w ACR S. douglasii przepisano na sekwencje aminokwasow i roOwniez przeprowadzono
poréwnanie z S. Cerevisiae.

Mgr Marta Fikus przebywala 1,5 miesigca w Centre de Génétique Moléculaire CNRS w Gif-
sur-Yvette. W trakcie tego pobytu analizowata ona czgstos¢ rekombinacji genow w
krzyzowkach szczepow mit ~ (posiadajacych mutacje punktowe w réznych miejscach genu cyt

b.
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Mgr Tamara Aleksandrzak w czasie 2 miesi¢cznego pobytu w Laboratoire de Génétique
Microbienne INRA w Jouy en Josas zajmowata si¢ badaniem funkcji dwoch operondéw
zaangazowanych w produkcje celobiozy u bakterii Lactococcus lactis.

W wyniku realizacji badan w ramach tematyki Centrum w okresie od 1994r do 2001r
opublikowano ogdétem 225 prac, w tym 110 komunikatow. W roku sprawozdawczym ukazaty

si¢ liczne publikacje (w ramach CPF), réwniez prac naukowych z poza IBB PAN:

1. B.Maciejewska ,,Metabolic activity in callus culture derived from apple seeds differing in
the deph of dormancy” 52th Congres of Polish Botanical Society, 24-28 September,
Poznan 2001

2. P.M. Strézycki ,Iron management in pathogenic and symbiotic interactions” 13th
International Congress on Nitrogen Fixation, Hamilton, Canada

3. P.Weglenski, A. Dzikowska, M.Kacprzak, R.Tomecki, M.Koper, C.Scazzocchio ,,Specific
induction and carbon/nitrogen repression of arginine catabolism gene of Aspergillus
nidulans — functional in vivo analysis of the otaA promoter” Fungal Genetics and Biology,
submitted

4. P.Weglenski, J.Empel, I.Sitkiewicz, A.Andrukiewicz, K.Lasocki, P.Borsuk ,,arcA, the
regulatory gene of arginine catabolic pathways in Aspergillus nidulans” Mol. Genet.
Genomics, 266; 591-597, (2001)

PUBLIKACIJE: 3578, 3591, 1534/A, 1549/A, 1563/A, 1564/A, 1565/A, 1575/A, 1576/A,
1577/A, 1578/A, 1583/A, 1628/A

Temat nr 41: Oksydacyjne uszkodzenia DNA

Zespo6t: dr Barbara Tudek, dr Jarostaw Cie$la, dr Maria-Anna Graziewicz (staz w USA),
mgr Elzbieta Speina, mgr Pawel Kowalczyk, mgr Tomasz Obtutowicz,

mgr Gertruda Pokrywinska (od 1.04.2001)

Przedmiotem zainteresowania pracowni jest mechanizm powstawania i degradacji
egzocyklicznych adduktow zasad DNA oraz ich naprawa i znaczenie w patologii wybranych
nowotworéw. Poprzednio wykazaliémy, ze 1,N°-etenoadenina (geA) jest uszkodzeniem
chemicznie niestabilnym ulegajac spontanicznej rearanzacji do kilku produktow:
eA—>B—>C—-D, z ktorych D jest produktem depurynacji. Nie sg one naprawiane przez
glikozylaze N-metylopuryn eliminujaca z DNA €A, ale zwigzek B jest wycinany przez
glikozylazy utlenionych puryn (biatko Fpg) oraz pirymidyn (biatko Nth) z E. coli. Obecnie
ustaliliSmy stale kinetyczne wycinania pochodnej B w zaleznosci od zasady lezacej
naprzeciw. Bialko Fpg wycina B z par B:T i1 B:C, ale jest nieaktywne jesli zasada lezaca
naprzeciw jest G lub A. Biatko Nth efektywnie wycina produkt B sparowany z G>C=T, ale
nie z pary B:A. Badajac enzymy drozdzowe, stwierdziliSmy, ze jedynie homolog Nth (biatko
Ntg2) wykazuje aktywnos¢ wobec B i1 posiada taka samg specyficzno$¢ wzgledem zasady
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lezacej naprzeciw. Tak wigc para B:A nie jest naprawiana, co pozostawia czas na
dokonczenie rearanzacji 1 wytworzenie miejsc apurynowych. Moze by¢ to jeden z
mechanizmow powstawania mutacji AT—>TA obserwowanych najczg¢sciej w nowotworach
indukowanych chlorkiem winylu. BadaliSmy rowniez powstawanie uszkodzen DNA w
ludzkim genie p53 indukowanych jednym z produktéw peroksydacji lipidow, trans-4-
hydroksy-2-nonenalem (HNE). Metoda odcisku palca polimerazy DNA stwierdziliSmy, ze
najbardziej podatne na modyfikacj¢ sa zasady w obrebie egzonow 5-8 cDNA genu p53, w
tym rowniez ,,gorgce” miejsca mutacji w rakach jelita grubego. Jest to nowotwor zalezny od
stanow zapalnych i diety wysokotluszczowej. Modyfikacji najczesciej ulegaly reszty C>G>A,
ale rowniez T, przy czym addukty C i T byty dotychczas nieznane.

Najwazniejszy wynik:

Produkt rearanzacji 1,N°-etenoadeniny jest naprawiany przez bakteryjne i drozdzowe
glikozylazy utlenionych puryn i pirymidyn jesli wystepuje w parze z tyming, cytozyng lub

guaning, ale nie ulega naprawie w parze z adening, co umozliwia dokonczenie rearanzacji,
powstawanie miejsc apurynowych i indukcje mutacji AT—>TA.

PUBLIKACIJE: 3565, 3582, 21/M, 37/M, 205/N, 229/N, 1511/A, 1547/A, 1556/A, 1559/A,
1594/A, 1628/A, 1640/A, 1642/A

Temat nr 42: Mutacje indukowane i adaptacyjne
Zespo6t: dr hab. Elzbieta Grzesiuk, prof. Celina Janion, dr Anna Sikora, dr Daniel Laubitz,
mgr Anetta Nowosielska.

Mutacje adaptacyjne sa to obserwowane podczas nie letalnej selekcji mutacje
spontaniczne, powstajace w warunkach gtodzenia, w nie dzielagcych si¢ lub wolno dzielacych
si¢ komorkach. Do badan nad tymi mutacjami wykorzystano chromosomalng mutacj¢ arge3
w szczepie E.coli AB1157. Rewersja argE3—Arg" umozliwia wzrost bakterii AB1157 na
ptytkach z podtozem minimalnym pozbawionym argininy. Badano udziat polimeraz Pol III,
Pol IV i Pol V E.coli w mutagenezie adaptacyjnej i stwierdzono, ze:

1. Mutacje w podjednostce ¢ Pol III DNA: dnaQ49 i mutD5 podwyzszaja poziom rewersji
adaptacyjnych Arg.

2. Dodatkowa delecja operonu umuDC (brak Pol V) podwyzsza poziom mutacji
adaptacyjnych w szczepie dnaQ49, ale szczegolnie w szczepie mutD5.

3. Podobnie, rezultatem nie funkcjonalnej Pol IV (mutacja dinB) jest podwyzszenie poziomu

mutacji adaptacyjnych w szczepie mutD5.
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4. Brak funkcjonalnych polimeraz IV 1 V w dzikim szczepie AB1157 prowadzi do obnizenia
poziomu mutacji zarowno tych zaleznych od wzrostu jak i1 adaptacyjnych powstajacych w
warunkach glodzenia w nie dzielacych si¢ komorkach.

Kontynuowano badania nad zjawiskiem indukcji systemu SOS w potréjnym mutancie
nth xth nfo. Wydaje sie, ze indukcja SOS w omawianym mutancie zachodzi na skutek braku
egzonukleazy III, produktu genu xth. Enzym ten usuwa 90 % miejsc AP w komorce.
Analizowano réwniez efekty indukowane $wiattem widzialnym i promieniowaniem UVA w
szczepach E.coli hemH ze szczegdlnym uwzglednieniem wplywu defektow w genach
kodujacych enzymy naprawy uszkodzen oksydacyjnych w DNA. Zaobserwowano znacznie
podwyzszong S$wiattowrazliwos¢ w podwodjnym mutancie hemH xth oraz poczwornym
mutancie hemH nth nfo xth. Otrzymane wyniki sugeruja, ze nagromadzona w komorkach
hemH protoporfiryna IX dziata gldwnie letalnie, a w znacznie mniejszym stopniu mutagennie.
Najwazniejszy wynik:

Mutacje w podjednostce korektorskiej Pol III DNA sa gléwnym zrodlem mutacji

adaptacyjnych w szczepach dnaQ49 i mutD5 E.coli. Natomiast Pol IV i Pol V naprawiajg
btedy popetniane przez defektywna Pol III.

PUBLIKACIJE: 3582, 3583, 3584, 3585, 1545/A, 1546/A, 1555/A, 1557/A, 1558/A, 22/M,
31/M, 240/N

Temat nr 43: Biologia plazmidu RK2 z grupy IncP Escherichia coli.
Zespo6t: doc. Grazyna Jagura-Burdzy, mgr Matgorzata Adamczyk, mgr Aneta Bartosik,
mgr Anna Kulinska, mgr Krzysztof Lasocki

Plazmidowe systemy aktywnego rozdziatu determinujg stabilno$¢ niskokopijnych
plazmidow. Kompleks bialek ParA-ParB (w przypadku plazmidow grupy IncP sa to
jednoczesnie globalne regulatory IncC 1 KorB) oddzialywujac z centromero-podobna
sekwencjag DNA decyduje o wlasciwej lokalizacji 1 segregacji kopii plazmidow do komorek
potomnych. Jedng z interesujacych wlasciwosci biatek ParB z plazmidéw P1 i F jest zdolno$¢
do wyciszania transkrypcji gendow w poblizu centromeru (polimeryzacja na DNA).
Wykazano, ze podobne wtasciwosci ma biatko KorB z plazmidu R751 IncPf. Rodziny biatek
ParA i1 ParB obejmuja bialka plazmidowe i chromosomalne. Te ostatnie wydaja si¢
uczestniczy¢ w segregacji chromosomow w czasie podziatlu komoérkowego. Analiza
wlasciwoéci ParB z Pseudomonas aeruginosa pokazata, ze ParBp, takze powoduje
wyciszanie gendw s3asiadujacych z sekwencja potencjalnego centromeru. C-terminalne czg¢$ci
bialek KorBrk» 1 ParBp, stanowig aktywne in vitro domeny dimeryzacyjne w uktadach

hybrydowych N-ParBp,-C-KorBrk, czy N-KorBgrg,-C-ParBp,. Obecnie wykazano, ze
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zdolnosci obu biatek do wyciszania genéw sg zalezne od obecnosci C-konca 1 motywu H-T-H
1 ze heterologiczna domena dimeryzacyjna przywraca t¢ zdolnos$¢.

Drugi kierunek badan nad plazmidami IncP dotyczy funkcji o-helikalnego biatka
KfrA (342aa). Homologii tego bialka sa zakodowane w genomach wielu plazmidow i
chromosomoéw bakteryjnych (MukB, SMC). Poprzednio wykazano, ze mutant R751ACKfrA
traci stabilno$¢ w E.coli. Badania immunofluorescencyjne przy uzyciu przeciwcial anty-KfrA
wykazaty kolokalizacje ognisk KfrA i plazmidu R751 oraz zaburzenia w lokalizacji
komorkowej mutanta R751ACKfrA. Nadmiar KfrA prowadzi do kondensacji chromosomow
bakteryjnych i niewlasciwej segregacji genomow.
Najwazniejsze wyniki:
1. Wykazanie uniwersalnych wlasciwosci wyciszania genow dla plazmidowych i
chromosomalnych biatek typu ParB (polimeryzacja zapoczatkowana wigzaniem do
centromeru) oraz
2. Wykazanie, ze KfrA jest biatkiem modelujacym DNA a brak KfrA wplywa na

delokalizacj¢ plazmidow IncP w czasie cyklu komoérkowego i prowadzi do filamentacji
komorek.

PUBLIKACIJE: 1590/A; 1593/A; 238/N

Temat nr 44: Srodowiskowe Laboratorium Magnetycznego Rezonansu Jadrowego
Zespo6t: doc. Andrzej Ejchart, dr Jacek Wojcik, dr Waldemar Anczewski,

dr Beata Toczytowska, dr Igor Zhukov, mgr Marta Oleszczuk, mgr Hanna Koztowska,
Liliya Zhukov.

Badanie dynamiki biatka CMTI(M8L). Pomiary parametrow relaksacyjnych jader
N szkieletowych grup amidowych rozszerzono na pola 14,1 T i 17,6 T. Lacznie z
wykonanymi wczesniej pomiarami w polu 11,7 T dane te pozwolity na wyznaczenie lokalnej
ruchliwosci szkieletowych wigzan N-H w biatku z rozdzieleniem na ruchy o réznych skalach
czasowych. Szczegdlnie istotne bylo wydzielenie powolnych ruchéw konformacyjnych
obejmujacych obszary ArgdS — Glu9 i Leul7 — Cys20 zawierajace reszty aminokwasowe
Leu8, Ile6 1 Leul7, ktéorych tancuchy boczne tworza klaster hydrofobowy silnie
zdestabilizowany przez mutacj¢ reszty 6smej.

Badanie struktury i dynamiki wolowego bialka S100A1 w utlenionej formie apo.
Wyznaczono strukture trzecio- i czwartorzgdowa wigzacego jony wapnia dimerycznego
biatka S100A1 w utlenionej formie apo w roztworze metoda NMR. W odroznieniu od
nalezacego do tej samej rodziny biatka S100B, badane biatko posiada w *lancuchu
polipeptydowym taczacym dwa motywy EF-hand nieduzy fragment helikalny (reszty Ser42 —

Ala47). Dimer jest stabilizowany przez oddzialywania hydrofobowe lancuchéow bocznych
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aromatycznych reszt aminokwasowych nalezacych do réznych podjednostek (10 reszt w
kazdej podjednostce). Dynamike szkieletu bialkowego wyznaczono z parametréw
relaksacyjnych jader "N szkieletowych grup amidowych. Poza wyraznym zmniejszeniem
ruchliwosci reszt aminokwasowych tworzacych helisy stwierdzono, ze reszty w obu helisach
znajdujacych si¢ blizej tacznika charakteryzuja si¢ ruchliwoscig zwickszong w stosunku do
reszt tworzacych helisy zewnetrzne.

Badanie wczesnych etapow powstawania helisy. Do badah modelowych wczesnych
etapoOw powstawania helisy wybrana zostata seria peptydow bedacych analogami trzeciej petli
wiazacej jony wapnia w kalmodulinie: AcDKDGDGYISAAE(A),NH,, gdzie n=1-4 z
selektywnie znakowanymi izotopem '°N resztami alaninowymi. W peptydach tych odcinek
helikalny -SAAE(A).NH; jest stopniowo wydluzany na koncu C przez dodawanie alaniny,
aminokwasu znanego z whasciwosci prohelikalnych. Znakowanie izotopem "N pozwolito na
doktadne wyznaczenie szybkosci wymiany protondw Hy z rozpuszczalnikiem oraz obliczenie
wspotczynnika protekcji stuzacych do okreslenia dynamiki konformacyjnej helisy o i
oddzialywan stabilizujacych te konformacje. Wyniki te mozna bedzie rozszerzy¢ o dynamike
helisy, ktorej wyznaczenie jest planowane w oparciu o relaksacje jader °N.

Badania NMR plynu mézgowo-rdzeniowego do celéw diagnostycznych. Dokonano
analizy widm 102 probek ptynu moézgowo-rdzeniowego pobranego od pacjentéw w trakcie
zabiegdbw neurochirurgicznych. Stwierdzono, ze mozliwe jest zrdznicowanie pomiedzy
przyjetymi grupami patologii i grupa kontrolng. Metoda moze znalez¢ zastosowanie w

diagnostyce kliniczne;j.

Najwazniejszy wynik:

Stwierdzenie, ze czwartorzedowa struktura dimerycznego biatka SI00A1 w utlenionej formie
apo jest stabilizowana przez oddzialywania hydrofobowe tancuchow bocznych
aromatycznych reszt aminokwasowych nalezacych do r6znych podjednostek co powoduje, ze
znajdujaca si¢ w kazdej podjednostce jedna reszta cysteinowa w formie utlenionej jest
zaangazowana w tworzenie mieszanych dwusiarczkéw z matymi czasteczkami posiadajacymi
grupu tiolowe (np. glutation).

PUBLIKACIJE: 3550, 3561, 3565, 3569, 3587, 3597, 3598, 3599, 1514/A, 1515/A, 1516/A,

1517/A, 1550/A, 1551/A, 1552/A, 1553/A, 1560/A, 1583/A, 1584/A, 1585/A, 1586/A, 20/M,
220/N.
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Temat nr .45: Regulacje biosyntezy pochodnych kwasu mewalonowego w drozdzach
Saccharomyces cerevisiae
Zespot: dr hab. Anna Szkopinska

Prace prowadzone nad regulacjg biosyntezy ubichinonéw w drozdzach pozwolity na
stwierdzenie, ze czynnikiem decydujacym o poziomie ich ilo$ci jest dostepnos¢ prekursorow
tancucha bocznego pochodzacych ze szlaku kwasu mewalonowego. Zaprojektowany szczep
drozdzowy z mutacjami w genie kodujacym syntaze¢ difosforanu farnezylu i genie kodujacym
syntaze skwalenowa syntetyzuje w warunkach represji 1 derepresji glukozowej najwigcej
ubichinonu. Powodem moze by¢ podniesiona ilo$¢ difosforanu geranylu (erg20) lub
przesunigcie przeptywu wspolnego intermediatu jakim jest difosforan farnezylu ze szlaku
syntezy steroli (erg9) do szlaku syntezy ubichinonéw. Badane s3 obie mozliwosci. Ponadto
wykazano, ze indukcja peroksysomow kwasem olejowym powoduje pojawienie si¢
dodatkowej rodziny dtuzszych dolicholi. Wynik ten §wiadczy o udziale peroksysomow
drozdzowych w syntezie dolicholi.

Najwazniejszy wynik:

Stwierdzenie, ze difosforan geranylu moze by¢ optymalnym starterem dla trans-
prenyltransferazy.

PUBLIKACIJE: 3548, 1562/A

Temat nr 46: Badania konformacji peptydow i bialek wiazacych wapn
Zespot: prof. Andrzej Bierzynski, dr Grazyna Goch, mgr Hanna Kozlowska,
mgr Elzbieta Soszynska, mgr Maciej Maciejczyk, dr hab. Wojciech Bal

Kontynuowano badania krotkich helis o w peptydach o sekwencji Ac-Asp-Lys-Asp-
Gly-Asp-Gly-Tyr-lle-Ser-Ala-Ala-Glu-(Ala)n-NH, zawierajacych petle koordynujaca jony
lantanu Aspl-Glul2, ktéra niezwykle efektywnie stabilizuje konformacje helikalng C-
terminalnej sekwencji poczawszy od reszty Alal0. Otrzymanie syntetycznych peptydow
zawierajacych reszty alaniny znakowane izotopem "N umozliwilo pomiar szybkosci
wymiany protonéw amidowych alanin technika NMR zwang ,saturation transfer”, co
pozwolilo na oszacowanie populacji wigzan wodorowych tworzonych przez alaninowe grupy
amidowe. Do plazmidu E. coli wklonowano geny peptydow o sekwencji Asp-Gln-Asp-Gly-
Asp-Gly-Tyr-Ile-Ser-Ala-Ala-Glu-(Ala)n-Met, co otworzylo mozliwo$¢ otrzymywania na
drodze acylacji N-terminalnej grupy aminowe;j i reakcji z CNBr C-terminalnej metioniny serii
peptydow Ac-Asp-Lys-Asp-Gly-Asp-Gly-Tyr-Ile-Ser-Ala-Ala-Glu-(Ala)n-Lakton

Homoseryny w petni znakowanych izotopem "N i o zablokowanych grupach koncowych
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NH; i COO", ktére beda wykorzystywane w dalszych badaniach helisy o prowadzonych
metoda NMR.

Badania biatka S100A1 metodg spektrometrii masowej wykazaty, ze utleniona forma
biatka nie jest, jak dotychczas przypuszczano, kowalencyjnym dimerem podjednostek
zwigzanych mostkiem dwusiarczkowym, lecz mieszanym dwusiarczkiem pomiedzy
podjednostkami dimeru a niskoczasteczkowymi tiolami. Wykazano, ze w mozgu wolowym
znaczna cze$¢ biatka tworzy mieszany dwusiarczek z glutationem. Przeprowadzono pomiary
statych koordynacji jonow wapnia przez biatko modyfikowane glutationem i wykazano, ze
taka modyfikacja prowadzi do zwigkszenia statych wigzania o trzy rzedy wielkosci. Wszystko
wskazuje wigc na to, ze glutationylacja jest waznym mechanizmem regulacji aktywnosci
biologicznej biatka SI00A1 a najprawdopodobniej takze wielu innych biatek z rodziny S100.
Najwazniejszy wynik:

Odkrycie nowego mechanizmu regulacji aktywnosci biatek S100 polegajacego na
glutationylacji reszt cysteiny.

PUBLIKACIJE: 3617, 1515/A, 1516/A, 1550/A, 1551/A, 1552/A, 1553/A, 1560/A, 1581/A,
1583/A, 1584/A

Temat nr 47: Modelowanie struktury i funkcji bialek
Zespot: prof. Piotr Zielenkiewicz, dr Danuta Plochocka, dr Andrzej Kierzek,
mgr Szymon Kaczanowski

Ferrochelataza, ostatni enzym szlaku biosyntezy hemu w nizszych organizmach jest
aktywny jako monomer. Na podstawie danych krystalograficznych znaleziono, ze ludzka
ferrochelataza tworzy homodimer i jak wynikalo z danych eksperymentalnych enzym
drozdzowy rowniez jest aktywny jako dimer. Ferrochelataza drozdzowa wykazuje duza
homologi¢ sekwencji (powyzej 60%) z enzymem ludzkim, zatem wykorzystujac dane
krystalograficzne dla dimeru ludzkiej ferrochelatazy skonstruowano przestrzenny model
ferrochelatazy z Saccharomyces cerevisiae. Otrzymany model pozwolit na wytlumaczenie
wplywu mutacji: D246V/Y248F, E314A, L62Y oraz delG47 na funkcjonowanie enzymu.

Rozpoczeto prace nad stworzeniem nowego inhibitora dla ludzkiej metylotransferazy
cytozyny. Zaprojektowano model struktury przestrzennej czgéci tego enzymu zawierajacej
centrum aktywne wigzace DNA. We wspolpracy z DKFZ-Heidleberg zaprojektowano,
przeprowadzono docking 1 wprowadzono modyfikacje kilku nowych czasteczek inhibitorow.

Rozpoczeto takze prace nad stworzeniem inhibitora nie bedacego analogiem cytozyny.
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Kontynuowano prace nad projektowaniem sekwencji biatkowych realizujacych
pozadang strukture przestrzenng. Wykorzystano metody projektowania sekwencji do zbadania
jakie cechy strukturalne biatek sa konserwowane ewolucyjnie. Zbadano, ktore sekwencje EST

Chlamydomonas koduja motywy unikalne dla zwierzat i pierwotniakow.

PUBLIKACIJE: 3546, 3559, 3560

Temat nr 48: Badanie wczesnych etapow zwijania bialek

Zespoét: doc. Michatl Dadlez, dr Aleksandra Wystouch-Cieszynska, dr Agnieszka Szpineta,
mgr Konrad Zdanowski, mgr Agnieszka Jablonowska, mgr Magdalena Bakun,

mgr Urszula Borkowska, mgr Jacek Oledzki, mgr Jacek Sikora.

Kontynuowano badanie zarodkéw zwijania i agregacji w nowych uktadach
modelowych. Uzyskano protokoty stabilnej ekspresji fragmentow mioglobiny 1 peptydu
zwigzanego z chorobg Alzheimera na poziomie miligramowym. Na tak uzyskanym materiale
prowadzono pomiary zalezno$ci st¢zeniowej tendencji do zarodkowania struktury w uktadzie
wewnatrzczasteczkowym 1 miedzyczasteczkowym. Pomiary prowadzono z uzyciem testu
kinetyki tworzenia mostkéw dwusiarczkowych, spektrometrii mas i1 sgczenia na sitach
molekularnych.

Prowadzone s3 badania nad wptywem modyfikacji posttranslacyjnych na strukture i
aktywno$¢ biologiczng biatek np. bialek odpowiedzialnych za inicjacje¢ translacji (fosforylacja
elF4E, 4E-BP1) oraz biatek S100 wigzacych wapn (modyfikacja cystein). Opracowano
metody otrzymywania miligramowych ilosci selektywnie modyfikowanych biatek m.in.
poprzez sktadanie biatek z fragmentow uzyskanych przez nadekspresje w bakteriach lub
synteze chemiczng. Dla czynnika inicjacji translacji eIF4E specyficznie ufosforylowanego na
serynie 209 przeprowadzono badanie wptywu tej modyfikacji posttranslacyjnej na
oddziatywanie biatka z mRNA oraz mono i dinukleotydowymi analogami ,,czapeczki” cap-
mRNA (eksperymenty ,.gel-shift” pokazujace oddzialywanie fosforylowanego eIF4E ze
znakowanym radioaktywnie ,,capowanym” mRNA, rekonstytucj¢ translacji in vitro,
wyznaczenie stalych wigzania przy pomocy fluorescencji, proby krystalizacji). Otrzymano
rowniez selektywnie ufosforylowane fragmenty biatka wiazacego eIF4E (4E-BP1) -
inhibitora inicjacji translacji, ktére pomogly w precyzyjnym okresleniu wptywu wielokrotnej
fosforylacji na aktywnos¢.

Uruchomiono Srodowiskowe Laboratorium Spektrometrii Mas i proteomiki.
Laboratorium wykonuje glownie oznaczenia mas biatek i peptydéw ale réwniez innych

czasteczek np. oligonukleotydow. Dokladnos$¢ pomiaru jest rzgdu pojedynczych daltonow dla
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biatek o masie kilkudziesigciu kDa. Wymagania ilosciowe do oznaczen sg na poziomie
nanogramowym, pozytywny rezultat zalezy od stopnia zanieczyszczenia biatka (sole,
detergenty etc.). Laboratorium wykonuje roéwniez identyfikacj¢ biatek z prazkow zeli PAGE
poprzez sekwencjonowanie masowe peptydow powstatych przez trawienie biatka w zelu
enzymami restrykcyjnymi. Zele moga byé barwione Coomassie badz srebrem. Wykonano sto

kilkadziesiat oznaczen, réwniez dla uzytkownikdéw spoza Instytutu.

PUBLIKACIJE: 3575, 3596, 3618, 1622/A

Temat nr 49: Metabolizm cukréw u bakterii mlekowych
Zespot: dr hab. Jacek Bardowski, mgr Tamara Aleksandrzak-Piekarczyk,
mgr Magda Kowalczyk, mgr Agnieszka Szczepanska

Kontynuowano dwa glowne, dotychczasowe kierunki badawcze na modelu
Lactococcus — jeden, dotyczacy powigzania katabolizmu laktozy z katabolizmem celobiozy;
drugi zwigzany z wytwarzaniem pullulanazy.

W badaniach biochemiczno-fizjologicznych nad szczepem dzikim L. lactis oraz jego
mutantami BgIR™ i CcpA™ zaobserwowano, ze katabolizm laktozy i celobiozy przebiega droga
homofermentacji. Badania te sugerowaly rowniez mozliwo$¢ transportu celobiozy przez ten
sam system PEP:PTS, co ten uzywany do transportu laktozy. Stosujac mutagenizacje
ukierunkowana, fuzje transkrypcyjne z genem reporterowym lux kodujacym lucyferaze oraz
testy wzrostowe wykazano, ze produkty biatkowe pewnych gendéw, w tym nalezacych do
systeméw PEP:PTS transportujacych B-glukozyd celobioze, sa zaangazowane réwniez w
transport laktozy. Stwierdzono, ze mutacje w genach celB oraz ptcB, prowadzace do ich
inaktywacji, uniemozliwiaja wzrost L. lactis zarowno na celobiozie jak i laktozie.
Zaobserwowano takze, iz mutacja genu yebF, ktory koduje hipotetyczne biatko regulatorowe,
uniemozliwia wzrost L. lactis na obydwu badanych weglowodanach.

Zsekwencjonowano regiony otaczajace gen pullulanazy wykazujac, ze wchodzi on w
sktad multicistronowego operonu. Kontynuowano réwniez badania nad regulacjg ekspresji
genu pul stosujac fuzje transkrypcyjng z genem reporterowym lux. Wykazano, ze regulacja ta
zachodzi przy udziale mechanizmu represji glukozowej. Zbadano réwniez sit¢ regionu
promotorowego poprzedzajacego gen pul.

Najwazniejszy wynik:

Wykazanie, ze gen celB jest niezbedny dla i uczestniczy w transporcie celobiozy i laktozy u
Lactococcus lactis.

PUBLIKACIJE: 1574/A, 1575/A, 1576/A, 1577/A, 1578/A, 36/M, 43/M, 225/N
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Temat nr 50: Przewodzenie sygnalu stresu osmotycznego w roslinach
Zespot: doc. Grazyna Dobrowolska, mgr Anna Kelner, mgr Monika Pacocha (do 30. 06.2001)

Badanie mechanizméw przesylania sygnatu stresu osmotycznego w roslinach jest
tematem badan prowadzonych w pracowni. W poprzednich latach wykazano, ze pod
wpltywem stresu osmotycznego w komorkach tytoniu aktywowane sg dwie kinazy biatkowe —
kinaza MAP oraz kinaza o ci¢zarze molekularnym 42 kD nalezaca do rodziny kinaz SnRK2b
nazwana OSAK (Osmotic Stress Activated Kinase).

Kontynuowano charakterystyke biochemiczng kinazy OSAK. Stwierdzono, ze
specyficznos¢ substratowa jest zblizona do specyficzno$ci drozdzowych kinaz SNFI,
zwierzecych AMPK oraz ros§linnych kinaz SnRK1. Poszukiwano specyficznych inhibitorow
badanego enzymu. Niestety wsrod 15 potencjalnych inhibitorow tylko staurosporyna
(niespecyficzny inhibitor kinaz biatkowych) wydajnie hamowata aktywno$¢ enzymu.

Podjeto probe klonowania cDNA kodujacego OSAK. Na podstawie mikrosekwencji
oczyszczonego do homogenno$ci enzymu, zaprojektowano startery do reakcji PCR. Jako
matryce w tej reakcji uzyto cDNA uzyskane za pomocg odwrotnej transkrypcji mRNA z
komorek tytoniu poddanych dziataniu stresu osmotycznego. Uzyskany produkt RT PCR
postuzyt jako sonda do przegladania biblioteki cDNA komorek tytoniu BY-2. Uzyskane dwa
klony zawierajace sekwencje kodujagcg OSAK sg obecnie analizowane.

Najwazniejszy wynik:
Ustalenie specyficznos$ci substratowej kinazy biatkowej OSAK.

PUBLIKACIJE: 1609/A, 1610/A, 212/N

Centrum Doskonalosci Biotechnologii Molekularnej
Koordynacja: Prof. Andrzej Rabczenko

W ramach dziatalnosci Centrum Doskonatosci Biotechnologii Molekularnej w okresie
od stycznia do grudnia 2001, IBB PAN odwiedzito 36 naukowcow w Unii Europejskiej 1
krajow stowarzyszonych, a takze 22 naukowcow z IBB wyjechato do europejskich
laboratoriow, uczestniczyto w konferencjach 1 krétkich wizytach roboczych.

Organizacja spotkan, warsztatow 1 konferenciji:

12—13 maja 2001 — spotkanie Rady Naukowej CEMB, ktora ocenita poczatkowa dziatalno$é
Centrum;

04-10 czerwca 2001 — wspodlorganizacja z Howard Huges Medical Institute, National
Academy of Sciences (USA) zaawansowany kurs Determination of High Resolution
Structures for the Post-Genomic Age. W wykladach i ¢éwiczeniach prowadzonych przez
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specjalistow z USA, Europy Zachodniej 1 Polski, wzigto udziat 25 stuchaczy z Polski i krajow
Europy Srodkowo-Wschodniej;

25-27 czerwca 2001 — wspotorganizacja kursu Sekwencjonowanie DNA i analiza wynikéw
zorganizowany w przez Zaklad Sekwencjonowania Oligonukleotydow;

05-09 wrzesnia 2001, Gdansk — konferencja Molecular Aspects of Chemotherapy, ktorej
wspotorganizatorem 1 sponsorem byl CEMB, (sfinansowanie 24 naukowcéw z Unii
Europejskiej);

09-15 wrzesnia 2001 — wspotorganizacja miedzynarodowej konferencji Inhibitors of Protein
Kinases. W konferencji wzigto udziat 200 naukowcow z Europy i USA;

19-22 wrzesnia 2001 — CEMB sfinansowal wyjazd 14 doktorantéw z IBB do Kijowa
(Ukraina) na konferencje pt. Molecular Biology and Genetic;

23-26 pazdziernika 2001 — 20 mtodych naukowcéw z IBB odwiedzilo Biological Research
Center w Szeged (Wegry) uczestniczac w konferencji First Polish Hungarian Ph.D Meeting.
Nastegpne spotkania z tej serii sg planowane w Krakowie 1 Warszawie;

25-27 listopada 2001 — II kurs z serii Paramecium Genomics zorganizowany dla 30
stuchaczy przez Zaktad Sekwencjonowania Oligonukleotydow;

07-08 grudnia 2001 — sfinansowanie Second European Workshop on Interactions of New
NTP Analogs and Related Compounds with HCV Helicase zorganizowany przez Pracowni¢
Antymetabolitow (WP). W tym spotkaniu wzigto udziat 16 naukowcow.

Srodowiskowe Laboratorium Magnetycznego Rezonansu Jadrowego — dzialalno§é
ustugowa

W roku 2001 w Srodowiskowym Laboratorium NMR odbyla dwa dwumiesigczne
staze naukowe mgr Emilia Trzepatka, doktorantka na Wydziale Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego.

Zestawienie wykorzystania spektrometru NMR:
Zgodnie ze swymi zadaniami statutowymi Laboratorium wykonywato pomiary widm MRIJ
dla szeregu laboratoriow. Wykorzystanie przyrzadu przedstawia si¢ nastepujaco:

Kierownik projektu Instytucja Czas przyrzadu
prof. B. Lammek Uniwersytet Gdanski, Wydziat Chemii 500 h
prof. J. Otlewski Uniwersytet Wroctawski, Instytut 520 h

Biochemii 1 Biologii Molekularnej
dr hab. W. Bal Uniwersytet Wroctawski, Wydziat Chemii 310 h
dr hab. A. Olma Politechnika F.6dzka, Inst. Chemii Org. 90 h
dr hab. R. Stolarski UW, Instytut Fizyki Doswiadczalnej 240 h
prof. K. Kamienska-Trela IChO PAN, Warszawa 500 h

IChF PAN, Warszawa 350 h
prof. Z. Czernicki AM Warszawa, Klinika Neurochirurgii 400 h
dr hab. K. Grzelak IBB PAN, Z-d Biosyntezy Biatka 200 h
dr J. Poznanski IBB PAN, Zaktad Biofizyki 360 h

Uslugi-zlecenia razem 3470 h
Kurs: ,,Determination of HR Structures for the Post-Genomic Age” 150 h
Prace wlasne 4330 h
Nowe techniki, szkolenia 180 h
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Konserwacja, uzupethianie cieklego helu 1 azotu 150 h
Awarie: sprezarki i osuszacze, cewki rozdzielczosci 230 h
Wykorzystanie czasu spektrometru: 97% \ Razem 8510 h

Pracownia Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonukleotydéw — dzialalno$¢ ustugowa

W ramach dziatalnosci ustugowej dla IBB zsyntetyzowano 930 oligonukleotydéw

oraz zsekwencjonowano na aparatach ABI 377 - 5200 matryc DNA , co przy S$redniej

dhugos$ci odczytu 650bp daje 3 380 000 zasad.

Oproécz zamoéwien z Instytutu Biochemii i Biofizyki zrealizowane zostaly zamdwienia na

zsekwencjonowanie 3250 matryc DNA i zsyntetyzowanie 1250 oligonukleotydow dla

zleceniodawcow spoza Instytutu:
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Uniwersytet w Biatymstoku

Akademia Medyczna w Gdansku

EURx Sp.z o0.0., Gdansk

Uniwersytet, Gdanski

Centrum Biologii Morza PAN, Gdynia

Katedra Zoologii Bezkrggowcow — Uniwersytet Gdanski
Morski Instytut Rybacki, Gdynia

Zaktad Ichtiobiologii 1 Gospodarki Rybackiej PAN, Gotysz
Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN, Jastrzgbiec

. Akademia Swietokrzyska, Kielce

. Collegium Medicum UJ, Krakow

. Instytut Biologii Molekularnej Uniwersytet Jagielonski, Krakéw

. Katedra Genetyki,Hodowli i Nasiennictwa Akademia Rolnicza, Krakow

. Akademia Medyczna w Lublinie

. Centrum Mikrobiologii i Wirusologii PAN, £6dz

. Instytut Medycyny Pracy, £.6dz

. Zaktad Genetyki Drobnoustrojow Uniwersytet £.odzki

. Instytut Genetyki Ros$lin, Poznan

. Katedra Genetyki i Podstaw Hodowli Zwierzat Akademia Rolnicza, Poznan
. Wydzial Biologii Uniwersytet im.Adama Mickiewicza, Poznan

. Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa, Pulawy

. Panstwowy Instytut Weterynaryjny, Putawy

. Instytut Sadownictwa i Kwiaciarstwa, Skierniewice

. Instytut Warzywnictwa, Skierniewice

. Akademia Rolnicza, Szczecinie

. Instytut Biologii Ogdlnej i Molekularnej Uniwersytet im.M.Kopernika, Torun
. Akademia Medyczna, Warszawie

. Centralne Laboratorium Surowic i Szczepionek, Warszawa

. Centrum Onkologii Instytut im.Marii Sktodowskiej-Curie, Warszawa

. Instytut Biologii Doswiadczalnej im.M.Nenckiego, Warszawie

. Instytut Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN, Warszawa
. Instytut Hematologii 1 Transfuzjologii, Warszawie

. Instytut Kardiologii, Warszawa
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34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44.
45.

Instytut Lekow, Warszawie

Instytut Matki 1 Dziecka, Warszawie

Instytut Parazytologii PAN, Warszawa

Instytut Reumatologiczny, Warszawie

K.Kucharczyk-Techniki Elektroforetyczne, Warszawa
Migdzynarodowy Instytut Biologii Molekularnej i Komorkowej, Warszawie
Medigen, Warszawa

Muzeum i Instytut Zoologii PAN, Warszawa

Uniwersytet Warszawski

Panstwowy Zaktad Higieny Instytut Naukowo-Badawczy, Warszawie
SGGW Aademia Rolnicza, Warszawie

Uniwersytet Wroctawski

Srodowiskowe Laboratorium Spektrometrii Masowej

oznaczenia mas peptydow, bialek i innych zwigzkow oraz identyfikacje biatek z prazkow
zelowych, zaréwno barwionych Coomassie jak i srebrem. Wykonywano oznaczenia dla

zakladéw IBB i laboratoriow spoza IBB, w tym zagranicznych. Ogétem wykonano kilkaset

W  pierwszym roku swojej dzialalnosci Laboratorium wykonywalo rutynowe

oznaczen mas i ok. 100 identyfikacji biatek z zeli.
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Lista

seminariow instytutowych
za 2001 rok



02.01.2001

Mgr M. Koter (Zaktad Biochemii Roslin, IBB PAN)
»Amplikony 1 odporno$¢ pochodzaca od patogena (ang. PDR): nowe sposoby uzyskiwania
ro$lin o zmniejszonej podatnosci na infekcje wirusowe”

03.01.2001

Christophe Pakleza (Universite Pierre et Marie Curie Paris VI (Jussieu), France)
,Conformations of nucleic acids at two different scales: 1. Static curvature and flexibility
measurements of 200 base pairs DNA with electron microscopy. II. Biopolymer Chain
Elasticity: a concept to fold 3-4 nucleotides into hairpins with decreased susceptibility to viral
infections”

16.01.2001
Mgr M. Wanke (Zaktad Biochemii Lipidéw, IBB PAN)
,»Jak transportowane sa lipidy w komorce?”

23.01.2001
Mgr A. Maciejewska (Zaktad Biologii Molekularnej, IBB PAN)
»Wtasciwosci kodujace 2-chloro- i 2-hydroksyadeniny”

30.01.2001
Mgr T. Aleksandrzak (Zaktad Biochemii Drobnoustrojow, IBB PAN)
,Indukcja katabolizmu laktozy u laktozoujemnych szczepow Lactoccus lactis”

30.01.2001

Dr T. Pacuszka (Centrum Medyczne Ksztatlcenia Podyplomowego, Warszawa)
»Neoglikokonjugaty i1 fotoaktywne pochodne glikosfingolipidow w badaniach wtasciwosci
gangliozydow”

06.02.2001

Dr A. Chachulska (Zaktad Biosyntezy Biatka, IBB PAN)

»Nowotwory czltowieka i1 drozdze — badanie mechanizmoéw onkogenezy na modelu
drozdzowym”

12.02.2001

Prof. F. Gros (Institut Pasteur — Department de Biologie Moleculaire, Paris, France)
,Genomics applied to medicine”

13.02.2001
Prof. E. Bartnik (Zaktad Genetyki UW)
,,Choroby mitochondrialne”

16.02.2001
Prof. Elizabeth Kutter (Evergreen State College, Olympia, Washington, USA)
,Bacteriophages as antibiotics:historical, evolutionary and clinical considerations”
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mutagenesis in cells of Saccharomyces cerevisiae).

Presented March 3, 2001

Research done in the Department of Genetics IBB PAS.

KUCHARCZYK, R.

The newly discovered gene CCZ1 encodes protein involved in endosome
mediated intracellular trafficking in yeast Saccharomyces cerevisiae.

(Nowo odkryty gen CCZ1 koduje biatko zaangazowane w wewnatrzkomérkowy
transport biatek z udziatem endosomu u drozdzy

Saccharomyces cerevisiae).

Presented March 13, 2001

DNA Sequencing and Oligonucleotide Synthesis Laboratory IBB PAS.

LOCHOWSKA, A.

Functional dissection of the CysB protein representing the LysR family of
procaryotic transcriptional regulators.(Charakterystyka funkcjonalna biatka Cys B
przedstawiciela rodziny Lys R bakteryjnych regulatoréw transkrypcyjnych)
Presented April 24, 2001

Research done in the Department of Microbial Biochemistry IBB PAS.

TALARCZYK, A.

Identification of new elements involved in plant response to viral infection.
(Identyfikacja nowych elementéw odpowiedzi ro$lin na infekcje wirusowe.)
Presented April 24, 2001

Research done in the Department of Plant Biochemistry IBB PAS.

TROJANEK, J.B.

Kinazy biatkowe z siewek kukurydzy fosforylujace tyrozyne. (Maize seedlings
protein kinases phosphorylating tyrosine).

Presented June 5, 2001

Research done in the Department of Plant Biochemistry IBB PAS.

MIKOLAJCZYK, M.

Kinazy biatkowe uczestniczace w przesytaniu sygnatu stresu osmotycznego w
komorkach tytoniu. (Protein kinases involved in osmotic stress signal transduction
in tobacco cells).

Presented June 12, 2001

Research done in the Department of Plant Biochemistry IBB PAS.
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KING, F.

Interactions between Molecular Chaperones and Wild type and Mutant p53
Tumor suppressor proteins. (Oddzialywanie pomiedzy chaperonami a biatkami
supresorowymi p53 Tumor suppressor proteins)

Presented July 2, 2001

Research done in the IBB PAS.

WANKE, M.

Biosynthesis and intracellular transport of isoprenoid lipids in plant cells.
(Biosynteza i transport wewnatrzkomoérkowy lipidéw izoprenoidowych w
komorkach roslinnych).

Presented September 25, 2001

Research done in the Department of Lipid Biochemistry IBB PAS.

KAMINSKA, J.

Role of Rsp5p and its interactions with other proteins in yeast Saccharomyces
cerevisiae. (Rola Rsp5p, ligazy ubikwitynowo — biatkowej oraz biatek z nig
wspotdziatajacych w komorkach drozdzy Saccharomyces cerevisiae).
Presented September 25, 2001

Research done in the Department of Genetics IBB PAS.

KOLASA, L.

Wptyw sekwencji A, T, zaginajagcych DNA na moc promotora Escherichia coli in
vitro.(Influence of A, T, bending sequences on E.coli promoter strength in vitro)
Presented October 2, 2001

Research done in the Department of Biophysics IBB PAS.

ZIELENKIEWICZ, U.

Role of genes epsilon and zeta of plasmid pSM19035 in its stable maintenance in
bacterial cells. (Rola genow epsilon i zeta plasmidu pSM 19035 w jego stabilnym
utrzymywaniu w komodrkach bakterii)

Presented .October 9, 2001

Research done in the Departemnt of Microbial Biochemistry IBB PAS.

KOTER, M.

Wykorzystanie genu replikazy wirusa lisciozwoju ziemniaka PLRV w celu
uzyskania transgenicznych linii ziemniaka (Solanum tuberosum L.)
charakteryzujacych si¢ zmieniong podatnoscig na infekcje wirusowe. (Application
of PLRYV replicase gene in obtaing transgenic potato (Solanum tuberosum L.)
lines showing changed susceptibility to viral infections)

Presented October 12, 2001

Research done in the Department of Plant Biochemistry IBB PAS.

PLUTA, K.

Mafl protein, repressor of RNA polymerase III in the yeast Saccharomyces
cerevisiae.(Biatko Mafl, represor polimerazy III RNA u drozdzy Saccharomyces
cerevisiae).

Presented October 12, 2001

Research done in the Department of Genetics IBB PAS.
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ZHUKOV, L.

Solution structure and backbone dynamics of CMTI-I (Met8—Leu) and bovine
apo-S100A1(aa) proteins as studied by NMR spectroscopy. (Badanie struktury i
dynamiki biatlek CMTI-I (Met8—Leu) i wolowego apo-S100A 1 (o) przy
pomocy spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego).

Presented November 27, 2001

Research done in the Laboratory of Biological NMR IBB PAS.

LAUBITZ, D.

Modelowe badania nad wplywem aktywnosci elektrycznej rejestrowanej w
mig$niowce gladkiej jelita cienkiego 1 aktywnosci antybakteryjnej soku
trzustkowego ssakow na bakteryjne szczepy laboratoryjne Escherichia coli.
(The research on the influence of the intestinal myoelectrical activity and the
antibacterial activity of pancreatic juice on bacteria Escherichia coli).
Presented December 20, 2001

Research done in Faculty of Veterinary Medicine, Agricultural University of
Warsaw and Department of Molecular Biology IBB PAS.
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PRACE MAGISTERSKIE

HOFFMAN, M.

Poszukiwanie etapow ograniczajacych wydajnos$¢ szlaku biosyntezy hemu u
drozdzy Saccharomyces cerevisiae. (Identification of steps limiting the
productivity of the heme biosynthesis pathway of the yeast Saccharomyces
cerevisiae)

Presented May 23, 2001

Research done in the Depertment of Genetics IBB PAS.

SKUPIS, J.

Badanie migracji komorek nowotworowych eksponowanych na C-terminalny
fragment fibronektyny. (Tumor cells migration exposed on the C-terminal
fibronection in fragment).

Presented August 1, 2001

Research done in the Department of Genetics UW and the Cancer Centre Institute,
Warsaw.

SENETA, M.

Badanie indukcji genu kodujacego naczyniowo-§rodblonkowy czynnik wzrostu
(VEGF) w komorkach nowotworowych. (Induction of the coding gene of vascular
endotheliol growth factor in tumor cells.)

Presnted August 1, 2001

Research done in the Department of Genetics UW and the Cancer Centre Institute,
Warsaw.

LESNIAK, M.

Proba uzyskania transgenicznych roslin wyrazajacych gen LCT. (Construction of
transgenic plant expressing LCT gene).

Presented August 9, 2001

Research done in the Institute of Experimental Plant Biology UW and the
Department of Plant Biochemistry IBB PAS.

GORECKI, R K.

Charakterystyka biochemiczna i genetyczna tetracyklinoopornego szczepu
Lactobacillus IBB2500 wyizolowanego z mleka. (Biochemical and genetic
characterisation of Lactobacillus IBB2500 — a tetracycline-resistant strain isolated
from cow milk).

Presented July 10, 2001

Research done in the Faculty of Biology UW and the Department of Microbial
Biochemistry IBB PAS.

STASINSKA, Z.

Modyfikacje plazmidowego genu C w celu wykorzystania go jako markera w
wektorach do pozytywnej selekcji klonowanych genow. (Modifications of
plasmid gene ¢ for use as a positive selection marker for gene cloning vectors).
Presented September 10, 2001

Research done in the Department of Genetics UW and the Department of
Microbial Biochemistry IBB PAS.
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GUTKOWSKA, M.

Biatka prenylowane w Arabidopsis thaliana. (Prenylated proteins in Arabidopsis
thaliana).

Presented May 23, 2001

Research done in the Department of Lipid Biochemistry IBB PAS and the
Institute of Experimental Plant Biology UW.

PULAWSKA, J.

C-koncowy fragment biatka AtJ2 jest prenylowany in vitro. (C-terminal fragment
of AtJ2 is prenylated in vitro).

Presented July 6, 2001

Research done in the Department of Lipid Biochemistry IBB PAS and the
Institute of Experimental Plant Biology UW.

BAJEK, M.

Badanie aktywnosci glikozylaz naprawczych wobec produktéw rearanzacji
etenaodeniny. (Studies on the activity of repair glycosylases towards
ethenoadenine rearrangement products).

Presented July 6, 2001

Research done in the Department of Molecular Biology IBB PAS and the Maria
Curie-Sklodowska Memorial University, Lublin.

KOWALEWSKA, M.

Wzajemne oddziatywania produktéw genéw ¢ 1 € plazmidu pSM19035: analiza
mutantow delecyjnych. (Interactions of products of € and £ genes encoded by
plasmid pSM19035: deletion mutants analysis).

Presented October 9, 2001

Research done in the Department of Genetics UW and the Department of
Microbial Biochemistry IBB PAS.

MALANOWSKA, K.

Udziat polimerazy IV DNA w powstawaniu mutacji spontanicznych I replikacji

chromosomalnego DNA Escherichia coli. (Involvement of DNA polymerase IV
in spontaneous mutagenesis and DNA replication in Escherichia coli).

Presented September 28, 2001

Research done in the Faculty of Biology UW and the Laboratory of Mutagenesis
and DNA Repair IBB PAS.

PIECHOTA, J.

Analiza polimorfizmu miejsc restrykcyjnych w ludzkim mitochondrialnym DNA
w populacji polskiej dla enzymodw restrykcyjnych Avall i Pstl. (Analysis of
restriction fragment length polymorphisms in human mitochondrial DNA in the
Polish population for restriction enzymes Avall and PstI).

Presented May 22, 2001

Research done in the Department of Genetics UW.
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MAC, A.

Konstrukcja transgenicznych roslin wyrazajacych fuzj¢ genowa PR-2d/GFP.
(Construction of transgenic plants expressing gene fusion PR-2dGEP).

Presented September 13, 2001

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

NIEBUDEK, D.

Diagnostyka wybranych mutacji u pacjentow z LHON (dziedziczng wzrokowa
neuropatig Lebera).(Diagnosis of selected mutations in patients with LHON
(Leber hereditary optic neuropathy).

Presented September 27, 2001

Research done in the Department of Genetics UW.

NOWAKOWSKA, B.

Analiza klonow Bacillus subtilis opornych na indukcje ekspresji genu &
pochodzacego z plazmidu pSM19035.(Analysis of Bacillus subtilis clones
resistant to the induction of expression of & gene from the plasmid pSM19035)
Presented September 28, 2001

Research done in the Faculty of Biology UW and the Department of Microbial
Biochemistry IBB PAS.

KUNDZEWICZ, A.

Analiza genu 0 z regionu stabilnos$ci SegB plazmidu pSM19035.(Analysis of the &
gene from the stability region SegB of the plasmid pSM19035)

Presented July 17, 2001

Research done in the Faculty of Biology UW and the Department of Microbial
Biochemistry IBB PAS.

GRZELA, R.

Oczyszczanie ludzkiej prolaktyny z medium wydzielonej przez komoérki owadzie
zainfekowane rekombinantem bakulowirusa MelPRL i MelPRLHis.
(Purification of human prolactin secreted into the medium by cells infected
MelPRL i MelPRLHis recombinant baculoviurs)

Presented June 18, 2001

Research done in the Swigtokrzyska Academy in Kielce and the Department of
Protein Biosynthesis IBB PAS.

JONCZYK, M.

Udziat regionu kfrA-upf54.8-upf54.4 w stabilnym dziedziczeniu plazmidu R751 z
grupy IncP-1p. (The role of kfrA-upf54.8-upf54.4 region in the stable maintenance
of R751 plasmid from IncP-1 group)

Presented September 28, 2001

Research done in the Department of Microbial Biochemistry IBB PAS

and the Department of Microbiology UW.
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JUJKA, A.

Oczyszczanie produktow dzikiej 1 zmutowanych form genu parB oraz porownanie
ich zdolnosci do oligomeryzacji in vitro. (Purification of products of wild-type
and mutant forms of parB gene and comparison of their ability to oligomerize in
Vitro)

Presented November 11, 2001

Research done in the Faculty of Biology UW and the Department of Microbial of
Biochemistry IBB PAS.

KURANDA, K.

Ekspresja genu inwertazy (sucl) Aspergillus niger w zmodyfikowanym
genetycznie szczepie Trichoderma reesei. (Expression of the Aspergillus niger
invertase (sucl) gene in the genetically modified Trichoderma reesei”
Presented September 25, 2001

Research done in the Fungal Glycobiology Laboratory IBB PAS and the
Agricultural University of Warsaw.

RADOMSKI, P.

Hybrydyzacja somatyczna linii hodowlanych Solanum tuberosum z dzikimi
gatunkami Solanum bulbocastanum i Solanum pinnatisectum.l (Somatic
hybridization of cultivated Solanum tuberosum with wild species
S.bulbocastanum and S.pinnatisectum).

Presented December 20, 2001

Research done in the Agricultural University of Warsaw and the Department of
Plant Biochemistry IBB PAS.

NOWAK, J.

Wptyw delecji wybranych genéw zwigzanych z oddychaniem na potencjat
replikacyjny drozdzy Saccharomyces cerevisiae.(The effect of the deletion of
RIP1 and AAC2 genes on replication capacity of yeast S.cerevisiae).
Presented October 11, 2001

Research done in the Department of Genetics UW and the Laboratory of DNA
Sequencing and Oligonucleotide Synthesis, IBB PAS.

GRZYB, A.

Mechanizm dziatania aktywatora ARCA z Aspergillus nidulans — wptyw zmian
odlegto$ci pomiedzy potencjalnymi miejscami wigzania aktywatora w promotorze
genu otaA, kodujacego transaminaze¢ ornitynowa, na ekspresj¢ tego genu.
(Mechanism of action of the ARCA activator from Aspergillus idulans effect of
changes in distance between potential activator binding sites in the otaA, gene
promoter encoding ornithenic transaminase on the expression of that gene).
Presented July 10, 2001

Research done in the Department of Genetics UW.

GAJOWNICZEK, P.

Mechanizm dziatania aktywatora ARCA kontrolujacego katabolizm argininy u
Aspergillus nidulans. (Mechanism of action of the ARCA activator controlling
arginine catabolism in Aspergillus nidulans).

Presented September 27, 2001

Research done in the Department of Genetics UW.
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246/N SZELIGA, M.
Regulacja ekspresji genu agaA w Aspergillus nidulans. (Regulation of the agaA

gene in Aspergillus nidulans).
Presented June 26, 2001
Research done in the Department of Genetics UW.
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Realizowane projekty badawcze:

Projekty badawcze

realizowane w ramach

Tytut projektu

Kierownik projektu

okres realizacji

Koszt projektu

1. |dziatainosci statutowej Tytut [ Imie1 | Ime2 | Nazwisko rok pocz. | rok.konc.
placowki Projekty wyprzedzajace:
Zastosowanie drozdzySaccharomyces
cerevisiae do wyjasnienia r.nolekularnycr ot e Chelstowska 1999 2001
podstaw wybranych dziedzicznych
choréb ludzkich.
Genomika plazmidowa. doc. dr hab. |Piotr Cegtowski 1999 2001
Nowoczesne techniki nadekspresji i |4, - hap  |Michat Dadlez 1999 2001
inzynierii biatek.
Klonowanie roslinnych genéw naprawy
DNA metodg komplementacji mutacji dr Elzbieta Kraszewska 1999 2001
bakteryjnych.
Symulacje szlakéw matabolicznychin
silico - warto$¢ dodana w projektach prof. dr hab. |Piotr Zielenkiewicz 1999 2001
eksperymentalnych IBB PAN.
Zaleznosci funkcjonalne pomigdzy
szlakiem biosyntezy izoprenoidow i .
biosyntezy t-RNA a regulowana prof. dr hab. |Grazyna Palamarczyk 1999 2001
degradacjg biatek.
Projekty realizowane w ramach Centrum Polsko-Francuskiego Biotechnologii Roslin:
Barciszewski
Badania wtasciwosci kinetyny. prof. Jan (IChB PAN, 2001 2002
Poznan)
8-oxo0-guanozyna jako znacznik Barciszewska
uszkodzen kwaséw nukleinowych u prof. Mirostawa (IChB PAN, 2001 2002
roslin. Poznan)
Ter{m?aqa translaciji mltochonc'ir.lalnej Uty Magdalena Boguta 2001 2002
drozdzy Saccharomyces cerevisiae.
Ana_llz_a biatek wiruséw RNowych w dr AT Maria Boguszewska- 2001 2002
drozdzach. Chachulska
Regulacja szlaku biosyntezy hemu w
drozdzach Saccharomyces cerevisiae :
poszukiwanie biatek biorgcych udziat w |dr Anna Chetstowska 2001 2002
wewnagtrzkomoérkowym transporcie
hemu.




Wptyw mutacji na zywotnos¢ i stabilnos¢
genetyczng wiroida wrzecionowatosci

bulw ziemniaka. Analiza molekularna dr Anna Goéra-Sochacka 2001 2002

roslin transgenicznych niosgcych

niepetne kopie cDNA PSTVd.

'r:;érllil:}cja WA AT R prof. Andrzej Jerzmanowski 2001 2002

Charakterystyka roslinnych syntetaz . Kaminska (IChB

metionylo-tRNA. dr Monika PAN, Poznan) 2001 2002

Aktywnos¢é metaboliczna w kulturach Macieiewska

kalusa wyprowadzonych z nasion o dr Bozenna ! 2001 2002
o] - (IBER UW)

réznej gtebokosci spoczynku.

Roslinne enzymy nukleolityczne do

badania struktury przestrzennej RNA i |dr Anna Przykorska 2001 2002

DNA.

Cha.rakterystyka roslinnych syntetaz dr Bozenna Rempota 2001 2002

metionylo-tRNA.

Mechanizmy adaptac;ji roslin do stresu

tlenowego wywotanego hypoksjg i prof. Anna Ex?ter (IBER 2001 2002

ozonem.

Analiza funkcjonalna nowoodkrytych

ramek odczytu w genomie drozdzy prof. Joanna Rytka 2001 2002

Saccharomyces cerevisiae.

G.en.y tubinu zc.)hlego kodujace biatka dr Michat Slkorslfl (IChB, 2001 2002

wigzace cytokining. Poznan)

Badania repres;ji transkrypcji genéw

zaleznych od RNA polimerazy Il przez dr Wiestaw Smagowicz 2001 2002

biatko Maf1p w réznych fazach wzrostu 9

komoérek drozdzyin vivo i in vitro.

Poszukiwania genu kodujgcego trzecig

podjednostke degradosomu . ey

mitochondrialnego drozdzy prof. Piotr Stepien 2001 2002

Saccharomyces cerevisiae.

Gosppdarka zela.zem w oddziatywaniach dr Pawel Strézycki (IC'hB 2001 2002

symbiotycznych i patogennych. PAN, Poznan)

Biosynteza i struktura wybranych dr Ewa Swiezewska 2001 2002

sktadnikéw isoprenolowych u roslin.

Genetyczna regulacja katabolizmu o Piotr Wegleriski 2001 2002

argininy i proliny u Aspergillus nidulans.




Badania oddziatywan roslinnego biatka
rybosomalnego L30 z kwasami
nukleinowymi.

dr

Eliza

Wyszko (IChB
PAN, Poznan)

2001

2002

Projekty realizowane przez stuchaczy

Szkoty Biolog

ii Molekula

rnej:

Regulacje dolicholo-zaleznej glikozylacji
biatek w drozdzach Saccharomyces
cerevisiae poprzez nadekspresje genu
RER2 kodujgcegocis -prenyltransferaze.

Anna

Janik

2001

2001

Reakcje biochemiczne, w odpowiedzi na
elicytor z Phytophthora infestans, w

roslinach charakteryzujgcych sie réznym
poziomem odpornosci na tego patogena

mgr

Lidia

Polkowska-
Kowalczyk

2001

2001

Badanie udziatu polimerazy || DNA
Escherichia coli w syntezie nici
prowadzacej i opdznionej podczas
replikacji DNA.

Magdaleng

Banach-Ortowska

2001

2001

Badanie roli biatka Ump1 w procesach
reperacji DNA u Saccharomyces
cerevisiae .

mgr

Agnieszka

Podlaska

2001

2001

Badanie funkcjonalnosci ludzkiej ligazy
ubikwitynowo-biatkowej Nedd4 w
komoérkach drozdzy Saccharomyces
cerevisiae .

mgr

Beata

Gajewska

2001

2001

Analiza funkcjonalna genuZWF1 z
Saccharomyces cerevisiae poprzez
poszukiwanie interakcji w uktadzie
homologicznym i heterologicznym.

mgr

Dorota

Grabowska

2001

2001

Regulacja ekspresji genéw operonu par
P1.

mgr

Aneta

Dobruk-Serkowskal

2001

2001

Identyfikacja i charakterystyka mutantow
Escherichia coli o zaburzonej partycji
niskopionowego plazmidu P1.

mgr

Aleksandr
a

Janowicz

2001

2001

Odtworzenie aktywnosci proteolitycznej
biatka proteazy cysteinowej motylicy
watrobowej (Fasciola hepatica) i ocena
jej wiasciwosci.

mgr

Matgorzatg

Kesik

2001

2001

Terminacja translacji mitochondrialnej u
drozdzy Saccharomyces cerevisiae .

mgr

Joanna

Wiwatowska

2001

2001




Ogotem:

Degradacja zmodyfikowanych
deoksynukleozydo-5'-trifosforanéw
(dNTP) przez homogenaty tkanek
ludzkich.

mgr

Katarzyna

Lichota

2001

2001

Wptyw mutacji na zywotnos¢ i stabilnos¢
genetyczng wariantu ostrego S23 wiroidg
wrzecionowatosci bulw ziemniaka.

mgr

Woijciech

Podstolski

2001

2001

Analiza transgenicznych roslin tytoniu
produkujgcych bakteryjne enzymy szlaky
biosyntezy cysteiny - SAT i OAS-TL.

mgr

Frantz

Liszewska

2001

2001

41

Poszukiwanie czynnikéw oddziatujgcych
ze ssaczym biatkiem Clc-2 w
heterologicznym uktadzie
Saccharomyces cerevisiae .

mgr

Krzysztof

Flis

2001

2001

Badania in vivo nad destabilizacjg
plazmidéw niosgcych P1 przez biatko
ParB.

mgr

Olga

Bugajska

2001

2001

| 2. Jwiasne (granty KBN)

Kierownik projektu

okres realizacji

Tytut projektu

Tytut

Imie 1

Imie 2

Nazwisko

rok pocz.

rok.konc.

Koszt projektu

Ogotem

Analiza molekularna genow struktury i
genow regulacyjnych matabolizmu
siarkowego u grzybow.

prof. dr hab.

Andrzej

Paszewski

1998

2001

294 000 zt

31

Analiza populacji zubra pzrzy
wykorzystaniu metod genetyki
molekularnej ze szczegdlnym
uwzglednieniem choroby wystepujacej u
samcow.

dr

Beata

Burzynska

1998

2002

97 000 zt

Poszukiwanie funkcji nowoodkrytych
gendw Saccharomyces cerevisiae.

Anna

Chetstowska

1998

2001

290 000 zt

Biatka o wtasciwosciach prionu u
drozdzy.

doc. dr hab.

Magdalena

Rakowska-Boguta

1998

2001

198 600 zt

Charakterystyka plazmidéw
wystepujgcych w kolekcji szczepow
Pseudomonas aeroginosa izolowanych z
zakazen u ludzi.

doc. dr hab.

Grazyna

Jagura-Burdzy

1999

2002

190 000 zt

Wyznaczenie struktury biatka S100A1 i
badania konformacji peptydow
wigzgcych jony wapnia metodg NMR.

doc. dr hab.

Andrzej

Ejchart

1999

2002

259 700 zt

Molekularny mechanizm kontroli
ekspresji genéw metabolizmu
siarkowego Escherichia coli .

doc. dr hab.

Monika

Hryniewicz

1999

2002

150 000 zt

Badania wiernosci replikaciji nici
prowadzacej i opdznionej DNA w
komorkach Escherichia coli .

doc. dr hab.

lwona

Fijatkowska

1999

2001

287 000 zt




Wptyw ubikwintynacji na transport biatek
o komorce drozdzy Saccharomyces
cerevisiae .

doc. dr hab.

Teresa

Zotgdek

1999

2002

283 000 zt

Nowowyizolowane geny DIN7 i
DIN8/UMPI zaangazowane w odpowied
komorek Saccharomyces cerevisiae na
uszkodzenia DNA.

prof. dr hab.

Zygmunt

Ciesla

1999

2001

351 500 zt

Otrzymanie infekcyjnego cDNA wirusa Y
ziemniaka (PVY) oraz konstrukcja
chimerycznych kopii cDNA wirusowego
zawierajgcych geny reporterowe.

dr

Andrzej

Patucha

1999

2001

194 000 zt

Badanie mechanizméw obronnych
uruchamianych w roslinach podczas
procesu infekgji.

doc. dr hab.

Jacek

Hennig

1999

2002

320 000 zt

Badania przedkiiniczne S2FLT oraz jej
pochodnych, wysokoaktywnych i
selektywnych inhibitoréow HIV. 1.
Opracowanie nowych metod syntezy
S2FLT, jej pochodnych o charakterze
prolekéw oraz badanie ich wtasciwosci
fizykochemicznych i biologicznych.

prof. dr hab.

Tadeusz

Kulikowski

2000

2002

300 000 zt

Egzocykliczne addukty jako nowe
markery ryzyka uszkodzenia DNA
cztowieka.

dr

Barbara

Tudek

2000

2003

240 000 zt

Badania nad mechanizmami biosyntezy
poliprenoli.

mgr

Karolina

Skorupinska-
Tudek

2000

2001

20 000 zt

Wykorzystanie drozdzy Saccharomyces
cerevisiae w badaniu mechanizméw
regulacji biogenezy rybosomoéw.

prof. dr hab.

Joanna

Rytka

2000

2003

280 000 zt

Analiza transgenicznych roslin tytoniu z
nadprodukcjg bakteryjnych enzymoéw
szlaku biosyntezy cysteiny.

mgr

Anna

Btaszczyk

2000

2001

20 000 zt

Rola kinazy biatkowej p420SAK w
przenoszeniu sygnatu stresu
osmotycznego u roslin.

dr hab.

Grazyna

Dobrowolska

2000

2003

300 000 zt

Kompleksy przebudowujgce chromatyne
i histony typu H1 u roslin -
charakterystyka molekularna i analiza
funkgiji fizjologicznych.

prof. dr hab.

Andrzej

Jerzmanowski

2001

2004

973 600 zt

Choroby mitochondrialne powodujgce
zaburzenia wzroku i stuchu - korelacje
genotyp-fenotyp.

prof. dr hab.

Ewa

Bartnik

2001

2004

270 000 zt




Analiza mutacji i modyfikacji DNA
indukowanych promieniowaniem UVA i
Swiattem widzialnym w szczepach
Escherichia coli z uszkodzonym genem
hemH.

dr

Anna

Sikora

2001

2002

20 000 zt

Oddziatywania stabilizujgce strukture
oligomeréw peptydéw Abeta zwigzanych
z chorobg Alzheimera.

doc. dr hab.

Michat

Dadlez

2001

2004

400 000 zt

System trucizna-odtrutka plazmidu
pSM19035: analiza molekularna i
potencjalne zastosowania.

doc. dr hab.

Piotr

Cegtowski

2001

2004

360 000 zt

Identyfikacja i analiza funkcjonalna
genodw regulujgcych katabolizm laktozy i
skrobi u Lactococcus lactis.

dr hab.

Jacek

Bardowski

2001

2004

260 000 zt

Badanie roli tlenku azotu w procesach
zwigzanych z patogenezg u roslin.

mgr

Anna

Maassen

2001

2002

20 000 zt

Dolicholo-zalezna glikozylacja biatek w
drozdzach Saccharomyces cerevisiae.
Regulacja oraz zwigzek ze szlakiem
integralnosci komaorki.

prof. dr hab.

Grazyna

Palamarczyk

2001

2004

325 300 zt

Optymalizacja wydajnosci aparatu
sekrecyjnego Trichoderma reesei.

Joanna

Kruszewska

2001

2004

333740 zt

Analiza molekularna genéw matabolizmu
siarkowego u grzybaAspergillus
nidulans i mechanizméw regulaciji ich
ekspresiji.

prof. dr hab.

Andrzej

Paszewski

2001

2004

360 000 zt

Analiza polimorfizmu mitochondrialnego
DNA polskich stulatkow.

mgr

Anna

Lorenc

2001

2002

20 000 zt

Metabolizm siarki w roslinach - regulacja
oraz proby modyfikacji.

dr hab.

Agnieszka

Sirko

2001

2004

311 800 zt

Roslinne prenylotransferazy biatkowe.

doc. dr hab.

Ewa

Kula-Swiezewska

2001

2004

250 000 zt




=

promotorskie

Tytut projektu

Kierownik projektu

okres realizacji

Tytut

Imie 1

Imie 2

Nazwisko

rok pocz. rok.konc.

Koszt projektu

Ogotem

Zastosowanie metod inzynierii
genetycznej do regulowania poziomu
syntezy steroli i dolicholi w drozdzach
Saccharomycess cerevisiae.

prof. dr hab.

Grazyna

Palamarczyk

2000

2002

50 000 zt

Wewnatrzkomorkowa lokalizacja i
transport plastochinonu i ubichinonu w
komérkach lisci szpinaku.

doc.dr hab.

Ewa

Kula-Swiezewska

2000

2001

46 800 zt

Funkcja regionu kfrA-upf54.8-upf54.4 w
biologii plazmidu R751z grupy IncPbeta.

doc.dr hab.

Grazyna

Jagura-Burdzy

2000

2002

50 000 zt

Elementy wspétpracujgce z biatkiem
IRR1 z Saccharomyces cerevisiae ,
zaangazowanym w formowanie kolonii
na podfozu statym i tworzenie kompleksy
kohezyjnego siostrzanych chromatyd.

prof. dr hab.

Joanna

Rytka

2001

2003

50 000 zt

zamawiane

Tytut projektu

Kierownik projektu

okres realizacji

Tytut

Imie 1

Imie 2

Nazwisko

rok pocz. rok.konc.

Koszt projektu

Ogotem

Badanie molekularnych mechanizméw
regulujgcych ekspresje 1,3-B-Glukanaz -
wazkiego elementu odpowiedzi
ziemniaka (Solanum tuberosum) na
infekcje mikroorganizmoéw.

doc. dr hab.

Jacek

Hennig

2001

2004

350 000 zt

Badania na poziomie proteomu
funkcji genéw o istotnym znaczeniu
w procesach chorobowych oraz
waznych dla produktywnosci roslin.

koordynator
prof. dr hab.

Andrzej

Jerzy

Bierzynski

2001

2004

w skitad powyzszego pakietu wchodzg 6 projektéw, z ktérych w IBB PAN sg realizowane nastepuja

Ce:

Zastosowanie spektrometrii masowej w
proteomice.

prof. dr hab.

Andrzej

Jerzy

Bierzynski

2001

2004

1890 000 zt

Genomika funkcjonalnachromatyny u
roslin: identyfikacja zaleznych od ATP
komplekséw przebudowujgcych
chromatyne odpowiedzialnych za
regulacje rozwoju i odpowiedzi na
czynniki stresowe u Arabidopsis
thaliana .

prof. dr hab.

Andrzej

Jerzmanowski

2001

2004

473 000 zt




celowe

Kierownik projektu

okres realizacji

Tytut projekt Koszt projekt
Yl projeriu Tytut Imie 1 Imie 2 Nazwisko rok pocz. rok.konc. 08zt projedd
Ogotem nie byto
0
| 6. | celowe zamawiane ) Kierownik projekitu okres realizacji .
Tytut kt Koszt kt
ylur projercu Tytut Imie 1 Imie 2 Nazwisko rok pocz. rok.konc. OSZt projertu
Ogotem nie byto
0
7. ) SPUB-y Tytut projektu .Klerownlk pl.’OjektU . okres realizacji i Koszt projektu
miedzynarodowe Tytut Imig 1 Imig 2 Nazwisko rok pocz. rok.konc.
Dziatalno$¢ koordynacji Polskiego
Narodowego Wezta Europejskiego Sieci |prof. dr hab. |Piotr Zielenkiewicz 1999 2002 570 000 zt
Biologii Molekularnej EMBnet.
Regulacja metabolizmuu roslin;
specyficzno$¢ przestania sygnatéw przez
kineze biatkowg z siewek kukurydzy prof. dr hab. |Grazyna Muszynska 1999 2001 66 200 zt
zalezng od fosfolipidéw; poszukiwanie
potencjalnych substratéw tego enzymu.
Manipulacje sktadem lipidéw i fizycznym
stanem bion roslinnych w celu prof. dr hab. |Grazyna Muszyniska 1999 2001 57 600 zt
zwigkszenia tolerancji na stres
temperatury.
AL LB DO sl G prof. dr hab. |Grazyna Muszyniska 2001 2001 15 000 zt
characterization of protein kinases.
Centrum Doskonatosci Biotechnologii .
’ Molekularnej - EMBEU. prof. dr hab. [Andrzej Rabczenko 2001 2003 2829 600 zt
Ogoétem
Stres oksydacyjny a choroby chroniczne
egzocykliczne addukty DNA jako marker| ;. Barbara Tudek 2001 2003 442 800 zt
zaburzonej integralno$ci genomu oraz
7 ryzyka.
finansowane przez . Kierownik projektu okres realizacji .
inne poza KBN Tytut projektu Tytut Imie 1 Imie 2 Nazwisko rok pocz. rok.konc. Koszt projektu
podmioty/instytucje
8 krajowe np. zlecane

placowce bezposrednid

przez resorty

Ogoétem




finansowane przez
podmioty/instytucje
zagraniczne (np.
ramowe Programy UE;
programy NATO)

Tytut projektu

Kierownik projektu

okres realizacji

Koszt projektu

Tytut Imie 1 Imie 2 Nazwisko rok pocz. rok.konc.

Projekt w ramach 5.PR UE: "Excellence
in Molecular Biotechnology - Getting

European Dimension (EMBEU)", prof. dr hab. |Andrzej Rabczenko 2000 2003
sktadajgcy sie z nastepujgcych "work
packeges":
1) Provision of European perspectiveand | ¢ 4 poyy | Grazyna Palamarczyk 2000 2003
expertise in molecular biotechnology.
) el Bl (TG G G PRt SEETES) e s A Zielenkiewicz 2000 2003
and protein-protein interaction.
3? New warlefnts (_)f recombinant proteins of doc. dr hab. | Michat Dadlez 2000 2003
biotechnological interest.
AIFFTECERpE R ENC MCEUENS looog wnoon | vt Jerzmanowski 2000 2003
pathways of potential use in biotechnology.
5) Plant-Pathogen Interactions. doc. dr hab. |Jacek Hennig 2000 2003
6) Plasmid Genomics. doc. dr hab. |Piotr Cegtowski 2000 2003
7) Applied fungal genetics. prof. dr hab. [Joanna Rytka 2000 2003
8) Mitochondrial diseases. prof. dr hab. [Ewa Bartnik 2000 2003
A L e il e Kulikowski 2000 2003
a new target for antiviral therapy.
10) DNA adducts, repair and carcinogenesis.|dr hab. Barbara Tudek 2000 2003
Projekt w ramach 5.PR UE: "Oxidative
stress and chronic diseases: exocyclic

DNA addukts as markers for disrupted CIF L, Bk TN ALY AL
genomic integrity and risk".

Projekt w ramach 5.PR UE:

COTIGIEC N EEERND MEUNEES || oo ol | [=ags Zielenkiewicz 2001 2004
for proteome: Applocation to cystic
fibrosis (EUROPROCF)".

Projekt w ramach 4. PR UE: "Mobile
elements' contribution to bacterial doc. dr hab. |Piotr Cegtowski 1998 2001
adaptability and diversity (MECBAD)".




Projekt finansowany przez Wellcome
Trust Collaborative Research Initiative
Grants: "Partitioning in Pseudomonas
aeruginosa".

doc. dr hab. |Grazyna Jagura-Burdzy 1999 2001

Projekt finasowany przez United States
Departament of Agriculture:
"Development of techniques for dr hab. Agnieszka Sirko 1999 2001
agriculturally valuable crops to create
edible vaccines"

Ogoétem

15

Razem wszystkie

101

Wybrane (3-4) wazniejsze wyniki badan realizowanych projektow

1)

Rola alfa-helikalnego biatka KfrA z rodziny SMC w stabilnym dziedziczeniu plazmidéw IncP

Matgorzata Adamczyk, Michat Jonczyk, Christhopher M. Thomas, Grazyna Jagura-Burdzy.

Badania nad rolg biatek ParA i ParB w rozdziale plazmidéw do komérek potomnych nabraty nowego znaczenia w Swietle osiggnie¢ genomiki. Znaleziono geny chromosomalne kodujgce homologi Par:
ParB w wiekszosci zsekwencjonowanych genomow bakteryjnych i potwierdzono ich udziat w procesie segregaciji chromosomoéw bakteryjnych. Do pytan bez odpowiedzi nalezg: co warunkuje wtasciwg
lokalizacje plazmidéw i chromosoméw w czasie cyklu komorki i czy istnieje analog wrzeciona mitotycznego, dzieki ktéremu nastepuje rozdzielenie par czgsteczek plazmidu (a moze i chromosoméw) d
komorek potomnych. Nasze badania nad plazmidem R751 z IncP-1beta wykazaty, Ze stabilne dziedziczenie zalezy nie tylko od biatek ParA i ParB ale od obecnosci nieuszkodzonego alfa-helikalnego,
miozyno-podobnego biatka KfrA. Brak lub nadprodukcja KfrA prowadzi do aberacji w lokalizacji plazmidéw lub kondensaciji i niewtasciwej segregacji chromosoméw gospodarza.

Analiza wtasciwosci KfrA sugeruje, ze nalezy do biatek modelujagcych DNA typu SMC (Structural Maintenance of Chromosomes), znanych u Eukaryota a niedawno odkrytych u Prokaryota i Archea.
Badania nad KfrA mogg poméc zrozumie¢ jaka role biatka SMC petnig w kondensacji i segregacji genoméw bakteryjnych.

"The University of Birmingham, Edgbaston, Birmingham, United Kingdom

Sekwencjonowanie genomu i analiza funkcjonalna genéw pierwotniaka Paramecium tetraurelia

Joanna Rytka, Marek Zagulski, Robert Gromadka, R6za Kucharczyk, Andrzej Migdalski, Marek Juszczuk, Beata Babinska, Ewa Kalinska, Matgorzata Ostrowska

Paramecium tetraurelia (pl. Pantofelek) jest niepatogennym, orzesionym pierwotniakiem z gromadyOrzeski. Charakterystyczng cechg tego organizmu jest dualizm jgdrowy polegajacy na posiadaniu
dwoch rodzajéw jgder. Genom Paramecium posiada okoto 20.000 gendw i jest szacowany na okoto 100 milionéw par zasadParamecium charakteryzuje wiele unikalnych mechanizméw takich jak: a)
rearanzacja DNA, ten proces obejmuje: DNA splicing oraz eliminacje wewnetrznych sekwenciji (IES), fragmentacje chromosoméw i masowa amplifikacje DNA; b) komérkowa morfogeneza; c)

przekazywanie sygnatéw; d) kontrolowana sekrecja; e) wrazliwo$¢ na bodzce bton komdrkowych; f) epigenetyczna ekspresja gendw; g) selektywne rozpoznawanie bodzcéw komérkowych; itp., co czyr
ten organizm niezwykle interesujgcym obiektem badan, a ze wzgledu na swg niepatogenno$¢ modelowym system badan nad pierwotniakami chorobotwérczymi.

Pierwszy pilotowy zorganizowany przez migdzynarodowe konsorcjum program sekwencjonowania genomu tego organizmu, w ktérym brali$my udziat zakonczyt sie sukcesem. Zidentyfikowano 1 gen
tRNA, 3 geny rRNA i 722 geny kodujgce biatka z czego tylko 9 byto scharakteryzowanych a dla 267 genéw nie mozna byto przypisa¢ zadnej funkcji. Wyniki zdeponowano w bazie danych:

http://paramecium.cgm.cnrs-gif.frPonadto okazato sie, ze sekwencje aminokwasowe zidentyfikowanych otwartych ramek odczytu sg znacznie blizej filogenetycznie spokrewnione z ludzkimi ramkan
odczytu niz z C. elegans lub D. melanogaster.

Dobre wyniki projektu pilotowego skfaniajg nas do podjecia kolejnego kroku - zsekwencjonowania jednego z chromosomdWaramecium o wielkosci 1-1.5 Mb. Wedtug naszego stanu wiedzy jest

pierwszy w Polsce projekt, gdzie za pomocg techniki ,shot-gun” bedzie sekwencjonowany chromosom o wielko$ci ponad 1Mb.
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3) |Rola ligazy ubikwitynowo-biatkowej w funkcjonowaniu cytoszkieletu aktynowego i endocytozy u drozdzyS. cerevisiae
Teresa Zoladek, Joanna Kaminska, Beata Gajewska, Anita Hoppér
Modyfikacja biatek ubikwityng petni role regulatorowg w procesach komérkowych. Rsp5 jest ligazg ubikwitynowo-biatkowg zaangazowang w endocytoze u drozdzy. Analiza genetyczna wykazata, ze
mutacje rsp5 w potaczeniu z mutacjami w genach kodujgcych biatka szkieletu aktynowego wykazuja efekt addytywny. Nadekspresja Rsp5 poprawia wzrost, odwraca defekt organizacji cytoszkieletu i
defekt endocytozy mutantaarp2-1, z mutacjg w genie kodujgcym biatko Arp2, sktadnik kompleksu niezbednego do polimeryzaciji filamentéw aktynowych. Aktywnos$¢ katalityczna ligazy Rsp5 jest do teg
niezbedna.
Metodg immunofluorescencji pokazali$my, ze normalnie Rsp5 znajduje sie w licznych kompleksach w cytoplazmie, lecz w mutantaclrp2 jest dodatkowo zlokalizowane w agregatach zawierajgcych
aktyne i inne biatka cytoszkieletu. Ponadto mutantyrsp5 majg stabilniejszy szkielet aktynowy i sg oporne na latrunkuling A, zwigzek chemiczny wigzacy aktyne. Dane te wskazujg po raz pierwszy, ze
ubikwitynacja z udziatem ligazy Rsp5 jest zaangazowana w regulacje polimeryzacji szkieletu aktynowego, co jest niezbedne do prawidtowej endocytozy.
1Pennsylvania State University, Colledge of Medicine, Heshey, USA

4) |Reakcja obronna komorek tytoniu na infekcje bakteriiPsueudomonas syringae

Jacek Hennig4, Daniel Klessig1, Dorota Konopké‘, Magdalena Krzymowska?, Anna Maassen4, Violetta Macioszek

Pomimo dokonanego postepu w badaniach wzajemnych oddziatywan pomiedzy rosling i atakujagcym jg patogenem, w chwili obecnej nadal trudno jest przedstawi¢ kompletny model opisujacy, na
poziomie molekularnym, zachodzace reakcje. Reakcje te obejmujg m.in. wzmocnienie $ciany komérkowej, synteze réznych zwigzkéw o wtasciwosciach mikrobobdjczych a takze synteze specyficznych
roslinnych biatek obronnych.

Dzigki nawigzaniu wspdtpracy z osrodkami badawczymi w Niemczech, Stanach Zjednoczonych oraz w Polsce wykorzystali$my techniki badawcze z obszaru biochemii, fizjologii, cytologii i biologii
molekularnej wykazujac, ze odpowiedz komorek tytoniu Nicotiana tabaccum) na infekcje bakteriiPsueudomonas syringae pv. maculicola ma znamiona programowanej $mierci komodrkowej (apoptozy).
Bezposredniego dowodu dla takiej tezy dostarczyty nam doswiadczenia typu TUNEL wskazujgce na pojawianie sie specyficznych peknie¢ w DNA jgdrowym infekowanych komérek.

Stwierdzili$my ponadto, ze w charakteryzowanej odpowiedzi komérek roslinnych uczestniczg kolejno, nastepujace czgsteczki sygnatowe: NO,8, oraz kwas salicylowy. W rezultacie ich sekwencyjnegol
dziatania dochodzi do aktywacji rodziny genéw zwigzanych z patogenezg (Pathogenesis Related genes). Produkty wtasnie tych gendéw majg za zadanie minimalizacje skutkéw infekcji.

Catos$¢ obserwowanych zmian wykazuje daleko idgce podobienstwa do nieswoistej odpowiedzi obronnej (Innate Immunity) obserwowanej w uktadzie immunologicznym ssakéw.
d Boyce Thompson Institute for Plant Research, Ithaca, USA

2 Leibnitz Institute of Plant Biochemistry, Halle/Saale Germany
3 Uniwersytet £.6dzki, £6dz

° Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, Warszawa




Dziatalnos¢ placéwki o charakterze innowacyjnym, aplikacyjnym:

1. Ochrona wtasnosci intelektualnej(dotyczy uprawnien placéwki z patentu/prawa ochronnegow  my:
art. 20 ust. 2 i art. 82 ustawy z 19.10.1972 r. z pdzniejszymi zmianami Dz. U. Nr 26 z 1993 r. poz. 117),
w tym:

Uzyskane patenty
- w kraju

tytut data decyzji nr patentu Kraj

nie byto

- za granica

tytut data decyzji nr patentu Kraj

nie byto

Uzyskane prawa ochronne
- w kraju

tytut data decyzji | nr swiadectwa Kraj

nie byto

- za granica

tytut data decyzji | nr swiadectwa Kraj

nie byto

2. Przykiady zastosowania uzyskanych wynikéw badan w gospodarce narodowej.

krajowy system detekcji wiroidéw - 10 000 znaczen




Ksztatcenie (rozwdj) kadr naukowych

Uzyskane tytutly i stopnie naukowe pracownikéw placéwki w roku sprawozdawczym

profesora (nadany przez Prezydenta RP)

Imig 1

Imig 2

Nazwisko

Piotr|

Zielenkiewicz

doktora habilitowanego

Imig 1

Imig 2

Nazwisko

tytuty prac doktorskich i habilitacyjnych

Grazyna

Dobrowolska

Struktura i funkcja kinaz biatkowych CK2. (Structure and
function of protein kinases CK2)

Alicja

Wegrzyn

Oddziatywania pomiedzy komoérkg gospodarza a wirusem
— wykorzystanie funkc;ji biatek bakteryjnych w regulaciji
ekspresji genéw i replikacji DNA bakteriofaga lambda.
(Interactions between host cell and a virus: involvement of
bacterial proteins in the regulation of gene expression and
DNA replication of bacteriophage lambda)

doktora

Imig 1

Imig 2

Nazwisko

tytuty prac doktorskich i habilitacyjnych

Krzysztof|

Krawiec

Oddziatywania ludzkich kinaz nukleozydowych z
substratami i inhibitorami.

(Interaction of human nucleoside kinases with substrates
and inhibitors)

Olubunmi

Sunday|

Awotunde

Protein phosphatase 2A holoenzymes from maize
seedlings. (Holoenzymy fosfatazy biatkowej 2A z siewek
kukurydzy)

Agnieszka

Hatas

Rola mechanizméw zabezpieczajgcych wiernosc¢ replikaciji
w powstawaniu mutacji adaptacyjnych w komérkach
drozdzy Saccharomyces cerevisiae. (The role of the
mechanisms responsible for replication fidelity in adaptive
mutagenesis in cells of Saccharomyces cerevisiae)

Réza

Kucharczyk

The newly discovered gene CCZ1 encodes protein
involved in endosome mediated intracellular trafficking in
yeast Saccharomyces cerevisiae . (Nowo odkryty gen
CCZ1 koduje biatko zaangazowane w
wewnatrzkomérkowy transport biatek z udziatem
endosomu u drozdzy Saccharomyces cerevisiae )

Anna

tochowska

Functional dissection of the CysB protein representing the
LysR family of procarytic transcriptional regulators.
(Charakterystyka funkcjonalna biatka Cys B
przedstawiciela rodziny Lys R bakteryjnych regulatorow
transkrypcyjnych)

Andrzej

Talarczyk

Identification of new elements involved in plant response to
viral infection. (Identyfikacja nowych elementéw
odpowiedzi roslin na infekcje wirusowe)

Joanna

Trojanek

Kinazy biatkowe z siewek kukurydzy fosforylujgce tyrozyne.
(Maize seedlings protein kinases phosphorylating tyrosine)

Monika

Mikotajczyk

Kinazy biatkowe uczestniczagce w przesytaniu sygnatu
stresu osmotycznego w komorkach tytoniu. (Protein
kinases involved in osmotic stress signal transduction in
tobacco cells)

Frank

King

Interactions between Molecular Chaperones and Wild type
and Mutant p53 Tumor suppressor proteins.
(Oddziatywanie pomiedzy chaperonami a biatkami
supresorowymi p53 Tumor suppressor proteins)

Matgorzata

Wanke

Biosynthesis and intracellular transport of isoprenoid lipids
in plant cells. (Biosynteza i transport wewngtrzkomoérkowy
lipidéw izoprenoidowych w komérkach roslinnych)




Joanna

Kaminska

Role of Rsp5p and its interactions with other proteins in
yeast Saccharomyces cerevisiae . (Rola Rsp5p, ligazy
ubikwitynowo — biatkowej oraz biatek z nig
wspoétdziatajgcych w komoérkach drozdzy Saccharomyces
cerevisiae)

Iwona

Kolasa

Woptyw sekwencji A, T, zaginajgcych DNA na moc
promotora Escherichia coli in vitro . (Influence of An Tn
bending sequences on E.coli promoter strength in vitro )

Urszula

Zielenkiewicz

Role of genes epsilon and zeta of plasmid pSM19035 in
its stable maintenance in bacterial cells. (Rola genéw
epsilon i zeta plasmidu pSM19035 w jego stabilnym
utrzymywaniu w komérkach bakterii)

Krzysztof|

Pluta

Maf1 protein, repressor of RNA polymerase lll in the yeast
Saccharomyces cerevisiae . (Biatko Maf1, represor
polimerazy Ill RNA u drozdzy Saccharomyces cerevisiae )

Marek

Koter

Wykorzystanie genu replikazy wirusa lisciozwoju
ziemniaka PLRV w celu uzyskania transgenicznych linii
ziemniaka (Solanum tuberosum L.) charakteryzujgcych sie
zmieniong podatnoscig na infekcje wirusowe. (Application
of PLRV replicase gene in obtaing transgenic potato
(Solanum tuberosum L. ) lines showing changed
susceptibility to viral infections)

Igor|

Zhukov]|

Solution structure and backbone dynamics of CMTI-|
(Met8->Leu) and bovine apo-S100A1(alfa alfa) proteins as
studied by NMR spectroscopy. (Badanie struktury i
dynamiki biatek CMTI-I (Met8->Leu) i wotowego apo-
S100A1(alfa alfa) przy pomocy spektroskopii
magnetycznego rezonansu jgdrowego)

Tytuly i stopnie naukowe nadane przez placéwke w roku sprawozdawczym innym pracownikom niz wkasnym

doktora habilitowanego

| doktora

2

[ 0

Whioski o nadanie tytutéw naukowych i stopni naukowych pracownikom naukowym nie zatrudnionym w placéwce -

przygotowane przez rade naukowa placowki

liczba wnioskéw

[ 2

Studia doktoranckie

liczba w tym: przyjeci w roku sprawozdawczym liczba uczestnikoéw studium | w tym: przyznanych przez
uczestnikéw pobierajgcych stypendia placéwke PAN prowadzacg
ogoétem ogoétem Studium
107’ 15 76 74

T w tym:74 doktorantéw oraz 33 pracownikéw inzynieryjno-technicznych dgzgcych do przygotowania doktoratu

Promotorstwo prac doktorskich zrealizowane przez pracownikéw placowki

liczbowo

[ 16

Uczestnicy studiéw podyplomowych

liczba uczestnikow ogdétem

0

| w tym, przyjeci w roku sprawozdawczym
|

Uczestnicy innych form ksztatcenia (magistranci, praktykanci, stazysci) [ Ogétem |
- z wyszczegdlnieniem poszczegolnych form ksztatcenia
w tym, przyjeci w roku sprawozdawczym:

forma ksztatcenia liczba
magistranci 55
praktykanci 21
stazysci 2
Opieka nad studentami
liczba studentéw odbywajacych prace magisterskie
praktyki ogétem ogoétem | w uczelniach macierzystych | w placéwkach PAN
21 21 | 21 0




1)

2)

3)

Upowszechnianie i promocja osiaggnie¢ naukowych

Udziat pracownikéw naukowych placéwki w formach dziatalnosci upowszechnieniowej i promujacej nauke,
takich jak: festiwale nauki, audycje i programy w radiu i telewizji poswiecone nauce, wywiady prasowe,
specjalistyczne cykle naukowe, popularyzacja wiedzy z danej dziedziny nauki - krétki opis wazniejszych

przedsiewziec¢, inne informacije.

krétki opis wazniejszych przedsiewzie¢

inne informacje.

Warszawski V Festiwal Nauki — 2001

Prof. Magdalena Fikus - Wicedyrektor Festiwalu, przewodniczgca Rady
Programowej;

Prof. Kazimierz L. Wierzchowski - Cztonek Rady Programowe;.
Pracownicy IBB przygotowali: 3 wyktady teoretyczne (Prof. A.
Bierzynski, prof. T. Ktopotowski, Prof. Ewa Bartnik), dwa typy
warsztatow doswiadczalnych. Festiwal obejrzato kilkadziesiat tysiecy
ludzi, w powyzszych imprezach IBB uczestniczyto ok. 250 oséb.

Inne formy dziatalnosci promujacej nauke
Wspotpraca z Osrodkiem Doskonalenia Nauczycieli
(prof. E. Bartnik)

Wspodtpraca z Funduszem na Rzecz Dzieci (prof. E.
Bartnik, prof. M. Fikus, prof. A. Jerzmanowski)
Wspodtpraca z Olimpiadg Biologiczng (mgr A.
Biatkowska)

»Wycieczki naukowe” w IBB studentéw Wydz. Biologii
UMCS, studentéw UW, uczniéw warszawskich szkot
ponadpodstawowych, przy kazdej zaangazowanych
kilku pracownikow naukowych placowki.

Kontakty medialne

Pracownicy IBB udzielali wywiaddw prasie, TV i radio w trakcie
pojawiania sie istotnych odkry¢ w zakresie biochemii, biofizyki i
genetyki. Media prosity o wywiady m.in. profesoréw

A. Paszewskiego, M. Fikus, W. Zagorskiego, E. Bartnik, P. Stepnia, A.
Jerzmanowskiego.

Pracownicy IBB udzielali takze wywiadéw medialnych dotyczacych
prac naukowych Instytutu i Centrum Doskonatosci ( doc. P. Cegtowski,
mgr A.Btaszczyk, dr hab. A. Sirko, dr hab. B. Tudek, mgr K.
Grabnska).

Dziatalnos$¢ upowszechniania wiedzy w zakresie wydawnictw
Prof. K.L. Wierzchowski — Redaktor Naczelny Kosmosu

Prof. A. Jerzmanowski — autor ksigzki ,Geny i zycie” Wyd. Proszynski i
S-ka

Pojedyncze artykuty pracownikéw naukowych IBB w prasie
upowszechniajgcej osiggniecia nauki i techniki (np. Bioskop, Przemyst
Spozywczy, Gazeta Zielonogorska, Rzeczpospolita, Przeglad Eureka).




Wspotpraca naukowa z zagranica:

1. Kontakty zagraniczne placéwki w roku sprawozdawczym - wg krajow:

3.

Wymiana osobowa wg celu pobytu (w osobach)
Kraje
ztego:
Ogétem szkoleniowe i
a)do 1 m-ca badawcze konferencje X R
Okres pobytu: organizacyjne
b) ponad 1 m-c | Przyj. Wyj. Przyj. | Wyj. Przyj. | Wyj. Przyj. | Wyj.
046 a) 59 209 11 51 19 112 29 46|
gotem
b) 11 18] 11 18]
Czeska a) 1 11 3 8 1
Republika b)
Federacja a) 4 4 2 1 2 2 1
Rosyjska b)
Japonia a) ’ 1 ‘
p b)
Konfederacja a) 2 2
Szwajcarska b)

Krolestwo Belgii f‘); " ! 4

Krélestwo Danii 2; ! 2. ! ! 4
Krélestwo a) 1 1
Hiszpanii b)

Krélestwo a) 1 8 1 4 1 3
Niderlandéw b)
Krélestwo a) 1 1 1 1
Norwegii b)
Krélestwo a) 13 7 5 1
Szweciji b)
Panstwo Izrael s; 2 2
Republika a) 10, 18 1 8 2 5 7 5
Federalna
Niemiec b) 2 2
Republika a) 3 2 1
Stowacka b)
Republika Austrii E; 8 ! 1
Republika a) 16 41 6 19 5 14 5 8
Francuska b) 5 5
Republika
Francuska -
Centrum Polsko- a) 11 4 2 10 1 2

Francuskie

Biotechnologii
Roslin b) 7 7
Republika Greciji E; L = 2 L z
Republika Gruzji a)
b) 1 1

Republika a) 3 1 2

Portugalii b)

Republika Turcji E; 4 4
Republika a) 3 23 1 22 3
Wegierska b)

Republika a) 1 7 1 5 1 1
Wioska b)
Stany a) 1 1 4 2 1 5
Zjednoczone b) 4 4
) a) 2 15 2 15 1

Ukraina b) 70 70

Wielka Brytania 2; 2 6 2 2 2 2
. Porozumienia zawarte przez placéwke:
kraj partner nazwa dokumentu okres obowigzywania

Republika Wegierska

Biological Research
Center, Szeged

porozumienie

od 25.10.2001
bezterminowo

Zagraniczne instytucje naukowe, z ktérymi placéwka wspotpracuje bez zawartego porozumienia.Wymieni¢
nazwy (max 5) tych spos$réd nich, kontakty z ktérymi placéwka uwaza za najbardziej celowe.

liczba ogétem

i




Nazwa Kraj Kod poczt. Miasto Ulica
Centre of Molecular Genetics, Republika Gif-sur-Yvvete Avenue de la
CNRS Francuska Terrasse - Bat
National Institute for Agriculture |Republika Domaine de
Research, INRA Francuska 78352/ Jouy-en:Josas Vilvert
Stany
Thomas Jefferson University Zjednoczone PA 19107-5587 |Philadelphia  |Walnut Street
Ameryki
. . Stany
Natlpnal Institute of - Ziednoczone  |NC USA 27709 Rgsearch Algxander
Enviromental Health Sciences ; Triangle Park |Drive
Ameryki
The University of Birmingham  |Wielka Brytania B15 2TT|Bimingham Edgbaston

. Stypendia zagraniczne

kraj

instytucja przyjmujgca

liczba os6b / taczny okres
pobytu

Japonia

Institute of Chemical Reaction Sciencies Tokoku
University, Sendai

10s./1m-c

Konfederacja Szwajcarszka

Friedrich Miescher Institute, Basel

1 0s./3 m-ce

Krélestwo Niderlandéw Leiden University Medical Centre 10s./1m-c
Republika Czeska Institute of Entomology CAV, Ceskie Budejovice 10s./1m-c
Ludvig-Maximilians-Universitat, Adolf-Butenandt-
Republika Federalna Niemiec _|Institut Molekularbiologie 10s./12 m-cy
Republika Federalna Niemiec  |University of Friburg 10s./12 m-cy
Republika Federalna Niemiec |Leibnitz Institute of Plant Biochemistry, Halle/Saale 10s./12 m-cy
Republika Francuska Institute of Structural Biology, Grenoble 10s./1m-c
Republika Francuska Centre of Molecular Genetic CNRS, Gif-sur-Yvette 10s./1m-c

Republika Francuska

International Agency for Research on Cancer, Lyon

1 0s./3 m-ce

Republika Francuska

Institute Biology Molecular and Cellular, Strasbourg

2 0s./3 m-ce

Republika Francuska

Centre of Molecular Genetic CNRS, CEA/SOCLAY

2 0s./6 m-cy

Republika Wioska

University la Sapienza, Roma

1 0s./2 m-ce

Stokholm Royal Institute of Technology, Department of

Republika Szweciji Biotechnology 10s./12 m-cy

Stany Zjednoczone Ameryki University of North Carolina 10s./12 m-cy

Stany Zjednoczone Ameryki Rockeffeler University 10s./10 m-cy
National Institute of Environmental Health Science,

Stany Zjednoczone Ameryki Research Triangle Park 2 0s./19 m-cy

Stany Zjednoczone Ameryki Mochigan State University, Department of Biochemistry |1 os. / 12 m-cy

Stany Zjednoczone Ameryki

Pensylvania University

10s./7 m-cy

Stany Zjednoczone Ameryki

Ohio State University

1 0s./5 m-cy

Stany Zjednoczone Ameryki University of Utah, Salt Lake City 10s./12 m-cy
University of Texas, Southwestern Madical Center,
Stany Zjednoczone Ameryki Department of Molecular Biology 10s./1m-c
University of New Orleans, Medical Center Lousiana
State, Department of Biochemistry and Molecular
Stany Zjednoczone Ameryki Biology 10s./12 m-cy
Stany Zjednoczone Ameryki The Burnham Institute, La Jolla 2 0s./7 m-cy
Stany Zjednoczone Ameryki Thomas Jefferson University, Philadelphia 10s./12 m-cy
Stany Zjednoczone Ameryki University of lllinois, Chicago 10s./12 m-cy

Wielka Brytania

King's College School of Medicine, London

1 0s./4 m-ce

. Tematy realizowane we wspétpracy z zagranica:

liczba tematéw

| 45 |




6. Uzyskane rezultaty wspétpracy:

np.: wspélne publikacje, patenty, nowe metody badawcze i technologie

W roku sprawozdawczym we wspotpracy z zagranicznymi partnerami opublikowano 36 prac.

W ramach dziatalnosci Centrum Polsko-Francuskiego Biotechnologii Roslin corocznie wyjezdza do laboratoriéw
francuskich ok. 20 stypendystéw. W trakcie dziatalnosci Centrum powstato 20 wspdlnych polsko-francuskich

doktoratéw. Opublikowano 225 prac, w tym 110 komunikatow.

7. Prezentacja wynikéw prac naukowych, w tym: na konferencjach i zjazdach naukowych,

a. Wyklady i referaty wygtoszone na konferencjach - na zaproszenie instytucji naukowych za zagranicg (m.in.
typu: visiting fellow, visting scholar, invited speaker):

autor . "
it Imie 1 Nazwisko temat nazwa zjazdu lub konferencji
. Protein folding initiation structures as detected
doc. dr hab. Michat Dadlez by the disulphate formation kinetics International Workshop on Protein Folding,
Structure & Design, Tries,t 10-18.06.01
Initiation of Structure Formation in Proteins as
doc. dr hab. Michat Dadlez Detected by Disolphide Formation Kinetics Self-assembly of Peptides & Proteines in
Studies Biology, Medicine &..., Kreta, 12-20.07.01
doc. dr hab.| Maadal Boguta Control of mitochondrial translation fidelity by |Yeast as a model for mitochondria-related
0c. drhab.) Magdalena 9 NAM9 and NAM3/MRF1 genes human disorders, Praga, Czechy, 26.08.01
. XXth International Conference on Yeast
Maf1p, a negativeregulator of RNA polymerase ) :
dr Krzysztof Pluta MR . Genetics and Molecular Biology, Praga,
Il transcription in Saccharomyces cerevisiae. Czechy, 26-31.08.01
Dolichol biosynthesis in the yeast
prof. dr hab. Grazyna Palamarczyk Sactiharomytlzesfcferewsw:tz;gr;|n5|ght into the
regulatory role of farnesyl diphosphate Molecular Mechanisms of Fungal Cell Wall
sunthase. Biogenesis, Ascona, Szwaijcaria, 26-31.08.01
. o _|Potyvirus genome expression in heterologous  |International Conference in Honour of
prof. dr hab. | Wtodzimierz |Zagorski-Ostoja J 2 2 2 Alexander Spirin, Puszczino, Rosja, 27.08-
cell systems.
01.09.01
prof. dr hab. Tadeusz Chojnacki Plantpolyplre.nols for chemotaxonomy and as a [Dni Nauki Polskiej w Rosji, Moskwa, Rosja, 13
source of lipid coenzymes. 18.10.01
dr Wiestaw Jankowski Analogues of dolichylphosphate as coenzymes|pni Nauki Polskiej w Rosji, Moskwa, Rosja, 131
of glycosylation. 18.10.01
Opposite base specificity for excision of
dr hab. Barbara Tudek pyridine ring-ruptured 1, N6-ethenoadenine by |gin |nternational Conference on Environmental
thymine glycol-DNA glycosylase. Mutagens, Shizuoka, Japonia, 21-26.10.01
prof. dr hab Andrzej Paszewski E:SS:ZHEZ iﬁ;;g)::r:l:];lsr}glgg:gasl);n:;%ls " [EUROFUNG g, (RIS, LGEEEe
genetical aspects. Niderlandéw, 14-15.12.01

b. Wyktady i referaty wygtoszone za granica - na zaproszenie instytucji naukowych - nie bedace referatami czy
wyktadami w trakcie konferencji ani dziatalno$cig dydaktyczng:

autor temat kraj
tytut Imig 1 Imie 2 Nazwisko )
doc. dr hab.| Magdalena Boguta Prion [PSI] affects mitochondrial function in |Orsay; CEA/Saclay,
the yeast nam9-1 mutant Republika Francuska
doc. dr hab.| Magdalena Boguta Prion [PSI] affects mitochondrial function in |St.Petersburg, Federacja
the yeast nam9-1 mutant Rosyjska
Maf1p, a negativeregulator of RNA
doc. dr hab.| Magdalena Boguta polymerase lll transcription in
Saccharomyces cerevisiae. Aarhus, Dania
doc. dr hab. Ewa Swiezewska Qct:lur<atnc<=]land biological role of polyprenols
In plant cells. Sendai; Tokio, Japonia

Inne lub uzupetniajace informacje dot. wydarzen i osiggnie¢ wynikajacych z realizowanej przez placéwke
wspotpracy naukowej z zagranicg.

W wyniku wieloletniej wspotpracy IBB PAN z placéwkami zagranicznymi zostaty ztozone i zakwalifikowane do
finansowania w ramach 5.PR UE nastepujace projekty: "Excellence in Molecular Biotechnology - Getting
European Dimension (EMBEU)", "Oxidative stress and chronic diseases: exocyclic DNA addukts as markers for
disrupted genomic integrity and risk", "Development of ultrasensitive methods for proteome: Applocation to cystic
fibrosis (EUROPROCF)".

Projekt "Partitioning in Pseudomonas aeruginosa" finansowany przez Wellcome Trust Collaborative Research
Initiative Grants jest realizowany we wspoétpracy z Uniwersytetem w Bimingham.

Agriculture.

We wspotpracy z Thomas Jefferson University jest realizowany projekt "Development of techniques for
agriculturally valuable crops to create adible vaccines" finasowany przez United States Departament of




Miedzynarodowe centra naukowe (dziatajgce w strukturze placowki):

1.

Wazniejsze dane o dziatalnosci:

nazwa centrum rok zatozenia

dyrektor

sktad Rady Naukowej

Kod poczt.

Miasto

Ulica

nr

1) Polsko-Francuskie Centrum Biotechnologii Roslin 1993 prof. Anne-Lise Haenni

J. Lazowska, P. Stonimski , A. Kondorosi, P.
Boistard, A.-H. Wiel, J.-C. Kader (Francja), S.
Lewak, P. Weglenski, A. Legocki, W. Zagorski
Ostoja (Polska)

02-106

Warszawa

Pawinskiego

5a

2) Centrum Doskonatosci Biotechnologii Molekularnej
EMBEU

2000 prof. Andrezj Rabczenko

H.Bartsch, W.Saenger, T.A.Trautner
(Niemcy), P.Boistard, S.D.Ehrlich, J.-C.Kader,
A.Kondorosi, J.-H. Wiel] (Francja),
B.A.Bridges, J.M.Goodfellow (Wlk.Brytania),
E.De Clercq (Belgia), L.Grivell (Holandia),
E.Katchalski-Katzir, M.Sela (lzrael), A.Koj,
A.Legocki, A.Plucienniczak, P.Weglenski,
M.Zylicz (Polska),

02-106

Warszawa

Pawinskiego

5a

Pozostate informacje — wynikajgce ze specyfiki dziatania centrum

1) W ramach dziatalnoéci Centrum Polsko-Francuskiego Biotechnologii Roslin
corocznie wyjezdza do laboratoriéw francuskich ok. 20 stypendystow. W trakcie
dziatalno$ci Centrum powstato 20 wspdlnych polsko-francuskich doktoratow.
Opublikowano225 prac, w tym w roku sprawozdawczym 47.

2) CEMB jako jednostka wspomagajgca dziatalno$¢ naukowg IBB PAN ma na celu
zwigkszenie wymiany z Unii Europejskiej i krajami stowarzyszonymi, finansujac
obustronne wizyty, konferencje i warsztaty w obszarze dziatéw tematycznych
Centrum. W ramach tej aktywnosci sfinansowane zostato 36 przyjazdow, 22
wyjazdy naukowe i 1 miedzynarodowa konferencje.




Dziatalnos$¢ dydaktyczna

Dziatalnos¢ dydaktyczna placowki (wg zamieszczonej tabeli):

Wyszczegdlnienie

Zajecia ze studentami (wykfady,
éwiczenia, seminaria, itp.)

Wyktady (inne, poza
zajeciami ze studentami)

Kursy, szkolenia, szkoty, itp.
organizowane przez placéwke)

liczba oséb . . liczba oséb liczba liczba osoéb . .
prowadzacych liczba godzin prowadzacych godzin prowadzacych liczba godzin
1. W kraju
a) uczelnie wyzsze
- indywidualna 48 1430
- na podstawie umowy
-pozostate
b) inne 14 181
Institute of Plant Biochemistry, Haale/Saale, Republika Federalna Niemieg
2. Za granica 3 University of Louis Pasteur, Strasbourg, Republika Francuska

University of Aveiro, Portugalia




Udziat placoéwki w organizacji krajowego zycia naukowego:

1. Konferencje zorganizowanelub wspétorganizowane przez placéwkew kraju:

nazwaltytut konferenciji miejsce (miasto) termin
Inhibitors of Protein Kinases Warszawa 03-10.06.2001
Determination of High-Resolution Structures for
the Post-Genomic Age Warszawa 05-09.09.2001
Molecular Aspects of Chemotherapy Gdansk 09-15.09.2001

Interactions of new NTP analogs and related
compounds with HCV helicase Warszawa 07-08.12.2001

2. Wyklady i referaty prowadzone na zaproszenie instytucji naukowyctw kraju,

nazwaltytut wyktadu/referatu miejsce (miasto) termin

Instytut Biologii Do$wiadczalne;j

im.Nenckiego PAN, Warszawa DL

Priony u drozdzy. (doc. M. Buguta)

Prion — model alternatywnego mechanizmu

dziedziczenia. (doc. M. Buguta) Instytut Fizyki PAN, Warszawa |23.04.2001

Represor biosyntezy tRNA u drozdzy. (doc. M. Instytut Chemii Bioorganicznej

Buguta) PAN, Poznan 06.11.2001
Plazmidy u bakteriiLactobacillus. (dr hab. J. uJ —’Instytut Mikrobiologii 04.06.2001
Bardowski) Krakow

Badanie struktury peptydow i biatek metodg
magnetycznego rezonansu jgdrowego. (doc. A. |Akademia Medyczna, Warszawa|09.05.2001
Ejchart)

System SOS E. coli — przeglad zaktualizowany.

(prof. C. Janion) Instytut Fizyki Jgdrowej, Krakow |21.09.2001

Wirusy roslinne jako wektory do ekspresji obcych

gendw. (dr A. Patucha) Instytut Ochrony Roslin, Poznan [23.06.2001

Polskie Towarzystwo
Fitopatologiczne i Komitet 11-12.09.2001
Ochrony Roslin, Warszawa

Wyciszanie genoéw a odpornosc¢ na choroby
wirusowe (prof. D. Hulanicka)

Zielona rewolucja - rosliny jako systemy Polskie Towarzystwo

produkcyjne. (dr hab. A. Sirko) Genetyczne, Warszawa AN
Zastosowanie genetycznie zmodyfikowanych - ..
mikroorganizmow — procedury, kontrola i L eLfete ot D1/alsllin1 2] 11.09.2001

monitorowanie. (dr hab. B. Tudek) R

3. Inne formy aktywnosci w zyciu naukowym kraju udziat pracownikéw naukowych w pracach
komitetow programowych konferenciji/zjazdéw, przewodniczenie sesjom; przygotowywanie opinii,
recenzji, udziat w konsultacjach - krétki opis (3) wydarzen.

Dr hab. B. Tudek - przewodniczaca, dr hab. J. Bardowski i dr D. Barszcz - cztonkowie Komisji Biotechnolo
Polskiego Komitetu Normalizacyjnego biorg udziat w pracach przygotowujgcych wdrozenie w Polsce norm
europejskich w zakresie biotechnologii.

Prof. A.Rabczenko, mgr A.Stasiak - organizatorzy kursu “Determination of High-Resolution Structures for
The Post-Genomic Age” dla mtodych naukowcow z Europy srodkowej i wschodniej (wspétorganizacja:
Howard Hughes Medicine Institute i National Academy of Sciences, USA).

Prof. T.Kulikowski - przewodniczgcy jednej z sesji miedzynarodowej konferencji ,Molecular Aspects of
Chemotherapy”.

Prof. D.Shugar - przewodniczgcy, prof. A.Rabczenko - sekretarz, prof. G.Muszynska i dr hab.
G.Dobrowolska - cztonkowie komitetu organizacyjnego konferenciji “Inhibitors of Protein Kinases”.




Dziatalnos$¢ ekspercka:

1. Ekspertyzy dyscyplinowe:

zagadnienie/temat wykonawca odbiorea sposéb wykorzystania/przeznaczenie termin wykona
9 tytut imie 1 | imie 2 nazwisko tytut | imie 1 | imie 2 | nazwisko P 4 Y p y
Anallza mllkr(.)blologlgzna ! genet}/czna dr hab. |Jacek Bardowski Bacoma S.A., Warszawa sposéb wykorzystania znany odbiorcy 06.10.2000 - 10.01.20C
jogurtowej mieszanki starterowej
Analiza mikrobiologiczna i genetyczna e S | S
kwasu mle!(owego uzyfwanych do dr hab. |Jacek Bardowski "BIOMED" S.A. W Krakowie sposéb wykorzystania znany odbiorcy 22.01.2001 - 10.03.20C
wytwarzania preperatow
Normy europejskie w zakresie GITiE1%, |[ERTIEIE e o
biotecyhnolopiij dr hab. |Jacek Bardowski Polski Komitet Normalizacyjny wdrozenie norm europejskich w Polsce od 1999 r. - prace w tol
J dr Daniela Barszcz
S PR Unil Europe!sklej, Komltet I G Wiodzimierz Zagqrskl- Komitet Badan Naukowych informacja dla KBN od 1999 .
Programowy Quiality of Life hab. Ostoja
8. PR Unii Europejskiej, Ad Hoc Grupa  prof. dr Wiodzimierz Zagqrskl- Komitet Badan Naukowych informacja dla KBN od 2000 .
Genomowa hab. Ostoja
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Dziatalno$¢ zaplecza naukoweqo o charakterze ogoélnosrodowiskowymw tym:

1. Biblioteki:
komputerowe katalogi biblioteczne komputerowe bazy danych
katalog Webpac - HORIZON Bazy danych dla biologii
molekularnej i biotechnologii w
ramach polskiego narodowego
wezla EMBnet.
bibliograficzne bazy danych z podziatem na abstraktowe petne teksty
Life sciences collections; Current
contents
- zasoby
liczba nabytkow rodzaj

113|ksigzki
124|czasopisma zagraniczne
18|czasopisma krajowe

udostepnianie zbiorow

liczba korzystajacych [ok. 1700
IBB PAN jest jednostka odpowiedzialng za techniczng
organizacyjng strong w ramach Porozumienia Bibliotek
jednostek PAN.

2. Muzea, wystawy, kolekcje specjalistyczne i eksponaty, banki zasobéw genetycznych:
- eksponaty, kolekcje:
rodzaj nabytkéw

Centralna kolekcja szczepow IBB gromadzi: plazmidy,
szczepy bakteryjne, drozdze, organizmy transgeniczne
(kilka tysiecy)

- udostepnianie zbiorow kolekcji i zasobdow:
rodzaj zadan i ustug specjalistycznych

Wg. obowiazujgcego prawa na zasadzie porozumienia
(umowy) jednostkom badawczym, wyzszym uczelniom,
jednostkom rozwojowo-badawczym i podmiotom
gospodarczym.

3. Laboratoria, stacje diagnostyczne, obserwatoria, prace terapeutyczne, itp.:

- ustugi i Swiadczenia (pomiary, dziatalno$¢ diagnostyczna, prace obserwacyjne, itp.):
rodzaj zadan i $wiadczen

Srodowiskowe Laboratorium Magnetycznego Rezonansu Jadrowego:

Zgodnie ze swymi zadaniami statutowymi Laboratorium wykonywato pomiary widm
MRJ dla zaktadéw IBB oraz szeregu laboratoriéw spoza instytutu. W sumie czas
wykorzystania spektrometru - 8 510 godzin (97%).

Pracownia Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonukleotydow:
W Pracowni zsyntetyzowano dla laboratoriéw IBB 930 oligonukleotydéw oraz
zsekwencjonowano na aparatach ABI 377 - 5200 matryc DNA, co przy $redniej
dtugosci odczytu 650 zasad daje 3 338 000 zasad. Dla 45 zleceniodawcéw spoza
IBB zostaly zrealizowane zamdéwienia na zsekwencjonowanie 3 250 matryc DNA i
zsyntyzowano 1 250 oligonukleotydow.
Srodowiskowe Laboratorium Spektrometrii Masowej:

W pierwszym roku swojej dziatalnosci Laboratorium wykonywato rutynowe
oznaczenia mas peptydow, biatek i innych zwigzkéw oraz identyfikacje biatek z
prazkéw zelowych, zaréwno barwionych Coomassie jak i srebrem. Wykonywano
oznaczenia dla zaktadow IBB i laboratoriow spoza IBB, w tym zagranicznych. Ogot
wykonano kilkaset oznaczen mas i ok. 100 identyfikacji biatek z zeli.

- uzyskany certyfikat za wdrozenie systemu jakosci (miedzynarodowego, przyjetego w UE)
[nie byto

- uzyskane akredytacje laboratorium za spetnienie wymagan normy miedzynarodowe;j lub europejskiej



[nie byto




Nagrody, wyréznienia naukowe uzyskane przez pracownikéw PAN w roku sprawozde

nazwa / rodzaj nagrody

Za CO przyznane

przez kogo

komu

Nagroda

Za prace nad
zwigzaniem polskich
struktur naukowych z
Wspéinotg
Europejska

Przewidniczgcy KBN A.
Wiszniewski i wicepremier
J.Steinhoff

Zagorski W.

Nagroda indywidualna za osiggniecia

naukowe

Prace nad funkcjg
histonu H1

Wydziat [I PAN

Jerzmanowski A.

Pierwsza nagroda za prace
doswiadczalng

,Osmotic Stress
Induces Rapid
Activation of a
Salicylic Acid-
Induced Protein
Kinase and a
Homolog of Protein
Kinase ASK1 in
Tobacco Cells”
Plant.Cell.(2000) 12,
165-178

Rada Naukowa IBB PAN

Mikotajczyk M., Awotunde O.S.,
Muszynska G., Dobrowolska G.

Druga nagroda za prace
doswiadczalng

“SOS mutator
activity: Unequal
mutagenesis on
leading and lagging
strands”Proc.Natl.Aca
d.Sci.USA (2000) 97,
12678-12683

Rada Naukowa IBB PAN

Maliszewska-Tkaczyk M.,
Jonczyk P.,

Biatoskdrska M.,
Fijatkowska I.J.

Druga nagroda za prace
doswiadczalng

,Prion-dependent
switching between
respiratory
competence and
deficiency in the yeas
nam9-1
mutant’Mo.Cell.Biol.
(2000) 20,7220-7229

Rada Naukowa IBB PAN

Chacinska A.,
Boguta M.,
Krzewska J.,
Rospert S.

Pierwsza nagroda za prace
przegladowg

,Regulation of sulfur
amino acid
biosynthesis in
Aspergillus nidulans :
physiological and
genetical aspects”
Sulfur Nutrition and
Sulfur Assimilation in
Higer Plants,
Molecular
biochemical and
physiological aspects.,
C.Eds Brunold et al.
Paul Haupt
Publishers
Bern(2000), 93-105

Rada Naukowa IBB PAN

Paszewski A.,
Natroff M.,
Piotrowska M.,
Sienko M.,
Grynberg E.,
Pizzinini E.,
Turner G.

Nagroda za prace doktorskg

,Respiratory
deficiency of yeast
strain expressing
mutant mitochondrial
ribosomal protein
Nam9p, depends on
the presence of the
prion [PSI]"

Rada Naukowa IBB PAN

Chacinska A.

Nagroda

Za popularyzacije
biochemii

Polskie Towarzystwo
Biochemiczne im. B.Filipowicza

Fikus M.




Druga nagroda na Gliwickich
Spotkaniach Naukowych

“DNA damage in p53
gene by
chloroacetaldehyde
and trans-4-hydroxy-2|
nonenal”

Dyrektor Centrum Onkologii w
Gliwicach

Kowalczyk P., Ciesla J.

Wyrdznienie

Za wyrdzniajacy sie
prezentacje pracy
naukowej :,Cloning
and expression of
potato virus Y in
yeast”

Ukrainskie Towarzystwo Biologii
Molekularnej

toniewska A.

Wyrdznienie

Za wyrdzniajacy sie
prezentacje pracy
naukowej:
,Construction and in
vitro and in vivo
expression of potato
virus Y cDNA clones”

Ukrainskie Towarzystwo Biologii
Molekularnej

Nowacki M.

Wyrédznienie

Za prezentacje
plakatu: ,Genetic
polymorphism of
potatos virus Y field
isolates”

Ukrainskie Towarzystwo Biologii
Molekularnej

Kosakowski J.

Cztonek zarzadu

Polskie Towarzystwo Biologii
Eksperymentalnej Roslin

Hennig J.

5.Program Ramowy Unii

Ekspert Europejskiej Palamarczyk G.
Ekspert 5.Progr§n'! Ramowy Sl Przykorska A.
Europejskiej
Eropejska Sie¢ Laboratoriow
Ekspert - przedstawiciel Polski GMO Komisji Europejskiej, Joint [Tudek B.

Research Centre




Zatrudnienie

Zatrudnieniena 31.12. roku sprawozdawczego
(w gtéwnym miejscu pracy)

| Ogotem | 244 |, wtym:
Pracownicy naukowirazem, z tego z tytutem:
w tym:
Razem Profesora w tym: .
Zonkowie PAN docenta adiunkta | asystenta
126 23 4 15 69 19

Pracownicy biblioteczni

Pracownicy inz., techniczni organ.-ekonom. admin.i obstugi

Pracownicy zatr. na st. robot. i prac. zatrudn.

przy pilnowaniu

Zatrudnienie sredniorocznew przeliczeniu na petne etaty - ogétem

w tym naukowych
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