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WSTEP

1998 rok przynidst znaczac ilo$¢ publikacji doswiadczalnych (86) i komunikatow
(108) dokumentujacych prace zespoléw Instytutu. Sama ilos¢ publikacji nie jest jednak
jedynym miernikiem wartoéci tej pracy. Jest nig rowniez - a moze przede wszystkim - ich
jako$¢. Biologia molekularna staje si¢ coraz bardziej polem wspo6izawodnictwa a
opublikowanie pracy w liczacym si¢ czasopi$mie mi¢dzynarodowym jest dzié trudniejsze niz
kilka czy kilkanascie lat temu. Wymagania metodyczne stawiane takim pracom 1 co za tym
idzie ich koszt - sg dzi§ powazne. Tymczasem wiele prac Instytutu ukazalo si¢ w 1998 r. w
rzeczywiscie czolowych pismach $wiatowych poswigconych naszej dziedzinie, takich jak
Proc. Natl. Acad. Sci. US, J. Mol. Biol., Mol. Gen.Genetics, J. Bacteriol, Nucl. Acid. Res.,
Virology, Biochemistry - co. wskazuje, ze szereg zespolow uzyskuje wyniki wzbogacajace
wiedze miedzynarodowa. Klasyfikowanie tych prac, ich ocena, jest zadaniem Komisji
Nagréd naszej Rady Naukowej. Nie zastgpujac jej dzialania, sadze, Zze warto  parg
tegorocznych osiagnig¢ Instytutu podkreslic.

Ze wzgledu wlasnie na oddzwiek migdzynarodowy nalezy przede wszystkim
wspomnie¢ o pracach grupy dr Iwony Fijatkowskiej. Praca tej grupy opublikowana w PINAS
(publ. nr 3309) zostala przez redakcje poprzedzona specjalnym komentarzem prof. Radmana,
podkreslajacym jej znaczenie dla zrozumienia mechanizm6éw zmiennosci biologicznej. Warto
przy tym zwroci¢ uwage, ze w 1998 roku w PNAS, ukazaly si¢ trzy prace sygnowane przez
cztonkéw naszych zespoléw. W ciggu ostatnich dwu lat, w PNAS ukazalo si¢ az pigc
publikacji instytutowych - co w naszym $rodowisku zawodowym ma swoje znaczenie.

Istotnymi poznawczo sg prace grupy dr Michat Dadleza, poswigcone tworzeniu sig
struktury przestrzennej peptyddw, opublikowane w J. Mol. Biol. i BBA (publ. nr 3269, 3304).

Grupa prof. Joanny Rytki, prowadzaca analiz¢ funkcjonalna genomu drozdzy,
identyfikuje kolejne - niespodziewane - funkcje nowych gendéw drozdzowych, rozpoznanych
w trakcie sekwencjonowania genomu S. cerevisiae. Sg to badania nalezace do gléwnego nurtu
genomiki - dziedziny by¢ moze w tej chwili najistotniejszej w podstawowych badaniach
biologicznych (publ. nr 3272,3289, 3328, 3333,3361).

Waznym osiagnieciem podstawowym jest rozpoznanie przez grupg¢ prof. Andrzeja
Paszewskiego, hierarchii genetycznych w regulacji- metabolizmu siarki i zwiazanie tych

regulacji z ogdlng biologig komérki (publ. nr 3278, 3283).



Imponujaca seria publikacji (3290,3292,3338, 3339, 3340, 3341, 3342) to dorobek filii
gdanskiej IBB, kierowanej przez prof. Macieja Zylicza i prof. Grzegorza Wegrzyna. W
publikacjach tych uszczegélowiony zostal mechanizm replikacji faga lambda - jednego z
najwazniejszych poznawezo modeli biologii molekularne;.

Podobnie - serig istotnych publikacji zwieficzyt okres sprawozdawczy zespot doc. dr
hab. J. Henniga (publ. nr 3288,.3297, 3346, 3351, 3352). Prace te poswigcone sg analizie
struktury i funkcji genéw kontrolujacych patogeneze u roslin. Warto wspomnieé, ze jedna z
tych prac zostala uznana przez organizatoréw Migdzynarodowego Kongresu o Roslinnych
Tkankach 1 Hodowlach Komérkowych (Jerozolima, 1998) za nalezacq do najwaznicjszych
doniesien kongresowych, a druga wskazana przez pisma przegladowe jako jedno z
najistotniejszych zastosowan w transformacji roslin.

Rowniez grupa dr hab. Elzbiety Grzesiuk i prof. Celiny Janion opublikowala znaczaca
seri¢ prac pos$wiecona mutagenezie (publ. nr 3282, 3306, 3308, 3314, 3327). Podczas
migdzynarodowego sympozjum poswigconego mutagenezie, organizowanego przez
Uniwersytet w Salzburgu, komunikaty tej grupy (1125/A - 1131/A) zostaly uznane za jedne z
najwazniejszych i kilka z nich juz w czasie sympozjum wybrano do prezentacji ustnej.

Kilka "zespolow dokumentuje swoje prace nie seria a pojedynciymi pelnymi
publikacjami o znaczacej wadze naukowej. Czesto zespoly takie przedstawily w 1998 roku
réwniez po kilka komunikaf[()w. Zapowiada to, ze w przyszlym roku wlasnie te zespoly
oglosza zestawy waznych prac.

Moéwiac o komunikatach, trzeba wspomnie¢, iz 67 wygloszono na zjazdach i
sympozjach migdzynarodowych. W naszej dziedzinie, komunikaty takie zwykle przedstawiaja
zamknigty cykl eksperymentalny i czgsto majg warto$¢ naukows pordwnywalna z pelna
publikacja (szczego6lnie w pismie nie ujetym na liscie filadelfijskiej) z innej dziedziny nauk
przyrodniczych.

Ocena prac Instytutu w 1998 roku bylaby niepelna bez przypomnienia, ze w kosncu
pazdziernika tego roku, zespoly Instytutu dokonaty prowadzonej co 2 lata samooceny w
postaci obszernego, czterodniowego otwartego sympozjum o charakterze miedzynarodowym.
Sympozjum to bylo rzeczywistym przegladem potencjalu Instytutu i forum ozywionych
dyskusji. Pracownicy Instytutu i Zaktadow Stowarzyszonych przedstawili 142 doniesienia w
formie plakatowej oraz 34 w formie wystapien ustnych. Materialy sympozjum zostaly wydane
w obszernej broszurze. W sympozjum uczestniczyli i referaty wyglosili réwniez nasi

zagraniczni wspolpracownicy i cztonkowie naszej Grupy Zaufania.



Referaty te dotyczyly zasadniczych zagadnien biologii molekularnej. Prof. Piotr Stonimski
(CGM CNRS) méwit o genomice drozdzy. Szczegdlowa analiza genomu drozdzy jest dzi$
wladnie jednym z waznych tematéw instytutowych. Prof. Wactaw Szybalski (McArdle
Institute) mowil o wektorach plazmidowych uzytecznych w klonowaniu genomowego DNA;
klonowanie genéw i badania plazmidéw to przedmiot prac kilku zespotéw instytutowych. L.
Esterman (Weizmann Institute) oméwil struktury sieci bioinformatycznych. Pracownia
Bioinformatyki IBB PAN wspélpracuje w tej dziedzinie bezposrednio z grupg izraelska. Prof.
Michal Sela (Weizmann Institute) oméwil zastosowanie swoistych peptydow (copaxon) w
zapobieganiu rozwojowi sclerosis multiplex 1 myastenia gravis. Struktury 1 funkcje peptydow
sa przedmiotem badan kilku zespotow instytutowych..

Cztonkowie Grupy Zaufania (dr dr Katarzyna Bebenek, Marcin Filutowicz, Ryszard Kole,
Jerzy Paszkowski, Anna Radominska, Aleksander Wlodawer, Ludwika Zimniak) przedstawili
wyniki swoich ostatnich prac, ktorych tematyka tez jest zwiazana z badaniami zespolow
Instytutu.

Wybrane przez organizatorow komunikaty zostaly przedstawione w trakcie
sympozjum w postaci krotkich wystapien. Szczegotowe ich omoéwienie przekroczyloby ramy
tego tekstu. trzeba jednak wspomnie¢, e zespol dr Maigorzaty L.obockiej przedstawil
doniesienie o pelnym zsekwencjonowaniu faga P1. Ten wynik - sekwencja genomu fagowego
zbudowanego ze 100 000 par zasad, to trwaly wktad do nauki $wiatowej, ktory znajdzie swoje
miejsce w genomice bakterii. Nalezy przypuszczal, ze praca ta rozpoczyna systematyczne
sekwencjonowanie przez zespoly instytutowe wybranych plazmidow.

Wiele prac przedstawionych podczas sympozjum laczy badania podstawowe,
prowadzone zaawansowanymi metodami biologii molekularnej, z ° perspektywicznymi
zastosowaniami. W tym kontekscie zwraca uwage skonstruowanie przez grupe dr Agnieszki
Sirko, transgenicznych rodlin wyposazonych w geny E. coli wzmagajace asymilacje
siarczanéw oraz roélin wyrazajacych antygeny Helicobacter pylori. Pierwsze z nich mogg by¢
modelem roélin uzytecznych przy odsiarczaniu gleby, drugie - Zrédlem szczepionek
doustnych.

Prace grupy doc. dr hab. Jacka Henniga, wyjasniajace genetyczne regulacje naturalnej
opornodci roslin na patogeny, wraz z pracami nad opornocia transgeniczng (grupy prof. dr
hab. Danuty Hulanickiej i moja) tworza solidne podstawy opartych o inzynieri¢ genetyczng

metodyk hodowli zachowawczej roélin. Uzupelniajg t¢ tematyke prace grupy doc. dr hab.



Bernarda Wielgata nad opornoscia mieszancéw somatycznych na choroby roglin wywolane
przez infekcje grzybowe.

Uzytkowe znaczenie majg prace grupy dr Jacka Bardowskiego nad genami
kontrolujacymi metabolizm cukréw u Lactococcus lactis. Grupa uzupelnia te prace
tworzeniem waznej kolekcji szczepow bakterii mlekowych majacych znaczenie przemystowe.
Grupy doc. dr hab. Piotra Ceglowskiego, dr hab. Grazyny Jagury-Burdzy, dr Malgorzaty
Lobockiej pracujag nad mechanizmami partycji plazmidéw. Badania te prowadza do
wyjasnienia kontroli tego procesu i w perspektywie - moga wskaza¢ sposoby eliminacji z
bakterii chorobotworczych plazmidéw niosacych opornosé na antybiotyki.

Badania grup dr hab. Anny Szkopifiskiej i doc. dr hab. Ewy Swiezewskiej nad synteza
dolicholi w drozdzach maja istotne znaczenie dla optymalizacji fermentacji przemystowych.
Grupa prof. Grazyny Palamarczyk i dr Joanny Kruszewskiej poprzez wprowadzenie
wybranych genow drozdzowych do Trichoderma resei otrzymuje szczepy o podwyzszonej
sekrecji biatek uzytkowych.

Grupa dr Beaty Burzynskiej identyfikuje w populacji krajowej zmiany genetyczne
odpowiedzialne za niedobér dehydrogenazy 6-fosfoglukozowej. Te¢ tematyke uzupelniaja
dobrze systematycznie badania w krajowej populacji mutacji ludzkiego genomu
mitochondrialnego prowadzacych do serii ciezkich choréb. Scisly zwiazek z ta tematyka bio-
medyczng majg badania grupy prof. dr hab. Zygmunta Ciesli nad zwiazkiem miedzy
stabilno$cig mitochondrialnego DNA 1 mutageneza jadrowego genomu drozdzy. Mutageneza i
Jej zwiazek z chorobami genetycznymi i onkogeneza, to przedmiot badania  grup
kierowanych przez prof. dr hab. Celing Janion, dr hab. Elzbiet¢ Grzesiuk, dr Barbare Tudek,
dr hab. Ewe Sledziewska - Gojska.

Systematyczne badania mechanizméw 1 teorii zwijania bialek (grupy prof. dr hab.
Andrzeja Bierzynskiego 1 doc. dr hab. Pitra Zielenkiewicza) to kolejna tematyka o waznym
znaczeniu biotechnologicznym.

Systematyczne badania nad konstruowaniem metodami inZynierii genetycznej nowych
mhibitoréw proteaz (grupa dr Michata Dadleza) majq istotne znaczenie dla uzyskania nowych
lekéw czy tez opracowania nowych strategii opornosci na wirusy.

Moéwiac o potencjalnych lekach antywirusowych nalezy wspomnie¢, ze zesp6l prof.
prof. Tadeusza Kulikowskiego i Dawida Shugara wskazal, iz pewne fluoropochodne

tiotymidyny sa silnymi 1 selektywnymi inhibitorami HIV. Praca nad nowymi lekami przeciw



AIDS ma powazne znaczenie wobec coraz skuteczniejszego stosowania terapii
wielolekowych.

Ocena badan Instytutu, majacych perspektywy aplikacyjne, bylaby niepelna bez
przypomnienia, iz od kilku juz lat prof. D. Shugar wraz z duza grupa wspolpracownikow z
réznych placéwek naukowych, prowadzi intensywne prace nad synteza nowych inhibitorow
kinaz bialkowych. Selektywna inhibicja tych enzyméw moze by¢ poteznym narzedziem
regulacji proceséw komoérkowych. Ta nowa tematyka byla przedmiotem na specjalne;
konferencji miedzynarodowej zorganizowanej w Warszawie przez prof. D. Shugara
(wspdtpraca IBB PAN/ICM UW).

Tyle uwagi pos$wiecam tu aspektowi zastosowawczemu prac Instytutu z dwu
powodéw. Po pierwsze by podkre$li¢, ze prace poznawcze prowadzone w dziedzinie
rzeczywiscie zaawansowanej biologii molekularnej, prawie zawsze niosg widoczny aspekt
uzytkowy.

Jest to swoista cecha tej dziedziny, gdzie czgsto nawet po prostu dobér modelu
badawczego wynika z okreslonego powodu, zwigzanego z biomedycyna, agrobiologia,
przemyslem spozywczym czy farmaceutycznym. Kazde autentyczne poznanie podioza
molekularnego procesu biologicznego ma dzié wlasciwe zawsze per se zwiazek z
zastosowaniami. Z tym zastrzezeniem, iz jest wlasnie autentyczne. Ujmuje to powiedzenie:
,ha to by mie¢ nauke stosowana, trzeba najpierw - mie¢ nauke”. Po drugie, wszystkie
wlasciwie zespoly Instytutu w ciagu ostatnich lat osiagnely pelna sprawnos¢ metodyczng w
dziedzinie inzynierii genetycznej bakterii, grzybow nizszych (szczegdlnie drozdzy) 1 rodlin. Sa
wigc przygotowane, by uczestniczy¢ w europejskim wysitku dazacym w ramach V-go
Programu Wspolnoty, do waloryzacji badafi podstawowych.

Trzeba tez wyraznie powiedzie¢, Zze nasze zespoly nie ulegaja nowym pomystom
organizacyjnym sklaniajacym do mnozenia prac przyczynkowych czy powtérzeniowych.
Podejmujemy wciaz badania nowe, metodycznie trudne; nie zajmujac si¢ zonglerkg Aznanymi
elementami, testujac zawsze hipotezy - eksperymentem. Nasza prace, jej poziom,\ wystiek
zespolow, oceniamy wedlug jej jakosci. Specjalista potrafi jg oceni¢, czytajac wraz z
przedstawionym sprawozdaniem - abstrakty naszego sympozjum sprawozdawczego, ktére do

tekstu sprawozdania - dotaczam.

W. Zagorski
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Temat 1: Synteza, badanie wlasciwosci fizykochemicznych i biologicznych analogéw
nukleozydéw pirymidynowych, potencjalnych substratéw / inhibitoréw
biosyntezy kwaséw nukleinowych

Zespot: prof. dr hab. Tadeusz Kulikowski, dr Krzysztof Felczak, dr Maria A. Siwecka, mgr

Agnieszka Miazga, mgr Katarzyna Wyszytiska, tech. Grzegorz Guzik, prof. dr David Shugar

Kontynuowano poszukiwania nowych selenowanych analogow nukleozydow
pirymidynowych, potencjalnych inhibitoréw syntazy tymidylanowej (TS) i potencjalnych
srodkéw przeciwnowotworowych. Opracowano metode syntezy 2-seleno-5-fluorocytozyny
(SeFCyt) oparta na transformacji 5-fluorouracylu (FUra). FUra poddano chlorowaniu POCl;,
nastgpnie regioselektywnemu aminowaniu w pozycji 4 i na koniec selenowaniu w pozycji 2 w
podwyzszonej temperaturze przy uzyciu NaHSe. Otrzymana w ten sposob  SeFCyt
persylilowano przy pomocy BSTFA i poddano kondensacji z 1-O-acetylo-2', 3', 5'-tri-O-
benzoiloryboza (ABR) otrzymujac po odblokowaniu przy pomocy NH;/MeOH 2-seleno-5-A
fluorocytydyne (SeFCyd).

Przy uzyciu spektroskopii 'H NMR zbadano strukturg 1 konformacje
selenonukleozydéw w roztworze. Wykazano, ze dla 4-seleno-2'-deoksynukleozydow w
réwnowadze dynamicznej N-S i)iers'cienia cukrowego dominuje forma S (60-70%), a wiec
podobnie jak w przypadku odpowiednich 4-tioanalogéw, podczas gdy 5-fluorocytozynowy- 2-
selenorybonukleozyd wykazuje 80% konformacji S. W obydwu przypadkach dominujaca
konformacja wokét wigzania glikozydowego jest anti.

Zbadano aktywnos¢ biologiczng szeregu selenonukleozydéw wykazujac, ze zardwno
rybo- jak i deoksyrybonukleozydy wykazuja znaczna cytotoksyczno$é w stosunku do
biataczkowych komérek L5178Y. Cytotoksycznosé (CCsp) dla niepodstawionych fluorem w
5-pozycji selenonukleozydéw wynosita ca. 10 M, podczas gdy dla 5-fluoro-2-selenocytydyny
byla ona o rzad wielkosci wyzsza.

W celu wyjasnienia oddziatywan syntazy tymidylanowej (TS) z watrobiaka szczurzego
w roztworze z analogami dUMP zmodyfikowanymi w pierscieniu pirymidynowym, zbadano
najpierw jej dwu- i trojsktadnikowe kompleksy ze znanym silnym inhibitorem - 5-fluoro-2'-
deoksyurydyno-5'-monofosforanem. (FdUMP), - metabolitem Znanego leku
przeciwnowotworowego, S-fluorouracylu. Oddziatywania FAUMP z enzymem $ledzono przy
pomocy spektroskopii '’F NMR, w roznych stosunkach molowych inhibitora do enzymu w

warunkach zblizonych do fizjologicznych. Wykazano, ze w odréznieniu od obserwacji
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uzyskanych dla enzymu bakteryjnego, enzym nowotworowy nie tworzy! kowalencyjnego
kompleksu dwusktadnikowego z FAUMP. Po dodaniu kofaktora - metylotetrahydrofolianu -
powstat jednak kowalencyjny kompleks trojsktadnikowy charakteryzujacy sie pojedynczym,
szerokim sygnatem -14,5 ppm w widmie '°F NMR.

Badania wykonane z udzialem tionowanego w pozycji 4-tej analogu FdUMP
wykazujgcego zrdznicowang specyficznosé inhibitorowa w stosunku do enzymu z réznych

zrddet, dostarczyly podobnych wynikéw.

Najwazniejszy wynik badawczy

Wykrycie réznic w oddziatywaniach bakteryjnej i nowotworowej syntazy tymidylanowej z
fluorowanymi analogami dUMP.

PUBLIKACIJE: 3284, 3286, 3296, 3302, 3303, 3311, 3312, 1181/A, 1182/A, 1183/A, 1193/A,
1199/A, 1206/A

Temat 2: Mechanizmy dzialania fotochemoterapii PUVA (psoralen + UVA)
Zespot: doc. dr hab. Zofia Zarebska, dr Daniela Barszcz, mgr Ewa Waszkowska

Fotoreakcje wywolane w modelowych lecytynach stuza zrozumienid mechanizmu
tacznego dziatania psoralenu + UVA, terapii dziatajacej w wielu zaburzeniach immunolo-
gicznych, gdzie odpowiednie traktowanie pacjentéw fotochemoterapia PUVA przywraca
czasowo zakidcona réwnowage. Ponadto, krew przeznaczong do transfuzji odkaza sie od
wirusow i bakterii przy pomocy procedury PUVA. Zachodzi obawa, czy przy tej procedurze
nie uszkadéa si¢ blony limfocytéw i plytek krwi.

Badania prowadzi si¢ na lecytynach majacych w 2-ej pozycji nienasycony kwas thusz-
czowy (olejowy lub linolowy), podobnie jak wickszosé naturalnych lecytyn. Mieszanine
psoralenu z fosfatydylocholina (1:8) naswietlano albo w roztworze etanolowym albo w
micelach utworzonych z roztworem soli fizjologicznej o pH 7.4. Fotoprodukty rozdzielano na

plytkach TLC lub w chromatografie cieczowym w odwroconej fazie, poszczegdlne izolaty

charakteryzowano - za- pomoca-spektroskopii w UV, magnetycznym rezonansem  jadrowym- -

oraz spektrometria masowa. Fotoprodukty powstawaly z wydajnoscia 5%, w warunkach

nadmiaru psoralenu i naswietlania dawkami farmakologicznymi.

Scharakteryzowano dwa nowe zwiazki typu cykloadduktow: addukt psoralenu do
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kwasu olejowego w lecytynie (PCdlpal<>PSO) oraz dwa izomery adduktu PSO do wolnego
kwasu linolowego (d2<>PSO). Identyfikacji  fotoproduktéw dokonano mimo
niesprzyjajacych warunkéw wrazliwosci badanych zwigzkéw na $wiatlo, temperature oraz
solwenty uzywane do rozdziatu. -

Poznane fotoreakcje towarzyszace fotolizie lecytyn wyjasniaja odmienne dziatanie
PUVA na komoérki sasiadujace w skorze: keratynocyty i melanocyty. Inhibicji proliferacji
keratynocytow, gdzie miejscem docelowym PUVA jest jadrowe DNA, towarzyszy réwno-
czesne pobudzenie wydzielania melaniny przez melanocyty, wskutek dziatania PUVA na
blone komédrkowsa.

Powyzsze badania prowadzi sie we wspotpracy z Wydziatem Farmaceutycznym
Uniwersytetu Padewskiego we Wioszech w ramach 3-letniej umowy Polskiej Akademii Nauk

z Centrum Badan Naukowych we Wioszech.

PUBLIKACIJE: 1111/A, 1137/A

Temat 4: Molekularne i termodynamiczne podstawy biologicznej specyficznosci
czgsteczek bialek i kwasow nukleinowych

prof. dr hab. Kazimierz Lech Wierzchowski

Temat 4.1: Badania konformacji peptydéw wiazacych wapn

Zespdt: prof. dr hab. Andrzej Bierzvaski, dr Grazyna Goch, mgr Hanna Koziowska,

mgr Elzbieta Soszynska, Lilia Zukow (1/2 etatu)

Jak uprzednio stwierdzono, petla wiazaca jony wapnia o sekwencji: Asp-Lys-Asp-Gly-
Asp-Gly-Tyr-lle-Ser-Ala-Ala-Glu  wysycona jonami La®" jest niezwykle efektywnym
miejscem nukleacji helisy a w segmencie peptydowym dotaczonym do jej konca C. W
peptydzie: Ac-Asp-Lys-Asp-Gly-Asp-Gly-Tyr-Ile-Ser-Ala-Ala-Glu-Ala-Ala-Ala-Gln-NH,
segment Alal3-Glnl6 jest niemal w 100% helikalny. A zatem peptydy zawierajace petle

--wapniowg stanowig doskonaty model do badan stabilnosci i dynamiki struktury helikalnej:

PodjeliSmy systematyczne badania konformacyijne metodami CD i NMR serii peptydow
syntetycznych o sekwencji: Ac-Asp-Lys-Asp-Gly-Asp-Gly-Tyr-Ile-Ser-Ala-Ala-Glu-(Ala),-
NHz. Ponadto na drodze inzynierii genetycznej uzyskano peptyd Gly-Asp-Lys-Asp-Gly-Asp-
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Gly-Tyr-Ile-Ser-Ala-Ala-Glu-Homoseryna znakowany '°N. Metoda  fluorescencyjng
wyznaczono state koordynacji jonéw Tb** do tego peptydu. Podjeto badania jego struktury i
dynamiki konformacyjnej metodami NMR.

We wspotpracy z dr Wojciechem Balem z Wydziatu Chemii Uniwersytetu
Wroctawskiego podjeto prace prowadzace do wklonowania i ekspresji w E.coli genow

protaminy ludzkiej i jej fragmentéw. Protamina jest peptydem o ogromnym znaczeniu

biologicznym, wiazacym jony metali.

Najwazniejszy wynik badawczy
Otrzymanie, na drodze inzynierii genetycznej, peptydu zawierajacego petle wapniowa
znakowanego "°N.

PUBLIKACIJE: 3266, 106/N, 114/N

Temat 4.2: Analiza konformacyjna wybranych ukladéw bialkowych

dr Jarostaw Poznanski

a) Badanie struktury owadziej poneratoksyny.

We wspbipracy z dr J. Michalik (Zaklad Biosyntezy Biatka) wyzndczona zostata
metodami '"H NMR struktura tego 25 aminokwasowego peptydu w roztworze zawierajacym
30% trifluorometanolu. Wstepne badania CD wykazaly, ze wodnym roztworze, w zakresie pH
stosowanym w spektroskopii NMR, peptyd wystepuje w stanie zblizonym do klebka
statystycznego. Obecnie przygotowywane sa pomiary CD majace na celu doktadniejsze
‘ przebadanié stabilnosci peptydu w szerokim zakresie zaréwno pH jak 1 skiadu
rozpuszczalnika.

b) Teoretyczna analiza stabilnosci biatka ryzu transportujacego lipidy.

Kontynuujac tematyke badan prowadzonych w trakcie podoktorskiego stazu w Centre
de Biophysique Moleculaire CNRS w Orleanie ukofczona zostala analiza jednorodnej
ekspansji duzej, hydrofobowej wneki biatka, stanowiacej potencjalne miejsce dokowania
czasteczek lipidow. Praca ‘ma- na -celu okreslenie mozliwosci adaptacyjnych “biatka: do

przenoszenie réznych czasteczek.

PUBLIKACIJE: 3347, 3348, 3349
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Temat 4.3: Mechanizm inicjacji transkrypcji genéw prokariotycznych

Zespot: prof. Kazimierz L. Wierzchowski, dr Krystyna Bolewska, dr Tomasz Lozinski,
dr Wiestaw J. Smagowicz, dr Jarostaw Poznanski, mgr Iwona Kolasa, mgr Krystyna Majcher,
Teresa Rak

a) [losciowa metoda ,,footprintingu” KMnO, otwartych komplekséw promotorowych in vitro.
Metoda footprintingu KMnO4 kompleksow transkrypcyjnych in vivo i in vitro byla
dotychczas stosowana do jakosciowej oceny wzglednej dostepnosci dla utleniacza zasad
pirymidynowych promotorowego DNA w rejonie babla transkrypcyjnego. Jest ona oparta na
detekcji polozenia w nici DNA utlenionej do glikolu reszty zasadowej na drodze wydtuzania
do tégo miejsca 32P-znakowanego primera przez polimeraze DNA (fragment Klenowa),
natomiast frakcja czasteczek DNA wydtuzonych do danej zasady jest miarg jej utlenialnosci.
Prawidiowa ocena tej ostatniej] wymaga stosowania niskich dawek utleniacza, tak aby nie
wigce] niz jedna utleniona zasada przypadala na czasteczkg DNA. W publikowanych
dotychczas pracach spelnienie tego warunku nie byto dokumentowane. W zwigzku z
prowadzonymi przez nas pomiarami stalej rOwnowagi wiazania jonéw Mg2+ do otwartego
kompleksu transkrypcyjnego przeprowadziliSmy miareczkowanie KMnO4 otwartego
kompleksu utworzonego przez polimereaze RNA FE.coli na syntetycznym promotorze Pa
wklonowanym do plazmidu PDS3, a nastgpnie kwantyfikacje rozdziel:)ﬁych na zelu
sekwencyjnym 32P-znalkowanych produktéw reakcji Klenowa przy pomocy Phosphoimagera.
Analiza otrzymanych danych wykazata, ze zalezno$¢ wielkosci frakcji czasteczek DNA
zawierajacych utleniona na koncu reszte tyminy od dawki utleniacza mozna opisaé
rownaniem Poissona. Pozwolito to na okre$lenie dawki KMnOy przy ktérej spetniony jest
warunek pojedyficzego utlenienia czasteczki DNA oraz zaleznosci utlenialnosci reszt T W
tych warunkach od stezenia jonéw Mg®" w mieszaninie reakcyjnej. Wykazalismy, ze ogdlny
efekt neutralizacji przez jony Mgz_+ ujemnego ladunku reszt fosforanowych na powierzchni
DNA jest taki sam w obszarze jednoniciowego 1 dwuniciowego DNA. Pozwolito to na
wyréznienie specyficznego wplywu jonéw wiazanych w obszarze centrum katalitycznego
kompleksu na utlenialnosé¢ poszczegélych reszt T w obu niciach DNA w obszarze babla
transkrypcyjnego. Analiza tych danych doprowadzita'do wiiosku, ze jony Mg®* wiazane w-
poblizu centrum Kkatalitycznego kompleksu nie powoduja, wbrew przyjetym pogladom,
rozszerzania si¢ obszaru jednoniciowego DNA, lecz jedynie zmieniaja dostepnosé dla

utleniacza reszt T w sposob zalezny od ich polozenia. Oparte na tym ostatnim efekcie pomiary
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statej rownowagi specyficznego wigzania jonéw Mg?* w kompleksach z promotorami Pa i Pb,

w warunkach pojedyficzego utlenienia czasteczek DNA, pozwolily na wyznaczenie

uscislonych jej wartosci.

b) Wplyw sekwencji A,.T, promotora na parametry Kinetyczne powstawania i rozpadu
kompleksu transkrypcyjnego.

Zakoficzono poréwnawcze badania kinetyki powstawania i rozpadu otwartych
komplekséw transkrypcyjnych utworzonych przez polimeraze RNA E. coli na syntetycznych
promotorach zawierajacych sekwencje An.T, (n = 5,6), zaginajace o$ heliksu DNA, w rejonie
bezposrednio powyzej kanonicznego heksameru -35 oraz w rejonie tacznika. Na podstawie
danych pomiarowych wyznaczono state szybkosci ‘powstawania kompleksow, k,= Kg*ky, oraz
obu parametréw sktadowych: Kp - stalej réwnowagi kompleksu zamknigtego i kr - stalej
szybkosci jego izomeryzacji do kompleksu otwartego, statej szybkosci dysocjacji kompleksu
otwartego, k4, oraz stala réwnowagi dla kompleksu otwartego: Ky, = koky. Analiza
parametrow otrzymanych dla promotora kontrolnego Pa oraz jego zagietych analogéw
pozwolila na sformulowanie nastepujacych wnioskéw: 1) obecnosé sekwencji zaginajacych
powyzej heksameru -35 (-37...-41) powoduje niezaleznie od kierunku zgiecia osi DNA okoto
3-krotny wzrost mocy promotora, analogiczny, chociaz stabszy, od efektu sekwencji UP(-
40..-60) w naturalnych promotorach; 2) sekwencja Ts(-34...-38) w nici kodiijacej wywotuje
spadek mocy promotora w wyniku obnizenia wartosci zaréwno statej rownowagi Kp jak i
statej szybkosci procesu izomeryzacji k; 3) efekt obecnosci dwéch sekwencji A,.T, w rejonie
tacznika zalezy od ich orientacji i kierunku wywolanego przez nie zagiecia osi DNA:
sekwencje Ag w kodujacej nici, (-12...-17) i (-23...-28) - promotor Pi, powodujg ok. 15-krotny
-spadek- mo’cy promotora (Kz maleje o rzad wielkosci a ke ok.- 4-krotnie), podczas gdy
sekwencje te sa odwrocone - nie maja wigkszego wplywu ani na moc promotora ani na
parametry charakteryzujqce poszczegblne etapy jego powstawania. Obnizenie wartosci Kg
interpretujemy jako skutek zmniejszenia powierzchni kontaktu promotorowego DNA z
enzymem W procesie powstawania kompleksu zamknietego, natomiast jego szybsza
izomeryzacj¢ do kompleksu otwartego wiazemy z zaburzeniem specyficznych oddziatywan
<+ promotora z.enzymem-w-rejonie-heksameru.-35. (promotor Pg) lub tacznika (promotor.Pi ).
Bardziej szczegotowa interpretacja otrzymanych wynikéw bedzie oparta na mezoskopowym

modelowaniu kompleksow.
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c) Rekombinacyjne biatko zawierajace domene 4.2 podjednostki o"° polimerazy RNA E.coli

Opracowano warunki renaturacji otrzymanych wczesniej dwoch rekombinacyjnych N-
Hisg-zakonczonych bialek zawierajacych domeng 4.2 c"°, z ktorych jedno po Hise zawiera
ponadto sekwencje rozpoznawana przez trombine. Oba biatka okazaty si¢ rozpuszczalne tylko
w Srodowisku kwasnym wobec czego ‘renaturowano je przez dialize wobec 0,001 M HCL.
Opracowano tez warunki usuwania trombing reszt histydynowych z N-konca biatka
zawierajacego sekwencje rozpoznawang przez ten enzym (20 h., 20 mM MES pH 5, stosunek
wagowy- trombiny do biatka fuzyjnego 1:500, stezenie tego ostatniego 0.75 mg/ml) oraz
warunki oczyszczania 4.2 ¢'° od trombiny. Nagromadzono potrzebna do krystalizacji ilos¢
czystego biatka 4.2 ¢”°.

- Wstepne badania struktury Hisg-4.2 " metoda UV-CD oraz TOCSY 'H NMR
pokazaly, ze w zakresie pH 3.7-4.4 zbudowane jest ono gléwnie z c-helikalnych domen.
Takze widmo UV-CD pozbawionego Hisg biatka 4.2 6™ przy pH 3.7 wykazuje obecno$é ok.
100 % a-helikalnej struktury. Natomiast przy pH 4.4 widmo to ulega zmianie wskazujac na
spadek zawartosci formy o-helikalnej do ok. 70% i na  pojawiénie si¢ struktury

nieuporzadkowane;.

Najwazniejszy wynik badawczy _

}

Opracowanie ilo$ciowej metody footprintingu KMnO,4 kompleksu transkrypcyjnego i
wykazanie przy jej zastosowaniu, ze specyficznie wiazane w centrum katalitycznym
kompleksu jony Mg nie wplywaja na wielkos¢ domeny jednoniciowego DNA lecz zmieniaja

tylko dostepnosé reszt pirymidynowych dla utleniacza ( i innych ligandéw) w tym obszarze.

Temat 4.5: Modelowanie struktury i funkcji bialek
Zespot: dr hab. Piotr Zielenkiewicz, dr Danuta Plochocka, mgr Andrzej Kierzek,

mgr Szymon Kaczanowski, mgr Sergei Gavriouchov
a) Zastosowanie metody modelowania molekularnego do opisu reakcji enzymatycznej syntazy
farnezylowej; -

_Farnezylowa syntaza (FPPS) jest jednym z enzyméw szlaku mewalonowego.

Zaobserwowano, ze mutacja w genie drozdzowym (wynikiem jest zamiana 197 Lys na 197
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Glu) towarzyszaca mutacji syntazy skwalenowej powoduje pojawianie si¢ dtuzszych dolicholi
(14 - 33 reszt izoprenowych) niz jest to charakterystyczne dla dzikiego szczepu drozdzy.
Znane byly struktury krystalograficzne ptasiej FPPS i jej mutantéw, co zostalo wykorzystane
do otrzymania modeli drozdzowej FPPS - dzikiego szczepu oraz zmutowanej K197E.
Modelowa struktura FPPS wykluczyta mozliwos¢ wydtuzania taficucha izoprenowego przez
syntaz¢ FPP ze wzgledu na zdecydowana przeszkode steryczna powodowana przez pierscienie
Tyr95 oraz Phe96, w przeciwienstwie do sytuacji obserwowanej dla mutantow ptasiej FPPS.
Modelowa struktura wykazata zasadnicza zmiang w obszarze centrum katalitycznego, gdzie w
szczepie dzikim wystepuje Lys197 ograniczajac mozliwosé wejscia substratu wiekszego niz
dwufosforan izoprenylu (IPP). W sytuacji, gdy mamy do czynienia z mutantem K197E
miejsce wiazace substratu powieksza sie o okolo SA umozliwiajac podejscie czasteczki
dwufosforanu geranylu (GPP), lecz nie dluzszych. Mutacja ta moze by¢ zatem
odpowiedzialna za spadek wydajnosci enzymatyczne;j reakcji oraz obserwowane
nagromadzanie GPP. Nie jest natomiast przyczyna wydluzania ladcuchow dolicholi,
szczegblnie, ze nie ma wplywu na oddziatywanie FPPS z innymi biatkami, poniewaz nie
powoduje zmian w przebiegu taficucha gléwnego enzymu. )
b) Siatkowe symulacje powstawania i wzrostu tetragonalnego krysztatu lizozymu.,
Kontynuowano badania mechanizmu krystalizacji bialek nia’ przykladzie
tetragonalnego  krysztatu  lizozymu. Zachowano model dyfuzji i odzialywan
migdzyczasteczkowych opublikowany w Biophysical Journal 73:571-580(1997). Do modelu
wprowadzono odwracalno$¢ dopuszczajac mozliwosé  dysocjacji  czasteczek juz
przylaczonych do rosnacego zarodka. Wyprowadzono rownanie na prawdopodobienstwo
odlaczenia ’siq czasteczki w kroku czasowym-symulacji. Opracowano algorytm umozliwiajacy
symulacje wzrostu krysztatu od rozmiaru kilkunastu czasteczek az do 120 000 czasteczek.
Otrzymane mikrokrysztaty odtwarzaty ksztalt makroskopowych krysztalow co jest istotng
weryfikacja modelu. Wykonano wstepne obliczenia dotyczace kinetyki tworzenia pierwszych

kompleksow o uporzadkowaniu krysztahu.

:+c) Potencjat elektrostatyczny. DNA w.roztworach elektrolitow.
Rozwiazano numerycznie réwnania zmodyfikowanej teorii Poissona-Boltzmanna dla
czasteczki DNA w roztworach elektrolitow jedno- i1 wielowartosciowych. Pokazano, ze dla

elektrolitow wielowartosciowych zastosowana metoda daje wyniki rdzniace si¢ znacznie od
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szeroko stosowanego dotychczas réwnania Poissona-Boltzmanna. Réznice te sa szczegélnie
istotne dla ksztattu potencjalu elektrostatycznego na duzych odleglosciach od
makroczasteczki.

PUBLIKACIE: 3359, 98/N, 1144/A

Temat 4.6: Badanie wczesnych etapéw zwijania bialek
Zespot: dr Michal Dadlez, mgr Konrad Zdanowski, mgr Jerzy Dyczkowski,
mgr Agnieszka Jablonowska (od maja 1998), mgr Zofia Podgérska

Zakonczono badania stabilnosci zarodka zwijania w inhibitorze trypsyny z trzustki
wotu (BPTI) w réznych warunkach temperatury i sktadu roztworu. W badaniach tych uzyto
serii czterech mutantéw BPTI wykonanych przy uzyciu mutagenezy kierowanej
oligonukleotydem. Badania mutantéw pozwolity zastosowaé cykl podwéjnego mutanta do
obliczen stalych termodynamicznych znalezionych oddziatywan. Obracowano réwniez
oryginalng metode pomiaru kinetyk tworzenia mostkow - dwusiarczkowych. Uzyskane
rezultaty wskazuja ze zarodkiem zwijania w BPTI jest odcinek szpilki beta,_}wor_,zatcy w
natywnie zwinigtym biatku fragment struktury beta. Podjgto bezposrednie V‘ badanie tej
struktury metodami NMR. W celu wzbogacenia biatka w izotop azotu N, konieczny do
badan NMR, uzyskano ekspresi¢ BPTI w bakteriach HMS174 hodowanych na podiozu
minimalnym (ok. 3mg biatka z litra hodowli). Obecnie trwaja prace nad otrzymaniem
wzbogaconego biatka dla dwu wariantéw BPTI w ilosciach wystarczajacych do badan NMR

W ‘ramach wspolpracy z zespolem prof. Jacka  Otlewskiego z Uniwersytetu
Wroctawskiego dokonczono konstrukcje serii 40 mutantéw BPTI z réznymi podstawieniami
w pozycjach odpowiadajacych petli wiazacej trypsyng. Badanie stabilnosci roznych par
proteinaza — zmutowany inhibitor, stuzy poznaniu regul decydujacych o specyficznosci
oddziatywania biatko-biatko.

Réwniez we wspdlpracy z tym zespolem kontynuujemy tworzenie bibliotek BPTI na
-fagach. Zostaly przeprowadzone testy wiazania wariantu 5-55 BPTI do trypsyny i
anhydrotrypsyny oraz randomizacja szesciu pozycji w sekwencji BPTI, z  zamiarem

wyeliminowania mostka dwusiarczkowego ze struktury tego biatka.
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W ramach wspélpracy z Zakladem Biofizyki Uniwersytetu Warszawskiego
zakonczono badania fluorescencyjne oddziatywania biatka wiazacego cap mRNA z serig
analog6w cap. We wspolpracy z zespotem doc. Magdy Boguty rozpoczeto badania struktury
prionéw drozdzowych. Wykonano bibliotek¢ domen odpowiedzialnych za agregacje¢ prionu

Sup35 ze zrandomizowang pozycja 58, ktorej mutacja Gly do Asp prowadzi do efektu PNM
(Prion No More).

Najwainiejszy wynik badawczy

Opisanie parametrow termodynamicznych struktury inicjujacej zwijanie w BPTI. Nasze dane
dajg eksperymentalne potwierdzenie dla jednego z kilku konkurujacych modeli Zwijania
biatek.

PUBLIKACIE: 3269, 3304

Temat S: Regulacja ekspresji niektérych genéw w rozwoju osobniczym owada
dr hab. Krystyna Grzelak

Temat 5.1: Bakulowirusy i ich rekombinanty

Zespot: dr hab. Joanna Michalik, dr Ewa Szotajska <

Przetestowano lini¢ komérkowa IPL-LD-65Y pochodzaca z gasienic Lymantria dispar
jako potencjalnego gospodarza do namnazania badanego przez nas nowo wyizolowanego
bakulowirusa SSMNPV. Komérki tej linii okazaly si¢ niepermisywne wobec wirusa i obecnie -
trwaja prace.nad inna linia, wyodrebniong z tkanki jajnika L.dispar IPLB-Ld-65z majace na
celu namnozenie wirusa w warunkach laboratoryjnych. Okreslono lokalizacje genu poliedryny -
w genomie bakulowirusa SsMNPV i jego wielkosé. Przeprowadzono klonowanie i
subklonowanie samego obszaru kodujacego poliedryne oraz sekwencji oskrzydlajacych.

Materiat ten bedzie przedmiotem poréwnawczej analizy sekwencyjnej genu SSMNPV. —
. Najwazniejszy wynik badawczy . . . —

Lokalizacja genu poliedryny w bakulowirusie SSMNPV -
PUBLIKACIJE: 3273, 1186/A, 1187/A -

I. 10



Temat 5.2: Rola hormonéw w ekspresji genéw u Galleria mellonella

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

W ramach wspélnego projektu badawczego z Zakladem Biochemii Politechniki
Wroctawskiej kontynuowano badania nad ekspresjg biatek EcR i USP w komérkach drozdzy
Pichia pastoris. Gen EcR, podobnie jak USP, wklonowano do wektora sekrecyjnego
pPICZaC, zawierajacego silny, indukowany metanolem promotor genu oksydazy
alkoholowej, AOX1. Prawidlowo$¢ wklonowania genéw potwierdzono metoda
sekwencjonowania DNA. Zlinearyzowane plazmidy stuzyly do transformacji komérek Pichia
(elektroporacja). Integracj¢ genu USP i EcR do DNA chromosomalnego Pichia w locus
oksydazy alkoholowej (AOX1) potwierdzono przy pomocy PCR. Zdolno$é komérek Pichia
(hodowanych w obecnosci metanolu) do syntezy i sekrecji zrekombinowanych biatek USP i
EcR potwierdzono przy pomocy techniki Western-blottingu - przy uzyciu przeciwcial anty-
myc i anty-his.

W ramach wspélpracy z Zakladem Fizjologii Bezkregowcéw UW kontynuowano
badania nad wplywem stresu temperaturowego na synteze biatek u larw Galleria mellonella.
Wykazano, ze biatka o m.cz. 76 kDa i 82 kDa naleza do klasy biatek LHP (larval hemolymph
proteins). Stosujac technike Northern blottingu i hybrydyzacji ze specyficznymi sondami
cDNA zbadano przebieg ekspresji genéw Lhp 76 i Lhp 82 u larw podczas osfat’niego stadium
larwalnego, jak réwniez u larw pddanych stresowi chiodzenia (podczas pierwszych 100 dni
przebywania larw w obnizonej temperaturze; diapauza larwalna). Po raz pierwszy wykazano

obecnos¢ transkryptow Lhp 76 i Lhp 82 u diapauzujacych larw Galleria.

Najwazniejszy wynik badawczy
Opracowanie drozdzowego (Pichia pastoris) systemu ekspresyjnego.

Wykazanie obecnosci transkryptéw Lhp76 i Lhp 82 u diapauzujacych larw Galleria.
PUBLIKACIJE: 1189/A

?



Temat 6: Sekwencjonowanie genoméw wybranych szczepéw wiroidow i wirusow
roslinnych oraz ich detekcja

Zespot: prof. Wlodzimierz Zagorski-Ostoja, dr Anna Chachulska, dr Anna Goéra-Sochacka,

mgr Anna Lipska-Dwuznik, dr Andrzej Patucha, mgr Jerzy Pawlowicz, mgr Matgorzata
Milner, mgr Wojciech Podstolski, techn. Iwona Rosa, techn. Elzbieta Nowak

Kontynuowano prace dotyczace stabilnosci genetycznej wiroida wrzecionowatosci
bulw ziemniaka (PSTVd). Obiektem badan byt wariant sekwencyjny S23, wykazujacy wysoka
stabilno$¢ genetyczna. Z roslin pomidora odmiany Rutgers zakazonych plazmidami
rekombinacyjnymi niosacymi cDNA S23 wyizolowano RNA wiroidowe. Nastepnie uzyskano
~ pelnej  dlugosci c¢cDNA PSTVd (odwrotna transkrypcja, PCR), sklonowano i
zsekwencjonowano. Otrzymane sekwencje sa w trakcie analizy.

Rozpoczgto analiz¢ molekularng uzyskanych transgenicznych roslin ziemniaka
niosacych niepeina kopie cDNA PSTVd w orientacji (+) oraz (-) pod kontrola promotora 35 S
CaMV. Rosliny testowano na odpornos¢ na zakazenie PSTVd w Instytucie Hodowli i
Aklimatyzacji Roslin, Oddziat Mlochéw. Zadna z 50 badanych linii ziemniaka nie wykazata
odpornosci. Wyniki przeprowadzonych testow biologicznych wskazaly na mozliwosé
powstawania infekcyjnych kopii RNA PSTVd w kilku roslinach linii transgenicznych,
niosacych konstrukt w orientacji (+). Analiza molekularna potwierdzila obecnos¢ pelnej
diugosci RNA PSTVd w wymienionych roslinach.

Kontynuowano prace majace na celu charakterystyke molekularna odpornych na
infekcje wirusem Y ziemniaka (PVY) transgenicznych roslin zawierajacych fragment lub caty
gen polimerazy RNA (NIb) wirusa. Ponadto rozpoczg¢to charakterystyke roslin z
wprowadzonym genem biatka plaszcza wirusa mozaiki sataty (LMV). Wszystkie rosliny
testowano jednoczesnie w Instytucie Hodowli i Aklimatyzacji Roslin - Oddzial Mlochéw na
odpornos¢ na infekc_je wirusem PVY. Ponadto otrzymano szereg roslin transgenicznych
zawierajacych fragment cDNA PVY odpowiadajacy obszarowi 5° NTR. Badanie odpornosei
tych roslin na infekcje wirusem sa w toku.

Doktadny opis otrzymanych wynikéw zostat przeprowadzony w pracy doktorskiej A.
... M Chachulskiej pt.: ”Potato virus.Y phylogeny and engineered virus resistance” wykonanej w:
ZBB IBB.

Przeprowadzono dokladna analize potencjalnej struktury biatka ptaszcza wirusa PVY
(BP) korzystajac z dostepnych programoéw komputerowych (MATCHMAKER) i wykazano
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metoda “topology fingerprint” jego podobienistwo strukturalne do podjednostki VP1 kapsydu
rhinowirusa ludzkiego. Wykonujac pomiary dichroizmu kolowego potwierdzono
zdecydowany udzial struktur typu beta-kartek w tworzeniu BP PVY co stawia w nowym
swietle dotychczasowe zapatrywania na strukturg tego biatka.

Pod kontrole promotora fagowego T3 sklonowano obszerny fragment genomu wirusa
PVY w taki sposob aby z powstalego transkryptu mozliwa byla ekspresja zakodowanego
fragmentu poliproteiny wirusa. Konstrukt ten postuzy do prac majacych na celu konstrukcje

fuzji genowych prowadzacych do wyrazania biatek reporterowych GFP 1 GUS.

Najwazniejszy wynik badawczy

1. Wykazanie obecnosci petnej dtugosci RNA PSTVd w roslinach ziemniaka
transformowanych plazmidem niosacym niepeina kopie cDNA PSTVd w orientacji (+) pod
kontrola promotora 35 S CaMV.

2

. Otrzymanie transgenicznych roslin ziemniaka odpornych na infekcje wirusem PVY.
. Wstepny model struktury biatka ptaszcza PVY. N
PUBLIKACIE: 3295, 91/N, 94/N, 1119/A, 1156/A, 1159/A, 1160/A, 1161/A, 1162/A

(98

Temat 7: Cigcia i skladanie genomu wiroida PSTVd

Zespdt: prof. Przemystaw Szafranski, mgr Jerzy Pawtowicz

Za pomoca odpowiednich programéw komputerowych analizowano struktury
drugorzedowe RNA réznych typéw wiroida PSTVd. Badania te maja na celu znalezienie
powiazania miedzy budowa przestrzena RNA PSTVd, a patogennoscia wiroida.

Rozpoczeto wspdlprace z Instytutem Hodowli i Aklimatyzacji Roslin w Mlochowie
nad koinfekcja ziemniakéw viroidem PSTVd enkapsydowanym w czasteczkach wirusow
roslinnych jak np. wirusa liSciozwoju ziemniaka (PLRV).

Przy uzyciu wysokorozdzielczej chromatografii cieczowej FPLC oczyszczano

rybonukleaze Rnl. Rozpoznaje ona selektywnie jednoniciowe kwasy nukleinowe i moze by¢

“-uzyteczna:w badaniach nad struktura RNA wiroidowego. R s .
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Temat 8: Sekwencjonowanie i analiza funkcjonalna genomu drozdzy

Zespot: prof. Joanna Rytka, mgr Robert Gromadka, mgr Réza Kucharczyk, mgr Andrze;j

Migdalski, Beata Babifiska, Matgorzata Ostrowska.

Kontynuowano badania zmierzajace do identyfikacji funkcji- genu KRRI (ORF
YCLO59¢) kodujacego biatko niezbedne dla zycia komorki. Wykazano, ze produkt tego genu,
Krrlp, jest zlokalizowany w jaderku i bierze udziat w procesie dojrzewania rybosomow.

W poprzednim okresie sprawozdawczym zinaktywowano i sklonowano sze$é genow z
chromosomu II : YBRI28c, YBRI3Iw, YBRI33c, YBRI37w, YBRI38c, YBRI42w . Do
zdalszych badaf wybrano ORF YBRI3Iw. Produkt tego genu nie jest niezbedny dla zycia
komoérki. Inaktywacja genu powoduje nadwrazliwo$é komérek na jony wapnia i cynku oraz
na kofeing. Gen nazwano CCZ] (Calcium Caffeine Zinc sensitivity). Wykazano, ze w
mutantach ccz/A zmieniona jest morfologia wakuoli. Dotychczasowe wyniki wskazuja, ze
, bialko Cczlp bierze udziat w procesie transportu kationéw w komérce oraz/lub w utrzymaniu
homeostazy wapniowe;j. N

Udowodniono, ze ORF YJR025c (chromosom X) koduje dioksygenaze kwasu 3-
hydroksy-antranilowego, enzym bioracy udzial w syntezie kwasu nikotynowego. Gen ten
nazwaliSmy BNAI (Biosynthesis of Nicotinic Acid). Wykazano obecno$é szlaku syntezy
kwasu nikotynowego poprzez kynurening. Poszukiwania genéw odpowiedzialnych za synteze

innych enzymoéw tego szlaku sa w toku.
Najwazniejszy wynik badawczy

Wykazanie, ze produkt genu KRR1 jest niezbedny w procesie dojrzewania rybosoméw.
PUBLIKACIE: 3272, 3289, 3328

I.14



Temat 10: Udzial chromosowego i pozachromoesowego DNA w réznicowaniu komérek
roslinnych

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

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

Sygnalizowane w ubiegtorocznym Sprawozdaniu uboczne skutki mikrowstrzeliwania
obcego DNA do tkanek transformowanych metoda biolistyczna wskazaly na celowosé
ustalenia charakteru powstajacych uszkodzen. Okazalo sie, ze penetracja zarodkow pszenicy
przez superszybkie czastki metalicznego wolframu, stosowane jako dogodny nosnik obcego
DNA, powoduje znaczna fragmentacje komérkowego DNA (dowody posrednie). Co wigcej,
wydarzenia po-penetracyjne, symulowane przez inkubacje homogennego DNA z zawiesing
czastek wolframowych, prowadza do dalszych zmian. Natywny, kolisty DNA (np. pAHC25)
ulega relaksacji i linearyzacji. Oznacza to, ze w obecnosci wolframu DNA ulega takim
zmianom, jakie — inaczej — wymagatyby udziahu topoizomerazy i specyficznej endonukleazy.
Stwierdzono réwniez, ze wstgpnie zidentyfikowana w komérkach tytoniu glikozylaza 3-

metyloadeninowa DNA usuwa z DNA nie tylko 3-metyloadening, ale tez i 7-metyloguanine.

Prace nad oczyszczeniem enzymu trwaja.
Najwazniejszy wynik badawczy

Zaobserwowano, ze mikroczasteczki wolframowe, powszechnie stosowane jako nosnik
obcego DNA w biolistycznej transformacji roslin, zwierzat i drobnoustrojow, posiadaja
aktywnos¢ katalityczna, podobng aktywnosci niektérych enzyméw nukleolitycznych.
PUBLIKACIJE: 3336, 1184/A, 1185/A



Temat 12: Wystepowanie i rola lipidow terpenoidowych w tkankach roslinnych
Badania struktury i biosyntezy

Zespot: prof. Tadeusz Chojnacki, Jozefina Hertel, dr Wiestaw Jankowski, doc. Ewa Kula-

Swiezewska, mgr Karolina Skorupifiska, mgr Matgorzata Wanke, mgr Vo Si Hung
(stypendysta MEN)

Badania in vivo biosyntezy prenylowanych biatek u Arabidopsis thaliana wykazaly
powstawanie gltdwnie jednego produktu biatkowego modyfikowanego przez metabolit(y)
kwasu mewalonowego, trwaja badania nad struktura modyfikowanego biatka.

Ustalono, ze enzym - Rab prenylotransferaza wykazuje sposrod badanych roslin
najwyzsza aktywnos¢ w korzeniach pszenicy. Kompleks biatkowy tworzony z substratem Rab
prenylotransferazy - GGPP posiada mase czasteczkowa ok. 320 kDa. Masa czasteczkowa
Rab prenylotransferazy z tej rosliny wynosi ok. 320 - 350 kDa, podobnie jak w komorkach
zwierzecych.

Kontynuowano badania nad mechanizmami transportu plastochinonu i ubichinonu w
komérkach roslinnych (szpinaku). Wykazano, ze mechanizm transportu obu lipidéw jest
rézny.

Kontynuowano badania nad wystepowaniem poliprenoli w tkankach: roslinnych.
Wykazano, ze roliny z rodziny Rosaceae nalezace do rodzajéw Prunus i 'Malus oraz z
rodziny Cornaceae rodzaj Cornus zawieraja w lisciach mieszaniny poliprenoli zbudowane z-
18, 19, 20 i 21 reszt izoprenowych; w lisciach 6 gatunkéw wisni znaleziono dodatkowa
rodzing poliprenoli zbudowanych z 35-42 reszt izoprenowych. Widmo poliprenoli
wystgpujacych w korzeniach Coluria geoides pochodzacych z kultur tkankowych i roslin
rosnacych w glebie jest identyczne (dominuje Pren-16), a réwnoczeénie inne niz w lisciach
(dominuje Pren-19). Zawarto$¢ poliprenoli w korzeniach rosnacych in vitro wynosi 100pg/g
suchej masy. Stosujac spektrometrig 'H-NMR wykazano wystepowanie fosforanéw
poliprenoli w lisciach dwu gatunkow roslin.

Postugujac si¢ metode cyklizacji opracowana dla cis,-trans poliprenoli polegajaca na
indukcji -karbokationéw superkwasami otrzymano cykliczne struktury zbudowane z Cys
~wegli: Wykazano koenzymatyczng aktywno$é fosfonianéw dolicholi wreakcji ‘biosyntezy "
dolichylofosfonianocukréw. Fosfoniany dolicholi sa akceptorami mannozy, glukozy i N-
acetyloglukozaminy w reakcji katalizowanej przez glikozylotransferazy watroby i moézgu

SZCczZura.
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Najwazniejszy wynik badawczy

Wykazanie, ze glownym produktem prenylacji u 4.thaliana jest biatko o masie czasteczkowej
ok. 28kDa oraz ze masa czasteczkowa holoenzymu Rab prenylotransferazy roslinnej wynosi
ok. 320 kDa. Fosfoniany dolicholi funkcjonuja jako koenzymy lipidowe - akceptory reszt
cukrowych.

PUBLIKACIE: 3299, 3330, 3353, 3358, 1123/A, 1124/A, 1136/A, 1138/A, 1139/A, 1140/A,
1141/A, 1144/A, 100/N, 115/N

Temat 13: Wlasciwosci wybranych enzymoéw przemiany purynowej

Zespot: prof. dr hab. Maria M. Jezewska, techn. Grazyna Jewdoszuk

Kontynuowano badania nad wiasciwosciami enzymu(6w) deaminujacego nukleozydy

adeninowe w watrobotrzustce $limaka Helix pomatia. Poprzednio uzyskano dwa piki
bialkowe o aktywnosci deaminujacej MTA, Ado i 2’-dAdo. W celu dalszego
scharakteryzowania aktywnych biatek, wytracona siarczanem amonu frakcje bialkowa 60-75
poddawano chromatografii kolumnowej na zlozach Cellulose DE-52, DEAE-Sephacel i
Sephadex-G-200. W zaleznosci od sposobu przygotowania nanoszonej na kolumne prébki
(dializa, odsolenie na Sephadex G-25, zaggszczenie) otrzymywano od 17 do 3 pikéw
biatkowych o aktywnosci deaminujacej MTA, Ado i 2’-dAdo. Kazdy z tych pikéw
deaminowal wszystkie trzy nukleozydy, ale z rézng szybkoscia. Podstawowy pik zawierat
aktywne biatko o masie czasteczkowej (okreslonej za pomoca chromatografii kolumnowej na
Sephadex G-200) 132 000, co odpowiada m. czast. deaminazy adenozyny z watrobotrzustki
H: pomatia, drugi co-do wielkosci pik - biatko 145 000. R6znice m. czast. tych dwoch bialek:
sa, by¢ moze, spowodowane agregacja enzymu z matymi polipeptydami obecnymi we frakcji
60-75. Specyficzno$¢ substratowa enzymu z H. pomatia pokrywata si¢ ze specyficznoscia

deaminazy MTA z przywry F. hepatica, badanej uprzednio.

Najwazniejszy wynik badawczy

... Zidentyfikowanie unikalnej deaminazy MTA/Ado w-slimaku i przywrze — organizmach - .o

podlegajacych koewolucji w uktadzie gospodarz-pasozyt.
PUBLIKACIJE: 3307, 3313
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Temat 14: Izolacja i charakterystyka bialek roslinnych uczestniczacych w procesach
fosforylacji

Zespot: prof. Grazyna Muszyfiska, dr Grazyna Dobrowolska, mgr Jadwiga Szczegielniak,

mgr Joanna Trojanek, mgr Olubunmi S. Awotunde, mgr Monika Mikotajczyk, mgr Aneta

Liwosz i mgr Ireneusz Jurkowski

Kinazg biatkowa zalezng od wapnia i fosfolipidéw oczyszczono ponad 200-krotnie z
siewek  kukurydzy = wykorzystujac  chromatografic hydrofobowa  (Octyl-Sepharose),
jonowymienng (DEAE-52 cellulose i Mono Q /FPLC) i chromatografi¢ powinowactwa
(MBP-Sepharose). Aktywnos¢ tej kinazy biatkowej jest 3-4 krotnie stymulowana przez
fosfatydyloseryng i diacyloglicerol, endogenne lipidy, kwas arachidonowy 1 estry forbolu.
Badana kinaza biatkowa fosforyluje histon H1, Myelin Basic Protein (MBP) i dwa peptydy z
syntazy glikogenu, natomiast nie fosforyluje specyficznych substratéw zwierzecej PKC
(peptydu pochodzacego z sekwencji pseudosubstratu PKC i peptydu pochodzacego z biatka
MARCKS endogennego substratu PKC). Podobnie specyficzny inhibitor PKC, pochodzacy
rowniez z sekwencji pseudosubstratu, nie hamuje aktywnosci roslinnego enzymu. Aktywnos¢
kinazy roslinnej jest hamowana przez agonistow kalmoduliny (kalmidazolium,
trdjfluoroperazina, sulfonamid naftalenu). Oczyszczona kinaza biatkowa:: reaguje z
przeciwciatami przeciwko domenie podobnej do kalmoduliny CDPK (Z ‘ang. Calcium
Dependent Protein Kinase) z soji. Badania kinetyczne i immunologiczne dostarczaja
dowod6w, ze zalezna od wapnia i aktywowana przez fosfolipidy, kinaza biatkowa z siewek
kukurydzy o masie molekularnej 54 kDa jest izoenzymem ro$linnej CDPK. Sa to pierwsze
dowody $wiadczace, ze u roslin w zaleznym od fosfolipidow przekazywaniu sygnalow
uczestniczy CDPK (publikacja w przygotowaniu):-

Celem kolejnego projektu byla identyfikacja kinaz biatkowych odpowiedzialnych za
tosforylacje tyrozyny w biatkach roslinnych. Kinazy biatkowe fosforylujace tyrozyne
oczyszczano okoto 100-krotnie z siewek kukurydzy. Procedura oczyszczania obejmowata
chromatografi¢ na fosfocelulozie i poli-L-lizynie zwiazanej z agaroza, wysalanie siarczanem
amonu i s3czenie na Zzelu (Superose 12/FPLC). Analiza ,in gel kinase assay” z
. unieruchomionymi w-.zelu substratami -polyGluTyr. (4:1) (substrat. kinaz tyrozynowych)-lub
kazeing (substrat kinaz serynowo-treoninowych) oraz saczenie na zelu, wykazalo obecno$é
dwoch monomerycznych kinaz bialkowzych o masie molekularne; 55 i 67 kDa

fosforylujacych unieruchomione substraty. Kinazy te byly czesciowo defosforylowane
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zarowno przez biatkowa fosfataze fosfotyrozynowa (PTP) jak i serynowo-treoninowa
fosfataze biatkowg typu 2A. Uzyskane wyniki wskazuja, ze identyfikowane kinazy biatkowe
cechuje podwdjna specyficznosé, czyli zdolnosé do fosforylacji w biatkach zaréwno tyrozyny

jak i seryny i treoniny (publikacja w przygotowaniu).

Najwazniejszy wynik badawczy
Wykazano, ze zalezna od wapnia i aktywowana przez fosfolipidy kinaza biatkowa

wyizolowana z siewek kukurydzy jest izoenzymem roslinnej CDPK (Calcium Dependent

Protein Kinase).

PUBLIKACIJE: 3268, 1191A

Temat 16: Enzymy nukleolityczne roslin wyzszych
Zespot: prof. Jan W. Szarkowski, dr hab. Anna Przykorska, dr Elzbieta Kuligowska, dr Maria

A. Siwecka, dr Marek Tomaszewski, mgr Krzysztof Olszak, Danuta Klarkowska

Aby okresli¢ przydatno$¢ syntetycznych konstruktéw tRNA do badania wplywu
posttranskrypcyjnych modyfikacji oraz mutacji kierunkowych na strukture i funkcje RNA
analizowano zmiany konformacyjne niemodyfikowanego tRNAP 7 drozdzy jako funkcje sity
jonowej, stezenia jonéw Mg i temperatury uzywajac kombinacji pomiarow
spektroskopowych z metodami opartymi na sondach chemicznych i enzymatycznych (3344).

Poréwnano tez dziatanie nukleazy Rn na tRNAP™ i tRNA™P z drozdzy w zaleznosci
od stgzenia jonéw Mg i wykazano, ze hamujacy wplyw tych jonéw na badang nukleaze
‘wynika ze zmiany konformacji substratu, a nie z inhibicji samego enzymu (113/N).

Kontynuowano prace nad molekularnymi podstawami ewolucji kodu genetycznego
stosujac jako model nietypowy tRNA(CAG) z C. albicans, ktéry posiada antykodon dla
leucyny, jednak aminoacylowany jest seryna. Wykazano, ze Gs3obecne w petli antykodonu
tego tRNA odpowiedzialne Jest za szeroka zmiane konformacyjna, ktéra stanowi negatywna
determinaritq dla syntetazy leucynowej, a pozytywna determinante dla syntetazy serynowej
(3331).

Nukleazy Rn i ChS wuzyto do identyfikacji miejsc oddzialywania syntetazy
tryptofanowej i syntetazy cysteinowej z odpowiadajacymi im tRNA. Wykazano takze, ze

zmiany konformacyjne zachodzace w czasteczce tRNA po zwiazaniu sie z biatkiem syntetazy
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zachodza w miejscach, ktére pozniej wiaza si¢ z biatkiem EFTu. Wysunieto hipoteze, ze
czasteczki tRNA w kolejnych etapach aminoacylacji i syntezy biatek przechodza szereg zmian
konformacyjnych, ktére nie sg przypadkowe i polegaja na przygotowaniu czasteczki tRNA
wiazacej si¢ z jednym bialkiem na "przejecie” jej przez kolejny czynnik biatkowy z jak
najmniejsza strata energii (1201/A).

Kontynuowano badania nad charakterystyka RNazyT84 z ludzkich komorek
nowotworowych. Ustalono, ze enzym ten jest wysoce specyficzny do diad PuU oraz, ze
produktami reakcji enzymatycznej sa oligonukleotydy zdolne do ligacji. Te wiasnosci
badanego enzymu pozwalaja na stosowanie go do sekwencjonowania oraz "rekombinacji"
RNA (3318).

Przeprowadzono dalsze badania dziatania nukleazy Chs z chloroplastéw pszenicy na
superspiralne  czasteczki DNA.  Stwierdzono uprzednio, ze enzym wykazuje
endonukleolityczng aktywnosé¢ w stosunku do jednoniciowego DNA bez obecnosci
dwuwarto$ciowych jonéw. Natomiast w obecnosci dwuwartosciowych jonéw wzrasta
aktywnos¢ egzonukleolityczna w stosunku do dwuniciowego DNA. Nukleaza Chs wprowadza
duza ilo$¢ cigé jednoniciowych w liniowym dwuniciowym DNA. Cigcia te pojawiaja sie
nawet bez obecnosci cig¢ dwuniciowych. Wynik ten sugeruje, ze cigcia dwuniciowe powstaja
wtdrnie jako rezultat $cisle okreslonych cieé w kazdej nici dwuniciowego DNA.

Przeprowadzono dalsze badania nad nukleazg II zwiazana z rybosomami zarodkéw
zyta 1 wykazano, ze rozdzielone na zelu poliakrylamidowym z dodatkiem SDS oba peptydy
(62 kDa i 57 kDa) rozkladaja dodane do zelu poli(C) i wysokospolimeryzowane RNA
zarodkéw pszenicy. Poddano ograniczonej hydrolizie transkrypt fragmentu 3°UTR biatkowej
kinazy dystrofii migsniowej (DMPK) czlowieka i wykazano, ze nukleaza II zarodkéw zyta
rozpoznaje wszystkie CpA i UpA wiazania fosfodwuestrowe w tym fragmencie, zaré6wno w
obszarze dwuniciowym jak i jednoniciowym. Okreslono sekwencje aminokwaséw w trzech
peptydach biatka 62 kDa nukleazy i poréwnano z sekwencjami biatek w bazie danych (Swiss
Prot).Uzyskane wyniki swiadcza o tym, ze peptydy 113, mimo najwiekszego podobienistwa z
biatkami typu albumin, zawieraja motywy wystepujace w RNazie IIl zE. coli i RNazie 2 z

Zen-szen.
Najwainie}szy wynik badawczy

Ustalenie, ze zmiany konformacyjne w czasteczee tRNA zachodzace po zwiazaniu sie tego

RNA z bialkiem aminoacylosyntetazy zachodza w miejscach rozpoznawanych p6zniej przez
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czynnik EFTu.
PUBLIKACIE: 3318, 3344, 3331, 1201/A, 113/N

Temat 17: Kultury tkankowe i komérkowe ziemniaka — patogeny oraz transformacja
roslin
Zespot: doc. dr hab. Bernard Wielgat, dr Urszula Maciejewska, dr Anna Szczerbakowa, mgr

Maria Borkowska, mgr Lidia Polkowska (od 01.10.98), tech. Maria Piechocka, tech. Kinga

Furga (od 12.10.98), prof. dr hab. Lidia D. Wasilewska, |prof. dr hab. Kazimierz Kleczkowski

(do 08.08.98)

Badania proceséw patogenezy ziemniaka wywolywanej grzybem Phytophthora infestans
»dotyczy{y:

a) somatycznej hybrydyzacji roznych form ziemniaka, o zréznicowanym stopniu wrazliwosci
na P. infestans; selekeji, regeneracji, hodowli i analizy uzyskanych hybrydg:)w,

b) poszukiwania biochemicznych marker6w poligenicznej odpornosci ziemniaka na
P. infestans.

a) Przeprowadzono miedzygatunkows fuzje protoplastéw otrzymanych z lisci dwdch dzikich
gatunk6w Solanum odpornych na P. infestans (heksaploidalny S. nigrum oraz diploidalny
S. bulbocastanum) z protoplastami uzyskanymi z li$ci ziemniaka uprawnego o réznym stopniu
wrazliwos$ci na P. infestans (tetraploidalna odmiana Bzura o malej wrazliwos$ci oraz wrazliwe
linie diploidalne ZEL-1136 i H-8105). Fuzanty w kombinacji: S. ngr. + ZEL,
S. ngr. + H-8105, S. blb. + Bzura, S. blb. + ZEL, S. blb. + H-8105 poddawano selekcji na
etapie kalusa peréwnujac z kalusami hodowanymi z protoplastéw rodzicielskich. Uzyskano
ponad 200 potencjalnych hybrydéw, ktore poddawano regeneracii. Otrzymano regeneranty
roslin ze wszystkich kombinacji fuzji. Wiecej pedéw regeneruje si¢ w wyniku fuzji S. ngr z S.
tbr. niz w roslinach uzyskanych po fuzji S. blb. z S. thr. Uzyskane rosliny hybrydowe sa
hodowane in vitro i sa sukcesywnie przenoszone do hodowli doniczkowej. Szereg roslin
posiada zmieniona morfologie w pordwnaniu z formami rodzicielskimi. Wykonano, metoda
‘cytometrii przeplywowej, pomiar . zawartosci jadrowego DNA:- w. komoérkach roslin
rodzicielskich. Molekularna selekcja otrzymanych hybrydéw i badanie stopnia ich odpornosci

na P. infestans zostanie wykonana w nastepnym etapie.
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b) Kontynuowano réwniez badania wezesnych reakcji zachodzacych w  zawiesinie
komorkowej z ziemniaka (odm. Tarpan i Bzura) po podaniu jej elicytoréw z P. infestans.
Wykazano istotne réznice w kinetyce i intensywnosci produkcji aktywnych form tlenu w
zaleznosci od stopnia odpornosci na grzyba. Stwierdzono, Ze za t¢ synteze odpowiedzialna
jest zalezna od NAD(P)H oksydaza Zwiazana z btona komoérkowa. Wykazano réwniez
zroznicowana aktywno$¢ wewnatrz- i zewnatrzkomoérkowych peroksydaz po podaniu
elicytora. Maksymalnej produkeji aktywnych form tlenu towarzyszy wzrost poziomu
peroksydacji lipidow, ktory jest wskaznikiem uszkodzenia komérek w trakcie infekcji (wysoki
we wrazliwej odm. Tarpan, brak w odpornym gatunku S, nigrum). W nast¢pnym etapie tego

typu badania zostana przeprowadzone na roslinach hybrydowych.

Najwazniejszy wynik badawczy

Uzyskanie pierwszych roélin hybrydowych z fuzji protoplastéw z form odpornych i
wrazliwych na P. infestans.

PUBLIKACIJE: 1121/A, 1188/A, 1213/A, 105/N

Temat 18: Molekularne regulacje syntezy glikokoniugatéw w komérkach drozdzy
i niektérych grzybéw nitkowatych “

Zespo6t: prof. dr hab. Grazvna Palamarczyk, dr Joanna Kruszewska, mgr Urszula Lenart,

mgr Monika Sosnowska, mgr Kariona Grabiniska, mgr Anna Janik

W okresie sprawozdawczym prowadzono nastgpujaca tematyke badawcza;
a/ Glikozyiacja,i..sekrecja bialek w Trichoderma h-ree..sei. Transformanty Trichoderma.reesei,
wykazujace podwyzszony do siedmiu razy poziom syntezy/sekrecji bialek w wyniku
transformacji drozdzowym genem DPM]I (kodujacym syntaz¢ mannozofosfodolicholu, MPD-
syntaz¢) pod kontrola homologicznego promotora i terminatora 7 richoderma, poddano
analizie strukturalnej. W obrazie z mikroskopu elektronowego stwierdzono, ze nadekspresji
genu  w Trichoderma reesei towarzyszg istotne zmiany strukturalne wsréd nich
.rozluznienie” struktury $ciany komoérkowej a takze wzrost ilosci mitochondriow.

Sklonowano gen dpmIT, kodujacy MPD syntaz¢ Trichoderma reesei. Otrzymano
stabilne transformanty Trichoderma, ktére beda wykorzystane do badania efektu nadekspresji

genu homologicznego na glikozylacje i sekrecjg biatek w tym organizmie.
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b/ Badanie wzajemnego oddzialywania bialek w procesie biosyntezy wolnego 1
glikozylowanego dolicholu (MPD) w Saccharomyces cerevisiae. Stosujac drozdzowy system
dwuhybrydowy wykazano interakcje pomigdzy podjednostkami syntazy dwufosforanu
farnezylu Saccharomyces cerevisiae, jednego z kluczowych enzymow w biosyntezie
izoprenoidéw. Rownolegle prowadzone sa prace nad poszukiwaniem  biatek
wspotdziatajacych z FPP-syntaza w procesie biosyntezy dolicholi.

(Praca wykonywana we wspélpracy z Zaktadem Genetyki i Biologii Molekularnej
Uniwersytetu w Poitiers, Francja)

Stwierdzono, ze geny (mpgl i MPG1) Trichoderma reesei i Saccharomyces cerevisiae,
kodujace guanylo-transferaze, katalizujaca ostatnia reakcje w szlaku syntezy GDPMan,
powoduja supresje termowrazliwej mutacji genu kodujacego MPD-syntazg (dpml1-6).
Wyjasnienie regulacyjnej roli guanylotransferazy w biosyntezie glikokoniugatow poprzez
ewentualne oddziatywanie biatka transferazy z innymi enzymami szlaku dolicholo-zaleznych

glikozylacji jest celem prowadzonych obecnie eksperymentow.

Najwazniejszy wynik badawczy
Wykazanie, ze nadekspresji genu kodujacego syntazg mannozylofosfodolicholu towarzysza
istotne zmiany strukturalne komorek.

PUBLIKACIJE: 3301, 3322, 1142/A, 1145/A, 1146/A, 1147/A <
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Temat 20: Genetyka i biologia molekularna grzybow
prof. dr hab. Andrzej Paszewski

Temat 20.1: Kontrola funkcji mitochondriéw przez jadro komérkowe u drozdiy

S. cerevisiae

Zespot: dr hab. Magdalena Boguta, mgr Agnieszka Chacinska, mgr Agata Konopinska,
mgr Krzysztof Pluta, mgr Barbara Szczesniak

Kontynuowano prace nad genami NAM9 i MAFI ktére kontroluja wierno$¢ translacji u
drozdzy. Wyniki genetyczne opisane W poprzednim okresie sprawozdawczym sugerowaly
~ wspoéldzialanie biatka Nam9p z cytozolowym czaperonem Hsp104. Jak wiadomo z literatury,
Hspl04 kontroluje konformacje prionu drozdzowego psi. W celu poznania natury
oddziatywan Nam9-Hsp104 oraz wyjasnienia, do jakiego stopnia Nam9 przypomina prion,
rozpoczeto doswiadezenia w ukladzie in vitro. We wspdlpracy z laboratorium prof. Gottfrieda
Schatza w Biozentrum w Bazylei, przygotowano kompetentne translacyjnie ekstrakty
drozdzowe ze szczepéw o réznym poziomie ekspresji Hspl104. Biatko NamO9p, w wersji
dzikiej i zmutowanej, syntetyzowano in vifro w obecnosci znakowanej metioniny.
Niezaleznie od obecnosci mutacji, biatko Nam9 wykazywalo silng tendencje do tworzenia
agregatow, ktore identyfikowano poprzez wirowanie ekstraktéw translaéy’jnych. Forma
rozpuszczalna biatko obserwowana na zelu jako pojedynczy prazek o masie 53 kDa,
przechodzita stopniowo w forme zagregowana, jesli przedluzano inkubacje ekstraktu po
translacji. Przy uzyciu tej metody nie otrzymano powtarzalnych réznic ilosci powstajacych
agregatow biatka zmutowanego w stosunku do dzikiego Nam9p. Takze obecnosé Hspl04 w
ekstrakcie nie zmieniala poziomu agregacji Nam9. Biatko Nam9 w formie rozpuszczalnej
bylo importowane do izolowanych mitochondriéw drozdzy. Wydajnos¢ importu wahata si¢ w
zaleznosei od temperatury i wynosita 2 do 14%. W mitochondriach analizowanych po reakcji
importu biatko Nam9 byto odnajdywane w formie rozpuszczalnej Jak réwniez w postaci
wysoko czasteczkowych kompleksow.

Skonstruowano plazmid zawierajacy fuzje genu MAF] z sekwencja kodujaca trakt
histydyn.- Obserwowano " wyrazna" ekspresj¢ biatka Mafl-his wEscherichia coli: Ekstrakt
bakteryjny oczyszczono przy uzyciu kolumny agarozowo-niklowej i otrzymano 4,5 mg
preparatu  zawierajacego ~80% biatka Mafl-his. Oczyszczone biatko bedzie uzyte w

dos$wiadczeniach in vitro majacych na celu ustalenie roli Mafl w translacji i/lub biosyntezie
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tRNA. Taka funkcje biatka sugeruja supresory mutacji mafI-/ zidentyfikowane poprzednio
jako geny kodujgce podjednostke o polimerazy III RNA oraz czynnik elongacji translacji.

Najwazniejszy wynik badawezy
Oczyszczenie biatka Mafl.
PUBLIKACIJE: 3360, 88/N, 1149/A, 1164/A, 1165/A

Temat 20.2: Genetyczna regulacja metabolizmu w drozdzach S.cerevisiae

Zespot: prof. Joanna Rytka, dr Anna Chelstowska, dr Monika Géra, dr Anna Kurlandzka,

dr Teresa Zotadek, mgr Beata Gajewska, mgr Ewa Grzybowska, mgr Joanna Kaminska,

mgr Iwona Smaczynska-de Rooij, Monika Wysocka

Hem i jego prekursory sa lipofilnymi, bardzo reaktywnymi czasteczkami, ktérych
akumulacja prowadzi do fotodestrukcji struktur komoérkowych, dlatego tez przyjmuje sig, ze
ich transportem w komorce kieruja interakcje z biatkami. W naszych badaniach zalozylismy,
iz przynajmniej niektére z bialek bioracych udzial w transporcie Fe™, porfirynogenow,
porfiryn i hemu beda wspéldziataly z ostatnim enzymem szlaku biosyntezy hemu -
ferrochelataza. Dotychczas, pomimo intensywnych poszukiwan, ni¢  znaleziono
funkcjonalnych supresoréw mutacji heml5 (HEMIS5S - gen kodujacy ferrochelatazg).
Rozpoczeto zatem izolacje biatek wspotdzialajacych z ferrochelatazg stosujac system
dwuhybrydowy. Skonstruowano fuzje genu HEM15 z domena LexA, wiazaca DNA (plazmid
pBTM116). Kotransformacja ta konstrukcja i genomowymi bankami drozdzowymi YL2H-C1,
YL2H-C2 i YL2H-C3 doprowadzila do izolacji 5 klonéw, niosacych geny kodujace biatka
wykazujace interakcje z ferrochelataza. Geny te koduja: CHCI - cigzki tancuch klatryny,
ATP4 - podjednostke b ATP-syntazy, IPPI - pirofosfataze, YJR003¢ i YCRO86w - nieznane
biatka. Rozpoczeto badania nad wspétdziataniem produktow tych genow z Hem15p . System
dwuhybrydowy zastosowano rowniez do wykazania interakcji pomiedzy ligaza
ubikwitynowo-bialkowa (RspSp) i biatkiem Panlp zaangazowanym w organizacje¢ szkieletu
‘komoérkowego. Wykazano, ze biatko Rsp5 jest zlokalizowane w cytoplazmie.

W drozdzach obserwuje si¢ zmiane ekspresji niektorych genéw jadrowych w
odpowiedzi na zmiane stanu funkcjonalnego mitochondriéw. Ten typ regulacji nazwano

Lretrograde”. Znane sa trzy geny RTGI, RTG2, RTG3, ktérych produkty biora udziat w tym
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procesie. Wykazano, ze w mutantach riglA rtg2A jest obnizony poziom indukcji biatek
peroksysomalnych. Zidentyfikowano nowe geny: YDL117w, ktéry przywraca petng indukcje

syntezy katalazy A, enzymu zlokalizowanego w peroksysomach. oraz YELO7Iw, ktorego
ekspresja zalezy od systemu RTG.

Najwazniejszy wynik
Identyfikacja nowych genéw YDL1]7w oraz YELO71 w, ktérych ekspresja zwiazana jest z
systemem regulacji typu ,,retrograde”.

PUBLIKACIE: 3333, 3361, 1141/A, 1179/A, 95/N, 103/N

Temat 20.3: Genetyczna kontrola szlakéw metabolizmu siarkowego u grzybéw

Zespot: prof. dr Andrzej Paszewski, dr Jerzy Brzywezy, dr Beata Burzynska, dr Renata

Natoff, dr Matgorzata Piotrowska, dr Irmina Lewandowska, dr Marzena Sieriko,

mgr Marcin Grynberg, mgr Magdalena Kacprzak

Scharakteryzowany zostal gen metR - pozytywny regulator metabolizmu siarkowego u
Aspergillus nidulans. Gen ten zawiera jeden, duzy intron i koduje biatko:; posiadajace
zasadowa domen¢ z zamkiem leucynowym wiazaca DNA, co wkazuje ze jest to aktywator
transkrypcji. Domena ta wykazuje bardzo wysoka homologi¢ z podobna domeng biatka cys3
Neurospora crassa. Poza ta domeng nie obserwuje sie migdzy tymi biatkami zadnej istotnej
homologii. Mutacje w genie mefR sa epistatyczne w stosunku do mutacji w genach scon
odpowiedzialnych za metaboliczna represje siarkowa. _

Anéliza genow. cysA i metE wykazata, ze oba kodujg bialka, ktérych struktura
pierwszorzedowa odpowiada transacetylazom homoserynowym, jednakze tylko bialko
kodowane przez metE speknia te role w komérce, natomiast biatko cysA pelni, jak wszystko
na to wskazuje, funkcje transacetylazy serynowej, mimo braku podobienstwa do innych
transacetylaz serynowych. Dane te wskazuja, ze istnieja dwa typy nie spokrewnionych ze soba

filogenetycznie transacetylaz serynowych.

-~ Rozpoczeto analize-genéw regulacyjnych-metabolizmu folianewego.+Zidentyfikowano -

dwa kosmidy z banku genéw A. nidulans niosace wstawki komplementujace mutacje metH2

Wstepne dane wskazuja, ze jeden z tych kosmidéw zawiera gen kodujacy syntaze

metioninowa.
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Kontynuowano wspotprace z Centrum Medycznego Ksztalcenia Podyplomowego nad
molekularna  diagnostyka pacjentow z genetycznie warunkowanym niedoborem
dehydrogenazy 6-fosfoglukozowej. Odkryto nowa, nie opisana dotad mutacje w genie
kodujacym ten enzym.

Najwazniejszy wynik badawczy

Scharakteryzowanie pozytywnego regulatora metabolizmu siarkowego u Aspergillus nidulans
jako czynnika transkrypcyjnego kodowanego przez gen metR.

PUBLIKACIJE: 3278, 3283 , 1168/A, 1171/A, 1173/A, 1175/A, 1196/A

Temat 20.4: Rola pdlimeraz DNA w procesach naprawy DNA u drozdzy
Zespot: prof dr hab. Witold Jachymezyk, prof. dr hab. Jerzy Zuk, dr Hanna Baranowska -

Wyszomirska, mgr Agnieszka Hatas, mgr Arkadiusz Ciesielski, techn. Zofia Policinska

~

1. W badaniach nad mechanizmami rekombinacyjnej naprawy DNA proWadzono prace nad
udziatlem polimeraz DNA w indukowanej konwersji genéw i w naprawie ,.crosslinkéow”
powodowanych w DNA przez dwufunkcyjne psoraleny i promienie UVB. Stwierdzono, ze
gtownymi polimerazami . DNA odpowiedzialnymi za te procesy sa polimerazy o i d.
Polimeraza € wydaje sig¢ odgrywa¢ mniejsza role, by¢ moze uczestniczac tylko jako enzym
pomocniczy. Badania sg kontynuowane

2. W badaniach nad mechanizmami powstawania mutacji fazy stacjonarnej (adaptacyjnymi) u
drozdzy potwierdzono udziat polimerazy € i 8 w indukowanej selekcyjnie mutacji w locus
LYS2, wykiuczajqc jednoczesnie udziat pozostatych polimeraz DNA. Por6wnanie sekwencji
nukleotydowych w rewertantach lizynowych wykazalo, ze zmiany zwigzane sg gtéwnie z 1-bp
delecjami w ciggach mononukleotydowych, przy czym rownie duzo delecji przypada na ciagi
Ajak 1 C. Wydaje sig, ze obie polimerazy DNA sg jednakowo zaangazowane w synteze¢ DNA
fazy stacjonarnej i moga si¢ wzajemnie zastepowa¢, jednak zastepstwo takie powoduje wzrost
ilosci popetnianych bledow.

-~-3. Podje¢to-badania-wplywu genéw odpowiedzialnych-za postreplikacyjna naprawg DNA typu
»mismatch” na proces formowania mutantéw adaptacyjnych. Stwierdzono, ze w szczepach

zawierajacych delecje genéw Amsh ilo$¢ rewersji adaptacyjnych bardzo wzrasta. Produkt

genu MSH2 wydaje si¢ tworzy¢ aktywne kompleksy z produktami genow MSH3 lub MSHEG,
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przy czym bialka te moga si¢ w kompleksie zastgpowac, gdyz podwojna delejea gendw
MSH3-MSH6 daje rownie silny efekt mutatorowy jak delecja genu MSH2. Delecje w genach
MLHI i PMSI daja réwniez efekty mutatorowe, jednak stabsze niz w przypadku delecji
genéw MSH. Badania w punkcie 2 i 3 beda kontynuowane.

Najwazniejszy wynik badawczy
Potwierdzenie roli elongacyjnych polimeraz DNA w powstawaniu mutacji adaptacyjnych w
drozdzach na drodze sekwencjonowania powstatych rewertantow, oraz systemu ,,mismatch”

w utrwalaniu tych mutacji.

PUBLIKACIE: 1176/A, 1177/A 1178/A

Temat 21: Regulacja metabolizmu siarkowego u prokariontéw

Zespo6t: dr hab. Monika Hryniewicz, dr Roksana Iwanicka-Nowicka, mgr Anna Lochowska,

mgr Tomasz Bykowski .

Kontynuowano badania nad mechanizmem regulacji genéw indukowanych w
warunkach ,,glodu siarczanowego” wchodzacych w sktad stymulonu ssi (sulfate starvation-
induced). Wykazano, ze mechanizm dziatania regulatoréw transkrypcyjnych CysB i Cbl jest
rézny dla indywiduanych genéw zaliczanych do klasy ssi (operondw tau, ssu oraz genéw sbp i
cysK). Wykazano tez, ze dodatkowym czynnikiem regulacyjnym dla ekspresji genow ssi jest
biatko IHF. Stwierdzono wiazanie tego biatka w regionach regulatorowych sbp, tau 1 ssu (w
przypadku regionu promotorowego ssu zidentyfikowano dwa miejsca wigzania [HF).

-Stwierdzono, ze biatko CysB wykazuje ‘powinowactwo do promotorow niektérych
gen6éw nie zwiazanych bezposrednio metabolizmem siarkowym (np. pbla pfet). Znaczenie
ﬁzjologiczne sekwestracji CysB bedzie przedmiotem dalszych badan.

Przeprowadzono analize interakcji szeregu zmutowanych form biatka CysB
(produktow alleli cysB* — defektywnych w kontroli pozytywnej oraz konstytutywnych alleli

cysB°) z regionem promotorowym genu cysP in_vitro. Na podstawie charakterystyki

elektroforetycznej komplekséw tworzonych przez:-badane biatka CysB z'DNA ustalono, ze .-

interakcja CysB z induktorem (acetyloseryna) angazuje szereg reszt aminokwasowych
zlokalizowanych w centralnej domenie biatka. Substytucje TI196I, A244V i A247E

powoduja, ze bialko CysB jest niezdolne. do interakcji z induktorem i wytworzenia
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wlasciwego dla aktywacji transkrypcji kompleksu z DNA. Natomiast substytucje Y164N i
A227E daja w konsekwencji biatko zdolne do wytworzenia z DNA kompleksu ,,aktywnego”

niezaleznie od obecnosci induktora.

Najwazniejszy wynik badawczy

Wykazanie, ze w kontroli asymilacji siarki u E. coli uczestnicza co najmniej 3 biatka
regulatorowe, wspotdziatajace w sposdb zrdznicowany w aktywacji poszczegélinych klas
genow.

PUBLIKACIJE: 1180/A

Temat 22: Regulacja ekspresji genomu wirusa liSciozwoju

Zespdt: prof. Danuta Hulanicka, mgr Marek Juszczuk, mgr Ewa Sadowy

Stwierdzono, Zze poprzednio skonstruowany agroinfekcyjny klon \pBOK zawierajacy
pelna kopie wirusa liSciozwoju ziemniaka (PLRV) pod kontrolg promotora 35S CaMV, ulega
replikacji w dyskach lisciowych. Celem stwierdzenia czy za syntezg¢ RNA PLRV
odpowiedzialne jest biatko wirusowe przeprowadzono ukierunkowang mutageneze motywu
GDD, charakterystycznego dla replikaz wirusowych, wystgpujacego w OREB2. Otrzymany
klon pVHD nie ulega replikacji w dyskach lisciowych co wskazuje, ze powstajacy w
komoérkach roélinnych wirusowy RNA jest syntetyzowany przez replikaz¢ wirusows.

Rownolegle prowadzono prace majace na celu znalezienie funkcji produktu ORFI
genomu PLRV. Analiza komputerowa sekwencji aminokwasowej ORF1 wykazala obecnos¢
..motywu H-D-S charakterystycznego dla serynowych - proteaz wirusowych. Stosujac
ukierunkowana mutageneze zmieniono motyw H-D-S charakterystyczny dla proteaz
serynowych. Badania prowadzono réwnolegle in vivo 1 in vitro.

Stwierdzono, ze agroinfekcyjne klony pBOK, do ktérych wprowadzono mutacje nie sa zdolne
w komorce roslinnej do syntezy bialek wirusowych, jak réwniez zaburzona jest feplikacja
wirusa.

: Do badan in vitro skonstruowano dwie grupy plazmidéw, w ktérych cDNA- wirusa
znajdowato si¢ pod kontrola promotora faga T7. W sklad obu grup wchodzity plazmidy z
niezmieniong sekwencja ORF1 oraz z mutacjami w centrum proteinazy. Jedna grupe

stanowily plazmidy zawierajace peina kopie cDNA genomu PLRV, w drugiej znajdowat sig



jedynie cDNA ORF1. Zlinearyzowane konstrukty poddano in vitro transkrypcji, a nastgpnie
translacji w obecnosci znakowanej metioniny. Radioaktywne produkty translacji byly
rozdzielane na SDS-PAGE. Analiza autoradiogramow wykazata: w wyniku translacji ORF1
powstaje biatko, ktére ulega autoprocesowaniu do mniejszych biatek. Mutacja w

katalitycznym centrum proteazy powoduje niekompletne procesowanie produktu ORF1.

Najwainiejszy wynik badawczy

Wprowadzenie mutacji w charakterystycznym dla replikaz motywie GDD uniemozliwia
replikacje¢ infekcyjnego klonu.

Wykazanie aktywnosci proteolitycznej produktu ORF1 i jej niezbednosci dla replikacji
wirusa.

PUBLIKACIE: 3291, 3295, 3343, 1167/A

Temat 23: Efekty pol elektrycznych na zywe komorki
Zespot: prof. dr hab. Magdalena Fikus, dr Piotr Pawtowski

Sciana komérkowa stanowi na 0got duza przeszkode w czasie elekt_;gporacji lub
elektrofuzji komoérek roslinnych totez czesto jest ona a priori traktowana jako!oéiona dobrze
ekranujaca wnetrze komérki przed dziataniem zewngtrznego pola  elektrycznego.
Przeprowadzono badania majace na celu falsyfikacje tej hipotezy i zbadanie ewentualnych
skutkéw dziatania pola.

Dla przeprowadzenia oméwionych badan uzyto komorek rzepaku pochodzacych z
hodowli plynnej udostepnionych dzigki uprzejmosci Pani dr S. Egierszdorff z Instytutu
Biologii Doswiadczalnej Ro$lin UW. Komérki zawieszano w roztworach 0-30% sorbitolu 1
poddawano przez 1-300 s dzialaniu pola elektrycznego o natezeniu 1 - 10 kV/m,
harmonicznego o czestotliwosci 1-10 Hz lub impulsowego. Badania wykazaty wystepowanie
oscylacji z czestotliwoscia drgan pola: potozenia i ksztattu - zarbwno drobnych ziarnistosci
(0=10"° m), organelli takich jak wakuole, jak i struktur wigkszych takich jak granica
cytoplazmy. Zaobserwowano i opisano zachodzenie zjawiska dyspersji drgaf. W polach
impulsowych obserwowano plastyczne plyni¢cie skladnikéw wnetrza cytoplazmy.
Zaproponowano metode mapowania whasciwosci mechanicznych cytoplazmy; oparta na

obserwacji drgan drobnych elementéw cytoplazmy w réznych obszarach komaorki.
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Podjeto tez pilotowe badania wplywu pola elektrycznego na protoplasty psionki
zielonej uzyskane dzigeki uprzejmosci Pani dr A. Szczerbakowej z IBB PAN. Zaobserwowano
zjawisko uplastyczniania komoérek w impulsowym polu elektrycznym. Efekt ten jest
zjawiskiem statystycznym, ktérego czesto$é wystepowania zalezy - jak wykazano - migdzy
innymi od wielkosci i szerokosci impulsu. Fenomen ten wymaga dalszej analizy, gdyz moze
by¢ waznym etapem wstepnym w procesie elektrofuzji komoérek Wykonano elektrofuzje
protoplastow réznych szczepéw ziemniaka.

PUBLIKACIJE: 3323, 3324, 3345

Temat 25: Odpowiedz komérek bakteryjnych i komoérek drozdzy na uszkodzenia DNA
prof.dr hab. Zvgmunt Ciesla

Temat 25.1: Regulacja wiernosci replikacji DNA w komérkach bakteryjnych

Zesp6t: dr Iwona J. Fijatkowska, dr Piotr Jonczyk, mgr Magdalena Maliszewska-Tkaczyk,

mgr Damian Gawet, Matgorzata Bialoskérska

W poprzednich latach rozpoczeliSmy prace nad konstrukcja chromosomalnego
systemu pozwalajacego na badanie in vivo wiernosci replikacji nici prowadzace] i opoznionej
DNA w Escherichia coli. System ten shuzy do porownania czg¢sto$ci powstawania mutacji
zmiany podstawienia zasad na dwu replikujacych si¢ niciach DNA. Otrzymane w nasze]
pracowni wyniki wykazuja, ze mutacje typu zmiany powstawania zasad powstaja czgsciej na
nici prowadzacej. Wyniki te zostaly opublikowane w 1998 roku. Poprzednio skonstruowany
system- obecnie wykorzystujemy do- badania mechanizméw replikacji zachodzacej” w
warunkach indukcji systemu SOS. Nasze wyniki wykazuja réznice w wiernosci replikacji
DNA (pomiedzy nicig prowadzaca i opdzniona) w warunkach indukcji systemu SOS ( w
szczepach recA730). Obecnie zajmujemy si¢ oznaczaniem, na ktérej z nici DNA w czasie
mutagenezy SOS nastepuje czestsze formowanie mutasomu. Mamy nadzieje, ze nasze
otrzymane wyniki pozwola na lepsze poznanie mechanizméw tworzenia ,,mutasomu’ i
_.»mechanizméw - powodujacych zmniejszenie wiernosci replikacji w warunkach indukcji
systemu SOS. Do badan mechanizméw wiernosci replikacji DNA bardzo pomocne jest
zastosowanie szczepOw posiadajacych mutacje w genach kodujacych biatka holoenzymu

DNA. Mozemy zatozyé, ze jego prawidlowe funkcjonowanie zalezy zaréwno od aktywnosci



poszczegolnych podjednostek jak i od prawidlowej interakcji pomigdzy nimi. Zmiany tych
interakcji moga mie¢ wplyw na wiernosé replikacji DNA. Otrzymane wyniki dotyczace
specyficznych interakcji dla biatek budujacych rdzen holoenzymu polimerazy III DNA zostaty
opublikowane w 1998 roku. Otrzymane wyniki pozwolily nam scharakteryzowaé fenotyp
mutatorowy szczepow niosacych gen mutD5 i-dnaQ926. Pozwolily réwniez wnioskowagé, ze
Za mutatorowy charakter szczepéw z mutacjg dnaQ49 jest odpowiedzialna taka modyfikacja
struktury przestrzennej biatka DnaQ49, ktéra zmienia jego prawidlowa interakcje z innymi
biatkami rdzenia polimerazy. Rozpoczglismy badania nad rola podjednostki t w ksztaltowaniu
wiernosci replikacji obu nici bakteryjnego DNA. Podjednostka jest biatkiem dimeryzujacym
polimeraze nici prowadzacej z polimeraza nici opoznionej. Zakladamy, ze petni ona istotng
rol¢ 'w przekazywaniu informacji pomiedzy obiema polimerazami i byé moze reguluje

szybkos¢ rozwijania rodzicielskiego DNA w trakcie syntezy chromosomu E. coli.

Najwazniejszy wynik badawczy
Wykazanie udziatu podjednostki (t) tau holoenzymu polimerazy III DNA w warunkowaniu
wiernosci replikacji w szczepach E. coli.

PUBLIKACIJE: 3285, 3309, 3309a/komentarz, 1200/A

Temat 25.2: Mechanizmy odpowiedzi komérek Sachcaromyces cerevisiae na uszkodzenia
DNA

Zespét: prof.dr hab Zyoemunt Ciedla, dr hab Ewa SIedziewska—Géjska, mgr Marta U. Fikus,

mgr Piotr Mieczkowski, mgr Piotr Koprowski, mgr Agnieszka Gatuszewska, dr Adrianna

Nowicka (od 3 stycznia na stazu w University of Rochester, USA)

Kontynuowalismy badania nad funkcja DIN7 i DINS, dwéch wyizolowanych w naszej
pracowni gendéw S. cerevisiae, ktorych ekspresja jest indukowana przez uszkodzenia DNA.
Wykazali$my, ze oczyszczone czgsciowo Din7p , podobnie jak jego najblizszy homolog
Exolp, ma aktywnosé nukleazy. Jednakze, nadprodukcja Din7p w komérkach drozdzy nie
-odwraca -ani‘efektu mutatorowego, ani defektu w rekombinacji zwiazanego z mutacja w genie
EXOI  co wskazuje na rézng funkcj¢ fizjologiczna biatek Din7 i Exol. Réwnoczesnie
stwierdzilimy, ze podwyzszenie ekspresji DIN7 powoduje specyficzne zwigkszenie czestosci

powstawania mutacji petite, ktére Sq zwigzane z powstawaniem duzych delecji w
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mitochondrialnym DNA, a takze punktowych mutacji mitochondrialnych prowadzacych do
opornosci na erytromycyne . Wyniki te sugerujace "udzial Din7p w metabolizmie
mitochondrialnego DNA zostaly wsparte analiza komérkowej lokalizacji, skonstruowanego w
naszej pracowni, biatka fuzyjnego Din7-GFP. Badania te potwierdzily obecno$¢ Din7p w
mitochondriach.

Kolejny analizowany w naszej pracowni nowy gen DINS okazat si¢ by¢ identyczny z
genem UMP], kodujacym biatko biorace udziat w sktadaniu drozdzowego proteasomu 20S
(Ramos et al., 1998, Cell 92, 489-499). Wykazalimy, ze oprocz MMS i UV, ktore
modyfikuja zaréwno DNA jak i biatka komoérkowe , fuzja genowa UMPI-lacZ jest
indukowana takze przez hydroksymocznik, inhibitor reduktazy rybonukleotydowej. Wynik ten
potwierdza uprzednia nasza sugestie, ze sygnat dla indukeji transkrypcji UMPI moze by¢
zwiazany z zaburzeniem metabolizmu DNA i wskazuje na udzia} proteasomu w odpowiedzi
komérek drozdzowych na uszkodzenia DNA. Analiza indukeji fuzji UMP-lacZ w szczepach
drozdzowych niosacych mutacje w genach kodujacych kinazy biatkowe zaangazowane w
drodze przekazywania sygnatu od DNA do promotoréw gendéw DIN wykazala, ze indukcja
UMPI (DINS) nie wymaga aktywnosci Meclp, Rad53p ani Dunlp . R\ozpocquis'my prace
‘nad ustaleniem roli Umplp w odpowiedzi komoérek drozdzy na uszkodzenia DNA.
Skonstruowalismy szczepy drozdzowe niosace delecje genu UMPI. StwierdziliSmy, ze brak
biatka Umpl powoduje nadwrazliwo$¢ komoérek drozdzy na promieniowani¢ iJV, nie ma
natomiast wptywu na efekt traktowania komoérek MMS. Wynik ten sugeruje zwiazek Umplp
z droga naprawy DNA przez wycinanie nukleotydéw raczej niz z droga reperacji DNA przez

wycinanie zasad.

Najwazniejszy wynik badawczy
DIN7 jest pierwszym znanym genem komérkowej odpowiedzi na uszkodzenia DNA, ktorego
produkt funkcjonuje w mitochondriach.

PUBLIKACIJE: 3285, 87/N



Temat 26: Mechanizmy mutagenezy indukowanej przez promieniowanie UV

Zespot: prof. Irena Pietrzvkowska, dr Anna Bebenek, mgr Magdalena Felczak, mgr Joanna

Krwawicz, mgr Krzysztof Lasocki

Kontynuowano badania nad mutacja isf4, ktorej obecnogé powoduje zahamowanie
SOS-zaleznej mutagenezy i innych funkcji SOS. Badano jej wplyw na specyficzno$¢ mutacji
powstajacych w szczepach mutatorowych recA730 i mutL oraz recA730mutlL przy uzyciu
LacZ systemu Cupples’a i Millera (1989). Wykazano, ze mutacja isfd powoduje zahamowanie
zarowno tranzycji jak i transwersji powstajacych na drodze SOS (UV-indukowanej i
»Spontanicznej” w mutatorowym szczepie recA730), natomiast nie ma wplywu na mutacje
powstajace w wyniku bledéw replikacji DNA (w szczepie mutL lub indukowanych przez
EMS). Wykazano tez, ze w podwdjnym mutancie recA730mutl, w ktérym obserwuje sie
podwyzszenie transwersji jak i tranzycji, mutacja isf4 hamuje tylko te cze$¢ mutacji, ktdre
zachodzg z udzialem systemu SOS. Uzyskane wyniki wykazaly, ze antymutagenne dziatanie
mutacji isf4 dotyczy drogi mutagenezy, a nie okreslonego typu mutacji tranzycji czy
transwersji.

Prowadzono takze badania nad mechanizmem UV-indukowanej mutagenezy
niezaleznej od replikacji DNA. Wcze$niej wykazano, ze UV-indukowana rewersja mutacji
amber w genie O faga A (susOsg) moze zachodzi¢ w komérkach gospodarza niepermisywnego
dla replikacji DNA faga. Wykazalismy takze, ze mechanizmy UV-indukowane;j mutagenezy
faga AsusOg w warunkach permisywnych i niepermisywnych réznia sie. Obecnie poréwnano
specyficznos¢ UV-indukowanych mutacji powstajacych w warunkach permisywnych i
niepermisywnych dla replikacji DNA fagowego. Zsekwencjonowano 60 rewertantow sus’.
‘Analiza sekwencyjna pozwolita na zlokalizowanie mutacji amber w 206 kodonie genu O oraz
wykazata, ze: wsrod rewertantow indukowanych w warunkach niepermisywnych 63%
stanowia transwersje, natomiast w permisywnych 60% stanowia tranzycje. Wyniki te
potwierdzajac‘nasza( hipotezg, ze rézne drogi mutagenezy moga byé odpowiedzialne za
powstawanie mutacji w warunkach permisywnych i niepermisywnych dla replikacji DNA
faga. Poniewaz pirymidyny znacznie latwiej ulegaja reakcjom fotochemicznym,
przypuszczamy, ze wigkszo$¢ zmian zachodzi w tyminie-kodonu TAG, ktéry znajduje sie na
kodujacej nici genu O. Ponadto, tymina ta otoczona jest purynami, wigc najbardziej

prawdopodobnym uszkodzeniem przedmutacyjnym wydaje sig byé glikol tyminy.



Najwazniejszy wynik badawczy

1. Wykazano, ze antymutagenne dzialanie mutacji isf4 dotyczy drogi mutagenezy (SOS-
zaleznej), a nie okreslonego typu mutacji, tranzycji czy transwersji. Mutacja isf4 nie wykazuje
efektu antymutagennego w przypadku mutacji powstajacych w wyniku bledow replikacji
DNA.

2. Analiza sekwencyjna sus” rewertantéw faga AsusOg wykazata, ze wigkszo$¢ UV-
indukowanych mutacji w warunkach niepermisywnych dla replikacji DNA fagowego
stanowig transwersje.

PUBLIKACIE: 1128/A, 1197/A, 1198/A, 3331

Temat 27: Analiza funkcjonalna genéw plazmidu bakterii Gram-dodatnich, pSM19035

Zespol: doc. dr hab. Piotr Ceglowski, dr Jacek Bardowski, dr Izabella Kern, mgr Urszula

Zielenkiewicz, mgr Izabela Sitkiewicz, mgr Tamara Aleksandrzak

Kontynuowano badania nad genami omega, epsilon i zeta, zaangazowanymi w stabilne
utrzymywanie w komorkach plazmidu pSM19035. Na podstawie analizy transkrypcji
wykazano m.in., ze geny te stanowia operon, ktéry jest autogennie regulowariy pfzez produkt
genu omega. Biatko Omega spelnia jedynie funkcje regulacyjne, podczas gdy d}o uzaleznienia
komorek od plazmidu wystarcza aktywnos$¢ bialek Zeta i Epsilon, ktore funkcjonujg na
zasadzie ,trucizna - antidotum”. Opisany powyzej operon charakteryzuje sig¢ oryginalng
organizacja funkcjonalng, nieopisang .dotychczas dla tego typu systemow trwatego
utrzymywania  plazmidéw w komorkach bakterii. Stosujac tzw. drozdzowy system
dwuhybrydowy kontynuowano analize interakcji biatek Epsilon i Zeta. Przy uzyciu
odpowiednich mutantéw wykazano m.in., ze obecny w biatku Zeta motyw wigzania
nukleotydéw (tzw. P-loop) odgrywa wazna role w toksycznosci wobec komorek, natomiast
nie bierze udziatu w wiagzaniu biatka Epsilon.

Kontynuowano takze badania nad genetyka metabolizmu cukrowego Lactococcus
lactis. Uzyskano m.in. kompletna sekwencje nukleotydowg genu ccpA oraz sekwencje
otaczajacych go gendw pepQ i trxB. Analiza DNA tego regionu wskazuje na to, ze gen ccpA4
tworzy monocistronowy operon podlegajacy autoregulacji. Wyniki uzyskane przy pomocy

odpowiednich mutantdéw wskazuja na mozliwos$¢ pelnienia przez biatko CcpA (catabolite



control protein) w komérkach L. lactis roli zar6wno aktywatora jak i represora katabolizmu
cukrow. W badaniach nad degradacja skrobi wykazano, ze ekspresja plazmidowego genu
warunkujacego rozkiad tego wielocukru podlega represji katabolicznej. Stwierdzono, ze

enzym odpowiedzialny za ten fenotyp ulega sekrecji do srodowiska a jego produkcja moze

by¢ modulowana warunkami hodowli.

Najwazniejszy wynik badawczy

1. Wykazanie, ze operon uzalezniania komérek od plazmidu pSM 19035, obok gendw tzw.
»trucizny i odtrutki” zawiera trzeci gen, odpowiedzialny za autogenna regulacje aktywosci
tego operonu.

2. Uzyskanie danych wskazujacych na pelnienie przez produkt genu ccpAd L. lactis funkcji
zar6wno aktywatora jak i represora katabolizmu cukréw.

PUBLIKACIE: 3294, 3298, 3310, 3319, 3320, 1132/A, 1133/A

Temat 28: Chemiczne podstawy mutagenezy i reperacja adduktéw cyl:ilicznych

Zespot: prof. dr hab. Jarostaw T. Kus$mierek, mgr Agnieszka Maciejewska, mgr Ewa Borys- -

Brzywczy
Badanie wtasciwosci kodujacych modyfikowanych zasad Kontynuowano badania

izoguaniny (iG, 2-oksoadenina), powstajacej w DNA w wyniku modyfikacji adeniny przez
reaktywne formy tlenu. Poprzednio wykazano (3121), ze obecno$¢ iG w matrycach
polirybonukleotydowych powoduje katalizowang przez AMV odwrotna transkryptaze
inkorporacje dTTP i 5’-tréjfosforanu 5-metylo-2’-deoksyizocytydyny (diCMTP) w stosunku
ok. 1:10. Stosunek ten odpowiada stosunkowi formy enolowej (iGE) do ketonowej (iGK)
monomeru 1G w roztworze wodnym, co sugeruje, ze iGE tworzy par¢ z tyming natomiast iGK
z 5-metyloizocytozyng podczas replikaciji matrycy. Obecnie poréwnano wartosci czestosci
inkorporacji (f=Vmax/Km) obu dNTP przez polimerazg Tag w zakresie temperatur 37-80°C dla
dwoch réznych sekwencji syntetycznych matryc DNA. Stosunek czgstosci inkorporacii,
faicmre : farrp, nie zalezal w istotny sposéb od temperatury jak réwniez od sekwencji matrycy i
wynosit ok. 13. Sugeruje to, ze rownowaga tautomeryczna iG nie zmienia sie w istotny sposob
w badanym zakresie temperatur, jak réwniez nie zalezy ona od sasiadujacych zasad. Badania

byly wykonane przez magistrantke Katarzyng Lichotg, studentk¢ Wydziatu Biologii UW.
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Reperacja adduktéw cyklicznych. Poprzednio wykazano, ze 3-benzyloadenina (3-BA)
jest efektywnym inhibitorem DNA glikozylazy Tag z E. coli (3293). Kontynuowano badania
nad strukturalnymi wymaganiami inhibitoréw glikozylazy Tag jak réwniez poszukiwania
inhibitorow funkcjonalnie podobnych glikozylaz, AIkA z E.coli oraz ludzkiej ANPG.
Syntetyzowano nowe 3-podstawione adeniny a takze, przy udziale magistrantki Bozeny
Bukowskiej, studentki Wydzialu Chemii UMCS w Lublinie, 3-podstawione guaniny.
Testowanie otrzymanych pochodnych pozwolito uscisli¢ cechy struktury ihnibitora Tag
wplywajace na jego efektywnos$é. Wazny jest rozmiar podstawnika w pozycji 3 (grupa
benzylowa jest optymalna), jak réwniez obecnos¢ efektywnego donora wiazania wodorowego
w pozycji 6 (niepodstawiona grupa NH, jest optymalna). Grupa aminowa w pozycji 2 znosi
wihasnosci inhibitorowe, gdyz 3-podstawione guaniny nie inhibowaty glikozylazy Tag. Zadna z
badanych pochodnych nie inhibowata glikozylaz AlkA i ANPG.

Najwazniejszy wynik badawczy

Uscislenie cech struktury inhibitoréw z grupy 3-podstawionych puryn wptywajacych na
efektywno$¢ inhibicji DNA glikozylazy Tag z E. coli. ‘

PUBLIKACIJE: 3293, 3326, 3329, 1206/A, 99/N

-

Temat 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

Sposrdd gendéw regulacyjnych odpowiedzialnych za poziom ekspresji genow agad i
otaA kodujacych arginaze i transaminaze ornitynowa, sklonowaliSmy uprzednio gen arcA.
Gen ten koduje czynnik transkrypcyjny, biatko o dwujadrowym palcu cynkowym. Obecnie
udato nam si¢ sklonowaé¢ gen suD pro, jeden z sze$ciu gendéw odpowiedzialnych za
negatywna regulacje syntezy obu enzymoOw. Analiza komputerowa wykazala, ze gen ten
koduje biatko o wysokiej homologii do glikoproteazy znanej u drozdzy i u roslin. Prowadzone
sa doswiadczenia majace ustali¢ role produktu genu suD pro w regulacji katabolizmu
argininy.

Przeprowadzono seri¢ eksperymentéw w celu ustalenia roli okreslonych sekwencji

nukleotydowych w promotorach genéw agad i otad. Wyniki tych doswiadczen beda
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opublikowane w przysztym roku.

Najwazniejszy wynik badaweczy

Sklonowanie nowego genu regulatorowego (suD pro) dla katabolizmu argininy.

Temat 30: Analiza mutantéw typu suv3 u S. cerevisiae

Zespot: prof. dr hab. Piotr Stepien, dr A. Dmochowska, mgr A. Dziembowski, mgr P. Golik

Jadrowy gen DSSI, ktory zostat wyizolowany przez nas jako wielokopiowy supresor
delecji genu SUV3, koduje biatko mitochondrialne zawierajace obszary homologiczne do
bakteryjnych RNaz. W celu ustalenia roli biatka dssl badano fenotypy szczepéw drozdzy
pozbawionych genu DSS1. Okazalo sie, ze 1) aktywnos¢ in vitro 3°-5’ egzorybonukleazy
mitochondrialnej jest niewykrywalna, 2) poziom transkryptéw mRNA COB oraz 16S rRNA
ulega zmniejszeniu, 3) akumulujq si¢ prekursory transkryptow VARI i 21\S rRNA , 4) silnie
akumulowany jest wyciety intron omega, 5) translacja ‘mitochondrialna jest catkowicie
zahamowana. Wszystkie te fenotypy sa identyczne z fenotypami delecji genu SUV3, ktérego
produkt jest podjednostka mitochondrialnego degradosomu. Tak wiec wyniki naszych badan
sugerujg, ze bialko dss1 stanowi podjednostke degradosomu. <

W trakcie poszukiwania supresoréw delecji genéw SUV3 lub DSS1 wyizolowalismy
gen PET127, ktory uprzednio opisany byt w literaturze jako bioracy udziat w dojrzewaniu 5’
koficow mtRNA. PETI127 jest supresorem w niskiej i w wysokiej liczbie kopii, i odwraca
fenotypy dysruptantéw, takze na poziomie prekursoréw RNA. Na podstawie tych wynikow
sugerujemy; -ze pomiedzy koficami 3’ i-5’. mitochondrialnych RNA -istnieja interakcje —

wsp6lny kompleks biatkowy jest odpowiedzialny za obrébke i degradacje obu koncow.

Najwazniejszy wynik badawczy

Udowodniono, ze biatko dss! stanowi podjednostke degradosomu mitochondrialnego u
drozdzy i zasugerowano interakcje koncéw 3’ i 5° mitochondrialnych RNA.
PUBLIKACIJE: 3333, 3334, IBB S.2686
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PRACOWNIA BIOLOGII MOLEKULARNEJ IBB PAN (afiliowana przy Uniwersytecie
Gdanskim)
prof. dr hab. Maciej Zvlicz

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

dr Alicja Wegrzyn, prof. dr hab. Grzegorz Wegrzyn*

Prowadzone badania dotyczyly giéwnie mechanizméw  funkcjonowania
dziedziczonego kompleksu replikacyjnego bakteriofaga lambda oraz rozpadu tego kompleksu
pod ‘wplywem szoku termicznego. Wykazano, ze podczas dziedziczenia kompleksu
replikacyjnego przez jedna z dwu potomnych czasteczek plazmidu lambda po rundzie
replikacji zadna nich (ani ta, ktéra zawiera rodzicielskq nié /, ani ta, ktora zawiera rodzicielska
ni¢ r) nie jest uprzywilejowana w otrzymywaniu kompleksu. Dziedziczenie to wydaje sie
zatem przypadkowe i rownie prawdopodobne w przypadku obu potomnych czasteczek DNA
plazmidu lambda.

Badania dotyczace rozpadu kompleksu replikacyjnego po szoku termicznym
doprowadzily do zaproponowania molekularnego mechanizmu tego zjawiska.~Wedlug tej
propozycji, szok termiczny wywohuje czesciowa i przejsciows relaksacje DNA. Nastepujacy
po tym powr6t DNA do wyjsciowego stanu superzwinigcia, katalizowany przez gyraz¢ DNA,
powoduje dysocjacje kompleksu replikacyjnego lambda od matrycy. Nastepnie biatka szoku
termicznego GroEL i GroES powodujg rozpad kompleksu, a biatko O, ktére do tej pory bylo
chronione przed proteoliza przez inne elementy kompleksu replikacyjnego, zostaje
zdegradowane przez protezag ClpXP:

Funkcjonowanie dziedziczonego kompleksu replikacyjnego wymaga aktywacji
transkrypcynej rejonu origin. Wykazano, ze transkrypcja ta, rozpoczynajaca si¢ z promotora
PR, jest stymulowana przez biatko DnaA. Okazato sie, ze podczas aktywacji transkrypcji z
promotora pR biatko DnaA oddzialywuje z podjednostka beta polimerazy RNA. Jest to

pierwszy udokumentowany przypadek oddzialywania aktywatora transkrypcji z ta
~podjednostka. b

* Uniwersytet Gdanski
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Najwazniejszy wynik badawczy

1. Wykazanie braku uprzywilejowania jednej z potomnych czasteczek DNA plazmidu lambda
w dziedziczeniu kompleksu replikacyjnego.

2. Zaproponowanie molekularnego mechanizmu rozpadu kompleksu replikacyjnego lambda
po szoku termicznym.

3. Wykazanie, ze podczas stymulacji aktywnosci promotora pR, biatko DnaA oddzialywuje z
podjednostka beta polimerazy RNA.

PUBLIKACIJE: 3290, 3292, 3338, 3339, 3340, 3341, 3342, 3356, 1150/A, 1194/A, 1195/A

Temat 32.2 Udzial bialek szoku termicznego w modulacji aktywnosci DNA zaleznej
polimerazy RNA z bakterii Escherichia coli
dr Adam Blaszczak (na stazu naukowym w University of Utah), dr hab. Krzysztof Liberek*

Pokazano, ze koniec C-terminalny s*2, podjednostki polimerazy RNA odpowiedzialnej
za rozpoznawanie promotordw genéw szoku termicznego  jest istotny w procesie
rozpoznawania tego bialka przez proteaz¢ FtsH. Wykazano, ze czynnik s** jest chroniony
poprzez oddzialywanie z rdzeniem polimerazy RNA przed FtsH zalezna degradacja natomiast
ulega degradacji w kompleksie z biatkami DnaK i DnaJ. Pozwolilo to na postawienie
hipotezy, ze biatka szoku termicznego DnaK, DnaJ i GrpE negatywnie reguluja swoja synteze

poprzez oddysocjowanie czynnika s*?

z kompleksu z rdzeniem polimerazy RNA i
umozliwienie jego wydajnej degradacji przez proteaze FtsH.

Uzyskane wyniki stanowia cze$¢ rozprawy doktorskiej dr Adama Blaszczaka, zostaly
przedstawione na migdzynarodowym sympozjum oraz opublikowane W Molecular

Microbiology.

PUBLIKACJE: 1190/A, 99/N

* Uniwersytet Gdanski

- L40



Temat 33: Mechanizmy aktywnej segregacji niskokopiowego plazmidu p1 do komorek
potomnych w czasie podzialu komoérkowego

Zespol: dr Matgorzata F.obocka, dr Krystyna Krajewska-Grynkiewicz, mgr Aneta Dobruk,

mgr Aleksandra Janowicz, Olga Bugajska

[. W celu identyfikacji bialek bakteryjnych uczestniczacych w partycji P1 udoskonalono
opracowana poprzednio metode selekcji mutantow chromosomalnych defektywnych w
partycji. Skonstruowano plazmid mutatorowy. Zawiera on gen mutD5 {mutatorowy allel
dnaQ), i indukowalny system replikacji. Po mutagenezie plazmid mozna usuna¢ z komorek
poprzez represje replikacji. Prace nad charakterystyka potencjalnych mutantéw partycyjnych
otrzymanych przy pomocy zmodyfikowanej metody selekcji sa w toku.

II. Skonstruowano fuzje genu parB z genem kodujacym zielone biatko fluorescencyjne z
Aqueora victoria (gfp) i wykazano, ze bialko fuzyjne jest aktywne w partycji. Podczas
aktywnej partycji tworzy ono agregaty na DNA P1. Agregaty widoczne sa w komoérkach w
postaci ﬂuoryzuja_gych punktéw, ktérych potozenie (w 1/4 i 3/4 lub-w polowie dlugosci
komorki) odpowiada lokalizacji czasteczek plazmidu P1. Kompleksy DNA-ParB-GFP
utrwalono in vivo przy pomocy formaldehydu (tzw. [ang.] formaldehyde cross-linking), a
nastepnie wyizolowano poprzez immunoprecypitacj¢ z przeciwcialami anty-ParB. W
kompleksach zidentyfikowano zaréwno DNA rejonu parS jak 1 DNA rejon;S\;v sasiadujacych
z parS na odleglosc do okoto 4 kb. od parS. Wyniki te potwierdzaja hipotezg, ze biatko ParB
podczas aktywnej partycji P1 wiaze sie¢ z DNA centromeru, a nastgpnie poczawszy od
centromeru polimeryzuje na sasiadujacym DNA.

III. Kontynuowano prace nad biatkiem ParA. Skonstruowano gen pard, w ktérym sekwencja
kodujaca ma dolaczone na koncu 3' sze$¢ kodonéw histydynowych. Oczyszczono biatko ParA
ze znacznikiem histydynowym. Wykazano, ze w komoérkach znajduja si¢ dwie formy tego
biatka. Dalsze badania maja na celu wykazanie, czy sa to roznej diugosci produkty tego
samego genu, czy tez zmodyfikowana i niezmodyfikowana forma ParA.

[V. Zapoczatkowano prace nad regulacja ekspresji operonu par. Metoda fuzji réznych
rejondéw tego .operonu z genem lacZ, kodujacym b-galaktozydazg, wykazano, ze obok
--zidentyfikowanego wczesniej ~promotora -operonu: par, - poprzedzajacego parA; operon - ten’
posiada dwa wewnetrzne promotory. Jeden z nich umozliwia ekspresjg samego genu par5,
drugi, parB i przypuszczalnie czesci genu pard, ktéra mogtaby kodowac krétsza forme biatka
ParA.
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V. Ustalono sekwencje nukleotydowa 98% genomu P1 (93 kb). Rozpoczeto analize

otrzymanej sekwencji.

Najwazniejszy wynik badawczy

Opracowanie systemu badania partycji in vivo z uzyciem fuzji ParB-Gfp i sprzggania (ang.
cross-linking) biatka z DNA w zywych komérkach przy uzyciu formaldehydu.
PUBLIKACIE: 1151/A, 1152/A,1202/A, 1203/A, 1204/A, 1205/A

Temat 34: Udzial struktur chromatynowych w regulacji transkrypcji genéw

Zespot: prof. dr hab. Andrzej Jerzmanowski, dr Radostaw Tomaszewski, mgr Jan Brzeski,
mgr "’_I'omasz Calikowski, technik Beata Kilianczyk

A) Wykonujac transkrypcje in vitro na rekonstytuowanych matrycach chromosomowych
zawierajacych gen 5S rRNA umieszczony w réznych aranzacjach i w réznej odleglosci od
specyficznych sekwencji AT-bogatych oskrzydlajacych natywny oocytalny gen 5S rRNA u
Xenopus ustalono, ze represja transkrypcji przez histon H1 wynikajaca z jego wiazania sie do
wymienionych sekwencji AT-bogatych jest w sposob absolutny zalezna od obecnosci
liczacego 120 bp oocytalnego genu 5S rRNA w naturalnej pozycji pomiqdiy’ AT-bogatymi
sekwencjami oskrzydlajacymi. W obecnosci natywnej jednostki oocytalnej 5S r DNA (gen z
sekwencjami oskrzydlajacymi) wiazanie histonu H1 powoduje represje transkrypcji zaréwno
genow typu pol-IIl, jak i genéw typu pol-II . Stan nieaktywnej transkrypcyjnie chromatyny
obejmuje obszar co najmniej kilku nukleosoméw.

B) Wykazano, ze cDNA sklonowanego uprzednio w ramach wymienionego podtematu genu
bsh - homologu drozdzowego genu snf5- komplementuje mutacje w genie snf5 w drozdzach.
‘Wykorzystujac ¢DNA bsh uzyskano rekombinowane biatkko BSH oraz przeciwciala
poliklonalne do BSH. Postugujac si¢ przeciwcialem do identyfikacji bialka BSH 0CZyszZczono
wielobiatkowy kompleks jadrowy, w skiad ktdrego wchodzi BSH, okreslajac jego mase na
ponad 2 megadaltony.

) Zmierzono--czas-trwania- cyklu -komérkowego -w-zawiesinach - komérkowych’ Korridrek =7+ -

tytoniu BY-2 transformowanych wariantem genu histonu H1 ze zmutowanym miejscem

fosforylacji.
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Najwazniejszy wynik badawczy

1. Ustalenie, ze oocytalny gen 5S rRNA Xenopus laevis jest niezbedny do indukcji przez
histon H1 represywnej transkrypcyjnie struktury chromatyny

2. Identyfikacja i oczyszczenie wielobiatkowego kompleksu jadrowego z Arabidopsis
thaliana, zawierajacego roslinny homolog drozdzowego genu snf5, wspéldzialajacego w
udostgpnianiu chromatyny do transkrypcji.

PUBLIKACIE: 3287, 3350, 1148/A, 1207/A, 96/N

Temat 35: Ekspresja genéw bakteryjnych w roslinach
Zespol: dr Agnieszka Sirko, mgr Robert Brodzik

W ramach tego tematu badawczego zaj.mowalis’my si¢ dwoma opisanymi ponizej projektami:

1. Wyprodukowaniem w roslinach antygendw Helicobacter pylori w celu uzyskania w
roslinach szczepionki przeciwko tej bakterii. Do poczatkowych do$wiadczen wybralismy
ureaz¢ H. pylori, kodowana przez geny wured i ureB. Przygotowane zostaly odpowiednie
roslinne kasety ekspresyjne do produkcji jednej (UreB) lub obu (UreA i UreB) podjednostek
urcazy. Kasety te zostaly wprowadzone do komoérek tytoniu i marchwi za pomoca
Agrobacterium. Po  transformacji zregenerowano oraz przeanalizowano rosliny
transgenicznego tytoniu, natomiast stransformowane komoérki marchwi hodowane s3 w
postaci kalusa w pozywce plynnej. Trwaja prace nad zregenerowaniem roslin marchwi.
Obecnos¢ bialek UreA oraz UreB w lisciach tytoniu oraz w komérkach marchwi zostala
wykazana za pomocg poliklonalnych przeciwcial skierowanych przeciwko kazdej
podjednostce ureazy. Nastgpnym etapem badan bedzie potwierdzenie immunogennych
wiasciwosci bialek Urea i UreB wyprodukowanych w transgenicznych roslinach.

2. Zwigkszeniem w ro$linach tytoniu puli cysteiny i jej metabolitbw poprzez ekspresje
bakteryjnego genu cysE kodujacego serynows transacetylaze. Z danych literaturowych
wynikalo, ze aktywno$¢ tego enzymu jest czynnikiem limitujacym biosynteze cysteiny, a z
kolei dostepnos¢ cysteiny limituje ilos¢ glutationu. Glutation jest uwazany za glowny
magazyn nadmiaru kdfhérké/\Jvej cysteiny oraz za zwigzek regulujacy potencjal redox w
koméree. Ponadto jest potrzebny do odpowiedzi roslin na wszelkiego rodzaju stresy biotyczne
i abiotyczne (w tym [‘A stres oksydacyjny). Skonstruowane zostaly. odpowiednie kasety

ekspresyjne, ktére za pomoca Agrobacterium zostaly wprowadzone do tytoniu. W
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zregenerowanych transgenicznych ro$linach tytoniu stwierdzono podwyzszony poziom
zarowno cysteiny jak i glutationu. Liscie roslin o podniesionym poziomie glutationu

wykazywaly znacznie zwigkszona w poréwnaniu z kontrola opornos¢ na stress oksydacyjny.

Najwazniejszy wynik badawczy ’

1. Uzyskanie transgenicznych roélin tytoniu oraz komérek kalusa marchwi produkujacych
podjednostki ureazy Helicobacter pylori.

2. Uzyskanie transgenicznego tytoniu o zwiekszonym poziomie cysteiny i glutationu.
PUBLIKACIE: 3291, 3354, 3355, 1154/A, 1155/A

Temat 36: Metody informatyczne w biologii molekularnej

Zespot: doc.dr hab. Piotr Zielenkiewicz, mgr Szymon Kaczanowski, mgr A.Kierzek

Kontynuowano badania, ktérych celem bylo zastosowanie algorytmu szuflowania do
projektowania sekwencji realizujacyh konkretna strukture bialka.

W celu potwierdzenia eksperymentalnego prawidlowosci metody zaprojektowano 36
aminokwasowa sekwencj¢ realizujaca strukture gléwki williny. Peptyd posiadajacy te
sekwencje jest syntetyzowany.

Podjeto takze proby opracowania algorytmu nie zawierajacego ograniczenia skladu
aminokwasowego do projektowania sekwencji realizujacych pozadane struktury biatkowe.
Zbudowano modele homologiczne TATA-binding protein i receptoréw wigzacyh biatka G
(we wspolpracy z grupami eksperymentalnymi spoza IBB PAN) .

Kontynuowano prace nad szybkifn algorytmem obliczania istotnosci statystycznej poréwnan

sekwencji.

PUBLIKACIE: 1211/A, 1212/A
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Temat 37: Mechanizmy kontrolujace proces patogenezy komoérek roslinnych
Zespot: doc. dr hab. Jacek Hennig, dr Magdalena Krzymowska, mgr Andrzej Talarczyk,
doktoranci: mgr Marek Koter, mgr Anna Drobek (od 01.10)

We wczesniejszych naszych badaniach stwierdziliSmy, ze w procesie indukowanej
odpornosci roslin na czynniki chorobotworcze zasadnicza role odgrywa szereg
niskoczasteczkowych efektoréw takich jak: reaktywne formy tlenu np. H,O,, kwas salicylowy
czy etylen. W tym okresie sprawozdawczym prowadziliSmy badania zmierzajace do
wyizolowania nieznanych do tej pory gendéw aktywowahych podczas procesu infekcji.
Wykorzystujac fakt podobiefstw w sekwenéji regionéw kodujacych genéw 1,3-b-glukanaz
wyizolowalisSmy i okreslilisSmy sekwencje cDNA, dla nie opisanej dotychczas, izoformy
glukanazy z roslin ziemniaka (Solanum tuberosum). Okreélilismy takze czesciowa sekwencje
genomowej kopii genu glucB. Wewnatrz komorkowy poziom mRNA dla genu (glucB) '»
wielokrotnie (ok. x 100) wzrasta w tkance zainfekowanej wirusem ziemniaczanym Y (PVY)
oraz (ok. x 10) po traktowaniu tkanki kwasem salicylowym. Ekspresja genu glucB nie
podlega natomiast zmianom na wskutek uszkodzen mechanicznych tkanki. Prowadzilismy
takze doswiadczenia majace na celu ustalenie jak ekspresja genu glucB zmienia si¢ podczas
organogenezy. StwierdziliSmy, ze gen jest indukowany podczas tworzenia i rozwoju

kwiatow.

Najwazniejszy wynik badawczy

Izolacja i okre$lenie pelnej sekwencji cDNA genu 1,3-b-glukanazy z ziemniaka.
PUBLIKACIE: 3288, 3297, 3346, 3351, 3352, 1110/A, 1116/A, 1120/A,
1208/A,1209/A,1210/A, 97/N, 109/N

Temat 38: Funkcjonalna analiza otwartych ramek odczytu z Saccharomyces cerevisiae

Zespol: dr EoZenna Rempota, prof. Magdalena Fikus

Dwie homologiczne otwarte ramki odczytu o nieznanej funkcji, YIL153w/RRD] i
YPL152w/RRD2, odkryte w wyniku sekwencjonowania genomu S.cerevisiae, potencjalnie
koduja polipeptydy wykazujace znaczace podobiefistwo do pochodzacego z komorek ssaczych
polipeptydu PTPA (phosphotyrosyl phosphatase activator). Jest to biatkowy czynnik
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stymulujacy aktywnos¢ fosfatazy tyrozylowej, wykazywanej przez serynowo/treoninowa
fosfatazg PP2A. Mechanizm aktywacji i funkcja PTPA in vivo nie sa znane, jednak
wystepowanie tego biatka w wielu organizmach, od drozdzy do cztowieka oraz podobienstwo
struktury i wlasciwosci fizykochemicznych sugeruje istotna rol¢ PTPA w koméree.

Dotychczas przeprowadzona analiza wykazala, ze geny RRDI i RRD2 pelnig w
koméree istotng rolg. Wskazuje na to plejotropowy efekt delecji genu RRDI - mutant rrdID
wykazuje wrazliwos¢ na jony wapnia, wanadat, cykloheksymid, ketokonazol, calcofluor white
a takze podwyzszong (w poréwnaniu do szczepu dzikiego) oporno$¢ na kafeing i rapamycyne.
Skutkiem inaktywacji genu RRD2 jest pojawienie si¢ opornosci mutanta na kafeine i
rapamycyng. Inaktywacja obu genéw RRD ma efekt letalny dla podwdjnego mutanta w
standardowych warunl;ach, co sugeruje istotna funkcje produktow badanych genéw oraz ich
interakcj¢ w komoérce. Letalno$é podwdjnego mutanta . znoszona jest w warunkach
zapewniajacych stabilizacje osmotyczng (w obecnosci sorbitolu). Wykazano réwniez, ze
komorki podwojnego mutanta charakteryzuja sie zmieniong morfologig i wrazliwoséiq na
obnizenie ciSnienia osmotycznego srodowiska. Powyzsze wyniki sugeruja, ze inaktywacja obu
genéw RRD prowadzi do defektu w konstrukeji prawidlowej Sciany komorkowej. Wykazano
réwniez, ze produkty badanych genéw oddziatuja z drozdzowymi kaskadami kinaz: z kaskada
HOG1 regulujaca odpowiedz komérki na podwyzszone ci$nienie osmotyczne srodowiska oraz
z kaskadag SLT2/MPK1 bioraca udzial w procesach odpowiedzialnych za integracje $ciany
komorkowe;j.

Powyzszy temat jest realizowany we wspélpracy z laboratorium prof P. Stonimskiego
w Centrum Genetyki Molekularnej (Centre de Genetique Moleculaire) w Gif sur Yvette,

Francja.

Temat 39: Badane polimorﬁzmu mitochondrialnego DNA w populacji polskiej

Zespot: prof dr hab. Ewa Bartnik, mgr Katarzyna Mroczek

Poddano analizie DNA 78 niespokrewnionych oséb. DNA calkowity izolowany z
krwi obwodowej trawiono eﬁzymem restrykcyjnym BamHI i analizowano metoda Southerna,
z zastosowaniem jako sondy mitochondrialnego DNA uzyskanego technika dhugiego PCR. W
73 probkach stwierdzono wystepowanie tylko jednego miejsca BamHI, polozonego w pozycji

14258. Poniewaz DNA mitochondrialny jest kolisty obserwowano tylko jedep prazek po
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hybrydyzacji. W pozostatych 5 probkach uzyskano dwa prazki, co wskazywalo na istnienie
drugiego miejsca BamHI. W trzech probkach dodatkowe miejsce BamHI znajduje si¢ w
pozycjt 16389, w dwoch natomiast w pozycji 13366. Oba te dodatkowe miejsca byly juz
stiwerdzane w mitochondrialnym DNA innych populacji, ale zanim rozpoczglismy nasze
prace populacja polska w ogole nie byla badana. Dla obu dodatkowych miejsc BamHI

ustalono dokltadng lokalizacje miejsca ciecia.

Najwazniejszy wynik badawczy
Po raz pierwszy przeprowadzono analiz¢ mitochondrialnego DNA w populacji polskie;j.

PUBLIKACIJE: 3263, 110/N, 111/N

Temat 41: Oksydacyjne uszkodzenia DNA

Zespot: dr Barbara Tudek, dr Jarostaw Ciesla, mgr Maria-Anna Graziewicz, mgr Pawet

Kowalczyk, mgr Elzbieta Speina (od 1 lipca 1998)

Skutkiem bezposredniego oddziatywania rodnikéw hydroksylowych na DNA jest
jonizacja, a nast¢gpnie utlenianie zasad. Uklad hipoksantyna/oksydaza ksantynowa/F e”/EDTA
w jednoniciowym fagu M13 indukuje powstawanie gtownie FapyGua, 8-OH-Gua, FapyAde,
ThyGly mierzonych metoda chromatografii gazowej/spektrometrii masowej (GC/IDMS-SIM).
Tak zmodyfikowane DNA faga M13 w komodrkach E.coli dawalo poczatek duzej grupie SOS-
zaleznych mutacji A—G. Mutacjom tym towarzyszyt wzrost ilosci FapyAde w DNA
fagowym, przy braku wykrywalnej ilosci 2-OH-Ade indukujacej ten sam typ mutacji.
Rozpoczeto . badania nad zalezno$cia sekwencyjng w interakeji - zwiazkow
mutagennych z DNA. Stosujac metode odcisku palca polimerazy DNA stwierdzono, ze
metabolit chlorku winylu, aldehyd chlorooctowy (CAA) reaguje in vitro ze 141 miejscami w
obrgbie cDNA 500-nukleotydowego fragmentu ludzkiego genu p53 obejmujacego egzony 5-8.
Interakcja t.a wydaje si¢ by¢ sekwencyjnie zalezna, gdyz miejsca uszkodzenia DNA przez
CAA pokrywaly si¢ z miejscami mutacji odnajdowanymi w genie p53 nowotworoOw watroby
cztowieka, zwigzanych z ekspozycja na chlorek winylu. Miejsca uszkodzenia ludzkiego genu
P53 pokrywaly sie rowniez z miejscami mutacji w genie szczura, ale jedynie we fragmentach
wykazujacych 100% zgodno$¢ sekwencji z genem ludzkim.

Kontynuowano poszukiwania inhibitoréw glikozylaz naprawczych (wspotpraca z prof.
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J.T.Ku$mierkiem). Wsréd 19 przebadanych analogéw zasad znaleziono jeden zwigzek
(tioksantyne), ktéry dos¢ wydajnie hamowat in vitro aktywno$¢ formamidopirymidyno-DNA
glikozylazy z E.coli, ale nie bakteryjnej i ludzkiej glikozylazy N;métyldpuryn. 50%
hamowania oczyszczonego do homogennogci enzymu obserwowano przy stezeniu 12 uM.
Zaobserwowano réwniez, ze biatko Fpg ma wymagania wzgledem struktury B DNA, gdyz
pirolizat tryptofanu (Trp-P1) zmieniajacy strukture 11-rzedowa DNA hamowat aktywnos$¢ tego
enzymu.

We wspolpracy z Dr E.Kraszewska (Zaklad Biochemii Roslin) badalismy naprawe
alkilacyjnych uszkodzen DNA w komérkach BY-2 tytoniu, gdzie w analizie HPLC
stwierdziliSmy wycinanie przez ekstrakt z tych komérek 3-metyloadeniny i 7-metyloguaniny,
co bylo niezgodne z poprzednimi doniesieniami, w ktérych sklonowany z Arabidopsis

thaliana enzym naprawiat jedynie 3MeAde.

PUBLIKACIE: 3293, 3336, 1125/A, 1153/A, 108/N

Temat 42: Mutacje indukowane i adaptacyjne

Zespdt: dr hab. Elzbieta Grzesiuk, prof. dr hab. Celina Janion, dr Anna Fabisiewicz (staz
podoktorski USA), mgr Anna Wojcik, mgr Anetta Nowosielska, mgr Elzbieta Speina (do 30

czerwca 1998)

W szezepie E. coli AB1157argE3 poziom rewersji argE3—Arg" indukowanych MMS
ulega obnizeniu jezeli po dziataniu MMS bakterie sq przejsciowo glodzone. Obserwowane
zjawisko okresla si¢ jako obnizenie czestosci mutacji (MFD). Naprawie MFD nie podlegajg
rewersje Arg" jezeli szczep ABI 157argE3 niesie mutacje w genie mutS. Réwniez mutacja w
genie dna kodujacym podjednostke € polimerazy III DNA prowadzi do braku efektu MFD w
niepermisyjnej temperaturze 37°C. Natomiast rewertanty Arg tego szczepu podlegaja
naprawie MFD w temperaturze permisyjnej 28°C i to zaréwno te indukowane MMS jak i UV.
Badajac szczep AB1157dnaQ49 zaobserwowano pojawianie si¢ kolonii na plytkach
minimalnych E-arg dopiero po kilku dniach inkubacji w temperaturze pokojowej. Okazato sie,
ze te pojawiajace si¢ w warunkach glodzenia kolonie powstaja w szczepie AB1 157dnaQ49 z
delecja operonu umuDC. Dodatkowo poziom tych mutantéw »adaptacyjnych” jest znacznie

podwyzszony w obecnosci wielokopiowego plazmidu pGW2123 produkujacego bialka
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UmuD’ 1 UmuC. Kontynuowano badania nad wplywem transpozondéw na bakterie.
Stwierdzono, ze podobnie jak transpozon Tnl0, obecno$¢ w chromosomie transpozonu Tnj
(ale nie Tn9) powoduje zmniejszenie przezywalnosei 1 mutagenezy indukowanej] UV. Mamy

dalsze dowody, ze efekt ten jest zwigzany ze zwigkszonym zapotrzebowaniem na biatka

UmuD’ 1 UmuC.

Najwazniejszy wynik badawczy

1. Naprawa typu MFD nic zachodzi w mutancie E. coli dnaQ49 w temperaturze
niepermisyjnej 37°C ale ma miejsce w permisyjnej 28°C co sugeruje udzial podjednostki € w
zjawisku MFD.

2. Mutacje zwiazane z gtodzeniem pojawiaja sie¢ w szezepie E. coli dnaQ49AumuDC ale nie
w E. coli dna(Q49.

3. Indukowane $wiattem halogenowym lub UV, zalezne od bialek UmuDC mechanizmy
naprawy DNA i mechanizmy powstawania mutacji sa rézne.

PUBLIKACIE: 3282, 3306, 3308, 3314, 3327, 1126/A, 1127/A, 1129/A, 1130/A, 1131/A,
106/N

Temat 43: Biologia p]azmidu RK?2 z grupy IncP Escherichia coli

Zespol: dr hab. Grazyna Jagura-Burdzy, mgr Maltgorzata Adamczyk

Kontynuowano badania nad plazmidami grupy IncP Escherichia coli zapoczatkowane
w University of Birmingham. Charakteryzuja si¢ one unikalnym systemem regulacyjnym
koordynujacym wszystkie procesy zyciowe plazmidow. System ten sklada si¢ z zachodzacych
na siebie trzech regulonow: KorA, KorB i TrbA, z ktorych kazdy zawiera od 6-8 operonow.
Oprécz globalnych regulatoréw plazmidowe DNA koduje represory o mniejszym zasiggu oraz
lokalne petle autoregulacyjne. Analiza mutacyjna genu kord pozwolita na ustalenie funkcji
poszezegdlnych domen KorA: wiazania DNA, dimeryzacji i oddziatywania z innymi biatkami
regulatorowymi. Biatko KorB petni dwie istotne funkcje: reguluje proces wegetatywnej
replikacji i transferu koniugacyjnego oraz z biatkiem IncC tworzy parg biatek podzialowych
uczestniczacych w aktywnym rozdziale kopii plazmidu do komorek potomnych. Wstgpne
nasze badania wykazaly, ze IncC poteguje represje przez KorB szesciu operonow. Ustalono,

ktore czesci obu bialek pelnia istotng role w tym procesie. Oczyszczone IncC zwigksza
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powinowactwo wigzania si¢ KorB do DNA in vitro. Naszym zadaniem bylo pokazanie
bezposredniego oddzialywania KorB z IncC in vivo. Zastosowano do tego system
dwuhybrydowy u drozdzy. Fuzje biatek KorB i IncC z domenami GAL4 wigzaca DNA (BD) i
aktywujaca trasnkrypeje¢ (AD) potwierdzily interakcje miedzy KorB i IncC, a takze KorB-
KorB i IncC-IncC. Zastosowano szczep drozdzowy z plazmidem produkcyjnym GAL4BD-
KorB (oraz GAL4BD-IncC) do przeszukiwania biblioteki genomu E.coli utworzonej] w
postaci fuzji z GAL4AD. Metoda ta ma na celu zidentyfikowanic biatek bakteryjnych

wspoéldziatajacych z aparatem podziatowym plazmidu.

Najwazniejszy wynik badawczy
1. okreslenie funkcji poszczegdlnych domen biatka regulatorowego KorA,
2. wykazanie regulatorowej roli IncC w potegowaniu represji przez KorB: sprzezenie procesu

rozdziatu kopii plazmidu do komérek potomnych i ekspresji genéw.

PUBLIKACIE: 3331, 3332

Temat 45: Regulacje biosyntezy pochodnych kwasu mewalonowego w drozdzach
Saccharomyces cerevisiae

Zespol: dr hab. Anna Szkopinska, mgr Dorota Grabowska

Prowadzone badania dotyczyly regulacji syntezy poliprenoli u drozdzy Saccharomyces
cerevisiage. Zastosowanie mutanta z dysrupcja w genie syntazy skwalenowej (pierwszy enzym
po rozejsciu si¢ szlakéw syntezy steroli, dolicholi i ubichinonéw) pozwolito na stwierdzenie
w nim ponad 6-krotnego wzrostu syntezy poliprenoli in vitro w poréwnaniu ze szczepem
dzikim. Frakcja mikrosomalna otrzymana z dysruptanta w minimalnym stopniu reagowata na
egzogenny FPP, podczas gdy frakcja ze szczepu dzikiego podnosila poziom syntezy
poliprenoli 4-krotnie.

Kontynuowano badania nad zdolnoscia zmutowanej drozdzowej syntazy FPP do
syntezy dhugich polipre;loli. Zastosowano komputerowe molekularne modelowanie struktur
bialkowych. Otrzymany model dal podstawy do - stwierdzenia, Zze mutacja punktowa
polegajaca na podstawieniu w centrum aktywnym enzymu lizyny 197 przez kwas
glutaminowy nie umozliwia syntazie FPP tworzenia diugich poliprenoli. Prowadzone sq prace

dos$wiadczalne weryfikujace dane teoretyczne.
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Ponadto prowadzone sg badania nad udzialem peroksysoméw w syntezie dolicholi w
komorkach drozdzowych. Wstepne wyniki pokazaly, ze indukcja proliferacji peroksysomow
kwasem olejowym powoduje powstanie dodatkowej, nietypowej dla drozdzy rodziny
dolicholi.

W dalszym ciagu poszukiwane sg przy uzyciu bankéw genomowych biatka oddziatujace z
syntaza FPP. Sprawdzenie, czy po odcigciu C-koficowej domeny syntazy skwalenowe;j

mozliwe bedzie wykazanie przy zastosowaniu systemu dwuhybrydowego jej oddziatywania z

syntaza FPP.

Najwazniejszy wynik badawczy

Zmutowana (Lys197K) syntaza FPP nie moze syntetyzowa¢ dtugich poliprenoli. Indukcja
proliferacji peroksysoméw kwasem olejowym ma wplyw na synteze poliprenoli u drozdzy S.
Cerevisiae. Syntaza skwalenowa jest jednym z gléwnych enzyméw decydujacych o
przepustowosci szlaku kwasu mewalonowego.

PUBLIKACIE: 3321, 1141/A, 1142/A, 1143/A, 1144/A
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PRACOWNIA SEKWENCJONOWANIA DNA I SYNTEZY OLIGONUKLEOTYDOW

W ramach dziatalnosci ustugowej zsyntetyzowano 683 oligonukleotydy oraz

zsekwenc;onowano na aparacie ALF 468 matryc DNA.

Syntezy oligonukleotydow i sekwencjonowanie matryc wykonano dla nastepujacych

zakladow IBB:

1. Zaklad Genetyki 204 matryce 100 oligonukleotydéw
2. Zaklad Biochemii Drobnoustrojéw - 10 matryc 6‘0 oligonukleotydow
3. Zaklad Biosyntezy Biatka 70 matryc 85 oligonukleotydow
4. Zaklad Biochemii Ro$lin 27 matryc 40 oligonukleotydow
5. Zaklad Biochemii Lipidéw 37 matryc 45 oligonukleotydow
6. Zaklad Biologii Molekularnej 30 matryc 60 oligonukleotydéw
7. Zaklad Genetyki UW 15 matryc 90 oligonukleotydow
8. Pracownia Mutagenezy i Reperacji DNA 4 matryce 28 oligonukleotydéw
9. Pracownia Biologii Molekulamej Roslin UW 49 matryc 55 oligonukleotydow
10. Pracownia Sekwencjonowania DNA 20 matryc 120 oligonukleotydéw

1 Syntezy Oligonukleotydow

Ponadto na aparacie do sekwencjonowania ABI zsekwencjonowano 626 matryc DNA.

Sekwencjonowania matryc wykonano dla nastgpujacych zakladéw IBB:

1. Zaklad Genetyki 212 matryc
2. Zaktad Biochemii Drobnoustrojéw 40 matryc
3. Zaklad Biosyntezy Bialka 55 matryc
4. Zaklad Biochemii Roslin 18 matryc
5. Zaklad Biochemii Lipidow 5 matryc

6. Zaklad Biologii Molekularnej 137 matryc
7. Zaklad Genetyki UW 12 matryc
8. Pracownia Mutagenezy i Reperacji DNA 46 matryc
9. Pracownia Biologii Molekularnej Roslin UW 61 matryc
10. Pracownia Sekwencjonowania DNA 40 matryc

i Syntezy Oligonukleotydéw
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Oprécz zaméwien z Instytutu Biochemii i Biofizyki zrealizowane zostaly zan6wienia

dla zleceniodawcéw spoza Instytutu:

1. Instytut Sadownictwa i Kwiaciarstwa (Skierniewice) | 18 matryc

2. Panstwowy Instytut Weterynaryjny (Putawy) 4 matryce | 18 oligonukieotydéw

3. Akademia Rolnicza (Poznan) 68 matryc | 12 oligonukleotydow

4. Zaktad Parazytologii SGGW (Warszawa) 20 matryc 1 oligonukleotyd

5. Instytut Hodowli 1 Aklimatyzacji Roslin 15 oligonukleotydow '
(oddzial Miochow)

6. Instytut Reumatologiczny (Warszawa) 6 matryc

7. Instytut Mikrobiologii Wydziat Biologii UW 4 matryce 3 oligonukleotydéw

8. Instytut Zywnosci i Zywienia (Warszawa) 1 oligonukleotyd
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SRODOWISKOWE LABORATORIUM NMR (temat 44)
Zespot: prof. dr hab. Andrzej Bierzynfiski, doc. dr hab. Andrzej Ejchart, dr Jacek Wéjcik,

mgr Igor Zukow, dr Beata Toczytowska (1/4 etatu)

Zgodnie ze swymi zadaniami statutowymi Laboratorium wykonywato pomiary widm

MRJ dla szeregu laboratoriow. Wykorzystanie przyrzadu przedstawia si¢ nastepujaco:

Kierownik projektu - Instytucja Czas pracy
przyrzadu
1.-doc. A. Gamian Instytut Immunologii, Wroctaw 36 h
2. prof. J. Otlewski U. Wroctawski, Inst. Bioch. i Biol. Molekularnej 180 h
3.drW.Bal U. Wroctawski, Wydzial Chemii 82h
4. doc. M. Pietraszkiewicz IChF PAN, Warszawa 220 h
5. prof. J. Taraszewska ICHF PAN, Warszawa 190 h
6. dr hab. H. Dodziuk IChO PAN, Warszawa 20h
7. prof. R.Stolarski UW, Instytut Fizyki Doswiadczalnej 9 h
8. dr hab. Z. Kazimierczuk UW, Instytut Fizyki Doswiadczalnej 25h
9. prof. A. Gryft-Keller Politechnika Warszawska, Wydziat Chemii 93 h
10. prof. Zbigniew Czerniecki |Klinika Neurochirurgii AM, Warszawa 150 h
11. prof. J. 1zdebski Uniwersytet Warszawski, Wydzial Chemii 580 h
12. prof. 1. Oszczapowicz Instytut Antybiotykow, Warszawa 60 h
13. prof. K. Kamienska-Trela |IChO PAN, Warszawa 853 h
14. prof. T. Kulikowski IBB PAN, Zaklad Biologii Molekularnej 82h
15. prof. J.Ku$mierek IBB PAN, Zaklad Biologii Molekularnej 7h
16. dr B. Tudek IBB PAN, Zak}ad Biologii Molekularne;j 38h
17. dr hab. E. Grzesiuk IBB PAN, Zaklad Biologii Molekularnej 100 h
18. dr Z. Zarebska IBB PAN, Zaklad Biologii Molekularne;j 220h
19. doc. B. Wielgat IBB PAN, Zaklad Biochemii Roslin 18 h
20. dr J. Poznanski IBB PAN, Zaktad Biofizyki 19h
21. dr Michat Dadlez IBB PAN, Zaktad Biofizyki 12h
22. Szkolenia 146 h
Uslugi-zlecenia razem 3225h
Prace wlasne 4855 h
Razem 8080 h
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Zatem aparat pracowal srednio 22 godziny na dobe. Pozostaly czas byl wykorzystany

na konserwacje.

Prace wlasne:
Kontynuowano badania struktury i dynamiki strukturalnej peptydow wiazacych jony

wapnia. Rozwigzano strukturg mutanta M8—L biatka CMTI, ktéra zostata zlozona w Protein

Data Bank. Poréwnano szybkosci wymiany protonéw amidowych w natywnym CMTI oraz w
Jjego mutancie, co pozwolilo na poréwnanie stabilnosci struktury i dynamiki strukturalnej obu
form bialka. Prowadzono pomiary majgce na celu rozwiazanie struktury biatka S100A1.
Uzyskano przypisania sekwencyjne wiekszosci sygnatéw NMR. We wspétpracy z Wydzialem
Anestezjologii thntensywnej Terapii Akademii Medycznej w Warszawie kontynuowano
badania NMR plynu mézgowo-rdzeniowego majace na celu opracowaﬁe metod diagnostyki
choréb mozgu.

Dziatalno$¢ dydaktyczna polegata na prowadzeniu cyklu seminariow po$wieconych
metodom magnetycznego rezonansu jadrowego (w sumie 10 godzin) w ktorych uczestniczyli
pracownicy Laboratorium oraz zaproszeni specjalisci z Uniwersytetu Warszawskiego.
Ponadto jedng osobg przeszkolono w zakresic obstugi przyrzgdu (pomiary widm
jednowymiarowych, TOCSY, COSY i NOESY oraz ich interpretacja). Dwie studentki z
Wydzialu Fizyki UW wykonuja w Laboratorium prace magisterskie. Dwie studentki

o

wykonaly ¢wiczenia magisterskie.

PUBLIKACIE: 3280, 3300, 3315, 3325, 1107/A, 1108/A, 1109/A, 1112/A, 1114/A, 1115/A,
1117/A, 1131/A, 1134/A, 1163/A
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SZKOIA BIOLOGII MOLEKULARNEJ/STUDIUM DOKTORANCKIE (temat 31)

Kierownictwo Studium: prof. dr hab. Grazyna Palamarczyk-Kierownik, prof. dr hab. Joanna
Rytka, prof.dr hab. Andrzej Jerzmanowski

SBM/Studia doktorancke liczy 85 0s6b w tym na studiach doktoranckich 58.
W roku biezgcym przyjeto na Studia 8 oséb .
Stopiefi doktora otrzymato w 1998 r otrzymalo 7 0s6b.

Dzialalnos¢ dydaktyczna
W ramach SBM/Studia doktoranckie odbyly si¢ oraz sa prowadzone nastgpujace
zajecia teoretyczne:

W okresie od 25 02 do 22.04 1998 kontynuowano rozpoczety w roku poprzednim cykl

seminariéw na temat: Dziedziczenie niemendlowskie u drozdzy Saccharomyces cerevisiae.
prowadzone przez dr Monik¢ Gora z Zaktadu Genetyki IBBPAN. W ramach cyklu, kazdy z

uczestnikoOw przygotowat seminarium.

Tematyka seminaréw obejmowata:

e Wirusy RNA wystepujace w drozdzach Saccharomyces cerevisiae.
e Transposony drozdzowe

e Naturalnie wystgpujace drozdzowe plazmidy DNA

e Rodzaje rekombinowanych plazmidéw drozdzowych

¢ Dziedziczenie prionéw w drozdzach S.cerevisiae

e Struktura i biogeneza mitochondriow drozdzowych

¢ Import biatek do mitochondriéw

e Stres oksydacyjny u drozdzy

e Szok cieplny .u drozdzy

e Poszukiwanie interakcji pomigdzy biatkami na przykladzie drozdzy S.cerevisiac

W pazdzierniku br doktoranci IBB PAN wzigli udzial w jednodniowym mini-
sympozjum na zorganizowanym przez Katedre Biofizyki UW przy wspétudziale IBBPAN i
ICM 1 pomocy finansowej Human Frontier Science Organization:

Tematyka Sympozjum: Molecular Mechanisms of Translation and Transcription




e wer

Wyktadowcami byli wybitni specjalisci z zagranicy: Prof. Nahum Sonenberg , Howard
Hughes International Scholar Department of Biochemistry and McGill Cancer Centre,
Montreal, Canada oraz Prof. Stephen Burley, The Rockefeler University Investigator, Howard
Hughes Medical 1nstitute Laboratories New York Prof, Andrzej Jerzmanowski, Uniwersytet
Warszawski/I[BBPAN, Prof, Bogdan Lesyng, Uniwersytet Warszawski
Tematyka wykladow: Structural Biology of Eukaryotic Transcription, Chromatin proteins in
Transcriptional Regulation, Structural Biology of Eukaryotic Translation, Biology of
Eukaryotic Translation, Modeling of Biomolecular Systems and Processes. -

W listopadzie br rozpoczat sie cykl ok. 30-godz wykladow na temat : Genomika.

Wyklady beda obejmowaty wspoiczesne metody sekwencjonowania genomow poczynajac od

genomow plazmid6w, bakterii, drozdzy oraz genom ludzki.

Dzialalnos¢ naukowa doktorantéw

Doktorafici IBB PAN sa wspolautorami  10-ciu prac  eksperymentalnych
opublikowanych w roku 1998 oraz 42 komunikatéw przédstawianygh w na zjazdach
krajowych (Migdzynarodowa Konferencja Doktorantéow w Gdansku i Zjazd Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego w Biatymtoku) i" zagranicznych (Europejska Konferencjé
Genetyki Grzybéw, Hiszpania oraz Mutageneza i naprawa DNA, Austria) w formie plakatéw
i ustnych doniesien. i

Ponadto wszyscy doktoranci przedstawili w podobnej formie wyniki swoich prac na
odbywajacym sie w dniach 25 -28-listopada Sympozjum sprawozdawczym IBB PAN.

12-tu doktorantéw ( T.Bykowski, T. Calikowski, M. Fikus, A. Janik, A. Janowicz, M.
Juszezuk, J. Kaminska, A. Lipska-Dwuznik, M. Mikolajczyk, M. Wanke, A. Wéjcik i K.
Zdanowicz) przedstawilo projekty badawcze pisane wg wzoréw projektow grantowych KBN;*
ktorych realizacja byta czes$ciowo finansowana (3500 zI na projekt na zakup odczynnikéw i
drobnego sprzetu lub sfinansowanie uczestnictwa w dowolnie wybranej konferencji

naukowej) z-funduszy SBM/Studium doktoranckiego. Odbiorcéw grantow obowiazywaé

bedzie przedstawienie = sprawozdania merytorycznego i finansowego z wykorzystania

przyznanych funduszy. Sprawozdanie to bedzie réwniez podstawa do ewntualnego

przedtuzenia grantu na rok nastepny.
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Finanse

Fundusz SBM/Studium Doktoranckiego wyniést w roku 1998 80 000 zt. W jego
ramach finansowano czgsciowo udzial doktorantéw w konferencjach migdzynarodowych
odbywajacych si¢ zagranica a takze w konferencjach w Polsce.

Warunkiem dofinansowania wyjazdu bylo otrzymanie czgsciowego pokrycia kosztow
uczestnictwa w konferencji z funduszy nie pochodzacych z IBB.

Z funduszy SBM/Studium -pokrywano réwniez koszty'  prowadzenia zajeé
dydaktycznych dla doktorantéw.

Planujemy przeznaczenie pozostatych funduszy (ok. 60 000 z}) dla tych doktorantéw
ktorzy przedstawia projekty badawcze na rok 1999. Projekty te beda oceniane w ramach

_ konkursu projektéw zglaszanych do konca stycznia 1999 br.
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POLSKO-FRANCUSKIE CENTRUM BIOTECHNOLOGII ROSLIN (temat 40)
Dyrektor: prof. dr hab. Stanistaw Lewak

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

W ramach ciotacji otrzymanej z Komitetu Badan Naukowych, Centrum
subwencjonowato w 1998 r. realizacje nastgpujacych programéw badawczych prowadzonych

w Polsce przy wspélpracy z placéwkami francuskimi:

A. Kontynuacja programéw z 1997 r.:

Doc. dr hab. Mirostawa Z. Barciszewska, dr Eliza Wyszko, mgr Andrzej Gawlak, Elzbieta

Wieczorek (IChB PAN), Badanie mechanizmu transkrypcji polimerazy III z roslin —
wspblpraca z Service de Biochimie et Génétique Moléculaire CEA w Gif-sur-Yvette.

Prof. Jan Barciszewski, mgr Marzanna Deniziak, Iwona Gawronska (IChB PAN), Izolacja,

klonowanie i charakterystyka roslinnej syntetazy metionylo-tRNA — wspétpraca z Laboratoire
d’Enzymologie et Biochimie Structurales CNRS w Gif-sur-Yvette.

Dr Jacek Bardowski (IBB PAN), Zréznicowanie genetyczne szczepéw  Lactococcus

wyizolowanych z naturalnych s$rodowisk ich bytowania — wspétpraca z Laboratoire de
Génétique Microbienne, CRJ-INRA w Jouy-en-Josas.

Dr Anna M. Chachulska (IBB PAN), Badanie polimorfizmu genomu wirusa Y ziemniaka

(PVY) i regionow odpowiedzialnych za patogenno$é — wspélpraca z Laboratoire de Biologie
Cellulaire INRA, Versailles .
Dr Anna Géra-Sochacka, mgr Wojciech Podstolski (IBB PAN), Badanie stabilnosci

genetycznej wiroida wrzecionowatosci bulw ziemniaka (PSTVd) — wspdtpraca z INRA
Bordeaux.

Mgr Joanna Jelenska (IChB PAN), Wplyw stymulatoréw i inhibitoréw wzrostu na ekspresje

czterech cyklin w tubinie z6ttym — wspdlpraca z Institut des Sciences Végétales, CNRS w
Gif-sur-Yvette.

Prof. dr hab. Andrzej Jerzmanowski, dr Marta Prymakowska-Bosak, mgr Marcin Przewtoka,

mgr Piotr Kozbial (IBER UW), Analiza przebiegu mitozy w transgenicznych liniach
komorkowych tytoniu BY-2 z podwyzszona i obnizona zawartoscig histonu H1 — wspolpraca

z Institut de Biologie Moléculaire des Plantes CNRS, Strasbourg.
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Dr Bozena Maciejewska, dr Renata Bogatek (IBER UW), Katabolizm zapasowych lipidéw w

nasionach  slonecznika  (Helianthus  annuus L.)  poddanych = osmotycznemu
prekondycjonowaniu — wspoélpraca z Laboratoire de Physiologie Végétale, Université Pierre et

Marie Curie w Paryzu.

Dr Jan Podkowifiski, dr Jan Wrzesinski (IChB PAN), Chardkterystyka produktu ekspresji
genu LIENOD40B- wspotpraca z Institut des Sciences Végétales CNRS, Gif-sur-Yvette.
Dr Grzegorz Przewlocki, mgr Joanna Lipecka, Anna Zakrzewska (IBD PAN), Badanie

roslinnych RNA nowa RNaza specyficzng do sekwencji — wspélpraca z INSERM-CHU
Necker w Paryzu.

Dr Anna Przykorska, dr Elzbieta Kuligowska (IBB PAN), Zastosowanie enzymoéw

nukleolitycznych z roslin wyzszych do badania struktuty przestrzennej wybranych rodzajow
RNA — wspolpraca z Institut de Biologie Moléculaire et Cellulaire, Strasbourg.

Dr Bozenna Rempota (IBB PAN), Funkcjonalna analiza ORF-6w YILI153w i YPL152w

z S. cerevisiae potencjalnie kodujacych biatka o homologii do ludzkiego polipeptydu PTPA
(phophotyrosyl phosphatase activator) — wspdtpraca z Centre de Génétique Moléculaire
CNRS w Gif-sur-Yvette.

Prof. dr hab. Anna Rychter, mgr Secherezada Rydz (IBER UW), Regulacja ekspresji genu

kodujacego karboksylaze fosfoenolopirogronianu u sorga — wspolpraca z Université Paris XI,
Paryz.
Prof. dr hab. Joanna Rytka, prof. dr hab. Wlodzimierz Zagérski, dr Marek Zagulski, mgr

Andrzej Migdalski, mgr Robert Gromadka, mgr R6za kucharczyk, Beata Babifiska (IBB
PAN), Analiza funkcjonalna nowo odkrytych otwartych ramek odczytu ( z ang. ORF) w

genomie drozdzy Saccharomyces cerevisiae — wspoélpraca z Centre de Génétique Moléculaire

CNRS, Gif-sur-Yvette.

Dr Barbara Tudek, dr Elzbieta Kraszewska, prof. Jarostaw Ku$mierek, mgr,Marié Graziewicz,
mgr Ewa Borys (IBB PAN) oraz prof. dr hab. Ryszard Oliaski i dr Tomasz Zastawny
(Akademia Medyczna w Bydgoszczy), Naprawa DNA w komoérkach tytoniu oraz badanie
konsekwen(;ji obecnosci w DNA oksydacyjnych uszkodzen zasad- wspélpraca z Institut
Gustave Roussy CNRS w Villejuif.

Prof. dr hab. Piotr Weglenski, dr Piotr Borsuk, dr Agnieszka Dzikowska, mgr Joanna Empel,

mgr Anna Grzelak (Zakiad Genetyki UW), Genetyczna regulacja katabolizmu argininy i
proliny u Aspergillus nidulans — wsp6lpraca z Institut de Microbiologie Université Paris XI.

Dr Teresa Zotadek, prof. Joanna Rytka, mgr Monika Géra, mgr Ewa Grzybowska, mgr Iwona
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Smaczynska (IBB PAN), Regulacja szlaku biosyntezy hemu w drozdzach Saccharomyces
cerevisiae — rola ferrochelatazy w wewnatrzkomorkowym transporcie hemu i zelaza —

wspolpraca z Institut J. Monod w Paryzu.

B. Programy rozpoczgte w 1998 r.:

Dr Jézetf Kapusta (IChB PAN), Agrobacterium mediated transformation of narrow lupin

(Lupinus angustifolius L.) meristematic tissue and regeneration of transgenic shoots

Mor Malgorzata Milner, dr Andrzej Palucha (IBB PAN), Konstrukcja fuzji genowych

poliproteiny wirusa Y ziemniaka (PVY) z genami reporterowymi kodujacymi [-
glukuronidaze (GUS) oraz green fluorescent protein (GFP) — wspolpraca z Institut J. Monod w
Paryzu.

Dr Pawet Strozyeki, mgr Alicja Akuszewska, mgr Iwona Bicka, Ewa Sobieszczuk (IChB
PAN), Czynnik biorace udziat w regulacji ekspresji genéw ferrytyn w tkankach roslinnych —
wspoipraca z Institut National de la Recherche Agronomique et Ecole Nationale Supérieure
d’Agronomie, Montpellier

Dr Anna Szkopinska, dr Ewa Swiezewska, dr Danuta Plochocka, mgr Dorota Grabinska (IBB
PAN), Badanie regulacji dlugosci taficuchéw dolicholi u drozdzy z zastosowaniem metod
genetycznych i przestrzennego modelowania struktur bialek — wspolpraca z Institut de

Biologie Moléculaire et d’Ingénierie Génétique, Poitiers.

Dr Maciej Szvmanski, dr Malgorzata Giel-Pietraszuk, Iwona Buskiewicz, Iwona Gawroniska
(IChB PAN), Badanie struktury roslinnych kwaséw rybonukleinowych z wykorzystaniem
rybozyméw — wspotpraca z Institut de Biologie Moléculaire et Cellulaire CNRS, Strasbourg.

Srodki znajdujace sie w dyspozycji Centrum przeznacza si¢ rOwniez na organizacje i
finansowanie laczonej polsko-francuskiej opieki naukowej nad praca picciu polskich

doktorantéw (IBB PAN, Uniwersytet Warszawski, IchB PAN, Uniwersytet Wroclawski).

Dziatalno$¢ Centrum w 1998 objela wspélorganizacje Konferencji ,,Plant Transport

Systems and Pathogens™, ktora odbyla sic w Warszawie w dn. 16 pazdziernika 1998.
Centrum uczestniczylo w organizowaniu pobytéw naukowcoéw polskich (IBB PAN,

IchB PAN, Uniwersytet Warszawski, Uniwersytet Wroctawski) w placéwkach francuskich —
Institut J. Monod CNRS w Paryzu, Centre de Génétique Moléculaire CNRS w Gif-sur-Yvette,
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Institut de Génétique et Microbiologie Université Paris-Sud, Université de Poitiers, Institut
de Biologie Moléculaire et Cellulaire CNRS w Strasbourgu — ogélem w 1998 11 wyjazdéw

do Francji oraz wizyta 5 0s6b z Francji w Polsce.
W 1998 1. przy wspotudziale Centrum opublikowano 3 prace polsko-francuskie w

czasopismach migdzynarodowych ( FEBS Letters, Nucleic Acid Research, European Journal
of Biochemistry).
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OGOLNOINSTYTUTOWE SEMINARIA NAUKOWE W ROKU 1998

06.01.98
Dr Piotr Joczyk /Pracownia Mutagenezy i Reperacji DNA/
»nterakcje bialkowe w obrebie polimerazy III DNA E. coli”.

13.01.98

Dr Christophe Robaglia /Laboratoire du Metabolisme Carbone, CEA-Cadarache/
»Studies of the genes coding for the eukaryotic translation initation factor 4E (elF4E) in
Arabidopsis”.

20.01.98
Mgr Marek Juszczuk /Zaktad Biochemii Drobnoustrojow/
~Ekspresja genomu wirusa lisciozwoju ziemniaka”.

27.01.98
Dr Magdalena Boguta /Zaktad Genetyki/
»Kontrola wiernosci translacji u drozdzy™.

3.02.98
Dr Agnieszka Sirko /Zaktad Biochemii Roslin/
»Ro$liny jako bioreaktory™.

10.02.98
Mgr Sergei Gavriouchov /Pracownia Bioinformatyki/
,»Electrostatics of macromolecules: a more advanced approach”.

24.02.98

Dr Anna Chelstowska /Zaklad Genetyki/

»oystem gendw RTG posredniczacych w przekazywaniu sygnatéw pomigdzy organellami w
komorkach drozdzy Saccharomyces cerevisiae” (sprawozdanie ze stazu naukowego w
University of Texas, Dallas, USA).

05.03.98
Dr Jadwiga Chroboczek /Institut de Biologie Structurale, Grenoble Cedex, Francja/
,»» L ransfekujacy peptyd pochodzacy z biatka wirusowego™.

10.03.98
Mgr Radostaw Tomaszewski /Zak}ad Biosyntezy Biatka/
»Nukleosomy i transkrypcja”.

17.03.98
Dr Piotr Borsuk /Zaktad Genetyki UW/
»Regulacja ekspresji genu arginazy u Aspergillus nidulans™.

24.03.98

Dr Bozenna Rempota /Zaklad Biofizyki/

»Analiza funkcjonowania otwartych ramek odczytu S. cerevisiae” (sprawozdanie ze stazu
naukowego w Centre de Genetique Moleculaire CNRS, Gif-sur-Yvette, Francja).
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31.03.98

Dr Malgorzata Stupska /University of California, Los Angeles, USA/
~Mutatorowe tRNA”.

07.04.98
Prof. Irena Pietrzykowska /Zaklad Biologii Molekularne;j/
,»Mechanizm mutagenezy indukowanej UV niezaleznej od replikacji DNA”.

14.04.98
Mgr Anna Wegleniska /Zaklad Biochemii Drobnoustrojow/
»Biatka zaangazowane w kontroli ekspresji regulonu cysteinowego”.

12.05.98

Dr Joanna Kruszewska /Pracownia Glikobiologii Grzybéw/ _
»Klonowanie gen6w kodujacych enzymy wezesnych etapow glikozylacji w Trichoderma
reesei”.

19.05.98
Mgr Piotr Mieczkowski /Pracownia Mutagenezy i Reperacji DNA/
»Charakterystyka genu S. cerevisiae DIN7, indukowanego przez uszkodzenia DNA”.

22.05.98
Prof. Jean -Luc Rossignol /Institut Jacques Monod, Paris Cedex, Francja/
»DNA methylation, gene expression and genome stability in Ascobolus”.

26.05.98
Dr hab. Krystyna Grzelak /Zaklad Biosyntezy Bialka/
»Ekspresja gendéw kodujacych biatka EcR i VSP w komoérkach drozdzy Pichia pastoris™.

28.05.98
Dr Reinhard Fisher /Max-Planck Institut fur terrestrich Mikrobiologie/
»Aspergillus nidulans as a model organism to study cell biology and differentiation”.

28.05.98
Dr Natalia Requena /Max-Planck Institut fur terrestrich Mikrobiologie/
,»Molecular analysis of the role of bacteria for the plant-mycorrhizal symbiosis”.

29.05.98
Prof. Donald Helinski /University of California, San Diego, USA/
»Molecular events in the initiation of replication of a broad host range plasmid”.

02.06.98
Dr Matgorzata L.obocka /Zaktad Biochemii Drobnoustrojéw/
,»Genom bakteriofaga P1-analiza kompletnej sekwencji DNA”.

03.06.98

Dr Florence Lederer /Laboratoire d'Enzymologie du CNRS, Gif-sur-Yvette, Francja/
»Protein mobility and electron transfer within a natural protein complex as studied by site
directed mutagenesis and with monoclonal antibody”.
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10.06.98
Dr Michael Yarmolinsky /National Cancer Institute, Bethesda, USA/
»oilencing of genes flanking the P1 plasmid centromere”.

15.06.98

DrJan Kok /Dept. of Genetics, University of Groningen, Haren, Holandia/

,»The casein breakdown pathway in Lactococcus lactis as a reason to develop an induced lysis
system for this lactic acid bacterium”.

16.06.98
Prof. Andrzej Bierzynski /Srodowiskowe Laboratorium NMR/
»~Amyloidozy 1 struktura prionu”.

30.06.98
Dr Anna Chachulska /Zaklad Biosyntezy Biatka/
»Wirus Y ziemniaka (PVY): poliformizm genomu i konstrukcja roslin opornych”.

18.06.98
Prof. Dierk Scheel /Institute for Plant Biochemistry, Halle (Saale), Germany/
»~Elicitor recognition and signal transduction in plant defense”.

07.07.98

Piotr Sliz /Protein Crystallography Lab, University of Toronto/

»Bacterial Signal Transduction:Crystal Structure of Enzyme ITA and Models of its Interactions
with other Components of the Lactose Phosphotransferase System”.

02.09.98

Dr Alain Marty /CNRS-INSA, Tuluza, Francja/

part 1:,,A new strange medium for extraction and bioreaction: the supercritical fluid.
part 2: , Lipase-catalysed lipid transformation”.

02.09.98 ’
Dr Pascal Loubiere /CNRS-INSA, Tuluza, Francja/
,»An in vivo physiological analysis of metabolic regulations in Lactococcus lactis™.

03.09.98
Dr Sabine Rospert /Biozentrum, University of Basel/
LProtein folding in the mitochondrial matrix”.

10.09.98
Prof. Alberto Macario /Wadsworth Center, Albany, NY,USA/
,»Lranscription initiation of stress genes in archea: peculiarities and puzzles”.

10.09.98

Prof. Terrance G. Cooper /University of Tennessee, Memphis, Tennessee/
,»GATA Factor Regulation of Nitrogen Catabolite Gene Transcription - Control by
Competition™.
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15.09.98
Prof. Edwin Krebs /University of Washington, USA/
,»Protein Phosphorylation and Signal Transduction”.

25.09.98
Prof. Christopher M. Thomas /The University of Birmingham, U.K./
»Global regulators of the genomic survival in bacteria”.

20.10.98
Prof. Tadeusz Kulikowski /Pracownia Antymetabolitow/
»Postepy chemioterapii HIV™.

22.10.98 ,
Prof. Alice C. Harmon /University of Florida, USA/

,,Calcium-dependent Protein Kinases and Their Roles in Signal Transduction”.

03.11.98
Mgr Jan Brzeski /Zaklad Biosyntezy Biatka/
,,Chromatyna i regulacja transkrypcji”.

17.11.98
Doc. Ewa Swiezewska /Zaktad Biochemii Lipidow/
,,Roslinne prenylotransferazy biatkowe”.

01.12.98
Doc dr hab. Katarzyna Natecz / Instytut Biologii Doswiadczalnej PAN/
,.JKarnityna w mézgu:wyzwanie dla biochemika”.

08.12.98
Mgr Pawet Golik /Zaktad Genetyki UW/

,Konstrukcja i nieoczekiwane wlasciwosci systemu ekspresji genéw jadrowych w

mitochondriach drozdzy S. cerevisiae”.

15.12.98
Dr Jarostaw Poznanski / Zaktad Biofizyki/
,Struktura biatka przenoszacego lipidy w $wietle badann NMR”.

22.12.98
Dr Joanna Kufel /University of Edinburgh, Edinburgh, UK/
,,Dojrzewanie rybosomalnego RNA u drozdzy”.
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INSTYTUT BIOCHEMII I BIOFIZYKI
POLSKIEJ AKADEMII NAUK

LISTA PUBLIKACJI
za 1998 r.
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In vivo protein interactions within the Escherichia coli DNA polimerase III core.
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FELCZAK K., GOLOS, B., DZIK, .M., RODE,W., BRETNER M., SHUGAR,D.,
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inhibition of thymidylate synthase and tumour cell growth.
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f subunit as a transcriptional activator contact site.
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Activity of Escherichia coli DNA-glycosylases on DNA damaged by methylating and
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Mutation Res. (1998) 407, 169-176 .

3294. HAKENBECK,R., KONIG,A., KERN,L, van der LINDEN, M., KECK,W_,
BILLOT-KLEIN,D., LEGRAND,R., SCHOOT,B., GUTMANN,L.
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Ibid.: p.139

VO SLH., SWIEZEWSKA, E.
Prenylation of proteins in plants. Occurrence and some properties of GGTase I1.

FASEB Summer Conference "Lipid Modification of Proteins" Snowmass, Colorado,
August 8-13, 1998 Abstr. P-S7

WANKE, M., SWIEZEWSKA, E., DALLNER, G.
Subcellular localization and sorting of plastoquinone and ubiquinone in spinach cells.
13" International Symp. on Plant Lipids July 5 -10™, 1998 Sevilla, Spain Abstr. B9

GRAZIEWICZM.-A., ZASTAWNY,T.H., OLINSKLR., TUDEK B.
SOS-dependent A—G transition induced by hydroxyl radicals generating system
hypoxantine\xanthine oxidase\ Fe*"\ EDTA is accompanied by increase of
Fapyadenine content in M13 mp18 phage DNA.

28" Annual Meeting Faculty of Natural Sciences University of Salzburg, September
7-10,1998

Abstr.:p.37

GRZESIUKLE., NOWOSIELSKA A.

The role of proofreading subunit of DNA polymerase III in mutation frequency
decline (MFD) repair.

Ibid.:p.38

NOWOSIELSKA,A., GRZESIUK_E.

The rate of starwation-associated mutations is enhanced in Escherichia coli
dnaQ49DumuDC strain.

Ibid.:p.49

KRWAWICZ,J., PIETRZYKOWSKA,I
UV-induced mutagenesis independent of DNA replication.
Ibid.: PO15 p.117

JANION,C., WOICIK,A.

Response of transposon bearing Escherichia coli AB1157 derivatives to halogen
light irradiation.

Ibid.: P 037 p.146

WOJCIK,A., JANION,C.
The effect of sul4 and lon mutations on Escherichia coli K12 AB1157 phenotype

and response to halogen light-irradiation.
Ibid.: P 039 p.148

GRZESIUK,E., PIERZYNOWSKA,J., WOICIK,J.

Antimutagenic activity of ellagic acid, rutin and psoralens against aflatoxin B1.
Ibid.: P 057 p.174
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1135/A

1136/A

1137/A

1138/A

1139/A

1140/A

SITKIEWICZ,1., ZIELENKIEWICZ,U., PANKIEWICZ R., KERN,L,
ALONSO,J.C., CEGLOWSKIP.

Characterization of the region involved in a better-than-random segregation of
streptococcal plasmid pSM19035

International Symposium on Plasmid Biology 1998,0ctober 10-16,1998 M¢érida,
Yuc.México.Abstr. p.76

BARDOWSKILJ.

Zastosowanie inZynierii genetycznej bakterii mlekowych i jej znaczenie w produkcji
zywnoscl. v

XXIX Sesja Naukowa Komitetu Technologii i Chemii Zywnosci PAN."Procesy
technologiczne a jako$¢ zywnosci", Olsztyn 21-23 wrzesnia 1998 Abstr. p.51

PAWLAK,D., PACHULSKA,M., SIDOR, M., WOICIK.J., SCHILLER,P.W_,
IZDEBSKIJ.

Novel backbone-cyclic enkephalin analogs.

25™ European Peptide Symposium.Budapest,Hungary ,August 30-September 4,1998
J.Peptide Science (1998) 4, (Special Issue) p.75 abstr.P236

SKOWRONSKA,D., BARTNIK,E., SZABLEWSKA, I, BALINSKA,M.
Synergistyczny, hamujacy efekt dziatania antyfolianéw na wzrost mysich

bialaczkowych komoérek hodowanych in vitro.
XXXIV Zjazd P.T.Bioch. Biatystok ,15-18 wrze$nia 1998, abstr.L.-28 5.207

SKORUPINSKA K., SZYMANSKA M., SWIEZEWSKA E., HERTEL,J.,
CHOJNACKIT.

Dhugotancuchowe poliprenole i ich fosforany w tkankach roslinnych.
Ibid.:C-04 p.23

ZAREBSKA,Z., WASZKOWSKA,E., CAFFIERLS., DALL' ACQUA,F.
Photoreactions of psoralen with phospholipids on the model lecithins.
Ibid.: C-27 p.35

VO SLH., SWIEZEWSKAE.
Rab geranylgeranyltransferase in plants.Occurrence and some properties.
Ibid.: C-28 p.35

HERTEL,J., CHOJNACKIT.

Poszukiwania nowych surowcow roslinnych dla pozyskiwania dtugotancuchowych
poliprenoli.

Ibid.: C-29 p.36

VO SILH., OLSZOWSKA,O., FURMANOWA M., WANKE,M,,
CHOJNACKI,T., SWIEZEWSKAE..

Poliprenole w korzeniach Coluria geoides z kultur in vitro

Ibid.: C-30 p.36
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1145/A

1146/A

1147/A

1148/A

1149/A
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GRABOWSKA,D., SKONECZNY,M., SWIEZEWSKA,E., SZKOPINSKA .A.
Wplyw indukeji peroksysoméw kwasem olejowym na synteze dolicholi u drozdzy
Saccharomyces cerevisiae.

Ibid.: C-31 p.37

GRABINSKA K., SZKOPINSKA,A., BERGES,Th., KARST,F.,
PALAMARCZYK,G.

Badanie oddzialywan pomigdzy podjednostkami drozdzowej syntazy dwufosforanu
farnezylu.

Ibid.: C-32 p.37

GRABOWSKA,D., KARST,F., SZKOPINSKA,E.

Dysrupcja genu syntazy skwalenowej (erg9) wplywa na poziom syntezy poliprenoli
u drozdzy Saccharomyces cerevisiea.

Ibid.: C-33 p.38

GRABOWSKA,D., PLOCHOCKA,D., SWIEZEWSKA,E.,.SZKOPINSKA,A.
Molecular modelling as a tool for explanation of long dolichol formation on yeast
S.cerevisiae.

Ibid.: C-34 p.38

KRUSZEWSKA,J., JANIK,A., LENART,U., PALAMARCZYK,G.
Regulacyjna rola GDPMan w biosyntezie glikokoniugatéw.
Ibid.: G-02 p.106

JANIK,A., PALAMARCZYK,G.
Rola drozdzowej syntazy mannozofosfodolicholu w regulacji sekrecji biatek u
S.cerevisiae.

Ibid.: G-13 p.112

KRUSZEWSKA,J.S., PALAMARCZYK,G.
Klonowanie cDNA kodujacego syntaze mannozylo-fosfo-dolicholu z Trichoderma
reesei.

Ibid.: G-15 p.113

PRYMAKOWSKA-BOSAK, M., SLUSARCZYK, J., KURAS M.,
PRZEWLOKA, M., KILJANCZYK, B., LICHOTA, J., JERZMANOWSKILA.
Histon H1 ma strukturalng funkcje w mejozie, moze byé takze specyficznym
regulatorem ekspresji gendéw rozwojowych.

Ibid.: 1-01 p.144

PLUTA,K., SZCZESNIAK B., BOGUTA, M.
Biatko Mafl drozdzy zaangazowane w proces biosyntezy tRNA.
Ibid.: I-09 p.148

GLINKOWSKA M., WEGRZYN,A., WEGRZYN,G.
Zahamowanie wzrostu faga A w komérkach Escherichia coli C sugeruje istnienie

nietypowego systemu restrykcyjnego.
Ibid.: I-45 p.166

II. 15



1151/A JANOWICZ,A., LOBOCKA, M.
Partycja plazmidu P1: Metoda selekcji mutantow hromosomalnych defektywnych w
partycji.
Ibid.: I-51 p.169

1152/A DOBRUK, A., LOBOCKA, M.
Partycja plazmidu P1: Ekspresja alternatywnych produktéw operonu PAR z

wewngtrznego promotora.
Ibid.: I-52 p.169

1153/A KOWALCZYK,P., CIESLA,J., TUDEK, B.
Badanie uszkodzen ludzkiego genu p33 przez aldehyd chlorooctowy metoda odcisku

palca polimerazy DNA.
Ibid.: L-21 p.204

1154/A BRODZIK,R., GAGANIDZE,D., SIRKO,A.
Nadprodukcja podjednostki B ureazy Helcobacter pylorii w transgenicznych
roslinach tytoniu.
Ibid.: M-12 p.226

1155/A BLASZCZYK,A., BRODZIK,R., SIRKO,A.
Klonowanie bakteryjnego genu cysE, kodujacego transacetylazg¢ serynowa (STA)

oraz sprawdzanie jego ekspresji w roslinach tytoniu.
Ibid.: M-39 p.240

1156/A LIPSKA-DWUZNIK,A., CHACHULSKA,A.M., ROSA,I., ZAGORSKI,W.
Potato virus Y Nlb gene - sequence analysis and plant transformation.
Ibid.: M-42 p.241

1157/A SZYBIAK-STROZYCKA,U., WALCZAK,I., PALUCHA,A., JUSZCZUK M.
Analiza zmiennosci sekwencyjnej wirusa M ziemniaka.
Ibid.: N-113 p.306

1158/A WALCZAK,I., PALUCHA,A., SZYBIAK-STROZYCKA,U.
Amplifikacja RT PCR i klonowanie cDNA dwdch izolatow wirusa M ziemniaka.
Ibid.: N-114 p.306

1159/A LIPSKA-DWUZNIK,A., CHACHULSKA,A.M., ZAGORSKL W.
Potato virus Y (PVY) polymerase gene - molecular analysis and phylogenetic
considerations.
6" International Students' Scientific Conference 7-9 May 1998 Abstr.61 p.37

1160/A MILNERM., KIERZEK,A., CHACHULSKA,A M., ZAGORSKLW.
Modelling of the structure of the potato virus Y (PVY) coat protein.
Ibid.: Abstr.62 p.37

1161/A LIPSKA-DWUZNIK,A., CHACHULSKA,A.M,, ZAGORSKLW.
Molecular analysis of potato virus Y NI/b gene and engineering of virus resistance in
tobacco and potato.
7" Intern. Congress of Plant Pathology [ICPP98] Abstr. 5.3.5
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1164/A.

1165/A.

1166/A.

1167/A.

1168/A.

1169/A.

1170/A.

1171/A.

CHACHULSKA,A. M., FLIS,B., CHRZANOWSKA M., MILNER,M.,
GORA-SOCHACKA,A., ROBAGLIA,C., ZAGORSKL W.
RNA-mediated potato virus Y resistance in potato and tobacco.

Ibid.: 5.3.6

BIERZYNSKLA., ZHUKOV,L, JAROSZEWSKL].

Conservative mutation Met8 ? Leu effects the folding process and stability of squash
trypsin inhibitor CMTI-I.

XII™ Symp. San Diego, CA July 25-29, 1998 Abstr. 318-S

Protein Sci. (1998) 7 suppl. 1

BOGUTA,M., CHACINSKA,A., ROSPERT,S.
Genetic evidence for a functional dependence between mitochondrial protein Nam 9
and cytosolic chaperones.

Gordon Conference on Mitochondria and Chloroplasts.,Les Diablerets (Switzerland)
September 22-25, 1998 No 14

SZCZESNIAK, B., BOGUTA,M.
Screening for genes involved in propagation of the yeast prion (PSI).

The 13™ Symposium of the Polish Genetics Society, Warszawa, September 22-25,
1998

F g

J.Appl.Genet.(1998) 394, 174 D51

BARTNIK, E.
Diseases due to changes in mitochondrial DNA.
Ibid.: 32 2.(plenary session)

HULANICKA,M.D.
Mechanisms of gene expression from viral genomes.
Ibid.: 33 1. (plenary session)

JABLONSKA-SKWIECINSKA,E., BURZYNSKA,B., ZIMOWSKLJ.G.,
KL.OPOCKA,J., BISKO,M., HOFFMAN-ZACHARSKA,D.

Molecular analysis of glucose-6-phosphate dehydrogenase variants in Poland.
Ibid.: 69 A 57.

MROCZEK, K., NOWAK M., BARTNIK E.
Mutation or polymorphism- that is question. How to distinguish between natural
variety and pathogenic changes in human mitochondrial DNA.

Ibid.: 74 A 68.

MARCZEWSKIW., OSTROWSKA K., TALARCZYK,A., HENNIG,]J.,
ZIMNOCH-GUZOWSKA E.

Application of molecular markers linked to the Ns locus in potato improvement.
Ibid.: 88 B16.

LEWANDOWSKA,IL, BALINSKA M., PASZEWSKI,A.

Genetic regulation of folate enzyme synthesis in Aspergillus nidulans.
Ibid.: 148 D 01
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1175/A.

1176/A.

1177/A.

1178/A.

1179/A.

1180/A.

PIOTROWSKA M., NATORFF,R., PASZEWSKILA.
SconC,an Aspergillus nidulans sulphur metabolism regulatory gene is homolog of

yeast SKP1 essential gene.
Ibid.: 149 D 02

NATORFF,R., SIENKOM., BRZYWCZY,J.
The Aspergillus nidulans METR sulphur positive regulator belongs to bZIP

transcriptional factors.
Ibid.: 149 D03

GRYNBERG,M., TOPCZEWSKI,J., PASZEWSKIA.
Cloning and molecular analysis of Aspergillus nidulans cys103 gene encoding the

homoserine O-acetyltransferase-like protein.
Ibid.: 150 . D 04

BRZYWCZY.J., SIENKO,M., KUCHARSKA A.
Structure and regulation of homocysteine synthase encoding genes in Kluyveromyces

lactis and Schizosaccharomyces pombe.
Ibid.: 150 D05

HALAS,A., CIESIELSKILA., ZUK,J.
Involvement of the essential yeast DNA polymerases in induced gene conversion in

yeast-Saccharomyces cerevisiae.
Ibid.: 151 D 06

HALAS,A., BARANOWSKA,H., POLICINSKA, Z., JACHYMCZYK,W.J.
The role of nuclear DNA polymerases in selection-induced mutations in yeast

Saccharomyces cerevisiae.
Ibid.: 151 D 07

JACHYMCZYK,W.J., BARANOWSKA H., HALAS A., ZUK,J., POLICINSKA,Z.,
CIESIELSKLA.
Different DNA polymerases are involved in nucleotide and base excision repair

systems in yeast Saccharomyces cerevisiae.
Ibid.: 152 D08

KAMINSKA,J., GAJEWSKA,B., ZOLADEK, T.

Rsp5 ubiquitin-protein ligase and Panl involved in actin cytoskeleton organization
interact in two-hybrid system.

Ibid.: 159 D22

LOCHOWSKALA., HRYNIEWICZ M., HULANICKA,D.M.
Probing the functional regions of the Escherichia coli CysB transcriptional regulator
by using its mutant derivatives.

Ibid.: 159 D23
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1181/A. STOLARSKI,R., CIESLA,J., RODE, W., KULIKOWSKI,T.
'H and "°F Nuclear Magnetic Resonance investigation of the ternary complex formed
between recombinant rat hepatoma thymidylate synthase ,5-fluoro-2'-deoxyuridine
5'-monophosphate and N° N'*-methylene tetrahydrofolate.
XIII International Round Table "Nucleosides,Nucleotides and their Biological
Applications",September 6-10, 1998 Montpellier France Abstr. 98

1182/A. PIASEK,A., SHUGAR,D., KULIKOWSKI,T.
2',3" -dideoxy-3" -fluoro-2-thiothymidine (3' -FS2ddThd): in vitr o potent
and selective anti-HIV agent;
Progress in Clinical Virology IV, European Society for Clinical Virology,
Aug.30 - Sept.2, 1998, Hamburg (Germany) Abstr. 208

1183/A. KULIKOWSKI,T.
Analogi tionowanych nukleozyddéw 1 nukleotydéw - potencjalne srodki
PIZECIWWIrusowe i przeciwnowotworowe.
Konferencja Naukowa poswiecona pamieci Profesora Bronistawa Filipowicza
"Modyfikowane Kwasy Nukleinowe" 1.6dz, 13-14 listopada 1998 Abstr. p.28

1184/A. KRYSIAK,C., BUCHOWICZ,J.
Unfavourable effect of microprojectile bombrdment on the formation of somatic
embryos in wheat. .
IX International Congress on "Plant Tissue and Cell Culture", Plant Biotechnology
andIn Vitro Biology in the 21% Century, Jerusalem,Israel, June 14-19, 1998
Abstr. p.88

1185/A. KROCZYNSKA,B.
ATE], an arabidopsis homologue of the bacterial GRPE chaperone protein?
25" Silver Jubilee FEBS Meeting ,July 5-10, 1998 ,the Bella Center,Copenhagen,
Denmark.Abstr. P39.09 p.194

1186/A. MICHALIK,J., SZOLAJSKA,E., CHROBOCZEK,J.
Application of baculovirus for control of pest population.
FAO/TAEA Int.Conf.on Area-Wide Control of Insect Pests, Penang,Malaysia
28 May - 2 June 1998.Abstr.D-22 p. 131

1187/A. LOMBARSKA-SLIWINSKA,D., KONOPINSKA,D., ROSINSKI,G.,
MICHALIK,J., SZOLAJSKALE.
Biological evaluation of insect hypertrehalosemic peptide periplanetin CC-2 and its
analogues.
XIII™ Congress of the Polish Pharmacological Society, Katowice,September 13-
16,1998.
Pol.J.Pharmacol.(1998) 50 suppl. 166

1188/A. MACIEJEWSKA,U., SKIERSKILJ., SZCZERBAKOWALA.
Determination of nuclear DNA content in Solanum species using flow cytometry
method.
IV Konferencja Polskiego Towarzystwa Cytometrii,"Zastosowanie cytometrii
przeptywowej w badaniach naukowych i diagnostyce", 18-21 pazdziernik 1998,
(dansk.Abstr. P13
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1194/A.

1195/A.
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GODLEWSKIL,J., KEUDKIEWICZ,B., GRZELAK,K., CYMBOROWSKI,B.
Expression of /Ap76 and Ihp82 genes in diapausing Galleria mellonella larvae.
vit Eur.Congr.Entomol.Ceske Budejovice, August 23-29, 1998. Abstr. p-129

BLASZCZAK,A., GEORGOPOULOS,C., LIBEREK K.

On the mechanism of FtsH-dependent degradation of the > transcriptional regulator
of Escherichia coli and the role of DnaK chaperone machine.
Intern.Symp."Molecular Cell Biology of the Heat Stress Response"

Oct.15" to Oct.18" 1998 Biocentre of the J -W.Goethe-Universitit Frankfurt/Main,
Germany Abstr.P 28

LIWOSZ,A., SZCZEGIELNIAK,J., JURKOWSKI,L., DOBROWOLSKA,G.,
MUSZYNSKA,G.

Differential inhibition of mammalian and plant calcium and phospholipid dependent
protein kinases by their autoregulatory domains.

1* International Conference on Inhibitors of Protein Kinases.

Cell.Mol.Biol.Lett. (1998) 3 316

SHUGAR,D.

Viral & host-cell protein kinases: Enticing antiviral targets.
Ibid.: 338

FELCZAK.K., MIAZGA,A., GOLOS,B., RODE,W., SHUGAR,D.,
KULIKOWSKILT..

Synthesis,conformation and biological properties of selenonucleosides.

XTI International Round Table "Nucleosides, Nucleotides and Their Biological
Applications" Montpellier,France ,September 6-10, 1998 Poster 36.

WEGRZYN,A., WEGRZYN,G.
Escherichia coli dnad and seqA gene functions and regulation of 1 plasmid
replication.

EMBO Workshop" Coupling of DNA replication to cell growth". Geilo, Norway,
June 15-21, 1998 ‘

SZALEWSKA-PALASZ,A., WEGRZYN,A., BLASZCZAK,A., TAYLOR, K.,
WEGRZYN,G. '

P subunit of Escherichia coli RNA polimerase as a transcriptional activator contact
site.

RNA Polymerase Meeting, Mountain Lake, October 30-Nov.1.1998.Abstr.p. 1-4

BURZYNSKA,B., TOPCZEWSKLJ.

Genotyping Bison bonasus by analysis mitochondrial D-loop and VNTR markers.
IV"International Symposium on Ecological Genetics in Mammals.
Research Institute of Wildlife Ecology Vienna Vet. University,6-10 September 1998

KRWAWICZ,J., PIETRZYKOWSKA 1.

Comparison of a mutagenic pathway(s) of UV-induced mutagenesis of AsusOg phage
under conditions permissive and nonpermissive for phage DNA replication.

6-th International students Scientific Conference,Gdansk, Abstr. 33 p.22
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1199/A.

1200/A.

1201/A.

1202/A.

1203/A.

1204/A.

1205/A.

1206/A.

LASOCKLK.W.

Cloning cDNA of arc4, the specific transcriptional activator of enzymes from
arginine catabolic pathway in Aspergillus nidulans .

6" International Students Scientific Conference, Gdansk, Abstr.34 p.22

SIWECKA,M.A.

Specyficzno$¢ do zasad i sekwencja aminokwasowa nukleazy 11 zwiazanej z
rybosomami zarodkéw zyta.

"Modyfikowane kwasy nukleinowe", Konferencja poswiecona pamieci Prof.
B.Filipowicza, £6dz, 13-14 listopada 1998.Abstr. p.40

FIJALKOWSKA,LJ., JONCZYK,P., MALISZEWSKA-TKACZYK M.,
BIALOSKORSKA,M., SCHAAPER,R.M.

Unequal fidelity of leading and lagging strand replication on E.coli chromosome.
Conference Sponsored by Genetics Society of America." DNA Repair :Bacteria to
Humans". April 16-19,1998, Airlie Conf.Center Warrenton, Virginia.

Poster Abstract # 28

PRZYKORSKA,A., LONGO,A., KULIGOWSKA E., CARTER,C.W.Jr.

The evidence of conformational changes in tRNA"® upon binding with
aminonoacyl-tRNA synthetase.

EMBO Workshop on "Structure and Function of Aminoacyl-tRNA Synthetases."
October 10-15, 1998-Mittelwihr,France.Poster Session ILD p.88

BUGAJSKA,O., LOBOCKA M.

In vivoonParB-DNA interaction during partitioning of P1 plasmid of
Escherichia coli.

6" Intern.Students Scietific Conference,Gdansk-Poland 7-9 May 1998 Abstr.47 p29

DOBRUK,A., LOBOCKA M.

Plplasmid partition :A potential of Par operon of P1 to encode two forms of Para
protein.

Ibid.: 48 p.30

LOBOCKA,M., ROSE,D., RUSIN,M., SAMOJEDNY,A., YARMOLINKY,M.,
BLATTNER,F.C.

The genome of P1 bacteriophage: Analysis based on nucleotide sequence of two
related isolates.

6" International Workshop on P», P4 and Related Bacteriophages, October23-26,1998,
Berlin-Dahlem,Germany.Abstr. p.54

LOBOCKA,M., ROSE.,D., RUSIN,M., SAMOJEDNY,A., YARMOLINSKY,M.,
BLATTNER,F.C.

Complete nucleotide sequence of P1,a bacteriophage that lysogenizes as a plasmid:
Analysis based on two related isolates.

12thEvergreen International Phage Biology Meeting. July 16-20,1998 Abstr. p.7

BORYS,E., KUSMIEREK_ J.T.

Inhibitors of N-alkylpurine-DNA glycosylases.
Konf.poswiecona pamieci Profesora Bronistawa Filipowicza "Modyfikowane Kwasy
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1208/A.

1209/A.

1210/A.

1211/A.

1212/A.

1213/A.

Nukleinowe" £.6dz 13-14 listopada 1998.

JERZMANOWSKLA., PRYMAKOWSKA-BOSAK M., PRZEWLOKA M.,
SLUSARCZYK,J., KURAS M.

Analysis of transgenic tobacco with drastically reduced level of histone H1.
Keystone Symposia- on Molecular and-Cellular Biology." The Nuclear Matrix:
Involvement in Genomic Organization,Function and Cellular Regulation."

Epigenetic Regulation of Transcription.Copper Mountain,Colorado, April 4-9, 1998
Abstr. 106

KRZYMOWSKA,M., HENNIG,J.
The salicylic acid responsive element I isolated from tobacco PR-2d gene specifically
interacts with potato nuclear proteins.

5"International Symposium on the Molecular Biology of the Potato. August 2-6,
1998 Bogensee, Germany Abstr.

MARCZEWSKI,W., OSTROWSKA K., TALARCZYK,A., HENNIG,J.,
ZIMNOCH-GUZOWSKAE.

Identification of RAPD and SCAR markers linked to the Ns locus in diploid potato.
Ibid.:

HENNIG,J.
Signals involved in plant response to pathogen attack.

Polish-Korean Bilateral Seminar "Current Trends in Biotechnology in Poland and
Korea, Poznan, November 12-13, 1998.

KACZANOWSKIS., KIERZEK,A.M., ZIELENKIEWICZ,P.

Shuffling algorithm for protein sequence design.

5™ in a biannual series International Conference Bioinformatics,Networking and
Computing in Molecular Biology "Genes ,Proteins and Computers V"

York University 14-16 September 1998.

SKOWRONSKLK., DYCZKOWSKI,J., KIERZEK,A.M., ZIELENKIEWICZ,P.

Rapid estimation of the significance of the Smith & Watermann alingments.
Ibid.:

MACIEJEWSKA,U., POLKOWSKA L.

Oxudative processes in cell suspensions of Solanum species induced by elicitor from
Phytophthora infestans.

Winter Meeting 1998 of the Society for Free Radical Research (European Region)
"Oxygen,free radicals and oxidative stress in plants”Granada ,Spain December 17-
19,1998. Abstr. p.97.
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85/N.

86/N.

87/N.

TYTULY ROZPRAW HABILITACYJNYCH

JAGURA-BURDZY GRAZYNA

Regulacja replikacji ,koniugacji i stabilnego dziedziczenia plazmidu RK2 z grupy
IncPEscherichia coli. (Regulation and replication,conjugation and stabie
maintenance of RK2 plasmid from IncP group of E.coli.)

Presented March 3, 1998

Research done in Department of Microbial Biochemistry IBB PAS

Publ.: Procaryotic Structure and Function: A New Perspective Society for General
Microbiology Symp. 47, 45-80; J.Bacteriol. (1991) 173, 826-833: J.Mol.Biol.
(1992) 225, 651-660; Nucl.Acids S¢i.(1992) 20, 3939-3944; Proc.Natl.Acad.Sci.
USA (1994) 91, 10571-10575; J.Mol.Biol.(1995) 253, 39-50

HRYNIEWICZ MONIKA

Molekularny mechanizm ekspresji genéw regulonu cysteinowego
Enterobacteriaceae.(Molecular mechanism of expression of the cysteine regulon
genes in Enterobacteriaceae.)

Presented November |, 1997

Research done in Department of Microbial Biochemistry IBB PAS

Publ.: J.Gen.Microbiol. (1988) 134, 763-769; Acta Biochim.Polon.(1989) 36,
353-356; J.Bacteriol. (1990) 172, 3351-3357; J.Bacteriol. (1990) 172,

3358 -3366; J.Bacteriol. (1990) 172, 6919-6929; J.Bacteriol. (1991) 173,
5876-5886; J.Bacteriol. (1994) 176, 3673-3682; J.Bacteriol. (1995) 177,
2343-2353;

WIERZCHOWSKI JACEK

Poszukiwanie fluoryzujacych i fluorogennych substratéw oraz inhibitoréw,

11ch zastosowanie do badania aktywnosci,kinetyki i mechanizmu dziatania
wybranych enzymoéw.(The searching of fluorescent and fluorogenic substrates and
inhibitors, and its using for studies of activity, kinetics and the mechanism of selected
enzymes action.)

Presented January 13, 1998.

Research done in the Department of Physical Chemistry,Faculty of Pharmacy

of Medical Academy of Warsaw.

Publ.: Z.Naturforsch. (1982) 38¢, 67-73; Biochim.Biophys. Acta (1984)

786, 170-178; Biochim.Biophys.Acta (1985) 828, 109-115;
Biochim.Biophys.Acta (1986) 874 , 355-363; Collect.Czech.Chem.Commun.
(1993) 58, 14-17; Anal.Biochem.(1989) 178, 57-62; Diagnostyka Laboratoryjna
(1991) 27, 29-35; Anal.Chem. (1992) 65, 181-187; Anal.Chim.Acta (1996) 319,
209-219;

SLEDZIEWSKA-GOJSKA EWA

Komoérkowe systemy Escherichia coli zangazowane w mutageneze 1 reperacje
uszkodzen DNA powstajacych pod wptywem zwiazkéw alkiluj acych.(The
Escherichia coli cellular systems involved in mutagenesis and repair of DNA lesions
induced by alkylating agents.)

Presented March 3, 1998

Research done in the Laboratory of Mutagenesis and DNA Repair IBB PAS
Publ.:Proc.Natl.Acad.Sci.USA (1985) 82, 7173-7177; Mol.Gen.Genet. (1988)
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88/N.

89/N. -

90/N.

213,325-331; Mutation Res.(1988) 210, 15-22; Mol.Gen.Genet. (1989) 216,
126-131; Mutagenesis (1992) 7, 41-46; Mutation Res. (1993) 294, 1-8;
Mutation Res. (1995) 336, 61-67;, Mutation Res.(1997) 383, 31-37;
Post.Biochem. (1996) 42, 21-30;

RAKOWSKA-BOGUTA MAGDALENA -
Wiernos¢ translacji u Eukariontéw na przyktadzie drozdzy Saccharomyces
cerevisiae,

(Translation fidelity in Eucariota using example of S.cerevisiae.)
Presented April 28, 1998

Research done in the Department of Genetics IBB PAS

Publ.:.Post.Bioch.(1996) 42, 259-267, Mol.Cell. Biol. (1992) 12, 402-412;
Gene (1995) 162, 81-85; Acta Biochim.Pol.(1997) 44, 251-258; Yeast (1995)
11, 1513-1518; Gene (1997) 185,291-296; Acta Biochim.Pol. (1994) 41441-448;
DOMINSKI, ZBIGNIEW

Rola eksonéw w procesie sktadania pre-mRNA.(The role of exons in pre-mRNA
splicing).

Presented June 23,1998

Research done in the Department of Genetics IBB PAS.

Publ: Mol.Cell.Biol. (1991) 11, 6075-6083; Mol.Cell.Biol.(1992) 12,
2108-2114 ; J.Biol.Chem. (1994) 289, 23590-23596; Acta Biochim.Polon.
(1996) 43, 161-174; Proc.Natl.Acad.Sci. (1993) 90, 8673-8677;
Mol.Cell.Biol.(1994) 14, 7445-7454;

WOJCIK ANDRZEJ

Badania zjawiska popromiennej odpowiedzi adaptacyjnej. (Investigations on
post-irradiation adaptive response).

Presented October 6, 1998

Research presented in Scientific Council IBB PAS.

Publ.: Int.J.Radiat.Biol. (1992) 62, 177-186; Radiat.Res. (1993) 135,
249-256; Biol.Zent.bl. (1994) 113, 417-434; Radiat.Environ.Biophys. (1995)
341, 121-125; Mutation Res. (1995) 326, 109-116; Nukleonika (1995) 40,
115-124; Mutagenesis (1996) 11, 291-297, Radiation Res. (1996) 146,
577-581; Nukleonika , in press.
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91/N.

92/N.

93/N.

94/N.

95/N.

96/N.

97/N.

TYTULY PRAC DOKTORSKICH

CHACHULSKA ANNA, MARIA

Filogeneza wirusa Y ziemniaka (PVY) i konstrukcja roslin na niego odpornych.
(Potato virus Y phylogeny and engeneered virus resistance.)

Presented January 13, 1998

Research done in the Department of Protein Biosynthesis IBB PAS.

ZAGULSKI MAREK

Funkcjonalna analiza otwartej ramki odczytu chromosomu II Saccharomyces
cerevisiae.( The functional analysis of the yeast S.cerevisiae chromosom II open
reading frames.)

Presented April 28, 1998

Research done in the Department of Protein Biosynthesis IBB PAS

LEWANDOWSKA IRMINA

Genetyczna regulacja metabolizmu foliandw u Aspergillus nidulans.
(Genetic regulation of folate metabolism in Aspergillus nidulans.)
Presented March 3, 1998

Research done in the Department of Genetics IBB PAS.

GORA-SOCHACKA ANNA

Genetyczna stabilno$¢ wiroida wrzecionowatosci bulw ziemniaka (PSTVd).
(The genetic stability of Potato Spindle Tuber Viroid).(PSTVd)

Presented June 23, 1998

Research done in the Department of Protein Biosynthesis, IBB PAS

GORA MONIKA

Fizjologiczne i biochemiczne konsekwencje mutacji w genie HEM15 kodujacym
ferrechelataze u drozdzy Saccharomyces cerevisiae.

(Physiological and biochemical consequences of mutations in the gene HEMI5
encoding ferrochelatase in the yeast Saccharomyces cerevisiae.)

Presented January 20, 1998

Research done in the Department of Genetics, IBB PAS and Laboratoire de
Biochimie des Porphyrines,Institut Jacques Monod, CNRS, Paris

TOMASZEWSKI RADOSLAW

Mechanizm wywotywanej przez histon H1 selektywnej represji genow potozonych
w poblizu AT-bogatych sekwencji DNA. (The mechanism of H1-mediated selective
repression of the genes placed in the vicinity of AT-rich DNA sequences.)

Presented June 2, 1998

Research done in Laboratory of Plant Molecular Biology of Warsaw University and
Department of Protein Biosynthesis IBB PAS.

KRZYMOWSKA MAGDALENA

Mechanizmy indukcji promotora genu PR-2d w transgenicznych roslinach
ziemniaka.(Induction mechanisms of promoter of PR-2d gene in potato transgenic
plants).

Presented June 23, 1998
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98/N.

99/N.

Research done in the Department of Plant Biochemistry,IBB PAS

GAVRYUSHOV SERGEI
Elektrostatyki makromolekut biologicznych w elektrolitach.Zastosowanie
Zmodyfikowanej teorii Poisson-Boltzmann. (Electrostatics of biological

macromolecules in electrolyte solutions. Application of the modified Poisson-
Boltzmann theory.) '

Presented November 24, 1998
Research done in the Department of Biophysics,IBB PAS

BLASZCZAK ADAM

Udziat biatek szoku termicznego w modolacji aktywnosci DNA zaleznej polimerazy
RNA z bakterii £scherichia coli.(Contribution of heat shock proteins in DNA
dependent polimerase RNA activity in Escherichia coli.)

Research done in the Laboratory of Molecular Biology affiliated with the University
of Gdansk and IBB PAS
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100/N.

101/N.

102/N.

104/N.

105/N.

TYTULY PRAC MAGISTERSKICH

WEGIERSKI TOMASZ

Sklonowanie genu PET 127 wielokopiowego supresora delecji genu SUV3 1 DSS1
sugeruje funkcjonalng interakcje koncéw 5 i 3 mRNA w mitochondriach
S.cerevisiae.(Cloning of PET 127 gene as a multi-copy suppressor of SUV3 and
DSS1gene deletion sugests functional interaction of mRNA 5' and 3' ends in
mitochondria of S.cerevisiae.)

Presented January 8, 1998

Research done in the Department of Genetics, the Warsaw University.

BUKOWSKA BOZENA

Synteza 3-alkilopuryn-potencjalnych inhibitoréw glukozydazy N-alkilopuryna-
DNA.(Synthesis of 3-alkyl-purines-potential inhibitors of N-alkylpurine-DNA
glycosylase.)

Presented March 18, 1998

Research done in the Department of Molecular Biology IBB PAS and the
Department of Chemistry UMCS, Lublin.

SKORUPINSKA KAROLINA

Wystepowanie wolnych i ufosforylowanych form alkoholi poliizoprenoidowych ~w
tkankach roslinnych. (The occurence of free and phosphorylated forms of
polyisoprenoid alcohols in plant tissues.)

Presented June 30, 1998

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

MOGIELNICKA ELZBIETA

Analizaa efektu histonu H1 na transkrypcje in viiro genu Kiippel z
Drosophila.( Effect of histon H1 on the transcription of Drosophila Kriippel gene in
vitro)

Presented July 29, 1998

Research done in Laboratory of Plant Molecular Biology of University of Warsaw

JESIONOWSKA ALICJA

Analiza genetyczna 1 molekularna mutantéw i supresoréw mutacji mdp 1/rsp35.
(Genetic and molecular analysis of mdpl/rsp5 mutants and its suppressors.)
Presented July 30, 1998

Research done in the Department of Genetics IBB PAS.

POLKOWSKA LIDIA

Wezesne reakcje komorek ziemniaka i Solanum nigrum w odpowiedzi na elicytor
z Phytopthora infestans.(Early response off potato and Solanum nigrum cell
suspensions to elicitor from Phyropthora infestans.)

Presented July 2, 1998

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

107/N.

108/N.

109/N.

110/N.

[T1/N.

112/N.

WIKTOROWSKA-JEZIERSKA AGNIESZKA
Préba klonowania genu kodujacego ludzka protamine HP2 w Escherichia coli.

(The trial of cloning the gene coding for human protamine HP2 in E. coli.)
Presented July 10, 1998

Research done in the Department of Biophysics IBB PAS and UMC Dept. Of
Biology.

LAUBITZ DANIEL

Wplyw mutacji w genie phr na rewersje ArgE3<& Arg* w szczepie Escherichia
coli K12 AB1157 indukowanych $wiatlem halogenowym 1 promieniami UV5s4 nm
(The influence of mutation in phr gene on argE3<X Arg " reversion in Escherichia
coli K12 AB 1157 strain induced by halogen light and UV 354nm)

Presented July 31, 1998

Research done in the Department of Molecular Biology IBB PAS and in Dept.
of Biology of Warsaw University

KOWALCZYK PAWEL
Lokalizacja uszkodzen ludzkiego genu P53 przez aldehyd chlorooctowy metodg
odcisku palca polimerazy DNA.(Localization of chloroacet-aldehyde induced lesions

of human P53 gene by the use of DNA polymerase fingerprinting method.)
Prersented July 2,1998

Research done in the Department of Molecular Biology of IBB PAS and the Dept.
of Biotechnology of Agricultural University.

MOZOLUK MALGORZATA

Nadekspresja i oczyszczenie biatka replikazy wirusa liSciozwoju ziemniaka z
Escherichia coli.( Overexpression and purification of potato leaf roll virus (PLRV)
replicase in Escherichia coli.)

Presented June 26, 1998

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

POMIANOWSKI JAN

Synteza nukleozydéw 4-selenouracylowych.(Chemical synthesis of
4-selenouracil's nucleosides.)
Presented April 16, 1998

Research done in the Department of Biophysics IBB PAS and Department of
chemistry UW.

SKOWRONSKA DOROTA

Analiza efektow dziatania TBP Aspergillus nidulans w komoérkach S.cerevisiae.
(Analysis of the effects of A nidulans TBP on S.cerevisiae cells.)

Presented June 1998

Research done in the Department of Genetics UW.

KRAWCZYK MICHAL

Sekwencja i analiza funkcji ludzkiego biatka SUV3P.(Sequence and analysis of the
Function of the human SUV3P protein.)
Presented June 30, 1998

Research done in the Department of Genetics UW
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113/N.

114/N.

115/N

OLSZAK KRZYSZTOF

Charakterystyka aktywnosci dwéch nukleaz roslinnych typu I, w zaleznosci od
stezenia jonéw magnezu w srodowisku reakcji.(The influence of magnezium ions on
the activity of two plant nucleases 1.)

Presented June 30, 1998

Research done in the Department of Protein Biosynthesis IBB PAN

WOJTOWICZ ANNA

Klonowanie i ekspresja petli - GDKDGDGYISAAEM wiazacej waph w
Escherichia coli.(Cloning and expressing of - GDKDGDGYISAAEM calcium
binding peptide.)

Presented July 10, 1998

Research done in the Department of Biophysics IBB PAS

CHOUDA MARCIN

Wystepowanie poliizoprenoidéw w nasionach i lisciach wybranych gatunkow roslin.
(Long-chain polyisoprenoids of seeds). '

Presented September 23, 1998.

Research done in the Department of Lipid Biochemistry IBB PAS and Department
Biochemistry of Agrucultural University of Warsaw.






ROZDZIAL 111

Instytut Biochemii i Biofizyki PAN
ul. Pawinskiego 5a, 02-106 Warszawa

DYREKTOR: prof. dr hab. Wlodzimierz ZAG()TRSKI-OSTOJA
PRZEWODNICZACY RADY NAUKOWEJ: prof. dr hab. Andrzej PASZEWSKI

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

Uprawiane specjalno$ci naukowe

Biologia molekularna, genetyka molekularna, biochemia, biofizyka, bioinformatyka,
biotechnologia i genomika.

‘Zatrudnienie (srednioroczne w przeliczeniu na pelne etaty, zgodnie z obowigzujacymi
przepisami GUS): ‘
199 pracownikéw, w tym 108 naukowych.

Dzialalno$¢ naukowa:

opublikowano 197 prac, realizowano 51 projektow badawczych, w tym 11 zagranicznych, we
wspolpracy z zagranica realizowano 33 tematy.

Przychody: 15 469 532 zi
z tego:
dzialalnos¢ statutowa (ze srodkéw KBN) 10 699 825 z

(na 1 pracownika naukowego 99.072 7z, na 1 zatrudnionego 53.768 zi);
dziatalnoé¢ ogolnotechniczna (ze srodkow KBN)

projekty badawcze krajowe (ze $rodkéw KBN) 1 848 374
specjalne projekty i urzadzenia badawcze (ze $rodkéw KBN) 120 000 zt
dotacje z fundacji krajowych (inne niz PFUN) i zagranicznych -
pozostate:

wspolpraca z zagranica (ze $rodkéw KBN) 116 500 zt
wspolpraca z zagranica (ze srodkéw BWZ PAN) 19400
UNESCO 48 477 zt
INCO-COPERNICUS 66 956 7t
dziatalnos$¢ gospodarcza (planowana) 2550 000 z
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Wybrane wyniki:

¢ Krétkie omoéwienie wynikéw prac badawczych prowadzonych w 1998 r.

Zespotly Instytutu prowadzily badania nad strukturami i funkcjami biologicznie czynnych
zwiazkdw drobno- i wysokoczqst_eczkowych oraz nad biologia molekularna wiruséw, bakterii,

0

< O

- grzybow nizszych, roélin i owadéw. W wyniku tych badan:

Opisano parametry termodynamiczne struktury - inicjujacej -zwijanie-inhibitora trypsyny z
trzustki wotu (BPTI); stanowig one eksperymentalne potwierdzenie jednego z kilku
konkurujacych modeli zwijania biatek.

Otrzymano przy uzyciu technik inzynierii genetycznej znakowany °N peptyd zawierajacy
petle wapniowa.

Wykryto réznice w oddziatywaniu bakteryijnej i nowotworowej syntazy tymidylanowej z
fluorowanymi analogami dUMP.

Zidentyfikowano unikalng deaminaze MTA/Ado w $limaku i przywrze - organizmach
podlegajacych koewolucji w uktadzie gospodarz-pasozyt.

Zaobserwowano, ze fosfoniany dolicholi funkcjonuja jako koenzymy lipidowe - akceptory
reszt cukrowych.

Wykazano, ze zalezna od wapnia i aktywowana przez fosfolipidy kinaza biatkowa
wyizolowana z siewek kukurydzy jest izoenzymem roslinnej CDPK (Calcium Dependent
Protein Kinase).

Wykazano, ze gléwnym produktem prenylacji u Arabidopsis thaliana jest biatko o masie
czasteczkowej ok. 28 kDa oraz ze masa czasteczkowa holoenzymu Rab prenylotransferazy
roslinnej wynosi ok. 320 kDa.

Zaobserwowano, ze mikroczasteczki wolframowe - powszechnie stosowane jako nosnik
obcego DNA w biolistycznej transformacji roslin, zwierzat i drobnoustrojéw - odznaczaja
si¢ aktywnoscia katalityczna, podobna do aktywnosci niektérych nukleaz.

Ustalono, ze zmiany konformacyjne w czasteczee tRNA zachodzace po jego zwiazaniu sie
z biatkiem aminoacylosyntetazy zachodza w miejscach rozpoznawanych poézniej przez
czynnik EFTu.

Opracowano ilosciowa - metode analizy kompleksu transkrypcyjnego przy pomocy
footprintingu” KMnO, i wykazano przy jej zastosowaniu, Ze specyficznie wigzane w
centrum katalitycznym kompleksu jony Mg nie wplywajg na wielko$¢ domeny
jednoniciowego DNA  lecz zmieniaja tylko dostepnos¢ reszt pirymidynowych dla
utleniacza (i innych ligandow)w tym obszarze.

Zaproponowano wstepny model struktury bialka ptaszcza PVY.

Zaobserwowano, ze wprowadzenie mutacji w motywie GDD produktu ORF2 wirusa
lisciozwoju ziemniaka (PLRV) uniemozliwia replikacje infekcyjnego klonu zawierajacego
peina kopi¢ PLRV.

Wykazano, ze produkt ORF1 wirusa PLRV przejawia aktywno$é proteolityczna 1 jest
niezbedny dla replikacji wirusa.

Wykazano obecnos¢ penej diugosci RNA wiroida PSTVd w roslinach ziemniaka
transformowanych deletantami CDNA PSTVd.

Zlokalizowano gen poliedryny w bakulowirusie SSMNPV.

Okreslono fukeje poszczegdinych domen biatka regulatorowego KorA plazmidu RK2 z
grupy IncP £ coli.

Wykazano, ze operon uzalezniania komérek bakterii od plazmidu pSM 19035, obok genéw
tzw. ,trucizny i odtrutki” zawiera trzeci gen, odpowiedzialny za autogenng regulacje
aktywnosci tego operonu.

Opracowano in vivo system badania partycji plazmidu P1 z uzyciem fuzji ParB-Gfp i
sprzggania biatka z DNA w zywych komérkach przy uzyciu formaldehydu.
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Wykazano brak uprzywilejowania jednej z potomnych czasteczek DNA plazmidu A w
dziedziczeniu kompleksu replikacyjnego.

Zaproponowano molekularny mechanizm rozpadu kompleksu replikacyjnego A po szoku
termicznym.

Wykazano, -ze podczas stymulacji promotora pR faga A, biatko DnaA oddziatywuje z
podjednostkg B polimerazy RNA.

Zaobserwowano, ze w kontroli asymilacji siarki u E. coli uczestnicza co najmniej 3 biatka
regulatorowe, wspotdziatajace w sposob zréznicowany w aktywacji poszczegdlnych klas
genow.

Uzyskano dane wskazujace na pelnienie przez produkt genu ccpd u Lactococcus lactis
funkcji zarowno aktywatora jak i represora katabolizmu cukréw.

Wykazano udziat podjenostki tau (t) holoenzymu polimerazy Il DNA w warunkowaniu
wiernosci replikacji w szczepach Escherichia coli.

Uzyskano dane wskazujace na udzial podjednostki € polimerazy III DNA E. coli w
zjawisku obnizania czgstosci mutacji (MFD).

Zacbserwowano, ze antymutagenne dziatanie mutacji isf4 dotyczy drogi mutagenezy
zaleznej od systemu SOS, a nie dotyczy mutacji powstatych podczas replikacji DNA i nie
Jjest zwigzane z typem mutacji (tranzycja lub transwersja). -

Uscislono cechy struktury inhibitoréw z grupy 3-podstawionych puryn wptywajacych na
efektywno$¢ inhibicji DNA glikozylazy Tag z E. coli.

Udowodniono, ze DIN7 jest u drozdzy pierwszym znanym genem komorkowej odpowiedzi
na uszkodzenia DNA, ktérego produkt funkcjonuje w mitochondriach. *

Potwierdzono rolg elongacyjnych polimeraz DNA w powstawaniu mutacji adaptacyjnych
oraz systemu naprawy DNA typu ,,mismatch” w utrwalaniu tych mutacji u drozdzy.
Wykazano, ze produkt genu KRR1 drozdzy Saccharomyces cerevisiae jest niezbedny w
procesie dojrzewania rybosomow.

Wykazano, ze nadekspresji genu syntazy mannozylofosfodolicholu w drozdzach
towarzyszg istotne zmiany strukturalne komérek.

Oczyszczono drozdzowe biatko Mafl w celu ustalenia in vitro jego roli w translacji i/lub
biosynezie tRNA.

Zidentyfikowano u drozdzy nowe geny YDLII7w oraz YELO7Ilw, ktérych ekspresja
zwlazana jest z systemem regulacji typu ,retrograde”.

Wykazano, ze u drozdzy syntaza .skwalenowa jest jednym z gtéwnych enzymoéw
decydujacych o przepustowodci szlaku kwasu mewalonowego, a zmutowana (K197E)
syntaza FPP nie moze syntetyzowa¢ dtugich poliprenoli.

Udowodniono, ze biatko dssl stanowi podjednostke degradosomu mitochondrialnego u
drozdzy i zasugerowano interakcje koficéw 3’ 1 5° mitochondrialnych RNA.
Scharakteryzowano u dspergillus nidulans gen metR, ktory koduje czynnik transkrypcyjny
funkcjonujacy jako pozytywny regulator metabolizmu siarkowego.

Sklonowano nowy gen regulatorowy (suD pro) katabolizmu argininy u A. nidulans.
Otrzymano 1 okre$lono pelna sekwencje nukleotydowa cDNA genu 1,3-b-glukanazy
ziemniaka.

Zidentyfikowano i oczyszczono wielobiatkowy kompleks jadrowy z Arabidopsis thaliana,
zawierajacy roslinny homolog drozdzowego genu snf5, wspétdziatajacego w udostepnianiu
chromatyny do transkrypcii.

Uzyskano transgeniczne rodliny tytoniu oraz komorek kalusa marchwi produkujace
podjednostki ureazy Helicobacter pylori.

Skonstruowano transgeniczny tyton odznaczajacy sie zwiekszonym poziomem syntezy
cysteiny i glutationu.
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Otrzymano transgeniczne ro$liny ziemniaka odporne na infekcje wirusem PVY.

0 Uzyskano pierwsze roéliny hybrydowe z fuzji protoplastow z form odpornych i wrazliwych
na Phytophtora infestans.

0 Wdrozono drozdzowy (Pichia pastoris) system ekspresyjny do analizy genow EcR i USP
Galleria.

0 Wykazano obecnos¢ transkryptow Lhp76 i Lhp82 u diapauzujacych larw Galleria.

0 Ustalono, ze oocytalny gen 5S rRNA Xenopus laevis jest niezbedny do mdukcp przez
histon H1 represywnej transkrypceyjnie struktury- chromatyny.

0 Po raz pierwszy przeprowadzono analize mitochondrialnego DNA w populacji polskiej.

Doniesienie naukowe o jednym najwazniejszym wyniku uzyskanym w 1998 r.

Struktury inicjujace zwijanie bialek
(Michal Dadlez, Konrad Zdanowski)

. Bialka sg zaangazowane praktycznie we wszystkie procesy zachodzace w organizmach
zywych Prawidlowa synteza polipeptydu nie wystarcza do uzyskania biatka aktywnego
biologicznie. Aktywnos¢ biologiczna wymaga by atomy poszczegdlnych aminokwasow
znalazly swojg Scisle okreslona lokalizacje wzgledem innych atoméw tej samej molekutly.
Innymi slowy molekuta biatka musi uzyska¢ odpowiednia forme przestrzenna, bliska
strukturze krystalicznej, w ktérej kazdy atom ma okreslone potozenie. Przejécie od polimeru
pozbawionego struktury do formy aktywnej biologicznie, zwanej natywna, nazywane jest
procesem zwijania. Badania tego procesu, fundamentalnego dla calej biologii, trwaja juz
kilkadziesiat lat, dalekie sa jednak od ukonczenia. Proces formowania struktury biatek
przebiega wieloetapowo, w sposob kooperatywny, co powoduje, ze wszelkie formy
przejsciowe migdzy forma rozwinieta a natywna wystepuja jedynie chwilowo.
Charakterystyka tych form przejsciowych napotyka wiec na znaczne trudnosci.

Dzi¢ki zastosowaniu opracowanej przez nas metody porownywania kinetyki tworzenia
wigzan dwusiarczkowych w mutantach bialek udalo nam si¢ uzyskaé¢ wglad w struktury
kierujace wezesna faza zwijania inhibitora trypsyny z trzustki wotu (BPTI). Dane otrzymane
ostatnio sugerwja, ze wéréd struktur obecnych w rozwinietym biatku dominuje fragment
struktury natywnej i efektywnie kieruje dalszym zwijaniem. Taki element strukturalny, w
ktorym taficuch aminokwaséw uklada si¢ w ksztalt szpilki do wiosoéw, zwany jest szpilka
beta. Udalo nam si¢ réwniez pokazaé, ze podobne sekwencje inicjujace zwijanie wystepuja
powszechnie w znanych biatkach. Nasze wyniki daja do$wiadczalne potwierdzenie dla
jednego z teoretycznych modeli procesu zwijania zwanego modelem ,,framework”. Poznanie
stadiow przejsciowych procesu zwijania nabrato nowych znaczefi w ostatnich latach, gdy stato
sig jasne ze sg one odpowiedzialne za agregacje bialek, lezaca u podtoza grupy powaznych
schorzen ludzi i zwierzat zwanych amyloidozami, z ktérych najbardziej znane to choroba
Alzheimera, choroba Huntingtona, czy gabczaste zwyrodnienie mozgu.

Opracowanie programéw i pakietéw programéw komputerowych - nie bylo.
Zlozono 3 zgloszenia patentowe

II1. 4



Tytuly i stopnie naukowe nadane pracownikom placéwki:
e profesora — nie bylo
¢ doktora habilitowanego:
Grazyna JAGURA-BURDZY
“Regulacja replikacji, koniugacji i stabilnego dziedziczenia plazmidu RK2 z grupy IncP
Escherichia coli”.
Monika HRYNIEWICZ
“Molekularny mechanizm ekspresji genéw regulonu cysteinowego Enterobacteriaceae”.
Ewa SLEDZIEWSKA-GOJSKA
“Komoérkowe systemy Escherichia coli zaangazowane w mutageneze 1 reperacje uszkodzen
DNA powstajacych pod wptywem zwiazkéw alkilujacych”.
Magdalena RAKOWSKA-BOGUTA
“Wiernos¢ translacji u Eukariontéw na przykladzie drozdzy Saccharomyces cerevisiae”.

e doktora:
- Anna Maria CHACHULSKA

“Filogeneza wirusa Y ziemniaka i konstrukcja roslin na niego odpormnych”.

Marek ZAGULSKI
“Analiza otwartych ramek odczytu z chromosomu II S.cerevisiae”

Irmina LEWANDOWSKA
“Genetyczna regulacja metabolizmu folianéw u Aspergillus nidulans”.

Monika GORA ~
“Fizjologiczne i biochemiczne nastgpstwa mutacji w genie HEMI 5, kodujacym ferrochelataze
w drozdzach Saccharomyces cerevisiae”.

Magdalena KRZYMOWSKA

“Mechanizmy indukcji promotora genu PR-2d w transgenicznych roélinach ziemniaka”.
Radostaw TOMASZEWSKI

“Mechanizm wywotywanej przez histon H1 selektywnej represji genéw potozonych w poblizu

AT-bogatych sekwencji DNA”.
Anna GORA-SOCHACKA
“Stabilnos¢ genetyczna wiroida wrzecionowatosci bulw ziemniaka (PSTVd)”.
Sergei GAVRYUSHOV
“Electrostatics of biological macromolecules in electrolyte solutions. Application of the
modified Poisson-Boltzmann theory”.

“Elektrostatyka - makroczasteczek biologicznych w roztworach elektrolitow. Zastosowanie
zmodyfikowanych teorii Poissona-Boltzmanna”.
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ROZDZIAL 1V

Wybrane informacje analityczno-statystyczne o dzialalnosci
_Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN w 1998 roku

1. Publikacje wydane drukiem w 1998 roku
(wykaz publikacji - w zatgczeniu)

a) zestawienie liczbowe:

L.acznie: 197
z tego:
»  ksiazki 2
+ rozdzialy w ksigzkach (innych niz wyzej wymienione) 7
» artykuly, rozprawy w czasopismach naukowych 85
w tym: publikacje w recenzowanych czasopismach

0 zasiegu Swiatowym 74
- referaty, doniesienia i materiaty konferencyjne 109
* inne: artykuly przegladowe 5

b) wykaz ksiazek wydanych przez placéwke:

- RESEARCH REPORT 1996-1997. PAS IBB. Warszawa, 1998

- GENES AND THEIR PRODUCTS IN BASIC RESEARCH AND BIOTECHNOLOGY.
Abstracts of the 2" Workshop. Warsaw, 1998

¢) aktywno$¢ wydawnicza placowki:

[ Koszt catkowity | Dofinansowa-nie
‘Wyszszegdlnienie Liczba Liczba arkuszy Naklad wydania ze $rodkow
tytutdéw wydawniczych (liczba egz.) (w tys. z}) budzetowych
(w tys. zf)
‘Wydawnictwa zwarte 2 19 2 x 500 8.4 8,4

2. Ochrona wlasnosci intelektualne;j
a. Zgloszenia patentowe: ’

* Zgloszenie patentowe nr/tytul Autor
P-326571 pt.: ,,Nowy szczep i sposdb otrzymywania nowego szczepu” Bardowski J.
| P-326572 pt.: ,,Sposdéb wytwarzania enzymu amylolitycznego” Bardowski J. |
| P-326573 pt.: ,,Nowy plazmid oraz sposéb jego wytwarzania” | Bardowski J.

b. Opracowane programy i pakiety programéw komputerowych: nie bylo
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3.

Ekspertyzy naukowe

1. Ekspertyzy interdyscyplinarne

Nazwa ekspertyzy -

| Kierownik zespolu

Zleceniodawcea

Genetycznie modyfikowane organizmy w |Tudek B. - cztonek
kontekscie ustawy o ochronie srodowiska

1 dostosowania polskiego prawa do
wymogow Unii Europejskie;.

zespotu

Ministerstwo Rolnictwa
|1 Gospodarki

| Zywnosciowej - Zespot
d/s Organizméw

i Transgenicznych
2. Ekspertyzy dyscyplinowe - nie byto
3. Opinie naukowe - liczne opinie naukowe.
4. Realizowane projekty badawcze
,rL_.p. ' | Okres
| Rodzaj projektu/Tytul projektu Kierownik | realizacji
| - (0d-do)

a) krajowe (finansowane ze srodkéw KBN) projekty badawcze wlasne

,,Badanie mechanizméw regulujacych proces
kierowania biatek do roznych kompartmentéw
komorki w drozdzach Saccharomyces cerevisiae”

dr T. Zolgdek

1995-1998

»Modyfikacja zasad - indukcja stabilnej replikacji
DNA”

prof. C. Janion

1995-1998

'S]

» Wiernos¢ replikacji nici opéznione;j i
prowadzacej, podczas syntezy chromosomu
Escherichia coli.”

dr 1. Fijatkowska

1995-1998

»Charakterystyka nowych genéw Saccharomyces
cerevisiae zaangazowanych w odpowiedz komorki
na uszkodzenia DNA”

prof. Z. Cie§la

1995-1998

»Badania nad funkcjonowaniem gen6w regionu
stabilno$ci segB plazmidu pSM19035”

doc P. Ceglowski

1995-1998

»Rola polimeraz DNA w naprawie réznych
rodzajow uszkodzen DNA w komorkach drozdzy
Saccharomyces cerevisiae”

prof. W. Jachymezyk

| 1995-1998

»Badanie przestrzenne;j struktury RNA przy uzyciu
nukleaz z roslin wyvzszych”

dr hab. A. Przykorska

1996-1998

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

dr A. Kurlandzka

| 1996-1998

»Klonowanie i analiza genéw indukowanego

cellobiozg katabolizmu laktozy u Lactococcus
lactis”

dr J. Bardowski

| 1996-1999

,»Konstrukcja transgenicznych linii ziemniaka i
tytoniu opornych na wirusy”

prof. W, Zagoérski

1996-1998

»Konstrukcja roslin transgenicznych, odpornych na

iwirus Y ziemniaka (PVY)”

dr A. Chachulska

1996-1998
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12

,Izolacja, rekombinacje i zastosowanie plazmidow
liniowych w transformacji rosli”

dr M. Bucholc

1996-1999

13

»Racjonalne projektowanie i otrzymanie
specyficznych biatkowych inhibitoréw protemaz
serynowych w oparciu o modelowanie
molekularne, analize danych kinetycznych i
termodynamicznych oraz ukierunkowana
mutageneze”

dr M. Dadlez,

prof. J. Otlewski (Wroclaw)

1996-1999

14

,Poliprenolowe lipidy "kauczukopodobne”
pochodzenia roslinnego”

prof. T. Chojnacki

1996-1998

15

»Ekspresja biatkowa sktadnikéw funkcjonalnego
receptora ekdysteroidowego w komorkach
bakteryjnych i drozdzowych”

dr hab. K. Grzelak,
dr hab. A. Ozychar
(Wroclaw)

1996-1999

16

»oynteza, badanie struktury i konformacji nowych
przeciwnowotworowych, przeciwwirusowych i
przeciwpasozytniczych nukleotydéw oraz badanie
metodami spektroskopowymi ich oddziatywan z
syntazg tvmidylanowa”

prof. T. Kulikowski

1996-1999

17

» Wykorzystanie technik inzynierii genetycznej do
podniesienia poziomu syntezy/sekrecji biatek :
Trichoderma reesei”

prof. G. Palamarczyk

1997-2000

18

,-Badania nad partycja niskokopiowych plazmidéw
do komdrek potomnych w czasie podziatu
komoérkowego”

dr M. Lobocka

1997-2000

19

.Udziat kinaz biatkowych w przenoszeniu
syenaldw stresu osmotyczneyo u roslin®

dr G. Dobrowolska

1997-1999

20

» Wykorzystanie mutantoéw hem-drozdzy
S.cerevisiae w badaniu wewnatrzkomadrkowego
transportu i regulacyjnej roli hemu”

prof. J. Rytka

1997-2000

21

,»-Molekularne podioze chordb mitochondrialnych”

prof. E. Bartnik

1997-1999

22

»1oustne szczepionki roslinne: Konstrukcja
transgenicznych roslin produkujacych
zrekombinowang ureaze Helicobacter pylori”

dr A. Sirko

1997-2000

23

,»o0S zalezna mutageneza: mechanizm regulacji
wylaczania systemu SOS oraz rola biatek UmuD’ i
C w mutagenezie niezaleznej od replikacji DNA”

prof. 1. Pietrzykowska

1997-1999

24

~Prenylacja biatek roslinnych”

doc. E. Kula-Swiczewska

1997-1999

»somatyczna hybrydyzacja - odpornos¢ ziemniaka
na patogeny”

dr U. Maciejewska

1997-2000

26

,,Charakterystyka genomu i wirulencji
bakulowirusa poliedrozy jadrowej celem
pozyskania bardziej efektywnego biopestycydu”

dr hab. J. Michalik

1997-2000

27

,»Genetyczna i biochemiczna charakterystyka
syntezy poliprenoli w ukladach eukariotycznych”

dr hab. A. Szkopinska

1997-2000

28

» Wykorzystanie genu replikazy wirusa PLRV dla
konstrukeji roélin ziemniaka niewrazliwych na

infekcije wirusows”

doc. J. Hennig

1997-2000
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29

,»Okreslenie funkcji histonu H1 w komérce
eukariotycznej oraz identyfikacja biatkowych
czynnikow regulujacych dostepnosé DNA
chromatyny dla transkrypcji u roélin i analiza
nechanizmu zaleznej do SWI/SNF inicjacji
transkrypcji”

prof. A. Jerzmanowski

1997-2000

30

,»Selekcja z bibliotek biatkowych prezentowanych
na fagu M13 zastosowana do wytworzenia nowych
inhibitoréw proteinaz i optymalizacji ich
specyficzno$ci strukturalnej i zwijania”

dr M. Dadlez

1997-2000

31

,»~Analiza molekularna genéw struktury i genow
regulacyjnych metabolizmu siarkowego u
grzybow”

prof. A. Paszewski

1998-2001

32

»Analiza populacji zubra przy wykorzystaniu
metod genetyki molekularnej ze szczegdlnym
uwzglednieniem choroby wystepujacej u samcow”

dr B. Burzynska

1998-2001

33

..Poszukiwanie funkcji nowoodkrytych genow
Saccharomyces cerevisiae”

dr A. Chelstowska

1998-2001

34

»Wytwarzanie 1 charakterystyka amylaz oraz
klonowanie genu z amylolitycznego szczepu
Lactococcus lactis™

dr J. Bardowski
prof. Z. Targonski (Lublin)

1998-2000

35

,»Bialka o wlasciwosciach prionu u drozdzy™

dr hab. M. Boguta

1998-2000

36

»Ustalenie funkcji produktéw ramek odczytu
(ORFO0 1 ORF1) wirusa lisciozwoju ziemniaka;
konstrukcja infekcyjnego klonu wirusa pod
kontrolg promotora 35S Ca MV”

prof. D. Hulanicka

1998-2000

37

-MAF1, nowy gen drozdzowy: analiza funkcji”

mgr K. Pluta

1998-1999

- projekty badawcze promotorskie

,-Mechanizm dziatania i potencjalne inhibitory
glikozylazy 3-metyloadenina-DNA pochodzenia
bakteryjnego i ludzkiego (promotorski)”

prof. J. KuSmierek

1996-1998

,-Rola H202 w procesach odpowiédzi ro$lin
tytoniu na infekcje wirusem TMV (promotorski)”

doc. J. Hennig

1998-2000

,»Charakterystyka procesu aktywacji
transkrypcyjnej przez regulator CysB Escherichia

coli (promotorski)”

prof. D. Hulanicka

1998-2000

b) zagraniczne

Projekt finansowany przez Il Fundusz im.
M.Sklodowskiej-Curie: "Mutageneza zachodzaca
na nici prowadzacej i op6znionej podczas
replikacji DNA"

dr LFijalkowska

1996-1999

Projekt w ramach programu COPERNICUS:
”Metabolic Regulation in Plants. Specificity of

-Dependent Protein Kinase from Maize Seedling
and Prediction of Potential Substrates of the
Enzyme Among Plant Proteins”

Signal Transduction by the Phospholipid- and Ca*"

prof. G. Muszynska
prof. P. Ek (Szwecja)

1997-1999
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3 |Projekt w ramach programu COPERNICUS: ’ prof. G. Muszynska 1997-1999
*Manipulation of the Lipid Composition and prof. A. Leone (Wlochy)
Physical State of Plant Membranes for Improving
Tolerance to Temperature Stress”.

4 |Projekt w ramach programu POLONIUM: dr J. Bardowski, 1997-1999
,,Wytwarzanie amylazy i jej regulacja genetycznau| dr P. Renault (Francja)
Lactococcus lactis”

5 [Projekt w ramach programu POLONIUM: prof. G. Palamarczyk, 1997-1998
,,Genetic and biochemical characterization of prof. F. Karst (Francja)
dolichol chain synthesis in eukaryotic cells” ’

6 [Projekt Fundacji Stefana Batorego: ,,Biologia doc. P. Zielenkiewicz, 1997-1998
molekularna - dydaktyczna rola Internetu na mgr M. Minezuk (UW)

przyktadzie konkretnego rozwigzania
edukacyjnego”

7 [Projekt UNESCO: ,,The development of the Web- doc. P. Zielenkiewicz 1997-1998
based bioinformatics services available for use by
scientists from Eastern and Central European
countries”

8 |Projekt w ramach programu PHARE SCI-TECH: doc. P. Zielenkiewicz 1998-1999
~Komercjalizacja molekularnych metod
diagnozowania i przeciwdzialania wirusowym
chorobom ziemniaka i tytoniu oraz szkolenie
studentéw w komercyjnym wykorzystaniu
biologicznych baz danych o sekwencjach genow i
ich produktow” '

9 [Projekt Unii Europejskiej finansowany za dr B. Tudek, 1998
posrednictwem International Agency for Research | prof. H. Bartesh (Niemcy)
on Cancer pt. ,,Exocyclic Adducts as New Risk .
Markers for DNA Damage to Man”

10 |Projekt finansowany przez Swiss National - dr hab. M. Boguta, 1997-1998
Fundation pt. ,,Effect of the cytosolic chaperone prof. G. Schatz (Szwajcaria)
Hsp104 on the mitochondrial protein Nam9”

11 [Projekt w ramach programu ,,Biotechnology” Unii doc. P. Ceglowski 1998-2000
Europejskiej: ,,Mobile elements’ contribution to dr K. Smalla (Niemcy)
bacterial adaptability and diversity” (MECBAD)

10. Dzialalno$¢ dydaktyczna pracownikow placowki

Wyszczegdlnienie | Zajecia ze studentami Wrykiady Kursy, szkolenia, szkoty
(wyklady, ¢wiczenia, |(inne, poza zaj¢ciami ze | itp. organizowane przez
seminaria, itp.) studentami) placowke
liczba 0séb| liczba liczba liczba |liczba osob| liczba
prowadza- | godzin 0s6b godzin | prowadza- | godzin
cych prowadza- cych
] cych

1. w kraju:

a) uczelnie wyzsze

indywidualna 15 945 7 33,5 5 18

pa podstawie umowy 2 240 / / / /
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pozostate / / / / / /
b) inne / / / / / /
2. za granicg: 1 Instytut Nauk Farmaceutycznych, Padwa, Wiochy
1 National Institute of Environmental Health Sciences; Research
Triangle Park; Poinocna Karolina; USA
1 Zaklad Patologii Roslin Uniwersytetu w Utrechcie, Holandia
1 The Graduate School of Bioorganic Chemistry in Finland
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ROZDZIAL V

Instytut Biochemii i Biofizyki PAN

ul. Pawinskiego 5a, 02-106 Warszawa

Informacja o wspotpracy naukowej z zagranica w 1998 r.

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

W 1998 r., podobnie jak w latach ubiegtych, dominowata wspotpraca naszego Instytutu z
Francja. Znaczny odsetek wszystkich wyjazdéw naszych pracownikéw, ktére odbywaty si¢ w ramach
wspélpracy z zagranica, przypada wiasnie na Francje. Duze znaczenie ma tu aktywnos$é¢ Polsko-
Francuskiego Centrum Biotechnologii Roslin, ktére dba o whaSciwa dynamike wspoipracy. Jej
wiasciwym wyrazem jest objecie w 1998 r. finansowaniem 5 nowych projektéw badawczych. Nalezy
takze odnotowaé stale rozszerzajaca sig palete osrodkow francuskich, z ktérymi nawiazywana jest
wspotpraca. Wymiernymi efektami wspdtpracy z Francja sa nie tylko wspdlne publikacje naukowe,
ale takze prace doktorskie realizowane przez naszych doktorantéw po czgsci w IBB, a czesciowo w
osrodkach francuskich (,,theseen co-cutelle”). W 1998 r. zakoficzono pomy$lng obrona, w obecnosci
recenzentow francuskich, 4 dysertacje doktorskie tego typu.

Kontynuowana jest wspdlpraca z innymi o$rodkami europejskimi. Dobrze przebiega
wspdlpraca z Niemcami, zwlaszcza z odleglymi tylko o 600 km osrodkami z Berlina. Na uwage
zastugujg réwniez intensywne kontakty naukowe pracownikow IBB PAN z o$rodkami
skandynawskimi, zwlaszcza z Uniwersytetami w Sztokholmie i Helsinkach. Owocnie kontynuowana
Jest wspdipraca z Holandia, Wiochami i Wielkg Brytania, a dobrze rokuje rozwijajaca si¢ wspdlpraca
ze Szwajcaria.

Na uwage zastiguje wyrazna intensyfikacja kontaktow naukowych naszego Instytutu z
roznymi o$rodkami z USA. Nalezy tu odnotowaé - obok stale wzrastajacej liczby gosci z USA
odwiedzajacych nasz Instytut - coraz czgstsze wyjazdy pracownikéw IBB na trwajace od 4 do 10
tygodni staze naukowe w celu przeprowadzenia konkretnych eksperymentéw w ramach realizacji
wspolnych projektéw badawczych.

Europejski Fundusz Stypendialny (EFS) przy IBB PAN funkcjonuje od 1 pazdziernika 1992 r.
Do chwili obecnej stypendia przyznano 92 pracownikom naukowym, gtéwnie z Biatorusi, Ukrainy i
Rosji; z ktérych 64 osoby pracowaly w IBB PAN. Pozostali stypendy$ci pracowali w takich
osrodkach naukowych jak: Uniwersytet Warszawski, Instytut Biologii Doéwiadczalnej im. Nenckiego,
Instytut Genetyki i Hodowli Zwierzat, Uniwersytet Jagielloniski, Uniwersytet Gdafiski, Akademia
Medyczna w Gdansku, Akademia Rolnicza we Wroctawiu, Uniwersytet L.6dzki, Centrum Diagnostyki
i Terapii AIDS w Warszawie, Centrum Mikrobiologii i Wirusologii w Lodzi. W 1998 r. roku
przyznano 11 stypendiéw naukowcom z Europy Wschodniej, w tym do realizacji w IBB PAN 6

stypendidw.



Wspélpraca z Czechami

Dr B. Ktudkiewicz w ramach wymiany bezdewizowej PAN-Cz. AN przebywala przez tydzien
w Instytucie Entomologii Czeskiej Akademii Nauk (Czeskie Budziejowice), gdzie zapoznala si¢ z
postgpem prac Zespotu prof. F. Sehnala nad hormonalng regulacja aktywnosci metabolicznej
owadéw. W trakcie wizyty szczegélowo przedyskutowano réwniez tematyke i zakres wspélpracy
pomiedzy obydwoma Instytutami.

Doc. dr hab. P. Zielenkiewicz podczas tygodniowego pobytu w Brnie przeprovs;adzi{ rozmowy
z kierownictwem Instytutu Biofizyki Czeskiej Akademii Nauk dotyczace wspdtpracy istytutéw w
dziedzinie bioinformatyki. Ustalono, ze VWSp()prraca ta bedzie si¢ odbywaé w ramach sieci ICCBnet
UNESCO, w ktorej IBB jest weztem regionalnym dla krajéw Europy Srodkowej i Wschodniej. W
wyniku przeprowadzonych ustalefi Czechy wystapily o cztonkowstwo w sieci ICCB.

Wspélpraca z Estonig
Doc. dr hab. P. Zielenkiewicz i prof. dr hab. W.Zagérski obyli tygodniowy pobyt w Tallinie,
gdzie przeprowadzili rozmowy dotyczace wspdlpracy Polski i Estonii w dziedzinie bioinformatyki.
Ustalono, ze wspdlpraca ta bedzie si¢ odbywaé w ramach sieci ICCBnet UNESCO, w ktérej IBB jest
weztem regionalnym dla krajéw Europy Srodkowej i Wschodniej. W wyniku przeprowadzonych

ustalen Estonia wystapita o cztonkowstwo w sieci ICCB.

Wspélpraca z Finlandia
Prof. dr hab. G. Palamarczyk (w ramach wymiany PAN - AN Finlandii) oraz dr J. Kruszewska
spedzily tydzien w Centrum Biotechnologii i Badan nad Zywnosciq (Espoo). Dotychczasowa
wspolpraca zaowocowata juz wspdlna pracag o klonowaniu genu mpgl Trichoderma reesei,
opublikowang w 1998 r. W trakcie pobytu opracowano zarys kolejnej wspolnej publikacji o genie
dbml z T. reesei, ktory w ramach wspéipracy sklonowano i poddano ekspresji w drozdzach.
Przeprowadzono takze metoda Northern blotting analiz¢ ekspresji obydwu genéw w T, reesei w

réznorodnych warunkach hodowli:

Wspélpraca z Francja
Dr J. Bardowski w trakcie 2-tygodniowego pobytu (w ramach wymiany bezdewizowej PAN-
CNRS) w Zakladzie Fizjologii i)robnoustrojéw i Inzynierii Metabolizmu INSA-CNRS w Tuluzie
omowil kierunki przysztej wspdtpracy ze szczegdlnym uwzglednieniem mozliwoéci realizacji
wspdlnych studiéw doktoranckich (,,theseen co-cutelle”) oraz wygtosit referat o badaniach nad

bakteriami mlekowymi w IBB PAN.
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Dr J. Bardowski realizujac program POLONIUM odbyt miesieczny pobyt w Laboratorium
Genetyki Drobnoustrojéw INRA (Jouy-en-Josas), gdzie przeprowadzil réznorodne obserwacje nad
chromosomalnymi i plazmidowymi genami katabolizmu cukrow Lactococcus lactis.

" Dr hab. A. Szkopifiska spedzila tydzien w Uniwersytecie w Poitiers, CNRS, odbywajac
szczegolowe roimowy (w ramach programu POLONIUM) na temat wspdlpracy nad regulacja
aktywnosci enzyméw szlaku kwasu mewalonowego u drozdzy, w tym nad badaniami majacymi na
celu zwickszenie poziomu syntezy dwufosforanu geranylu, co mogloby zakonczy¢ si¢ wspolnym
patentem w holdingu Pernod-Ricard.

- Mgr E. Sadowy odbyla miesigczny pobyt w Instytucie Badafi Roslinnych (Gif-sur-Yvette),
gdzie zaprojektowata, otrzymala i zsekwencjonowala mutanty w motywie charakterystycznym dla
proteinaz serynowych, wystepujacym w obrebie ORF1 wirusa liciozwoju ziemniaka (PLRV).

W IBB PAN przebywali dr P. Loubiere i dr A. Marty z CNRS-INSA (Tuluza), ktorzy
zapoznali si¢ ze struktura, organizacja i Zzrodlami finansowania badan w naszym Instytucie oraz
przeprowadzili szczegétowe dyskusje naukowe z wybranymi Zespolami Instytutu. Podj¢to ustalenia
na temat przysztej wspdlpracy, zwlaszcza nad mozliwoscia przeprowadzania wspolnych prac
doktorskich (theseen co-tutelle).

Dr Ch. Delorme i dr J. Anba z INRA (Jouy-en-Josas) odwiedzily nasz Instytut w celu
szezegblowego przedyskutowania dotychczasowych rezultatéw wspoélnego projektu badawczego w
ramach programu Polonium. Uzgodniono sposoby realizacji pozostatych badan oraz ustalono zasady
kontynuacji wspétpracy placéwek w przysziosci, w tym w ramach 5 Programu Badawczego na lata

1999-2002, przygotowywanego przez kraje Wspolnoty Europejskiej.

Wspolpraca finansowana przez Polsko-Francuskie Centrum Biotechnologii Roélin

Dr A. Dzikowska podczas miesigcznego pobytu w Institut de Génétique et Microbiologie
Université Paris-Sud, (Orsay), przeprowadzata eksperymenty nad regulacja ekspresji genu otaA z
Aspergillus nidulans. Prace dotyczyly wprowadzania mutacji do promotora genu otaA. Tak otrzymane
mutacje maja by¢ uzyte do transfdrmacji celem oceny in vivo roli tych sekwencji.

Mgr P. Golik w trakcie 4 miesigcznego stazu w Centre de Génétique Moléculaire, CNRS (Gif
sur Yvette) badal aktywno$¢ maturazy, bialka kodowanego przez intron bi2 z S. cerevisiae,
wykorzystujac pre mRNA syntetyzowany in vitro.

Mgr K. Grabifiska przebywata 2 miesiace w Université de Poitiers IFR CNRS (Poitiers)
przeprowadzajac badanie nad identyfikacja biochemiczna i genetyczna cis-prenyl n';lnsferazy z
drozdzy. W wyniku przeprowadzonych prac przygotowany zostal manuskrypt publikacji : «Induced
expression encoding farnesyl pyrophosphate synthase and sequiterpene cyclase in cotton suspension

cultured cells treated with fungal and abiotic elicitors ».



Mgr R. Gromadka bedac trzy miesiace w Centre de Génétique Moléculaire, CNRS (Gif sur
Yvette) analizowal funkcje dwéch genéw YBR133C.i YCLOS9C w drozdzach S. cerevisiae. \

Mgr R. Kucharczyk przebywata w Centre de Génétique Moléculaire, CNRS (Gif sur Yvette)
trzy miesiace i analizowata funkcje genu YBR131w w drozdzach S. cerevisiae. Wynikiem tych prac
bylo przypisanie biatku ccz1 funkcji w utrzymywaniu homeostazy kationowej w koméree a by¢ moze
réwniez udzial w dojrzewaniu,wakuoli i transporcie pecherzykowym. Potwierdzenie tych ostatnich
spostrzezefn wymaga dalszych badan.

Mgr A. Lipska-Dwuznik podczas miesi¢cznego pobytu w Station de Pathologie Végétale,
Centres de Recherche Bordeaux zapoznawata si¢ z technikami zwigzanymi z prowadzeniem prac nad
wykorzystaniem wiazacych fluorescencyjne bialko GFP infekcyjnych c¢DNA z potywirusa w
badaniach nad mechanizmami infekcji tych wiruséw.

Mgr E. Maciaszczyk podczas trzech miesigcy w Centre de Génétique Moléculaire, CNRS Gif
sur Yvette przeprowadzala prace dotyczace analizy molekularnej rewertantéw celem
wyselekcjonowania supresoréw mutacji zlokalizowanych w biatku kodowanym w drugim intronie
genu cyt b z drozdzy.

Mgr M. Milner przebywala trzy miesiace w Institut Jacques Monod, CNRS/Université Paris 7.
Zajmowala si¢ konstrukcja fuzji genow wirusa Y ziemniaka (PVY) z genami kodujacymi beta-
glukuronidaze (GUS) i biatko GFP.

Prof. J. Rytka spedzila dwa tygodni¢ w Institut Jacques Monod, CNRS/Université Paris 7
przygotowujac wspolnie z autorami francuskimi manuskrypt pracy «Identyfikacja fragmentu enzymu
ferrochelatazy z drozdzy niezbednego do asocjacji enzymu z blona» . Publikacja wyslana zostata do
Archives of Biochemistry and Biophysics.

Dr hab. A. Przykorska podczas dwoch pobytéw 10 dniowych w Institut de Biologie
Moléculaire et Cellulaire, CNRS (Strasbourg) przeprowadzala badania nad struktura RNA w tym
tRNA i komplekséw RNA bialko wykorzystujac enzymy nukleolityczne roznego pochodzenia. W
wyniku tych badafi zaproponowano model struktury przestrzennej tRNA (CAG) z C. Albicans, ktory
pozwala zrozumie¢ nietypowe oddziatywania kodon-antykodon wystepujace w ewolucji kodu
genetycznego.

Prof. P. Weglefiski w trakcie dwutygdniowego pobytu w Institut de Génétique et
Microbiologie Université Paris-Sud (Orsay) uczestniczyl w obronie pracy doktorskiej prowadzonej
wspolnie przez strong polska i francuskq z zakresu regulacji katabolizmu argininy u Aspergillus
nidulans. d

Dr B. Rempota przebywata od 1.08 do 31.10.1998 r. w Centrum Genetyki ,Molekularnej
(CGM, Gif sur Yvette). W tym czasie kontynuowa%a rozpoczgte w 1997 r. badania dotyczace
funkcjonalnej analizy ORF-6w z S. cerevisiae: YIL153w i YPL152w. Uzyskane wyniki zostanq

umieszczone w przygotowywanej, wspolnie z prof. P. Stonimskim, publikaciji
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Dr E. Szotajska w trakcie dwumiesigcznego pobytu w Instytucie Biologii Strukturalnej
(Grenoble) kontynuowata objete wspolpraca badania nad rekombinowanym in virro genem

poneratoksyny, jego ekspresjg w bakulowirusie oraz oczyszczaniem produktu biatkowego.

Przyjazdy gosci z Franciji:

Dr Rosine Labbe-Bois jest kierowniczka Pracowni Biochemii Porfiryn w I]nstytucie J.Monod
w Paryzu. Zaktad Genetyki IBB PAN od lat wspétpracuje z ta placowka w temacie "Biosynteza hemu
i hemoproteidéw". W ramach wspdtpracy .dr Monika Géra wykonata cze$é swojej prac-y doktorskiej
pod kierunkiem prof.dr R.Labbe-Bois. Profesor R.Labbe-Bois brata udziat w obronie pracy
doktorskiej mgr M.Géry. W czasie swojego pobytu dokonata wspélnie z M.Géra i J.Rytka korekty
pracy wystanej do druku.

Prof. I.L. Rossignol jest dyrektorem wspéipracujacego z nami od lat Institut Jacques Monod
w_Paryzu. Centrum to jest jednym z gtéwnych zgrupowan biologéw molekularnych we Francji. Wizyta
stuzyla ustaleniom wspélnej strategii obu o$rodkéw. Institut J. Monod przechodzi glebokie
przeprofilowanie ku modelom zwierzgcym ze szczegdlnym uwzglednieniem proceséw réznicowania.
Odpowiednie modele beda mogly by¢ wspdlnie analizowane. Prof. Rossignol wyglosit seminarium na
temat imprintingu genetycznego i odbyl rozmowy z zespotami Instytutu.

Dr Colette Tourner z Centre de Yersalles zapoznata nas z metoda analizy RNA roslin
transgenicznych, stosowana w INRA i w Wersalu - wykonano eksperyment polegajacy na znakowaniu
sondy radioaktywnej (stosujac CTP) i hybrydyzacji molekularnej z membrana, na ktéra przeniesiono
RNA roslinny (NORTHERN BLOT). Dr Tourner uczyta si¢c w IBB PAN metod analizy sekwencji
metodami komputerowymi.

Dr Christophe Robaglia (INRA - Versal) wzial udziat w Posiedzeniu Rady Naukowej IBB
PAN, na ktoérej przedstawit swoja recenzje pracy doktorskiej mgr A. Chachulskiej pt.”Filogeneza
wirusa Y ziemniaka i konstrukcja rodlin na niego odpornych”. Po posiedzeniu prowadzit rozmowy
dotyczace uzyskanych wynikéw i przysztych eksperymentéw nad analiza polimorfizmu i odpornoscia
transgeniczng na wirusy ziemniaka.

W czasie wizyty dr Ch. Herbert (CGM - CNRS) wziat udzial w obronie pracy doktorskiej M.
Zagulskiego pt. ,,Analiza otwartych ramek odczytu z chromosomu II S cerevisiae”, ktdérej byt
recenzentem ze strony francuskiej. Praca ta byla wynikiem wspétpracy pomiedzy CGM-CNRS i IBB
PAN. Przygotowano do druku publikacje w FEBS Letters.

Dr Veronique Ziegler-Graff wzigta udzial w konferencji ,,Plant transport systems and
pathogens™ jaka odbyla si¢ w Warszawie 16 listopada 1998. Dr Ziegler-Graff wyglosita prelekcje n.t.
,»,Co wiemy o ruchach luteowiruséw w rodlinach”.

Prof. Anne-Lise Haenni w trakcie konferencji 16 listopada 1998 roku mdéwila o ,;Wirusach

Jako modelu do badan strategii komorkowej”.



Dr Laurent Nussaume takze bral czynny udzial w konferencji dotyczacej transportu
roslinnego i patogendw wygtaszajac doniesienie p.t. ,, Biatko kodowane przez gen CAO z Arabidopsis
Jest specyficznym sktadnikiem czasteczki rozpoznajacej sygnat chloroplastéw”.

Prof. Piotr Stonimski brat udziat w sesji sprawozdawczej IBB w dniach 25-28.11.98. Ponadto
wspolnie z prof. J. Rytka przygotowali i zlozyli do druku w YEAST publikacj¢ na temat analizy

funkcjonalnej genomu drozdzy oraz przedyskutowali program wspolnych badan (kontynuacja).

Wspélpraca z Holandig

Doc. dr hab. Piotr Ceglowski odbyt tygodniowy pobyt w Uniwersytecie Groningen, gdzie jako
zaproszony gos¢ uczestniczyl w uroczystosci . przejécia na emeryture wieloletniego kierownika
Zakladu Genetyki i Dziekana Wydzialu Biologii, prof. G. Venemy. W trakcie pobytu szczegdtowo
przedyskutowano zasady dalszej wspélpracy z nowym kierownikiem Laboratorium Bakterii
Mlekowych - dr J. Kokiem.

Doc. dr hab. J. Hennig podczas krétkiego pobytu w Zakladzie Patologii Roélin Uniwersytetu
w Utrechcie wziat udziat w komisji egzaminacyjnej podczas obrony pracy doktorskiej A.S. Bucher
oraz wyglosil referat naukowy, w ktorym przedstawit najnowsze wyniki badan whasnego Zespotu.

Mgr T. Aleksandrzak spedzita 3 miesiace w Uniwersytecie w Grohingen, gdzie w Zespole dr
J. Koka przeprowadzala obserwacje nad molekularnymi mechanizmami funkcjonowania w
paciorkowcach mlekowych wybranych genéw katabolizmu cukréw, w szczegélnosci genu ccpA.

IBB PAN odwiedzit dr J. Kok z Uniwersytetu w Groningen. Go$é szczegdlowo
przedyskutowat zasady kontynuacji wspélpracy naszego Instytutu z placéwka holenderskg w nowej
sytuacji, po odejSciu prof. Venemy na emeryturg. Dr Kok wyglosit referat naukowy, w ktérym
przedstawit wyniki kompleksowych badad nad biologia molekularng i przemystowym
wykorzystaniem bakterii mlekowych.

Wspoélpraca z Kanada

Prof. dr hab. D. Shugar odwiedzit kilka kanadyjskich osrodkéw naukowych z nim
wspotpracujacych. Przeprowadzil rozmowy m.in. z pr’of.A-Lane, z ktérym napisze wspo6lna prace na
temat nietypowych zasad w tRNA, z prof. Murphy - na temat roli zwigzkéw o charakterze ,»anty-
utleniaczy” W systemie nerwowym, z prof. Hancockiem na temat dzialania inhibitoréw kinazy
biatkowej CK-1I oraz z dr Birnbaumem dokonat korekty wspélnej publikacji przyjetej do druku w
Acta Crystallog.

Wspélpraca z Meksykiem
Doc. dr hab. P. Ceglowski, przy okazji odbywajacego sie w Meridzie sympozjum nt. biologii

plazmidéow, odwiedzit Narodowe Centrum Badawcze Wiazania Azotu w Morelos, gdzie
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przeprowadzit rozmowy z dr D. Romero i dr S. Brom na temat rozpoczgcia wspélpracy nad genomika
plazmidow bakterii Rhizobium.
Wspéipraca z Niemcami

Doc. dr hab. P. Ceglowski odby} 2-miesigczny pobyt w Instytucie Genetyki Molckularnej im.
M. Plancka (Berlin), w trakcie ktorego realizowal wspodlne projekty badawcze z dziedziny biologii
molekularnej Bacillus sp., w szczegblnoséci nad struktura metylotransferaz DNA. Wynikiem realizacji
tych projektéw beda dwie wspdlne publikacje naukowe.

Dr M. Krzymowska, przy okazji odbywajacego si¢ w Bogense sympozjum nt. molekularnej
biologii roslin, odwiedzita Instytut Biochemii Roélin (Halle) na zaproszenie Dyrektora tego osrodka,
prof. D. Shella. Przedyskutowata mozliwo$é wspétpracy pomiedzy osrodkami oraz wyglosita referat,
w ktérym przedstawil‘a wyniki wiasnych badan naukowych.

Doc. dr hab. P. Ceglowski w trakcie krotkiej, 3-dniowej wizyty w Instytucie Genetyki
Molekularnej im. M. Plancka (Berlin), opracowal razem z kolegami niemieckimi szczegdlowy
konspekt pierwszej wspdlnej publikacji do pestizowego czasopisma EMBO J. Nt. metylotransferazy
BssHII.

Doc. dr hab. P. Zielenkiewicz odbyl tygodniowa wizyte w Instytucie Krystalografii Wolnego
Uniwersytetu w Berlinie, gdzie dyskutowat nad zakresem i formami realizacji wsp6lnych badan nad
procesami krystalizacji biatek oraz agregacji biatek wirusowych.

W IBB PAN przebywal w ramach wymiany bezdewizowej prof. T.A. Trautner, Dyrektor
Instytutu  Genetyki Molekularnej im. M. Plancka (Berlin). W trakcie wizyty szczegdlowo
przedyskutowano rezultaty dotychczasowej wspdlpracy naukowej oraz napisano pierwsza wersje
pracy do EMBO J.

Goséciem Instytutu byt prof. D. Schell, Dyrektor Instytutu Biochemii Roélin (Halle), z ktorym
odbyto dyskusje na temat mozliwosci wspoOipracy naukowej. Rezultatem tych rozméw (a takze
wezesniejsze] wizyty dr M. Krzymowskiej w Halle) bylo zaproszenie dr M. Krzymowskiej do odbycia
stazu podoktorskiego w laboratorium prof. Schella.

W naszym Instytucie przebywal dr J. Georgalis z Instytutu Krystalografii Wolnego
Uniwersytetu w Berlinie. Kontynuowano dyskusje nad procesami krystalizacji bialek oraz agregacji

biatek wirnsowych.

Wspélpraca z Rosja
Prof. dr hab. T. Chojnacki, przy okazji uczestnictwa w sympozjum nt. chemii produktow
przemystu drzewnego, zlozyl krotka wizyte w Instytucie Chemii Produktéw Lesnych (Syktywkar),
gdzie nawiazat kontakty naukowe i przeprowadzil rozmowy nt wspdlpracy naukowej pomiedzy

obydwiema placéwkami.



W IBB PAN przebywali dr S. Maltsev i dr O. Sizova z Instytutu Chemii Organicznej RAN w
Moskwie. Podczas pobytu zbadano wilasciwosci dwoéch, nie wystepujacych w  przyrodzie

syntetycznych analogdéw dolichylo fosforanu jako substratéw lub inhibitoréw okreslonych enzyméw.

Wspoélpraca z Szwajcaria
Mgr A. Chacifiska odbyla 3 pobyty (tacznie 8 miesiecy) w Biocentrum Uniwersytetu w
Bazylei, gdzie analizowata wplyw bialek szoku termicznego na funcjonowanie mitochondriow,

zwlaszcza rybosomalnego biatka Nam9 u drozdzy.

Wspélpraca ze Szwecja
Doc. dr hab. E. Swiezewska odbyla 2 pobyty (facznie 1 miesiac) na Wydziale Biochemii
Uniwersytetu Sztokholmskiego, - przeprowadzajac m.in. synteze prekursoréw biosyntezy szeregu
izoprenoidow, badajac whasciwosci cis-prenylotransferazy u ssakoéw i dokonujac bstateéznéj korekty
wspolnej publikacji naukowej.

1 % \ AY
tacznie 1 miesiac) na Wy

Mgr M. Wanke przebywal
Uniwersytetu Sztokholmskiego badajac mechanizmy transportu plastochinonu i ubichinonu w
roslinnym ukladzie in vitro. Prace sa w fazie wstepnej i koncentrujg si¢ na opracowaniu
odpowiednich parametréw systemu.

Prof. dr hab. T. Chojnacki przebywal dwukrotnie (facznie 1 miesiac) na Wydziale Biochemii
Uniwersytetu Sztokholmskiego zajmowat si¢ udoskonalaniem metody wytwarzania znakowanego
trytem izopentylopirofosforanu (IPP), przeprowadzal syntezy wybranych estrow izoprenoidowych
oraz przygotowal zarys nowego wspolnego projektu badawczego.

W IBB PAN przebywali w ramach wymiany bezdewizowej PAN - Sz.AN dr J. Olsson i dr T.

Carlson z Zakladu Patologii Uniwersytetu Karolinskiego. Goécie kontynuowali prace nad

zastosowaniem HPLC w preparatyce dlugotancuchowych alkoholi izoprenoidowych.

Wspélpraca z Turcja
‘Doc. dr hab. P. Zielenkiewicz uczestniczyl jako wykladowca w tygodniowym kursie
bioinformatyki dla pacownikow i studentow tureckich instytucji prowadzacych badania w dziedzinie
biologii molekularnej. Kurs organizowany by} przez Marmara Research Center w Gebze. Oméwiomo

takze perspektywy wspolpracy pomi¢dzy IBB a Marmara Research Center w obszarze bioinformatyki.

Wspélpraca z USA

Prof. dr hab. A. Jerzmanowski przy okazji udzialu w konferencji nt. epigenetycznych
mechanizmow regulacji transkrypcji u eukariota odbyt krétki pobyt w Centrum Ekspresji Gendw

Roslinnych przy Uniwersytecie Kalifornijskim (Berkeley), gdzie ustalit z dr S. McCornick zakres
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wspolpracy dotyczacej analizy mutacji w genie H1 i poziomie ekspresji Hl w trakcie rozwoju
kwiatow u 4. thaliana i tytoniu.

Dr Iwona Fijatkowska odwiedzita dr R. Schaapera w Narodowym Instytucie Zdrowia
(Research Triangle Park), z ktérym intensywnie wspoipracuje nad wiernoscig replikacji DNA u
bakterii. Omoéwiono dotychezas uzyskane wyniki i dalsze plany wspolnych badan.

Mgr J. Kaminska spedzita 1 miesiac w Centrum Medycznym StanowegoUniwersytetu
Pennsylvania, gdzie przeprowadzila obserwacje nad lokalizacja w komdrkach drozdzy ligazy
ubikwityno biatkowej RspSp oraz biatka Mod5 M2KR6p, a takze mikroskopowymi obserwacjami
cytoszkieletu aktynowego.

Dr A. Chelstowska podczas 2-miesigcznego pobytu w Centrum Medycznym Uniwersytetu
Teksaskiego (Dallas) poszukiwala genow drozdzy, ktére sa aktywowane transkrypcyjnie na skutek
zaburzenia funkcji mitochondriéw. Wykazala, ze nalezy do nich ORF YEL071W, ktorego produkt ma
aktywnos¢ dehydrogenazy mleczanowe;.

Dr T. Zoladek odbyta 2.5-miesigczny pobyt w Centrum Medycznym Stanowego Uniwersytetu
Pennsylvania, gdzie przeprowadzita réznorodne obserwacje nad Rsp5 ligaza ubikwityowa i jej
wplywem na import bialek do mitochondriéw. Otrzymata m.in. rézne mutanty w genie RSPS5 i badata
efekty mutacji na rézne procesy metaboliczne.

W IBB PAN ztozyli wizyte prof. T. Cooper i prof. M. Howe z Uniwersytetu Tennessee
(Memphis). Goscie sg wybitnymi specjalistami z dziedziny genetyki drobnoustrojéw. Przeprowadzili
rozmowy z kilkoma Zespolami naszego Instytutu na temat mozliwosci nawiazania bezposredniej
wsp6lpracy.

- Gosciem Instytutu byta prof. A. Harmon z Uniwersytetu w Florydzie, ktora wygtosita referat
naukowy o zaleznych od wapnia kinazach biatkowych i odbyla szereg szczegétowych dyskusji nt.
fosforylacji, mechanizmoéw przekazywania sygnaléw, regulacji metabolizmu siarkowego u roglin.
Przedyskutowano tez mozliwosé napisania wspélnej publikacji.

W IBB PAN przebywat prof. M. Yarmolinsky z Narodowego Instytutu Raka (Bethesda). Gosé
odby} szereg dyskusji naukowych, gtéwnie z zespolami zajmujacymi sie problematyka plazmidowa
oraz wyglosit referat naukowy o transkrypcyjnym wyciszaniu genéw przez biatko ParB plazmidu P1.

Instytut nasz odwiedzit prof. J. Miemyk z Narodowego Osrodka Badan Rolniczych (Peoria)
przeprowadzajac szereg dyskusji o wspdlpracy nad mechanizmami funkcjonowania bialek

opiekunczych u roslin.

Wspélpraca z Wlechami
Doc. dr hab. Z. Zargbska spedzita 4 tygodnie w Centrum Badania Produktéw Biologicznie
Aktywnych CNR (Padwa), gdzie pracowala nad wspolna publikacja przegladowa nt. fotochemii



lecytyn w obecnosci psoralenéw, stanowiacej podsumowanie 9-letniej wspdlpracy pomiedzy
obydwoma o$rodkami.

Dr B. Kroczyfiska podczas 2 tygodniowej wizyty w Instytucie Przetworstwa Warzyw (Bari)
wyglosila referat naukowy o swoich badaniach nad roslinnymi biatkami opiekuficzymi oraz

przeprowadzita dyskusje na temat mozliwosci nawiazania bezposredniej wspélpracy naukowe;.

Wspolpraca z Wielkg Brytania
Dr hab. G. Jagura-Burdzy odbyla tygodniowy pobyt w Uniwersytecie w Birmingham, gdzie
przeprowadzala doswiadczenie zasugerowane przez recenzentéw wspolnej publikacji naukowej nt.
molekularnej biologii plazmidu RK2 z grupy IncP, zlozonej do druku w czasopismie Molecular

Microbiology.

W dniach 15-20 wrzesnia odbyla si¢ wspoiorganizowana przez interdyscyplinarne Cenirum

Modelowania Matematycznego UW, IBB PAN i Migdzynarodowy Instytut Biologii Molekularnej
Komoérki migdzynarodowa konferencja zatytulowana ,Inhibitors of Protein Kinases”. Inspiratorem
konferencji i przewodniczacym komitetu organizacyjnego byl prof. D. Shugar z IBB PAN. W
konferencji wzieto udzial okolo 140 uczestnikéw w tym ok. 40 osob z zagranicy. Wsérdd
zagranicznych uczestnikow byli liczni specjalisci o $wiatowej renomie w tym laureat Nagrody Nobla
z 1992 r., prof. E. Krebs.

W dniu 12 pazdziernika odbyla si¢ na terenie naszego Instytutu jednodniowa konferencja
naukowa zatytutowana: ,,Molecular Mechanisms of Translation and Transcription” zorganizowana
przez IBB PAN, Wydzial Fizyki UW oraz Interdyscyplinarne Centrum Modelowania
Matematycznego. Wéréd wykladowcédw byli m.in. dwaj wybitni specjalisci amerykanscy.

W dniu 16 pazdziernika Centrum Polsko-Francuskie i IBB PAN zorganizowaly konferencje
naukowa pt. ,,Plant Transport Systems and Pathogenes”, w ktorej wzieli udziat specjalisci krajowi
oraz 4 wykladowcodw francuskich.

W dniach 25-28 listopada 1998 r. odbyla sie sesja sprawozdawcza IBB PAN. Sesja miata
charakter konferencji naukowej, ktora zatytu%owano: .Genes and their Products in Basic Research and
Biotechnology”. Na konferencje zgloszono 140 komunikatow naukowych w formie plakatéw, ktérych
autorami - obok pracownikéw i doktorantéw IBB PAN - byli takze pracownicy zatrudnieni w
Instytucie Biologii Eksperymentalnej Ro$lin UW 1 Zakladu Genetyki UW. Wyrdzniajace sie
doniesienia (34) przedstawiono jako 15-minutowe prezentacje ustne. W sesji uczestniczylo takze 13
zaproszonych gosci zagranicznych (USA, Izrael, Francja i Szwajcaria), ktorzy przedstawili 30-

minutowe referaty dotyczace wykorzystania technik biologii molekularnej w biotechnologii.



* Wykaz uméw o wspélpracy bezposredniej zawartych przez IBB PAN z
instytutami zagranicznymi

1. IBB PAN - Max Planck Institut fur moleculare Genetik Berlin (Niemcy)

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

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

4. Kontynuowane sa prace Centrum Polsko-Francuskiego Biotechnologii Roslin, wiazacego
PAN, KBN i CNRS opartego organizacyjnie o Instytut Biochemii i Biofizyki PAN.

¢ Wykaz instytutéw, z ktérymi IBB PAN wspolpracuje bez umow

Instytut J. Monod CNRS, Francja, Paryz

Uniwersytet Stanu Pennsylwania, Zaktad Biochemii i Biologii Molekularnej, USA, Hershey

Uniwersytet Stanu Teksas, Zaktad Onkologii i Biologii Molekularnej, USA, Dallas

Centrum Genetyki Molekularnej CNRS, Fracja, Gif-sur-Yvette

Karolinska Institutet, Stockholm, Szwecja ,

Max-Planck Institut fur molekulare Genetik, Niemcy, Berlin

Department of Biochemistry, University of Stockholm, Szwecja, Sztokholm

Instytut Chemii Organicznej Rosyjskiej Akademii Nauk, Rosja, Moskwa

9. University of Michigan, USA, Ann Arbor

10.University of North Carolina, USA, Chapel Hill

11.INSERM Centre Hospitalier Universitaire Necker, Francja, Paryz

12 Institut de Biologie Moleculaire et Cellulaire, Strasbourg, Francja

13.Center for the Chemical Investigations of Drugs (Associated to the National Institute for the
Chemistry of Biological Systems) CNR, Padua, Wiochy

14.Uniwersytet w Sheffield, Anglia, Sheffield

15.National Institute of Environmental Health Sciences, Research Triangle Park, Potnocna
Karolina, USA

16 Institut National de Recherches Agronomiques, Francja, Jouy-en-Josas, Versaille

I'7.Universite Paris-Sud, Francja, Orsay

18 .National Cancer Institute, National Institutes of Health, USA, Bethesda

19.Dept. Molecular Plant Sciences, Leiden University, Holandia, Leiden

20.Institute G.Roussy, CNRS, Fracja, Villejuif

21 International Agency for Research on Cancer, Francja, Lyon

22 Uniwesytet Lund, Szwecja, Lund

23.Universitat Bayreuth, RFN, Bayreuth

24 Institute of Entomology Academy of Sciences of the Czech Republic, Czechy, Czeskie
Budziejowice

25 Institute of Molecular Biology, F rancja, Grenoble

26.Royal Institute of Technology, Szwecja, Sztokholm

27.Ustav Organicke Chemie a Biochemie CAV, Czechy, Praga

28 Instytut Chemii Bioorganicznej, Biatorug, Minsk

29.Department of Pharmaceutical Sciences, University of Padua, Center for the Chemical

PN OV LR L
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Investigations of Drugs (Associated to the National Institute for the Chemistry of Biological
Systems), CNR,Padua, Wiochy

30.Station de Pathologie Vegetale, INRA, Francja, Bordeaux
31.Institut Jacques Monod, Universite Paris VII, CNRS, Francja, Paryz
32.Division of Molecular and Genetic Medicine, University of Sheffield, Anglia, Sheffield

33.Center for Molecular Genetics and Department of Biology, University of California, USA,
San Diego

34 .Uniwersytet w Genewie, Szwajcaria, Genewa

3. Wymina osobowa

W roku sprawozdawczym Instytut przyjat 36 gosci z zagranicy, z IBB PAN wyjechato 93
0s0b.

3./4. Ocena merytoryczna/Wnioski

Liczni pracownicy IBB PAN, zwiaszcza doktoranci, odbywali staze naukowe w réznych
laboratoriach oraz aktywnie uczestniczyli w réoznych migdzynarodowych konferencjach i szkoleniach
organizowanych w kraju i zagranica. Konferencje naukowe i kursy, ktérych IBB PAN byt
organizatorem lub wspétorganizatorem niewatpliwie dobrze spetnily swoja role. Te réznorodne formy
wspoélpracy z zagranica majg wyrazny wplyw na stale wzrastajqcy poziom komunikatow naukowych
naszych doktorantéw i pracownikéw, w tym na zorganizowanej w listopadzie 1998 r. sesji
sprawozdawczej Instytutu. Potwierdzaja to niezwykle pochlebne opinie uczestniczacych w
konferencji zagranicznych goSci, ktdrzy bez wyjatku sa wybitnymi -specjalistami o uznanym
migdzynarodowym autorytecie.

Owocnie kontynuowana jest wspOtpraca naukowa z zagranicg. Dotyczy to w szczegolnodei
wspolpracy z Francja, zwiaszcza w ramach Centrum Polsko-Francuskiego. Podobnie jak w latach
ubieglych, wymiernym = efektem wspdtpracy sg wspodlne publikacje w  renomowanych
migdzynarodowych czasopismach naukowych oraz wspolnie realizowane prace doktorskie (,.these co-

cutelle”).

Pomysélnie rozwiyana jest takze wspolpraca z innymi os$rodkami naukowymi, zaréwno

europejskimi jak i tymi z USA.



Tabela 1. Kontakty zagraniczne IBB PAN wedlug kierunkéw w 1998 r.

w tym
Kraje Liczba- Ogolem badawcze szkole- kongresy i | organiza-
niowe konferencje cyjne
umoéw | placé- | przy-|wyja-| p w p w p w P w
wek |jazdy| zdy
Austria 2 7 7
Biatoru$ 1 1 1
Belgia 1 1 1
Czeska Republika 2 2 1 1
Dania 1 1 1
Estonia 3 3 3
Francja 18 13 22 8 15 1 4 6 1
Finlandia 1 2 2
Hiszpania 2 2 2
Holandia 1 1 1
Indie 1 1 1
Izrael 2 3 2 1 1 2 1
Japonia 1 1 1
Kanada 3 1 1
Meksyk 1 1 1
Moldowa 1
Niemcy 1 3 4 8 1 7
Rosja 2 3 5 2 5 2
Stowenia 1 1 1
Szwajcaria 1 3 2 1
Szwecja 2 2 9 2 9
Turcja 1 1 1
Ukraina 1 6 6 | [
USA , 16 2 | 14 | 1 6 1 7 [ 1
Wik. Brytania 5 6 2 4 | I
Wiochy 2 2 2 I
RAZEM:| 4 74 |36 | 93 |27 |41 ] 2 2 6 | 43 | 1 7




Tabela 2. Wydatki i dochody z tytulu wspolpracy z zagranicg w 1998 r.

] Tresé Kwota |
I WYDATKI |
1. Koszty zagranicznych podrézy stuzbowych (bilety, dewizy, wizy) 262.802
2. Koszty pobytu gosci zagranicznych 34.631
w tym: a) na zaproszenie i koszt placowki 16.690
b) w ramach porozumieni bezposrednich -
3. Koszty konferencji miedzynarodowych organizowanych 7.894
w kraju
4. Inne wydatki 8.636
Razem: 313.963
I1. ZRODLA FINANSOWANIA
1. Koszt placowki 99.339
2. Dotacja z KBN (finansowanie w ramach uméw migdzyrzadowych) 78.794
3. Granty 57.581 [
4. Inne 78249 |
Razem: 313.963 I
1II. DOCHODY " nie bylo |

1. Z tytutu organizowania imprez naukowych

2. Ze sprzedazy aparatury, licencji, patentéw -

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

Razem:




Instytut Biochemii i Biofizyki PAN
ul. Pawinskiego 5a, 02-106 Warszawa
Roczna informacja o rozwoju kadr naukowych w 1998 roku

Tabela 1. Stopnie naukowe nadane w IBB PAN w 1998 r.

nadane
Stopnie naukowe w tym
ogolem pracownikom innym
PAN osobom
Doktora 8 8 -
Doktora habilitowaneso 5 4 1

Tabela 2. Stopnie naukowe uzyskane przez pracownikéw IBB PAN w 1998 r.
uzyskane
Stopnie naukowe ogolem w tym
wPAN poza PAN
Doktora 10 8 2
Doktora habilitowanego 4 4 -

Stypendia naukowe:

Liczba 0séb pobierajacych stypendia:

Al

uwvs

habilitacyjne
inne

R e PN 1L
RLOIOKIC - 19

-4

Studia doktoranckie:
Liczba uczestnikéw Szkoly Biologii Molekularnej IBB PAN:

1. Ogotem

-61

w tym bez oderwania od pracy - 61

2. Przyjetych w 1998 roku - ogdlem

- 16

w tym bez oderwania od pracy - 16
Liczba uczestnikéw dziennych studiéw doktoranckich pobierajacych stypendia

Ogolem

z tego przyznane i wyplacane przez:

a)

IBB PAN

- 61

-59

b) zaklad pracy zatrudniajacy uczestnika

studiéw doktoranckich

-0

- 15 (w tym: powrotéw - 4, EFS - 11)

¢) Instytut Biotechnologii i Antybiotykéw w Warszawie

Krajowe staze naukowe i zawodowe:

Liczba pracownikéw placéwki skierowanych na staze - 0
Liczba 0s6b przyjetych na staz w placowce
Opieka nad studentamis:
Liczba studentéw odbywajacych praktyki w IBB PAN - 51
Prace magisterskie wykonane pod kierunkiem pracownikéw IBB PAN

w IBB PAN
w uczelni macierzystej

-51
-0

VI 1

-3

ROZDZIAL VI







ROZDZIAL. VII

‘M PIS103e7
T Y PISMOYIZISIA

"0DAYSMOIOIMITA TA ‘JoId nIodor

-8 eu0d31Msod elouaroJuosy ‘uonnjoAs]
[eo180]01g SUIA[I9pUN UOHN[OAT [EOIWSY))
ISJUeN)IISU0)) 119} PUe SPIOY JIS[ONN

ueuzoJ

86°S0°€1-01

"V BYSTAISOMON
‘v olom

"V niqod

“Q eysledng

“ZQ IYSMOUBRZORY]

“f SmoNZoL(J

" PJoose]

“[ ZoTMBMIY

“V BYSIalzof

~ BYSMOIOPI A\

'y Zommollom

"N p{smouepz

AR LZAEE

3] JOZOOIN

g skiog “N ToUIA]
v ruznmg-exsdry
“d rureq

“ A\ DISI08e7Z

Q0OUIIAJUO))
JIJNUSIOG S JUIPNIS [BUOHEUIU] Ui9

ASyepH

86°60°60-L0

[ ZOIMBMIY]

. 032UZITWAYOO0I BAMISAZIEMO],
08a1yS[0d YoAmoursynu mosemy 1foyag pzelz

z5zs03p&g

86°COT1-01

X
X

g yepnL
“ [ S[RIerISn

QIUADAPOW I [I30[0Tg M SIUIZOBUZ
‘YN U9Zpodzsn eZI[euy* Ju e[DU2I0JUOY

20zs03pAg

86°CO'T1-01

‘MBUIBZ
JeadJau

1sas
‘pomazad

dBZIUBHI0
WOy 'J22

sotlerupdnzn slHoeuioyuy

AJIU}SdZd)

Azaaduy emzeN

0)SBITA]

eje(q

HOAMOMNNVYN HOVZTHdINI HOAMOLVYN M 1VIZA() '

VII.1



“7 eysqaley

v ruznmg-essdry
“TBSOY N R
O RSMOZIIMG
“HIS OA “[ [eMeH
© [ BYSmazsnIy

Yy Zolmouer
“V Azazsepq
"V niqoq
X “fBI$R1D
X 5 eysurdnioyg
X X “y DSMOUBWIZIS[ oZauzotwayoorg
X X D yAzoreweeJ eM)SAZIeMO ], 089T9S[0d PZelZ ATXXX |  oiskperd | 86'60'81-S1
o N nzozsn(
X “@eorueiny | 1 Ld feuzordojosnip 1hoyeg wnlzodwAg JA | emezsieM | 86°60'T1-01
‘D Y205H
“Taojnor “f yolopg JoAmoutopnu mosemy I yafelq
X “V Dysudziorg ‘mopL1dad elorwroyuoy wnfzodwAg 1A zoedrey 86°90°10-50°8C
" BSMO}AZ00 ], .SBaIk Paje[al pue ANSIWAYD Ul 9OUBUOSI
“1Aoynor “rylom onoudew jo uoneorddy,, :uo wnisodwig | emezsrepqy | 86°90°97-vC
Y eYSmouojqer o
“I ISMoYzoA(
“Y] 1y{smouep7 yoAmouropnu
“IN Zo[pe( mosemy| 13perq ‘mopAided eloeumroyuoyy|  zoedreyy | 86'60°1€-6C
- PAMOUToTNY Mosemy| Taferq ‘moplidad
‘[ pisueuzod | eforwroyuoy“ winlzodwAg apysjodouioso 1A zoedieyy 86°SO 1€-6C
X X ‘M DIsI95eZ VS - puejog doysyiom O3UI[a1S 86°50°0¢-8¢
X FARARLSIE YOAUZOAP-]ATY M TIWIAYOO0Iq STUBZONEN 7po% 86'50°6C-8C
o . PIUBMOSO}SEZ.
1 BYAJoUad ‘wzijoqejaw ‘eigoofzyy -
X X X ‘[ D{smopregq | [omodorwr 1fovjusuLo] oL, [ BIUJQ] BIONZS | U0 | 86°S0°TT-81

VIIL.2



"d Disyeyezg |

eseuIRd vloUIoIUOY BF-I]

syepH

86 1I'CT-11

NN ST

YoAulATeuiIaom [oesneu m BIo0[0uYod)0lg

Amemd

861190

‘1) eysmalorosjy

D041SOUBRIP T YOAMONEU YorIuepeq
M fomom£3dezid 1meto1£o oTuEMO0S01SE7

SUepH

86°01°'1C-81

' eyoIuey

0dauzoljouan
LMISAZIeMO] 03a1s[od pzelZ 111X

BMEBZSIB W\

86'60°ST-€T

T BYSMONAZIRL]
“f Zoimem.Iy

“IN NeZo[3

“V DIS[aIsat)

“Z eysyrorjod

“H eysmoueieg
“I 81equiin

“IN BYSMOII01]

“1 eySmopuema]
“d esuizing

“[ AzomArg

“V SefeH “ 0yyoIS
U N7 Y JIoEN
“d eysmafen

“[ eysyrwey]

‘1 Yepkroz

"M Ts103e7

“f M\ YAzZowAyoef
“V DIsmazsed

o3auzok)suan
em1s£zremo] o3arysjod pzelz €1

BMBZSIE A\

86'60'5C-CT

[ D[smopreg

NVd 1soumAiy sy
1 I30[0UY03 ], NJ2)I0Y] eMONNEN BSOS XXX

ukzs|0

86'60°€C-1C

Y el ) Weudr]
“d zpoig

“( eYsmoqein

3 esyIqern)

"V quep “IN 10Ul

VIL3



JoAuzeyez
TNCASTOII | qOIoUD 90K1s0uSerp m eulR[nyojow eISo[olg | emezSIBA\ | 86'CITI
UBMOSO)ISeZ
g esmojAzao] | 08l 1 oSomorpk[ nsueuozay 035uzokIUTEIN
“I Aoynof “f yrolom wnfzodw4g arysjodou[o80 XXX |  MO¥RI  |86°CI'€0-10
AZoJouy02301q pue YoIeasal diseq
W eysI0YAzI | w1 sponpoid 1ot pue sausn) uo doysyIom puz| emezsiep\ | 86'11°87-ST
(ezommodI[I,] emelsIUOIg
-701d 10d1wed eu00d1Msod)  oMOUTS[YNN
X ‘[ JereruIsny Asemy ouesMONJAPON* Bod1aJuo3y] 7po} 86’ 11'vI-¢1
"d DISyRLEZS \
X “ L D{smosnyy
X " 1e3nyg YOAMOUISNU MOSEMY STUEMOYTAPOIN Zp9y 6’ TVt

VIL4



RVEEI
X ' N #00q0F | ABojorg a8eyd [euoneuwsoju] usaidoag gzl | edwi[0 ‘SN | 86°L0 '0Z-91
"7 BYsqaIey SULRRIN SEH 27Iqn{ 10ATIS YiST | esequadoy erue( | 86'£0°01-S0
' BHSUAZOOTY] SURRON SHH 9IqN[ TPATIS ST | efequadoy] erueq [ 86°L0°01-70
spidry
‘TN OUB A juelq uo winisodwAg [euoneuIu] YI¢] | BI[IMag ‘eruedzsIH | 86°L0°01-S0O
SUIP[O]
‘TN Z3[pe( 29 ANTIqe)s ‘amjonns urjoid” :winisodwidg |  BMISOIA B[S0y | 86°90°97-7C
EEEEETY Smimy 1120
D eisAry | pue anss1] Jue]d JO $se1SU0)) [EUOTIBUION] X | BWI[0ZOIS[ ‘[o0iZ] |86°90°1Z-01
'V 1eyolg 20ULIQIIOY) YIAIN [eruswniadxy ueadomnyg | poyg eloemors [86°S0°SI1-01
SOSTIIA VN puens 3mogsiaiag
'V BS[noeys) dAISOq uo winisodwAg [euoneuIsu] A s ‘ysn 86'60°50-C0
BOLIDWY JO A)9100S
SOTRUAD) AY [, £Q PSIOSUOS SOUIJUO))
T esmopelLg " SUBWN] 03 BLLRg tedey YN(J“| uoluaLep VS |86+0°61-91
'V DISMOUBWIZIdf ersodwAS suoissay | YA 1oddo) VSN | 8640 6010
‘N 51oqUAID) 90URIRJUO)) Soneuan) [esunyg ueadoing AJ| uooT ‘eruedzsiy | 8640 L0-+0
SSNIANOY [BOI50]01q PUE SK{emyle]
Sur[eudig sjue[d UI SUISIOL] PRIy
X [ Stuusy | -s1seusBoyied uo doysyIoA [BUONBUINU] uS| slossny ‘elouery | 86'%0°20-€0°62
‘d ZOIMATUR[RIZ , sonjewIoJuUIOIg
X “M ys103e7 ut yoneradoo)) I0f anUL)) [BUONEWIAU] | UI[[E] ‘BIUoISH | 86°€0° 8040
UI[SOY 1150]0UYD)0Ig OFOISNOUBL]
X X ‘M 1s103e7 -03s[od wnnuay) Apey stueyiodg| eznmny ‘elouer] |86 10°21-80
‘MBUIBZ 1sas *JBZIU¥S.10
jeddjax | ‘upomozad | ‘oY ‘Jzd Adrmsezan Aza.adury emzeN o1sery ‘[eay] ele(

sdtlerupdnzn aldeurtopuy

HDAMOMNVYN HOVZAYIINT HOAAMOUTOUVNAZAAIA M TVIZA n-'c

VILS



“Q'O SpUMOMY

“IN SAzafepod A
[ Yeru[a189zoz§
[ Youefor]
0y eysjomoIqog
“0) BYSUAZSIIA]
X “( 1e8nyg SosBUTY UI3)01J JO SIONQIYU] | BAezZSIBAN “BYSIOd | 86'60°0C-S1
senbnoe assarg
‘[ [smopiIeg suspoRg SOp qnyD np anboj[o) sure-6 -ua-8mog ‘eloueli [ 86'60°91-1
VoA
D uoruef
1 BYSMONAZNI
X “y BYS[ISOMON]
X “V TA ZOIMAIZRID) £15100g USEINA [BIUSWIUOIIATF
X “H NISIZID ueadomy SUnSS [EnUUY YIg7 | FMqZ[ES BHISNY | 86'60'T1-L0
WIST]OQRISIA] JO SIOLIY
X " NIueg uroquy uo doysyrop uesdomg-uersy ¢ | swmd eYs[od | 86'60°S0
aomolorzpng
X ‘g zomapppnyy |  ABojowoyuy Jo ssarduo) ueadomd, JA SYL| SBSAZD ‘Ayoaz) |[86°80°62-€T
X "d DISUS[TOM, SS3ITU0)) [BID0JOOAIN U] [A | BWI0ZOISf ‘[oBIZ] | 86'80°9T-ET
Q0UQIAJUO)) Spas]
'V BYSMONIZ( QUIPIUIIA J/SUIMIBIY JU[ YHAX OUL | ‘BIueidrg eY[PIM | 86'80°1T-61
VouzamQ BINqUAPH
—eyysdi] “N 30Ul | ASojoyed jueld Jo sseiBuo) [euoneuiul /| ‘BlEIAIg BYPIM | 86'80°91-60
SUI2]01J JO UONEBOIPOIN pIdrT .
" BYSMEZOIMG - SOUBIAJUOY) [OIeasedy Jowung gASY ]| SSewmous Vs n 186'80+1-60
. 01810 oY} JO A50]01¢] JR[NI3OIN
"TAl BYSMOWAZIY oY) uo wmisodwAg JeuoreuIay] ¢ oosuadog ‘AowaIN | 86°80°90-20
Y PisyizIalg euIMp[eg] e1aq0y winlzodwAg|  A9[ayIg 'VS1 | 86'L0°0¢
N Z3pe( £391008
'y DIsydziorg u18)01d Ay ] Jo umisodwAg fenuuy I | 0391J UeS VS |86'L0'6T-ST

e

VIL6



sjuejd Ul $SaI)S 9ATIEPIXO

PUE [BOIpeI 931 “UIFAX() :Y0Iessay] [80Ipey BpRURID
" BYSMO[OI0BI | 9314 10 £18100S oY1 JO 8661 Buneapy 1ejuIp ‘eruedzsTy] 86'C1'61-L1
BARNARIS T orqnd ur ATo[ouYd301g | USpPSIA ‘BLISnY 86'C1'+0-20
"d B3PI Suss Oy pue Wa)sAS 1odsuel] JUe[]| BMmezsIe M BISIOd (861191
ATO[OUYJ310Ig UI SPUSI], JUSLIN))
‘[ Sruusy Teululag [elaje[lq uea1oy] — ysijod | yeuzod ‘esjod |86 11'¥1-ZI
sureq
H ruyed SSBOSI(] PUE Yiea(T “3JIT Ul [ELIPUOYOOHIA | SO XTI ‘elouery |86°11°10
saoeydoLIsloRy Paje]ay pue
g N BN00Q0F | ‘pd ‘Td U0 dOYSHIOAN [EUOTIBUIIU] U39 ST, urprag “ASWRIN [ 86'01°92-€C
8661
"d smox3a)) | A3ojorg pruise|J uo wnIsodwAg [UoneuIou] | BPLISIA SIASYPIN | 86°01°91-01
S9SBISYIUAS YNYI-[AoBOUTY JO
'V BYSIONAZIJ | UOnoUNn pue aIjonng uo doysyto M OGN | TEASIIA ‘efouery | 86'01°ST-01

"1 pjoeufoy)

SISSYIUAS JIUBTI() pue
Anstway) 35910 - pzefly ys{Aso1our030 11

TeMAINAS ‘elsoy

86'01'20-60'8C

SISQUaSEINW pue

[ 'ISa1) SISOUaZOUIdIED UT S}ONPpPE PIov Sraqpoprey
“g3epny| or[nu ofLo0Xg« doyssjiop JeuoneuIaIU] ‘KowaIN 86'60'vZ-0T
««POO,] Io11a¢ pue I9Jeg SpIemo) [oIeasay]
[ Dismopieq | uesdomg® winisodwAg uonimny SYNISTIEY ¢ | oynaspIey] ‘AoWaIN | 86°'60°02-81

[ rsmoyImy
“V Zsomr]

VIL.7



[amoneN BysI01Op

Apey nuazparsod BU £661°01 L BUOIU0IQO BIRI] '[9 /09 p1Yo14912S7T 1 USB AMON],, 3oe1d Bz BpoISeN | Y BYOIMON-BIOIUEM]
TSHEEy Yy Bmopejsezid

‘1661 "UO[0d "WIYI0IE BIV (S0 10 SPUSLY :SIIPIIS Surproy urajoid ur spuoq SpY[nsiC,, 3ouid ez BpOIFEN N zo[ped

A\ DISI05eZ

I ossaIpuR)

"pL-89 € L661 BUIEZOPEIMSOP v YozIary]

VIR " SIUeLeA Jenosjow (PALSd) PLodia 1 opuids oyejod-Jo A[IqeIs onouad oYL, doeid €z BpOISEN Y BORYO0S-BIOD

Z06-156 70 “L661 T01q0joud Wayo0joyd " SULAYdiod jo Aorxojojoyd Jo WSTEYIIU
o) SurApnis [00) B SE SISSUYIUASOIQ SWY UT 2ATOJp SHuEinile oDISDIAD42D §IIAU0ADYIODS,,

T oAy TUN YoId
Uakn3N 1 ¥opIozZ

{6S7-6SZ T9 *L661 101010 “WATD030YJ *,O3YJe OHRUITEINUI OU dATY NG
‘aZewrepojoyd sonpur ‘s[[eo 1seak ojut sjensusd sutiAydiod Jo SIATIBALIOP Plog OUIWEI(],,

asupezopermsop aoeid
OIMP BZ BPOIZBU BIOJZI],

[ epAyg TV §Azoe1D
“1 opperSe[ ‘TUN Yo1d
uoAn3N 1, YoperozZ

$99-S59 “€SC L661 WD U TON 7 BISR1D

- souad nedar YNJ £ZdVY Pue ZqFy oW Jo Sojowoy [BINJONLS B ST YIIYM ‘YNIA ‘burezopeIMSOP “n A S
QD1S100.420 §20LU-0.10Y2IDS JO SUAT a[qronpur-agewep YN [2A0U € JO uonezueloRIeyD,, doeid vz eporSeu €109z1], | 'V 'd DISMONZOSIA
"V DIsuAzIaNg

189-089 “OF ‘L661 Ansmuayoorq " 21monis
OYI[-2ATIBU B WO 0} dZLIaWIp ued suisjord puey-J43 JO sdoo] Surpulq-wmio[es Paje|os],,

‘burezopeImsop
doead vz epoIdeu e3nIg

“3 mysmoped
“f 110D “f 1ofom

So¥-8SY

T7 1661 "STY PIOV IRONN] 0414 47 UOLEZIUEFIOST UREWOIYD PIjeIpotl-TH ouo3sIy J0J BUBZOPEIMSOP "V D{SMOUBWIZISf
Teusts [eoo] Suons e se 108 swap] SndouaX VNI SS 2d£3-914000 a1} JO Sue[} You-1V oYL, doevid vz wpoideu e3nI(] ‘“y D{SMazZseWIO,
L6L-T6L TOT ‘1661 WA SKUJ'[ " JURAJOS Snoanbe
oY} pUE IOLIAUT SI[NOS[OW 0I0BW oY} sa110do1d 911109]31p UIMISQG 2OUSIHIP O} anp 199339 Bu[BZOPRIMSOP ' J ZOIMIIUS[AIZ
uonezire[od Jo uonnqIuoy) :uok[od [EILIPUI[AD € PUNOTR UOHNQLYSIP UOL JUS[BATITAL, 3oeid vz epoideu eIni(] ‘g AOUSNAIARD)
L6LT-88LTOE “L661 ANSTWY00IY BUIRZOPRIMSOP
.1 1dg Jo Sutpjoy oy Jo sage)s £[1ea 2)eI[2008 SUOTORISIUI o1qoydoipAH,, | doeid vz BpoISEU BZSMISI] ‘N ZoTped
_ BIUDIUZOJAA/APOISBU fouozpoiSeu £qoso
fouozpoaSeu Loead o sue( fezpoy OYSIMZEN

NVd 991 rAM03MNVN AQVY AGO¥DVN ¢

VIIL.8



JOUSIBUO) JNUAING SJUIPNIG

[euoneuInu] Y19 [omoneu ilouazayuoy eu jeeld ey eoslorwr 03-1 2193fez vz vpoITeN O eysledng
OTAUZOTWAYO0TT BMISAZIBMO] 050D[S[0g 0T0D{SMOJOZOJA] o
npzelz ATXX X" femoyneu 1fousreyuoy eu 1exed ey N W AMONIWRYO01q YOAPOFU B[P STUSTUZOIA A 3 esuIqeio)

««0TRUZOTWAY0I BMISAZIEMO] 0BOIS[0J Npzely
AIXXX' lomoueu 1fousiojuoy eu stuaideisim suisn ey

0GIYSMOJOZOIN
/ 3 T MONIWRYO01q YoApoFul e[p epoieN

‘(I 9Zpiueses)
UV OIS Y q1Zpoig

AufsdAn e1oyqryur

oZamodjperq erue(imz models yoLusezom smuepeg NVd ZpAm 1] eurenpmApur epoideN ‘A Za]pe(]
neN nfemnss] | aloeziuedio ez ‘oyneu

sokmzArendod e1031uBerso ez NI I N(1Id BpoISeN esneyuIalg o8ny “wi epoideN A SO

eiudo)s | oforyoeqreq 1S "Wl o

UI[S01 BUTe[nyo[owW SIF0[0SNIIM M PRPYM AZOIOM | UISOy D{Ajouan) nsarye7 z emoyneN epoiden emoleryy Vs

19SOU[RFRIZP HRIZSYOFE))

eYuIad oy "W MOYIUPOILZI]
BAMISAZIEMO ], 033DS[0J A80I0UOY JOUOFZ))

T "3 DISMOYOZIaTA

0GUZOAZIJOIg
I10§OU[RIRIZP 1JR)IZS)OFE)) BAISAZIEMO, 0F1S[0J AMOIOUOY YAUOJZ)) T DISMOYIZIIT AL
0douZoA1oUan) Y BYOLAON

‘Tousioeq ' kmoyneu doeyiqnd vy

em1sAzIemo], 03arysjog erudos 11 epoideN

“d qAzouof

‘M eloisQ-rysic:Beyz

Urajo1d payury d ZOIMADUS]RT7
- swoua3d [enakiod ayj Jo [apowr [RUOTSUSWIP-21Y T ¢ 08auzoklouan “d DPITIOM
1d VS 195 'PROY JIEN 001 M bmoyneu dfoeyqnd ez em1sAzremo] o3arysjod erudols | epoiseN “( exoous0g
Amodneu yoqoIop Auqim g7 MOIISTUTIA] ApBY ©S9ZaIJ BPOITBN A eloIsQ-ysIGae7
vIudIuUZoIAM/ApoaSeu [duozpoaieu

fduozpoiSeu foead o sug(

fezpoy

£QOSO 0YSIMZEN]

NVd 41 VZ0d ANVISAZN VINTINZOUAM I AAOUDVN b

lomodneN Apey niuazparsod vu L6610 11
BUOIU0IQO BORI] ° SOS sad0id afnurey RIOW ‘RS “71-3 1700 DIYOLLaY IS M B[OBINUI BMON],,

By[sop[op
doeid ez BpoIdeN

"V ousqag

VIL9



"6 BISMOFAZO0T, [ PIOA

BMBZSIB A \JN'V 1I50[0INaN B[rul[y]

BMBZSIB A, R TTWAY)) JRIZPAA < BYSMBZSIBAY BTUYI[0] v eyl

CMBZSIE A\ ~ Toupezopemso( BIAZI 1MAISUT M "V DSuAzIarg
- BMBZSIE A\ NVd dHOI v 1Rl [ 0l0M |
MEFO0IA oy FIZPAAY PISMBPOIM ‘) [ lopm v P{suszIang |
MEBRIOIM [Surea[OJA "Jorg I 'YoOrg ISUJ “DISMEBO0IA ') Tl v Dsuizierg

) ) VA ZOTMIIZRID)

BMEBZSIB A 1130]0yUQ WNIU)) “qepnl

I BMEZSIBA eY091Z(] T DA 1Asu] ] JNIS9ZID)

) VN ZOIMIIZRID

Z52508pAg BUZOAPOIA BIWOpEYY ‘[ouzorui[y Musyoolg pepje7 I BIpaley “g yepnlL

I EMEZSIB A\ MV-ADDS IA1oUaL) BIPIIETY TAL ESMOWAZIY

[ Sruuoy

[4 MOYOOHN “MHI Auezopeimso( pepfeZ 'y NAzoIe[R ]
IMIID THOOUQ IAISU] “MOI0MIOMON 1F0[0Lg PEPeZ g N PIP0qOF

- "] BSMOpuBMa]
BMBZSIE A NVd feuezopeisso ndojorg mAsuf “V Dsmozsed

- TouzorGoaepad " BYSMIZIIMG

BIOL) BUO[AIZ Kyoyzs fozszAp tidojouyosiorg IAISUl IAzIorg FeIZpAM “ 1, ppoeuloy)

I ejsyrdnioys

jeIunuIoy | BMEBZSIE A\ fouzoKpajA Iwepeyy Hovuire, FeIZpAp “] BYSMIZIIMG
[ 7po} tfoxyeguy 15ojo1g Pep{e7Z "DIZPYTT 19IASImIUN 'V eyzpue[Imy |

{01 8661 )
a 1lbexyiqnd qaqi1 wiiumodead

yoAujodsm eqzoIy 01SBITA ma0deld emzeN 0YSIMZBN ]

TAAAOLYIN TINVIAODVIL Z VOVHdTOISAA °S

YOAMOUTSNU MOSEMY] MONIUPBE]S MOGO[BUER
Asepy] z yokmoromiomoumroazid 1 yokmosniimmioazid
MOYPOIS YOAUMAINR[S BIURMINNZSO]

NV dJ Nfe1zpAp 1] emorodsoz epoIsdeN

MOIOqBIAWAIUY
Tumooerl] (odsay

VIIL.10



BMBZSIE A BJO9IZ(] BIMOIPZ WNNUS)) YIUWOJ - [e)dZg "V OIS
MOYI0FN STMOUDOHN M FRIZPPO “UI[SOY 1M0BZAJBWIY T [[MOPOJ] JAISU] g 180T M
MOYIOHA MOUOOHN JHIV ' Byorueny
BMPRZSIEM lomom Aydozid e}y erumooerg ‘Mo IMA)suy "N eysmalaroey
ysuepn [ouZoApaJAl TUISPEY Y [TWAYD0IE BIPajEy] "V UAZIGI M
BUZOADPSJA BIWUSPEYY
jsuepn - DISyepD 1914s1emiup) ‘iSojouyosiorg PRIZPAN\ AuetujazoKKzpaiN D) BYSUAZSIA]
BMBZSIEA DISMEBZSIEA\ J0JASISMTUY) ‘Ul[$0Y [Sufejuawiiadsyy nsoforg ymAisuy "D BYSUAZSTA]
BMBZSIEM O5RD[SMEBZSIE A\ NIIASISMIUN) DjAz1jo1g pepez ‘W z3]pe(
MBJOOIM [PISMBIO0IA TOJASIOMIT TTWISYI0E JNIAIST] ‘N Za[pe(q
MOYOOFN UISOY 1IoeZA3WINY T 1[MOPOF] ImAisuy 'V uzam-eysdry
BMEBZSIE AN NV d [eurezopemmsoqq oiizi,] miisuy ‘[ resnyg
BMBZSIE M\ NVd su[ezopersmso(] 15ojorg jnAisug ‘L BIssmoyny]
'H eslerozg
yeuzoq ul[soy Auoxyo() ymAsug “[ qeyoIN
“H ZoImanpngy
BMBZSIE A\ M9IM033ryzag 1ofolz] peryey ‘DISMBZSIBA Je14SI0MIUN) “ Je[ezin
I50[0UY03)01g I TITaypolg g ZoImanpngy
MBIOOIA ‘louzoruesdio muey) persey BISMBIO0I A\ BTUTOSII[O] “Y Yeezin
BMBZSIE A\ MONAJOIQ Uy Inyisuy V ueyolyg
CAABZSIE AN NVd OUDI BRI
BMBZSIB AN THWURYD) FRIZPAAL DISMBZSIBAN 10)ASIOMIU[) T yolom

VIIL.11



KesiQ ‘elouery

Te 18 "d DISURISOM |

1 pPNS-stBd SNSIOATU()
I YNoUaD) aTe[nyS[OW Iy JNNsu JOue[d-XeN urFeq ‘AOWIIN ‘T Uy
enped
Ayexjrunwioy] ¢ SNIND (SweisAg [eordoorg Jo Ansiuay) Yy 10} MINSu] [euUonBN
‘aynIp M T o 0] PAIRIo0sSY) sFnI 3o suonesnsaAu] [edruey)) Y} 103 IS Ayoopm ‘enped "7 esqdIe7
1 aITR[N][2)) 19 ATENOJ[ON or30[01g Op IMISU] elouel] ‘3Imoqsens "y BYSIONAZI]
I o0 N SITEISIOATU( IS[[eNASOH S1udD) NIHSNI zAred ‘elouelj "y eysiofAzid
l 2UI[0Ie)) YMON JO ANISIoAIUN) TItH 1edeyD VSN "V eySI0NAZId
1 UBSIYDIIA JO AJISIOATU[) 10q1y U VS "V BYSIONAZI]
,_ "M\ D{smoyuef
AmOpFojN JNEN TWepeY Tuays IMAISUT | MOTUAZSTY “BIMEPION “ L mpoeuloq)
"M PISmoue[
I ynep rmuspeyy (eryslAsoy fsuzorued1Q mway)) MAISU] eMYSOIN ‘Blsoy “ 1, myorulog)
" BYSMIZOIMS
T WOY0IS JO ANsIaAIf) “AnsTuayoolg Jo wswreda(y woyploIZs ‘efoamzg “IN ouRA I Tyorulon)
2[0oMZS WIOYNI0IS 1oMIsu] eSuI[oIe] wWoY0IZS ‘eloamzs p " BYSMIZIIMS
I SUND PUIB[DB[OA DIAIRUSD WNNUS) | d9AA-INSFIH “elouerq N JAzoreyony|
SUND [PUIBISO[OJA DIAISUSD WU | AP2AX-INSFID) ‘elouery ¥ epeuwoIn
T SUND [PUIB[IO[B[OJA] IIAIOUSD WNNURD) | ARIAA-INS-FID “‘elouexy [epAay
[SUIE[OO[OJAl TD0]0Ig I BO[ONUQ PBREZ ‘Seso NUBIS 19)AsToMIUN) se[red VS "V BASMOISIRYD
(oure O]\
nSoro1g 1 TTWAYD0IE PeR{eZ ‘eIUBMASUUDJ NUB)S J9)ASIOMIUL) KoysIoH VSN ‘[ eysyrwey]
[aurenya10N
nSojo1g 1 1TUAYO0LY PER{EZ ‘erUBM[ASUURJ NUBLS J9IASIOMTU} KoysioH ‘ VSN 1 Yopkroz
eNSIONOp _
emeidzol SYUND POUOIA “f IIAISU] zKred “elouerq ‘A BIOD
SUND POUOIAN ‘[ IMAISU[ zAied ‘elouer [ eIAy
YOI 8661 M
1leyiqnd q4q1 eyrumodead
DModE[d eMZEN 0)serA ‘fexy] OYSIMZBN

yoAujodsm Bqzory

INANZDINVEOVZ INVIMOOVTd Z VOVIITOdS M 9

VIL.12



SYND ‘pouojy sanboef jmyusu]

sueq ‘elouer

‘M elo1sQ-DjsI05eZ

VNI 2[BIPFIA 2I50[0YJed dp UONEIg

xneaplog ‘elouer]

M el01SQ-Dis19587

jeIunuwoy | + | OIMAUID) M JOJASIOMIU[} |  BMIUSD) B1Ieo[EMZS "y Nezozserg
BIUIOIIED JO
I Ausiaatup) ‘A8o1o1g Jo wunieda pue sd1)ausL) IB[NOS[OJA 10] 181U9)) 03911 ueS ‘VSN "V UAZIZA M
7 PISLIAYS JO ANISIOATU[) “QUIDIPAA OTISURL) PUR JB[NOS[OJAl JO UOISTIAI(] PIRIIRYS ‘BI[oUVY "V UAZIBI A
AND POUOA sanbaef Jn3nsuy zAed ‘elouelg TN ISUTIA
VRINI ‘9Je1ena A 2150[0yled 9p uonels xneaplog ‘elouer] "V BORYD0G-BION)
AND “(sweisAQ [eo150[01g JO AISTWAYD) Y} I0J SjnInsu]
Ayeyrunwioy | TeuOIjBN 9Y} 0} PIeIo0ssy) sSni(] JO SUONBSIISIAU] [BITWSYY) Y} I0]
7+1 121U “enped JO ANSIGATU( ‘S90USIOS TesnnadewiIey Jo Jusuredsq Aqoorm ‘enped "7 eYsqarez
! iy [0389701Ues1001g 1MINSU] ASUN ‘sndoferg " 1esnyg
I AV 91Way001g ® AIWAYD) AYOIUBSI() AIS[) voRId ‘AY09Z) ' resnys
1 ATo[ouyo9a ], JO ANINSU] [BAOY woyoizs “eloamzg " resnys
AFororg [eaonns Jo amunsuJ drqouain) ‘elouery  eyslejozg
. somolarzpng g ZoImanpnyy
orqndey Yoaz)) oY) JO SeOURIAS JO AWapeoy ASo[owojuy JO nnsu] oISIZ)) “AY09z) Y Je[RZID
qIndxie Je}ISISATUN) ynazied ‘NI v ueydlg
I pun-y 191Asamu) punT ‘ efoamzg T YNISIZID)
JOOUR)) UO YoIBdasay J0J AJUSTY [BUOTIRWISN] ‘UIqreq "V I([ U0AT ‘elouer g yopnL
I SAND Assn0Y"D InInsu] Jmis[iA ‘elouely g 3epnL
i AJISIOATU[) USPIT ‘Seoualog Jue]d Ie[nod[oln ‘1deo(] Uapro ‘erpurjoy ‘[ SIUUSH
aIre[nodojA enbrouan op anua) | 9MRA X Ins Jin) ‘elouel] g erodwdy
ANSIOATUN TeoTUY D9 ], 1Bl ‘sorsiydorg Jo 3do(q| Singsieled 1S ‘eissny ‘q ‘N BY00q0F
UOSIPRIA “UISUOISIAN JO AJSIOATU[) ‘sonjouan) Jo 1da( UISUOISIA\ VSN d ‘N ©Y00q0}
YI[8a]] JO SoIMISU] [RUONEBN “QINITISU] Jooue)) [eUONEN epsayleg VSN ‘g ‘N BY00q0}
7 sonDbIWoU0I5 Y SaYOIAY0Y op [BUONEN INIISU[ | Sesor-us-Anof ‘elouer,] ‘[ B[smopreg
V'S “eurjoIey BUOOUOJ
4 SOOUSOS YI[BSH [EIUSWIUOIIAUY JO AMIISU] [RUONEBN | “red o[SuBL] [oIeasoy [ ] eysmoelly

PISHFSYS M 101AsIoMIu[)

PIeUFaYS ‘er[Buy

‘N BIaqUAID
“y Ismazsed

VII.13



JQUokZ3 NVd PlAziolg I Iuayooig 190 w0y LS61 'd PSUBLJEZS
JouofZd NV d BAZijorg 1 Y201y J93wod] £661 ' Tesnyg
[PUOFZO NVd D{AZIjorg T HWayd01g JoHWo £661 v Disyszielg
J[2UOfZ0 NV d BIAZIJoIq I HWayd01g JOHIOT 9961 T 3 B{SMOYOZISTA
QUOfZo NV d DjAz1jord I [Tuayoorg 10Hwos €661 "M DISI05EZ
BoEZopomazId NV d DAZ1jolg I Iusyd01g JoHo] 9661 N ST
Nouoyzo 1ogsomalaru) erwepeyy eysjod 1661 T S DISMOYIZISTAM
Youopzo osowa a1 BIWAPENY BYS[od €661 "M TSI05eZ
Jou0fzo JNeN erspeyy Bys[od 6961 'd DISUBIJEZS
[QUOZO JneN eropeyy eys[od 0861 (1 Teanys
>[oUOFZ0 JneN eruopeyy eys[od 1661 " ppoeuloy)
Houo§zd JneN eruopeyy eys[od S661 "d DISUR[EO M
[oU0FZd JNEN BIUepey BYsjod 9L61 T DISMOYDZIdTA
eloyuny nupey qnj 1oezZIuesio sMzeN NIOQAM BIB([ JTWI 1 OYSIMZEN

HOVINAAVIY 90T HOAMOMNNVN HOVIEDVZINVIHO HOAMOUTOYVNAZAATA/HOAMOLVI M NHOSAM Z OMLSOMNOTZ)) °L

wreysuraLg

ureySuruirg Jo ANSIoAIUN YT, ‘eruelfig eI ‘D) Azpig-Am3er

K1s10ATU)
UOSISJJSf SEWoy [ ‘sal10jeIoqe ] uonepuno A30[0uyos)org elyIapelld VSN "y OIS
SIS0]OIqOIIIA] QUOLIISAII) INJ MINSUI-3OUB]J-XB]A 3Inqrejy ‘AowaIN "V OIS
AIISIOATU() 91€)S BUI[OIE)) YLION yserey ‘vsn "V DISMOUBWIZIS[
SO[B19DA A SSOURIDG SOp JInsu] | 2119A X ~Ins-JIn) ‘elouer i Amopes

- Tesddp
M 191ASIaMIUN) ‘AT)STUSY)) [BIIPIIN pue [eorSofoisAy  Jo jusuniedag eresdd ‘eloomzg "0) BSUAZSNIA]
10S0UMA7 dTueped I BI30[oUyd2}0Ig-LIA oodsq ‘erpueyurg ‘D) Jzorewe[ed

nrupary M
032UZoTUYD3 |, N)SIASISMIUN) MOWZIUESIOONIA TTWSY20Ig Pepfey USPaIM “BILIISNY ‘D) Yzorewe[ed
SISNIOJ M MPIASIOMIU[] [YAJSUSD) T [PUIR[NNS[OJA] 1150[01g INIASU] s1onioq ‘elouerg "0) Jzorewe[ed

VII.14



yoAmoyneN rudo)g 1

}ouojzo oZemoneN nmA | merdg op efstuoyy BUBIIUS)) L661 "D BYSUAZSNA
UBJA] UT WST{OqEIO]N

Jouojzo duIprutIAd 29 euling o Apnig oy, 104 £1er00g ueadorng 6861 ‘NI BYSmazof
SINAH 052MOpOIBUAZpATI

nuresdod 1fstuioy yeuopzo SINAT L661 "D uotue[

2[SUO¥Z9 NV d 130[0IqODIA] JS)IWOo Y] 9661 N ST

ysjod [sromesspazid JI0M 19N Hreday YN veedoing $861 ‘T BYSMONAZIIDI]
0FaDSMeZSIEM

NJRIZPPO NpbzIez }ouojzo SUZOIWSYI01 0MISAZIBMOT, aS[OJ | 8661°11°61 "V eysioNAz1g
0BAD{SMBZSIEM

NeIZPPo NpbZIez Jouofzo SUZJIWAY0OTg 0MISAZIBMOT, SIYS[Od | 8661°11°S1 Y ONIIS

sozaxd 201A QUZOAJAUSD) 0MISAZIBMO] OIYS[0] 8661 "V D{Smazsed

EER 74 OLSMBZSIEAY SMONNBN OMISAZIEMO]. 1861 "d DISUS[BaM

EENO72) OLYSMBZSIEAY SMONNEN OMISAZIBMO] 9661 "V DiSmMouBWZIaf

Jou0§zo SIYSMBZSIBAY SMONNBN OMISAZIEMO ] 7661 "M [S103e7

Jouojzo NV d wnipizarg Azid 1150[outoa}org 19110y 9661 ' yoeuloy)

PEI7A) NV d wnipAzarg Azid n3ojouyda)org 1911woy| 9661 "(d eyorue[ny

YoU0}zo NV d wnipAzaid Azid 1130]0Ud9301¢ 19310 9961 T " D{SMOYIZIST A,

Jouo§zo NV J wnipAzaiq Azid 1I50[ouyoa)org 19110y 9661 A Sn1

PR 74) NV d wnipAzaig Azid 1150]0Uy02)01¢ J1IO0Y] 9661 'd ISMO0}32)

U020 NVd BAZoIg 1 IIusyoo1d 1931woy L661 ' BoruBny

>[PuoFzo NV d DIAZoig T Twayoorg Joimoy £661 'V Dysmazsed

J3uo§z NVd HAZJOI T TULyo0rg 3193iwoy | 6861 'd PISUR[o M

VIL15

—



ngojorg nyeizpA epey ‘DISMBZSIEM 191ASI0MTU[)

"d TISUSTOOM
'd yerdayg g yrued
"V ISMOUBWIZISf

MUEUZod M NV d 2emofz) DHAjeusD 1mAisu]

T T esmoAznatd

nueuZod M NV [euzoruesioold nuayy mnAsuy N SnI

NVd Auzotuejog poisQ [ zomoyong

ODODSMEZSIBAY NISIASIOMIU[) JBUSS d DISUS[SOM

NV d PiApreny nsoforg pepfe7 "d PISW59M

SIMBZSIEA M 0TaD[ousN ‘A "W NVd [SU[eZopeImsoq nigojorg JMAISU] ‘1 ppoeuloy)
SIuISMOd M NV J Auzotuelog POISO ‘1 yoruloy)

NV J/OOSANN Prre]moe0A T [2m03Iowod] nsojorg 9IS eys[od

"V D[SMOUBWIZIdf

SIMBZSTEA, M ODOD[OUSN "W NV d [SU[ezopeimsoq nisojorg AUl

"V D{SMOUBLIZIS[

0JenjoUaN ‘A ‘Wi NVd [euezopemso( nisojorg JMAISU]

" ST DISMOUIZISTAN

KoBZOTUPOMAIZIJ-A NIUBUZOJ M NVd [auZouEs1001g [TUAYD) MIAISU]

" "1 D{SMOTIZIOTAN

SIMEZSIER) M NV d [9MO3I0W0T] | [PUIE[R[ON I30[0td PRRIPZ

"V IYSmazsed

JIMEBZSIEA| M 0BODOUSN W NVd [auezopemso( 1sofolg mAsut

VY Dsmezsed

1ZpO'E M NV d H30[0STIIA 1 HT0[01g Wnhus)

'V DIsMazsed

nueuzod M NVd [duzolue3ioold WAy JmAISUf

V¥ DIsmazsed

A[) 05emoImdwWoy T 052UZdAJRWDIBIA BIUEMO[PPOIN WnNUa)) outeuljd AoSApIaU]

"M DIsI03eZ

T[S0y 150]0U(0ojOTg OFODSNOURI{-0YS[0d WNIU) ANOANE N 1eHwoY]

A DisI05eZ

pjmooed eMzZeN

druar 1 0YSIMZBN

HOAMOMAVN XAMQOVTd HOANNI HOAMOMNVN HOVAVYH M OMISOMNOTYZ)) '8

VIL.16



AulAoxyepaI 10310y

$10)39"] ASO[org Je[NOS[OJA] PUE [BIN][))

"1 ppoeuloy)

- eulAoyepar eper

I50]OIQORTIA Ad33S0J

VYV smazsed

030U[A03[epal NSO 050ZOPRIOP YOUOZI

(Io1A08T) Anstway)) reorsiydorg

7T "3 DISMOYOZIAIA

059ZOPRIOp NJS)IWIOY JOUOFZO SOPII0A[ONN] 29 SOPISOS[ONN ‘(I Tesnys
(SIUBY [eIAIUY™ [[o3as 10)epar sonnadersy 1 puB A5O[OoRWIRY ] ‘( Iesnyg
Aufozoru 10)epax SOINSO "1 Y DISMOUOZISTA

[omourerdord Ape1 eoezomupomazid BISOJOUYd2}01g "N SyI]
toulAoyepar Ape1 jyouopzo TIAO01g Ad3)s0 M\ YAzowAyoer

Iopepal rwayoorg Addjsod T eysmoypell]

eloyepax rmuayoorg Ad:sod ‘D JAzZorewre[ed

039U[oZoBU BIOIepal 8odd)sez ITUAYo01Ig Ad31s0d "V D{SMOUBWIZId[

BulAoyepaI epex BOTUO[OJ BOTWIYOO0I( BIOY "M\ DIS103e7

BUlAdNepal EpEI BOIUO[0d BOIWIYOO0I( €Oy "V D{SMOUBWIZIO[

BUlAOepa1 epel BOIUO[OJ BOIWIYIOIY BIOY ‘d yerdag

eulAoxepar eper BOTUO[OJ BITWIIYOOIY BIOY " eyoruey

VN( 1hoeradar goAuoodmsod Mmooy Yoomp 10)Apa BOIUO[OJ BOTWI]I0LY €Oy VALL®)

039ul£o)epal N3oYIuoY Jouo)zd

BOIUO[OJ BOTWIYOOLE 81Oy

"1 " DISMOYIZIATA

033U[A0Yepal N}9}ItOY JOUOJZo

©OIUO]0J BOTWIYI0I( B0

[ YoraTwsny]

05aul£oxepal Mooy Jouoyzo.

BOIUOJOJ BOTWIYOOLE IOV

‘(] zozsieq

0539u[Ao)epal NISIIWOY YoUOFZd

BOIUO[OJ EOTWIYOOIg B0y

[ YoJormsny

elosun y

ewsidosezd eMzeN

31U I OYSIMZEN]

HOAMOMNVN WSIdOSVZD HOANZDINVYDVZ 90T HOXMOLVE HOANLADM VAT HOVAVY/HOVLILINOM M IVIZA[] '6

VII.17






