Inf ormacja o programie badawczymZespotuFizyki Biologicznej

1. Zespt Fizyki BiologicznejSL-1.5 zostatpowotary deg/zja dyrektoralF PAN prof. Jacka

Kossutaz dnia 15 stycznia2004r. w érodcwiskowym LaboratoriumSL-1 — Badah Rentgenws-

kich i Elektronomikroskpowych kierovarym przez doc. Krystyne tawniczak-Jabtaska

Kierownikiem Zespotujestprof. Marek Cieplak.Badanianaulowe Zespotubeda miaty charakter
interdysgplinarny a pod wzgledem metod prag/ — doSwiadczalno-teoretycyn W Zespoleza-

trudniorych jest czworo doSwiadczalnikw [dr TomaszKobiela(chemik),dr Anna Niedzwiecka
(biofizyczka), dr Andrzej Sienkievicz (fizyk) i doc. Ewa Sobczak(fizyczka, zatrudnionana

pol etatu)] oraz dwoje teoretylow [prof. Marek Cieplaki mgr JoannaKwiecinska]. Celove

wydajesiebyt zatrudnienieébiologaw Zespole.Informacjeo Zespolemoznaznale&t podadresem
info.ifpan.edu.pl/SL-1/sI15.

2. Podstavowymi domenamidziatalndci Zespotubeda

a) Badaniestruktury dynamikiorazzmiankonformacjibiatek.

b) Analizaproce$w mechanicznejnanipulacjimolekutamibiatek.

c) Badanie proce$w zachodzaych na granicach warstw lipidowych — modeli bton
komorkowych.

d) AnalizawlaSciwoscifizycznych komorki w obecngci stresuutleniajacego.

W dalszejperspektywie:
e) Modelovaniebiatekmotoryczrychi zrozumienianechanizrow ruchukomorek.
f) Badanieuktadow oddziatujacych ze sobabiateki inneaspektyproteomiki.

Wszystkiete tematynaleza do gtownych nurtow badan podstavowych wspdtczesnepiofizyki i
biologii a jednoczéniemajaaspektyaplikag/jne. Na przyktad, badaniavarstwlipidowych beda
provadzonepod katem zrozumieniai projektovania sposoldw transportulekbw i innych sub-
stancjiaktywrnych przezbarierekrew-mbzgorazprzezbtony kombrkowe w terapiiprzeciwnavot-
worowej, czy dostarczaniantybiotykow do wnetrzakomorekbakteryjrych.

3. Badanieproce®w kinetyki zwijaniasie biatek (punkt2a)

BadaniadoSwiadczalnenad biatkami skupiasie nad zrozumienienmkinetyki zwijania, innych
zmiankonformagjnych, warunkow agregacji chemicznejub ciSnieniavej biatek takich jak: cy-
tochrom C (biatko tahcuchaoddechavego), lizozym T4L (enzymtnacy Sciary komorek bak-
teryjnych), karboksypeptydazgenzym trawiacy konce biatek), troponina(biatko mieSniowve),
S100A1 (biatko wiazece wapn), oraz trzy biatka regulujace dojrzevanie, aktywndat i zanik
informag/jnego kwasu mRNA, ktérego metabolizmkontroluje cykl zyciony komorki. Sato
elF4E (biatko inicjujace translacjiew komérkach organizmow wyzszych),i niedavno odkryte



CBC (jadrowy heterolomplekszwiazary ze splicingiemi transportemmRNA z jadra do cyto-
plazmy), PARN (enzymtnacy tahcuchpolyA mRNA). Wybor tych biatek wynika z kilku czyn-
nikow: waznejroli w funkcjonovaniuzywychkomoérek,dostgnadscidlabadan planovarychprzez
Zespt, orazroli w tworzeniumodeliteoretyczych. Ekspresja wyizolowaniebiatekorazich mu-
tanw, jak rowniez oznalowanie wybrarnych aminokwasow znacznikamispinovymi i lumines-
cengjnymi wymagawspdtprag/ z innymi osrodkami. Bedato ZaktadBiofizyki UW, kierowary
przezprof. RyszardaStolarskigo, grupaprof. AndrzejaBierzynhskiego w Instytucie Biochemii
i Biofizyki PAN orazgrupaprof. PeteraFajeraz Florida StateUniversity w TallahasseelJSA.
Zest nawiazat tez wspdtpracez grupaprof. MariuszaJasklskiegoi doc. Michata Sikorskiego
w InstytucieChemiiBioorganicznefPAN w Poznaniu.

Badaniaopisanepowyzej dotyczakinetyki pojedyhczych molekut biatkowych. Nastgnym
krokiembedzie badaniekinetyki obiekiw ztozonych. Obiecujaym tematenjestw szczgolnosci
zwijanie funkcjonalnienieustrukturavanego biatka 4E-BP 1na biatku targetovym elF4E.Biatko
4E-BP1jestwielostopniavo regulowanym inhibitoremtranslacjiw organizmachwyzszych.Jeyo
aktywndast jest kluczowva dla proce$w onkogenezyapoptozy(programavanejsmiercikomorki)
i reakcjiimmunologicziych. 4E-BP1ljestjednym z nietypownych biatek, ktbrew natywnejformie
pozbavione sa struktury Jego fragmentulega zwinieciu w a-helise podczasoddziatywania z
czynnikiemtranslagjnym elF4E.Celembadan Zespotuyestpoznanienechanizmuawijaniabiatka
4E-BP1zachodzaeegow asocjacjiz biatkiemelF4E.

W badaniactkinetyki proce$w molekularrych wykorzystanabedzie metodaElektronavego
RezonansWParamagnetyczmm (EPR)w sprzgeniu z metodaszybkiego mieszaniasubstrabw
w warunkachprzeptywowych i wykonywaniapomiaibw po nagtymustaniuprzeptywu(Stopped-
Flow). W badaniactzmiankonformagjnychbiatekmetodaEPRstosavanajestod zaledwiekilku
lat, a jej potencjatwynika z mozliwosci selektywngo wprowadzeniaznacznilow spinovych w
wybranepotozeniaw tahcuchupeptydavym. Dzieki temumozliwe jest badaniezatbwno glob-
alnej dynamiki molekuty biatka, jak i probkowanie lokalnych zmian konformagjnych. Kom-
plementargich informacji dostarczanetodyoptyczne takie jak stacjonarna rozdzielczaw cza-
sie spektroskpia fluorescengjna oraz optycznemetody przeptywowe (Optical Stopped-Flw).
Pracebadavczedotyczae dynamikiproce$w molekularrych beda wykonywanenaspektrofluo-
rymetrzeSPEXtau 3, we wspbtpragy z prof. Ryszardenttolarskim(Zaktad Biofizyki Instytutu
Fizyki DoSwiadczalnejUW) oraz na aparaturzedostgonejw IF PAN, dzieki uprzejmdci prof.
MarkaGodlevskiego. Badaniadoswiadczalnenadkinetykabiatekbedascisle sprzgyniete z mod-
elovaniemteoretyczgm. Jedenz mozliwych punktown 'sprzgniecia’ to porownaniekolejndsci
zdarzé zwijaniaprzewidzianejw prostychmodelacte kolejnasciaobservowanadoSwiadczalnie.
Drugi, to okreSlenieroli temperaturyw procesiezwijaniai doSwiadczalnestwierdzenieczy fakty-



cznieistniejetemperaturaktorajestdla zwijaniaoptymalnapodwzgledemkinetyczrym.

4. Analizaproce$w mechanicznejnanipulacjimolekutamibiatek (punkt2b)

Gtownym zadaniemtej analizy bedzie dostarczenienikroskopowej interpretacjiwtasciwosci
mechaniczych biatek na podstavie wykreow sity potrzebneparozciggniecie ich o zadanaod-
legtosE. Rozcigganiabiatek dokonujesie za pomocadwbch podstavowych technik: mikroskopu
sity atomavej (AFM) orazszczypédw optyczrych (Optical Tweezers).Kazde badanebiatko ma
swoja spegficzna zalezncst sity od przemieszczeniaiagnietego kohca. Mikroskopowe zrozu-
mienie takich zaleznasci wymagainterpretacjiteoretyczneji, jak dotad, zostatowykonanew
przypadkutylko nielicznych biatek, w szczegblnosci za dla tytyny — wielodomenavego biatka
odpoviedzialngyo za elastyczn&C mieSni. Zadaniemzespotubedzie, m. in., wykonaniesys-
tematycznepnalizyteoretycznejozcigganiawielu biatekw ramachprostychmodelii dokonanie
bada porobwnawczych.

Zesmt bedzie tez uczestniczytw doSwiadczalgch pracachnad manipulacja wybrarymi
biatkami. Bedzie sie to odbywato w laboratoriumprof. LaszloForrow EcolePolytechniqud-ed-
eralede Lausannav Szwajcarii rowniez we wspdlprag/ z dr Matgorzatalekka z InstytutuFizyki
Jadrowej PAN w Krakowie. W laboratoriumw Lozanniebedatez prowadzonebadanisEPRkon-
formacji strukturbiatkowych wykonywanew warunkachwysokiggo ciSnieniahydrostatyczngo.

5. Badaniefizyki warstwlipidowych (punkt2c)

Warstwy lipidowe bedaotrzymywanena przyktad z fosfolipidu cholinovego DMPC z wyko-
rzystaniemtechnologiiLangmuira-Blodgettzas technikamibadavczymi beda mikroskopia sity
atomavej i spektroskpiafluorescengjna. Badanebeda procesytaczeniasie zwiazkbw biolog-
icznie aktywnych z blonami(rozpoznaanie molekularne)oraz procesyprzenikanigprzezbtony.
Zrozumienieproce®w przenikaniaprostychmolekut przezbtony jest wazne, m. in., z punktu
widzeniapodstav anestezjologiilnteresujaejesttez wytworzaniekomplek®w nosnik-lek,ktore
bylyby w stanieprzekroczyg barierebtony komorkowej. W wypadkumbzguchodzinp. o dostar
czenielekow psychotropwych awypadkuguza- lekow antyralowych. Potencjalym lekiemjest
molekutazwana’kapem”, badanaod wielu lat na Wydziale Fizyki UW. Kap stanavi koniec5’
transkrypbw RNA, co moznasptbbowvat wykorzystacdo blokowaniabiatka hamujacego apop-
tozei indukujecego transformacjenowotworowa. Kap jest silnie natadavary i przeniesienigyo
przezmembranevymagaodpoviedniego hydrofobavego nosnika. Na UW i SGGWprowadzone
sapracenadzsyntetyzavaniemkapuz kwasempoliizomastavym i innymi nosnikami. Zadaniem
Zespotubedzie badaniemechanizrow przechodzenisakich komplek®w przezmodelave mem-
brary i mozliwost zastoswaniadendromedw jako nowychnosnikow transportu Zespt zamierza
tez podjeC analizewtaSciwosci warstwokluzyjnych umieszczowch naskorze(jak kremy).

Badania nad tymi zagadnieniamibeda prowadzonewe wspblprag/ z prof. Edwardem



Darzynkiewiczem z ZaktaduBiofizyki UW, z prof. ZygmuntemKazimierczukiemz Wydziatu
Chemii SGGW z prof. TomaszemMotylem z Wydziatlu Medycyny WeterynaryjnejSGGW z
dr. hab WojciechemFabianavskim z Wydzialu Chemii PW, z dr JackiemArctem z Wyzszej
Szloty Zawodowej Kosmetykii Pielggnacji Zdrowia, z prof. RyszardenDusiemz IChF, orazz
dr. Jarostavem Majewskim z Los AlamosNationalLaboratoryw USA, uprzedniopracujaym w
SL1w IF PAN.

6. Analizawlasciwoscifizycznych komorki w obecnéci streswutleniajacego (punkt2d)

Technikamikroskopii sity atomavej bedzie takze stosavanado badanialokalnych wlasndci
mechaniczych komorek poddarych dziataniuroznych czynnikow, w szczeolnosci tzw. stre-
sawi utleniajacemu.Badaniate prowvadzonebeda pod katemproce$w patologicziych, apoptozy
orazterapiifotodynamicznejzwiaszczaantyralowej). Badaniabeda provadzonew IF PAN (w
poczdakowej faziew laboratoriumSL-3 kierowarym przezprof. GrzegorzaKarczevskiego), a
takzew IFJw Krakowie orazw EPFLw Lozannie.Badaniabeda kontynuacjawvspotprag z prof.
Alfreda Graczykz WAT.

7. Oczekuje sie, ze w wielu podjgych tematach badavczych znajda zastoswanie
technikirentgenavskiei synchrotronave. Przyktademtakiego tematujest badaniestruktur bton
fosfolipidowych.

8. Dzialalnct organizagjna.

Zespt uzyskatpomieszczenidiurowe orazpomieszczenie powierzchni100-n? w tzw. Hali
C do przystoswanianalaboratoriadoSwiadczalnevraz ze stanaviskamido pracz odczynnikami
chemicziymi. Srodaviskowe Laboratorium1 wystgpito do Fundacji Nauki Polskiej o srodki
naremontHali C. Obecnierealizovary jest zakupklasterakomputerovego. Zesmt bedzie tez
wystepowat o sSrodkigrantave nazakupaparatunybadavczej: stanaviskabada EPR,wyciagarki
membrantechnika Langmuira-Blodgett,mikroskopu sity atomawvej, oraz spektrofotometsw i
spektrofluoromethw. W poczakowym okresieplanuje sie wykorzystanieaparaturyistniejecej
juzw IF PAN orazw innych oSrodkachaulowych. Wiekszast badan opisarych w tej Informacii
zostatguz rozpoczea w dotychczaseej dziatalngci osob wechodzaych w sktadzespotu.Najm-
niej doSwiadczeniana Zespt w badaniachmembrarlipidowychi ta dziataln&t bedzie prowad-
zonaod podstav. PierwszakonferencjaorganizavanaprzezZesmt jest ‘Workshopon Structure
andFunctionof Biomolecules'w maju 2004w Bedlewie —w ramachdziatalnaci Europejskigo
CentrumDoskonatdgsci ASPECT ktorego dyrektoremjestdoc. Adrian Kozanecki.

Warszava, 24 lutego 2004r. Prof. Marek Cieplak



