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Temat nr 1: Synteza, badanie wlasciwosci fizykichemicznych i biologicznych analogéw
nukleozydéw pirymidynowych, potencjalnych substratéw/inhibitorow biosyntezy
kwaséw nukleinowych

Zespot: prof. dr hab. Tadeusz Kulikowski, dr Maria Bretner, dr Maria A. Siwecka,

mgr inz. Bozena Janisz (do listopada 2002), mgr Agnieszka Miazga, mgr Andzelika Najda

(od grudnia 2002), mgr Katarzyna Wyszynska (do pazdziernika 2002), mgr Katarzyna Zastapito,

mgr inz. Przemystaw Ziemkowski (od listopada 2002), prof. dr David Shugar.

Kontynuowano cykl badan poswigconych poszukiwaniom nowych inhibitoréw RNA
ATPazy/helikazy wirusa zapalenia watroby typu C (HCV) — potencjalnych srodkéw
przeciwwirusowych. Syntetyzowano i zbadano seri¢ analogéw nukleozydo-5’-trifosforanow,
w szczegolno$cei inhibicje 1 aktywacje aktywnosci ATPazowej w. wym. enzymu w zaleznosci
od stezenia ATP. Wszystkie analogi wywieraly wplyw na aktywno$§¢ ATPazowsg
ATPazy/helikazy HCV, badz jako aktywatory (przy wyzszych stezeniach ATP) lub jako
inhibitory (przy nizszych stezeniach ATP). Efekty modulujace ATPaze wywolywane przez
ATP-y-S, AMP-PNP i AMP-PCP byly jednak znacznie stabsze niz wywolywane przez
rybawiryno-TP, IDA-TP lub ITA-TP. Wyniki te wskazujg, ze niezmieniona konformacja
koncowego fosforanu jest kluczowa dla jego rozpoznawania przez motyw Walkera
NTPazy/helikazy. W przeciwienstwie do w. wym. fosforanéw inny niehydrolizowalny, daleki
analog ATP — FSBA nie oddziatywat z aktywnoscig ATPazowg enzymu (wspdtpraca z doc.
dr. P. Borowskim z Bernhard-Nocht Institut fiir Tropenmedizin, Hamburg, Niemcy).

Kontynuowano badania dotyczace poszukiwan nowych inhibitoréw retrowirusa HIV i
jego odwrotnej transkryptazy, potencjalnych lekow przeciwko AIDS. W celu zwigkszenia
aktywnoéci przeciwwirusowej uprzednio otrzymanego przez nas preparatu S?FLT
syntetyzowano 1 zbadano na aktywnos$¢ przeciwko HIV szereg jego mirystoilowanych
pochodnych. Wstepne wyniki badan biologicznych wykazaly, ze w. wym. pochodne
wykazuja o ~1 rzad wielkosci silniejszg aktywnos¢ przeciwko HIV-1. Wyzej wym. pochodne
mogg by¢ dwufunkcyjnymi inhibitorami: odwrotnej transkryptazy HIV oraz mirystoilo-CoA-
N-mirystoilotransferazy (wspdtpraca z dr. A. Piaskiem z Instytutu Medycyny Doswiadczalnej

1 Kliniczne] PAN w Warszawie).

Najwazniejszy wynik badawczy:
Syntetyzowanie i zbadanie serii nowych mirystoilowanych analogéw S*FLT o wysokiej
aktywnosci 1 selektywnosci w stosunku do retrowirusa HI'V.

PUBLIKACIE: 3659, 3661, 3662, 3666, 3669, 3696, 1682/A, 1699/A, 1705/A, 1706/A,
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1707/A, 1745/A, 1782/A.
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Temat nr 2: Mechanizmy dzmlama fotochemoterapii PUVA (psoralen+UV-A)
Zespot: doc. dr hab. Zofia Zarebska, dr Daniela Barszcz

Zgromadzono wiele danych wskazujgcych na to, ze terapia PUVA eliminuje u
pacjenta nadaktywne limfocyty T poprzez indukcje apoptozy, wywolujac przejsciowo

immunosupresj¢ i thimiac stan zapalny"?

W modelu in vitro, imitujacym dziatanie terapii poza ustrojem (PUV A-fotofereza), na
limfocytach ludzkich w zawiesinie testowano efekt dodania egzogennego kwasu arachido-
nowego(AA) i jego adduktu z psoralenem(AA<>PSO) na przebieg apoptozy. Fizjologiczna
reakcje limfocytow (10° komorek/ml) mierzono we fluorocytometrze w oparciu o znaczniki
fluorescencyjne z aneksyna V i z jodkiem propidyny’. Stwierdzono, ze mate stezenia AA, do
60 pM, wywolujg wczesna apoptozg w komorkach (An", pojedynczo znakowane); przy
wzroscie stgzenia AA do 160 pM komérki stopniowo przechodza w p6zna apoptoze (An'PI',

podwdjnie znakowane).

Psoralenowy addukt, AA<>PSO, powstajacy w trakcie reakcji PUVA w blonach,
dziata podobnie do AA, jednak podobne efekty wywoluje w stezeniu 2.2 razy wiekszym.
Stwierdzono synergizm dzialania $wiatla w zakresie dawek farmakologicznych 2.5 — 7.5
JJem* UVA (320-400 nm) zarébwno w obecnosci psoralenu i kwasu arachidonowego
dodawanego do zawiesiny komorek.

Najwazniejszy wynik badawczy:

Synergizm dzialania $wiatta i pochodnych kwasu arachidonowego wskazuje na mozliwos¢
wywolania apoptozy w limfocytach na drodze lipoapoptozy indukowanej w blonach.

PUBLIKACIE: 48/M, 277/N
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Temat nr 4: Mechanizm inicjacji transkrypcji genow prokariotycznych
Zespot: prof. dr Kazimierz I.. Wierzchowski, dr Krystyna Bolewska, dr Tomasz }.ozifski,
dr Jarostaw Poznanski, Teresa Rak

Struktura domeny 4 podjednostki ¢”° polimerazy RNA z E.coli
Poprzednio wykazali§my metodami wielowymiarowego NMR, ze bialko to (z Hisg na
N-koncu) w kwasnym roztworze wystepuje w formie stopionej globuli z 4 regionami
wykazujacymi tendencje do przyjecia a-helikalnej konformacji. Silna agregacja bialka w
roztworze obojetnym uniemozliwita zbadanie struktury jego natywnej formy. Podjeliémy
wiec udang probe zwigzania 4_070 z regulatorowym biatkiem AsiA, specyficznie wigzacym
"¢’ i hamujacym transkrypcj¢ gendéw podstawowego metabolizmu komoérek E. coli w procesie
rozwoju faga T4. Kompleks o stechiometrii 1:1 okazat sie wystarczajaco rozpuszezalny i
";s:tabﬂny w obojetnym roztworze 0.5 M NaCl. Pozwolito na zarejstrowanie widm NIS-HSQC i
wielowymiarowych z podwéjnie znakowanym preparatem (°C, N')-4 o7 | kt6re sq obecnie
analizowane. Réwnolegle przeprowadziliémy modelowanie struktury kompleksu 4 ¢’° AsiA
w oparciu znang strukture (NMR) dimeru AsiA i domeny 4 podjednostki 6* polimerazy RNA
Thermus aquaticus. Okazato si¢, ze 4 o' wypiera jeden z protomeréw w dimerze AsiA
tworzac heterodimer o analogicznej topologii. Model wyjasnia mechanizm dysocjacji

heterodimeru AsiA o’ od kompleksu transkrypcyjnego.

Wptyw sekwencji A,.T, na kinetyke powstawania otwartego kompleksu transkrypcyjnego
Przygotowano do druku i opublikowano dane kinetyczne dla grupy promotoréw E.
coli z sekwencjag As.Ts ulokowang w obu orientacjach (i) bezposrednio powyzej
kanonicznego heksameru —35 (proksymalna czg¢$é elementu UP) oraz z sekwencjami As.Ts
lub Ag.Tg (i) pokrywajacymi si¢ z 5’-konricem regionu -35. Dowodza one ze, (i) dla
rozpoznania elementu UP przez podjednostke a polimerazy wystarcza obecno$é sekwencji —
41(As.Ts) —37 w dowolnej orientacji, (ii) zagiecie osi DNA przez —38(As.Ts5)-34 lub
obecno$¢ sztywnej sekwencji —41(Ag.Tg)-34 silnie pogarsza jego kontakt promotora z

podjednostkami o i ”° polimerazy RNA.

Najwazniejszy wynik badawczy:
Opracowanie molekularnego modelu wyjasniajacego mechanizm hamowania transkrypcji
genow podstawowego metabolizmu u E.coli przez czynnik anti-sigma.

PUBLIKACIJE: 3638, 3663, 1745/A
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Temat nr 5.1: Bakulowirusy i ich rekombinanty
Zespot: prof. Wiodzimierz Zagérski, dr hab. Ludmita Strokovskaya, mgr Renata Grzela,
dr Ewa Szolajska

Kontynuowano badania nad otrzymanymi weze$niej biatkami. We wspolpracy z grupa
dr A.Chachulskiej opracowano warunki oczyszczania helikazy HCV. Zastosowano
kilkustopniowa metodg czyszczenia: uzyto ztoza kobaltowego TALON, a nastepnie poli(U)
Sepharose lub HiTrap Heparin Column. Pozwala to na oczyszczenie biatka do 95%.
Wydajnos¢ aktywnej biologicznie helikazy wynosi 10-15 mg/l. Wykonano ekspresje domeny
2 helikazy, réwniez w systemie Bac-to-Bac. Stopief oczyszczenia na IMAC oszacowano na
ok. 80-85%, a wydajno$¢ 35-40 mg bialka /1.

VPg PVY- bialko zwigzane z 5’ koficem wirusa Y ziemniaka zostato wyprodukowane
w systemie bakulowirusa. Do oczyszczania zastosowano ztoze kobaltowe typu IMAC oraz
chromatografie jonowymienng na Q-Sepharose. Czysto$¢ VPg oszacowano na ok. 85-90% a
wydajnos¢ jego ekspresji 20mg/l. Niektore VPg innych wiruséw roslinnych maja zdolno$é
oddzialywania z eukariotycznym czynnikiem inicjacji translacji 4E (elF4E). Dlatego tez
otrzymano rozne elF4E: z pszenicy, drozdzy i A.thaliana. Bialka te przeklonowano do
bakteryjriégo wektora ekspresyjnego pGEX4T1 i wyeksprymowano w fuzji z GST. Najlepiej
oczyszczonym 1 nie podlegajacym degradacji w trakcie procedury jest pszeniczny elF(iso)4E.
Oddziatywania miedzy tymi bialkami badano przy uzyciu metody pull-down. Pierwsze
rezultaty wskazuja na to ze istnieje oddziatywanie pomiedzy VPg i pszenicznym elF(iso)4E.

Najwazniejszy wynik badawczy:
Stwierdzono oddziatywanie pomigdzy pszenicznym elF(iso)4E a VPg wirusa Y ziemniaka.

PUBLIKACIJE: 1734/A, 1735/A
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Temat nr 5.2 Rola hormonéw w ekspresji genéw u Galleria mellonella
Zespol: dr hab. Krystyna Grzelak, dr Barbara Khudkiewicz, tech. Krystyna Gocman,
dr Larissa Kolomiets (VIII 2002 — X. 2002)

We wspoélpracy z Zakladem Biochemii Politechniki Wroctawskiej (projekt badawczy
KBN nr 3.PO4A.003.23 — kier. Prof. dr hab. M. Kochman) oraz z grupa badawczg kierowang
przez doc. dr hab. M. Dadleza kontynuowano badania nad rekombinowanym biatkiem
wiazacym hormon juwenilny (rJHBP). Otrzymane w systemie ekspresyjnym P.pastoris,
aktywne biologicznie rJHBP oczyszczono prawie do homogennosci (> 95%). Potwierdzono
identycznos¢ sekwencji aminokwasowej rJHBP z bialkiem natywnym z hemolimfy G.
‘mellonella. Wykazano, ze z dwdch potencjalnych miejsc glikozylacji (Asn 4, Asn 94)
“obecnych w JHBP, jedynie jedno (Asn 94) ulega glikozylacji. W czasteczce JHBP
“zlokalizowano réwniez mostki -S-S-.

We wspélpracy z dr hab. L. Strokovskoj otrzymano rekombinowane biatko
ultraspiracle (USP) z D. melanogaster w systemie expresyjnym Bac-to-Bac bakulowirusa.
Bialko oczyszczono metodg chromatografii powinowactwa na kolumnie Heparin Hi- Trap z

wydajnoscia ok. 30 mg z litra hodowli. Otrzymane rUSP jest aktywne biologicznie.

Najwazniejszy wynik badawczy:
Otrzymanie oczyszczonego prawie do homogennosci rJHBP - identyfikacja miejsca
glikozylacji 1 lokalizacja mostkéw —S-S-

PUBLIKACIJE: 282/N; 283/N
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Temat nr 6: Sekwencjonowanie genoméw. wybranych szczepéw wiroidéw i wirusow
ro$linnych oraz ich detekcja

‘Temat nr 6.1: Molekularne podstawy infekcji wiroidowej
Zespot: prof. Wlodzimierz Zagérski-Ostoja, dr Anna Géra-Sochacka, mgr Wojciech Podstolski,
Iwona Rosa, mgr Aneta Wigsyk

W ramach kontynuacji badan nad replikacja nieinfekcyjnych mutantow PSTVd 12-50 i
14-37 przeprowadzono drugg zmodyfikowana seri¢ zakazen. Wnikliwa analiza sekwencji
klonéw PSTVd uzyskanych w poprzednim eksperymencie wskazywata na mozliwo$¢ zajscia
rekombinacji. Ze wzgledu na uzycie cDNA do inokulacji roélin nie bylo jednak mozliwe
wykluczenie rekombinacji na poziomie DNA. W miejsce wykorzystywanych poprzednio

plazmidéw niosacych kopie cDNA zastosowano wigc odpowiadajgce im transkrypty.

Inokulacja roslin Solanum esculentum ‘Rutgers’ transkryptami dala nastepujaca
czestotliwos¢ zakazen 2/15 dla 14-37, 3/15 dla 12-50 i 14/30 dla mieszanej inokulacji 12-50 i
14-37. Uzyskane wyniki potwierdzily wyzsza w poréwnaniu do c¢DNA infekcyjnosé
transkryptow RNA. Wysoka czestotliwo$¢ zakazen uzyskana przy inokulacji podwdjnej

wskazuje na mozliwos¢ zajscia rekombinacji na poziomie wiroidowego RNA.

Kontynuowano analize molekularng uzyskanych roslin transgenicznych niosacych
niepetna kopie¢ ¢cDNA PSTVd pod kontrola promotora 35S CaMV. Uzyskane wyniki
potwierdzily wysoka czgstotliwo$¢ naprawy wprowadzone] mutacji w ro$linach linii
transgenicznej z wprowadzonym konstruktem cDNA PSTVd w orientacji (+).

Najwazniejszy wynik badawczy:

Eksperyment wykazal mozliwo$¢ zachodzenia rekombinacji pomiedzy czasteczkami
wiroidowego RNA.

PUBLIKACJE: 270N
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Temat nr 6.2: Patogenne wirusy RNA — badanie struktury genomu, funkeji bialek i ich

homologéw komérkowych oraz oddzialywan z bialkami gospodarza
Zespol: prof. Wlodzimierz Zagorski, dr Anna Boguszewska-Chachulska, mgr Agnieszka Gozdek,

mgr Jerzy Pawlowicz, mgr Anna Stankiewicz, Julita Koper

W roku 2002 prowadzono prace nad klonowaniem domeny 2 helikazy wirusa
zoltaczki C (HCV) w systemie bakulowirusa i jej oczyszczaniem, a takze nad dalszym
oczyszczaniem pelnej helikazy HCV (do 95 % homogennosci). Przeprowadzono wstepne
badania struktury pelnej helikazy i jej domeny 2 metoda dichroizmu kolowego (CD).
Uzyskano takze widmo NMR peptydu pepl4 - inhibitora helikazy wirusa HCV.
_Wprowadzono nowa metod¢ badania aktywnosci helikazy — test fluorescencyjny, oparty na
»;_iuZy,ciu dwuniciowego substratu DNA znakowanego fluoroforem oraz wygaszaczem
fluorescencji. Helikaza HCV, wyrazana w systemie bakulowirusa, miata bardzo wysoka
_,_raktymws'é w tescie fluorescencyjnym, w odréznieniu od samej domeny 2. Przy uzyciu tej
;A:metody wykazano tez hamowanie helikazy przez inhibitor peptydowy pepl4 oraz inne
inhibitory niskoczasteczkowe.

Sklonowano w komérkach bakteryjnych helikaze drozdzowa JA2 i potywirusowa

PVY— homologiczne do helikazy HCV i ustalono warunki ich oczyszczania. Eksperymenty

prowadzone nad skracaniem helikazy JA2 pozwolily zdefiniowa¢ minimalng domeng
niezbedna do jej aktywno$ci; w wyniku wspdlpracy z instytutem w Hamburgu
potwierdzilismy jej aktywno$¢é helikazowa.

Rozpoczeto prace nad analiza metoda real-time PCR transgenicznych klonow

ziemniaka odmiany Irga opornego na wirusa PVY.

Najwazniejszy wynik badawczy:
Wprowadzenie testu fluorescencyjnego aktywnosci helikazy i wykazanie hamowania helikazy
przez inhibitor peptydowy pep 14 (ICs0 ~ 2.0 pM).

PUBLIKACIE: 1734/A, 1735/A, 1770/A
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Temat nr 6.3: Badanie patogenno$ci i zmienno$ci wirusa Y ziemniaka (PVY)
oraz tworzenie narzedzi do analizy ekspresji genéw wirusowych in vivo

Zespot: prof. Wiodzimierz Zagérski-Ostoja, dr Andrzej Palucha, mgr Malgorzata Milner,

mgr Adrianna Loniewska, iagr Jarostaw Kosakowski, mgr Mariusz Nowacki, Elzbieta Nowak

Kontynuowano prace majace na celu wyrazaniegenu biatka ptaszcza (BP) wirusa PVY
‘w- bakteryjnym systemie ekspresyjnym pET f-my-Novagen. Oczyszczone bialko plaszcza
postuzylo do tworzenia wirusopodobnych czasteczek in vitro. Ponadto skonstruowano fuzje
genowe BP PVY z inhibitorem proteazy K SP12 z jedwabnika oraz z inhibitorem trypsyny
CMTI. Biatka fuzyjne zostaly oczyszczone a nastepnie wykazano w eksperymentach in vitro
ochronny wplyw inhibitoréw na BP PVY. Ponadto wykazano iz w przypadku fuzji z
inhibitorem SP12 mozliwe bylto tworzenie wirusopodobnych czasteczek in vitro podobnie jak

w przypadku BP niezmodyfikowanego.

Korzystajac z opracowanej uprzednio metody wydajnego namnazania cDNA izolatow
polowych wirusa PVY kontynuowano prace nad charakterystyka polimorfizmu genomu

wirusa metodg RFLP.

Kontynuowano prace nad klonowaniem pelnej dlugosci cDNA PVY w celu
otrzymania infekcyjnych klonéw cDNA wirusa. Poniewaz cytotoksycznos¢ c¢DNA
wirusowego uniemozliwita klonowanie w bakteriach opracowano metode wydajnego
klonowania ¢cDNA PVY w drozdzach. W tym systemie cDNA wirusowy zostal sklonowany
pod kontrola promotora SP6 w celu otrzymywania infekcyjnych transkryptéw wirusa jak tez
pod kontrola promotora 35S RNA wirusa CaMV w celu otrzymania infekcyjnego DNA.
Ponadto analizowano ekspresj¢ gendéw wirusowych w drozdzach. Metoda western blot
wykazano obecnos$¢ BP wirusa w ekstraktach drozdzy niosacych ¢cDNA PVY co moze
$wiadczy¢ o aktywnosci proteaz wirusowych w drozdzach, a przy uzyciu RT-PCR wykazano

obecnos$¢ nici ujemnej wirusa obecnej zwykle podczas cyklu replikacyjnego.

1.8



Temat nr 7: Cigcie i skladanie genomu viroida PSTVd
Zespdt: prof. Przemystaw Szafranski, mgr Jerzy Pawtowicz

W roku 2002 prowadzono prace majace na celu wykrycie rdéznic pozwalajacych
wytlumaczy¢ zmiany patogennosci wariantéw genomowych PSTVd uzyskanych w naszym
Zakladzie, analizowano ich struktury drugo- i trzeciorzgdowe otrzymane w wyniku symulacji
komputerowej. Przy zastosowanej metodyce nie zaobserwowano istotnych zaleznosci
strukturalnych wynikajacych z analizy komputerowej wyliczonych populacji struktur RNA

wiroidowego.

Ponadto prowadzono prace dotyczace opracowania metody oczyszczania do wysokiej

#uehomogennos$ci bialka helikazy RNA kodowanej przez gen NS3 wirusa zoltaczki typu C

(HCV). Enzym uzywany w tej pracy uzyskiwano z komorek drozdzy przy zastosowaniu
plazmidéw wielokopijnych (typuYEF). Wstepnie oczyszczanie prowadzono metoda

chromatografii powinowactwa.

Do dalszego oczyszczania zastosowano réwniez metody chromatografii cieczowe;j:
- Uzywano technik chromatografii jonowymienej (IE)i chromatografii hydrofobowej (HIC)

testujac rozdzialy w uktadach gradientowych r6znigeych sie sktadem soli, ich stezeniem lub

stosowanym profilem gradientu. Prowadzono tez rozdzialy metoda chromatografii filtracyjnej

stosujgc rézne ztoza chromatograficzne i kompozycje bufor6w fazy cieklej. Badania w toku.
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Temat nr 8: Sekwencjonowanie i analiza sekwencyjna genomu drozdzy
Zespot: prof. Joanna Rytka. dr Robert Gromadka, mgr Iwona Karkusiewicz, mgr Jacek Nowak,
mgr Andrzej Migdalski, dr Marek Zagulski, Beata Babinska, Matgorzata Ostrowska

Kontynuowano badania nad udzialem biatka Krrlp w procesie biogenezy rybosomow.
Wykazano interakcje genetyczne i fizyczne pomiedzy biatkiem Krrl i biatkami
rybosomalnymi. Stwierdzono wspélregulacje ekspresji genu KRRI i genéw kodujacych biatka
rybosomalne. Wspdlnie z dr B. Rempola (Temat nr 38) rozpoczgto charakterystyke otwartych
ramek odczytu YILO19w, YML093w, YKLO75c. Produkty tych genow wchodza w interakcje z
Kirlp w systemie dwuhybrydowym. Biatka wyznakowano GFP. Hybrydowe biatka Yil019-
GFP oraz Yml093-GFP znajduja si¢ w jadrze komorkowym, podobnie jak Krrlp, podczas
gdy YkI075-GFP wystepuje w jadrze i cytoplzmie.

We wspolpracy z zespolem J. Cohena (CGM, CNRS, Gif-sur-Yvette, Francja) zespot
bierze udzial w projekcje sekwencjonowania i charakterystyki genomu Paramecium
tetraurelia. W nasze] pracowni sekwencjonujemy 1MB fragment chromosomalnego DNA.
Rozpoczeto analizg informatyczng otrzymanych wynikdw.

Najwazniejszy wynik badawczy:
Odkrycia nowych genow zaangazowanych w proces biogenezy rybosomow.

PUBLIKACIJE: 3634, 3642
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Temat nr 10: Udzial chromosomowego i pozachromosomowego DNA w réznicowaniu

komorek roslinnych
Zespot: prof. Jerzy Buchowicz, dr Marta Dobrzanska, dr Elzbieta Kraszewska, dr Maria Buchole,

dr Blanka Szurmak, dr Cezary Krysiak, mgr Arkadiusz Ciesielski

W zwigzku z wczesniej zaobserwowanym uszkadzaniem DNA 1 inhibicja
embriogenezy somatycznej przez mikroczastki wolframu poréwnano wpltyw tego metalu na
integralnos$¢ réznych form plazmidowego (pAHC25) DNA. Stwierdzono, ze w przyjetych
warunkach inkubacji (pokojowa temperatura, neutralne pH, krétki czas) uszkadzaniu ulega
tylko kolisty, superskr¢cony, dwuniciowy DNA. Widocznie zwarta konformacja czasteczki
DNA sprzyja udzialowi sit elektrostatycznych w jej interakcji z powierzchnig metalu.
Zwiazek uszkadzania niektérych struktur DNA z wybidrczoscia inhibicji embriogenezy

somatycznej zastuguje z pewnoscia na dalsze badania.

‘ W pracach z zakresu reperacji dwuniciowych peknie¢ w chromosomowym DNA
.Ambidopsis thaliana sklonowano sekwencje kodujace Rad50 i Ku70, biatka o kluczowym
znaczeniu dla  homologicznej 1 niehomologicznej rekombinacji. Roéwnoczesnie
zidentyfikowano 1 scharakteryzowano pierwsze biatko roslinne zawierajace motyw Nudix,
typowy dla hydrolaz uczestniczacych takze w reperacji DNA. Wyniki te postuzyly za
podstawe do zgloszenia nowego tematu badawczego.

Najwazniejszy wynik badawczy:

Sklonowanie ¢cDNA genu E14K14.13 oraz scharakteryzowanie kodowanego przez ten gen
biatka Nudix w 4. thaliana.

PUBLIKACIJE: 254/N
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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, mgr Agnieszka Bajda , techn. Jozefina Hertel,

dr Wiestaw Jankowski, mgr Karolina Skorupinska-Tudek, prof. Ewa Swiezewska,

mgr Magdalena Wojtas

Prowadzono badania nad biosynteza, metabolizmem i rolg biologiczng izoprenoidéw u
ro$lin, grzybow i zwierzat. Stwierdzono wystepowanie u grzyba kapeluszowatego Lentinus
edodes poliprenoli i dolicholi zlozonych z 16-22 reszt pigcioweglowych, przy pomocy
dwukierunkowe] chromatografii cienkowarstwowej. Stwierdzono powstawanie w korzeniach
rosliny Coluria geoides (z rodziny rézowatych) hodowanych in vitro dlugotancuchowych
dolicholi 1 poliprenoli (gléwnie o dlugosciach 14-23 reszt izoprenowych; dominujacy
dolichol-16) ze znakowanego izotopowo -mewalonianu. Bylo to pierwsze stwierdzenie
powstawania alkoholi poliizoprenoidowych we wto$nikowych korzeniach nie posiadajacych
chloroplastow.  Identyfikacj¢  produktow  przeprowadzono przy pomocy metod
chromatograficznych i spektrometrii masowej. Wykryto uderzajaca zalezno$¢ miedzy
nagromadzaniem w liciach poliprenoli w przebiegu sezonu wegetacyjnego i natezeniem
oswietlenia rosliny; przy zmniejszonym naswietleniu wystepuja w lisciach jedynie $ladowe
ilosci poliprenoli. Stwierdzono rowniez wyrazng zalezno$¢ miedzy wartoscia SLA (specific
leaf areca) 1 zawartoscig poliprenoli. Kontynuowano chemotaksonomiczne badania nad
zawartoscig poliprenoli u szeregu nie badanych dotychczas gatunkéw. Rozpoczeto prace nad
klonowaniem podjednostek Rab prenylotransferazy. Kontynuowano dziatalnos$é ,.Kolekciji
Poliprenoli” wykonujac i udostepniajac innym osrodkom szereg preparatéw.

Przy wspodtpracy z IChO PAN .opracowano metodg¢ syntezy dlugotancuchowych
kationowych form poliprenoli dla celéw inzynierii genetycznej (lipofekcja).

Opracowano metod¢ chemicznej syntezy izotopowo znakowanego ubichinonu-10 o
wysokiej aktywnosci wiasciwej (T, 4Ci/mmol). Przy pomocy tego preparatu przeprowadzono
badania nad metabolizmem ubichinonu w organizmie szczura oraz na hodowlach
komdrkowych:in vitro. W badaniach in vivo stwierdzono powstawanie nieznanego dotychczas
metabolitu ubichinonu zawierajacego grupe fosforanowa,.

We wspdlpracy z Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN i Wydzialu
Farmaceutycznego warszawskiej AM kontynuowano badania dotyczace diagnostyki ludzkich
nowotworéw mozgowia metoda magnetycznego rezonansu jadrowego ciala statego.

Najwazniejsze wyniki badawcze:
1) Wykrycie biosyntezy dolicholi i poliprenoli droga mevalonianowa w korzeniach roslin.
2) Zbadanie metabolizmu ubichinonu w organizmie szczura.

PUBLIKACIE: 3640, 3641, 3664, 3665, 3691, 1695/A, 1696/A, 1697/A, 1698/A, 1702/

1708/A, 1738/A, 1739/A.
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Temat nr 14: Izolacja i charakterystyka bialek roslinnych uczestniczgcych w procesach

fosforylacji
Zespot: prof. Grazyna Muszynska, dr Jadwiga Szczegielniak, dr Joanna Trojanek (od 1.05.2002 r.
urlop bezptatny), mgr Maria Klimecka, mgr Maja Lebska

Kontynuowano badania molekularne, biochemiczne i immunologiczne kinaz i fosfataz
bialkowych z siewek kukurydzy.
‘Kinaza zalezna od wapnia i fosfolipidow (ZmCPKp54). Sekwencje peptydow

otrzymane z mikrosekwencjonowania tej kinazy postuzyly do zaprojektowania
oligonukleotydowych starteréw. Do klonowania zastosowano technike 5°/3° RACE (Rapid
. Amplification of cDNA Ends) stosujac catkowite RNA z siewek kukurydzy jako matryce do
%"produkcji I-szej nici cDNA przy uzyciu odwrotnej transkryptazy. Otrzymano trzy produkty
_;;APCR kodujace fragmenty ZmCPKp54. Przewidywana sekwencja najdtuzszego produktu
sktadajacego si¢ z 1296 (432 aminokwasy) nukleotydéw, zawierala zakonserwowane u
"innych CPK domeny: kinazowa, tacznikowa i cze$¢ regulatorowej (dwa motywy EF).
Natomiast N-koncowa zmienna domena ZmCPKp54 wykazywata homologie jedynie do
sekwencji EST z sorgo i jeczmienia, co sugeruje, ze ta forma CPK jest obecna tylko u roslin
jednolisciennych. Wykazano, ze ekspresja transkryptu ZmCPKp54 (badana technika RT-
PCR) byla wysoka w siewkach kukurydzy, nizsza w lisciach. Natomiast brak ekspresji
stwierdzono w Kkorzeniach kukurydzy. Celem wyjasnienia roli biologicznej ZmCPKp54,
miode liscie poddane byly réznym stresom. Monitorowany byl zaréwno poziom
specyficznego transkryptu jak i aktywnos$¢ enzymatyczna. Wstepne dane wskazuja na udziat

ZmCPKp54 w odpowiedzi na stres zranienia.

Fosfataza biatkowa typu 2A (PP2A). Uzyskano nastepujace dane $wiadczace, 7e
roslinna PP2A oddziatywuje z tubuling: (-) tubulina wspéloczyszcza sie z PP2A; (--) PP2A

wigze si¢ do unieruchomionej na zlozu tubulinie; (---) PP2A obecna w siewkach kukurydzy
ko-immunoprecypituje z tubuling. Powyzsze wyniki sugeruja, ze PP2A moze uczestniczy¢ w

reorganizacji cytoszkieletu komorki roslinnej.

Najwazniejszy wynik badawczy:
Sklonowano fragment kinazy biatkowej zaleznej od wapnia i fosfolipidow (ZmCPKp54)
sktadajacy si¢ z 1296 nukleotydow.

PUBLIKACIJE: 62/M, 63/M, 267/N, 268/N, 1753/A.
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Temat nr 16: Enzymy nukleolityczne roslin wyzszych
Zespot: dr hab. Anna Przvkorska, prof. dr hab. Jan W. Szarkowski, dr Elzbieta Kuligowska,
mgr Karina Solecka, mgr Krzysztof Olszak, Danuta Klarkowska

Specyficzne rozpoznawanie tRNA przez odpowiednie aminoacylosyntetazy sterowane
jest przez zestawy charakterystycznych elementow (ang. ,identity elements”). Chociaz
zestawy takie sa dosy¢ dobrze poznane dla systemdéw prokaryotycznych i eukaryotycznych
systemoéw cytozolowych, niewiele dotychczas wiadomo o zasadach wybidrczego
rozpoznawania tRNA-syntetaza w ludzkich mitochondriach. Poznanie tych zasad dla
systemoéw z ludzkich mitochondriéw jest szczegblnie wazne w S$wietle badan nad
wyjasnieniem mechanizmoéw powstawania choréb zwigzanych z mutacjami w ludzkich

genach mitochondrialnych tRNA.

Obecny etap badan polegal na ustaleniu drugo- i trzeciorzedowej struktury oraz

ALeu(UUR) oraz

zdolnosci do aminoacylacji transkryptu ludzkiego mitochondrialnego tRN
mutantéw tego tRNA zwigzanych ze stanami chorobowymi u ludzi. Systematyczne badania
struktury przestrzennej szesciu wariantow czasteczek tRNA (transkryptow dla typu dzikiego i
pieciu roznych mutantéw) z uzyciem sond enzymatycznych (nukleazy Rnl, ChSL S1 i Rnazy

ALeu(UUR

V1) wykazaly, ze transkrypty tRN z ludzkich mitochondriow tylko cze$ciowo

przyjmujg strukture liscia koniczyny, typowa dla klasycznych tRNA. Wszystkie badane

AMMUUR - haja klasyczne ramie akceptorowe i ramie T,

transkrypty mitochondrialnych tRN
natomiast rami¢ antykodonu jak i rami¢ D wykazujg nietypowaq rozluzniong strukturg. Wpltyw
badanych mutacji na parametry kinetyczne aminoacylacji zalezy od polozenia tych mutacji w
czasteczce tRNA: mutacje w pozycji 14 ramienia D prowadzily do znacznego obnizenia
wydajnosci aminoacylacji (wydajno$¢ aminoacylacji w stosunku do typu dzikiego byta 300
razy mniejsza dla mutanta A14U, 1 12 razy mniejsza dla mutanta A14G); mutacje U20C i
U40C potozone w obrebie zrelaksowanej domeny: ramie antykodonu/petlaD prowadzily do 4-
5 krotnego obnizenia wydajnosci aminoacylacji, natomiast mutacja U72C, ktéra
spowodowata rozluznienie dystalnej czes$ci ramienia akceptorowego wplyneta na nieznaczne
podwyzszenie wydajnosci aminoacylacji.

A UUR maja nietypowa

Pomimo iz transkrypty mitochondrialnego ludzkiego tRN
strukture charakteryzujaca si¢ catkowitym rozluznieniem ramienia antykodonu, moga by¢ one

rozpoznawane i wydajnie aminoacylowane przez odpowiednia syntetaze.

PUBLIKACIJE: 1660/A, 1771/A, 1745/A
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Temat nr 17: Kultury tkankowe i komorkowe ziemniaka — patogeny oraz transformacja
ros$lin

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

mgr Danuta Boltowicz, mgr Lidia Polkowska-Kowalczyk

Badania nad uzyskaniem genetycznej odpornosci ziemniaka (Solanum tuberosum) na
Phytophtora infestans prowadzono technikg somatycznej hybrydyzacji z uzyciem dzikich
gatunkow Solanaceae jako dawcy cech odpornosci. Uzyskane poprzednio mieszance S. thr.
(+) S migrum, posiadajace catkowita odporno$¢ na P. infestans lecz nie tworzace nasion,
poddano wstecznemu krzyzowaniu generatywnemu z gatunkami ziemniaka o plaidalnosci: 2
g X S. phureja, 4 x S. thr., 6 X S. demissum. Z kilku tysiecy prob uzyskano nasiona tylko z 2 linii
mieszancow zapylonych pytkiem 4 x S. tbr. odm. Accent. Podczas kietkowania nasion
nastepowalo zamieranie zarodkéw z powodu niezgodnosci bielmo-zarodek u mieszancow
gatunkow oddalonych filogenetycznie. Zastosowano technike ratowania zarodkow (embryo
resque technique) celem uzyskania roslin. Podjeto rowniez proby uzyskania mieszancow
somatycznych z miedzygatunkowej fuzji protoplastow S. thr. z gatunkami dzikimi o nizszej
ploidalnosci niz S. migrum (6x). Uzyskano regeneraty mieszancéw z kombinacji: 2 x S.
bulbocastanum (+) 2 x S. tbr. ZEL-1136, 2 x S. bulb. (+) 4 x S. tbr. odm. Bzura, 2 x S.
pinnafisectum (+) 2 x S tbr. H-8105, ktére beda poddane analizie cytogenetycznej i

odpornosci na patogenny.

Badano wczesne reakcje indukowane elicitorem z P. infestans w liSciach S. nigrum, S.
tbr. odm. Bzura i H-8105, roézniacych si¢ poziomem odpornosci na ten patogen. We
wrazliwym S. tbr. H-8105 po podaniu elicitora nastepowato obnizenie poziomu
wewnatrzkomdrkowego nadtlenku wodoru, podczas gdy jego zawartos¢ nie ulegala zmianie
w genotypach odpornych. Aktywno$¢ peroksydazy askrobinianowej, reduktazy glutationowej
1 transferazy glutationowej wzrasta we wczesnej fazie dzialania elicitora we wrazliwym S. tbr.
H-8105, podczas gdy w genotypach odpornych wzrost aktywnosci tych systemow
antyoksydacyjnych nastgpowat po dtuzszym okresie dziatania elicitora. Ponadto wykazano,
ze w lisciach S. migrum traktowanych elicitorem wzrost puli plastochinonu nastgpuje
niezaleznie od $wiatta, co moze sugerowaé udziat plastochinionu w mechanizmach

antyoksydacyjnych w warunkach patogenezy.

Najwazniejsze wyniki badawcze:
1) Uzyskanie mieszancoéw somatycznych S. tbr. z dzikimi gatunkami Solanaceae.
2) Wzrost aktywnosci systemow antyoksydacyjnych we wezesnej fazie patogenezy.

PUBLIKACIE: 3647, 3665, 1701/A, 1709/A
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Temat nr 18: Molekularne regulacje syntezy glikokoniugatéw w komérkach drozdzy i
niektorych grzybow nitkowatych (Trichoderma i Aspergillus)

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

dr Kariona Grabinska (do 15-tego czerwca 02); doktorantki: mgr, mgr Wioletta Gorka, Anna Janik,
Klaudia Kuranda, Grazyna Sosifiska

W okresie sprawozdawczym prowadzono nastgpujacg tematyke badawcza:
a/ Glikozylacja i sekrecja bialek w Trichoderma reesei:

Wezesniej stwierdzono, ze nadekspresja drozdzowego genu kodujacego DPMS, w
T reesei powoduje podwyzszenie poziomu sekrecji bialek oraz ultrastrukturalne zmiany
sciany komorkowej. Dalsza biochemiczna i morfologiczna charakterystyka modyfikowanego
genetycznie szczépu T'reesei wykazala zmiany w skladzie glikopolimeréw $ciany
komoérkowe] w tym podwyzszong o 60% ilos¢ chityny i obnizong o 25% zawarto$¢ glukanu.
Warto podkresli¢, ze podobne zmiany biochemiczne obserwuje sie¢ w komoérkach S.cerevisiae
poddanych czynnikom uszkadzajacym sciang komorkowa. Modyfikowane szczepy 7T.reesei
wykazywaly ponadto przesuniecie chityny ze $cian bocznych do przegrod migdzy
komorkowych, a badania immuno cytolokalizacji wydzielanych bialek zwiekszenie

powierzchni sekrecyi.

b/ Badanie wzajemnego oddzialywania bialek bioracych udzial w biosyntezie dolicholi w

Saccharomyces cerevisiae.

W poprzednim okresie sprawozdawczym zidentyfikowano bialko Yta7 biorace udziat
w regulacji dystrybucji substratu, wspdélnego w biosyntezie steroli i dolicholi, tj.
farnezylodwufosforanu (FPP). W biezacym roku kontynuowano badania nad rolg biatka Yta7.
Wykazano kolokalizacj¢ Yta7p i FPP Syntazy w otoczce jadrowej 1 ER. Jest ona zgodna z
lokalizacja. cis-prenyl transferazy odpowiedzialnej za syntezg¢ dwufosforanu o-
dehydrodolicholu, przeksztalcanego w kolejnych reakcjach w dolichol. Badano réwniez
wplyw FPP na:ekspresjg genéw 1 bialek zaangazowanych w biosynteze¢ dolicholi.

Najwazniejszy wynik badawczy.

Stwierdzenie, ze nadekspresja drozdzowego genu syntazy dolichylofosfomannozy (DPMS) w
T reesei powoduje zmiany biochemiczne i morfologiczne ulatwiajace podwyzszong sekrecje
biatek

PUBLIKACIJE: 3643, 3660, 1737-1740/A, 1742/A oraz 249/N, 279/N i 285/N
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Temat nr 20: Genetyka i biologia molekularna grzybéw.

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

Zespdt: doc. Magdalena. Boguta, dr Jerzy Smagowicz, mgr Malgorzata Jakubiec,

mgr Danuta Oficjalska, mgr Marta Sidoryk, mgr Jan Kutner, mgr Joanna Towpik

Fizjologiczna rola prionu [PSI] u drozdzy Saccharomyces cerevisiae polega na
regulacji terminacji translacji. Jako nieaktywna forma czynnika terminacyjnego RF3/Sup33,
[PS1] umozliwia odczytanie (tzw readthrough) kodondéw stop. Nasze poprzednie badania oraz

dane literaturowe dokumentuja wplyw readthrough na funkcjonowanie mitochondriow.

¢Obecnie wykazaliémy, ze zmniejszenie readthrough, czyli efekt przeciwny do
powodowanego obecnoscig prionu. [PSI], mozna osiagna¢ poprzez zwiekszenie poziomu
komorkowych tRNA, ale i w tym wypadku mamy do czynienia z zaburzeniem

- funkcjonowania mitochondriéw. Do tych badan wykorzystaliémy wyizolowanego przez nas

uprzednio mutanta mafl, ktéry akumuluje tRNA. Poprzez konstrukcje delecji mafi-4 w
odpowiednich szczepach wykazaliSmy, ze nadmiar tRNA powoduje fenotyp antysupresorowy
oraz defekt oddechowy w podwyzszonej temperaturze. Stosujac system reporterowy lacZ-luc,
we wspolpracy z prof. J. P. Roussetem (Francja) stwierdziliSmy, ze delecja mafi- 4
dwukrotne obniza readthrough kodonéw stop UAA i UAG. Kompensacje tego
antysupresorowego efektu mozna osiagnac poprzez wprowadzenie prionu [PS/] do komodrek
mafl- 4 jednak taka kombinacja nie znosi defektu oddechowego. Reasumujac, podwyzszony
poziom tRNA powoduje zwigkszenie dokladnosci translacji i, niezaleznie, wplywa na

funkcjonowanie mitochondriow.

Wedtug naszej hipotezy wplyw redthrough na funkcjonowanie mitochondriéw mozna
wyjasni¢ zakladajac istnienie biatka mitochondrialnego, ktérego funkcja jest regulowana na
poziomie terminacji translacji. Kandydatem, ktérym zajeliSmy sie bylo bialko Fisl
zlokalizowane w zewngetrznej blonie mitochondrialnej. Gen FISI, wyselekcjonowano z bazy
danych przy zastosowaniu odpowiedniego algorytmu: posiada on potencjalnie ,,staby” kodon
stop, a bezposrednio za nim - drugg ramke odczytu w tej samej fazie. Fragment DNA
stanowiacy bezposrednie otoczenie kodonu stop (30 bp) sklonowano w wektorze
reporterowym lacZ-luc. Zmierzony poziom readthrough okazal si¢ jednak nizszy od
teoretycznie przewidywanego i nie wydaje sie, by gen FISI byl istotny dla badanego
mechanizmu.

Najwazniejszy wynik badawczy
Wyzszy poziom tRNA powoduje zwigkszenie doktadnosci translacji w komoérce drozdzy.

PUBLIKACIJE: 3643, 3695, 56/M, 287/N, 1694/A, 1737/A, 1757/A, 1759/A, 1776/A, 1777/A
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Temat nr 20.2: Genetyczna regulacja metabolizmu w drozdzach S. cerevisiae
Zespot: prof. Joanna Rytka. dr Anna Chelstowska, dr R6za Kucharczyk, dr Anna Kurlandzka,
dr Marek Skoneczny, mgr Agnieszka Bialkowska, mgr Krzysztof Flis, mgr Dorota Grabowska,
mgr Marta Hoffman, mgr Monika Wysocka.

Kontynuowano badania nad charakterystyka produktow gendéw S. cerevisiae
kodujacych biatka majace odpowiedniki w komorkach ssaczych. Udowodniono, ze gen GEF]
koduje kanat chlorkowy (CLC). Wyrazono w drozdzach szczurzy gen CLC2. Wykazano, ze
biatkoCLC2 komplementuje delecj¢ geflA w obecnosci dodatkowych kopii genu KHAI
kodujacego prawdopodobnie antyport K'H".

Wyrazono w drozdzach ludzki gen kodujacy dehydrogenaze glukozo-6-fosforanu.
Enzym jest aktywny w drozdzach i zastgpuje biatko drozdzowe w mutancie zwfiA (ZWF1
koduje dehydrogenaz¢ G-6-P). Ten wynik umozliwi badanie w drozdzach wiasciwosci

zmutowanych form ludzkiej dehydrogenazy prowadzacych do niedokrwistosci hemolityczne;.

W badaniach nad procesami mitozy i mejozy analizowane sg funkcje gendw

IRR1/SSC3, LINT (YHR156¢ — ORF o nieznanej dotychczas funkcji) oraz SPOS6.

Najwazniejszy wynik badawczy:
Ekspresja w drozdzach ssaczego genu kodujacego kanat chlorkowy CLC2

PUBLIKACIE: 3625, 3634, 3646, 3648, 3658, 3664, 3677, 251/N, 280/N, 1685/A, 1741/A,
1760/A, 1761/A
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Temat 20.3 Genetyczna regulacja szlakow metabolizmu siarkowego u grzybow

Zespot: prof. dr hab. Andrzej Paszewski. dr Jerzy Brzywczy, dr Beata Burzynska,
dr. Irmina Lewandowska, dr. Magdalena Kacprzak, dr Malgorzata Piotrowska, dr Renata Natorff,

dr Marzena Siennko

Wykazano po raz pierwszy, ze geny kodujace syntaze metioninowg u grzybéw sg
regulowane przez zlozony system, w ktérym homocysteina dziala jako induktor, a cholina
jako represor. Wykazano tez, ze Aspergillus nidulans wydajnie redukuje betaine do choliny —

proces dotychczas uwazany za nie zachodzacy w przyrodzie.

Zaawansowane s3 prace nad charakterystyka struktury i regulacji genéw mecB
.#(kodujacego gama-liaze cystationinowa) 1 metA (kodujacego reduktaze
“» metylenoterahydrofolianowa). Przeprowadzono tez analiz¢ genow struktury kodujacych
enzymy metabolizmu siarkowego w celu sprawdzenia, ktére z nich sa aktywowane przez
czynnik transkrypcyjny METR. Zrobiono konstrukty do ekspresji Biatka METR w E. coli z
zastosowaniem tagu histydynowego. Wstepne wyniki wskazuja, ze gen ulega znacznej

ckspresji w bakteriach i biatko znajduje sie we frakeji rozpuszczalne;.

Wykryto nowy gen kodujacy transporter siarczanu u 4. nidulans, nalezacy do duzej
rodziny trasnporteréw alantioninowych. Okazato sie, ze gen ten jest aktywny w szczepie
dzikim tego grzyba wyizolowanym w Japonii, natomiast w standardowym szczepie

laboratoryjnym uzywanym od 50 lat, wystepuje on jako nieaktywny pseudogen.

Najwazniejszy wynik:
Wykrycie indukcji ekspresji genu syntazy metioninowej u grzyboéw przez homocysteing i jego
represji przez choline, ktéra moze powstawacé z betainy.

PUBLIKACIJE: 3624, 258/N, 273/N, 269/N
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Temat 20.4 : Rola polimeraz DNA w procesach naprawy DNA i mutagenezy u drozdzy
Zespot: prof. dr hab. Witold Jachymczyk, dr Hanna Baranowska—Wyszomlrska dr Agnieszka Halas,
techn. Zotia Policinska

Kontynuowano badania nad mechanizmem mutagenezy fazy stacjonarnej w

komérkach drozdzy Saccharomyces cerevisiae:

1. Uzupelniono dane o wudziale enzymow uczestniczacych w naprawie typu
»mismatch”. Potwierdzono szczegoélng role biatek Msh2 i Mlhl w procesie naprawy DNA w
nie dzielacych si¢ komérkach oraz zaangazowanie innych biatek ,,mismatch” w tym procesie.

Praca zostata przyj¢ta do druku w Current Genetics (2002).

2. Kontynuowano badanie udziatu genéw RADS5! i RAD52. w procesie mutagenezy
fazy stacjonarnej. Badano czgstos¢ konwersji genetycznej alleli genu HOMZ2 (hom2-1, hom2-
2) w heteroallelicznych diploidalnych szczepach typu dzikiego i w mutantach rad51 i rad52.
Okazalo sig, ze w szczepie dzikim w mutagenezie fazy stacjonarnej rekombinacja, a
szczegolnie konwersja genetyczna nie uczestniczy, o czym $wiadezy czesto$é mutacji Hom™
zgodna z przewidywang teoretycznie dla sytuacji gdyby mutanty Hom" powstawaty tylko w
wyniku procesow rewersji a nie rekombinacji. Natomiast w szczepach niosacych mutacje w
genach RADS5I1 1 RAD52 poziom ten przekraczat dziesigciokrotnie poziom obserwowany dla
szczepu typu dzikiego. Swiadczy to, Ze geny te sa wilaczone w proces mutagenezy w
komorkach fazy stacjonarnej, nie uczestniczac jednak w rekombinacji genetycznej lecz byé

moze w systemie naprawy DNA typu ,,mismatch” lub w innym systemie.

3. Kontynuowano takze badania nad rolg polimerazy DNA B w mutagenezie fazy
stacjonarnej. Wykazano, ze enzym ten uczestniczy w naprawie DNA drozdzy lecz tylko w
Scisle okreslonych przypadkach. Mianowicie rozpoznaje mutacje przesuniecia ramki odczytu
(frameshift) i uczestniczy w jej naprawie, lecz nie uczestniczy w naprawie uszkodzen typu

podstawienia nukleotydu.

Najwazniejszy wynik badawczy:
Stwierdzenie, ze geny RADS51 i RADS52 uczestnicza w naprawie DNA nie tylko w procesie
rekombinacji genetycznej lecz i w innych procesach naprawczych, oraz odkrycie roli

polimerazy p DNA w naprawie uszkodzen typu ,,frameshift”.
PUBLIKACIE: 3697
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Temat nr 20.5: Mechanizmy transportu u drozdzy Saccharomyces cerevisiae
Zespot: doc. dr hab. Teresa Zotadek, dr Joanna Kaminska, mgr Beata Gajewska (do 30.09.2002),
mgr Marta Kwapisz, mgr Malgorzata Lewandowska (od 1.10.2002)

hNEDD4 jest ludzkim ortologiem genu RSP5 kodujacego ligaze ubikwitynowo-
bialkowa u drozdzy. Ligazy hNedd4 i Rsp5p maja podobna budowe domenows, zawieraja
katalityczng domene¢ Hect, domeng C2 wiazaca lipidy i Ca** oraz domeny WW wigzace
biatka. Obie ligazy biora udzial w endocytozie biatek blony komoérkowej. Domeny WW
hNedd4 wiaza motywy PY epitelialnego kanatu sodowego i reguluja jego stabilnos¢. Mutacje
motywu PY prowadzg do zespolu Liddle’a, dziedzicznego nadcisnienia u ludzi. Zbadano
funkcjonalne analogie miedzy hNedd4 i Rsp5p. Gen ANEDD4 pod regulacja promotora RSPS
. ulegat ekspresji w drozdzach, a poziom ligazy hNedd4 oraz jej lokalizacja komdrkowa byla
A. podobna do lokalizacji RspSp. Gen ANEDD4 odwracatl defekt wzrostu niektérych mutantow
rsp5, polepszal tez wzrost szczepu dzikiego oraz poprawial endocytozg¢ permeazy uracylowej,
jednak nie komplementowal delecji rsp5-A Biatko hNedd4wl, pozbawione domeny WWI,
wykazywalo efekt toksyczny w mutantach rsp3 i byto degradowane. Wyniki te wskazuja, ze
wprawdzie hNedd4 nie moze zastapi¢ Rsp5p, ale moze przejaé niektére jego funkcje.

Liczne czynniki wplywaja na dokladnoéé translacji. System plazmidéw niosacych
geny reporterowe lacZ-luc, ktére koduja odpowiednio f-galaktozydaze i luciferazg, byt uzyty
do zbadania dokfadno$ci translacji w mutantach rspS i mafl. Mutacja mafl powoduje
podwyzszenie komorkowego poziomu tRNA. W obu mutantach nie stwierdzono zmiany
czestoscl przesuwania ramki odezytu o +1 lub —1, natomiast zaobserwowano obnizenie
poziomu odczytywania kodonow stop UAA i UAG jako sensownych. Zanalizowano tez
wplyw mutacji.»sp5 i maf! na supresje mutacji ochre ade2-1 w krzyzéwkach. W sporach
niosgcych mutacje rsp5 i mafl widoczny byt efekt antysupresji réwniez woéwczas, gdy w
szczepach byt obecny omnipotencjalny supresor /PSI/, prionowa forma czynnika terminacji
translacji. Ponadto defekt wzrostu oraz efekt zmiany doktadnosci translacji mutanta rsp5 byly
odwracane przez nadekspresje genu TEF2, kodujacego czynnik elongacji translacji. Wyniki te

wskazuja, ze ubikwitynacja zalezna od RspSp wplywa na dokladno$é translacji u drozdzy.

Najwazniejszy wynik badawczy:

Stworzono uktad badawczy ekspresji ludzkiej ligazy hNedd4 w drozdzach, ktéry moze by¢
wykorzystany do dalszych badan nad funkcja hNedd4 i Rsp5p w komorce.

PUBLIKACIE: 3643, 3656, 3695, 262/N, 272/N, 281/N,1737/A,1755/A, 1756/A, 1757/A,
1758/A
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Temat nr 21: Regulacja metabolizmu siarkowego u prokariontéw
Zespot: doc. Monika Hryniewicz, dr Roksana Iwanicka-Nowicka, dr Anna Fochowska,
mgr Matgorzata Witkowska, mgr Tomasz Bykowski (do VI. 2002)

Kontynuowano badania nad molekularnym mechanizmem kontroli transkrypcyjnej
r6znych genéw metabolizmu siarkowego E. coli. Ustalono, ze w regulacji kilku systeméw
genowych, zwiazanych z asymilacja siarki‘do cysteiny, uczestnicza jednoczeénie dwa biatka
regulacyjne z rodziny LysR, CysB i Cbl. Wykazano, ze w przypadkach gdy oba biatka wiaza
si¢ bezposrednio z regionami regulacyjnymi genéw moze wystepowaé: (1) koaktywacja
promotora (operon tau); (2) regulacja antagonistyczna (Cbl jest aktywatorem a CysB
represorem, operon ssu); (3) zastapienie aktywacyjnej funkcji CysB przez Cbl (operon spr);
(4) aktywacja promotora promotora przez CysB bez fizjologicznych konsekwencji interakcji
Cbl z tym promotorem (operon cysDNC). Scharakteryzowano wstepnie ~regulacje
transkrypeyjng ‘genu fIiY, Ktérego produkt nalezy do klasy biatek SSI (sulfate starvation-
induced); wykazano pozytwny efekt CysB i-negatywny efekt Cbl w transkrypcji inicjowanej
w promotorze fliY.

W ramach badan relacji struktura/funkcja regulatoréw CysB i Cbl przeprowadzono
analize mutacyjng N-terminalnego motywu helix-turn-helix (HTH) obu biatek. Wykazano, ze
substytucje alaninowe analogicznych reszt aminokwasowych, zlokalizowanych w regionie
»turn”, powodujg utratg funkcji aktywacyjnej obu biatek nie uszkadzajac ich zdolno‘s'ci
wigzania z DNA oraz nie wplywajac (w przypadku CysB) na interakcje biatka z induktorem.
Sadzimy, ze region ,,turn” pomig¢dzy dwoma N-terminalnymi helisami stanowi wspolne dla
regulatoréw rodziny LysR miejsce kontaktu biatka z polimeraza RNA. Ponadto wyizolowano
szereg konstytutywnych mutantéw regulatora Cbl, zachowujacych funkcje aktywacyjna
pomimo obecnodci negatywnego kofaktora tego bialka, adenozyno 5°-fosfosiaczanu (APS).
Analiza tych mutantow umozliwia nam wstgpng identyfikacje motywu strukturalnego biatka
wigzacego nukleotyd APS.

Ostatnio rozpoczeliSmy cykl badan majacy na celu charakterystyke funkcji
potenéjalfiego regulatora transkrypcyjnego genéw metabolizmu siarkowego w patogennym

gatunku Burkholderia cepacia.

Najwazniejszy wynik badawczy:

Wykazano wysokg réznorodnos¢ relacji funkcjonalnych bialek CysB i Cbl w kontroli
transkrypcyjnej roznych promotoréw

PUBLIKACIJE: 3628; 257N; 1689A
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Temat nr 25.1: Regulacja wiernosci replikacji DNA w komérkach bakteryjnych

Zespdt: doc. dr hab. Iwona.J. Fijalkowska, dr hab. Piotr Jonczyk, mgr Magdalena Banach-Ortowska,
mgr Malgorzata Biatoskérska, mgr Damian Gawet, mgr Malgorzata Jaszczur, mgr Wojciech Kuban,
mgr Magdalena Maliszewska-Tkaczyk, mgr Sylwia Sekuta.

W ostatnich latach odkryto caly szereg nowych biatek o aktywnosci polimeraz DNA.
Okazalo sie, ze np. komorka Escherichia coli posiada 5 polimeraz DNA. W komérkach
eukariotycznych do tej pory zidentyfikowano, co najmniej 9 réznych polimeraz DNA.
Pojawienie sie nowych ,,graczy” powoduje konieczno$¢ znalezienia odpowiedzi na kilka
kluczowych pytan dotyczacych scenariusza procesu replikacji i roli poszczegdlnych
polimeraz DNA w ksztattowaniu wiernosci replikacji DNA, a co za tym idzie ich udzialu w

powstawaniu mutacji spontanicznych.

Polimeraza, ktérej udzial w metabolizmie DNA i replikacji chromosomu E. coli jest
_ niewyjasniony jest polimeraza IV DNA (kodowana przez gen dinB/dinP). Nalezy ona do
nowej rodziny polimeraz DNA, zwanej rodzing DinB/UmuC/Rad30/Revl lub rodzing Y.
Doswiadczenia prowadzone w naszej pracowni mialy na celu wyjasnienie roli polimerazy
DinB w replikacji chromosomalnego DNA, oraz jej wplywu na wierno$¢ replikacji,
szczegblnie, ze jest to polimeraza o bardzo niskiej wiernosci syntezy DNA. Badanie udziatu
tej polimerazy w mutagenezie spontanicznej jest niezwykle istotne poniewaz homologi tej
polimerazy wystepuja prawie we wszystkich organizmach, a ich funkcja w replikacja 1

mutagenezie jest nieznana.

W pierwszym etapie prac nad badaniem roli tej polimerazy skonstruowaliSmy serig
szczepdw stuzacych do badania czestosci i specyficzno$ci mutagenezy, nieposiadajacych
aktywnego genu kodujacego Pol IV DNA. Nasze badania wykazaly, ze polimeraza DinB nie
bierze istotnego udziatu w powstawaniu mutacji spontanicznych. Doswiadczenia w ktérych
zwigkszono wewnatrzkomorkowe stezenie polimerazy DinB wykazaly, ze polimeraza ta
dziata gléwnie na jednej z replikowanych nici DNA tj. nici opdznionej. Doswiadczenia
przeprowadzane w szczepach z zaburzong aktywnoscia gléwnej polimerazy replikacyjnej
(DNA Pol III), sugeruja, ze udzial polimerazy DinB w powstawaniu mutacji replikacyjnych
wzrasta, jesli zwigkszona jest czesto$¢ dysocjacji gléwnej polimerazy replikacyjnej od
matrycy DNA.

Najwazniejszy wynik badawczy.
Wylkazanie, ze polimeraza DinB nie wplywa znaczaco na poziom mutacji spontanicznych w
komérkach E. coli.

PUBLIKACIJE: 3517; 3633; 3653; 1710/A; 1711/A; 1712/A; 1713/A; 1714/A.
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Temat nr 25.2: Mechanizmy odpowiedzi komérek Saccharomyces cerevisiae na

uszkodzenia DNA
Zespol: prof. Zygmunt Ciesla, dr Marta Fikus, mgr Piotr Koprowski, mgr Piotr Dzierzbicki

Badania nad mitochondrialnym odpowiednikiem jadrowego systemu blednie
sparowanych zasad (ang. mitochondrial mismatch repair, mtMMR) w komérkach S.
cerevisiae konncentrowaly sie na prébie wyjasnienia mechanizmu funkcjonowania bialka
Mshl, mitochondrialnego homologa bakteryjnego biatka MutS. Jeden z realizowanych
projektow dotyczy identyfikacji bialek mitochondrialnych tworzacych z Mshlp kompleks
niezbedny do reperacji mtDNA. W tym celu uzyto biatka Mshl potaczonego C-terminalnym
koficem z epitopem 6xHis. Stosujac chromatografi¢ powinowactwa i analize, przy uzyciu
spektrometrii masowej, bialek wspoétoczyszezajacych si¢ z Msh1-6xHis podejmujemy préby
identyfikacji biatek specyficznie z nim oddziatywujacych. W toku badaf nad funkcja Mshlp
stwierdziliSmy, ze zalezny od tego biatka system naprawy mtDNA odgrywa istotng role w
usuwaniu oksydacyjnych uszkodzen. Okazalo sig, ze podwyzszony poziom Mshlp prowadzi
do znaczace] supresji mutatorowego fenotypu mitochondrialnego obserwowanego w szczepie
0ggl, ktdry nie posiada aktywnej glikozylazy specificznej dla 8-oxo- gwaniny, najczgstszego
uszkodzenia oksydacyjnego. Wynik ten sugeruje, ze Mshlp specyficznie rozpoznaje pare 8-
0x0G:A. Ta hipoteza jest weryfikowana w warunkach in vitro poprzez badanie interakcji
Mshlp z heterodupleksem DNA zawierajacym pare 8-0xoG:A. Nasze wyniki sugeruja, ze
podobnie jak w jadrach, rowniez w mitochondriach system naprawy blednie sparowanych
zasad (mtMMR) wspomaga funkcje specyficznych glikozylaz w reperacji uszkodzen
oksydacyjnych w mtDNA.

Najwazniejszy wynik badawczy.
Swierdzono, ze zwigkszony poziom Mshlp suprymuje mitochondrialny fenotyp mutatorowy
w szczepie oggl.

PUBLIKACIJE: 3627, 1725/A, 250/N
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Temat nr 25.3: Komérkowe systemy naprawy uszkodzen alkilacyjnych DNA
Zespot: doc.dr hab. Ewa Sledziewska-Géjska, dr Adrianna Stoneczna, mgr Agnieszka Podlaska,
dr Justyna Mclintyre

Proteasom 26S jest odpowiedzialny za $cisle regulowana, ubiquityno-zalezna,
degradacj¢ wigkszosci bialek wewnatrz komorek eukariotycznych.. Aktywno$¢ proteasomu
jest takze zaangazowana w regulacje takich proceséw jak przebieg cyklu komoérkowego czy
dyferencjacja. Nasze dotychczasowe badania wykazaly, ze zaréwno dysfunkcja maturazy
proteasomu 208, katalitycznej podjednostki proteasomu 26S, jak i mutacje inaktywujace

peptydazy prteasomalne powodujg nadwrazliwosé komorek drozdzy na promieniowanie UV,

% Kontynuujac te badania wykazaliSmy takze, ze mutacje proteasomu 20S powodujg

- zwigkszenie poziomu mutacji spontanicznych. Wyniki sugerujg korelacje pomiedzy stopniem

* uszkodzenia ubikwityno-zaleznej proteolizy, wrazliwoscia komorek na promieniowanie UV i

efektem mutatorowym. Aby lepiej scharakteryzowaé rodzaj uszkodzen DNA zwiazanych z
dysfunkcja proteasomu, zbadaliSmy spektrum mutacji powstajacych komorkach drozdzy
pozbawionych aktywnej maturazy proteasomalnej. Do badan wykorzystano szeroko
stosowany system analizy mutacji powstajacych w genie SUP4-o (Pierce, M.K et al. (1997)
Mutation Res. 182: 65-74). Brak maturazy proteasomalnej powoduje ponad 5-krotny wzrost
czestosci spontanicznych mutacji genu-SUP4-0 i w podobnym stopniu wzrastajg rdzne
rodzaje mutacji. Wynik ten jest zdecydowanie r6zny od wynikéw publikowanych dla
wiekszosci innych znanyeh mutatorowych szczepéw drozdzowych, w ktorych szczegdlnie
wzrasta jeden okreslony rodzaj mutacji. Wyjatek stanowig tu drozdze niosace mutacje w
genie mms2, zaangazowanym postreplikacyjng reperacje DNA. Spektrum mutacji genu
SUP4-o0 dla tych mutator6w jest statystycznie zblizone do spektrum uzyskanego przez nas w
komérkach drozdzy pozbawionych maturazy proteasomalnej. Wynik ten sugeruje udziat
protezy 20S w postreplikacyjnej reperacji DNA. Dalsze potwierdzenie tej sugestii
otrzymali$my analizujac epistatyczne relacje pomiedzy UMPI, kodujacym maturaze
proteasomu 20S i szeregiem genéw zaangazowanych w rézne $ciezki reperacji DNA.

StwierdziliSmy, ze UMP] jest hipostatyczny, pod wzgledem wrazliwoéci na promieniowanie

UV, stosunku do RADIS8, kodujacego wigzace DNA biatko, ktore w kompleksie z Rad6

zawiaduje drogg postreplikacyknej reperacji DNA.

Najwazniejszy wynik badawczy:
Wykazano zwiazek pomiedzy aktywnoscia proteasomu 20S i droga postreplikacyinej
reperacji DNA.

PUBLIKACJe: 1716/A, 1727/A
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Temat nr 26: Mechanizmy metagenezy indukowanej przez promienie UV
Zespot: prof. dr hab. Irena Pietrzykowska, mgr Joanna Krwawicz (od 01.08.2002)

Kontynuowano badania nad mechanizmem mutagenezy indukowanej przez promienie
UV i MMS w fagu AsusOg w warunkach niepermisywnych dla replikacji DNA faga.
Wezesnie] wykazalismy, ze drogi mutagenezy indukowanej w warunkach permisywnych i
niepermisywnych sa ré6zne. W warunkach niepermisywnych mutacje nie powstaja na drodze
blednej syntezy przez uszkodzenie w matrycy (translesion synthesis). Wstepne badania
wykazaly, ze moga one powstawa¢ jako bledy naprawy przez wycinanie zasad (BER).

Obecnie porownywaliémy wpltyw mutacji w genach koduacych enzymy inicjujace
pierwsze etapy naprawy przez wycinanie zasad na wydajnos¢ mutagenezy indukowanej przez

UV 1 MMS w warunkach permisywnych i niepermisywnych.

Wykazalismy, ze w warunkach niepermisywnych brak aktywnosci glownej AP-
endonukleazy (Xth) obniza ponad. 3-krotnie czgsto$¢ rewersji faga AsusOg — sus’
indukowanych przez UV i 2-krotnie indukowanych przez MMS. W potréjnym mutancie Axth
nth-1 nfo-1 brak AP-endonukleazy oraz endonukleazy III i IV rozpoznajacych pirymidyny z
nasyconym wigzaniem 5,6 pierscienia pirymidynowego i pozbawionym 99% aktywnosci AP-
endonukleazy powoduje obnizenie czgstosci mutacji 4-krotnie dla UV-mutagenezy i ponad 8-
krotnie dla MMS. Natomiast w warunkach permisywnych dla replikacji DNA efekt braku
aktywnosci tych enzyméw byl odwrotny. Brak enzymow inicjujacych BER powodowat 2-3-
krotny wzrost czesto$ci mutacji indukowanych przez UV i MMS. Wyniki wykazuja, ze w
warunkach niepermisywnych, w odroznieniu od permisywnych, mutacje moga powstawac na
drodze blednej naprawy przez wycinanie zasad (BER). Natomiast w warunkach
permisywnych, wigkszo$¢ mutacji powstaje na drodze blednej syntezy przez uszkodzenie, a

brak ich naprawy przez BER, podwyzsza poziom mutagenezy.

Najwazniejsze wyniki badawcze:

1) Wykazano, ze mutacje w fagu AsusOg indukowane przez promienie UV lub MMS w
warunkach niepermisywnych dla replikacji DNA faga powstaja jako wynik blednej naprawy
przez wycinanie zasad (BER), natomiast w warunkach permisywnych powstaja gtéwnie na
drodze blednej syntezy przez uszkodzenia DNA nie usunigte przez BER.

2) Wyjasnienie mechanizmu mutagenezy zachodzacej w warunkach niepermisywnych (przez
bledny BER) moze stanowi¢ podstawe do zrozumienia drogi powstawania mutacji
indukowanych przez mutageny Srodowiskowe w niedzielacych si¢ komdrkach somatycznych.

PUBLIKACIE: 1719/A, 1745/A
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Temat nr 27: Analiza funkcjonalna genéw plazmidu bakterii Gram dodatnich
pSM19035.

Zespdt: doc. dr hab. Piotr Ceglowski, dr Izabella Kern-Zdanowicz, dr Izabela Sitkiewicz,
dr Urszula Zielenkiewicz, mgr Michat Dmowski, mgr Marcin Gotebiewski,

mgr Maksymilian Zienkiewicz

Zbadano mozliwo$é udziatu gendéw delta 1 omega plazmidu pSM19035 w jego
aktywnej partycji do komoérek potomnych. Podstawe dla tych badan stanowily wyniki
wezesniejszych obserwacji, w ktorych m.in. wykazano ze: (i) ekspresja obydwu tych genéw
jest regulowana przez gen omega; (i) produkt genu delta przejawia znaczacg homologi¢ z
. ATPazami uczestniczacymi w partycji plazmidéw; (iii) produkt genu omega specyficznie
rozpoznaje 1 wigze si¢ z okreslonymi sekwencjami DNA. Stwierdzono, ze fragment DNA
plazmidu pSM19035 z genami delta i omega wstawiony w rézne replikony thefa 1 sigma w
sposob znaczacy zwickszat ich stabilne utrzymywanie w komoérkach Bacillus subtilis. Wpltyw
ten ujawnial si¢ jedynie w komérkach o spowolnionym tempie wzrostu. Charakteryzujac
produkt genu delta wykazano m.in., ze ulega on dimeryzacji zaréwno in vivo (w drozdzowym
systemie dwu-hybrydowym) jak i in vitro (oczyszczone biatko ze znacznikiem
histydynowym).

W projekcie poswieconym genomice plazmidowej zakonczono opis (annotacje)
ustalonych uprzednio kompletnych sekwencji nukleotydowych dwdch duzych plazmidéw
lekoopornosci: pCTX-M-3 (89470 pz) i pl658/97 (125491 pz). Sekwencje obydwu
plazmidéw zdeponowano w bazie danych Genbank pod numerami: AF550415 i AF550679.
Najwazniejszy wynik badawczy:

Uzyskanie danych wskazujacych na udzial gendéw delta i omega plazmidu pSM19035 w jego
aktywnej partycji do komérek potomnych Bacillus subtilis.

PUBLIKACIJE: 3644, 1781/A, 256/N
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Temat nr 28: Chemiczne podstawy mutagenezy i reperacja adduktéw cyklicznych
Zespot: prof. dr hab. Jarostaw Kuémierek, dr Agnieszka Maciejewska, mgr Ewa Borys-Brzywezy,
mgr Katarzyna Lichota

Reperacja adduktéw cyklicznych. Wykazano, ze cykliczne addukty kancerogendw,
chlorku winylu i akroleiny, hydroksyetano- (HEC) i hydroksypropanocytozyna (HPC),
podobnie jak etenocytozyna (EC), sa wycinane przez bakteryjnag DNA-glikozylaze Mug. W
przeciwienstwie do EC i uracylu, wycinanie HEC i HPC jest silnie pH-zalezne i skorelowane
z wartosciami pK, tych adduktéw. Sugeruje to, ze substratem Mug jest addukt w formie
obojetnej, a nie  uprotonowanej. Addukt aldehydu krotonowego, | metylo-
hydroksypropanocytozyna, jest znacznie gorsiym sﬁbstratem Mug niz HPC. Z badanych
adduktow, jedynie HPC okazala si¢ substratem glikozylazy AlkA, jednakze znacznie gorszym
niz glikozylazy Mug.

Reakcja trans-hydroksynonenalu (HNE) z deoksynukleozydami (badania z udziatem
Marka Komisarskiego studenta MISMAP (chemia) Uniwersytetu Warszawskiego oraz przy
wspolpracy pracowni NMR i Spektrometrii Masowej). Wykazano, Zze wszystkie cztery
deoksynukleozydy (dN) reaguja z HNE, endogennym mutagenem, jednym z gtownych
produktow peroksydacji lipidow. Reaktywnos¢ dN maleje w szeregu dG>dC>dT~dA.
Analizy HPLC mieszanin ‘reakcyjnych wskazujgq na tworzenie kilku réznych adduktow w
kazdym przypadku. MS wykazuje obecnos$¢ pikow masowych odpowiadajacych adduktom
HNE-dN 1:1, a takze 2:1 i 3:1. Ponadto stwierdzono obecnogé pikow odpowiadajacych
heptylo-etenoadduktom, co wskazuje, ze w warunkach reakcji zachodzi utlenianie TINE do
2,3-epoksydu. Cztery produkty reakcji HNE z dC izolowano i wstepnie scharakteryzowano na

podstawie MS, UV, NMR oraz oceny wartosci pK,. Strukturg jednego z nich rozwiazano.

Degradacja  przez — enzymy  komdrkowe  modyfikowanych  5'-tréjfosforandéw
deoksynukleozydéw (ANTP). Sklonowano i eksprymowano w E. coli hMTH]I (ludzki analog
bakteryjnego MutT) oraz oczyszczono biatko hMTHI. Potwierdzono wysoka specyficznosé
tego enzymu w stosunku do 8-okso-dGTP. Préby z edCTP, edATP oraz 1,N’edGTP
wykazaly, ze zaden z tych nukleotydéw nie jest substratem hMTHI1. Potwierdza to
wczesniejsze obserwacje, ze innego typu aktywnosdci enzymatyczne niz hMTHI sg
zaangazowane w efektywny rozklad edCTP przez homogenaty tkanek ludzkich.

Najwazniejszy wynik badawczy:

Po raz pierwszy pokazano, ze egzocykliczne addukty kancerogenéw, chlorku winylu i
akroleiny, hydroksyetano- i hydroksypropanocytozyna, sa wycinane przez biatko Mug, DNA-
glikozylaze z £. coli.

PUBLIKACIE: 1715/A, 1720/A, 1721/A, 1722/A, 1723/A, 259/N
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Temat nr 29: Analiza molekularna genéw kodujacych enzymy katabolizmu argininy u
Aspergillus

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

Zakonczono analize funkcjonalng promotora genu otad, kodujacego transaminaze
ornitynowa u Aspergillus nidulans (Publikacja: Dzikowska et al. 2002, Fungal Genet. Biol.).
Przeprowadzono analiz¢ i identyfikacje bialek, ktore wystepuja w innych formach w szczepie
dzikim 1 w szczepie suDpro, majacym zmutowany gen kodujacy glikoproteaze. Analiza ta
miata wykazaé, ktore z biatek sg substratami dla glikoproteazy. Jako jedno z tych biatek
. zidentyfikowano syntetaze glutaminy.

Poprzednio wykazano, ze L-arginina oddzialywuje bezposrednio z 5’UTR mRNA
arginazy, w sposéb istotny zmieniajac jego strukture drugorzedows. Obecnie wykazalismy, ze
w wyniku wywotanych przez argining zmian struktury mRNA nastgpuje wybor jednego z
dwoch alté}natywnych sposobéw splicingu mRNA. Poza programem wykonano dwie prace

(Stankovic et al) dotyczace ewolucji ryb 1 kryla w Antarktyce.

PUBLIKACIJE: 3622,3694; 204/N, 290/N, 291/N, 292/N, 293/N
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Temat nr 30: Analiza ' mutantéw typu Suv3 u S.cerevisiae
Zespot: prof. dr hab. Piotr P. Stepiefi, dr Aleksandra Dmochowska, dr Andrzej Dziembowski,
dr Pawet Golik, mgr Michal Mificzuk, mgr Jan Piwowarski, mgr Rafat Tomecki

Gen SUV3 wu drozdzy koduje helikazg¢ RNA stanowiacg podjednostke
mitochondrialnego degradosomu, tj. kompleksu bioracego udzial w regulowanej degradacji
mtRNA. Ludzki ortolog genu SUV3 z Saccharomyces cerevisiae ( hSUV3) zostat poddany
analizie: cDNA pelnej dlugosci zostal wyizolowany z banku genéw i wyeksprymowany w
E.coli. Uzyskane w ten sposéb biatko zostato uzyte do immunizacji krélikow. Stosujac
metody immunofluorescencji udowodnilismy, ze hSUV3 lokalizuje sie w matrix
mitochondrialnej. Analiza aktywnosci rekombinowanego hSUV3 wykazala nieoczekiwanie,
ze helikaza hSUV3 ma kilka rzedéw wielkosci silniejsze powinowactwo do dsDNA niz do

dsRNA. Jest wigc niewykluczone, ze w trakcie ewolucji mitochondrialne biatko SUV3

zmienito swa funkcje.

Najwazniejszy wynik badawczy:
Wykazanie, ze ludzka mitochondrialna helikaza hSUV3 preferuje dsDNA jako substrat.

PUBLIKACIE: 3670, 3674
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Temat nr 31: Sprawozdanie z dzialalno$ci Szkoly Biologii Molekularnej/Studium

Doktoranckiego przy IBB PAN w roku 2002
Kierownik Studium: prof. dr hab. Grazyna Palamarczyk

Do SBM/Studia Doktoranckie uczeszcza 109 os6b, w tym na studiach doktoranckich
sg 73 osoby (pierwszy rok 20 os6b, drugi rok 12 osob, trzeci rok 14 oséb, czwarty rok 17
0sob, piaty rok 10. doktorantéw). Stopiefi doktora otrzymalo w roku 2002 13. doktorantow.
Dziatalnos¢ dydaktyczna:

W okresie pazdziernik 2001/czerwiec 2002 odbyt si¢ cykl wykladow na temat:
Eukaryotic gene expression. Cykl ten, zorganizowany dzigki finansowemu wsparciu Centrum
Doskonatosci Biotechnologii Molekularnej, obejmowat wyktady specjalistow europejskich na
nastepujace tematy:

1. “Protein glycosylation in the Endoplasmic Reticulum, from yeast to man” (Prof.
Ludwig Lehle, University of Regensburg, Germany)
2. “The molecular organisation of the yeast cell wall. Its predicted role for other fungi”

(Prof. Frans Klis, University of Amsterdam, The Netherlands)
“Translation read through of the PDE2 gene stop codon modulates cAMP level in

(U]

yeast” (J.P.Rousset CNRS, France)
4. "Protein sorting and the control of chitin biosynthesis in Saccharomyces cerevisiae".
(C.Roncero, University of Salamanca, Spain)
5. “Prion glycosylation” (P. Rudd, Oxford University, U.K.)
6. “The yeast RNA polymerases -with discussion on recent proteomic and transcriptome
studies” (A. Sentenac, France)
Poszczegblne wyklady konczono testem zaliczeniowym.
Ponadto odbyly sie spotkania doktorantéw z poszczegblnymi wykltadowcami na
ktorych dyskutowano prace doktorantow IBB.
W roku sprawozdawczym wprowadzono obowigzek rocznego pisemnego
sprawozdawania sie doktorantow z przebiegu ich pracy badawczej. Sprawozdania te sg

oceniane poza promotorem przez dwéch samodzielnych pracownikéw naukowych IBB PAN.

Osiapniccia naukowe doktorantdéw:

W roku sprawozdawczym 18 doktorantéw bylo wspétautorami pelnych publikacji
oraz picédziesieciu szesciu komunikatow lub plakatéw przedstawionych na zjazdach

krajowych 1 zagranicznych.
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21 doktorantéw przedtawilo projekty badawcze pisane wg wzoréw projektow
grantowych KBN i uzyskalo ich finansowanie w kwocie 5000 zl. Fundusze te mogly by¢
przeznaczone na zakup odczynnikdéw i drobnego sprzetu lub sfinansowanie uczestnictwa w
dowolnie  wybranej konferencji naukowej. Grantobiorcéw obowiazywaé  bedzie
przedstawienie sprawozdania merytorycznego i finansowego. Sprawozdanie to bedzie

podstawa do ewntualnego przedtuzenia grantu na rok nastepny.

Finanse:

W roku 2002 fundusz SBM/Studium Doktofanckiego wyniést 100 000 zt. W jego
ramach finansowano czg¢$ciowo udzial doktorantéw w konferencjach miqdzynarodOWych
odbywajacych si¢ za granicg. Warunkiem dofinansowania wyjazdu bylo otrzymanie
czgsciowego pokrycia kosztow uczestnictwa w konferencji z funduszy nie pochodzacych z

IBB. W calosci pokrywany byt udziat w konferencjach w Polsce.
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Temat nr 32.1: Regulacja ekspresji genow i innych proceséw zwigzanych z funkcjami
DNA w komérkach bakteryjnych

Zespot: prof. dr hab. Grzegorz Wegrzyn (konsultacje naukowe), dr hab. Alicja Wegrzyn,

dr Agata Czyz, dr Magdalena Gabig

Gen cgtd koduje w komorkach bakteryjnych biatko wiazace GTP, ktérego homologi
wystepuja u niemal wszystkich zbadanych do tej pory organizméw, wlacznie z cztowiekiem.
Intrygujacym jest fakt, ze funkcje tego biatka pozostaja prawie calkowicie nieznane. U
wigkszodci bakterii bialko to jest absolutnie niezbedne do zycia. Niemniej jednak, w
niedawno w naszym laboratorium wyizolowaliSmy Zzywotnego mutanta Vibrio harveyi
zawierajacego insercj¢ transpozonu w genie cgt4. Badania prowadzone nad tym mutantem w
okresie podlegajacym sprawozdaniu wykazaly, ze biatko CgtA odgrywa istotng role w
synchronizacji replikacji DNA, sprzezeniu replikacji chromosomu z podziatem komérkowym
oraz rozdzialem potomnych chromosoméw po rundzie replikacji. Badania efektow
nadekspresji genu cgid w komorkach Escherichia coli potwierdzily, ze bialko CgtA moze byé

zaangazowane w regulacje réznych funkcji chromosoméw bakterii.

OkresliliSmy sktad biatkowy dziedziczonego kompleksu replikacyjnego plazmidu A.
W skiad tego kompleksu wchodza kodowane przez A bialtka O i P oraz bakteryjne biatka
DnaB 1 DnaK. Niespodziewany byt udzial biatka DnaK tworzeniu stabilnej struktury
kompleksu replikacyjnego, jako ze do tej pory uwazano raczej, ze bialka szoku termicznego
po spelnieniu swoich funkcji w przegrupowaniu kompleksu raczej opuszczajg te strukture niz

stanowig jej trwaty element.

Najwazniejsze wyniki badawcze:

1) Wykazanie roli biatka CgtA w synchronizacji replikacji DNA, sprzezeniu replikacji
chromosomu z podziatem komérkowym i rozdziale potomnych chromosomoéw po replikacji.
2) OkreSlenie sktadu dziedziczonego kompleksu replikacyjnego plazmidu A

PUBLIKACIE: 3679, 33680, 3681, 3682, 3683, 3684, 3685, 3686, 3787, 3689, 1763/A,
1764/A, 1765/A, 1766/A,1767/A, 1768/A, 1769/A, 1686/A, 1690/A, 1691/A
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Temat nr 32.2 Dzialalno$¢ Zespolu Biomedycyny Molekularnej (IBD PAN, IBB PAN,
MIBMIiK) Bialka opiekuncze w transformacji nowotworowej
Zespbt: prof. dr hab. Maciej Zylicz?, Aleksandra Helwak', Leszek Lipinski', Marta Buéko-J ustyna
Grzegorz Kudta® Maigorzata Gutkowska’, Dawid Walerych Rafatl Jézefacki’, Lech Trzeciak?,
AJICJa Wawrzynow”

'studium doktoranckle IBB; *pracownicy MIBMIK, *studium doktoranckie IBD, “Studium Medycyny
Molekularnej, *studium doktoranckie Wydziat Chemii UW.

Poprzednio wykazaliSmy, ze biatko opiekunicze Hsp90 oddziatywuje specyficznie i
bezposrednio z bialkiem suprymujacym transformacj¢ nowotworows - p53. Jesli konformacja
‘bialka p53 jest zmieniona (mutacje punktowe w genie p53) to Hsp90 wiaze sie do tego biatka
za posrednictwem Hsp40, Hsp70, Hop.

Obecnie pracujagc na hodowlach komorkowych wykazaliSmy, 2ze specyficzne
inhibitory Hsp90 zmniejszaja pul¢ niezmutowanego p53 w komorce oraz hamujq ekspresje
gendéw zngjdujacych sic pod kontrola p53. Nadprodukcja -Hsp70 w komoérkach
cksprymujacych zmutowane p53 powoduje powstawanie agregatow biatkowych
zawierajacych migdzy innymi p53, Hsp70 i Hsp90. Badania in vitro sugeruja, ze Hsc70 a nie
Hsp70 uczestniczy w dysocjacji kompleksu p53-sekwencja promotorowa. Reakcja ta jest

stymulowana przez Hsp40 i hamowana przez Bag-1

Rownolegle zespot kontynuowat prace nad kinazami z rodziny TSSK. Ludzkie i mysie
geny kodujace kinazy TSSK1, 2, 3 oraz biatkowy substrat kinazy TSSK1-TSKS zostaly
wklonowane do wektorow pozwalajacyh na ekspresje w bakterii E. coli oraz w komérkach
owadzich. Wyizolowane biatko fuzyjne GST-TSKK3 fosforyluje kazeing. Stosujac in vitro
mutageneze uzyskano mutanty w centrum aktywnym kinazy (zahamowanie aktywnosci
kinazy) 1 w petli regulatorowej. Mutacja w petli regulatorowej T168D powoduje zwickszenie
aktywnos$ci kinazowej TSSK3. Stosujac metod¢ dwuhybrydowa poszukiwane sa biatka
oddziatywujace z kinazg TSSK3. Wstepne do$wiadczenia in vit;'o wskazuja na to, ze biatko
opiekuncze Hsp70, a nie Hsc70 stabilizuje aktywno$¢ kinazy TSSK3 w podwyzszonej

temperaturze.
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Temat nr 33: Mechanizmy aktywnej segregacji niskopiowego plazmidu P1 do komérek

potomnych w czasie podzialu komdérkowego
Zesp6t: dr hab. Matgorzata Fobocka, dr Krystyna Krajewska-Grynkiewicz, mgr Olga Bugajska,

mgr Aneta Dobruk

I. Przeprowadzono analize ruchu plazmidéw mini-P1 w komoérkach podczas partycji
oraz w nieobecno$ci partycji. W badaniach wykorzystano skonstruowana fuzje biatkowsg
ParB-Gfp. Biatko fuzyjne wigze sie z centromerowym i pozacentromerowym DNA mini-P1.
Kompleksy ParB-Gfp z DNA tworza ogniska fluorescencji w miejscach lokalizacji plazmidu.
Serie ich zdjeé poklatkowych w komérkach obrazuja rozne stadia ruchu plazmidow. Podczas
partycji plazmidy powstatej po replikacji pary przemieszczajg si¢ powoli z centrum komorki
macierzyste] do miejsc odpowiadajacym przysztym centrom komdrek potommnych. W
* nieobecnodci biatka ParA plazmidy lokalizuja si¢ gléwnie w miejscach nie wypelnionych
przez nukleoid i wykonuja wewnatrz komorki szybkie chaotyczne ruchy. W obecnosci biatka
wyizolowdnego przez nas mutanta parA o obnizonej aktywnosci partycyjnej rozdzial par

plazmidéw i/lub ruch plazmidéw odbywa sig wolniej niz w obecnosei dzikiego ParA.

I1. Zademonstrowano, przy pomocy analizy transkryptéw, ze w obecnosci ParA i ParB
ekspresja operonu par z gtéwnego promotora praktycznie nie zachodzi. W tych warunkach
zachodzi jedynie transkrypcja genu parB, z promotoréw umiejscowionych wewnatrz genu
pard. Najbardziej aktywnymi wewnetrznymi promotorami sa promotory P4 i P5 znajdujace

sie w centrum parA. Transkrypcja z tych promotoréw jest regulowana przez biatko CRP.

II1. Wykazano, ze zaburzenia w kondensacji i partycji chromosomu oraz podziatach
komérkowych w komérkach nadprodukujacych ParA i ParB nie sg specyficzne dla biatek
partycyjnych plazmidu P1. Wystepuja one réwniez w komorkach syntetyzujacych w
nadmiarze biatka partycyjne plazmidu F: SopA i SopB i nie sa odwracalne w obecnosci
inhibitora podzialéw komorkowych — cefaleksyny. Sugeruje to, ze nadmiar ParA i ParB lub

SopA i SopB moze wplywaé bezposrednio na kondensacjg i partycj¢ chromosomu.

Najwazniejszy wynik badawczy:
Wykazanie wplywu ParA na szybko$é ruchu plazmidéw mini-P1 i/lub rozdzielania par
plazmidow podczas partycji.

PUBLIKACIE: 57/M, 59/M, 1783/A
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Temat nr 34: Udzia} struktur chromatynowych w regulacji transkrypcji genow
Zespot: prof. dr hab. Andrzej Jerzmanowski. dr Jan Brzeski, mgr Katarzyna Kolczak,
mgr Tomasz Tarnowski, mgr Katarzyna Pawlikowska, Monika Banaszak (technik)

1. Skonstruowano rosliny tytoniu z wyciszona ekspresja czterech na szesé obecnych w
tej rodlinie wariantow sekwencyjnych histonu H1. Rogliny z wylaczong ekspresja wariantow
HIA 1 HIB (warianty gtéwne) oraz HIC i HID (warianty poboczne indukowane stresem)
wykazywaty kompensacyja nadekspresje dwoch najmniejszych wariantow pobocznych HIE i
HIF. Zmiany fenotypowe w tych roslinach (zaburzenia meskiej gametogenezy) byty takie
same, jak w roslinach z wylaczona ekspresja wariantéw gtéwnych: H1A i H1B. Wskazuje to,
ze za zmiany te odpowiedzialny jest brak wariantéw gléwnych, nie za§ wzrost stezenia

wariantéw pobocznych indukowanych stresem.

2. Wykazano, ze Arabidopsis thaliana zawiera cztery homologi (AtSWI3 A, AtSWI3B,
ASWI3C 1 AtSWI3D) drozdzowego biatka SWI3, skladnika rdzeniowego kompleksu
remodelujacego chromatyne, typu SWI/SNF. Uzyskano heterozygotyczne linie Arabidopsis z
mutacjami insercyjnymi unieczynniajacymi gen AtSWI3A i gen AtSWI3B i pokazano, ze
mutacje te w stanie homozygotycznym sg embrioletalne. Wskazuyje to, na kluczowg role obu
biatek we wezesnych fazach embriogenezy. Za pomoca systemu dwu-hybrydowego
wykazano, ze AtSWI3B moze dimeryzowa¢, a takze tworzyé heterodimery z bialkiem BSH
bedacym homologiem drozdzowego biatka SNFS5, kluczowego dla skladania kompleksu
SWI/SNF. Wykazano takze, ze AtSWI3B oddzialuje z biatkiem FCA, regulujagcym czas
kwitniénia w Arabidopsis.

Najwazniejszy wynik badawczy:

Bialka typu SWI3 w Arabidopis, prawdopodobnie zaangazowane w remodelowanie
chromatyny, sa niezbgdne we wezesnym okresie rozwoju rodliny.

PUBLIKACIE: 3649; 3651.
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Temat nr 35: Ekspresja genéw bakteryjnych w roélinach »

Zesp6t: dr hab. Agnieszka Sirko, dr Robert Brodzik (urlop bezplatny w zwiazku z pobytem w USA),
mgr Anna Blaszezyk, mgr Frantz Liszewska, mgr Kacper Kazimierczuk,

magistranci: Adam Wawrzynski, Jolanta Kaminska

Kontynuowano dwa weczesniej rozpoczete projekty badawcze. Pierwszy projekt
dotyczy wykorzystania transgenicznych roslin do produkcji wybranych antygenéw dwach
drobnoustrojéw chorobotwérczych, 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 roélinach

poprzez ekspresj¢ wybranych gendéw z Escherichia coli i Schizosaccharomyces pombe.

Przygotowano dziewig¢ plazmidéw zawierajacych ro$linne kasety ekspresyjne z
antygenami UreB, Hspa i HspB H. pylori oraz sze$¢ plazmidéw z antygenami gC i gD wirusa
EHV-1. K;;sety zostaly pozytywnie zweryfikowane w uktadzie ekspresji przejsciowej in
planta. ngsc plazmidéw (trzy konstrukty z genem wureB raz wszystkie plazmidy z genami
EHV-1) zostaly uzyte do transformacji tytoniu. Potencjalne transformaty sa aktualnie

sprawdzane pod wzgledem poziomu ekspresji transgenéw.

W biochemicznej analizie transformantéw tytoniu produkujacych bakteryjne enzymy
szlaku biosyntezy cysteiny, SAT i OAS-TL skoncentrowano si¢ gtéwnie na poréwnaniu
roslin, w ktérych baktéryjne biatka zlokalizowane byly w cytoplazmie, z roslinami, w ktérych
biatka te kierowane byly do chloroplastéw. Uzyskano linie tytoniu (T,) transformowane
plazmidami zawierajacymi geny cysE E. coli (kodujacy SAT), gshl E. coli (kodujacy synteze
gamma—glutamylocysteiny) oraz PCS §. pombe (kodujacy syntezg fitochelatyn) w réznych

kombinacjach. Doktadna analiza przeprowadzona zostanie w pokoleniu T;.

Poréwnano aktywno$¢ trzech konstytutywnych promotoréw rodlinnych w lisciach,
lodygach oraz korzeniach transgenicznych linii tytoniu poprzez oznaczenie aktywnosci GUS
(uidA byl genem reporterowym). Manuskrypt zawierajacy opracowanie wynikéw tych badarn

jest w trakcie opracowywania.

Najwazniejszy wynik badawczy:

Uzyskanie roslinnych kaset ekspresyjnych do produkcji antygenéw H. pylori i EHV-1 (takze
jako bialka fuzyjne z cytokinami ssakéw). Skompletowanie transgenicznych linii tytoniu, w
ktorych bakteryjne SAT i/lub OAS-TL obecne sa w chloroplastach i/lub w cytozolu.

PUBLIKACIE: 3639, 1662/A, 1663/A, 1664/A, 1665/A, 1666/A, 1692/A, 1762/A
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Temat nr 36: Metody informatyczne w biologii molekularnej
Zespol: prof. Piotr Zielenkiewicz, dr Piotr Pawlowski, mgr Jerzy Dyczkowski,
mgr Grzegorz Wieczorek

Opracowano program o nazwie Approxim do zawansowanej symulacji kinetyki
procesoéw biologicznych, glownie metabolizmu komorkowego w zywych rosnacych i
dzielacych si¢ komorkach, ~kinetyki rozwoju populacji i dynamiki proceséw ewolucyjnych.
Jest to narzgdzie pozwalajace na numeryczng analiz¢ (zmodyfikowana metoda Eulera ) do
1000 rownan rézniczkowych —opisujacych rozwazane procesy oraz na ich wizualizacje.
Budowane przy uzyciu Approxim’a modele moga by¢ dodatkowo wzbogacane o szereg
warunk6w pobocznych (typu if... then), analizowanych na biezaco w trakcie kazdej
symulacji, znacznie poszerzajacych mozliwosci badawcze, szczegdlnie za$ gdy idzie o
zjawiska regulacyjne. Rozpoczgto tez prace nad programem do kompleksowego modelowania

kinetyki biochemicznej w komorce Mycoplasma genitalium.

Znaleziono bialka Arabidopsis thaliana mogace by¢ odpowiednikami bialek,
wchodzacych w skiad kompleksu remodelujacego chromatyng SWI/SNF u ssakow i drozdzy
(bialka nie tworzace gtownego rdzenia kompleksu). Byly to homologi biatek: SWI1, ANCI,
SNF6, biatek aktynopodobnych ARP7,9 i Arpn, biatek kompleksu sin3. Kontynuowano prace
nad uzyciem motywoéw w regionach promotorowych genéw SWI/SNF do okreslenia zestawu
wspolnie regulowanych i oddzialujacych genéw tego kompleksu w Arabidopsis i

uogolnieniem tej metody na inne kompleksy biatkowe.

Kontynuowano badania dotyczace stochastycznych efektow w  procesach
biochemicznych. Celem bylo opracowanie algorytmu umozliwiajacego stochastyczna
symulacj¢ kinetyki chemicznej dla systemow zawierajacych reakcje rdéznigce sie predkoscig o
wiele rzedéw wielkoSei. Algorytm taki jest niezbedny aby symulowaé kinetyke S$ciezek
metabolicznych z uwzglednieniem regulacji ekspresji genéw. Wstepna wersja metody zostala
przetestowana na modelu represji katabolicznej u bakterii. Nowy algorytm stanic si¢ czescig
akademickiego programu STOCKS (Bioinformatics 18:470-481) i istotnie zwiekszy zakres

jego stosowalnosci.

W ramach wspolpracy w konsorcjum ,,Somatic cell genetic” (pigty program ramowy
EU) wykonano analiz¢ sekwencji EST z linii komérkowej DT40. Celem analizy byt wybor
klonéw do sekwencjonowania pelnej dlugosci cDNA. Stosujac metody analizy homologii
sekwencji udalo sie odrzuci¢ szereg -sekwencji bakteryjnych i wirusowych. W ramach
wspoOlpracy opracowano-takze program komputerowy do sktadania sekwencji DNA bedacych
wynikiem sekwencjonowania metods ,,primer walk”. Program ten zostanic zintegrowany

systemem informatycznym ,,FOUNTAIN” uzywanym przez konsorcjum do gromadzenia i

N

prezentacji danych eksperymentalnych.
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Temat nr 37: Mechanizmy kontrolujgce proces patogenezy komorek roslinnych
Zespdt: doc. dr hab. J. Hennig, dr D. Konopka, dr M. Krzymowska (od 01,07.2002)
(doktoranci IBB PAN) mgr Anna Barabasz(do 15.11. 2002), mgr A. Maassen (do 15.05. 2002),
mgr A. Mac

Kontynuowalismy badania nad okre$leniem funkcji 1,3-B-glukanazy produktu genu
gluB. Gen ten wyizolowaliSmy w naszych wczesniejszych naszych badaniach z roslin
ziemniaka Solanum tuberosum odm. Desirée. Jest on silnie indukowany w odpowiedzi roslin
na infekcje mikroorganizméw [wirusem Y (PVY); grzybem Phytophtora infestans], co wigze
si¢ z potencjalna funkcja obronng produktu genu. Wzrost ekspresji genu gluB
- obserwowalismy po traktowaniu lisci kwasem salicylowym, a takze jego funkcjonalnym
‘A homoibgiem (BTH), uzywanym jako $rodek ochrony rodlin. Powyzsze wlasciwosci
umozliwiajg zaliczenie genu gluB do rodziny PR (ang. Patogenesis Related — geny kodujace
biaik% obfbnne, zwigzane z patogenezg). Charakteryzowana przez nas 1,3-B-glukanaza jest
indukowaﬁé (na poziomie mRNA oraz biatka) podczas tworzenia i rozwoju kwiatéw. Analiza
organéw i tkanek tworzacych kwiat wykazata, ze ekspresja gluB lokalizuje si¢ w tkankach
tworzacych stupek. Analiza immunocytochemiczna prowadzona na przekrojach poprzecznych
i podtuznych apikalnej czesci stupka jednoznacznie wskazata, ze charakteryzowane biatko
wystepuyje w cytoplazmie komorek tworzacych znamig¢ stupka. Dla wykonania analizy
funkcjonalnej genu gluB wykreowaliSmy dwie grupy transgenicznych roslin ziemniaka
wyrazajacych charakteryzowany gen, w orientacji sens i anty-sens. Rosliny z ekspresja genu
gluB w orientacji sens charakteryzuja sie znaczna redukcja wzrostu (sq kartowate) a takze
podwyzszona odpornoscig na infekcje grzybowe. PrzeprowadziliSmy analize anatomiczna
tkanek tworzacych lodyge. Stwierdziliémy, ze poziom ekspresji gluB wykazuje korelacje
negatywng ze stopniem rozwoju naczyn tworzacych wiazki przewodzace w lodydze oraz z
rozrostem komorek tkanki parenchymatycznej. Dalsza szczegdélowa analiza fenotypu roslin

ziemniaka o zmienionej ekspresji gluB jest w toku.

Najwazniejszy wynik badawczy:
Wykazanie wplywu ekspresji genu gluB na wzrost i organizacje komoérek lodygi roslin
ziemniaka.

PUBLIKACIJE: 3654, 3655, 57/M, 167/A,
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Temat nr 38: Funkcjonalna analiza otwartych ramek odczytu z Saccharomyces
cerevisiae
Kierownik tematu: dr Bozenna Rempota

Prowadzone badania byly kontynuacja analizy funkcjonalnej genéw RRDI i RRD2 z
Saccharomyces cerevisiae. Geny RRDI (YIL153w) i RRD2 (YPLI52w) koduja bialka o
znaczacej homologii do polipeptydu PTPA (ang. phpsphotyrosyl phosphatase activator)
pochodzacego z komorek ssaczych. PTPA jest biatkowym czynnikiem, ktéry laczac si¢ z
dimerem zbudowanym z podjednostek katalitycznej i strukturalnej fosfatazy biatkowej 2A

(PP2A) powoduje, ze holoenzym PP2A ma aktywno$¢ fosfatazy tyrozylowej.

Nasze wczesniejsze badania wykazaty, ze geny RRDI i RRD2 pelnia w komdrce S.
cerevisiae istotng funkcje. Ostatnio wykazaliSmy takze, Ze usuniecie genomu
mitochondrialnego w szczepie ze zinaktywowanym genem RRDI prowadzi do zwiekszonej
wrazliwosci komorek na podwyzszona temperaturg na standardowym podtozu hodowlanym.
Ten fenotyp mutanta znoszony jest w warunkach zapewniajacych stabilizacje osmotyczng (w
obecnosci sorbitolu). Dodatkowo, komérki rrdlArho’ sa w 37°C bardziej wrazliwe na
zymoliazg (czynnik uszkadzajacy $ciane komérkowa) niz rodzicielski szczep rrd] Arho”, czy
szezepy dzikie rho® i rho". W celu dalszej charakterystyki mutanta rrd] Arho® poszukiwalismy
w banku gendéw S. cerevisiae funkcjonalnych, wielokopijnych supresoréw, umozliwiajacych
wzrost komorek mutanta na standardowym podlozu w 37°C. Oprécz gendw kodujacych
bialka Rrd1p oraz Rrd2p wyizolowalismy gen HSP150/PIR2 kodujacy biatko zlokalizowane
w scianie komorkowej i1 zaangazowane w tolerancje na szok cieplny. Otrzymane wyniki
wskazuja, ze rownoczesna inaktywacja genu RRD1 oraz genomu mitochondrialnego prowadzi

do defektu w konstrukcji prawidlowej Sciany komorkowej drozdzy.

Badania nad nowoodkrytymi otwartymi ramkami odczytu YILOI9w, YMLO093w oraz
YKLO75c prowadzone sa we wspolpracy z prof. Joanng Rytka (temat nr 8).

PUBLIKACIJE: 1741/A
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Temat nr 39: Badanie polimorfizmu mitochondrialnego DNA w populacji polskiej
Zesp6t: prof. dr hab. Ewa Bartnik, dr Katarzyna Tonska, mgr Janusz Piechota, mgr Anna Lorenc

Zbadano haplogrupy mtDNA za pomocg PCR-RFLP dla 58 100-latkbw. DNA
uzyskano z IIMCB. Wyniki uzyskane dla 51 100-latkéw (pozostate probki nie nalezaty do
okreslonych 8 haplogrup) poréwnano z dostgpnymi danymi dla Polskliej populacji. W obu

prébach obecne sa te same haplogrupy, ale wystepuja réznice w czestosciach.

Poddano sekwencjonowaniu region 15879-803 obejmujacy petle D (16024-576) 1 we
wszystkich przypadkach stwierdzono réznice od tzw. sekwencji Andersena (wzorcowej) w 1
do 11 nukleotydach. Jedna z tych réznic nie byla jeszcze opisana, reszta to znane
polimorfizmy. Badania te beda kontynuowane na wiekszej ilosci przypadkéw w celu ustalenia
czy w polskiej populacji istnieja korelacje pomiedzy haplotypem/sekwencjg petli D w tzw.
,,successﬁi:l;’aging”.

PUBLIKACIE: 64/M, 3632, 3574
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Temat nr 40: Polsko-Francuskie Centrum Biotechnologii Ro$lin
Dyrektor: prof. Anne-Lise Haenni

Zadaniem Polsko-Francuskiego Centrum Biotechnologii Roslin jest inicjowanie i
koordynacja badan w zakresie biologii i genetyki molekularnej, prowadzonych przez

naukowcéw polskich i francuskich. Srodki na ten cel przyznawane sa przez rzady obu krajow.

W ramach dotacji otrzymanej z Komitetu Badan Naukowych, Centrum
subwencjonowato w 2002 roku realizacje nastepujacych programéw badawczych w Polsce

przy wspdlpracy z placowkami francuskimi:

Kontynuacja programéw z roku 2001:
Prof. Jan Barciszewski, Dr Eliza Wyszko, Iwona Gawronska, (IchB PAN), Dr André Dietrich,

Prof. J.-H. Weil. Kinetin repair in plant — wspolpraca z Institut de Biologie Moléculaire des
Plantes, CNRS, w Strasburgu.
Dr Anna Gora-Sochacka, Wojciech Podstolski (IBB), Prof. Thierry Candresse. Origin and

replication of non-viable PSTVd clones — wspélpraca z IBVM, INRA, w Bordeaux.

Monika Kaminska (IChB PAN), Dr Marc Mirande. Characteristics of eucaryotic aminoacyl-
{RNA synthetases — wspdlpraca z Laboratoire d’Enzymologie et Biochimie Structurales,
CNRS, w Gif-sur-Yvette.

Dr Bozenna Maciejewska, Dr Renata Bogatek (IBER UW), Prof. Daniel Cdme, Prof.

Frangoise Corbineau. Metabolic activities in apple embryos and embryo-derived callus in
relation to dormancy — wspolpraca z Laboratoire de Physiologie Végétale Appliquée,
Université Pierre et Marie Curie, w Paryzu.

Dr Anna Przykorska, Dr Elzbieta Kuligowska, Karina Solecka, Krzysztof Olszak (IBB), Dr

Gérard Keith. Plant nucleases as structural probes to search for the structure of RNA and

DNA - wspolpraca z Institut de Biologie Moléculaire et Cellulaire, CNRS, w Strasburgu.

Dr Bozenna Rempota. Iwona Karkusiewicz (IBB), prof. Piotr Stonimski, Dr J-P di Rago.

Functional analysis of RRDI i RRD2, two putative activators of phosphotyrosyl activity of
PP2A in S. cerevisiae — wspélpraca z Centre de Génétique Moléculaire, CNRS w Gif-sur-
Yvette 1 Institut de Biochimie et Génétique Cellulaire, CNRS, w Bordeaux.

Prof. Joanna Rytka, Dr M. Zagulski, Dr M. Skoneczny, A. Migdalski, W. Racki (IBB), Dr C.

Herbert. Functional analysis of newly discovered ORFs in the genome of Saccharomyces

ulaire, CNRS, w Gif-sur-Yvette

. 3 r : Id rqyr r
cerevisiae — wspolpraca z Centre de Génétique Molécu RS, w Gif-sur-Yvette.

Dr Jerzy Smagowicz. Karol Balicki (IBB), dr. André Sentenac. Search for cellular partners of

a fragment of C160 of large subunit of RNA polymerase III that suppresses the defects in
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Maflp, repressor of pol III transcription — wspdtpraca z Centre d’Ftudes Nucléaires CEA, w

Saclay.
Prof. Piotr Stgpien, Prof. E. Bartnik, Dr A. Dmochowska, A. Dziembowski, M. Minczuk, J.

Piwowarski (ZG UW), Prof. J. Lazowska. Poszukiwania genu kodujacego trzecia
podjednostke degradosomu mitochondrialnego drozdzy Saccharomyces cerevisiae —
wspolpraca z Centre de Génétique Moléculaire, CNRS, w Gif-sur-Yvette.

Dr Pawet Strézycki, Alina Kasperska, Iwona Femiak, Katarzyna Kotaczkowska, Anna

Skapska (IBCh), Dr Yves Dessaux (ISV), Prof. Jean-Fran¢ois Briat (INRA). Differential

regulation of ferritin genes in legume plant Lupinus luteus — wspolpraca 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 Weglenski, Dr Agnieszka Dzikowska, Dr Joanna Empel, Anna Olszewska (ZG

UW), prof: C. Scazzocchio. Genetic regulation of arginine and proline catabolism in

Aspergillus nidulans — wsp6lpraca z Institut de Génétique et Microbiologie, Université Paris-

sud, w Orsay.

Programy rozpoczg¢te w roku 2002:
Dr Magdalena Boguta, Marta Sidoryk (IBB), Prof. Jean-Pierre Rousset. The role of cytosolic

prion [PSI] in regulation of mitochondrial function in yeast — wspolpraca z Institut de
Génétique et Microbiologie, CNRS, Université Paris-Sud, w Orsay.

Renata Grzela (IBB), Dr Jadwiga Choroboczek. Structure/function studies of VPg, a terminal
protein of potato virus Y — wspdtpraca z Institut de Biologie Structurale, w Grenoble.

Dr Marek Juszczuk (IBB), Dr Jean Cohen, Dr Linda Sperling. The functional analysis of
genes of Paramecium tetraurelia — wspélpraca z Centre de Génétique Moléculaire, CNRS, w
Gif-sur-Yvette.

Dr Anna Kurlandzka, Krzysztof Flis (IBB), Prof. Aleksander Edelman. Proteins participating
in the functioning of chloride channels in yeast Saccharomyces cerevisiae — wspOlpraca z
Faculté¢ de Médecine Necker, INSERM U 467, w Paryzu.

Malgorzata Milner, Dr Andrzej Palucha (IBB), Dr Lucyna Cova. Immunological
characteristic of the potato virus Y coat protein — wspoipraca z INSERM U 271, w Lyonie.

Dr Tomasz Stepkowski (IChB PAN), Dr Catherine Boivin-Masson. Relationship between

host-range specificity and phylogeny of nodulation genes — wspdlpraca z Laboratoire des

Symbioses Tropicales et Méditerranéennes, INRA, w Montpellier.
Dr Anna Szkopinska, Dr Danuta Plochocka (IBB), Prof. Francis Karst. Yeast farnesyl

diphosphate synthase altering the product binding pocket and selected amino acid outside the
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chain lenght determination (CLD) region leads to the changes of product specificity of the

enzyme — wspolpraca z Université Louis Pasteur (INRA Oenologie), w Strasburgu.

Wyjazdy cz¢sciowo finansowane przez PFCBR:

Dr Agnieszka Dzikowska, odbyla miesieczny staz (03.09 do 03.10.2002) w Institut de
Génétique et Microbiologie, CNRS, Université Paris-Sud, w Orsay. W trakcie pobytu
przeszukiwala homologéw biatek regulatorowych rodziny MADS-box u Aspergillus nidulans.
-Dr Anna Gora-Sochacka odbyla miesigczny staz (01.10 do 28.10.2002) w IBVM, INRA, w
Bordeaux. W trakcie pobytu przygotowala konstrukty binarne zawierajace mutanty PSTVd, a
takze biblioteki mutantéw ze zmodifikowanymi krotkimi fragmentami PSTVd.

Mgr Renata Grzela odbyla 2 miesigczny staz (23.05 do 31.07.2002) w Institut de Biologie
‘Structurale, w Grenoble. W trakcie pobytu badala oddziatywania pomigdzy VPg (viral
genom-linked protein) z PVY 1 czynnikiem translacyjnym elF4E z Triticum aestivum.

Dr Izabela Juszczuk odbyla czterytygodniowy staz (15.10 do 12.11.2002) w Institut de
Biotechnologie des Plantes, Université Paris-Sud, w Orsay. W trakcie pobytu badata wplyw
réznego typu warunkow stresowych na metabolizm oddechowy roglin.

Mgr Marta Kwapisz odbyla trzymiesieczny syaz (15.04 do 15.07.2002) w Institut de
Génétique et Microbiologie, CNRS, Université Paris-Sud, w Orsay. W trakcie pobytu badata
wplyw ubikwitynacji na poprawno$¢ translacji u S. cerevisiae, przu uzyci mutantéw rsp5 i
systemu LacZ/Luc.

Mgr Malgorzata Milner odbyta miesigczny staz (01.07 do 31.07.2002) w Institut de
Biologie Structurale, w Grenoble. W trakcie pobytu badata biatko plaszcza wirusa PVY
technikq barwienia negatywnego, przy uzyciu mikroskopii skaningowe;.

Mgr Mariusz Nowacki odbywa trzymiesigczny staz (01.10 do 24.12.2002) w Laboratoire de
Génétique Moléculaire, Ecole Normale Supérieure, CNRS, w Paryzu. Bada strukture i
funkcje nowego genu P. fetraurelia.

Megr Krzysztof Olszak odbyl miesicczny staz (01.05 do 31.05.2002) w Institut de Biologie
Moléculaire et Cellulaire, CNRS, w Strasburgu. W trakcie pobytu badat skutki mutacji na
mitochondrialny tRNA.

Dr Anna Przykorska, odbyta miesigczny staz (01.03 do 30.03.2002) w Institut de Biologie
Moléculaire et Cellulaire, CNRS, w Strasburgu. Badata strukture trzeciorzedows ludzkiego
tRNA mitochondrialnego za pomocg endonukleaz roslinnych.

Mgr Marta Sidoryk odbyla dwumiesieczny staz (01.02 do 31.03.2002) w Institut de
Génétique et Microbiologie, CNRS, Université Paris-Sud, w Orsay. W trakcie pobytu badata
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regulacje ekspresji genu fis! kodujacego biatka mitochondrialne u S. cerevisiae zalezng od
btgdéw translacyjnych.

Dr Irena Siegien odbyla miesieczny staz (01.10 do 05.11.2002) w Laboratoire de
Physiologie Végétale Appliquée, Université Pierre et Marie Curie, w Paryzu. W ftrakcie
pobytu badata mechanizmy odpornosci na dehydratacje u roslin.

Dr Jerzy Smagowicz odbyl miesieczny staz (01.09 do 30.09.2002) w SBGM, Centre
d’Etudes Nucléaires CEA, w Saclay. W trakcie pobytu badal mechanizm dzialania nowego
regulatora-transkrypcyjnego gendéw kodujacych tRNA u drozdzach.

Mgr Bozena Szal odbyta 3 miesi¢czny staz (14.04 do 14.07.2002) w Laboratoire de Biologie
Forestiere de I’Université Henri Poincaré, w Nancy. W trakcie pobytu badata ekspresje
enzymu AOX (alternative oxydase) w korzeniach jeczmienia w warunkach hypoksji.
Mgr:Ireneusz Wojtas odbyl trzymiesieczny staz ( od 16.09.2002 do 15. 12.2002) w Institut
de :Biologie Moléculaire des Plantes, CNRS, w Strasburgu. W trakcie pobytu badal
mechanizmy pojawiania si¢ i naprawiania uszkodzen oksydacyjnych mitochondrialnego DNA

w roslinach.

W wyniku badan w ramach tematyki Centrum w okresie od 1994r. Do 2001r. Opublikowano
ogotem 240 prac, w tym 119 komunikatow. W roku sprawozdawczym ukazaty si¢ liczne
publikacje (w ramach CPF), réwniez prac naukowych naukowych poza IBB PAN:

1) Bogatek R., Céme D., Corbineau F., Ranjan R., Lewak S. (2002). Jasmonic acid effects
dormancy and sugar catabolism in germinating apple embryos. Plant Physiol. Biochem. 40:
167-173.

2) Dzikowska A., Kacprzak M., Tomecki R., Koper M., Scazzocchio C., Weglenski P.
(2002). Specific induction and carbon/nitrogen repression of arginine catabolism gene of
Aspergillus nidulans — functional in vivo analysis of the otaA promoter. Fungal Genet. Biol.,
In press.

3) Francin M., Kaminska M., Kerjan P., Mirande M. (2002). The N-terminal domain of
mammalian Lysyl-tRNA synthetase is a functional tRNA-binding domain. J. Biol. Chem.
277:1762-17609.

4) Minczuk M., Dmochowska A., Palczewska M., Stepien P. (2002). Overexpressed yeast
mitochondrial putative RNA helicase Mss116 partially restores proper mtRNA metabolism in
strains lacking the Suv3 mtRNA helicase. Yeast 19: 1285-1293.

PUBLIKACIJE: 3625, 3630, 3634, 3643, 3646, 3664, 3665.
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Temat nr 41: Oksydacyjne uszkodzenia DNA

Zespdt: doc. dr hab. Barbara Tudek, dr Jarostaw Cie$la, dr Anna Bebenek (od 10.04.2002),

mgr Elzbieta Speina, mgr Pawel Kowalczyk, mgr Tomasz Obtulowicz, mgr Gertruda Pokrywinska,
mgr Maja Zielinska (od 1.10.2002, grant UE), mgr Leena Maddukuri (od 1.11.2002) ’

Peroksydacja lipidow (LPO) prowadzi do powstawania nienasyconych aldehydéw,
ktore tworza addukty - do zasad DNA. Badano konsekwencje obecnosci w DNA
dtugotancuchowych adduktéw frans-4-hydroxy-2-nonenalu (HNE, patrz temat 28). Metoda
wydluzania startera, stwierdzono, ze HNE reaguje ze wszystkimi czterema zasadami DNA, a
jego addukty powoduja przedwczesng terminacj¢ replikacji. Tworzenie adduktéw byto
sekwencyjnie zalezne. Podatnos¢ zasad na modyfikacje malala w szeregu: dG>dC>dA>dT.
Na modelu faga M13mp18 wykazano wlasciwosci rekombinogenne adduktéw HNE, a takze
indukej¢ mutacji punktowych (gtéwnie C—T oraz A—>C i G—C), a takze mutacje typu

zmiany ramki odczytu - delecje lub insercje A, C lub G.

Badano takze poziom 1,N’-etenoadeniny (gA), 3,N4-etenocytozyny (eC) 1 8-
oksoguaniny oraz ich naprawe u oséb chorych na nowotwory pluc (w guzie, zdrowym
obrzezu 1 leukocytach krwi), a takze w leukocytach krwi obwodowej zdrowych
wolontariuszy. Poziom €A i €C byt jednakowy w zdrowej tkance i w guzie, ale wyzszy w
leukocytach. Zaobserwowano wyzsza aktywnos$¢ naprawcza w guzie niz w zdrowym obrzezu
pluca. Wyzsza aktywnos$¢ glikozylaz €A i €C zaobserwowano u chorych z rakiem
gruczolowym rozwijajacym si¢ na tle stanow zapalnych niz u chorych z rakiem
ptaskonablonkowym, zwigzanym z paleniem tytoniu. Aktywnosé glikozylaz €A, i 8-0x0G w
leukocytach krwi zdrowych wolontariuszy byla znaczaco wyzsza niz w leukocytach
pacjentow. Sugeruje to, ze stres oksydacyjny i LPO moga by¢ czynnikiem ryzyka w rozwoju

nowotworu pluca, szczegélnie raka gruczotowego.

Badano takze rolg dwoch reszt tyrozynowych Y391 i Y619 (z silnie konserwowanych
domen A 1 C, w poblizu centrum aktywnego) w wiernosci replikacji polimerazy DNA z
bakteriofaga RB69. Zamiana Tyr 619 na Fen lub Tyr 391 na Met powodowalo obnizenie
mutacji typu‘ffameshift +1 w ciagu 5 par zasad A-T i jednoczesne podwyzszenie mutacji typu
frameshift —1 w ciagu 3 par A-T, nie powodujac zmian poziomu mutacji typu podstawienia
zasady.

Najwazniejszy wynik badawczy:

Pacjenci z nowotworem phuca maja nizszg aktywno$é glikozylaz eliminujacych z DNA €A, i
8-0x0G niz ludzie zdrowi.

PUBLIKACIJE: 3630, 3676, 284N, 1715/A, 1720/A, 1722/A, 1723/A, 1724/A, 1729/A,
1730/A, 1717/A, 1745/A, 1772/A, 1773/A, 1774/A, 1775/A
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Temat nr 42: Mutacje indukowane i adaptacyjne

Zespot: dr hab. Blzbieta Grzesiuk, dr Anna Wojcik-Sikora ( od 01.06 na urlopie macierzynskim),
dr Anetta Nowosielska (od 01.11 postdoc w USA), dr Daniel Laubitz ¥ etatu (do 01 .09),

mgr Jadwiga Nieminuszczy (od 01.11), prof. Celina Janion 1/3 etatu.

System SOS u E.coli podlega indukcji w odpowiedzi na uszkodzenie DNA i
zatrzymanie jego syntezy. Pokazali$my, ze w szczepach AB1157 glodzonych pod wzgledem
argininy system SOS jest zaindukowany lecz tylko wowezas gdy bakterie podejma wzrost a
zrédlem wegla nie bedzie glukoza lecz glicerol, ktéry umozliwia synteze cAMP.
Whioskujemy iz komorki glodzone akumuluja uszkodzenia, ktére po przeniesieniu do

warunkow wzrostowych indukujg SOS poprzez mechanizm zalezny od AMP.

Badali$my mechanizmy powstawania tzw. mutacji adaptacyjnych w systemie reversji
do prototrofii argE3—>Arg" w szczepach E.coli AB1157. Stwierdzilismy, ze w mutagenezie
adaptacyjnej biora udziat reperacyjne polimerazy pol I, ITI, IV i V, przy czym w warunkach
zaburzonej fukeji korektorskiej pol III najwigksza role w powstawaniu mutacji adaptacyjnych
odgrywa pol V.

Gen hemH koduje ferrochelataze, koncowy enzym szlaku biosyntezy hemu.
Uszkodzenie tego genu prowadzi do akumulacji protoporfiryny IX i podwyzszenia poziomu
uszkodzen oksydacyjnych. Wykazalismy, ze wrazliwos$¢ na Swiatto szczepéw hemHI jest
znacznie podwyzszona jesli szezepy te dodatkowo sa pozbawione mozliwosci naprawy miejsc
apurynowych/apirymidynowych (mutacje xth nth,nfo). Zaskakujaco takie mutanty nie
wykazuja podwyzszonego poziomu mutacji.

Najwazniejszy wynik badawczy:

Trzy bardzo skrétowo przedstawione tematy stanowia trzy wazne wyniki badawcze.
Natomiast najwazniejszym wynikiem jest podanie do wiadomosci na XV International Round
Table we wrzesniu w Leuven, Belgia, ze zwiazek otrzymany przez prof. Janion, N4-
hydroksycytydyna, zostat zidentyfikowany jako lek antywirusowy przeciwko BVDV i HCV.

PUBLIKACIE: 3668; 3678; 1718/A; 1754/A; 260/N; 286/N
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Temat nr 43: Biologia plazmidu RK2 z grupy IncP Escherichia coli

ZespOt: doc. dr hab. Grazyna Jagura-Burdzy, mgr Matgorzata Adamezyk, mgr Marta Andres,
mgr Aneta Bartosik, mgr Patrycja Dotowy, mgr Anna Kulifska, mgr Krzysztof Lasocki,

mgr Jolanta Mierzejewska.

Stabilnos¢ niskokopijnych plazmidéw w komorkach bakteryjnych zalezy m.in. od
:systemow- aktywnego rozdziatu sktadajacych si¢ z dwoch komponentéw biatkowych: ParA
(ATPazy) i ParB (biatka wigzacego DNA) oraz z sekwencji centromero-podobnej parsS.
Rodziny biatek ParA i ParB obejmuja nie tylko biatka plazmidowe ale i chromosomalne. Te
ostatnie wydaja * si¢ uczestniczy¢ w segregacji chromosoméw w czasie podziatu
komorkowego. Analiza poréwnawcza ParB z plazmidu RK2 i ParB z Pseudomonas
aeruginosa wykazata podobng budowe domenowsa i funkcje. Zademonstrowano po raz
pierwszy aktywnos¢ ATPazy dla biatka chromosomalnego ParAp,. Czynniki komodrkowe
oddziatywujace z aparatem aktywnego rozdziatu plazmidéw wydaja si¢ niespecyficzne,
poniewaz kaseta parAparBparS z chromosomu P.aeruginosa stabilizuje niestabilny, testowy
plazmid w Escherichia coli. Poprzednie nasze badania pokazaly, ze biatko KfrArss; jest
potrzebne do pelnej stabilizacji plazmidu R751. Obecnie wykazano, ze kfrAR;s; jest
plerwszym genem trojcistronowego operonu kfrAupf54.8upf54.4. Wprowadzenie mutacji
Aupf54.8 do R751 powoduje destabilizacje plazmidu. W systemie dwuhybrydowym w
drozdzach wykazano zdolnosci dimeryzacyjne KfrA, Upf54.8 i Upf54.4 i ich wzajemne
oddzialywania. KfrA wydaje si¢ tworzy¢ struktury podobne do wrzeciona podziatowego w
komorkach niosacych plazmid IncP-1 lub jego pochodne zawierajace centralny region
regulacyjny (kordincCkorB oraz kfirAupf54.8upf54.4). Réwnolegle przeprowadzana jest
analiza funkcjonalna kasety stabilizacyjnej plazmidu pRA3 (IncU) bedacej zminimalizowana
w drodze ewolucji wersja kasety z IncP-1 kodujaca jedynie homologi KorA, IncC, KorB i
KfrA.

Najwazniejsze wyniki badawcze:

1) a-helikalne biatko KfrA tworzy nitkowate struktury komérkowe w obecnosci centralnego
regionu regulacyjnego plazmidu IncP-1

2) Upf54.8 bierze udziat w stabilizacji IncP1-B i moze tworzy¢ kompleksy z KfrA i Upf54.4;
3) chromosomalny homolog ParAp , wykazuje aktywno$é ATPazy zaleznej od Mg*".
PUBLIKACIJE: 3626, 60/M, 1745/A, 1745/A, 1745/A, 1745/A, 1745/A, 1745/A, 1778/A,
1779/A,1780/A, 264/N, 276/N.
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Temat nr 44: Srodowiskowe Laboratorium Magnetycznego Rezonansu Jadrowego
Zespdt: doc. dr hab. Andrzej Ejchart, dr Jacek Wéjcik, dr Waldemar Anczewski,
dr Beata Toczylowska (1/4 etatu), dr Igor Zhukov, mgr Marta Oleszczuk, mgr Hanna Kozlowska,

Liliya Zhukov.

Badanie struktury wotowego biatka S100A1.

Po wyznaczeniu struktury bialka ST00A1 w utlenionej formie apo, w ktérej biatko ma
posta¢ mieszanego dwusiarczku z merkaptoetanolem rozpoczeto badania formy utlenionej
glutationem oraz badania form wysyconych jonami wapnia i form zredukowanych.

Badanie wczesnych etapdw powstawania helisy.

- Kontynuujac badania modelowe wezesnych etapéw powstawania helisy otrzymano
;ériq nieselektywnie znakowanych izotopem BN peptydéw bedacych analogami trzeciej petli
\}fiaLZaLcej jony wapnia w kalmodulinie:- AcCDKDGDGYISAAE(A),hS, gdzie n=1-4 a hS —
homoseryna w formie laktonowej. Wyznaczenie struktur peptydow, szybkosci wymiany
ﬁrotonéw Hn z rozpuszczalnikiem oraz parametréw relaksacyjnych jader N ma na celu
okreslenie dynamiki konformacyjnej helisy a i oddziatywan stabilizujacych te konformacje.
Badanie dynamiki szkieletu biatka szoku termicznego Yfia z Escherichia coli.

Biatko Yfia jest dwudomenowym biatkiem globularnym zbudowanym z ciasno
zwinigtej N-koncowej domeny (Metl-Hisgo)i wykazujacej duza gietkosé konformacyjng C-
koncowej domeny. Funkcje obu domen nie zostaly jeszcze wyjasnione i prowadzone badania
dynamiki szkieletu biatka oparte na pomiarach relaksacyjnych "N nieselektywnie
znakowanego biatka maja na celu glebsze zrozumienie tych funkcji.

Badania NMR ptynu mézgowo-rdzeniowego do celéw diagnostycznych.

Po analizie statystycznej widm NMR duzej liczby probek plynu mézgowo-
rdzeniowego stwierdzono ze, w przeciwienstwie do wyrazanych w literaturze pogladéw, takie
badania nie moga stanowi¢ podstawy rozpoznania zmian patologicznych (rodzaj guza).
Natomiast jest prawdopodobne wykorzystanie tej metody do badan przesiewowych.

Najwazniejszy wynik badawczy:

Pierwsze doswiadczalnie udokumentowane istnienie skreconego stanu wzbudzonego TICT w
plaskich czgsteczkach organicznych; publikacja 3631.

PUBLIKACIE: 3631, 3637, 3650, 3667, 3675; 1659/A, 1661/A, 16567/A, 16568/A, 1669/A,
1670/A, 1700/A, 1704/A, 1732/A, 1736/A, 1744/A, 1746/A, 1747/A, 1748/A, 1749/A,
1750/A, 1751/A, 1752/A.
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Temat nr 45: Regulacje biosyntezy pochodnych kwasu mewalonowego w drozdzach

Sacharomyces cerevisiae
Zespot: dr hab. Anna Szkopinska

Prace prowadzone nad regulacja syntezy dolicholi w drozdzach S. cerevisiae
wykazaly, ze dziki szczep drozdzy w zaleznosci od warunkéw fizjologicznych syntetyzuje
dodatkowa  rodzine dolicholi charakteryzujaca ~ si¢  dluzszymi lancuchami
poliizoprenoidowymi. Stwierdzono, ze indukcja genu SR77 kodujacego cis-prenyltransferaze
odpowiedzialng za syntezg¢ dolicholi o 19-24 resztach izoprenowych wywotana. jest brakiem

w pozywece skladnikow pokarmowych takich jak glukoza czy azot.

Wykazano réwniez, ze roslina Solanum nigrum traktowana patogenem Phytophthora
infestans ~ odpowiada podwyzszong produkcjg reaktywnych form tlenu (ROS) czemu

towarzyszy podwyzszona synteza plastochinonu.

Najwazniejsze wyniki badawcze:

1) Warunki wzrostu drozdzy decyduja o ekspresji genu SRTI, ktérego produkt
prawdopodobnie zmienia wlasnosci fizykochemiczne blon pozwalajac drozdzom na adaptacje
w zmienionym $rodowisku.

2) Zredukowana forma plastochinonu moze by¢ zwigzana z utrzymaniem réwnowagi
pomigdzy akumulacja ROS i antyoksydacyjna aktywnoscig PQH2.

PUBLIKACIJE: 3664, 3665
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Temat nr 46: Badania konformacji peptydéw i bialek wigzacych wapn
Zespbt: prof. dr hab. Andrzej Bierzynski, dr hab. Wojciech Bal, dr Grazyna Goch,
mgr Hanna Koztowska, mgr Elzbieta Soszynska, mgr Maciej Maciejczyk

Na podstawie pomiaru fluorescencji tryptofanu oraz absorpcji chelatoréw wapnia 5,5’-
Br,BAPTA i 5-NBAPTA wyznaczono state wigzania jonéw Ca”* do biatka S100A1, ktérego
jedyna reszta cesteiny, Cys 85, byta zwigzana kowalencyjnie poprzez wigzanie disiarczkowe z
glutationem badz z cysteing. W poréwnaniu z biatkiem zredukowanym stata koordynacji do
pierwszego miejsca wiazacego jest wyzsza ok. 80 razy a do drugiego miejsca-az o 4 rzedy
wielkosci, co wskazuje na ogromny wzrost kooperatywnosci wigzania. Uzyskane wyniki
po,_twierdzaj{:a( wysunicta wezesniej hipoteze, ze aktywno$¢ biologiczna biatka S100A1, a by¢
moze takzé i wielu innych bialek z rodziny S100, jest regulowana przez potencjal

oksydacyjno-redukcyjny na drodze glutationylacji fub cysteinylacji grup tiolowych.

Uzywajac metod doswiadczalnych (pomiary fluorescencyjne i NMR) oraz
teoretycznych, kontynuowano badania wlasciwosci strukturalnych i dynamicznych krétkich
peptydow zawierajacych sekwencje wiazaca jony wapnia, w ktorych konformacja helikalna
byta indukowana przez koordynacje jondéw lantanu.

We wspdlpracy z Instytutem Chemii Uniwersytetu Ioannina (Grecja) zbadano

zdolnosci serii peptydéw pochodnych miejsca wigzania metali w histonie H2A, w stosunku
do jonéw Cu(Il) i Ni(I). Otrzymane wyniki stanowia podstawe dla dalszych badan reakcji
hydrolizy wiazania peptydowego i aktywacji tlenu w kompleksach tych peptydéw.
We wspblpracy z Wydzialem Chemii Uniwersytetu Wroctawskiego zbadano mechanizm
aktywacji wody utlenionej przez kompleksy miedziowe dwoch  antybiotykow
aminoglikozydowych, kanamycyny A i amikacyny. Wyniki te moga si¢ przyczyni¢ do
zaprojektowania skuteczniejszych antybiotykdéw poétsyntetycznych.

Wykazano, ze wbrew dotychczasowym opiniom, krotkie peptydy nie stanowia

dobrych modeli dla miejsca wigzania jonéw Cu(Il) i Ni(I) przez albumine osocza krwi.

Najwazniejszy wynik:
Potwierdzenie regulatorowej funkcji glutationylacji biatka ST00A1.

PUBLIKACIJE: 3629, 3636, 3657, 3688, 1669/A, 1670/A, 1744/A, 1750/A, 1752/A,
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Temat nr 47: Modelowanie struktury i funkcji bialek
Zespot: prof. Piotr Zielenkiewicz, dr Danuta Plochocka, dr Andrzej Kierzek, dr Szymon Kaczanowski,
mgr Jolanta Zaim, mgr Pawel Siedlecki

Reduktaza cytochromu b5 katalizuje transfer elektronéw z NADH do cytochromu b5.
Uszkodzenia tego enzymu sq przyczyna wystepowania réznego rodzaju methemoglobinemii.
Dotychczas nie poznano struktury krystalograficznej reduktazy cytochromu b5 czlowieka, ale
znane sg struktury tego biatka z innych organizméw. Wysoka homologia sekwencji (50% do
92%) upowaznia do zbudowania modelu tréjwymiarowej struktury tego biatka. Otrzymany
model pozwolit na przedyskutowanie zmian struktury biatka w wyniku mutacji 12167 oraz
V253M, jakie wykryto u pacjenta z objawami methemoglobinemii.

Zaprojektowano zestaw nowych inhibitoréw dla metylotransferazy cytozyny Dmntl.
Nowe inhibitory-sg obecnie syntetyzowane i sprawdzane na liniach komérkowych w DKFZ
Heidelberg.

Stworzono model kinazy OSAK (wspolpraca z G.Dobrowolsks). Na podstawie
modelu wyjasniono wystgpowanie nietypowych miejsc fosforylacji enzymu.

Kontynuowano prace nad projektowaniem sekwencji biatkowych realizujgcych
pozadang strukture przestrzenng. Na tej podstawie okreslono strukturalne ograniczenia
ewolucji sekwencji biatkowej.

Udoskonalono program do symulacji roztworéw koloidalnych metoda Dynamiki
Brownowskiej. Za jego pomoca wykonano szereg symulacji, ktore pozwolity ustali¢ wplyw
zattoczenia molekularnego na statg dyfuzji i stala asocjacji biafek. Rozpoczgto symulacije

kondensacji przeciwciata HyHEL-5 z lizozymem.
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Temat nr 48: Badania wezesnych etapéw zwijania bialek
Zespdt: dr hab. Michat Dadlez, dr Konrad Zdanowski, mgr Agnieszka Jablonowska,
mgr Magdalena Bakun, mgr Urszula Borkowska

Prowadzono badania zarodka zwijania w mioglobinie. Ze wzgledu na agregacyjne
wlasnosci badanych wariantéw mioglobiny niezbedne byto opracowanie metody prowadzenia
badan w niskich (nanomolarnych) stezeniach. Udato sie to osiagnaé dzieki zastosowaniu

spektrometrii masowej. Badania sq w toku.

W ramach badan czynnikéw odpowiedzialnych za tworzenie oligomeréw peptydu
Abeta otrzymano metoda nadekspresji w bakteriach szereg wariantow i fragmentéw tego
peptydu i przeprowadzono ich badania metodami rearanzacji mostkow dwusiarczkowych i
spektrometrii mas uzytej do detekcji oddziatywan niekowalencyjnych. Pokazano ze peptyd
tworzy oligomery — od dimeréw do heksameréw o stopniowo zmniejszajacej si¢ populacji,
nie przekraczajacej 10% stezenia monomeréw. Pokazano réwniez ta metoda preferencyjne
wigzanie jonéw miedzi do Abeta w poréwnaniu z duzo slabszym wiazaniem jonéw cynku.
Wykorzystujac  rearanzacje mostkéw  dwusiarczkowych pokazano preferencje do
rownoleglego ulozenia monomeré6w w oligomerach. Stosujac wymiang¢ proton-deuter i
znakowanie azotem N'° zmierzono dynamike wymiany miedzy formami oligomerycznymi a
monomerem, wykazujac Zze wymiana ta zachodzi szybko, prowadzac do ustalania sie

rownowagi w czasach milisekundowych.

Najwaznieszy wynik badawczy:
Uzyskane dane o strukturze i dynamice oligomeréw peptydu Abeta.

PUBLIKACIJE: 3645, 3652, 3692, 1680/A, 255/N
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Temat nr 49: Metabolizm cukréw u bakterii mlekowych
Zespot: dr hab. Jacek Bardowski, mgr Tamara Aleksandrzak-Piekarczyk, mgr Magda Kowalczyk,
mgr Agnieszka Szczepanska, mgr Roman Krzysztof Gorecki

W badaniach nad sprzezonym katabolizmem laktozy i celobiozy u L. lactis zbadano
udzial genéw wchodzacych w sktad trzech operonéw PEP:PTS: (i) celB 1 bglS, ktore koduja
komponent C* oraz P-B-glukozydaze; (ii) ptcB, ptcA, ptcC 1 bgld, ktére koduja
komponenty 1IB, IIA, IIC oraz P-B-glukozydaze; (iii) bgIR, ptbad i bglH, ktére koduja
regulator, enzym II oraz P-f-glukozydaze. Wykazano, ze mutacje w genach celB, ptcA oraz
ptcB uniemozliwiaja wzrost dzikiego szczepu L. lactis 1L1403 na celobiozie, ale nie majg
wplywu na wzrost na salicynie, eskulinie ani arbutynie. Inaktywacja prbA zaburzala wzrost
I1.1403 na salicynie, arbutynie i eskulinie, ale nie miala wplywu na asymilacj¢ celobiozy.
Silng represje kataboliczng aktywnodci transkrypcyjnej promotoréw Pz, Ppicas Ppics 1 Ppia
zaobserwowano w ich'fuzjach z reporterowym genem lucyferazy. Aktywnosci transkrypcyjne
trzech pierwszych promotoréw byly wysokie na celobiozie i niskie na salicynie,  w
odroznieniu od Ppu4, ktory zachowywal si¢ odwrotnie. Charakterystyka kinetyki wzrostu
11,1403 oraz jego mutantow CcpA” i BgIR™ sugerowala, ze laktoza i celobioza sa asymilowne
przy udziale tego samego systemu transportu cukréw, a asymilacja laktozy rozpoczyna sig
zanim calta celobioza zostanie wykorzystana. Uzyskane wyniki wskazuja takze, 1z celobioza i
salicyna asymilowane sa przy udziale osobnych systemow transportu cukréw PEP:PTS;
salicyna — przez system kontrolowany zaréwno przez CcpA jak i BglIR, a celobioza — przez
specyficzny jej system, regulowany jedynie przez CcpA. Ponadto, wyniki te potwierdzaja
indukcyjna rolg celobiozy dla asymilacji laktozy u IL1403.

W badaniach nad pullulanaza stwierdzono, ze w 11-kb regionie DNA kodujacym ten
enzym, wystepujg rowniez inne geny, istotne dla adaptacji L. lactis do Srodowiska: csp —
kodujace dwa biatka szoku zimna oraz cad — kodujace dwa bialka opornodci na kadm.
Analiza filogenetyczna oraz zawarto$¢ par GC i preferencja kodon6w w ich genach sugeruja,
ze region ten mogt zostaé nabyty przez badany szczep L. lactis droga transferu

horyzontalnego.

Najwazniejszy wynik badawczy:

Wykazanie, ze asymilacja celobiozy i salicyny przebiega przy udziale osobnych systemow
transportu cukréw PEP:PTS.

PUBLIKACIE: 1672/A, 1673/A, 1674/N, 1675/N, 1676/N, 1677/N, 1678/N, 1679/A , 49/M,

AoV, AV LI Y, AR

275/N, 278/N
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Temat nr 50: Przewodzenie sygnalu stresu osmotycznego w roslinach
" Zespot: doc. Grazyna Dobrowolska, mgr Anna Kelner, mgr Izabela Pekala (od 1.10.2002)

Kontynuowano badania dotyczace roslinnej kinazy biatkowej OSAK (z ang. Osmotic
Stress Activated Kinase). Sklonowano c¢DNA kodujacy ten enzym. Analiza sekwencji
uzyskanego cDNA wykazata, ze badana kinaza nalezy do rodziny kinaz podobnych do SNF1-
SnRKs (z ang. SNF1-related kinases). Uzyskano specyficzne dla badanego enzymu
przeciwciata, przeciwko N- i C- koncowym sekwencjom biatka kodowanego przez
skionowany cDNA. Przeciwciala te immunoprecypituja z homogenatu uzyskanego z komorek
tytoniu BY-2 traktowanych 250 mM NaCl aktywng form¢ OSAK, co stanowi bezposredni

“dowod, ze uzyskany cDNA koduje badana przez nas kinaze.

Podjeto badania majace na celu wyjasnienie mechanizmu aktywacji OSAK pod
.";"'Wp{ywem stresu. Za pomocag spektrometrii masowej (wykonanej w Laboratorium
“'Spektrometrii Masowej IBB PAN kierowanej przez doc. Michata Dadleza) wykazano, ze w
aktywnym enzymie jest ufosforylowana Ser 154 i Ser 158. Reszty te znajduja si¢ w lupie
aktywacyjnej kinazy, i najprawdopodobniej ich fosforylacja jest odpowiedzialna za indukcje
aktywnosci enzymatycznej. Modelowanie komputerowe kinazy OSAK wykonane przez mgr.
Pawta Siedleckiego w pracowni kierowanej przez prof. Piotra Ziclenkiewicza potwierdza to
przypuszczenie. Analiza modelu struktury sugeruje, ze grupy fosforanowe Ser 154 1 Ser 158
stabilizuja aktywna forme OSAK. Rola fosforylacji obu zidentyfikowanych seryn jest obecnie

badana za pomoca ukierunkowanej mutagenezy.

Przy uzyciu systemu dwu-hybrydowego znaleziono biatko, nazwane przez nas L8-1,
posiadajace dwa motywy ,,EF-hand”. Motywy te w innych biatkach komorkowych sa
odpowiedzialne za wigzanie Ca**, co sugeruje, ze biatko L.8-1 réwniez wigze jony wapnia 1
by¢ moze funkcjonuje w komorce roslinnej jako sensor jonéw wapnia, przekazujacy sygnat
stresu na OSAK.

Najwazniejszy wynik badawczy:

Sklonowano cDNA kodujace OSAK i wykazano, ze w aktywnej formie badanego enzymu
ufosforylowane sg dwie seryny: seryna 1541 158.

PUBLIKACIJE: 271/N, 1753/A
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Temat nr 51: Strukturalne i funkcjonalne konsekwencje modyfikacji potranslacyjnych
bialek

Zespot: dr Aleksandra Wystouch-Cieszyrniska, dr Agnieszka Szpineta (do kofica sierpnia 2002),

mgr Katarzyna Piechota (od lutego 2002)

Gléwnym celem pracy zespohu jest taczenie technik syntezy organicznej i biologii
molekularnej do otrzymywania selektywnie modyfikowanych biatek oraz badanie wplywu
tych modyfikacji na struktur¢ i funkcje biologiczng tych biatek. Interesuja nas przede
wszystkim, potranslacyjne modyfikacje biatek — fosforylacja i modyfikacje redoks cysteiny,
ktore sa podstawa dwoch, powstatych w toku ewolucji, szlakow przekazywania sygnatu
komoérkowego. We wspélpracy z grupami Prof. E. Darzynkiewicza (Uniwersytet
Warszawski), Prof. Nahuma Sonenberga (McGill University) and Prof. Stephena Burleya
(Rockefeller University) zajmujemy si¢ wyjasnieniem roli fosforylacji bialek w regulacji
inicjacji translacji u Fucaryota. Wykazalismy, ze fosforylacja biatka elF4E wplywa na

oslabienie wigzania przez to biatko ,,czapeczki” 5° mRNA.

Drugim  tematem badawczym jest okreslenie wplywu modyfikacji cystein na
wlasciwoscikonformacyjne bialek wigzacych wapn z rodziny S100. Z naszych badan wynika,
ze biatka S100 bardzo chetnie reaguja z wystgpujacymi endogennie matoczasteczkowymi
utleniaczami takimi jak utleniony glutation i donory tlenku azotu. Nitrozylacja biatek ST00A1
1 S100B zmienia ich konformacje¢ oraz hamuje ich oddziatywanie z zewnatrzkomérkowym

receptorem RAGE).

Najwazniejszy wynik badawczy:

Opracowanie metod otrzymywania selektywnie nitrozylowanych izoform biatka S100A1 i
S100B oraz wykazanie, ze nitrozylacja cystein w biatkach S100A1 i S100B zmienia ich
konformacje oraz aktywnos¢ biologiczng (nitrozylacja hamuje oddzialywanie biatka S100A1
z jego zewnatrz komorkowym receptorem RAGE)

PUBLIKACIJE: 3645, 1681/A, 1700/A, 1731/A, 288/N, 289/N
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Centrum Doskonalosci Biotechnologii Molekularnej
Koordynacja: Prof. Andrze] Rabczenko

W ramach dziatalnosci Centrum Doskonato$ci Biotechnologii Molekularnej w okresie
od stycznia do grudnia 2002, IBB PAN odwiedzito 114 naukowcow z Unii Europejskiej i
krajow stowarzyszonych, a takze 57 naukowcéw z IBB wyjechalo do europejskich
laboratoriow, uczestniczyto w konferencjach 1 krétkich wizytach roboczych.

Organizacia spotkan. warsztatéw i konferenciji:
08 — 11 maja 2002.
Advanced Theoretical Course ,,Signals in Plant-Microbe Interactions” w Goniadzu;
organizatorem i sponsorem byt CEMB, (uczestnikéw 50; finansowanych 11);
25 - 26 maja 2002.
-Spotkanie Rady Naukowej CEMB, ktéra ocenita roczna dzialalno$¢ Centrum (uczestnikow
20, finansowanych 15)
03 — 07 wrzesnia 2002.
Miedzynarodowa konferencja ,,DNA Damage and Repair” w Warszawie, w ktdrej brato
. udziat ok. 300 os6b (finansowanych przez CEMB 32 osoby).
"14-19 wrzesnia 2002 .
“Protein Secretion and Glycosylation in yeast and filamentous fungi” w Wierzbie. W
wyktadach i ¢wiczeniach prowadzonych przez specjalistow z Europy Zachodniej i Polski,
wzigto udziat 37 stuchaczy (finansowanych przez CEMB 12 osoby) z Polski 1 krajéw Europy
Srodkowo-Wschodniej;
13 — 17 pazdziernika 2002,
,Bioinformatics Course” — zaawansowany kurs bioinformatyki dla 34 os6b w tym 14
mitodych naukowcow z Biological Research Center Szeged (Wegry) jednego z Egiptu 1 dwoch
z Hiszpanii. Kurs byt kontynuacjg Polsko-Wegierskich spotkan doktorantéw (porozumienie
centrow doskonatosci).

W ramach dodatkowej dziatalnosci Centrum Doskonatosci koordynowato skladanie
wnioskéw w ramach konkursu ,,NAS2” (dotaczenia do projektéw badawczych dzialajacych w
5 Programie Ramowym) - z 11. wnioskéw 7 zostato zaakceptowanych. Dzigki temu ujawnily
si¢ nowe mozliwosci wspolpracy, a takze potencjalne korzysci dla wszystkich partneréw
europejskich.

Centrum Doskonatosci wspotpracowato takze przy tworzeniu dwoch projektow
europejskich ,,Leonardo da Vinci”. Jednym z nich jest tzw. SAPHIRE — jego celem jest
tworzenie i wprowadzanie zunifikowanej praktyki administracyjnej (tzw. Smart
Administrative Practice) stosowanej w szkolnictwie wyzszym. Projekt zostal przeslany przez
Karolinska Institutet, a IBB PAN bedzie jego koordynatorem. Drugim jest tzw. FOSFOS —
jego celem bedzie stworzenie systemu edukacji nauczycieli biologii w zakresie najnowszych
osiagnie¢ w tej dziedzinie. W ramach tego projektu IBB PAN mialby wspélpracowaé z
dwoma innymi Centrami Doskonatosci: BRAINS i CEMBM.

CEMB bylo réwniez zaangazowane w tworzenie i uruchomienie nowego Centrum
Doskonato$ci MAMBA. Projekt ten zostal zaakceptowany i rozpocznie dziatalno$¢ 1 stycznia
2003.

CEMB administruje ponadto program stypendialny dla doktorantéw Maria Curie
Training Site, w ramach ktérego IBB PAN przyjat dwoje stypendystow — studentke z Wioch
na staz trzymiesieczny oraz studenta z Hiszpanii na staz roczny.
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Pracownia Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonukleotydow
— dzialalno$¢ uslugowa

W ramach dziatalno$ci ustugowej dla IBB zsyntetyzowano 1048 oligonukleotydéw oraz
zsekwencjonowano na aparatach ABI 377 15 899 matryc DNA, co przy $redniej diugosci
odezytu 650 bp daje 10 334 350 zasad.

Syntezy oligonukleotydéw i sekwencjonowanie matryc wykonano dla nastepujacych
zaktadow IBB:

1. Zaktad Genetyki 572 matryce 133 oligonukleotydy
2. Zaklad Biochemii Drobnoustrojéw 873 matryce 215 oligonukleotydow
3. Zaklad Biosyntezy Bialka 359 matryc 26 oligonukleotydow
4. Zaktad Biochemii Roslin 175 matryc 96 oligonukleotydéw
5. Zaklad Biofizyki 121 matryc 37 oligonukleotyddow
6. Zaktad Biologii Molekularnej 29 matryc 24 oligonukleotydy
7. Zaklad Genetyki UW 686 matryc 258 oligonukleotydow
8. Pracownia Mutagenezy i Reperacji DNA 38 matryc 30 oligonukleotydow
9. Pracownia Glikobiologii Grzybow 40 matryc 14 oligonukleotydow
10. Pracownia Sekwencjonowania DNA i
Syntezy Oligonukleotydow 13 000 matryc i 215 oligonukleotydow

Oprécz zaméwien z Instytutu Biochemii i Biofizyki zrealizowane zostaly zamowienia na
sekwencjonowanie DNA i syntezg oligonukleotydéw dla zleceniodawcow spoza Instytutu:

1. Uniwersytet w Bialymstoku

2. Akademia Medyczna - Samodzielna Pracownia Endokrynologii i Diagnostyki Laboratoryjnej w
Gdansku

. Eurx Sp. z 0.0.

. Katedra Biochemii Uniwersytet Gdanski

. Miedzyuczelniany Wydziat Biotechnologii UG-AMG

. Centrum Biologii Morza PAN w Gdyni

. Katedra Zoologii Bezkregowcow Uniwersytet Gdanski

. Morski Instytut Rybacki w Gdyni S

. Samodzielny Publiczny Szpital Kliniczny AM Nr2 w Gdyni

10. Zaklad Ichtiobiologii i Gospodarki Rybackiej PAN - Golysz

11. Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN-Jastrzebiec

12. Slaska Akademia Medyczna

13. Akademia Swigtokrzyska im. Jana Kochanowskiego

14. Collegium Medicum - Uniwersytet Jagiellonski

15. Instytut Biologii Molekularnej - Uniwersytet Jagiellonski

16. Instytut Farmakologii w Krakowie

17. Instytut Zootechniki w Krakowie

18. Katedra Genetyki, Hodowli i Nasiennictwa Akademia Rolnicza - Krakow
19. Akademia Medyczna w Lublinie »

20. Akademia Rolnicza w Lublinie, Wydziat Biologii i Hodowli Zwierzat
21. Centrum Mikrobiologii i Wirusologii PAN w Lodzi

22. Instytut Medycyny Pracy - 1.6dz

23. Politechnika £.6dzka, Wydziat Chemii Spozyweczej i Biotechnologii

24. Szpital Kliniczny Nr3 ,Samodzielny Akademicki Publiczny ZOZ

25. Zaklad Genetyki Drobnoustrojéw Uniwersytet F.6dzki
26. Instytut Hodowli 1 Aklimatyzacji Roslin w Mlochowie
27. Instytut Chemii Bioorganicznej w Poznaniu

O O~ O\ W
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28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.

Instytut Genetyki Roslin - Poznan

Instytut Ochrony Roglin - Poznan

Akademia Rolnicza w Poznaniu

Wydzial Biologii Uniwersytet im. Adama Mickiewicza - Poznan
Instytut Uprawy Nawozenia i Gleboznawstwa - Putawy
Panstwowy Instytut Weterynaryjny w Pulawach

Instytut Sadownictwa i Kwiaciarstwa w Skierniewicach

Instytut Warzywnictwa - Skierniewice

Akademia Rolnicza w Szczecinie

Instytut Biologii Ogélnej i Molekularnej Uniwersytet im. M. Kopernika w Toruniu

Adamed Sp. z 0.0. Pienkéw

Akademia Medyczna w Warszawie

Centralne Laboratorium Surowic i Szczepionek - Warszawa

Centrum Onkologii-Instytut im Marii Sklodowskiej-Curie, Warszawa
Fundacja na Rzecz Chorych z Chorobami Krwi ,Warszawa

Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego

Instytut Biotechnologii i Antybiotykéw w Warszawie

Instytut Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN ,Warszawa
Instytut Hematologii i Transfuzjologii, Warszawa

Instytut Kardiologii, Warszawa

Instytut Lekow w Warszawie

Instytut Matki i Dziecka w Warszawie

Instytut Parazytologii PAN, Warszawa

Instytut Reumatologiczny w Warszawie

Krzysztof Kucharczyk - Techniki Elektroforetyczne

Miedzynarodowy Instytut Biologii Molekularnej i Komérkowe;j
Medigen, Warszawa

Muzeum i Instytut Zoologii PAN, Warszawa

Uniwersytet Warszawski

Panstwowy Zaktad Higieny Instytut Naukowo-Badawczy w Warszawie
SGGW AR Katedra Botaniki Wydzial Rolniczy

SGGW Katedra Parazytologii i Chordb Inwazyjnych

Zaklad Biologii Antarktyki PAN w Warszawie

Akademia Rolnicza we Wroctawiu

Uniwersytet Wroclawski

Instytut Biotechnologii i Ochrony Srodowiska, Zielona Géra
Uniwersytet Zielonogdrski
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Srodowiskowe Laboratorium Magnetycznego Rezonansu Jadrowego NMR

— dzialalnosé ushugowa

W roku 2002 zostal uruchomiony czterokanatowy spektrometr NMR 400 MHz/94 T
przeznaczony do badan probek biologicznych. Od 1 lipca wykonywane sg na nim pomiary.

Zgodnie ze swymi zadaniami statutowymi Laboratorium wykonywato pomiary widm

NMR dla szeregu laboratoriéw.

Wykorzystanie czasu

racy obu spektrometréw przedstawia si¢ nastgpujaco:

_Ki-éi‘ownik projektu Instytucja Czas przyrzadu (h)
| 400 MHz 500 MHz
| Prof. Ryszard Stolarski Wydziat Fizyki UW. 72 204
| Prof. J. Otlewski Uniwersytet Wroctawski 96 96
Prof. B. Lammek Uniwersytet Gdanski 76
Dr.  Sylwia Rodziewicz- | Uniwersytet Gdanski 420
Motowidto B
Prof. Jacek Morzycki Uniwersytet Podlaski, 240
- Biatlystok
Prof Adam Gryff-Keller Politechnika Warszawska 24
Prof. 7. Czernicki Instytut Centrum Medycyny 144
Doswiadczalnej i Klinicznej
PAN, Warszawa
Prof. Andrzej Kanski Katedra Anestezjologii 1| 96 144
Intensywnej Terapii, AM w
Warszawie
Prof. Jan Izdebski Wydzial Chemii, | 24 322
. Uniwersytet Warszawski
Doc. Wiktor Kozminski Wydziat Chemii, | 72 216
Uniwerytet Warszawski
Doc. Aleksandra Olma Politechnika t.6dzka 120
Prof. Helena Dodziuk 1.Ch.F. PAN 444 408
| Prof. Peter Bayer MPI Dortmund, Niemcy 228 456
| Doc. Zofia Zargbska IBB 12 24
| Prof. Kusmierek IBB 24 96
Dr. Maria Bretner | IBB 120
Prof. Ewa Swiezewska IBB 96 48
Doc. Wojciech Bal IBB 48 | 480
Dr. Jarostaw Poznanski | IBB 792
o | Ushugi-zlecenia razem 1332 4310
Prace wlasne 1812 3348
Nowe techniki, szkolenia [ 200 110
Konserwacja, uzupehianie ciektego helu i azotu 75 150 B
Awarie 0 0
| Wykorzystanie czasu w godzinach 3419 7918
| Wykorzystanie czasu w procentach 85% 95%

400 MHz od 1.07 do 15.12 wiacznie, 500 MHz od 1.01. do 15.12 wlgcznie
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Srodowiskowe Laboratorium Spektrometrii Mas

Srodowiskowe Laboratorium Spektrometrii Mas prowadzi pomiary mas czasteczek
biologicznych uzywajac spektrometréw typu MALDI oraz ESIL. Na zlecenie uzytkownikéw
zaréwno z IBB jak i spoza oznaczane s masy peptydow, biatek, oligonukleotydow i innych.
Na podstawie pomiaréw mas fragmentéw bialek obecnych w dostarczonych préobkach
Laboratorium wykonuje oznaczenia sktadu biatkowego tych probek. W ciggu ostatniego roku
wykonano 83 zlecenia dla potrzeb pracownikéw IBB oraz 60 zlecen na zewnatrz, w tym 8
zlecen dla laboratoriéw zagranicznych.

Dodatkowo pomiary mas fragmentéw bialek stuzg do identyfikacji i lokalizacji
modyfikacji potranslacyjnych bialek. I tak, stwierdzono obecnosé dwu miejsc fosforylacji w
petli aktywnej kinazy roslinnej OSAK (proj. doc. G. Dobrowolskiej — IBB PAN) oraz miejsca
autofosforylacji ludzkiej kinazy TSSK (proj. dr L. Trzeciaka — IIMCB). Obecnie prowadzimy
pomiary kinetyki fosforylacji kinazy OSAK w warunkach stresu osmotycznego.
Spektrometria mas okazata si¢ przydatna réwniez do okreSlenia produktéw reakcji
enzymatycznej hydrolazy NADH z Arabidopsis thaliana. - dr E, Kraszewska, IBB PAN).

W biatku wigzacym hormon juwenilny (proj. prof. M. Kochmana, Polit. Wr.)
zlokalizowano miejsce glikozylacji i podano sklad grup cukrowych, jak réwniez okreslono
parowanie mostkéw dwusiarczkowych.

W ramach badan wlasnych wykorzystuje si¢ spektrometri¢ mas do badan oddziatywan
niekowalencyjnych. Okreslono w ten sposob rozktad populacji oligomeréw fragmentu
peptydu Abeta zwigzanego z choroba Alzheimera. Stosujgc wymiang¢ proton-deuter i
znakowanie azotem N15 pokazano, ze oligomery te sg w rownowadze dynamicznej z
monomerami z czasami wymiany w zakresie milisekundowym. Pokazano réwniez dla biatka
S100A jak modyfikacja cysteiny zmienia rGwnowage monomet-dimer.
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Seminaria instytutowe 2002

07.01.2002
dr M. Graziewicz — Zaklad Biologii Molekularnej
Polimeraza gamma- co dzi§ wiemy o jedynej (?) mitochondrialnej polimerazie DNA.

08.01.2002
dr A. Przykorska — Zaktad Biosyntezy Bialka
Molekularne podstawy ewolucji kodu genetycznego.

15.01.2002

mgr D. Grabowska -~ Zaklad Genetyki

Wykorzystanie drozdzy S. cerevisiae w badaniach efektéw mutacji w ludzkich genach kodujacych
wybrane enzymy istotne dla metabolizmu krwinki czerwonej oraz analiza funkcjonalna ich
drozdzowych homologdw.

22.01.2002

dr D. Laubitz - Zaktad Biologii Molekularnej

Wplyw aktywnodci elektrycznej migsniowki gladkiej jelita i aktywnosci antybakteryjnej soku
trzustkowego na laboratoryjne szczepy E. coli.

29.01.2002

dr W. Bal = Zaktad Biofizyki

Oddziatywania jonéw Zn(II) i Ni(Tl) z glutationem, protamina HP2 i histonem H2A — wplyw metali na
biologiczne funkcje peptydow i vice versa.

05.02.2002
dr A. Bebenek — Zaklad Biologii Molekularnej
Badanie wiernosci replikacji w ukladzie in vivo i in vitro polimerazy DNA faga RB69.

12.02.2002

dr W. Anczewski — Srodowiskowe Laboratorium NMR

Zastosowanie ciektych krysztatow (fazy nematycznej) do uzyskania wiezéw strukturalnych w
uktadach biologicznych.

14.02.2002

prof. Gert Dandanell — Institute of Molecular Biology, University of Copenhagen,Dania

The xapABR operon of E.coli: Induction, regulation and expression of xapA encoding purine
nucleoside phosphorylase II.

19.02.2002
dr D. Konopka -- Zaktad Biochemii Roslin
Reakcja nadwrazliwosci jako podstawowy sposéb obronny przed patogenem.

22.02.2002
1. dr Yoo, 2. Dr Shim — Research Institute of Chemical Technology, Korea

New Strategy for Innovative Drug Discovery.
2. Research Activities of Korea Research Institute of Chemical Technology (KRICT)

05.03.2002
mgr M. Kacprzak - Zaktad Genetyki
Syntaza metioninowa u Aspergillus nidulans — analiza molekuiarna i biochemiczna.
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28.02.02
dr A. Lymanskiy — Mechnikov Institute of Microbiology, Kharkov, Ukraine
Atomic force microscopy: from DNA imaging to intermolecular force measurements.

12.03.2002
prof. T. Chojnacki — Zaklad Biochemii Lipidéw
Poliprenole roslin.

19.03.2002
mgr A. Janik — Pracownia Glikobiologii Grzybow
Regulacja wezesnych dolicholo-zaleznych reakcji glikozylacji biatek w drozdzach S. cerevisiae.

26.03.2002
mgr K. Mroczek — Zaklad Genetyki UW
Molekularne podloze chordb mitochondrialnych.

09.04.2002
mgr M. Doman — Zaktad Biochemii Drobnoustrojow
Badania strukturalne i funkcjonalne genu kodujacego pullulanaze u Lactococcus lactis.

23.04.2002
dr A. Géra-Sochacka — Zaktad Biosyntezy Biatka
Interesujace wiasciwosci genomu wiroida.

30.04.2002

mgr A. Bartosik — Zaktad Biochemii Drobnoustrojow

Rodzina biatek ParB bioracych udziat w aktywnym rozdziale plazmidéw i chromosoméow
bakteryjnych.

07.05.2002
mgr A. Podlaska — Pracownia Mutagenezy i Reperacji DNA
Rola proteasomu w odpowiedzi komoérek drozdzy Saccharomyces cerevisiae na uszkodzenie DNA.

08.05.2002
prof. Heribert Hirt — Vienna Biocenter, Austria
Stress signaling by MAP kinase pathways: new insight into plant bioinformatics.

10.05.2002
prof. Marek Cieplak — Instytut Fizyki PAN, Warszawa

Czasy zwijania si¢ biatek..

14.05.2002 _
mgr A. Grzelak — Zaktad Genetyki UW
Analiza funkcjonalna genéw agaA i suDpro zwiazanych z katabolizmem argininy u 4. nidulans.

21.05.2002
mgr B. Gajewska — Zaklad Genetyki
Udziat domen WW w funkcjonowaniu drozdzowej ligazy ubikwitynowo-biatkowej RspS5, analogie z

ligaza ludzka hNedd4.

28.05.2002
a DNTA 1 Syntazs liogannklan wdévvl

dr R. Kucharezyk — Pracownia Sekwencjonowania DNA i Syntezy Oligonukleoty

Drozdze §. cerevisiae modelowym organizmem w badaniach transportu biatek do wakuoli.
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18.06.2002
mgr K. Liszewska — Zakfad Biochemii Ro$lin
Badanie regulacji przez swiatto genow metabolizmu siarki u Arabidopsis thaliana.

12.09.2002
dr Herve Moreau — Arago Laboratory and Oceanological Observatory, France
Comparative genomic of the cell cycle: Ostreococcus tauri a new model in the green lineage.

01.10.2002
dr Jan Brzeski — Zaklad Biosyntezy Bialka
Zwiazki metylacji DNA z remodelowaniem chromatyny u Arabidopsis. Biatko DDMI1.

15.10.2002
dr M. Krzymowska — Zakfad Biochemii Ro$lin
Reakcje obronne aktywowane w roslinach przez czynniki chorobotwoércze.

21.10.2002
dr Thorsten Niirnberger — Leibnitz Institute of Plant Biochemistry, Haale/Saale, Germany
Signal perception and transduction in plant innate immunity.

22.10.2002
mer A. Liwosz — Zaktad Biochemii Roélin
Wspotdzialanie kinaz i fosfataz biatkowych w przesytaniu sygnaléw stresu w roslinach.

29.10.2002
mgr J. Debski — Zaktad Biofizyki
Wykorzystanie spektrometrii masowej do identyfikacji modyfikacji potranslacyjnych.

05.11.2002
mgr A. Biatkowska — Zaktad Genetyki
Kohezja siostrzanych chromatyd w drozdzach S. cerevisiae.

12.11.2002
dr M. Skoneczny — Zaklad Genetyki
Nowe narzedzia badawcze: mikromacierze DNA i techniki pokrewne.

13.11.2002
dr J. Skowronski — Cold Spring Harbor Laboratory USA
Nef, wieloczynnosciowe bialko adaptorowe HIV: analiza kompleksow biatek ujawnia nowe funkcje i

mechanizmy.

18.11.2002
prof. Antonio Molina — Departamento de Biotecnologia-UPM, Madrid. Hiszpania
Antimicrobial peptides and Arabidopsis resistance against necrotrophic fungi.

03.12.2002
mgr P. Koprowski — Pracownia Mutagenezy i Reperacji DNA
Geny drozdzy S. cerevisiae zaangazowane w kontrole stabilno$ci mitochondrialnego DNA.

06.12.2002

dr Tomasz Wilanowski — Royal Melbourne Hospital, Melbourne, Australia
Odyseja grainyhead: od much do ludzi.

1.64



10.12.2002
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SIKORA-BORGULA, A., CZYZ, A., SLOMINSKA, M., TRZONKOWSKI, P., ZIELKE,

R., MYSLIWSKI, A. WEGRZYN G
Structure and functlons of the cgtA gene of vibrio harvei and Escherichia coli.

10th International Students’ Scientific Conference 9-11 May 2002, Gdansk, Poland
Abstract Book s.53

BARANSKA, S., POTRYKUS, K., KONOPA, G., WEGRZYN, A., WEGRZYN, G.
Replication of lambda plasmids carried out by the heritable replication complex.
Plasmid Biology 2002. An International Symposium June 22-28, 2002 Pittsburgh,

PA USA s.26

GABIG, M., HERMAN-ANTOSIEWICZ, A., KWIATKOWSKA, M., LOS, M.,
THOMAS, M.S., WEGRZYN, G.
The cell surface protein AG43 facilitates phage infection of Escherichia coli in the presence

of bile salts and carbohydrates.
Abstracts of papers presented at the 2002 meeting on Molecular Genetics of Bacteria &
Phages. August 20-August 25, 2002. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,

New York s.34

CZYZ, A.,PLATA, K., ZIELKE, R., WEGRZYN, G.
Luminescence-stimulated DNA repair in Vibrio and Photobacterium.

12 International Symposium Bioluminescence and Chemiluminescence, Robinson College,
University of Cambridge, UK., 5-9 April 2002

Abstracts -5.85

CZYZ, A., WEGRZYN, G.
Stimulation of DNA repair as an evolutionary drive for bacterial bioluminescence.

Ibid. 5.86
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1769/A

1770/A

1771/A

1772/A

1773/A

1774/A

1775/A

1776/A

1777/A

1778/A

JASIECKL, J., CZYZ, A., GABIG, M., WEGRZYN, G.

A plasmid expressing the lamB gene for utilization of bacteriophage lambda vectors in the
luminescent bacterium Vibrio harveyi.

Ibid.:

HAENNI, A.L., BOGUSZEWSKA-CHACHULSKA, A.M., PALUCHA, A.

How do host factors participate in genome replication of RNA viruses?

ITUBMB Symposium on Genome Replication of RNA Viruses. June 1-4, 2002 Helsinki,
Finland

Scientific Program Abstracts 023 s.31

PRZYKORSKA, A., PRZEWLOCK]I, G., EDELMAN, A., KEITH, G.
Human ribonuclease T84 as a new sequencing tool.
19" tRNA Workshop “tRNA 20027, 6™ — 11% April 2002 Shanghai, China

Session XI-1

TUDEK, B., KOWALCZYK, P., CIESLA, .M., KOMISARSKI, M., KUSMIEREK, J.T.
Long-chain adducts of fatty acids derivatives to DNA bases, mutations and repair.
Gliwickie Spotkania Naukowe 2002. Gliwice, Scientific Meetings. 22-23 November,

Gliwice, Poland s.28

OBTULOWICZ, T., SKIELBRED, C.F., BOWITZ-LOTHE, IM., HANSTEEN, L.L,,
BOCK, G., NILSEN, B., JORGENSEN, H., AASE, S., TUDEK, B., KURE, E.H.
Microsatellite instability and DNA repair in colon cancer.

Ibid.: s.51

LICHOTA, K.D., TUDEK, B., KUSMIEREK, I.T.
Degradation of modified deoxynucleoside-5’-triphosphates by human tissue homogenates.

Ibid.: s.44

SPEINA, E., ZIELINSKA, M., BARBIN, A., GACKOWSKI, D., KOWALEWSK], J.,
OLINSKL R., TUDEK, B.

DNA adducts and repair capacity in lung cancer.

Ibid.: s.61

TOWPIK, J., JAKUBIEC, M., BOGUTA, M.

Molecular analysis of the yeast mitochondrial translation termination factor Mrfl.

Progress in Molecular Biology. 29" Annual Conference of the Jagiellonian University,
Institute of Molecular Biology and Biotechnology, Centre of Excellence in Molecular
Biotechnology BIER, Jointly with International Workshop of Ph.D. Students, Krakéw, June

7-9, 2002

TOWPIK, J., JAKUBIEC, M., BOGUTA, M.
Molecular analysis of mutants in the yeast gene encoding mitochondrial release factor, m-

RF1
Translation Control: Cold Spring Harbour, USA 10-15 Wrze$nia 2002, s.338

ADAMCZYK, M., JONCZYK, M., THOMAS, C.M., JAGURA-BURDZY, G.

A role for kfrd, upf54.8 and upf54.4 in stable maintenance of IncP-1 plasmids.
Plasmid Biology 2002. An International Symposium June 22-28, 2002 Pittsburgh, PA USA

s.68
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1779/A

1780/A

1781/A

1782/A

1783/A

BARTOSIK, A., JONCZYK, M., ANDRES, M., LASOCKI, K., THOMAS, C.M.

JAGURA-BURDZY, G.
Common features of plasmid and chromosomal members of ParB family.

Ibid.: 5.60

LASOCKI K., BARTOSIK, A., THOMAS, C.M., JAGURA-BURDZY, G.

Molecular characterization of ParA of Pseudomonas aeruginosa.

Abstracts of papers presented at the 2002 meeting on Molecular Genetics of Bacteria &
Phages. August 20-August 25, 2002. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,

New York )

GOLEBIEWSKI, M., KULINSKA, A., MIERZEJEWSKA, J., KERN-ZDANOWICZ, I,

JAGURA-BURDZY, G., CEGLOWSKI, P.
Complete nucleotide sequence and characterization of replication and stable maintenance

functions of a highly disseminating plasmid encoding the CTX-M-3 B-lactamase.
Plasmid Biology 2002. An International Symposium June 22-28, 2002 Pittsburgh, PA USA

$:35-36

KRAWIEC, K., KIERDASZUK, B., KALINICHENKO, E.N., MIKHAILOPULO, L.A.,
ERIKSSON, S., MUNCH-PETERSEN, B., SHUGAR, D.
Adenosine-2’(3’)-deoxy-3’(2°)-triphosphates, and related analogues, as phosphate donors for
all four human; and the multifunctional Drosophila, 2’-deoxynucleoside kinases.

XV International Round Table “Nucleosides, Nucleotidesmand Nucleic Acids”.

10-14 September 2002 Leuven, Belgium

Program and Abstracts P-306

LOBOCKA, M., RUSIN, M., BUGAJSKA, O., DOBRUK, A., JANOWICZ, A,

SAMOJEDNY, A.
Complete nucleotide sequence of bacteriophage P7, a relative of P1, isolated from human

fecal flora.
The World of Microbes. Paris, 27" July to 1° August 2002 Le Palais des Congrés de Paris,

XlIth International Congress of Virology.
International Union of Microbiological Societies World Congresses.

Final Programme V-253.
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48/M

49/M

50/M

51/M

52/M

54/M

55/M

56/M

57/M

58/M

59/M

MISCELLANEUS

ZAREBSKA, Z.
Immunologiczne aspekty fototerapii.
Post. Hig. Med. Dosw. (2002) 56 139-153

ALEKSANDRZAK-PIEKARCZYK, T., BARDOWSKI, J.
Biotechnologiczna rola bakterii mlekowych.

Bioskop (2002) 1 11-13

ZAREBSKA, Z.
Book review .
Acta Biochim.Polon. (2002) 49 551

SHUGAR, D.
Preface.
Pharmacol. Ther. (2002) 93 77

SHUGAR, D. (Ed. of Symp.)

Inhibitors of Protein Kinases.

Proceedings of the 2™ International Conference on Inhibitors of Protein Kinases, Warsaw,
Poland, September 9-15, 2001

Pharmacol. Ther. (2002) 93, Special Issue

SHUGAR, D.
Preface.
Biochim. Biophys. Acta (2000) 1587 vii, Special Issue

PALUCHA, A.
Wirusy roslinne jako wektory do wyrazania obcych genow.
Biotechnologia (2002) 56 105-112

- JAKUBIEC, M., BOGUTA, M.

Prion [PS7] 1 jego wplyw na terminacje translacji u drozdzy Saccharomyces cerevisiae.
Post. Bioch. (2002) 48 175-181

KOTER, M., HENNIG, J.

" Wyciszanie ekspresji gen6w i nowe narzedzia biologii molekularnej roslin.

Ibid.: 182-188

1. OBOCKA, M.

Liniowe plazmidy bakteryjne.
Kosmos (2002) 256 283-296

ZIELENKIEWICZ, U., CEGLOWSKI, P.

- Mechnizmy stabilnego dziedziczenia plazmidéw.

Ibid.: 297-304
LOBOCKA, M., BUGAJSKA, O., DOBRUK, A.

Partycja niskokopiowych plazmidéw.
Ibid.: 305-318
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60/M  JAGURA-BURDZY, G.
Rola regulacji ekspresji genéw w stabilnosci plazmidéw.

Ibid.: 319-330

61/M  TROJANEK, J.
Zwierzece kinazy tyrozynowe.
Post. Bioch. (2002) 48 66-73

62/M  KLIMECKA, M., TROJANEK, I, MU SZYNSKA, G.
Roslinne kinazy biatkowe fosforylujace tyrozyne.
Ibid.: 74-80

63/M  CHELSTOWSKA, J., MROCZEK. K., NIEBUDEK, D., MALECKA-IDZIKOWSKA, A.,

BARTNIK, E., NIZANKOWSKA, M.H., SASIADEK, M. ‘
Badania kliniczne neuropatii wzrokowej Lebera u pacjentéw z taka sama mutacja genowa,.

Przegl. Lek. (2002) 59 777-779
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TYTULY ROZPRAW HABILITACYJNYCH

247/N  WIDLAK, P.
Wiasciwosci 1 mechanizm dziatania biatka DFF40/CAD, endonukleazy aktywowanej w

procesie apoptozy. (Features and functions of the DFF40/CAD protein, an endonuclease
activated during apoptosis).

Presented November 27, 2001

Publ.: Post.Bioch. (1998) 44 252-254; Post.Biol.Kom. (2000) 27 583-597; Acta
Bioch.Polon. (2000) 47 1037-1044; Proc.Natl.Acad.Sci. (1998) 95 8461-8466;
J.Biol.Chem. (1999) 274 13836-13840; J.Biol.Chem. (2000) 275 8226-8232; Cell.
Mol.Biol.Lett. (2000) 5§ 373-379; Mol.Cell.Biochem. (2001) 218 125-130

248/N  HEMMINGS-MIESZCZAK, M.
Rola struktury mRNA w inicjacji translacji u eukariontéw. (The role of mRNA structure in

eukaryotic translation initiation).

Presented October 9, 2001
Publ.: J.Biol.Chem. (1995) 270 21374-21381; J.Mol.BiolL (1997) 267 1075-1088: RNA

(1998)4 101-111; RNA (1999) 5 1149-1157; Mol.Cell.Biol. (2000) 20 6212-6223;
J.Virol. (2000) 74 _2067-2072
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250/N

251/N

252/N

253/N

254/N

255/N

TYTULY PRAC DOKTORSKICH

GRABINSKA, K.
Genetic and biochemical characterization of dolichol biosynthesis in yeast Saccharomyces

cerevisiae . (Biochemiczna i genetyczna charakterystyka biosyntezy dolicholu u drozdzy

Saccharomyces cerevisiae)

Presented February 26, 2002
Research done in the Laboratory of Fungal Glycobiology, IBB PAS and Laboratoire de

Génétique de la Levure Université de Poitiers, France

FIKUS, M.
Ekspresja genu DIN7 Saccharomyces cerevisiae a stabilnosé mitochondrialnego DNA.

(Expression of the DIN7 gene of Saccharomyces cerevisiae and the stability of mitochondrial
BNA).

Presented March 5, 2002

Research done in the Laboratory of Mutagenesis and DNA Repair IBB PAS

SMACZYNSKA-de ROOIJ, 1.
Saccharomyces cerevisiae mutants altered in the expression of peroxisomal proteins;

isolation and characterization. (Mutanty S.cerevisiae zmienione w ekspresji genow
kodujacych biatka peroksysomalne; izolacja i charakterystyka).

Presented March 5, 2002
Research done in the Department of Genetics IBB PAS

SWIGUT, T.
Mechanisms for downregulation of cell surface proteins by Nef. (Mechanizm regulacji

zmniejszenia komérkowych biatek nawierzchniowych przez biatko Nef).

Presented April 16, 2002
Research done in the Cold Spring Harbor Laboratory

LIPECKA, J.
Regulation and expression of a voltage — dependent CIC-2 chloride channel in cells and

tissues. (Regulacja i ekspresja zaleznego od napiecia kanatu chlorkowego CIC-2 w
komérkach i tkankach).

Presented April 26, 2002

Research done in the Universite Rene Descartes — Paris V et Academie des Sciences -

Varsovi

KRYSIAK, C.
Genotoksyczno$¢ wolframu w warunkach biolistycznej transformacji roslin.

(Tungsten genotoxicity under conditions of biolistic transformation of plants)

Presented June 11; 2002
Research done in the Department of Plant Biochemistry IBB PAS

ZDANOWSKI K.
Wihasciwosci struktur inicjujacych zwijanie bialek. (Properties of structures that initiate

protein folding).
Presented June 11, 2002
Research done in the Department of Biophysics IBB PAS
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257/N

258/N

259/N

260/N

261/N

262/N

263/N

SITKIEWICZ, 1.

The regulatory gene omega of plasmid pSM19035. (Gen regulatorowy omega plazmidu
pSM19035).

Presented July 3, 2002

Research done in the Department of Microbial Biochemistry IBB PAS

BYKOWSKI, T.

The mechanism controlling expression of genes involved in organosulfur assimilation in
Escherichia coli. (Mechanizm kontrolujacy ekspresje genéw odpowiedzialnych za asymilacje
organicznych zwiazkow siarki u E.coli)

Presented July 3, 2002

Research done in the Department of Microbial Biochemistry IBB PAS

KACPRZAK, M.

Structure and regulation of methionine synthase encoding gene from Aspergillus
nidulans.(Struktura i regulacja genu kodujacego syntaze metioninowa u Aspergillus
nidulans).

Presented July 3, 2002

Research done in the Department of Genetics, IBB PAS

MACIEJEWSKA, A.

Badanie wiasciwosci kodujacych-izoguaniny i 2-chloroadeniny. (Studies on base pairing of
isoguanine and 2-chloroadenine).

Presented October 8, 2002

Research done in the Department of Molecular Biology IBB PAS

NOWOSIELSKA, A.
Mutageneza zwiazana z glodzeniem aminokwasowym w komoérkach Escherichia coli.

(Mutagenesis connected with amino acid starvation in Escherichia coli)

Presented October 15, 2002
Research done in the Department of Molecular Biology IBB PAS

LIWOSZ, A. ‘
Functional interdependence of plant protein kinases and phosphatases in stress signal

transduction.

(Funkcjonalna zalezno$¢ kinaz i fosfataz bialkowych w przesylaniu sygnahu stresu w
roslinach).

Presented November 5, 2002

Research done in the Department of Plant Biochemistry IBB PAS and Institute of

Microbiology and Genetics, University of Vienna, Austria

GAJEWSKA, B.
Role of WW domains in functioning of ubiquitin ligases: yeast Rsp5p and human hNedd4.

(Funkcjonowanie domen WW ligaz ubikwitynowych drozdzowej Rsp5p I ludzkiej hNedd4).

Presented November 5, 2002
Research done in the Department of Genetics IBB PAS

KACZANOWSKI, Sz.
Design algorithm and bioinformatic analysis of sequences encoding specified protein

structures.(Metoda projektowania i analiza bioinformatyczna sekwencji realizujacych
okreslone struktury przestrzenne biatek).

Presented November 26, 2002
Research done in the Department of Bioinformatics IBB PAS
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265/N

266/N

267/N

268/N

269/N

270/N

TYTULY PRAC MAGISTERSKICH

MIERZEJEWSKA, J.

Analiza funkcjonalna wybranych regionéw plazmidu CTX-M3. (Functional analysis of
chosen regions of CTX-M3 plasmid).

Presented June 19, 2002

Research done in the Institute of Microbiology UW and the Department of Microbial

Biochemistry IBB PAS

STANCO, K.
Badanie efektu mutacji w DNA kodujacym domeny funkcjonalne ludzkiego biatka supV3L1

w systemie hodowli komérkowych. (The examination of the effect of mutations in DNA
coding functional domains of human protein supV3L1 in cell culture system).

Presented June 24, 2002

Research done in the Department of Genetics UW

PAWLAK, S.
Heterologiczna ekspresja i oczyszczanie produktéw ludzkich gendéw SUPV3LI i XIP.

Préba wykazania ich wzajemnych oddzialywan in vitro. (Heterological expresion and
purification of products of human genes SUPV3LI and XIP).

Presented June 24, 2002

Research done in the Department of Genetics UW

HOSER, R.

Analiza oddzialywania degradosomu mitochondrialnego z rybosomem u drozdzy
Saccharomyces cerevisiae. (The analysis of the interaction between mitochondrial
degradosome and ribosome in the yeast Saccharomyces cerevisiae).

Presented June 27, 2002

Research done in the Department of Genetics UW

KRAJEWSKA, K.

Badanie oddzialywan ro$linnej fosfatazy biatkowej typu 2A z tubulina. (Interaction of plant
protein phosphatase 2A with tubulin).

Presented June 28, 2002 -

Research done in the Agricultural University of Warsaw and the Laboratory Phosphorylation

of Plant Proteins IBB PAS

PILSYK, S. .
Klonowanie i charakterystyka gen6w komplementujacych mutacje METSI u Aspergillus

nidulans. (Cloning and characterization of genes complementing METS1
mutation in Aspergillus nidulans).

Presented July 5, 2002.
Research done in the Department of Genetics IBB PAS

WIESYK, A.
Transgeniczne roéliny ziemniaka niosace niepeing kopie genomu wiroida wrzecionowatosci

bulw ziemniaka (PSTVd). (Transgenic potato plants carrying truncated cDNA copy of potato

spindle tuber viroid genome).

Presented July 10, 2002
Research done in the Plant Molecular Biology Laboratory UW and the Department of

Protein Biosynthesis IBB PAS
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272/N

273/N

274/N

275/N

276/N

277/N

PEKALA, L. -
Udziat kinaz SnRK2b w przesylaniu sygnatu stresu osmotycznego. (Involvement of
SnRK2b kinases in the osmotic stress signal transduction pathway).

Presented July 12, 2002

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

Plant Biochemistry IBB PAS

OLKOWSKL R.
Charakterystyka szczepdw z mutacja w genie PANI, kodujacym biatko cytoszkieletu

aktynowego u drzdzy Saccharomyces cerevisiae. (Characterization of strains with mutation
in PANI gene encoding a protein of actin cytoskeleton in yeast Saccharomyces cerevisiae).
Presented July 23, 2002

Research done in the Department of Genetics IBB PAS

OLEWIECK], L.

Badanie i charakterystyka genow struktury kodujacych enzymy odpowiedzialne za
biosyntezg cysteiny u 4.nidulans. (Analysis and characterization of structural genes coding
enzymes responsible for cysteine biosynthesis in Aspergillus nidulans).

Presented July 23, 2002

Research done in the Department of Genetics IBB PAS

KOZBIAL, M.
Konstrukcja i analiza roslin Arabidopsis thaliana o obnizonym poziomie transkrypcji genu

AtSWI3B.(Construction and analysis of Arabidopsis thaliana plants with a reduced level of

AtSW13B expression).
Presented July 17, 2002
Resarch done in the Plant Molecular Biology Laboratory UW

LESTUK, J.
Badania funkcjonalne mutantéw Lactococcus lactis 11.1403 zaburzonych w metabolizmie

laktozy indukowanym celobioza. (Functional studies on Lactococcus lactis mutants impaired
in cellobiose — induced metabolism of lactose).

Presented September 16, 2002
Research done in the Faculty of Biology and Earth Sciences, The Maria Curie-Sklodowska

Memorial University, Lublin and the Department of Microbial Biochemistry IBB PAS

ANDRES, M.
Fluktuacje stezenia wewnatrzkomérkowego ParBp , a cykl zyciowy Pseudomonas
aeruginosa. (Fluctuations of internal ParBp , concentrations during Pseudomonas

aeruginosa).
Presented September 16, 2002 _
Research done in the Faculty of Biology and Earth Sciences, The Maria Curie-Sktodowska

Memorial University, Lublin and the Department of Microbial Biochemistry IBB PAS

LEGAT, M.
Apoptoza limfocytow ludzkich indukowana PUVA (psoralen+UVA) oraz egzogennym

kwasem arachidonowym. (Human lymphocytes apoptosis PUVA (psoralentUVA) — and
arachidonic acid-induced).

Presented September 17, 2002
Research done in the Faculty of Pharmacy Medical University and the Department of

Molecular Biology IBB PAS
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279/N

280/N

281/N

282/N

KRYSA, W.
Identyfikacja i charakterystyka bakteriofagéw wirulentnych wobec bakterii z rodzaju
Lactococcus. (Identification and characterization of virulent lactococcal bacteriophages).

Presented September 26, 2002
Research done in the Faculty of Biology UW and the Department of Microbial

Biochemistry IBB PAS

SOSINSKA, G.
Wykorzystanie drozdzy Saccharomyces cerevisiae do badania ekspresji genéw kodujacych

cis-prenyltransferaze oraz klonowania genu z Aspergillus niger. (Yeast Saccharomyces .
cerevisiae as a model system to study cis-prenyltransferase).

Presented October 9, 2002

Research done in the Agricultural University of Warsaw and the Fungal Glycobiology

Laboratory IBB PAS

SOBCZAK, A.
Analiza domeny receptorowej Pex5p oddziatujacej z oksydaza acylo-CoA w drozdzach

Saccharomyces cerevisiae. (The analysis of Pex5p receptor domain interacting with the acyl-
CoA oxidase in yeast Saccharomyces cerevisiae).

Presented October 28, 2002

Research done in the Faculty of Pharmacy Medical University and the Department of

Genetics IBB PAS

KALISZEWSKI, P.

Badanie mechanizmu supresji mutacji 7sp5 w genie kodujacym ligaze ubikwitynowa przez
nadekspresje genu PISI kodujacego syntaze fosfatydyloinozytolu u drozdzy Saccharomyces
cerevisiae. (Studies on the mechnism of suppression of rsp5 mutation in gene encoding
ubiquitin ligase by overexpression of PIS/ gene encoding phosphatidilinositol synthase in

yeast Saccharomyces cerevisiae).

Presented December 16, 2002 '
Research done in the Department of Genetics IBB PAS and Faculty of Pharmacy Medical

University

"BIENKA, J. -

Synteza i sekrecja biatka JHBP z komérek drozdzy Pichia pastoris. (Synthesis and secretion

of JHBP in Pichia pastoris cells).

Presented December 12, 2002 , _
Research done in the Agricultural University of Warsaw and the Department of Protein

Biosynthesis IBB PAS

TRUCHANOWICZ, J.
Synteza i sekrecja biatka receptora ekdysteroidowego (EcR) przez komérki drozdzy

Pichia pastoris. (Synthesis and secretion of EcR protein in Pichia pastoris cells).

Presented December 12, 2002 _
Research done in the Agricultural University of Warsaw and the Department of Protein

Biosynthesis IBB PAS
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285/N

286/N

287/N

288/N

289/N

ZIELINSKA, M.

DNA -glikozylazy: 1,N° -etenoadeniny, 3, N*-etenocytozyny i 8-hydroksyguaniny jako
narzedzie do oceny roli stresu oksydacyjnego i peroksydacji lipidow w rozwoju nowotworow
phuc cztowieka zwiazanych z paleniem tytoniu. (1, N°-ethenoadenine, 3,N*-ethenocytosine
and 8-hydroxyguanine DNA glycosylases as tools in assessment of the role of oxidative
stress and lipid peroxidation in development of lung cancer related to tobacco smoking).
Presented July 9, 2002

Research done in the Faculty of Biology UW and the Department of Molecular Biology IBB
PAS

ORLOWSKI, J.

Charakterystyka zmian biochemicznych i morfologicznych towarzyszacych nadekspresji
drozdzowego genu syntazy dolichylofosfomannozy (DPM1) w Trichoderma reesei.
(Morphological and biochemical characterization of Trichoderma reesei strain modified by
overexpresion of the S.cerevisicze DPMI gene).

Presented June 13, 2002

Research done in the Fungal Glycobiology Laboratory IBB PAS -

ZBIEC, R.

Analiza mutacji i uszkodzen DNA w szczepach Escherichia coli hemH (Mutations of DNA
lesions analysis in Escherichia coli hemH strains).

Presented July 23, 2002

Research done in the Agricultural University of Warsaw and the Department of Molecular

Biology IBB PAS

PACHUCA, M.

Charakterystyka molekularna supresoréw mutacji w genie MRFI kodujacym
mitochondrialny czynnik terminacji translacji. (Molecular analysis of suppressors of the mrf7
mutations in the gene encoding mitochondrial release factor).

Presented july 4, 2002

Research done in the Department of Genetics IBB PAS

GRUDZIEN, E.

Synteza potaczen analogéw kapu z peptydem przenoszacym przez blony komérkowe —
reakcje modelowe. (Synthesis of cap analogs conjugates with a membrane permeable
peptide-model reactions).

Presented September 3, 2002

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

uw

KUTNER, I.A.

Otrzymywanie polipeptydowych substratéw do chemoselektywnego skladania
fosforylowanego biatka 4E-BP1 — waznego inhibitora procesu inicjacji translacji.
(Synthesis of polypeptide fragments for chemoselective ligation of selectively
phosphorylated 4E-BP1 — an important translation initiation inhibitor).

Presented June 24, 2002

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

Uw
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291/N

292/N

293/N

294/N

MALC, E.
Funkcjonalna analiza promotora genu agad. Rola obszaréw TC bogatych u Aspergillus

nidulans. (Functional analysis of the Aspergillus nidulans agaAd gene promoter. Function of

the TC-reach regions).
Presented June 27, 2002
Research done in the Department of Genetics UW

JASZCZUR, M.M.
Ekspresja genéw fuzyjnych arcA Aspergillus nidulans w uktadzie heterologicznym.

( Expression of the Aspergillus nidulans arcA fusion genes in heterogous system).

Presented July 24, 2002
Research done in the Department of Genetics UW

SEKULA, S.

Badanie wptywu poliamin na katabolizm argininy u Aspergillus nidulans. Konstrukcja
wektoréw zawierajacych gen agad o zmutowanym potencjalnym miejscu wiazania poliamin.
(Analysis of the polyamine influence on arginine catabolism in Aspergillus nidulans.
Construction of the vectors with mutated putative polyamines binding sites in the agad gene
promoter).

Presented June 24, 2002

Research done in the Department of Genetics UW

TOMECK]I, R.
Lokalizacja miejsca wigzania aktywatora ARCA w promotorze genu ofad Aspergillus

nidulans — wptyw delecji w regionie AnUAS,,, na funkcjonowanie tego biatka in vivo.
(Localization of ARCA activator binding site in Aspergillus nidulans otad gene promoter.
The influence of deletions in AnUAS,,, region on ARCA function in vivo).

Presened March 21, 2002

Research done in the Department of Genetics UW

PYSZNIEWSKI, K.

Regulacja katabolizmu argininy u Aspergillus nidulans. 1.Préba klonowania genu
Anid. 2.1dentyfikacja sekwencji istotnych dla indukcji genu ofad przez arginine.
(Regulation of arginine catabolism in Aspergillus nidulans. 1.An attemp to clone the
Anid gene. 2 Identification of sequences essential for induction of the ofad gene by

arginine). '
Presented March 21, 2002
Research done in the Department of Genetics UW
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o dziatalnosci IBB PAN
za 2002 rok

opracowane zgodnie z zasadami
okreslonymi decyzjg Prezesa PAN






Informacje o dziatalnosci placéwki PAN w 2002 r.

. Podstawowe dane:
1.

Nazwa kod poczt.

Dyrektor

Przewodniczacy Rady Naukowej

1.3.|Uprawiane dyscypliny

Nastepna strona
Ostatnia strona
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Strona poczatkowa
Poprzednia strona

. Aktywnos¢ naukowa
I1.4. Ksztalcenie (rozwéj) kadr naukowych
11.4.1.

Uzyskane tytuly i stopnie naukowe pracownikow placéwki w roku sprawozdawczym

profesora (nadany przez Prezydenta RP)

Imig 1

Imig 2

Nazwisko

doktora habilitowanego

Imi

doktora

fmie 1 vl»mis: 2

tytuly prac doktorskich i habilitacyjnych

4.2, Tytuly i stopynie naukowe nadane przez placéwke w roku sprawozdawczym innym pracownikom niz wlasnym
dok habili dokt
1.4.3.  Wnioski o nadanie tytutow naukowych i stopni naukowych pracownikom naukowym nie zatrudnionym w placéwee -
przygotowane przez rade naukowi placowki i
liczba wnioskow |
l.4.4. Studia doktoranckie
liczba w tym: przyjeci w roku sprawozdawczym liczba uczestnikow studium | wtym: przyznanych przez
uczestnikow pobierajacych stypendia placowke PAN prowadzacg
ogdtem ogdlem Studium
11.4.5. Promotorstwo prac doktorskich zrealizowane przez pracownikéw placowki
liczbowo ;
1.4.6.

Uczestnicy studiéw podyplomowych
liczhba uczestniko

1I1.14




.47,

1.4.8.

Uczestnicy innych form ksztatcenia (magistranci, praktykanci, stazysci)
- 2 wyszczegdlnieniem poszczegolnych form ksztalcenia

Ogolem

liczba

w lym, przyjeci w roku sprawozdawczym:

forma ksztalcenia

magistranci

praktykanci

stazysci

inni

prace magisterskie
w placéwkach PAN

Opieka nad studentami
liczba studentow odbywajacych
praktyki ogdtem

ogodlemn

[ wuczelniach macierzystych |

Nastepna strona

Ostatnia strona

III.15



Strona poczatkowa

Poprzednia strona

Il.  Aktywno$¢ naukowa
li.4. Ksztalcenie (rozwoj) kadr naukowych

1.4.1.

Uzyskane tytuly i stopnie naukowe pracownikéw placowki w roku sprawozdawczym

profesora (nadany przez Prezydenta RP)

Imie 1

Imig 2

Nazwisko

doktora habilitowanego -

Nazwisko

tytuly prac doktorskich i habilitacyjnych

doktora

Imig 1 Imig 2

Nazwisko

tyluly prac doktorskich i habilitacyjnych

4.2, Tytuty i stopnie naukowe nadane przez placéwke w roku sprawozdawczym innym pracownikom niz witasnym
[ doktora habil doktora |
.4.3. Wnioski o nadanie tytutléw naukowych i stopni naukowych pracownikom naukowym nie zatrudnionym w placéwce -
przygotowane przez rade naukowa placéwki i
liczba wnioskéw I
1.4.4. Studia doktoranckie
liczba w tym: przyjeci w roku sprawozdawczym liczba uczestnikéw studium | wtym: przyznanych pizez
uczestnikow pobierajacych stypendia placowke PAN prowadzgcg
ogdiem ogotem Studium
1.4.5. Promotorstwo prac doktorskich zrealizowane przez pracownikéw placéwki
| liczbowo :
1.4.6. Uczestnicy studiéw podyplomowych
I

iczba uczestnikéw ogodtem

w tym, przyjeci w roku sprawozdawczym ]

I1.16




Ogodtem

I14.7.  Uczestnicy innych form ksztatcenia (magistranci, praktykanci, stazysci)
- z wyszczegélnieniem poszczegdlnych form ksztalcenia
w tym, przyjeci w roku sprawozdawczym:
forma ksztalcenia
magistranci
praktykanci
stazyéci
inni

liczba
1

prace magisterskie
w placowkach PAN

Opieka nad studentami
liczba studentéw odbywajacych

praktyki ogotem

11.4.8.
| wuczelniach macierzystych |
8|

ogdlem

Nastepna strona

Ostatnia strona

.17
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Strona poczatkowa
Poprzednia strona

Aktywnosé naukowa placéwki

. 7. Wspdlpraca haukowa z zagranicg:

1. _7.1. Kontakty zagraniczne placoéwki w roku sprawozdawczym -wg krajéw:

Kraje

a)do 1 m-ca

Okres pobytu:

b} ponad 1 m-c

Wymiana osobowa wg celu pobytu (w osobach)

zfego:

Qgdétem szkoleniowe |

badawcze konferencje X ;
organizacyjne

Przyj. Wy;j. Przyi. | Wyj. Przyj. | Wy

ogétem | a) 05132 1 6
| b) 2
K . a}
Biatorus By
. a)
Bulgaria by
Czeska a)
Republika b)
Chinska a)
Republika b}
. . a)
Finlandia b)
. a)
Indie b
Federacja a)
Rosyjska b)
5 a)
Japonia b
Kolumbia 2
b)
Konfederacja al
Szwajcarska bj
i . a)
Krélestwo Belgii b)
. . a
Krolestwo Danii } b;
Krélestwo a)
Hiszpanii b}
Krolestwo a)
Niderlandéw bl
Krolestwo a)
Norwegii b)
Krélestwo a)
Szwedji b)
Panstwo Izrael 2‘:
Republiika a)
Federalna b)
Republika a)
Slowacka b)
Republika Austrii :;
Republika a)
Francuska b)
Hepuliila
Francuska - 2
Centrum Polsko- )
Francuskie
Biotechnologii b)
Republika Grecji 2
Republika Gruzji ;;
Republika a)
Portugalii b)
Republika Turcji z;
Republika a)
Wegierska b}
Republika a)
Wioska b)
Stany a)
Zjednoczone b)
. a)
Ukraina )
. . a)
Wielka Brytania B

. 7.2. Porozumienia zawarte przez placéwke:

kraj

partner nazwa dokumentu okres obowigzywania




II. 7.3. Zagraniczne instytucje naukowe, z ktérymi placéwka wspélpracuje bez zawartego porozumienia. Wymienié¢

nazwy (max 5) tych spo$rod nich, kontakty z ktérymi placéwka uwaza za najbardziej celowe.
liczba ogétem |47

Kraj Kod poczt. Miasto Ulica nr tel. 1 [ tel.2 Fax e-mail

. 7.4. Stypendia zagraniczne

liczba 0sdb Taczny okres

kraj instytucja przyjmujaca Hobytu

Il. 7.5. Tematy realizowane we wspélpracy z zagranica:
liczba tematow [: Hiiig3]

Il. 7.6.- Uzyskane rezultaty wspétpracy:
np.: wspélne publikacie, patenty, nowe metody badawcze i technologie

nI1.21



. 7.7. Prezentacja wynikéw prac naukowych, wtym: na konferencjach i zjazdach naukowych,
a. Wyktady i referaty wygtoszone na konferencjach - na zaproszenie instytucji naukowych za zagranicg (m.in.
typu: visiting fellow, visting scholar, invited speaker):
autor
tytut Imie 1 Imie 2 Nazwisko

temat nazwa zjazdu lub konferencji

b. Wyktady i referaty wygloszone za granicg - na zaproszenie instytucji naukowych - nie bedace referatami czy
wykladami w trakcie konferencii ani dziatalno$cia dydaktyczna:

autor

tylut Imiz 1 Imi

3 temat kraj

1. 7.8. Inne lub uzupeiniajace informacje dot. wydarzen i osiggnie¢ wynikajacych z realizowanej przez placéwke
wspélpracy naukowej !

1I1.22

Nastepna strona
Ostatnia strona
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Strona poczatkowa
Pourzednia strona

II. Aktywno$¢ naukowa placéwki
I. 10. Udziat placéwki w organizacji krajowego 2ycia naukowego:
Il. 10.1. Konferencje zorganizowane lub wspétorganizowane przez placéwke w kraju:

nazwa/tytut konferencii miejsce (miasto) termin

- 10.2. Wyktady i referaty prowadzone na zaproszenie instytucii naukowych w kraju

nazwaltyiut wylkdadu/referatu miejsce (miasto) termin

1. 10.3. Inne formy aktywnosci w 2yciu naukowym kraju: udziat pracownikéw naukowych w pracach
komitetow programowych konferencjiizjazdéw, przewodniczenie sesjom; przygotowywanie opinii,
recenzii, udziat w konsultacjach - krétki opis (3) wydarzen.

Naste[:na strona
Ostatnia strona

II1.25
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Strona poczatkowa

Poprzednia strona

Il. Aktywnos$é naukowa placowki
I1. 12. Dziatalnosé zaplecza naukowego o charakterze ogéInosrodowiskowym, w tym:

Il. 12.1. Biblioteki, z tego:

komputerowe katalogi biblioteczne komputerowe bazy danych
1 Webpal RIZO

bibliograficzne bazy danych z podzialem na abstraktowe petne teksty

- zasoby
| liczba nabytkéw

udostepnianie zbioréw
liczba korzystajacych
est jednastka: odp

Il. 12.2. Muzea, wystawy, kolekcje specjalistyczne i eksponaty, banki zasobow genetycznych, inne

- eksponaty, kolekcje:
rod

bytkéw

- udostgpnianie zbioréw kolekcji i zasobdw:
d 'zgda’ i ust pe 'alj_s h

Il. 12. 3. Laboratoria, stacje diagnostyczne, obserwatoria, prace terapeutyczne, itp.:
- Uuslugii$wiadczenia (pomiary, dziatalno$¢ diagnostyczna, prace obserwacyjne, itp.):
rodzaj zadan i $wiadczend

11127



uzyskane akredytacje laboratorium za spetnienie wymagan normy miedzynarodowej lub
europejskiej

Nastepna strona
Ostatnia strona
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Strona poczatkowa
Poprzednia strona

Il. Aktywnosé naukowa placowki
II. 13. Nagrody, wyréznienia naukowe uzyskane przez pracownikéw PAN w roku sprawozdawezym

nazwa / rodzaj nagrody za co przyznane

II1.29



Nastepna strona
Ostatnia strona
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Strona poczatkowa

Poprzednia strona

lll. Zatrudnienie

lIL.1. Zatrudnienie stanowe(na 31.12. roku sprawozdawczego)
(w gtéwnym miejscu pracy)

, wtym:

ll.1.1. Pracownicy naukowirazem, z tego z tytutem:
W tym:

Razem Profesora w tym:

tonk PAN

docenta adiunkta | asystenta

111.1.2. Pracownicy biblioteczni

ll.1.3. Pracownicy inz., techniczni organ.-ekonom. admin.i obslugi

lil.1.4. Pracownicy zatr. na st. robot. i prac. zatrudn.
przy pilnowaniu

.2, Zatrudnienie $rednioroczne przeliczeniu na peine etaty - ogdtem
w tym naukowych | 09

Ostatnia strona

II1.31
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