SPRAWOZDANIE Z REALIZACJI ZADA N BADAWCZYCH

1. MOLEKULARNE | CYTOGENETYCZNE BADANIA CHOROB GENE TYCZNYCH

Mapowanie i analiza mutacji w genach warunkugcych choroby rzeskopochodne
(PCDI/KS, RP).
K. Voelkel M. Geremeky. Skrzypczak, E. Rutkiewicz, E. @kiewicz, M. Witt

Zakonczono analiz zmian w genach #cych w obegbie regionie chromosomu 15q
sprzzonym z Zespotem Kartagenera — pra&equence analysis of 21 genes located in the
Kartagener syndrome linkage region on chromosontg, I#zyj¢ta do druku wEur J Human
Genetics. Kontynuowano poszukiwanie mutacji w kolejnych ekasdm genow DNAH5
i DNAI1 u polskich chorych na PCD/KS. Wyniki badgrzedstawiono na Il Polskim
Kongresie Genetyki w Warszawie (18-28 w#rm@) w postaci dwoch doniesieustnych:
.Genetic background of PCD in Polish patients” ¢Kiewicz, Skrzypczak, Voelkel,
Rutkiewicz, Geremek, Diehl, Wijmenga, Witt) i ,Sehrfor possible association of PCD/KS
with the most frequent CFTR mutations: a Polishdgtu (Skrzypczak, Rutkiewicz,
Pogorzelski, Witt, Ztkiewicz) oraz dwdch plakatow: ,DNAH5 gene mutasom Polish
patients with PCD” (Skrzypczak, Voelkel, RutkiewicZictkiewicz, Witt) i ,Mutacje genu
DNAIL1 u polskich pacjentéw z pierwaindyskinea rzesek” (Voelkel, Rutkiewicz, Witt,
Zietkiewicz). Przeprowadzono anainowej mutacji w 3 intronie genu DNAI2 (wspotpraca
z grum Omrana, Freiburg) — badania nie wykazaly obécntej zmiany u ~120 polskich
chorych na PCD. Nawzano wspOtpracw zakresie pozyskiwania materiatu od chorych na
retinitis pigmentosa z objawami ze strony uktaddeszhowego (prof. Szaflik, Warszawa)

Analiza molekularna genu /CFTR/ w populacji polskig.
E. Rutkiewicz, E. Zgtkiewicz, M. Witt

Uzupetniono panel przebadanych mutacji genu CFT&R3@) u 70 polskich chorych na
mukowiscydoz, u ktérych daid nie znaleziono dwdch mutacji. Uzupetniono danesalve
chorych (wspotpraca z dr Pogorzelskim, IChP w Ralbhgazeprowadzono wgbna analiz
gradientu wysfpowania mutacjiCFTR w populacji polskiej. Przebadano 73 nowe osoby
z podejrzeniem CF: u 9 stwierdzono genotyp F50886Bdel, u 5 wykryto dwie inne mutacje,
u 6 wykryto jeda mutacg. Wsréd 6 oséb badanych w kierunku nosicielstwa mutgejiu
CYTR, zidentyfikowano je u 3 o0sOb. d 61 o0sOb z nieptoddoia meska u dwoch
stwierdzono obecrio jednej kopii mutacji F508del.

Analiza aberracji chromosomowych pojawiapcych se w procesie starzenia oraz
w chorobach rozrostowych wieku dzieaicego.
A. Wojda, E. Zgtkiewicz,M. Mossakowska, J. Wachowi&k, Witt

Kontynuowano badania zmian cytogenetycznychyzanych z procesem starzenia. Wyniki
w postaci plakatu Badanie zalénosci poziomu aberracji chromosomowych od wieku i:ptci
analiza cytogenetyczna limfocytdow krwi oséb 100iét" (Wojda, Zktkiewicz, Witt)
przedstawiono na Il Kongresie Genetyki Polskiej \arézawie. Rozpoem badania wptywu
stresu na zmiany cytogenetyczne w limfocytach lalvodowej ngzczyzn i kobiet z rénych
grup wiekowych (nowy grant zamawiany — K143/P01/200



Badanie tla haplotypowego mutacji powodugcych wybrane choroby genetyczne
w populacji polskiej.
E. Zietkiewicz, E. Rutkiewicz, U. Skrzypczak, K. Voe|kdl. Witt

Kontynuowano genotypowanie ¢stych, neutralnych polimorfizow a¢znie 20 SNP)
w obrbie genuDNAHS5 w rodzinach z PCD/KS. Anakzhaplotypow ztaonych z 12 SNP
stanowicych tto znalezionych mutacji umlowita wytypowanie podgrup badanych, u ktérych
— ze wzgédu na podobigstwo haplotypu — spodziewane jest vepstwanie wspolnych mutacji
w DNAHS.

Badanie ilasciowe chimeryzmu komorkowego oraz choroby resztkowel dzieci z ALL po
transplantacji szpiku kostnego.
M. Dawidowska, J. Jotkowskal. Szczepsski, J. Wachowiakyl. Witt

W 2007 roku prowadzono detekcj identyfikacg rearamacji gendéw immunoglobulin
i receptorow limfocytow T (Ig/TCR) w grupie 18 deiez ostn biataczly limfoblastyczn.
Rearanacje genow Ig/TCR wykrywano poprzez screening-PERdukty PCR poddawano
analizie heterodupleksow w celu oceny klonatmorearanacji. Klonalne produkty PCR
sekwencjonowano. Uzyskane sekwencje pacjentow pondano z  sekwencjami
germinalnymi genow Ig i TCR daginymi w bazach danych VBASE i IMGT. Analizie
homologii porownywanych sekwencji sidy programy DNAPLOT i SegMan (pakiet DNA-
StarLasergene v6). Detekdj ocerg klonalngci rearatacji genow Ig/TCR przeprowadzono
W grupie 68 pacjentow. dcznie w badanej grupie wykryto 233 klonalne reaaaje gendéw
Ig/TCR: 67 IGH, 39 IGK-Kde, 49 TCRD 16 TCRD/A 58 TCRG oraz 4TCRB Ponadto,
w badanej grupie zidentyfikowano 199 reas@s)i gendéw Ig/TCR: 53GH, 38 IGK-Kde, 49
TCRD 12 TCRD/A 46 TCRG oraz 1 TCRB Zidentyfikowane rearaacje Ig/TCR (ij.
sekwencja zicz medzy zrearamowanymi genami) stanowipotencjalne markery do oznaéze
ilosciowych pozioméw minimalnej choroby resztkowej vakeji PCR w czasie rzeczywistym.

W 2007 roku badaniami chimeryzmu ety 7 dzieci z ALL, oznaczenia chimeryzmu
kontynuowano u 5 dzieci. Harmonogram had#bejmowat: oznaczenia chimeryzmu 1 raz
w tygodniu do100 dnia po transplantacji oraz intensywne monwame w przypadku
pacjentow, u ktérych wykryto chimeryzm mieszany (MClub podejrzewano
wznowe/odrzucenie przeszczepu: 1 raz w tygodniu do uayaskpetnego chimeryzmu (CC)
w dwéch kolejnych badaniach. Badania sdimwe chimeryzmu prowadzono metod
wykorzystupca polimorfizm markeréw mikrosatelitarnych (STR). @t@ryzm oznaczono
u 11/12 dzieci (u 1 pacjenta oczekiwano na matgratransplantacji). U 10/11 pacjentéw
kazdorazowo stwierdzano petny chimeryzm, co korelowastanem remisji hematologiczne]
(1/10 pacjentéw zmart w remisji z powodu niewyddairioprzeszczepionego szpiku; u 1/10
pacjentow w +134 dniu po transplantacji waysto podejrzenie wznowy lub odrzucenia
przeszczepu, co nie znalazto potwierdzenia w badehimeryzmu (CC). U 1/11 pacjentow
stwierdzono nasgpujaca kinetyke zmian chimeryzmu: CC (+21); CC (+28), 1-5% genatyp
biorcy (+37); 1-5% genotypu biorcy (+48); 5-10% ggpu biorcy (+65); CC (+83, +114,
+133) przez caty czas pacjent pozostawat, i nadabgtaje, w remis;ji.



2. BADANIA STRUKTURY | FUNKCJI KWASOW NUKLEINOWYCH

Molekularne podtoze nowotworow jelita grubego.
A.Ptawski, M. Podralska, D. Lipiski, R. Stomski

Wystepowanie Zespotu Peutz-Jeghersa PJS (Peutz-Jeggadso®ie) zwizane jest
z mutacjami w genieSTK11 (LKB1) kodupcym kinaz serynowo-treoninow Zebrano
materiat od 40 chorych PJS i czionkow ich rodzichasakteryzowano przebieg choroby
u polskich chorych, scharakteryzowano spektrum ojutgenu STK11 Wedtug danych
literaturowych w genieLKB1 (STK1) znaleziono ponad 160 mutacji powaoglyjch
wystepowanie PJS. Mutacje gerilKB1 wystpuja u ponad 70% pacjentéw z rodzinnym
wystepowaniem choroby i u 30-70% ze sporadycznymi prdigaeni choroby. W wyniku
analizy polskich pacjentow u 9 przeanalizowano vgsze 4 eksony i wykryto 4 mutacje
punktowe.

Polipowat@é¢ mitodzieacza (JPSjuvenile polyposis syndromgest predyspozygj do
wystepowania polipow mtodzieczych w uktadzie pokarmowym. Wygtowanie choroby jest
warunkowane mutacjami w genaddMPR1A i SMAD4 (DPC4. W minionym roku,
utworzono bank DNA chorych z polipowatta mtodzieicza. Obecnie w banku znajdugie
prébki DNA pochodzce z 14 rodzin, u ktoérych rozpoznano polipowatmtodziericza. Baza
danych zawiera rownieinformacje dotyczce wywiadu rodzinnego oraz dane o przebiegu
choroby, ktore przygotowywane, przez kliniki i szpitale kwalifikujce chorych do bada
genetycznych. W analizie gen6®MAD4 i BMPR1A oraz PTEN stwierdzono 5 mutacji,
w tym trzy substytucje i dwie delecje. Dwie mutazjejdowaty si w genieBMPR1A dwie
w genieSMADA4i jedna w geniePTEN W genieBMPR1Awykryte mutacje prowadzity do
przedwczesnej terminacji translacji. Byly zlokalwane w eksonie 5 odpowiadaym
pozakomorkowej cgci receptora oraz w eksonie 7, ktory koduje dognenaktywndci
kinazowej. W genieSMAD4 mutacje wykryto w eksonach 4 i 11. Analiza geRTEN
umazliwita wykrycie mutacji u pacjenta 1003. Transwersp3 nukleotydu T na A,
prowadaca do zmiany kodonu TTA na kodon stop spowodowatgwczesne skrocenie
produktu biatkowego. Mutacja zlokalizowana jest wtdfminalnej czsci biatka. Substytucja
63T>A jest pierwsz mutacy wykryta u polskiego pacjenta z zespotem Cowdena. Wykonanie
analizy molekularnej genlPTEN moze pozwolé na unikngcie bkdow zwhzanych
z postawieniem diagnozy.

Optymalizacja diagnostyki molekularnej dystrofii migsniowej Duchenne’a/Beckera,
choroby Lesniowskiego-Crohna, raka rdzeniastego tarczycy i pgbowatosci jelita
grubego.

M. Kaczmarek, J. Hoppe-Gebiewska, A. Ptawski, M. Podralska, L. Jakubowska,
M. Szalata, R. Stomski

W Banku DNA pacjentow z rodzignpolipowatdcia jelita grubego zebrano prébki od
340 rodzin, uzyskar ponad 700 probek DNA. G&PC poddano analizie u 300 probantow.
Zidentyfikowano 74 mutacji punktowych w 124 rodzitha FAP. Sp&rod nich 34 mutacjeas
charakterystyczne tylko dla populacji polskiej. §8d wykrytych mutacji siedem wygiuje
w dwdch lub wekszej liczbie rodzin. Wygpowanie rearaiacji genuAPC analizowano w 95
rodzinach, wykryto 24 rearaacje, w tym w dwoch przypadkach catkoyidelecg genu
APC.

W przypadku dystrofii ngisniowej Duchenne’a-Beckera wprowadzono nawchnile —
MLPA (ang. multiplex ligation dependent probe amplificafjamimazliwiajaca identyfikacg



prawie 100% delecji oraz duplikacji. Metoda MLPA zp@la réwnie identyfikowa
nosicielstwo tego typu mutacji u kobiet w sposozpgméredni. Réwnoczaie dla chorych,
u ktérych nie wykryto delecji i duplikacji prowadza jest analiza 32 eksonéw poatem
wystepowania mutacji punktowych (PCR-SSCP, PCR-HD, sekyomowanie DNA).
U kobiet z rodzin chorych przeprowadzono aralizosicielstwa w oparciu o anajiz
markeréw genetycznych typu STR pzdoych w ob¢bie genuDMD. W celu podwyszenia
czutcsci tej metody oraz polepszenia peweciovyniku wprowadzono kolejne 3 markery.

Diagnostyka molekularna gerRET w rodzinach z dziedzicznym rakiem rdzeniastym
tarczycy jest prowadzona dla chorych z rozpoznarkignicznym raka rdzeniastego, zespotu
MEN2A i MEN2B oraz cztonkéw ich rodzin, grupa badanbejmuje 300 osOb. Anadiz
objeto 6 eksonéw genRET, w ktdérych najczsciej wystpuja mutacje (eksony: 10, 11, 13,
14, 15, 16). Analizy prowadzone przy zastosowaniu technik przesiewowych (PCR-SSCP)
sekwencjonowania DNA i sekwencjonowania w czassezywistym.

W przypadku diagnostyki choroby sm@owskiego-Crohna analizowano polimorfizmy
gendw CARD15/NOD2(P268S, R702W, G908R, 1007fsinsCPLG5 (R30Q, A1490V).
Prowadzono analizy przesiewowe eksonu 10 i 13 gdrB5. Badaniom poddano gre296
0s6b chorych na chorebLesniowskiego-Crohna z rodzinami i 200 geupopulacyjn.
Badania obejmowaty anaiZ CR-SSCP, sekwencjonowanie oraz pirosekwencjorniewan

Profile ekspresji gendw w ¢tniaku aorty brzusznej i w niedroznosci aortalno-biodrowej,
oceniane technilag macierzy cDNA Atlas.

A. Korcz, J. Mikotajczyk-Stecynayl. Gabriel, G. Oszkinis, H. Witucka-Wall, K. Paezgk,
R. Stomski

Celem bada byta prébaporéwnania d¢tniaka aorty brzusznej i niednoosci aortalno-
biodrowej (zespotu Leriche’a) poprzez analiprofili ekspresji genéw metadmacierzy
cDNA Atlas. Materiat biologiczny stanowity probkciany aorty brzusznej od 12 chorych
z tetniakiem aorty brzusznej, 8 z niedrmscia aortalno-biodrow oraz od 5 dawcow
narzadow. Catkowity RNA izolowano z tkanki aorty i poddano odwrotnej transkrypciji,
a nastpnie hybrydyzowano do macierzy cDNA Atlas. Wygahiono grug 36 gendw (20
z grupy ,cardiovascular’ oraz 16 genow stresu) ajgrych znamiennej statystycznie
zraznicowanej ekspresji na poziomie mRNA w badanychostdmiach. Wyniki analizy
otrzymanych profili ekspresji gendéw wthiaku aorty brzusznej i niedrnosci aortalno-
biodrowej wskazuj na szczegllne znaczenie gendéw warwgdygh stan zapalny
i przebudow macierzy zewstrzkomorkowej w obu schorzeniach.

Polimorfizm insercyjno-delecyjny ACE a ryzyko wysgpienia tetniaka aorty brzusznej
lub zespotu Leriche’a.

A. Korcz, J. Mikotajczyk-StecynaM. Gabriel, G. Oszkinis, M. Zowczak-Drabarczyk,
K. PawlaczykR. Stomski

Celem prezentowanych badabyto okrélenie, czy istnieje asocjacja pagdezy
okreslonym genotypenACE a wyshpieniem ttniaka aorty brzusznej lub zespotu Leriche’a.

Genotypy ACE (I/l, I/D, DID) zostaty scharakteryzowane w czterech grupach: 133
pacjentow z AAA, 152 pacjentéw z AIOD, 152 osobgrapy kontrolnej i 392 osoby z grupy
populacyjnej. Na podstawie analizy genotypowedstaci alleli stwierdzonoze polimorfizm
insercyjno — delecyjny genfiCE nie jest czynnikiem podatsa dla zespotu Leriche’a, ale



moze by istotnym czynnikiem ryzyka dla powstanigtniaka aorty brzusznej przy
wspotistniegcym nadddnieniu u chorych.

Zastosowanie badé cytogenetycznych w transgenezie zwiegiz
D. Lipiaski, E. Maly, M. Kaczmarek, J. Hoppe-Gdiiewska, R. Stomski

Techniki cytogenetyczne wykorzystano w analizie erait transgenicznych: krolikow
rodu WAPhGH i WAPFUCswin rodu CMVFUT oraz krolikow podwojnie transgeniczhyc
WAPhGH:WAPFUC. W wyniku przeprowadzonej analizy ainwe bylo wytonienie
osobnikow ze stabilnie wbudowanym transgenem w igeagorawidtowym Kkariotypie oraz
podziat osobnikbw na homozygotyczne i heterozygotgc Wykazano nagiujaca
lokalizacg transgenow: u krolikow WAPhGH - 7926-27, u krohk&/APFUC - 11g13-14, u
swin CMVFUT - 14928. Wykazano wplyw ekspresji transgema jego struktur
chromatynow, gdyz u krolikbw w badanych fibroblastach transgeny utayéy petle (brak
ekspres;ji), natomiast féwin sygnaty FISH obecne byly w postaci punktow (jdsipeesja).
Analiza wynikbw 3D FISH za pomactestu Manna-Whitney’'a patenia transgenu
u krolikow WAPhGH w poréwnaniu zéviniami CMVFUT wykazata, i w ptaszczynie xy
u swin istnieje preferencja lokalizacji transgenu zbji srodka pdra w poréwnaniu
z krélikiem, gdzie sygnat lokalizujecsblizej brzegu 4dra. Przy pomocy testyf wykazano,
ze potaenie sygnatu wadrze nie jest przypadkowe i u obydwu gatunkéw zaowe
preferenag do okrélonej lokalizacji transgenu.

Przygotowywanie konstrukcji genowych do ekspresji gnéw cziowieka u transge-
nicznych zwierzt.
D. Lipinski, A. Ptawski, M. Szalatal. ZeylandE. Maty, R. Stomski

Na potrzeby ksenotransplantacji przygotowane zpstaky konstrukcje genowe
zawierajce sekwencje kodage CD46, CD55 oraz CD59 - wybranych czynnikéw
odpowiedzialnych za regulacjukiadu dopetniacza. Na matrycy catkowitego RNA
syntetyzowano jednoniciowy cDNA w reakcji odwrotngpnskrypcji z zastosowaniem
starterow oligo(dT) i enzymu odwrotnej transkryptaPrzygotowano konstrukcje genowe
pCD46-GFPBsd (7070 pz), pCD55-GFPBsd (7142 pz) @@b59-GFPBsd (6389 pz)
zawierajce sekwengj kodujpca czynnika CD46, CD55 lub CD59 pod kontrgdromotora
zapewniaggcego ogolnoustrojoyv ekspresj transgenu. Prawidlowié sekwencji zostata
potwierdzona przez sekwencjonowanie.

Badania nad mechanizmem regulacji translacji w spenatogenezie cztowieka, zammym
od struktury regionéw 3'UTR mRNA — testowanie oddzatywan kandydujacych mRNA
z biatkami NANOS1 i PUMILIO2 w retardacji zelowej (kontynuacja).

L. Tomczyk, A. Spik, J. Jaruzelska

W warunkachn vitro biatko PUMILIO2 tworzy kompleks z mRNA kodigym Spindlirg
- czynnik progresji mejotycznej i mitotycznej kore&r germinalnych. Retardacjgelowa
W powigzaniu z testem kompetycji pokazat®, wiazanie s PUMILIO2 z regionem 3'UTR
MRNA Spindliny zawieragcym motywy GUUGU(A) oraz AUUGUA(B) w uktadzie
A1B1A2B2 jest specyficzne. Ponadto, biatko PUMILIG®2ykazywato istotnie stabsze
powinowactwo z mutantami, niz 3'UTR typu dzikiego. Co wkcej, powinowactwo



PUMILIO2 z mutantami Al i B1 byto znacznie stabsie z mutantami A2 | B2. Wyniki te
pokazuj, ze motywy A i B, a w szczegoldo Al i Bl g istotne dla wjzania s¢ biatka
PUMILIO2 z mRNA Spindliny Celem naspnego etapu badabcdzie pokazanie, czy
w tworzeniu s¢ kompleksu PUMILIO2 z mRNASpindlinyuczestniczy biatko NANOS1.

Proba wyjasnienia funkcji biatka NANOS1 w komérkach meskiej linii germinalnej
cztowieka poprzez analig interakcji z biatkami ptodnosci, z zastosowaniem ko-
immunoprecypitacji oraz fluoroimmunohistochemii.

B. Ginter-Matuszewska, K. Kusz, J. Jaruzelska

Droga ko-immunoprecypitacji z transfekowanych ludzkictomdrek somatycznych
wykazanoze biatko NANOS1, podobnie do biatka PUMILIOZ2, twprzompleks z helikag
RNA Gemin3. Helikaza ta stanowi zakonserwowany o#ynbiogenezy microRNAs.
Zastosowanie techniki fluoroimmunohistochemicznej skrawkach gonady ¢skiej
cztowieka pokazatoze kompleksy Gemin3-PUMILIO2 oraz Gemin3-NANOS1 atecs
w cytoplazmatycznym regionie okotedrowym spermatogonii, spermatocytow oraz
okragtych spermatyd. Co wtej, w stadium pénych spermatocytdéw oraz akpych
spermatyd kompleksy te ulegajkondensacji tworg struktuge przypominajca ciato
chromatoidowe, opisane wargej jako struktug okoto-jadrowa obecra wytacznie w linii
meskiej ssakow. Cialo chromatoidowe uwaae jest za ewolucyjnpozostaté¢ plazmy
zarodkowej organizmow mszych, ktora determinuje komorki jako germinalnenk/nuacja
tych bada bedzie polegata na sprawdzeniu czy zidentyfikowarraksiira okoto-gdrowa
stanowi ciato chromatoidowe.

Rola gendw NANOS2 i NANOS3 w nieptodriei meskiej (kontynuacja).
K. Kusz, L. Tomczyk, J. Jaruzelska

Geny NANOSZ2 i NANOS3 zostaty poddane analizie wskich komorkach germinalnych
cztowieka. Metod northern wykazanoze gen NANOS2 ulega specyficznej ekspresji
w tkance gdra. Metod fluoroimmunohistochemiczn pokazano nagpnie, ze biatko
NANOS?2 obecne jest w prenatalnych gonocytach orémmorkach germinalnych dorostych
mezczyzn do stadium okgtych spermatyd vacznie. W grupie 214 nieptodnycheitzyzn
zidentyfikowano dwa heterozygotyczne warianty SERUNANOS2 u dwdch pacjentdéw
charakteryzujcych s¢ kryptozoospermai, u ktorych drugi allel byt typu dzikiego. Jeden
z wariantbw SSCP spowodowany byt mu4akj68Q, podczas gdy drugi mutadd109H.
Zadna z tych mutacji nie byta obecna w kontrolnejpig 400 ptodnych giczyzn. Mutacji
H68Q towarzyszyta mikrodelecja w regionie AZF chasomu Y. Pokazanage rowniez gen
NANOS3ulega specyficznej ekspresji w tkanadrp. Na drodze analizy SSCP w tej samej
grupie pacjentow zidentyfikowano dwa heterozygotygcavarianty gentNANOS3 z ktérych
kazdy wystpowat u jednego pacjenta. Jeden wariant spowodowsghynutacy insGly171-
172 podczas gdy drugi mutacjlVS1+25delG. Obie mutacje wygiowaly poza
zakonserwowandomen, palcéw cynkowych i nie bylty obecne w grupie kofrigp. Analiza
rodowodéw pacjentdwdalzie konieczna by rozstrzygiiczy mutacje wykryte u pacjentéw s
przyczyra nieptodnadci meskiej.



Analiza oddziatywan biatko-biatko pomigedzy Snapim a biatkiem NANOS1 i PUMILIO2
w kontekscie réznicowania komoérek meskiej linii germinalnej cztowieka.
B. Ginter-MatuszewskaA. Rembiszewska, Jaruzelska

Interakcja biatka Snapiny z biatkami PUMILI@2az NANOSL1 zidentyfikowana zostata
w screeningu biblioteki cDNAagra cztowieka w dwu-hybrydowym systemie zhidowym
I poddano 3 dalszej analizie w skrawkachdra z zastosowaniem fluoroimmunohistochemii
oraz specyficznych przeciwciat. W ten sposéb pokazao raz pierwszyze Snapina ulega
ekspresji w komérkach germinalnych. Pokazano panadtSnapina kolokalizuje z biatkami
PUMILIO2 i NANOS1 w cytoplazmie prenatalnych gontimy oraz w regionie okoto-
jadrowym cytoplazmy komoérek spermatogenetycznych: rrspogonii, spermatocytow
i okragtych spermatyd. Wyniki te magznaczé, odmienn niz dotad opisam role Snapiny w
organizmach ssakow. D&Xi obecndci domeny typu Coiled-Coil mogtaby petnirole
modulatora pomedzy kompleksem NANOS1-PUMILIO2 a innymi oddziajcymi z nim
biatkami.

Allel D polimorfizmu ACE I/D jest niezalenym i specyficznym czynnikiem ryzyka
progres;ji retinopatii wczesniakow (ang.retinopathy of prematurity;ROP)
E. Strauss A. Gotz-Wickowska, J. Gadzinowsk, Pawlak

Zbadano 100 dzieci urodzonych przed 30 tygodniegzycu ktérych przebieg kliniczny
oceniono w okresie pierwszych 3 migsizycia, oraz 238 0s0b z populacji polskiej. Genotyp
ACE oceniono metoda PCR.

Stwierdzone estasci alleli i genotypdwACE 1I/D w badanej grupie dzieci (all&: 0,5;
genotypy:ll 20,4%;ID 53,1% iDD 26,5%) byly zgodne z rozktadem Hardy’ego-Weinberga
i nie odbiegaty istotnie od egtasci stwierdzonych w grupie populacyjnej (odpowiednio
0,49; 27,3%; 47,5%; 25,2%). Obserwowano posepry czestasé nosicieli allela ACE
D zarbwno w calej grupie dzieci, u ktorych wysta retinopatia (leczonych i z remisj
samoistn), jak i w podgrupie dzieci z ROP wymagaym leczenia. Ggtas¢ nosicieli allela
ACE Du dzieci leczonych okazatacst,9-krotnie wysza w porownaniu do egtasci u dzieci
nieleczonych (p=0,03). Genotyp&CE ID+DD, okazaly si niezalenymi predyktorami
progresji ROP, ktérych wpltyw na ryzyko progresji magit 3%. Nie wykazano asocjacji
genotypow ACE z takimi niezalenymi czynnikami ryzyka ROP jak catkowity okres
tlenoterapii i wiek cizowy, jak réwnig z mag urodzeniow, chorobami wspotistniegymi
i parametrami leczenia.

Nosicielstwo alleleACE D stanowi istotny czynnik warunkagy gorszy przebieg ROP, co
jest zgodne =z wcZneiejszymi obserwacjami. Nie potwierdzono asocjacjicdzy
wystapieniem ROP a genotypeACE Il. Ponadto wykazanage wptyw genotypdwACE na
przebieg ROP jest niezaley od pozostatych czynnikow ryzyka.

Badania nad genetylg zespotoéw ogpiennych: choroby Alzheimera, ogpien czotowo-
skroniowych oraz tagodnych zaburzé& poznawczych.
A. Kowalska M. Wender, W. Kozubski

We wspotpracy z Prince of Wales Medical Researdcdtitlie w Sydney, Australia
(A.Luty, P.R.SchofieJdorzeprowadzono screening mutacji w wytonionym &niej metod
analizy sprzzen regionie ramienia krotkiego chromosomu 9. Do badgselekcjonowano
grupe 8 chorych z wczegnpostack FTD. W analizowanym regionie genomu nie wykryto



mutacji warunkujcych FTD. W tym samym czasie wysitki innych grupdaaczych
zaowocowalty identyfikagjnowego genu w pozycji 9p13.2-21.3 2mnanego z etiopatogenez
ALS/FTD. Nadal pozostaje kontrowersyjna rola zmmen genetycznej APOE
w patogenezie FTD. W catej zebranej ggbigrupie 22 chorych z FTD przeprowadzono
analiz rozktadu genotypow APOE. €ztasci homo- i heterozygot alleli APOE*2 i APOE*4
nie odbiegaty znaezo od tych obserwowanych w grupie kontrolnej.

Rozpoczto przygotowania do proby zastosowania mikromagigeoenergetycznych
RNA do detekcji mutacji patogennych oraz oceny biggpidw H1/H2 gentMAPT u chorych
z r&znymi postaciami tauopatii - choréb neurodegeneraeyj uwarunkowanych patolagi
biatka tau.

Badania nad genetylg chordb przyzgbia i ich roli w etiopatogenezie chorob
wieloczynnikowych zwgzanych z wiekiem podesziym (age-related disorders).
A. Kowalska A. Kurhaiska-Flisykowska, J. Jeszka, M. Wyganowska, J. Stopa

Choroby przyzbia (periodontopatie)asistotnym czynnikiem ryzyka w rozwoju wielu
choréb zwizanych z podesztym wiekiemade-related disorde)s stanowi tez powazny
problem medyczno-spoteczny. Periodontopatie usvarunkowane wieloczynnikowo, ich
podiaze genetyczne nadal pozostaje nieznane. Poszukiganietycznych §rodowiskowych
czynnikbw ryzyka wydaje si by¢ kluczowe zaréwno dla zrozumienia mechanizmow
patogenezy tych chordb, jak i dla rozwoju metodifaktyki i terapii genowej.

We wspéipracy z Klinik Stomatologii Zachowawczej i Periodontologii Unisetu
Medycznego w Poznaniu A( Kurhaiska-Flisykowska, M. Wyganowska, J. Sjopa
wyselekcjonowano 67 chorych z postaeigresywn (aggressive periodontitisn= 34) oraz
przewlekh (chronic periodontitisn= 33) periodontopatii. Oceny stanu prgyia dokonano
postuguac sk badaniem klinicznym i badaniem rentgenowskim, r@lspawie zdjcia
pantomograficznego. Badanie kliniczne obejmowat@ngcstanu higieny jamy ustnej na
podstawie wskanika odsetkowego powierzchni pokrytych biofilmenkteayjnym wg OLary,
badanie stanu ghienia z okréleniem wartéci liczby prochnicy PUW, ocenstanu dziset na
podstawie warteci wskanika Sulcus Bleeding Index wg Muhlemanna, pomiabagkdsci
kieszonek przygbnych (mm) za pomac periodontometru oraz oldlenie potaenia
klinicznego przyczepu atznotkankowego (wysoké recesji w mm). Na podstawie
pantomogramow stwierdzano zaawansowanie destrukajci wyrostka zbodotowego,
potozenie zmian, ich symetria take obecné¢ glebokich ubytkdéw kostnych. U wszystkich
chorych przeprowadzono ogesposobuwywienia za pomag metody 7-dniowego biscego
notowania spoywanej zywnosci (J. Jeszkp Rozpoczto analiz asocjacji genetycznych
wybranych polimorfizmow DNA w genachL-1A, IL-1B oraz APOE z postaci agresywn
i przewlekh choréb przygbia. Termin podsumowania wynikéw pierwszego etajpudaln
czerwiec 2008.



3. MOLEKULARNO-GENETYCZNE ASPEKTY CHOROB NOWOTW OROWYCH
| AUTOIMMUNIZACYJNYCH

Analiza mutacji i polimorfizmow w genie NBS1

-w ostrej biataczce limfoblastycznej u dzieci
M. Mosor, D. Januszkiewicz-Lewandowska, M.Pernak Nowak

Kontynuupc badania genu NBS1 w ostrych biataczkach u dzeeniono nagpujace
polimorfizmy ¢.102G>A, ¢.553G>C, ¢.1124+18C>T, &@II>C, c.2016A>G, c.2071-
30A/T. Genotyp TT polimorfizmu ¢.2071-30A/T wygpbwat znacgco czsciej w grupie
dzieci z ostg biataczly z poréwnaniu do grupy kontrolnej. Genotypowanigoimorfizmow
pozwolito wykazé zwiazek haplotypu GGCTAA i ACTCGT z ostiataczk (p=0.0038,
p<0.001 odpowiednio).

(Haplotypes and polymorphisms of the NBS1 genaildhmod acute lekemia. M. Mosor,
l. Zidtkowska, D. Januszkiewicz-Lewandowska, J.&kowraca rzygotowywana do druku)

-w raku krtani i mnogich nowotworach pierwotnych
l. Zidtkowska, M. Mosor M.WierzbickaD. Januszkiewicz-Lewandowska, J. Nowak

Zidentyfikowano 10 heterozygotycznych nosicieli amji p.1171V: 6 wrod 130 chorych
Z mnogimi nowotworami pierwotnymMultiple Primary Tumors MPT) w obebie glowy i
szyi (4.6%) i 4 w grupie 175 chorych z rakiem krtéh3%). W grupie kontrolnej, liczej
500 prébek, wykryto tylko jednego nosiciela mutgejll71V. Czstas¢ mutacji p.1171V
w grupie chorych z MPT (OR=24.6; Cl:2.9-202+0.0004) i rakiem krtani (OR=11.7,
Cl:1.3-105.2;P=0.0175) byta znacznie wgza w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Ponadto,
wsrdd chorych z MPT stwierdzono 2 nosicieli mutacp95N (1.7%), (OR=3.28; CI:0.295-
36.68; P=0.5601). W eksonie 10 genNBS1 zidentyfikowano now, heterozygotyczn
zmiarg ¢.1222A>G (p.K408E) u chorego z rakiem krtani. Mrealeziono nosiciela mutacji
p.R215W Ilub c¢.657_661delACAAA w badanych grupachorgbh. Uzyskane wyniki
wyraznie wskazuj, ze heterozygotyczna mutacja p.l1171V w gei#BS1 maze by
czynnikiem ryzyka w rozwoju nowotwordéw regionu ghpw szyi, zwlaszcza mnogich
nowotworéw pierwotnych.(Increased risk of larynx cancer in heterozygourmiees of the
1171V mutation of the NBS1 gene. |. Ziélkowskalvidsor, M. Wierzbicka, M. Rydzanicz, M.
Pernak-Schwarz, J. Nowak, Cancer Sci. 2007 Noy128:1701-5.)

-w raku piersi
K.Ranowski,D. Januszkiewicz-Lewandowska, M. Mosor, M. Perndk Nowak

W grupie 270 kobiet z rakiem piersi w 7 przypadkaegykazano mutagjw genie
NBS1 Mutacg 1171V w 5 eksonie stwierdzono w 5 przypadkach;stéé wystepowania
mutacji 1171V w grupie chorych z rakiem piersi bykatystycznie istotnie wgza
w poréwnaniu z grupkontrolm (OR:9,42: 95% CI:1.09-81.05; P=0.02). Germinaimutacg
1171V mazna uzné za znacacy czynnik ryzyka w rozwoju raka piersi, zwlaszez&obiet,
u ktérych w rodzinie krewne pierwszego stopnia zétewe byty wczéniej z powodu raka
piersi (OR: 6.00;95% CI: 0.98-38.07; P=0.04)



(K. Ranowski, D. Januszkiewicz-Lewandowska, M. Moso,&vhdk, M. Litwiniuk, J. Nowak
1171V germline mutation in the NBS1 gene signifigaimcreases risk of breast cancer.
Breast Cancer Res Treat. 20001 10.1007/s10549-007-9734-1.)

Badanie mutacji genu glukokinazy i pdrowego czynnika hepatocytow (HNF-)
w cukrzycy ciazowej typu MODY. Badania rodzinne.
M. Zurawek, D. Januszkiewicz-Lewandowska, Qtegowska,). Nowak

MODY2 zwiazana z mutacjami w genie glukokinaz@(K) jest jedm z najczscie]
spotykanych postaci cukrzycy MODY. Celem badbgto okr&lenie wystpowania cukrzycy
typu MODY2 w grupie kobiet z cukrzycciezarnych, poprzez ustalenie¢stasci mutacji
w genie GCK. W grupie 119 pacjentek z cukrayciczarnych spetniacych 3 spérod
wymienionych kryteriow: wiek <35 rokuaycia, wspotczynnik masy ciata przedhzi <25,
wzrost glikemii w dwugodzinnym §eie OGTT <4.6mmol/l, cukrzyca typu 2 lub/i cukrzyca
ciczarnych u krewnych 1° lub II° wykonano analizpolimorfizmu konformaciji
jednoniciowego DNA oraz sekwencjonowanie g&0K. U 11 (9%) spérdd 119 pacjentek
z cukrzy@ cigzarnych wykryto 7 zmian w geni&CK, 3 mutacje typu missens: G448fs,
E312Q, S383L oraz 4 zmiany w sekwencjach introndwyWyS2-12C>T, IVS3-8G>A,
IVS4+26C>A, IVS7-13A>G. Mutacje G448fs i E312Q sowo wykrytymi zmianami.
Roéwniez 4 warianty sekwencji intronowych nie zostaty gtbopisane w literaturze. W grupie
kontrolnej cezarnych o prawidiowej glikemii (n=210) nie zidentdwano zadnej
z opisanych zmian. Uzyskane wyniki wskaguje czstas¢ cukrzycy MODY2 w badanej
grupie kobiet z cukrzycciezarnych wynosi 2%.

(M. Zurawek, E. Wender- f@gowska, D. Januszkiewicz-Lewandowska, A. Zawijejska
J. Nowak. Wyspowanie cukrzycy MODY2 u kobiet z cukezgzzarnych - analiza mutacji
i polimorfizmow w genie glukokinazy. Diabetologialska 2007, vol. 14)

Analiza ilosciowa ekspresji genow /TERT i TERC /w wybranych nowtworach.
J. Nowak, M. Pernak T. Nowak, K. LewandowslK, Nowicka, J. Rembowska,
D. Januszkiewicz-Lewandowska

Dla oceny patiléciowej ekspresji TERC i TERT posiono sg¢ technikh PCR w czasie
rzeczywistym (real time PCR) z wykorzystaniem bakanSYBR green. W wkszaci
przypadkow uzyskiwano wysokie wasth C; dla TERT, co wskazuje na brak lub bardzo
niska ekspresj TERT w limfocytach krwi obwodowej. Wardoi C; TERT wahaty si od
30,06 do 36,97. Wartoi minimalne dla € TERC i B-aktyny byty zblizone i wynosity
odpowiednio 24,5 i 24,37, natomiast wadiomaksymalne odpowiednio 36,17 i 308@ednie
wartasci C; dla TERT, TERCu iB-aktyny w prawidiowych limfocytach krwi obwodowej
roznity si¢ istotnie statystycznie pordzy sola. Stwierdzono statystycznie istothezmice
w ekspresji hTERT i hTERC pogdzy komodrkami biataczkowymi ALL i ANLL
a prawidtowymi limfocytami krwi obwodowej. Na uwagastuguje wykazanie statystycznie
istotnej r@nicy w ekspresji N TERCf-aktyny pomé¢dzy komorkami ALL i ANLL. Ekspresja
hTERT nie ranita sk istotnie pom¢dzy komoérkami ALL i ANLL. Wysoka ekspresja hTERT
i hnTERC oceniana techrilPCR w czasie rzeczywistym gmstanowt uzupetniagcy marker
diagnostyczny ostrych biataczek dzieci.



Badanie amplifikacji MYCN, TERT, TERC oraz ekspresji MYCN, TERT, TERC,
hydroksylazy tyrozynowej i dekarboksylazy dopaminy dla okreslenia stopnia
zaawansowania i wyboru leczenia w zwojaku zarodkowy u dzieci.

D. Januszkiewicz-Lewandowska, M. Pernak, M. ZawadaRembowskaP. Maikowski,

J. Nowak

U 23 dzieci w wieku od 2 miegty do 9 lat ze zwojakiem zarodkowym przyyaiu
techniki hybrydyzacji in situ (FISH) wykazano w korkach guza amplifikagjpowyzej 10
kopii genu MYCN w 15/23 przypadkach. W 11/23 dzistwvierdzono obecr$é amplifikacii
powyzej 10 kopii genu MYCN w komorkach szpiku kostnedgd. 11 przebadanych
przypadkach neuroblastoma z IV stopniem zaawansawan9 wykazano podwigzory
wzgledna ekspresj hydroksylazy tyrozynowej, a w 7 przypadkach podsepra wzgledna
ekspresj dekarboksylazy dopaminy w komérkach guza. W komadink szpiku kostnego
amplifikacja MYCN korelowata z ekspresgenu hydroksylazy tyrozynowej. Na podstawie
uzyskanych wynikbw mma stwierdat, ze ekspresja hydroksylazy tyrozynowej jest
przydatnym markerem wskazaym na zajcie szpiku kostnego w przebiegu neuroblastoma.

Wystepowanie sekwencji pol, gag i env retrowirusa MSRYV «horych ze stwardnieniem
rozsianym.

M. Zawada, M. Pernak-Schwarz, D. Januszkiewicz-Lewdawska,. Liwes, K. Nowicka,
J. Rembowska, J. Nowak

Wsrod przebadanych 20 oséb z SM stwierdzonogkswon liczbe kopii sekwencjigag
i envMSRV w poréwnaniu z osobami zdrowymi. Liczba kogénugag MSRV wahata si
od 2 do 30 kopii naafro interfazowe, a liczba kopii gemvMSRYV byta w zakresie od 2 do
36. Dane te w powraniu z uprzednio uzyskanymi wynikami dotycymi zwickszonej
liczby kopii sekwencjipol MSRV u 60 osob z SM magsugerowa prawdopodobny udziat
wirusa MSRV w patogenezie stwardnienia rozsianego.

Ponadto, u 40 pacjentdw z SM stwierdzono ponadofile wiksz liczbe mikrojader
w poréwnaniu z osobami zdrowymi. Zakiszona liczba mikrader u os6b z SM
w poréwnaniu z osobami zdrowymi e swiadczye o niestabilnéci genomu chorych
na stwardnienie rozsiane. Stagujmetody mikrodysekcji i FISH dokonano identyfikacj
materiatu genetycznego@zi mikrojader jako pochodgych z chromosomoéw pary 1, 2, 3, 4,
141 X.

Poszukiwanie nowych rearasacji genoéw w T-ALL przy wykorzystaniu technik Fine
Tailing Comparative Genome Hybridisation (FT-CGH) i Ligation Mediated PCR (LM-
PCR).

A. Kalzna, G. Przybylski

Metodsa FT-CGH wykryto biallelicza delecg locus receptora alfa/delta limfocytéw T
(TRAD) obejmujca fragment chromosomu 14q o wietkd ok. 8 kb, oraz znajdaga Sie
bezpdrednio za i monoallelicza delecg o wielkdsci ok. 27 kb. Wykorzystuc metod
LM-PCR zamplifikowano miejscec¢fniecia, a analiza sekwencyjna uzyskanych produktéw
amplifikacji wykazata dwie dotychczas nieopisanearagracje: weksz, pomkdzy
segmentem zmiennymTRVA30 (21 706 725) a regionem 21 742 218, i znajclujsie
wewnmntrz niej mniejsz rearazacg pomkdzy TRVA30a regionem 21 714 582.



Obecnaé¢ obydwu reararacji w badanej probce T-ALL potwierdzono PCR zaiem
swoistych starterow na genomowym DNA. Mniejsearazaci wykryto rowniez w trzech
z czterech probek DNA z grasic obumartych ptodoéatpmiast w prawidtowych leukocytach
krwi obwodowej nie wykrytazadnej z badanych rearatji. Wykryte reararacje wydag Sic
by¢ wczesnymi rekombinacjami locu§RAD zachodzcymi fizjologicznie w trakcie
réznicowania tymocytoéw i ulegagymi delecji w dalszych etapach dojrzewania komdrek

Poszukiwanie nowych rearanacji genéw w T-ALL przy wykorzystaniu technik Fine
Tailing Comparative Genome Hybridisation (FT-CGH) i Ligation Mediated PCR (LM-
PCR).

A. Kalzna, G. Przybylski

Metods FT-CGH wykryto biallelicza delecg locus receptora alfa/delta limfocytow T
(TRAD) obejmujpca fragment chromosomu 14qg o wiefkkd ok. 8 kb, oraz znajdaga Si¢
bezpdrednio za ni monoallelicza delecg o wielkadsci ok. 27 kb. Wykorzystuc metod
LM-PCR zamplifikowano miejsceefniecia, a analiza sekwencyjna uzyskanych produktéw
amplifikacji wykazata dwie dotychczas nieopisanearagracje: weksz, pomkdzy
segmentem zmiennynTRVA30 (21 706 725) a regionem 21 742 218, i znajclujsi¢
wewnatrz niej mniejsz rearamaci pomikdzy TRVA30a regionem 21 714 582.

Obecné¢ obydwu reararacji w badanej prébce T-ALL potwierdzono PCR zyciem
swoistych starterow na genomowym DNA. Mniejsearazaci wykryto rowniez w trzech
z czterech prébek DNA z grasic obumartych ptodoéatpmiast w prawidtowych leukocytach
krwi obwodowej nie wykrytazadnej z badanych rearatji. Wykryte reararacje wydag Sic
by¢ wczesnymi rekombinacjami locu§RAD zachodzcymi fizjologicznie w trakcie
réznicowania tymocytoéw i ulegagymi delecji w dalszych etapach dojrzewania komdrek

4. BADANIA GENETYCZNE NIEPLODNO SCI ORAZ MECHANIZMY
PATOFIZJOLOGII ROZRODU

Badania ekspresji wybranych genéw w spermatogeneziztowieka
M. Biatas, P. Wojciechowskad\. RozwadowskaA. Borczyiska,D. Fiszer,W. Kosicki,
P. XdrzejczakM. Kurpisz

Przeprowadzono anadizilosciowej ekspresji gendw c-kit oraz SCF z wykorzysen
techniki PCR w czasie rzeczywistym, we frakcjacimkokowych izolowanych ze zdrowe;j
gonady, w homogenatach tkankowych z biopgjiey z azoospermioraz w nowotworach
jader. Ekspresja genu c-kit we wszystkich analizowangrupach byla wisza ni dla genu
SCF. Najwyszy poziom transkryptu dla genu c-kit obserwowan@mwpie nowotworow.
Mutacje w obgbie genu c-kit, bdacego protoonkogenem, mpgrowadz¢ do rozwoju zmian
nowotworowych na terenie gonady.

Dokonano take analizy poziomu ekspresji gendéw rodziny IL-1 wngdzie gryzoni
u osobnikbw mskich. Grug badam stanowity myszy kontrolne z prawidiaw
spermatogen@z oraz myszy z uptbedzory spermatogenaz z powodu czynnikéw
egzogennych (dziatanie busulfanu, cis-platyny oparlwyzszonej temperatury), a tak
uwarunkowa genetycznych. W warunkach PCR w czasie rzeczymistipkonano oceny



proporcji ekspresji IL-&/IL-1RA. U gryzoni z prawidtowymi gonadami zaobsemano ok.
20-krotra przewag ekspresji IL-bk nad IL-1RA. Przy catkowitym zablokowaniu
spermatogenezy busulfanem proporcja ta wzrastafgdad 500 krotnej przewagi ILeInad
IL-1RA. Przy zaburzeniach spermatogenezy na tleetyeanym, ekspresja ILelobnizata
sig, przy wzgkdnie stabilnej ekspresji IL-1RA. Jednak obserwowaal@znos¢ przewagi IL-
la nad ekspresjIL-1RA w normalnej gonadzie mysiej byta proparcatkowicie odwrota
w stosunku do obserwowanej w gonadzie ludzkiej.

Epidemiologiczne badania nieptodnéci meskiej.
M. Kamieniczna M. Frgczek A. HavrylukM. Kurpisz

Przeciwciata przeciwplemnikowe mog by¢ jedm 2z przyczyn nieptodriei
immunologicznej. Przebadano 145 probek od nieptodnkobiet i nezczyzn gtdwnie po
prébach wspomaganego rozrodu zZakamnych niepowodzeniem. Przy pomocyneoliniego
testu z paciorkami poliakryloamidowymi (IDIBT — lmdct Immunobead Binding Test)
zbadano 56 prébek surowic (24 od nieptodnych kob&2 od nieptodnych gxczyzn), 18
prébek okotoowulacyjnegéluzu szyjkowego oraz 36 probek plazmy nasiennejk®dgno
takze 35 oznacze przeciwciat przeciwplemnikowych bezgpednim testem IBT na
powierzchni plemnikow u nieptodnych eiczyzn (DIBT — Direct Immunobead Binding
Test). Badania te uzupetniono o petne analizy skmgiczne nasienia wg standardow WHO.
W pozytywnych probkach ok§mno topograk wiazania przeciwciat przeciwplemnikowych
do plemnikéw oraz izotyp przeciwciat. Probki zabezgono do dalszych baflav celu
okreslenia ich antygenowej reaktywém.

Patologia gder (wrgtrostwo, sket jadra, pdra ruchome) w wieku przedpokwitaniowym
doprowadza do zaindukowania przeciwciat przeciwpidgmwych, ktére mog utrzymywa
sic az do wieku dojrzatego. Badanie interakcji zachmyzh pomgdzy uktadem
immunologicznym a rozrodczym, na wczesnych etapaawoju osobniczego, me by
kluczowe dla zmniejszenia ryzyka wystenia nieptodnéci meskiej z przyczyn
immunologicznych. Poednim testem IBT (IDIBT - Indirect Immunobead Bing Test)
zbadano 46 surowic od chiopcédw przed pokwitaniebdwgie z wrgtrostwem. Badan
populacg stanowili gtdwnie chiopcy dmlacy w | fazie dojrzewania piciowego wg skali
Tannera. Wyselekcjonowane probki surowic zaostamykorzystane do identyfikacji
immunoreaktywnych antygenéw plemnikowych. Chtopcy, ktorych stwierdzono
wystepowanie przeciwciat przeciwplemnikowycleda prospektywnie monitorowani,zado
osiagniecia dojrzatdci piciowe).

W badaniach pilotowych stwierdzono zwragca uwag asocjacje pewnych alleli uktadu
HLA z wspotwystpowaniem przeciwciat przeciwplemnikowych.

Mechanizm stresu tlenowego jako przyczyna nieptodrci meskie;.
M. Frqczek G. Dworackj D. Sanocka, P.gllrzejczak, A. SzumatagKol, M. Kurpisz

Kontynuowano badanie wptywu stresu oksydacyjnegoasieniu, wywotanego infekgj
in vitro, na procesy apoptotyczne w gametackskich przy wykorzystaniu techniki
kometkowej i cytometrii przeptywowej z wykorzystam barwienia TUNEL. Spgodd dwdch
wybranych szczepdéw bakteryjnychEgcherichia coli oraz Bacteroides ureolyticys
najwickszy wptyw na fragmentagj DNA mialy bakterie beztlenowe, w szczegdicio
w odniesieniu do plemnikéw o lepszych parametrasimisologicznych. Uzyskane wyniki
stanowyi dowod na indukej apoptozy ejakulowanych plemnikbw w wyniku ich



bezpdredniego kontaktu z bakteriami lub ich toksynamiawet bez pg&rednictwa
reaktywnych pochodnych tlenu. Dodatkowo, analizaplikow z pozytywa reakci TUNEL
w mikroskopie fluorescencyjnym wykazata zwszory fragmentag w obrbie wstawki. To
interesujce spostrzeenie potwierdza zwkszora wrazliwos¢é mitochondrialnego DNA na
uszkodzenia oksydacyjne, co meadby¢ przyczyn szybszego kierowania plemnikéw na dyog
apoptozy.

Genetyczne podiae meskiej nieptodnadsci.
E. Wiland, M. Olszewska, M. Kurpisz

Podgto problematyk oceny topologii chromosoméw plemnikowych u zdrolwyc
meskich osobnikéw oraz z niepowodzeniami rozrodu (TEWanslokacje wzajemne).

Badano zaréwno liniowjak i radialra lokalizacg centromeréw chromosoméw 7, 9, X
oraz Y w plemnikach od czterecheiozyzn kontrolnych o prawidtowym kariotypie oraz
u sz@ciu nosicieli TCW: t(1;7), t(7;2), t(7;13), t(7;9%9;14) oraz t(4;13). Stwierdzonge
w jadrze komorkowym ludzkiego plemnika (ue¢hezyzn kontrolnych) prawdopodobnie
wystepuja migdzyosobnicze rinice w topologii centromeru chromosomu Y w obszarze
chromocentrum. Natomiast w poréwnaniu do plemnikagtczyzn kontrolnych, wadrach
komérkowych plemnikbw nosicieli translokacji (TCW)topologia chromosoméw
z translokagj byta zaburzona a obszar chromocentrum (w ktéryalizowano lokalizagj
centromerow wybranych chromosomow) byt rozszerzowy kierunku akrosomu.
Jednoczénie obecné& w jadrze komorkowym chromosomoéw z translokagaburzata
topologke innych chromosoméw ((X, Y)). Wyniki sugeayj ze nieprawidtowej
spermatogenezie wynikgiej z obecnéci chromosomow z translokagjmog towarzyszy
zmiany w wewatrzjadrowej architekturze ludzkiego plemnika.

Badanie komorek macierzystych cztowieka dla celéwetapii narzadowej
N. RozwadowskaZ. Czy , M. Biatas,W. Ruc#ski, A. Borczyska,M. Kurpisz

Badania ostatnich lat ujawnityz ikomorki macierzyste identyfikowane w gmiach
szkieletowych u gryzoni zawietaco najmniej kilka populacji komorek o zmicowanym
potencjale  proliferacyjnym, zdoldoach regeneracyjnych czy alovosciach
transr@nicowania. Okrgono tzw. komorki SP (ang. Side Population), czy D (ang.
Muscle Derived Stem Cells). Wykorzys{ajselekog w oparciu o rénice w czasie adhezji
komoérek otrzymano trzy oeglone populacje komorkowe: populacjvszesno-adherenin
mioblastéw oraz populacMDSC-podoba. Przeprowadzono anatiekspresji nagpujacych
genow: c-kit, CD-34 (markery komérek macierzystydlyHC, desmina (markery komorek
miesniowych), N-CAM (marker komoérek biecych udziat w procesie fuzji i przylegania)
w roznych punktach czasowych hodowli dla poszczegolmpagbulacji komorkowych, a téalk
réznice pomedzy populacjami. Stwierdzonoze populacja komorek wyizolowanych
z ludzkiego mgsnia szkieletowego jest heterogenna, a poziom eggpmarkerow
macierzystych komoérek mginiowych (desminy, N-CAM, MyHC) wykazuje zidicowanie
charakterystycznych zaieosci od momentu adhezji komérek oraz czasu trwanidoidi.
Wysoki poziom ekspresji dla genu CD-34 w populdpSC maze swiadczy o wysokim
odsetku zawart@i komorek satelitowych w tej populacji. Uzyskangniki sa wsttpem do
optymalizacji warunkoéw izolacji i hodowli komodrek tosowanych zaréwno
w daswiadczeniach transplantacyjnych jak i prébach kliniych.



Modyfikacje genetyczne macierzystych komaorek nggniowych — badania przedkliniczne.
M. Krupka, M. Biatas, N. RozwadowskaV. Ruciski, M. Kurpisz

Stosowane metody przeszczepu mioblastéw w regghesakodzonego pozawatowego
migsnia sercowego prowadzdo zmniejszenia obszaru blizny pozawatowe] oraprpoy
parametrow hemodynamicznych. #&s#enie przeszczepow komoérkowych oraz terapii
genowej umaliwi zmniejszeniesmiertelnagci implantowanych komoérek oraz polepszenie
ukrwienia mgsnia sercowego. Przeprowadzono optymaliggepcesu transfekcji. Uzyskano
przefciowo oraz stabilnie stransfekowatiniec mysich komorek C2C12 oraz transfekcj
przegciowa ludzkich mioblastéw, z wykorzystaniem konstrukgenowej wykazujcej
jednoczess nadekspresjdwoch czynnikow proangiogennych — ludzkiego VEG&zoFGF-

4. Transfekowane komorki w poréwnaniu do popul&gntrolnej wykazywaty zwikszone
tempo proliferacji, podwyszone wiaciwosci proangiogenne oraz zmniejsaoekspresj
genow biogcych udziat w miogenezie. Wykonano ek proby przeszczepu stabilnie
stransfekowanych komérek mysiej linii C2C12 orazegciowo transfekowanych ludzkich
mioblastéw do pozawatowego miokardium myszy. Pomadtvorzono konstrukejgenove
zawierajca ORF genu endotelialnej syntazy tlenku azotu (eN@Splazmidzie pCiNeo
(Promega), ktéra w pgdiejszych etapach dwiadcze, podobnie jak w przypadku VEGF,
bedzie odpowiedzialna za indukgprocesu angiogenezy.

5. GENETYCZNE ASPEKTY PODATNO SCI NA NOWOTWORY
A. Ocena indywidualnej podatndci zapadalndci na nowotwory.

Charakterystyka wybranych uszkodze chromosomoéw w liniach komaorkowych
chtoniaka Hodgkina oraz ptaskonabtonkowego raka krani.

M. Giefing, J. |. Martin-SuberoK. Kiwerska, M. Jarmd, R. Grenman, R. SiebeK, Szyfter

W ramach projektu przeanalizowano przyyeiu techniki array-CGH cztery linie
komdrkowe chtoniaka Hodgkina oraz trzy linie konmnle ptaskonabtonkowego raka krtani
(LSCC). Badanie to pozwolito na identyfikacjl7 dotychczas nieopisanych delecji
homozygotycznych w liniach komérkowych chitoniaka dgkina oraz 5 nowych deleciji
homozygotycznych w liniach ptaskonabtonkowego rakani. Pdrod gendéw ulegagych
utracie na skutek scharakteryzowanych delecji hggaycznych wskazano szereg nowych,
potencjalnych gendw supresji nowotworowej w t8BPT9 GNG7czy CYBBdla chtoniakow
Hodgkina orazSTK17Adla LSCC. Wykazano tak, ze delecje homozygotyczne szgstym
mechanizmem inaktywacji genu supresji nowotworo@&KN2A w LSCC. Dodatkowo
analiza ekspresji, analiza ontologii genow, seky@mavanie i analiza zidentyfikowanych
delecji homozygotycznych na gkiszej ilasci linii komorkowych pozwolity na sformutowanie
wniosku, ¥ inaktywacja wskazanych genow mgomie istotne znaczenie w patogenezie
badanych nowotworéw.



Poznanie mechanizmu powstawania wybranych translolgi chromosomowych
0 znhaczeniu prognostycznym w nowotworach gtowy i gz
M. Jarmuz, M. Giefing, M. Kostrzewska-Poczekaj, D. Brauze

Na podstawie wczaiejszych wynikow witasnych uzyskanych metodami ggtoetyki
klasycznej oraz techrikFISH do bada wybrano translokacje, w ktérych zaangaany jest
region 1113 oraz delecjnsercyjra w chromosomie pary 8. Reatatje chromosomoéw w
tych regionachsgpowiazane z krétkim czasem peaeia chorych na raka krtani.

Na dziex dzisiejszy trzy linie komérkowe wyprowadzone z gk@nabtonkowego raka
krtani (UT-SCC-11, UT-SCC-22, UT-SCC-34) zostatyganalizowane technilarray-CGH
0 wysokiej rozdzielczeei. Uzyskane w ten sposob informacje na temat znigei kopii
DNA pozwalaj na blizsze okrélenie miejsc pknig¢ chromosomow a co giz tym wize
takze na zidentyfikowanie gendw zlokalizowanych w zagog/anych regionach. Geny te,
potencjalnie g zdolne utworzy geny fuzyjne, ktore na skutek translokacji mdyc istotne
w procesie patogenezy ptaskonabtonkowych nowotworkwani. Dzeki wynikom
uzyskanym z array CGH wybrano BACi (sztuczne chreonoy bakteryjne) i fosmidy do
zmapowania punktow ¢hnie¢ w wybranych aberracjach chromosomowych oraz
przeprowadzono wgbne hybrydyzacje.

Znaczenie prognostyczne diagnostyki molekularnej wstanach przedrakowych krtani -
analiza utraty heterozygotyczndéci w dysplazjach i raku przedinwazyjnym.
K. Kiwerska, M. Rydzanicz, M. Kostrzewska-PoczekhjWierzbickaK. Szyfter

Zmiany przednowotworowe to zmiany morfologicznesate ze sodp zwigkszone ryzyko
wystapienia nowotworu zidiwego. Celem projektu jest korelacja cech genetych stanu
przedrakowego krtani z jego klinicznym obrazenangsformacj nowotworov.

Zgromadzono materiat kliniczny pochedy od 40 pacjentéw diagnozowanych pagdekn
wystapienia zmian od dysplazji do carcinonmasitu oraz 16 pacjentow z polipami (tagodna
Zmiana przerostowa, nienowotworowa), starmgwch grug referencyja. Zastosowano
technile PCR i analiz utraty heterozygotyczdoi (LOH) z wykorzystaniem markeréw
mikrosatelitarnych, zlokalizowanych w ramionach 3®p, 9p, 13q. Przeanalizowano
informatywna¢ 12 markerow mikrosatelitarnych i wyselekcjonowaréby do widciwego
badania LOH. Zaktczono analiz dla grupy polipdw ocenigg poziom LOH dla
poszczegolnych markerow: d3s1038 — 33% LOH, d3s1368%, d3s1317 — 25%, d3s1284
— brak LOH, d3s1234 — brak LOH, d3s1300 — 12.5% [ @861621 — brak LOH, d3s1568 —
12.5%, d8s264 — 25%, d9s1870 — 30% LOH, d13s158%; §113s1307 — 37%.

Identyfikacja nowych ongogendéw wybranych z silnie mplifikowanych regionow
w liniach komaérkowych raka krtani.
M. Kostrzewska-Poczekaj, M. JaryuM. Giefing, D. Brauze, K. Szyfter

Wysoka rozdzielcz& techniki array-CGH pozwala na precyzyjne dlerie miejsc
delecji i amplifikacji. W trzech przebadanych lidha ptaskonabtonkowego raka krtani na
duza uwag; zastuguje amplifikacja w regionie 11q13 (linia \$1GC-22) oraz 22q11-12 (linia
UT-SCC-11). W regionie 22g11-12 wytypowano dwa gemywysokim wspotczynniku
log2ratio: CRKL (v-crk sarcoma virus CT10 oncogene homolog (aviie): 1,53 i MAPK
(mitogen-activated protein kinase 1): 1,85, gdz#ée amplifikacg przy diploidalnej linii
komdrkowej uwaa sk juz wspoétczynnik 1, a za sinamplifikacg 1,32. Region ten zastuguje



na uwag, poniewa mniej precyzyjne badania za pomok&lasycznego CGH a tak
barwienia przeprowadzone do tej pory na tej liniykazywaly raczej dele¢j duzego
fragmentu chromosomu 22 zrjego amplifikacg.

W celu pomiaru stopnia amplifikacji badanych genstesujemy technik ilosciowego
PCR w czasie rzeczywistym, z wykorzystaniem betai@oglobuliny (B2M) jako
referencyjnej sekwencji DNA. GeB2M znajduje s ha chromosomie 15 i wedtug wynikow
array CGH nie jest dodatkowo amplifikowany (logivat0,07). Wsgpne wyniki sugeruj
zwickszory amplifikacg genuCRKLw wigkszasci badanych linii komorkowych.

Analiza utraty heterozygotyczndgci u pacjentdéw z ptaskonabtonkowym rakiem krtani.
K. Kiwerska M. WierzbickaK. Szyfter

W roku 2007 kontynuowano prace nad utrdeterozygotyczriwi w ptaskonabton-
kowych rakach krtani w regionach znanych lub domm@ieych gendéw supresorowych.
Badania uzupetniono o kolejne polimorficzne markemnykrosatelitarne, zlokalizowane
w regionach znanych gendéw supresorowych:d3s13IgiofregenuVHL), d3s1621 (region
genu RASSF), d7s643 (region geniNG3), d13s1307 (region genRbl) oraz d18s484
(region genuDCC). Analizy prowadzono na DNA wyizolowanym od 65 jestOw z krwi
obwodowej, guza (,a"), tkanki marginesu (,b”) i 1-thakroskopowo niezmienionych
wycinkow btonysluzowej pobranych z punktéw najbardziej odlegtychguza w preparacie
operacyjnym (,c’-nagténia, ,d’-tchawica). Dla markerow d3s1317, d7s64B3<i.307 oraz
d18s484 analizowano materiat od wszystkich pacjentdyskujc odpowiednio: 14, 57, 63
oraz 15% przypadkow informatywnych. Dla markerald2d przeanalizowano do tej pory
materiat od 61 pacjentow uzyskaj21% przypadkéw informatywnych.

Wyniki:
Marker LOH a LOH b LOH c LOHd
d3s1317 2/9 0 0 0
d3s1621 1/13 0 1/13 1/5
d7s643 5/37 5/37 3/37 1/24
d13s1307 15/41 7141 7140 0
d18s484 0 0 0 0

Prace w zakresie tego tematu zmiegZaj zakaczeniu i finalizacji prag doktorsk.

Analiza mutacji w geniepl6.
K. Kiwerska, M. Rydzanicz, K. Szyfté, Kram, W. Domagata

W 2007 roku zakaczono déwiadczenia w zakresie analizy mutacji w gemi&6
u pacjentow z ptaskonabtonkowym rakiem krtani. Brizowano grup 390 archiwalnych
prébek (materiat uzyskano z Pomorskiej Akademii Meahej w Szczecinie). W pierwszym
etapie przeprowadzono odparafinowanie otrzymanyepagratow a nagbnie izolacg DNA
ze wszystkich skrawkow. Jako megogrzesiewow zastosowano techrikPCR-SSCP.
Analizowano oba eksony gemil6 kazdy w dwdch fragmentach. Préby ze zmienionym
wzorem migracyjnym konformerow sekwencjonowano. a&myi w ukfadzie konformerow
wykryto w 67 probach (17%); po sekwencjonowaniu istdzono w 13 przypadkach
wystepowanie wgcej niz jednej zmiany. Ogotem zidentyfikowano 40zmgch zmian
w sekwencji kodujcej oraz 10 w sekwencji intronowej. 11 zmian wykryt eksonie 1, a 29
zmian w eksonie 2. ¥od tych zmian 20 to mutacje zmiany sensu, 10 tdaoj@ nie
zmieniapce aminokwasu, 9 to mutacje powaghg wprowadzace kodon ,stop” a 1 to znany



polimorfizm A148T. 32 zmiany to substytucje pojedygj zasady, 6 to zmiany delecyjne (1-
7 zasad) a kolejne 2 to duplikacje pojedynczej @as€zs¢ z wykrytych zmian to zmiany
znane, opisane wcggej w literaturze w rénych typach nowotworéw, w tym ekrtani,
natomiast cgs¢ to zmiany nowe, datl nieopisane.

Wplyw polimorfizmu receptora Ah na przezywalnosé¢ pacjentow z ptaskonabtonkowymi
rakami krtani.
M. Arndt, D. Brauze, K. Szyfter

Celem pracy jest ocena zah@sci miedzy wystpowaniem polimorfizméw receptora Ah
a czasem przgcia pacjentow z rakiem ptaskonabtonkowym krtanpewiazaniu z inicjacy
i dynamilky procesu nowotworowego z uwzdhieniem wptywu palenia tytoniu. Celem
dodatkowym jest znalezienie ewentualnych nowychinpaifizmow w obebie genu
kodujcego receptor Ah.

Materiat badawczy stanowi krew obwodowa pozyskand @acjentébw ze
zdiagnozowanym ptaskonabtonkowym nowotworem krtdestpnie za pomag izolacji
DNA oraz technik PCR i RFLP (enzym Hpy188I) orakvgencjonowania produktow PCR
prowadzona jest analiza polimorfizméw receptora Adraz korelacja obecnych
polimorfizméw z informagj kliniczna (palenie papieroséw, zastosowana terapia, nawroty
choroby, czas przgcia) uzyskiwan z Kliniki Otolaryngologii Uniwersytetu Medycznego
Poznaniu. Aktualna wiellkédé grupy badanej: 70 osob a docelowa: 140 osob.

Znaczenie receptora Ah w procesach prowadzych do transformacji nowotworowej.
D. Brauze

Z uwagi na kluczowe znaczenie AhR w kancerogenaewygvotywanej niektorymi
weglowodorami  aromatycznymi  (np. benzo/a/pirenem) zoraioksynami (TCDD)
kontynuowal$my badania wptywu rinych ligandow AhR na ekspresgwiazanych z tym
receptorem genow. Jednym z gendéw bémainio regulowanych przez receptor Ahzadye
polimeraza DNA kappa. Enzym ten potrafi przeproveadeplikacg DNA mimo obecnéci
adduktéw benzo(a)pirenu. Mimo waniejszych doniesie literaturowych dotyczcych
myszy i cztowieka, nie udato namestaobserwowa indukcji mMRNA polimerazy kappa w
watrobie szczuréw Sprague-Dawley traktowanych ligamid@ceptora Ah (metylocholantren,
B-naftoflawon, a-naftoflawon, TCDD). RownocZeie obserwowano indukgj ekspresji
MRNA innych gendw regulowanych przez receptor Ajfiqchromy P450 1A1, 1A2 i 1B1).
Dla wyeliminowania ewentualne mdic migdzyptciowych, poréwnano ekspregpolimerazy
kappa przez ligandy AhR u samic i samcow szczurdevpbserwujc wiekszych ranic. Na
obecnym etapie badarudno stwierda czy brak indukcji polimerazy kappa przez ligandy
AhR zwigzany jest z rgnicami medzygatunkowymi czy innymi czynnikami.

Wplyw czynnika Nrf2 na poziom oksydacyjnych uszkoden DNA w aspekcie
kancerogenezy chemiczne,j.
P. Jaloszyski, S. Nishimura

Realizowany temat stanowi kontynuatjada nad roh oksydacyjnych uszkodaeDNA
i ich usuwania w procesie kancerogenezy. Do doatwmwych bada skupionych na
oznaczeniach poziomu 8-hydroksyguanizy oraz ekgmgesu kodugcego enzym naprawczy



OGG1 wprowadzono ocen wptywu czynnika transkrypcyjnego Nrf2. Badania
przeprowadzono na wyprowadzonych znokautowanyclzegezh myszyNrf2”", Oggl”

i podwojnie znokautowanych. Uszkodzenia oksydaciyjdekowano KBrQa monitorowano
poziom OGGL1 i nefrotoksycz&@ Wykazano wptyw Nrf2 na poziom obu uszkofizale
jednoczénie stwierdzonoze zmiany poziomu glutationu, posiagia@go wysoki potencjat
genotoksyczny, ssniezalene od czynnika Nrf2. Dla wyjaienia tej sprzeczroi postuluje
si¢ obecné¢ dodatkowego czynnika zaleego od Nrf2 odgrywafego zasadniazrolg

w kontroli genotoksyczrigi indukowanej pod wptywem KBr§)

B. Ocena wigciwosci genotoksycznych substancji chemicznych stosowastyw terapii.

Identyfikacja mutacji w mitochondrialnym genie 12S rRNAu 0s6b niestysgcych
leczonych antybiotykami aminoglikozydowymi.
M. RydzaniczM. Wrobel, W. Gaecki, M. Kostrzewska-Poczekaj, D. Brauze, K. Szyfter

Mutacje w mitochondrialnym genid2S rRNA moga warunkow@& wrazliwos¢ na
ototoksyczne dziatanie antybiotykow aminoglikozygoWw (AG) a w konsekwenciji
prowadzé do utraty lub pogorszenia stuchu. Celem prowadebriyada jest identyfikacja
mutacji i polimorfizmow genul2S rRNA potencjalnie zwizanych z wraliwoscia na
ototoksyczne dziatanie aminoglikozydéw.

Analizowano sekwengjgenu w trzech grupach: pacjenci z niedostuchereqeeniu AG
(n=62), osoby styskre (n=153), grupa populacyjna (n=500). W grupiestyszcych
zidentyfikowano 4 réne substytucje w uktadzie homoplazmicznym w tymtang A1555G
(5/62; 8%), dwie potencjalnie patologiczne zmia®6IC (2/26; 3.2%), G988A (1/62; 1.6%)
oraz znany polimorfizm G709A (4/62; 6.5%). Z watigiem polimorfizmu G709Azadna ze
zmian wykrytych w grupie niestyseych nie byla obecna w grupie stysych. W grupie
populacyjnej zidentyfikowano 29 wariantow genu, wmt 4 mutacje zwizane
z niedostuchem izolowanym lub wywotanym przez AG82XG z cgstascia 1/500,
C960insC — 1/167, T961C — 1/250 i A1555G - 1/28Dpolimorfizmow oraz 19 rzadkich
wariantdbw sekwencji. T689C, A751G, Al1139delA i C&%5 zidentyfikowano po raz
pierwszy i zgtoszono do mitochondrialnej bazy ddmyd TOMAP.

Indukcja jednoniciowych peknieg¢ DNA generowanych ekspozyg na anestetyki
miejscowe, z wykorzystaniem techniki comet assay.
M. Arndt, M. Kostrzewska, T. Kargski, K. Szyfter

Analiza miata na celu wykaza czy ktorykolwiek spérdéd szeroko stosowanych
w praktyce lekarskiej anestetykow lokalnych (lidmka bupiwakaina, artikaina,
mepiwakaina) charakteryzujez swvtasciwoscia generowaniagknieé jednoniciowych DNA.

Materiatem do bada byta krew obwodowa pobierana od zdrowych, nigpaih
i niepijacych osob w przedziale wiekowym: 20-27 lat. Pozpgka niej komorki poddawano
ekspozycji na powisze zwizki anestetykOw w trzech ¢eniach. Czasy ekspozyciji
réznicowano do 15 i 60 min. €& prob poddawano nagiie procesom enzymatycznej
naprawy indukowanych uszkodzeWykonano 8 powtérze dla kadego eksperymentu.
Uzyskane wyniki przemawiaj za tym, ze zaden z uytych anestetykow lokalnych nie
indukuje rkni¢¢ DNA na poziomie wigciwym dla substancji genotoksycznych.



C. Inne tematy

Identyfikacja i analiza sekwencji genu lub genéw oplowiedzialnych za wysol rodzinng
krotkowzrocznosé¢ w populacji polskiej.

M. Rydzanicz A. Frajdenberg, M. Podfigurna-Musielak, M. Mruga&. Pecold, S.M. Leal,
B. Bejjani,M. Gajecka

Etiologia krétkowzroczngci nie zostata w petni okéna. Przyjmuje s, ze wysoka
rodzinna krotkowzroczrig (defekt przekraczagy -6,0 dioptrii) jest chorapwieloczynnikowg
z dominugcym znaczeniem czynnika genetycznego, ktoregeddae poznano mimo opisania
11 loci sprezonych z chorodp.

Pozyskano 61 rodowodow od rodzin polskich z wyso#dzinrg krotkowzrocznécia.
W wiekszdci rodowodéw zaobserwowano autosomalnie domowiyp dziedziczenia.

Przeprowadzono badanie okulistyczne oraz wyizol@mg@nomowy DNA od 466 osdéb,
w tym od 146 z wysak krotkowzrocznécia. Badania wsfpne, poprzedzage analiz catego
genomu, wykluczyty w analizowanych rodzinach zegg&ticklera, Marfana i Knoblocha. Nie
wykazano sprzenia wysokiej krotkowzroczioi w rodzinach polskich zzadnym
z proponowanych wcZaiej loci, w tym 7936 KMYP4), 12q21-23 MYP3),18p11.31 MYP2,
17q921-23 MYPYH, 2q37, 4922-4927, 10q i 22q1R1Y PG szkolna krotkowzroczrse). Analiza
genomu przeprowadzona dla chromosomow 1-16 wykagta#nie trzech potencjalnych loci
w rodzinach polskich ztchorola. W trakcie realizacji jest genotypowanie z wyk@taniem
dodatkowych markeréw oraz analizy sgpmen.



