SPRAWOZDANIE Z REALIZACJI ZADA N BADAWCZYCH
w roku 2006

1. MOLEKULARNE | CYTOGENETYCZNE BADANIA CHOROB GENE TYCZNYCH

Mapowanie i analiza genéw warunkugcych choroby rzskopochodne (PCD/KS, RP).
(M. Geremek, E. Ztkiewicz, K. Voelkel, U. Skrzypczak, E. Rutkiewibk, Witt)

Materiat badawczy stanowi DNA od ponad 130 rodziRGD/KS. W sprawozdawanym
okresie kontynuowano anatizsprz:zen w chromosomie 15924-25 w rodzinach z zespotem
Kartagenera (KS, podtyp PCD z przataiem trzewi). W okolicy najsilniej spgzonego
markera (D15S1005) genotypowano kolejne markergncetavgzenia regionu spezenia
oraz przeprowadzono anajlizsekwencji kodujacych w kilku genach kandygbhych
w rodzinach wykazuagcych najsilniejsze spgzenie. W zakresie analizy sekwencji genu
DNAHS przeprowadzono anatiZolejnych eksonow w zawonej grupie rodzin, u ktérych
wykluczono udzialDNAH5 w patogenezie PCD. Kontynuowano (wspétpraca z gprpf.
Omrana) analig immunofluorescencymw preparatach komérek nabtonka ggibnego od
chorego z rodziny, w ktérej spzmone z chromosomem X barwnikowe zwyrodnienie
siatkbwki (mutacja w genieRPGR wspotwystpuje z objawami PCD. Ponadto,
przeprowadzono anatinosicielstwa mutacji gen@FTRu chorych na PCD.

Badanie tla haplotypowego mutacji powodujcych wybrane choroby genetyczne
w populacji polskiej.
(E. Zietkiewicz, E. Rutkiewicz, U. Skrzypczak, K. Voelkdl, Witt)

W sprawozdawanym okresie kontynuowano badaraa@dndci genetycznej populaciji
polskiej w obebie gen6wDNAH5 i CFTR (PCR/SSCP, sekwencjonowanie, hybrydyzacja
ASO). Przeprowadzono anajiz4-markerowego haplotypulCFTR (IVS6aGATT-T854-
IVS17bTA-TUB20) u kolejnych ~80 chorych na mukowidoz z mutacjami F508 del,
3849+10kbC>T, G542X, 2,3del2lkb oraz 1117-1G>AcZhie ~210 pacjentow). Na
podstawie analizy haplotypu zonego z markerow SNP w geni2NAH5 wytypowano
rodziny PCD, w ktérych ten gen nie bierze udzialuypatogenezie, a ta& okrelono tto
haplotypowe powtarzagych s¢ mutacji.

Analiza aberracji chromosomowych pojawiapcych sg w procesie starzenia oraz
w chorobach rozrostowych wieku dzieaicego.
(A. Wojda, E. Zetkiewicz,M. Mossakowska, J. Wachowik, Witt)

Przeprowadzono analiz czestosci wyskpowania mikrogder i nondysjunkciji
w limfocytach krwi obwodowej stulatkéw (52 osoby)giupy kontrolnej (ponad 70 oséb
w wieku 21-78 lat). W analizie stosowano tecknikISH z sondami dla wybranych
chromosomow; w statystycznej oceniezmi@ poziomu aberracji wykorzystano testy
nieparametryczne i anatizregresji. Wykonano 131 batla(technika fluorescencyjnej
hybrydyzacji in situ i klasyczna technika cytogemeha) u 40 pacjentéw z ALL i CML na
limfocytach krwi obwodowej i szpiku kostnego. U 222 w momencie rozpoznania i 5-
monitorowanie terapii) dzieci z ALL przeprowadzo®0 bada z zastosowaniem FISH
z sondami molekularnymi BCR/ABL, TEL/AML oraz MLLW dwoch przypadkach



stwierdzono fuzj genéw TEL/AML i w czterech przypadkach rearack genu MLL.
U 13 dzieci z CML (4 w momencie rozpoznania i 9-nib@rowanie terapii) przeprowadzono
41 bada z sond molekulara BCR/ABL. W pkciu przypadkach stwierdzono wgpbwanie
fuzji gendbw BCR/ABL. U jednej pacjentki z CML, w m@ncie rozpoznania olkdleno
kariotyp i stwierdzono translokacmigdzy chromosomami pary 8 i 22.

Analiza molekularna genuCFTR w populacji polskiej.
(E. Rutkiewicz, E. Zgtkiewicz, M. Wit}

W 2006 roku kontynuowano program identyfikacji majitagenu CFTR powodujcych
mukowiscydoz (CF) w rodzinach ryzyka genetycznego. Zaklad GgaemMolekularnej
i Klinicznej, posiadajcy migdzynarodowe certyfikaty jakoi, petni rok jednego z dwoch
krajowych @grodkow referencyjnych ds. analizy molekularnej wkowiscydozie. Badaniami
objgto osoby z klinicznym rozpoznaniem lub z podejreemi mukowiscydozy.
Przeprowadzono 169 badanapcych na celu identyfikagj mutacji genuCFTR (w tym
przebadano 46 pacjentéw w ramach analizy molekejanieptodnéci meskiej - stwierdzajc
u 5 pacjentow pojedynganutacg). Chorzy kierowani byli z 5@odkow Klinicznych w kraju.
Jedn, mutacg genuCFTRzidentyfikowano u 9 chorych, u 35 chorych ziderkiyivano dwie
mutacje (z tego u 22 chorych stwierdzono uktad hoygotyczny F508del/F508del).
Przebadano 6 potencjalnych bezobjawowych nosicigéinu CFTR potwierdzajc
nosicielstwo mutacji powodagych mukowiscydogzu 3 oséb.

Badania ilosciowe chimeryzmu komorkowego oraz choroby resztkowye dzieci z ALL
po transplantacji szpiku kostnego.
(J. Jotkowska, M. Dawidowska, A. Wojda. Szczepsski, J. Wachowiakyl. Witt)

U 5 dzieci z ostr biataczk limfoblastyczma, ktére poddane zostaty allogenicznemu
przeszczepieniu komoérek krwiotworczych w 2006 rokprzeprowadzono badania
molekularne chimeryzmu potransplantacyjnego. Doabdgch zastosowano metoapart
na analizie wybranych markerow mikrosatelitarnyElGA, TH, VWA, D21S11, D12S391,
D81179) oraz metadreal-time PCR, opartna analizie 6 polimorfizmow typu delecja genu
(SRY, RHD, GSTM1, GSTT1, S03,)S@6 biallelicznych polimorfizmow typu ins/del w
obrgbie genu RHC/c, ACE, S04-5, SO7J)lbraz genu konstytutywnego CCR5, jest to
»=hormalizator” do analizy chimeryzmu po przeszcespi szpiku. Badania molekularne
chimeryzmu poprzeszczepowego prowadzono w ¢gnimaozliwosci, w scisle okr&lonych
odstpach czasu po zabiegu HSCT (raz w tygodniu, dodi@ po HSCT). U wszystkich
pacjentow, z wykorzystaniem metody STR-PCR, zidédwano petny chimeryzm. Metad
real-time PCR badania chimeryzmu wykonano u 2 péaye w 9 punktach czasowych po
HSCT. U badanych pacjentéw procent cechy dawcyntyfi&@owano na poziomie 97.6-99.72
oraz 94.86- 99.91. W grupie 61 pacjentow z ALL nigékowano 181 klonalnych
rearanacji Ig/TCR, na co sktadacsi8 rearamacji gendwlGH, 32 rearamacje genowGK-
Kde 48 rearamacji gendbw TCRD, 11 rearamacji gendw TCRD/A 40 rearamacji genow
TCRG oraz 2 reararacje gendbw TCRB W  przypadku 27  pacjentéw
z badanej grupy, w oparciu o sekwencjeaczt zrearamowanych gendéw Ig/TCR,
zaprojektowano startery ASO (angllel specific oligonucleotidei wykonano oznaczenia
poziomow MRD w RQ-PCR. U 20 pacjentdw obserwowampadek poziomow MRD
w kolejnych punktach czasowych leczenia, u 5 paéjenstaty poziom MRD (3/5
negatywny), a u 1 pacjenta wzrost poziomu MRD, dewderciedlatlo wysipienie wznowy



ALL. W przypadku 1 pacjenta wykonanie oznack#RD okazato si niemaliwe ze wzgédu

na niewystarczaga czutd¢ rearamacji markerowej TCRGjako jedyna rearamacja u tego
pacjenta). Do tej pory 3 pacjentéw z badanej gagstato poddanych transplantacji komérek
hematopoetycznych i planowan s nich oznaczenia poziomu MRD po transplantagizor
badania chimeryzmu poprzeszczepowego.

2. BADANIA STRUKTURY | FUNKCJI KWASOW NUKLEINOWYCH

Poszukiwanie mutacji genuMYH u pacjentow z polipowatdcia jelita grubego, u ktérych
nie wykryto mutacji w genie APC
(A. Ptawski, M. Podralska, D. Lipiski, R. StomsK)i

Przebadano DNA 90 o0s6b z naszego banku DNA pagjetdolipowatdcia jelita
grubego, u ktérych nie wykryto mutacji w gerdC. Dwie z najczstszych mutacji genu
MYH (Y165C i G382D) wysipowaty w formie heterozygotycznej u 13% pacjentdvie
wykryto innych mutacji w sekwencji kodigej tego genu. U osob, u ktdrych mutacja genu
MYH wyskpowata w formie heterozygotycznej, objawy chorobody podobne, jak u
chorych bez mutacji, aredni wiek wysipienia choroby byt nawet iszy. Powysze
obserwacje pozwalg@jna wycikgnigcie wniosku, ze mutacje genuMYH nie warunkuy
wystapienia choroby. Uzyskane wyniki wskazujge kryteria rozpoznania FAPR dardziej
precyzyjne ni stosowane w innych krajach.

Optymalizacja diagnostyki molekularnej dystrofii miesniowej Duchenne’a/Beckera (gen
DMD), choroby Lesniowskiego-Crohna (gerNOD2/CARD1Y, raka rdzeniastego
tarczycy (genRET) i polipowatosci jelita grubego (genAPC).

(M. Kaczmarek, J. Hoppe-Gebiewska, A. Ptawski, R. Stomgki

Badania molekularne w chorobie dneowskiego-Crohna obejmowaly analiz
polimorfizméw genuCARD15/NOD2P268S, R702W, G908R, 1007fsinsC) oraz geh®5
(R30Q, A1490V). Przeprowadzono rowhierykrywanie mutacji w eksonach 10 i 23 genu
DLG5. Badaniom poddano 254 osoby z Wielkopolski, obgoes pacjentow ze
zdiagnozowa# choroly Lesniowskiego-Crohna wraz z rodzinami oraz 100 osébrupy
populacyjnej. Poszukiwanie mutacji prowadzono mgtoBCR-SSCP, a naghie
bezpdrednio sekwencjonowano prébki, albo prowadzono tgrwanie z zastosowaniem
pirosekwencjonowania. Analiza statystyczna dla adt P268Ser genCARD15/NOD2
wskazuje,ze allel C wystpuje z cestascia 0,61, allel T — 0,39. Allel T wyspuje z wysz
czgstascia u 0sOb chorych niw populacji — 0,155. Zaobserwowano wspotwystepogvan
wariantéw polimorficznych gendvCARD15/NOD2i DLG5. W 10 przypadkach mutacja
1007fs wspotwysipowata z homozygotycan forma 268Ser. U dwdch pacjentow
homozygotycznych dla 268Ser, wykryto homozygotyczmgriant 1007fs. Nasze wyniki
potwierdzay obserwagj, ze okoto 50% chorych jest nosicielami co najmniemitacii
I wspieraj hipotez, ze calkowite uszkodzenie drogi sygnalizacji biatkaODR
i wspotdziatanie mddzy genamiCARD15/NOD2i DLG5 albo innymi genami podatic
moze by niezlzdne do wysipienia choroby. W roku sprawozdawczym wdrno
wykrywanie mutacji w geni®MD i nosicielstwa metadMLPA.



Przygotowywanie konstrukcji genowych do ekspresji gnéw cztowieka
u transgenicznych zwierat.
(D. Lipinaski, A. Ptawski, M. Szalata]. Zeyland, W. Juzwa, P. ToboR, Stomsk)

W ramach wspotpracy z Instytutem Zootechniki —PIB Balicach przygotowano
konstrukcje genowe WAP-CFIII i WAP-Clinh zawiereg sekwengj kodupca czynnik
tkankowy cztowieka i sekwengjkodupca inhibitor C1 cztowieka pod kontrglpromotora
specyficznego dla gruczotu mlekowego. Gen kacljczynnik tkankowy cztowieka (CFIII)
amplifikowano metogd PCR na matrycy jednoniciowego cDNA, za pomastarterow
modyfikowanych. Starter F zawierat nanko 5 oprocz sekwencji komplementarnej do
amplifikowanego genu, sekwenckodupca 6 reszt histydyny rozpoznawane przez enzym
enterokinaz oraz miejsce restrykcyjne Ncol, natomiast starker sekweng miejsca
restrykcyjnego Hindlll. Gen kodagy inhibitor C1 cztowieka amplifikowano metp&CR na
matrycy biblioteki cDNA witroby. Sekweng regulatorowy genu WAP szczura
amplifikowano metod PCR na matrycy genomowego DNA, za pomostarterow
modyfikowanych, z ktorych starter F zawierat nandw 5 oprécz sekwencji
komplementarnej do amplifikowanego fragmentu meejsestrykcyjne EcoRI, natomiast
starter R sekwengjmiejsca restrykcyjnego Ncol. Sekwengygnatovs poli(A) hormonu
wzrostu cztowieka amplifikowano metd®CR, na matrycy genomowego DNA, za pomoc
starterow modyfikowanych, z ktorych starter F zaaliena kaicu 5 oprocz sekwencji
komplementarnej do amplifikowanego fragmentu mijsestrykcyjne Hindlll, natomiast
starter R sekwengjmiejsca restrykcyjnego Hindlll. Produkty PCR klevamo do wektora
pBluescriptSK(+). Prawidiow sekwengj  nukleotydéw  potwierdzano  przez
sekwencjonowanie metad cykliczra z zastosowaniem zestawu do automatycznego
sekwencjonowania MegaBACE.

Zastosowanie bada cytogenetycznych w transgenezie zwiegi
(D. Lipiaski, E. Michalak, R. Stomski, M. Kaczmarek, J. Hopyisokbiewska

Badaniami cytogenetycznymi @bp trzy grupy zwierat transgenicznych uzyskanych
wczesniej z zastosowaniem mikroiniekcji w ramach wspagy z Instytutem Zootechniki —
PIB w Balicach. Analizowano kroliki WAPhGH wytwarjaae w gruczole mlekowym
hormon wzrostu, kroliki WAPFUT wytwarzgge w gruczole mlekowym alfa-1,3-
fukozylotransferaz i swinie CMVFUT przygotowane dla potrzeb ksenotransiaaji.
Badania wykonano na fibroblastach z bioptatéw uskndadania kariotypow nie wykazaty
zmian w trzech pokoleniach krélikow. Metp#&ISH potwierdzono wczeiejsze obserwacje
stabilngci transgenezy. U krolikbw WAPhGH transgen zlokaano na chromosomie
7026-27, u krolikow WAPFUT na chromosomie 11q13-B4,u transgenicznycBwin
CMVFUT na chromosomie 14g28. We wszystkich przypeatikwykazano stabildé genomu
po integracji transgenu, nie zaobserwowano reaacgirchromosomow. Fizyczna lokalizacja
transgenu dla wszystkich badanych zwierzwskazuje na stabildé transgenezy.
Przeprowadzono rownigporéwnanie wynikdéw badamolekularnych i cytogenetycznych.



Charakterystyka interakcji biatkowych kompleksu NANOS1-PUMILIO2 w meskich
komoérkach germinalnych cztowieka (kontynuacja).
(B. Ginter-Matuszewska, K. KusA. Rembiszewska, Spik J. Jaruzelska

Technily western wykazano ekspresinteraktorow NANOS1 (biatek translacyjnych
DP103 oraz HSPCO21) w ekstraktach tkarkirg myszy i cziowieka. Komorki ssakéw
transfekowano plazmidem kodaym PUMILIOZ2 i przeprowadzano immunoprecypitacj
przeciwciatem anty-PUMILIO2. W immunoprecypitacig/kwyto endogenne biatko DP103.
Dowiedziono w ten sposoébe biatka PUMILIO2 i DP103 magtworzy ze solh kompleks
w komorkach ssakow. Imunohistochemiczna analizavekdw pder pokazataze biatka
DP103, PABPC3 oraz HSPCO21 wspotvpstia z biatkami PUMILIO2 i NANOS1
w cytoplazmie macierzystych komorek germinalnyghe(snatogoniach) oraz w komaérkach
mejotycznych (spermatocytach i agtych spermatydach) cztowieka.

Préba poznania mechanizmu molekularnego, ktory jestaburzony przez mutacje genu
NANOS1 wykryte u nieptodnych nmezczyzn (kontynuacja).
(K. Kusz M. KoteckiJ. Jaruzelska

Wykonano konstrukcje kodage cDNA NANOS1typu dzikiego, cDNA zawierage
mutacje punktowe wykryte u nieptodnych, lub mutgojmktowe o charakterze neutralnym,
w wektorze pACT oraz pBIND. W tych samych wektoragfzygotowano konstrukcje
kodujce interaktory NANOS1: PABPC3, HSPCO21 oraz DPM3Zmie 20 plazmidow).
Odpowiednimi parami konstrukcji: jedrkodupca NANOSL1 i drug kodupca odpowiedni
interaktor NANOS1 transfekowano komorki COS i m@ra interakgj poprzez pomiar
aktywndici reporterowego biatka — lucyferazy. Wjshe déwiadczenie wykazato znaczny
spadek aktywnai lucyferazy, w ko-transfekcji cDNANANOS1 zawierajcego mutagy
deltaS78 (wysipujaca wytacznie u nieptodnych miczyzn) z cDNA PUMILIO2. Mae to
oznacza, ze mutacja ta zaburza interake¢ych dwoch biatek.

Poszukiwanie mRNA regulowanych translacyjnie w komtkach macierzystych neskiej
linii germinalnej cztowieka przez kompleks PUMILIO2-NANOSL1 (kontynuacja).
(A. Spik E. Wilcz, J. Marquay]. Jaruzelska

Za pomog ukierunkowanej mutagenezy przygotowano trzy mytamRNA TSC22
pod wzgtdem motywow 3'UTR AL1(GUUGU), B(UUGUA) lub A2(GUUGUW testach
retardacjizelowej wykazanoze usuntcie motywu Al znacznie ostabiato aganie mRNA
z biatkiem PUMILIO2. Wynik ten stanowi cearprzestank za istotr rola tego motywu
w rozpoznawaniu mMRNA SC22przez biatko PUMILIO2. Sktania on do przeprowadaen
testow w transfekowanych komorkach by przekosig, czy ten mechanizm dziata rownie
w warunkachn vivo.



Badania polimorfizméw genetycznych wptywagcych na wysgpienie nadcknienia
tetniczego lub gtniakow aorty brzusznej z uwzgkdnieniem ich udziatu w przebiegu
towarzyszcych zmian chorobowych.

(E. Strauss, A. L. Pawlak] Gluszek, K.Waliszewski, W. Majewski, W. /&kpiR. Stomsk)

W badanych grupach ¢ginczyzn z chorolp wiencowa serca (n=209),¢tniakiem aorty
brzusznej i zespotem Leriche’a (n=154) oraz w ggupizczyzn bez objawéw choréb nadzy
krwionosnych oceniono wygpowanie czynnikdw ryzyka zachorowania na badaneotiyp
stwierdzajc znaczcy udzial naddinienia ttniczego, palenia tytoniu, niskich wafto
cholesterolu HDL (HDLC) i wysokich warfoi trojglicerydow i poziomu glukozy na czczo.
Niskie wartéci HDLC byly czynnikiem ryzyka we wszystkich badahygrupach chorych.
Najnizsze stzenia HDLC stwierdzono u chorych z zespotem Leriah€l,18 mmpl/l),
pasrednie w gtniakach aorty brzusznej (1,27 mmpl/l), a nateze (1,34 mmol/l) w chorobie
wiencowe] serca. Gstas¢ allela PON155M nie r&nita sk pomidzy grupami chorych
i kontrolma. Znacace obnienie pozioméw HDLC w badanych grupach chorych
w porownianiu do 0sob z grupy kontrolnej obserwowamosicieli alel? ON155M.

Nie stwierdzono wptywu nadaienia ttniczego na wzrost ryzyka nidzycy u chorych
z miazdzyca (choroba wiéacowa serca, zespot Leriche'a) u 0s6b, homoziRfoNl 55 LL
i MM.

W badaniu 160 w®rczyzn po koronarografii stwierdzonae u chorych paktych
Z miazdzyca tetnic wiencowych i niewydolnécia skurczow lewej komor, zmiany
naczyniowe Wwiza Sig z zaburzeniami metabolizmu homocysteiny wgfacymi sk
podwyzszonymi wartéciami indeksu stzen homocysteiny do kwasu foliowego w surowicy.

Badania polimorfizmdw genetycznych zwjzanych z wysgpowaniem retinopatii
wczeshiakow.
(E. Strauss A. Gotz-WickowskaA. L. Pawlak

Badaniami prowadzonymi prospektywnie @bj grugz 100 dzieci urodzonychk< 30
tygodnia cazy, hospitalizowanych w Klinice Neonatologii AM w Pwmaniu. Badania
dotyczyly wczéniakow urodzonychk 30 tygodnia cizy. Wykazano istoti niezalena rolg
genotypOwACE ID i DD w warunkowaniu pogpu retinopatii wczéniakéw (ROP) u dzieci
pochodacych z ciz pojedynczych. Potwierdza to i poszerza obserwagjskane przez
Heidera i wspotpracownikéw, ktérzy wykazali weza czestas¢ genotypuACE DDw grupie
dzieci z ROP wymagagych leczenia w poréwnaniu do dzieci, u ktorych taygsa samoistna
remisja.

Poszukiwanie gendw ulegajacych ekspresji w komorkadetniakow aorty brzusznej
oraz w zespole Leriche'a.
(A. Korcz, J. Mikotajczak-Stecynds. WaliszewskiA. Pawlak, R. Stomski

Kontynuowano badania ekspresji genow metadakromacierzy Atlas oraz anajiz
polimorfizmu insercyjno-delecyjnego genu ACE (komi&ea angiotensynowa) wgthiaku
aorty brzusznej (AAA) i zespole Leriche’a. Do badaetod makromacierzy wyizolowano
RNA od 50 pacjentow zetniakiem aorty brzusznej lub zespotem Lerich’a. \IKyrsa
w trakcie analizy. W badaniach polimorfizmu genuEA€akaczono badania prowadzone
przez ostatnie 3 lata w wyniku, ktérych zbadamerhie 829 prob DNA: 133 od chorych
z AAA, 152 od chorych z zespotem Leriche’a, 152 asibb z grupy kontrolnej oraz 392



z losowo wybranej grupy populacyjnej. Zzek medzy wystpowaniem AAA a allelem D
genu ACE obserwowano tylko przy jednoczesnym wspshpowaniu nadaénienia
u chorych (chorzy z nadgiieniem i AAA w stosunku do grupy populacyjn€R=2.56;
95% CI 1.27-5.16, p=0.0066)Nie stwierdzono zwizku miedzy wysipowaniem allela
D a zespotem Leriche’a.

Badania nad genetylg zespotoéw ogpiennych: choroby Alzheimera, ogpien czotowo-
skroniowych oraz tagodnych zaburzé poznawczych.
(A.Kowalskg

W ciagu ostatniego roku wspdllnie z Klinik Neurologi AM w Poznaniu
(prof. M. Wender, prof. W. Kozubski) oraz WojewodnkSzpitalem Specjalistycznym dla
Nerwowo i Psychicznie Chorych w Ciborzu (dr G. Ryssvyselekcjonowano do bada
kolejne rodziny z @fpieniem czotowo-skroniowym (FTD). W ramach wspégya Prince of
Wales Medical Research Institute w Sydney (Ausraprof. P.R.Schofield), rozpogp
badania zmierzage w kierunku wykrycia nowych genéw zamanych z patogengz-TD.
Trwa skrining mutacji w regionie ramienia krétkiegbromosomu 9, wylonionym wcagej
w analizie sprgzen przeprowadzonej w kilku dych rodowodach australijskich. Projekt ma
charakter midzynarodowy, obejmuje anatizmateriatlu klinicznego z #hych grup
etnicznych i jest realizowany w kilkuimdkach europejskich.

W celu opracowania strategii identyfikacji osébadwyzszonym prawdopodohistwem
rozwoju sporadycznej postaci choroby Alzheimera YApartej na wynikach genotypowania
znanych czynnikow ryzyka, padp proke kompleksowej analizy statystycznej uzyskanych
w poprzednich latach danych z wykorzystaniem gpagicych metod matematycznych:
regresja logistyczna, analiza dyskryminacji, adgptaklasycznej analizy regresji do
zmiennych porazdkowych oraz drzew poszukiwabinarnych (we wspotpracy z Zaktadem
Statystyki i Bioinformatyki AM w Poznaniu). Wgine wyniki sugeruj istotne rénice
w przydatnéci w/w metod w ocenie ryzyka AD u oséb tym zainsenganych.

3. MOLEKULARNO-GENETYCZNE ASPEKTY CHOROB NOWOTWOROW YCH
| AUTOIMMUNIZACYJNYCH

Analiza mutacji i polimorfizméw w genie NBS1u dzieci z osty biataczka
limfoblastyczna.
(M. Mosor, D. Januszkiewicz-Lewandowska, |. Ziétkaxves J. NowaR

W przeprowadzonych badaniach altomo czstas¢ wyskgpowania mutacji
i polimorfizmow w genieNBS1u dzieci z ostr biataczlk limfoblastyczr (ALL). W grupie
135 dzieci z ALL przeanalizowano wszystkie 16 ekKsergenuNBS1 Analiza sekwencyjna
na automatycznym sekwenatorze potwierdzita wykryigacje i polimorfizmy. W grupie
dzieci z ALL stwierdzono 9 germinalnych mutacji wrge NBS1 wykryto 3 nowe rzadkie
warianty sekwencji genw intronach 7 i 15, zidentyfikowano nowy polimorfizw eksonie
14 genuNBS.Wszystkie wykryte mutacje byty mutacjami germinatnyPonadto wykazano
brak r&nic czstosci wyskpowania polimorfizméw geniNBS1 pomidzy ALL i grupa
kontrolna. Uzyskane wyniki wskazaj ze germinalna mutacja 1171V jest czynnikiem ryzyka
w ostrej biataczce limfoblastycznej (5/135 vs 1/11880,0438) natomiast mutacja stowska



prawdopodobnie nie ma znaczenia w predyspozycjiosive] biataczki limfoblastycznej
u dzieci (1/135 vs 1/195).

Amplifikacja i ekspresja gendwWTERT i TERCa dtugcéé¢ telomeréw w wybranych
nowotworach.

(J. Nowak, D. Januszkiewicz-Lewandowsk&, LewandowskiM. Zawada, K. Nowicka,
M. Pernak, J. RembowsRa

We wszystkich przypadkach ostrej biataczki limfataznej (ALL) i nielimfoblastycznej
(ANLL) stwierdzono ekspresj hTERT i hTERC oraz wysok aktywna¢ telomerazy
(hTERT). Badania z zastosowaniem techniki FISH vzgka amplifikacg genOwhTERT(od

4 do 60 kopii) IhTERC(od 4 do 12 kopii) w komorkach biataczkowych. 81%awvpidtowych
limfocytach krwi obwodowej wykazywato dwie kophd ERT 18% komorek 4 kopiaTERT,

a 1% komorek 6 kopii genbTERT Uzyskane wyniki wskazaj ze wysoka aktywna

i ekspresja telomerazy w komoérkach nowotworowydjpraavdopodobniej jest spowodowana
amplifikaci genow hTERT i hTERC. Chemiluminescencyjna detekcja TRF (terminal
restriction fragments) z DNA komoérek biataczkowyehkazata zranicowany wzor diugeri
telomerow. Komérki ALL posiadaly zarowno diugie jak krotkie telomery,
w przeciwigistwie do prawidiowych limfocytow wykazagych jedynie krotkie telomery.
Komérki ANLL posiadaty gtownie krotkie telomery, ppmo wysokiej aktywnéci i ekspresji
telomerazy. Przeprowadzone badania wykazatywyysoka aktywnd i ekspresja telomerazy
w blastach biataczkowych nie koreluje z dtéigja telomerdw.

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

W grupie 119 pacjentek z cukrzyci¢zarnych u 11 (9%) wykryto 7 zmian w geriCK,
3 mutacje typu missens: G448fs, E312Q, S383L oraminy w sekwencjach intronowych:
IVS2-12C>T, IVS3-8G>A, IVS4+26C>A, IVS7-13A>G. Mudge G448fs i E312Qasnowo
wykrytymi zmianami. Réwniz 4 warianty sekwencji intronowych nie zostaty ggtbbpisane
w literaturze. W grupie kontrolnej kobiet (n=210)ktorych nie obserwowano hiperglikemii
nie zidentyfikowanozadnej z opisanych zmian. W gen&CK zidentyfikowano réwnig
opisane w literaturze polimorfizmy Y215Y i IVS9+C>Tzyskane wyniki wskazuj ze
czestas¢ cukrzycy MODY2 w badanej grupie kobiet z cukrzycigzarnych jest niska.
Identyfikacja zmian w genie glukokinazy u potomstwacztonkéw rodzin pacjentek
z cukrzyeg ciezarnych umaliwia wczesne wykrycie cukrzycy typu MODY2 i algje
chorych celowamopieky diabetologicza.

Badanie amplifikacji MYCN, TERT oraz ekspresjiMYCN, TERT, TERC, TRK-A, TRK-B
i TRK-C a stopiai ztosliwosci i zroznicowania neuroblastoma.
(M. Pernak-Schwarz, D. Januszkiewicz-Lewandowska,Adwada, J. Nowak

Przy wyciu techniki hybrydyzacji in situ (FISH) wykazanw komorkach guza
amplifikacjg powyzej 10 kopii genu MYCN w 12/13 przypadkach. W 7/X3egi stwierdzono
obecnd¢ amplifikacji powyzej 10 kopii genu MYCN w komorkach szpiku kostneyé.10
przebadanych przypadkach neuroblastoma z IV stopraeawansowania w 9 wykazano



podwyzszory wzgledna ekspresj hydroksylazy tyrozynowej, a w 4 przypadkach
podwyzszory wzgledna ekspresj dekarboksylazy dopaminy w komérkach guza. W
komorkach szpiku kostnego amplifikacja MYCN korelda z ekspresjgenu hydroksylazy
tyrozynowej. Na podstawie uzyskanych wynikow zma stwierdzi, ze ekspresja
hydroksylazy tyrozynowej w poréwnaniu z ekspeedgkarboksylazy dopaminy jest bardziej
przydatnym markerem wskazaym na zajcie szpiku kostnego w przebiegu neuroblastoma.
Obserwowana zmienid ekspresji badanych genéw Trk-A, Trk-B, Trk-C i ddboksylazy
dopaminy wskazuje na heterogebhimwojaka zarodkowego wspotczulneg.

Poszukiwanie nowych translokacji z udzialem gen6WCR delta i MLL w ostrych biataczkach.
(G. Przybylski R. Polaiski, E. Pawleta)

Przy wykorzystaniu techniki ligation-mediated PCERVIEPCR) zidentyfikowano now
rearamaci W T-ALL, pomigdzy segmentem z#éicowania genu delta receptora limfocytow
T (TRDD3 i regionem na dtugim ramieniu chromosomu 5-te§g36.1), potaonym
pomigdzy genami NKX2-5/CSX (NK2 transcription factor related, locus)5 BNIP1
(BCL2/adenovirus E1B 19 kDa interacting protein gelletod; ilosciowego PCR w czasie
rzeczywistym (RQ-PCR) wykazano w badanej probcelT-Aardzo silm ekspresj genu
NKX2-5, ktory w prawidtowych warunkach ulega ekspresji padc embriogenezy w
progenitorowych komérkach myokardiogennych i jeszbedny dla prawidtowego rozwoju
serca. Nie stwierdzono eksprebjKX2-5w normalnych komorkach jedngirzastych krwi
obwodowej od szeiu zdrowych dawcéw, ani w sortowanych populacjdclzkich
tymocytow, odpowiadagym r&nym stadium dojrzakei.. podwdjnie negatywne
(CD34+CD1A- i CD34+CD1A+), niedojrzate pojedynczoozgtywne (CD3-CD4+),
podwojnie pozytywne (CD3-CD4+CD8+ i CD3+CD4+CD8+) dojrzate pojedynczo
pozytywne (CD3+CD4+ and CD3+CD8+). Identyfikacjaldfpego genu homotetycznego,
aktywowanego w T-ALL, potwierdza hipotgze ektopowa ekspresja gendw homeotycznych
ma udziat w leukemiogenezie w pierwotnych T-ALL.oRigiczne konsekwencje ektopowej
ekspresjiNKX25 w komdrkach hematopoetycznych pozasthy wyjanienia.

Wystepowanie sekwencji pol, gag i env retrowirusa zwzanego ze stwardnieniem
rozsianym oraz sekwencji wirusa TT w genomie cztowka i zwierzt.

(M. Zawada, M. Pernak-Schwarz, D. Januszkiewicz-Lewdawska,l. Liwen, K. Nowicka,
J. Rembowska, J. Nowak

Przeprowadzono anadizsekwencji pol, gag i env wirusa MSRV u pacjentow ze
stwardnieniem rozsianym (SM). Stwierdzor®, sekwencjgpol MSRV u chorych na SM
wystepuje na chromosomach 1, 2, 3, 4, 5, 7, 10, 14, XZ,Ponadto, u pacjentow z SM
zaobserwowano aberracje chromosomowe add(1)(q8K},)(h34), add(2)(p25), del(2)(p25),
del(2)(g35), del(3)(p26), add(4)(p16), add(5)(p1&id(7)(p22), add(10)(g26), i(17)(ql10),
add(X)(g28), chromosomy markerowe. Zaobserwowaneci#¢ sekwencji pol MSRV
w mikrojadrach u os6b ze stwardnieniem rozsianym. Stwierzorykrotnie wysz liczbe
mikrojader u 0s6b z SM niu 0s6b zdrowych. U 20 pacjentéw z SM i 10 osélowegch
wykazano obecrié sekwencjigag MSRV w ilosci 2-4 kopii na gdro interfazowe. Nie
wykazano tandemowego charakteru tej sekwencjizBlgserwowano sekwengag MSRV
w mikrojadrach. Ponadto wykazano na wioknach chromatynowyetndé sekwencji TTV
w genomie cztowieka. Tandemowo powtorzona sekweh€pd ORF1 zostata zlokalizowana
na chromosomach cztowieka w regionach heterochyomatych 1912, 1931, 1941, 9912,



16911.2 i Yql2. Stwierdzono homolegl TV ORF1 cziowieka, myszy i chomika. Nie
wykazano homologii TTV ORF1 czlowieka i psa.

4. BADANIA GENETYCZNE NIEPLODNO SCI ORAZ MECHANIZMY
PATOFIZJOLOGII ROZRODU

Badania ekspresji wybranych genéw w spermatogeneziztowieka.
(D. Fiszer, N. Rozwadowska, M. Bialad/. Kosicki, P. ddrzejczakM. Kurpisz)

Technilky PCR w czasie rzeczywistym badano poziom ekspedsjiwujacych izoform
genu CREM: CREM1, CREMI2 and CREMt2+Ex¢y we frakcjach komdrkowych
izolowanych ze zdrowej gonady i w homogenatachk&arych z biopsji gder z azoospermi
i w nowotworach gder. Spéréd trzech badanych izoform najisza ekspresj wykazano dla
izoformy CREMI1 w zdrowej gonadzie, a ta& w probkach z azoospermii i howotworach
jader. W poréwnaniu z transkryptem CRENR byt to poziom 100 razy wsgzy.
Udowodniono po raz pierwszy obedho transkryptow genu CREM zawiegaych
rownoczénie egzon 12 i egzony (CREMt2+Exy)w komoérkach gametogenicznych
prawidiowej spermatogenezy. Dotychczas taki traymkr zostat opisany jedynie
w azoospermii. Spnod trzech badanych typow transkryptow CREMvykazywat najniszy
poziom ekspresji. Wyniki te sugeayj ze w ludzkiej gonadzie (zdrowej
i patologicznej) aktywniejszy jest promotor P32 riP4. Wykazano minimain ekspresj
aktywatoréw CREM w SCOC (brak komérek gametogenichin ktéra wzrastata w #éych
rodzajach azoospermii w zalesci od etapu bloku spermatogenezy (na poziomie
spermatocytéw, na poziomie spermatyd). W azoospeshstrukcyjnej (AO — obecneas
komorki wszystkich stadiow #dhicowania nabtonka plemnikotwoérczego) poziom eksjpre
byt podobny jak we frakcji komérek gametogenicznyprawidiowej spermatogenezy.
Rdéznice w ilasciach mRNA pomydzy frakcp komoérek gametogenicznych i blokami
spermatogenezy (za wagkiem AO) byty istotne statystycznie dla wszystkithech typow
badanych transkryptow. Nie wykryto mRNA dla CREM Iwmfocytach krwi obwodowej,
ktore stanowity kontrole negatywn Powysze wyniki potwierdzaj ze komorki
gametogeniczne (przede wszystkim postmeiotyczmegtéwnym miejscem transkrypcji
aktywatorow CREM. Brak transkryptow lub ich oboimy poziom nie koniecznie musi dy
interpretowany jako powdd bloku spermatogenezyzeanby wynikiem braku komorek
typowych dla transkrypcji aktywatorow CREM (algte spermatydy).

Konstrukcja fagowej biblioteki fragmentow Fab swoigych dla antygendw plemnikow
ludzkich.

(D. Fiszer,M. PupeckaK. SchmidtN. Rozwadowska, M. Kamieniczna, B. Grygielska,
E. Wiland, M. Kurpisz)

Uzyskano bibliotek cDNA o wielkasci 6X10°cfu. Biblioteky ta transformowano bakterie
XL-1Blue w celu uzyskania ekspresji fragmentow Fabpowierzchni faga., a w kcowym
etapie wolnych fragmentow Fab.Z tej biblioteki wigdejonowano trzy klony, ktorych
sekwencja zostata oldlena przy pomocy bazy sekwencji zmiennych ludzkich
immunoglobulin  V-BASE, Dla tych trzech klonéw uzgsio wolne fragmenty Fab
zgromadzone w przestrzeni periplazmatycznej bakkrilBlue. Potwierdzono obecké
tych fragmentow w lizacie bakteryjnym metdolotowania typu Western. Wykonano réwhnie



barwienie immunohistochemiczne na komérkach pleowaych uzyskujc odczyn w regionie
akrosomalnym. Istnieta biblioteka stanowi baz do selekcjonowania naginych
fragmentdow Fab i ma by zrodtlem wielu klondw o interesagych swoistéciach
antygenowych.

Epidemiologiczne badania nieptodnéci meskiej.
(M. Kamieniczna, M. Fgczek,A. Havryluk,M. Kurpisz)

Patologia gder (wretrostwo, sket jadra, pdra ruchome) w wieku przedpokwitaniowym
doprowadza do zaindukowania przeciwciat przeciwpldawych, ktore mog utrzymywa
si¢ az do wieku dojrzatego. Udowodnienie i dokladne zlmelainterakcji zachodych
pomidzy uktadem immunologicznym a rozrodczym, na wcyelsnetapach rozwoju
osobniczego, mie by kluczowe dla zmniejszenia ryzyka wysienia nieptodngci meskiej
z przyczyn immunologicznych, poniewadaje maliwos¢ wczesnej terapii. Brak
adekwatnych badaepidemiologicznych wynika raglzy innymi z koniecznai dokonywania
monitorowania pacjentow w kilku- kilkunastoletninkresie czasu. Roednim testem IBT
(Indirect Immunobead Binding Test) zbadano 101 wiwad chtopcow przed pokwitaniem,
gtdbwnie z wrtrostwem. Badan populacg stanowili w 78% chiopcy daacy w | fazie
dojrzewania piciowego wg skali Tannera. Przeciveciptzeciwplemnikowe wyspowaty
u 5% badanych. W jednym przypadku stwierdzono of¥gécrprzeciwciat klasy IgA,
a w pozostatych przeciwciata klasy IgM. Ocena topbgwiazania przeciwciat pokazatae
przeciwciata klasy IgA wizaly st do gtéwki plemnika, natomiast przeciwciata klagyGl
wiagzaty st do kacowego odcinka witki. Wyselekcjonowane prébki suimwzostal
wykorzystane do identyfikacji immunoreaktywnych yaggnow plemnikowych. Chtopcy,
u ktorych stwierdzono wygbowanie przeciwciat przeciwplemnikowycleda prospektywnie
monitorowani, a do osagniccia dojrzatdci ptciowe.

Mechanizm stresu tlenowego jako przyczyna nieptodr$ci meskiej
(M. Frqczek,G. Dworacki,M. Kurpisz)

Badano proces apoptozy w plemnikach przyciu dwoch ragnych zestawow testow
firmy R&D Systems: metad cytometrii przeptywowej z zastosowaniem barwiehldNEL
oraz metod elektroforezy pojedynczych komérekaslu (comet assagy Sparoéd mediatorow
zapalnych, wybrano leukocyty, dwie kombinacje cytogrozapalnych (IL-6+IL-8 oraz IL-
12+1L-18) oraz dwa szczepy bakteryjies¢herichia colorazBacteroides ureolytic)s

Przy braku obecrsgi mediatorow stanu zapalnego, plemniki o najlepsesninologii
wykazywaly najmniejszy odsetek komoérek TUNEL-poxytych, a najwyszy procent
komoérek z pofragmentowanym DNA stwierdzono we fialtemnikow o najstabszych
parametrach seminologicznych. Inkubacja gamgtkich z leukocytami wazata s¢ z silnym
wzrostem poziomu fluorescencji, zwilaszcza w plemdik o najlepszej ruchlivsoi
i morfologii, co potwierdzano dtugoia komet. Z przeprowadzonych badavynika, ze
w trakcie stresu oksydacyjnego, niektore cytokimgzppalne, np. IL-18 (prawdopodobnie
wspomagana przez IL-12) mpdy¢ silnym bodcem kierugcym dojrzate gamety na dreg
apoptozy. Wsfpne wyniki wskazuy rowniez na maliwos¢ indukcji apoptozy w wyniku
bezpdredniego kontaktu plemnikéw z bakteriami lub ickggnami, nawet bez paednictwa
RFT.



Genetyczne podtae meskiej nieptodnadsci.
(E. Wiland, M. Zegato,A. Midro, M. Kurpisz)

Od kilku lat we wspotpracy z zespotem pod lgiem prof. Midro (AM w Biatymstoku)
prowadzone $ badania dotycge analizy wzoréw segregacji mejotycznej u nosiciel
translokacji chromosomowych wzajemnych (TCW). Wynilych bada sugery, ze
w przypadku braku informacji rodowodowych, cesto ma miejsce, dane z kariotypowania
plemnikdéw nosiciela TCW magby¢ bardzo pomocne w przewidywaniu indywidualnego
ryzyka niepowodzée rozrodu. Ustalono wzor segregacji mejotycznej sicieli dwéch TCW:
t(1;7)((p34.1;932) oraz t(9;14)(p13;913). W obydWwdmzypadkach brak byto wiarygodnych
danych rodowodowych, natomiast powodem ustalani@otiggu somatycznego byt brak
koncepcji (bez poronifg. Stwierdzono,ze u nosiciela t(1;7)((p34.1;932) akiszas¢ (68%)
plemnikéw miata prawidtowe lub zrownowa@ne kariotypy, odsetek plemnikéw po segregacji
przylegtej | wynosit 9,9%, po przylegtej Il 5,1 %0 3:1 13,4%. Niedawno nosiciel ten
szczsliwie zostat ojcem zdrowe] dziewczynki. U nosicietéd;14)(p13;913) wikszasé¢
plemnikéw (62,8%) miata niezrownow@ne kariotypy. Jedynie 37.1% plemnikow
wykazywato prawidiowy lub zréwnowany kariotyp. Odsetek plemnikbw po segregacii
przylegtej | wynosit 20,8%, po przylegtej 1l 23,5,%0 3:1 14,7%.

Badanie komorek macierzystych czlowieka dla celowetapii narzadowe;.
(M. Seidel, N. Rozwadowsk#y. RucinskiM. Krupka M. Kurpisz)

Zawat serca prowadzi do nagtdmierci kardiomiocytow. Mioblasty, pochoglze
z autologicznego ménia szkieletowego wskazywane grzez wielu naukowcéw jako
bezpieczne pod wzgldem immunologicznymzrodio komoérek do przeszczepow. Dla
polepszenia wspoétpracy pogdzy przeszczepionymi komdorkami a kardiomiocytami
uzyskano metagd transfekcji ling mioblastow wykazujcych przejciowa ekspresj genu
koneksyny 43 (Cx43). W trakcie flwiadczé przygotowano konstrukgjgenova zawierajca
ORF genu koneksyny 43 wklonowado plazmidu umdiwiajacego paéniejsz transfekog
komorek eukariotycznych (pCiNeo - Promega). Zoptyzoawano rownie warunki
elektroporacji komorek linii C2C12 uzyskgjlinie transfekowanych plazmidem pIRES-GFP
mioblastéw mysich. Przygotowano konstrukcje genaesvierajce ORF genu Ec-SOD
(zewnatrzkomorkowa dysmutaza ponadtlenkowa) w plazmidz€iNeo majce na
pdézniejszym etapie doviadczeér zapewnt efekt cytoprotekcji przeszczepianych komérek ze
wzgledu na zdoln& tego enzymu do usuwania ROS na wczesnym etapialzawnesnia
sercowego jak i w pdniejszej odpowiedzi organizmu na transplantowanebiasty.
Z kolei konstrukcja genowa zawiegap ORF genu VEGF (czynnik naczyniowy wzrostu
srodbtonka) zostata przygotowana z dhy o promocji procesu angiogenezy zarOGwno
w obszarze blizny pozawatowe] jak i w miejscu pzxzepu mioblastow potencjalnie
zwickszapc ich szans na zasiedlenie tkanki blizny. Dodatkowo utworzokenstrukcg
genows VEGF/FGF4 i stabilnie stransfekowana miysia ling mioblastow C2C12.



5. GENETYCZNE ASPEKTY PODATNO SCI NA NOWOTWORY

Analiza utraty heterozygotyczndgci u pacjentéw z ptaskonabtonkowym rakiem krtani.
(K. Kiwerska, M. Wierzbicka, K. Szyfter

Kontynuowano prace nad utgaheterozygotyczriwi w ptaskonabtonkowych rakach
krtani w regionach znanych lub domniemanych gendpresorowych. Badania uzupetniono
0 kolejne polimorficzne markery mikrosatelitarnd:7d520, d17s945 oraz d17s1796¢éty
region utraty 17p13.1, lokalizacja gepf3. Analizy prowadzono na DNA od 65 pacjentow
wyizolowanym z krwi obwodowej, guza, tkanki margine i 1-2 makroskopowo
niezmienionych wycinkéw btongluzowej pobranych z punktéw najbardziej odlegtyah o
guza w preparacie operacyjnym (ndgia, tchawica). Dla wszystkich trzech markeréw
przeprowadzono reakcjPCR wszystkich pacjentéw. Ponadto przeprowagzkontrok
follow-up w celu przebadania poditem wysapienia wznowy lokalnej lub innej choroby
nowotworowej. Od 12 pacjentéw, w zah®sci od wczéniejszego zabiegu chirurgicznego,
pobrano: wymaz z gardta dolnego lub materiat ztmsng z okolicy tracheostomy. Po eluciji
DNA przeprowadzono PCR z zastosowaniem primerovtSlonarkerow mikrosatelitarnych
stosowanych we wczeiejszych badaniach. Uzyskane produkty PGRalgualnie w trakcie
analizy fragmentéw z wykorzystaniem automatyczrnegavenatora typu ALF Express Il

Analiza mutacji genu pl6w raku krtani.
(K. Kiwerska, M. RydzanigaVl. Pastok, A. Antkowiak. Szyfter A. Kram, W. Domaga)a

pl6 jest genem supresorowym, pebym istotry funkcj w regulacji cyklu
komdrkowego. Jego inaktywacja wskutek delecji, mjutdub metylacji jest cgsto
obserwowana w wielu typach nowotworéw, w tym tetani. Celem projektu jest analiza
mutacji tego genu w grupie 500 pacjentow z nowoénorkrtani. Do chwili obecnej
wyizolowano DNA ze wszystkich uzyskanych skrawkowargdinowych. Jako meted
przesiewow wykorzystywano analizg SSCP. Analizowano eksony 1 i 2,zkg w dwoch
fragmentach (1a, 1b, 2a i 2b) tak, by widlkigproduktow byty optymalne do reakcji SSCP.
Dla fragmentu la przeanalizowano 472 préby (6 zmiaruktadzie konformerow), dla
fragmentu 1b przeanalizowano 475 préb (15 zmiarkladzie konformerdow), dla fragmentu
2a przeanalizowano 210 préb (2 zmiany w ukfadzief&anerow), natomiast dla fragmentu
2b przeanalizowano 462 préby (61 zmian w uktadzieférmeréw). Préby ze zmienionym
wzorem konformerow poddawane byly sekwencjonowabi.chwili obecnej wykryto 104
mutacje potwierdzone w reakcji sekwencjonowania.

Znaczenie prognostyczne diagnostyki molekularnej veétanach przedrakowych krtani -
analiza utraty heterozygotyczndéci w dysplazjach i raku przedinwazyjnym.

(K. Kiwerska, M. Rydzanicz, M. Kostrzewska-PoczeKdj, Wierzbickg J. Kaczmarek,
K. Szyfte)

Zmiany przednowotworowe lub przedrakowe to zmianyfologiczne niogce ze sob
zwickszone ryzyko wyapienia nowotworu zidiwego. Celem projektu jest korelacja cech
genetycznych stanu przedrukowego krtani z jegoiddimym obrazem i potencjatem do
szybkiej przemiany zfiwej w nowotwory inwazyjne tj. proba odpowiedzi pgtanie czy
wykrywane zmiany molekularne mggmie¢ znaczenie i zastosowanie jako czynnik
prognostyczny. Stosowane techniki molekularne: PCBraz analiz utraty



heterozygotyczriwi z wykorzystaniem markeréw mikrosatelitarnych,okalizowanych
w ramionach 3p, 8p, 9p, 13q oraz 17p, webiw ktorych utrata materialu genetycznego
wystepuje we wczesnych i geednich etapach onkogenezy krtani. Do chwili obgecne
zgromadzono materiat kliniczny pochady od 25 os6b zdiagnozowanych podtekn
wystapienia zmian od hiperplazji do carcinommasitu (w sumie 70 skrawkow parafinowych).
Ze wzgkdu na male iléci materialy przedrakowego w pierwszym etapie opnano
optymalizac izolacji DNA. Przetestowano trzy zestawy do izgld@NA, jako optymalny
wybrano zestaw QiaAmp DNA Mini Kit firmy Qiagen. @tnie prowadzona jest
optymalizacja reakcji DOP-PCR w celu namaoia uzyskanej puli DNA.

Whplyw liganddw receptora Ah na ekspres¢ genow zwizanych z tym receptorem.
(D. Brauze, T. Karpiski, K. Szyftey

Z uwagi na znaczenie AhR w kancerogenezie wywohgjaiektorymi wglowodorami
aromatycznymi oraz dioksynami kontynuowaly badania wptywu ligandow AhR na
ekspresj zwigzanych z tym receptorem genéw. Jednym z takich wyebézpdrednio
regulowanych przez receptor Ah peoby polimeraza DNA kappa, ktora przeprowadza
replikacg mimo obecnéci adduktow benzo(a)piren:DNA. Mimo wdaeejszych doniesie
nie stwierdzilsmy indukcji mMRNA polimerazy kappa watrobie szczurow Sprague-Dawley
traktowanych ligandami receptora Ah (metylocholentrp-naftoflawon, a-naftoflawon,
TCDD). Réwnoczénie obserwowadimy znaczn indukcg mRNA cytochromu P450 1B1,
genu, o ktorym wiadomaze jest bezpgednio regulowany przez AhR i ktéry w naszym
badaniu shayt jako pozytywna kontrola. Na obecnym etapie Watadno stwierdz, czy
brak indukcji polimerazy kappa przez ligandy AhR igmny jest z rénicami
miedzygatunkowymi (poprzedaprac wykonano na myszach) czy innymi czynnikami.

Kontynuowalimy rowniez badania zmierzage do korelacji wyspujacych w populacji
polskiej polimorficznych wariantéw AhR z inicjacprocesu nowotworowego oraz dhiga
przezycia pacjentéw z ptaskonabtonkowym rakiem krtani.

Identyfikacja mutacji w mitochondrialnym geniel2S rRNAu osob niestysgcych
leczonychantybiotykami aminoglikozydowymi.
(M. Rydzanicz M. Wrdbel M. Kostrzewska-Poczekaj, D. Brauze, K. Szyfter

Osoby z mutaagjw mitochondrialnym geni@2S rRNAuz przy dawkach terapeutycznych
antybiotyku aminoglikozydowego s#ajsic bardziej narzone na utrat stuchu. Celem
prowadzonych bada jest identyfikacja zmian w obbie genu12S rRNAoraz proba
wskazania mutacji potencjalnie zwanych z hiperwrdiwoscia na ototoksyczne dziatanie
aminoglikozydow.

W ramach kontynuacji badaozszerzono grupbadan (osoby z upéledzeniem stuchu
po leczeniu AG) i kontroln (osoby leczone AG z prawidtowym stuchem) odpowiedio 60
i 50 0s06b, zebrano rowrigetm grupe populacyja (100 osob).

W celu identyfikacji zmian na niskim poziomie hetglazmii (ponkej 30% zmienionego
mtDNA) oraz wstpnej selekcji préb do mpdiejszej analizy sekwencyjnej, zaprojektowano
4 amplikony do analizy dHPLC (wspotpraca: Katedrdakiad Biologii i Genetyki AM,
Gdaisk). Po optymalizacji warunkéw reakcji PCR i rozdai dHPLC dla kadego z 4
amplikonéw wystano proby do analizy. W grupie koittej zidentyfikowano jednzmiarg
C722T w ukitadzie homoplazmicznym, ktéra zgodnie aszp wiedz nie byla jak datd
opisywana. Analiza dHPLC nie zostala jeszcze aekona.



Identyfikacja i analiza sekwencji genu/ genéw odpoigdzialnych za wysolg rodzinna
krotkowzrocznos¢ w populacji polskiej.

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

Etiologia krotkowzrocznéri pozostaje nieokéona a rozwaa sk udziat czynnikéw
genetycznych isrodowiskowych. W wysokiej rodzinnej krétkowzrocZob (ponizej -6,0
dioptrii) czynnik genetyczny wydaje ¢sidominow&. Wskazano kilkaloci sprzzonych
z wyskpowaniem wysokiej krotkowzrocziad, jednake genu wysokiej rodzinnej
krotkowzrocznéci dotad nie zidentyfikowano.

Ustalono 50 rodowoddéw od rodzin polskich z wysalodzinm krétkowzrocznécia
i przeprowadzono na ich podstawie analizy symuteeyAnaliza rodowodéw wskazuje na
typ dziedziczenia autosomalny domigey. Zebrane rodowody posiadayystarczajca moc
statystycza dla przeprowadzenia analizy genomu i analizy g

Wyizolowano genomowy DNA od 341 os6b, w tym od 115 wysok
krotkowzrocznécia. Dla 23 rodzin (136 o0s6b) przeprowadzono badanisicpne,
poprzedzajce analiz catego genomu, ktérych celem bylo wykluczenie vali@owanych
rodzinach zespotow Sticklera, Marfana i Knobloch@azoanaliza spkzen z uprzednio
proponowanymioci w nastpujacych regionach chromosomowych: 7q36Y(P4, 12q21-23
(MYP3),18p11.31 MMYP2, 17921-23 MYPY, 2937, 4922-4927, 10q i 22q1RYP6locus,
szkolna krétkowzroczrig).

Wykluczono wystipowanie zespotéw Sticklera, Marfana i Knoblocha waddnych
rodzinach oraz nie wykazano sgrenia wysokiej krotkowzroczroi w rodzinach polskich
z zadnym z proponowanych wdreej loci. Rozpoczto analiz genomu z wykorzystaniem
markeréw mikrosatelitarnych umiejscowionych przatde co 8cM w genomie.

Identyfikacja i charakterystyka uszkodzen chromosomow w liniach komaérkowych
chtoniaka Hodgkina i ptaskonabtonkowym raku krtani.
(M. Giefing, K. SzyfterR. Siebeit

Kontynuowano badania nad delecjami homozygotyczrgidentyfikowanymi w liniach
komérkowych chioniaka Hodgkina. Precyzyjnie dkoeo wielkas¢ wszystkich 39
znalezionych delecji, sprawdzono jakie genyalev owych regionach i oszacowano ich
ewentualne znaczenie dla patogenezy chioniaka HeagkNa podstawie otrzymanych
wynikéw oraz dosipnej analizy ekspresji genéw, wybrano dwaADD45B oraz CHD2 do
dalszych bada Rozpoczto sekwencjonowanie owych gendw w materiale pochodn
z linii  komérkowych chioniaka Hodgkina, w ktérych ien znaleziono delecji
homozygotycznych owych gendéw. Tym samym sprawdzaag, inne mechanizmy, np.
mutacje, nie prowadzdo deaktywacji wybranych genéw. Ponadto, wykonanaliz: array-
CGH (Agilent - Human Genome CGH 44Kk) trzech liniinkérkowych ptaskonabtonkowego
raka krtani. Po przeanalizowaniu wynikéw zidentgiikano szereg regiondw z potencjalnymi
delecjami homozygotycznymi. Zaprojektowano i zan@wei primery specyficznie
amplifikujace te regiony w celu weryfikacji delecji homozygayych.



Ocena przydatnaci komorek macierzystych w leczeniu upgledzenia stuchu.
(M. Wrébel,M. Rydzanicz, M. Kurpisz, W. Szyfler

Badania prowadzono na modelu mysim. Prowadzonozgasaliz audiometrycza
myszy, ktérym podawano antybiotyki aminoglikozydowecelu uzyskania populacji myszy
niestysacych. Do tego celu wykorzystano kanamygyrmpodawan podskoérnie, gentamycgn
— podawan na obwdd i miejscowo (uchwodkowe) oraz neomycyrpodawan miejscowo.
Po uépieniu myszy i dekapitacji pobierano w cabkosci skroniowe, utrwalano preparat
w 4% formaldehydzie, dekacyfikowano i wykonywanaaskki do dalszych bada- gtéwnie
oceny histologiczne,.

Na tym etapie optymalizowano metody pobierania ekamcha wewgtrznego — gtdwnie
ze élimaka w celu prowadzenia dalszych analiz w kiewurgkspresji gendw zwzanych
z programowam smiercia komorek. Ze wzgldu na lokalizagj slimaka oraz minimalne iKzi
materiatu wymagajdalszych préb.

Do dalszych analiz funkcjonalnych wytypowano gerBax, Bac, Caspaza 3 i 9
bezpdrednio zwiazane z apoptaz zaprojektowano startery i paetlh proby ustawienia
reakcji polimerazy tacuchowej.

Ocena wiaciwosci genotoksycznych substatncji stosowanych w terapi
(M. Arndt, M. Kostrzewska-Poczekaj, T. Kagski, K.Cywiiskg

Kontynuowanao badania nad genotoksyézmoanestetykdw przenosz ciczar bada
z anestetykdw wziewnych na anestetyki lokalne stase w zabiegach stomatologicznych
(mepiwakaina, bupiwakaina, lidokaina, artekaina).oraystajc z dotychczasowego
doswiadczenia okrdono warunki déwiadczalnego testowania genotoksycaman vitro
(stezenia, czas dziatania, usuwanie uszk@jlzeZa pomog testu elektroforezyzelowej
pojedynczych komorek (comet assay) wykazano paenggnotoksyczny bupiwakainy
i lidokainy w granicach gten terapeutycznych.

We wspoétpracy z IChBiorg PAN przeprowadzono acgenotoksyczngi produktow
naturalnych izolowanych z firmowego preparatu Vietaa. Réwnolegle oceniano potencjat
genotoksyczny preparatow uzyskiwanych przy pomoggkdyjnej izolacji wodnej
i alkoholowej. Poza identyfikagjednoniciowych przerw w strukturze DNA leukocyt&vwvi
obwodowej oceniono tak poziom przeywalncgsci (barwienie trypan blue) komorek
nowotworowych (linia komorek biataczkowych HL60) splonowanych na dziatanie
preparatu Vilca cory.



