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ROCZNICA ODKRYCIA STRUKTURY DNA -
NOWE WYZWANIA DLA MEDYCYNY'

Streszczenie

Odkrycie DNA i poznanie jego struktury mialo duze znaczenie zaréwno na polu
naukowym jak i w zyciu codziennym. Rozpoznanie DNA jako zwigzku stanowigcego
nosnik informacji genetycznej pozwolito na rozwéj genetyki oraz opracowanie metod
genetyki molekularnej. Znalazly one zastosowanie m. in. w medycynie, genetyce sado-
wej i kryminalistyce, diagnostyce molekularnej choréb genetycznych, pozyskiwaniu
substancji bioaktywnych z zastosowaniem biotechnologii roélin, analizie archiwalnego
DNA (aDNA), innowacyjnej technologii wykorzystania tkanek transgenicznych zwie-
rzat dla celow biomedycznych, transgenicznych zwierzetach jako bioreaktorach oraz
zastosowania organizmow modyfikowanych do prewencji chorob. W kwestii zdrowia,
analizy DNA pozwolily na wykrycie podloza choréb genetycznych, a takze przyczy-
nily si¢ do poznania mechanizméw prowadzacych do ich rozwoju. Techniki genetyki
molekularnej znaczaco utatwiajg i czynig bardziej doktadnym analizy pokrewienstwa
i ocene przynaleznosci sladow biologicznych pozostawionych na miejscu zbrodni.
Stale polepszajacy si¢ warsztat metod analiz DNA umozliwit tez postawienie kolejnego
kroku milowego w nauce w postaci opracowania technik sekwencjonowania i poznania
genomow cztowieka oraz wielu innych organizmoéw. Postep umozliwit glebsze pozna-
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nie przesztosci poprzez analize archiwalnego DNA, ktére poczatkowo poznawalismy
stopniowo, a obecnie znamy genomy naszych przodkéw, w tym Neandertalczykow
i Denisowian. Z kolei opanowanie informacji genomowej dato mozliwo$¢ produkcji
wielu substancji biologicznie aktywnych na skale przemystowa.

Odkrycie struktury DNA przyczynilo sie do olbrzymiego przetfomu w poznaniu
zasad kierujacych procesami zyciowymi. Znajomos¢ struktury DNA przelozyla sie na
zdolno$¢ czlowieka do wprowadzania zmian w DNA innych organizméw dla wykorzy-
stania ich dla potrzeb biomedycznych. Z pewnoscig transgeneza zwierzat obejmujaca
wykorzystanie tkanek i organow transgenicznych $win na potrzeby ksenotransplantacji
bedzie prowadzita do dalszego postepu. Pojawiaja si¢ rowniez mozliwoéci wykorzy-
stania trojwymiarowego biodruku do przygotowywania organéw do przeszczepow.
Produkcja biologicznie aktywnych substancji w organizmach transgenicznych zwierzat
wskazuje na istotna role zwierzat jako bioreaktoréw. Modyfikacje DNA z zastosowa-
niem nowoczesnych metod edycji genomu umozliwiaja ponadto ograniczanie populacji
owaddw, ktére moga przenosi¢ patogeny cztowieka. Nie mozna zapominac rowniez
o uzyskiwaniu zwierzat, ktore s3 odporne na powodujace duze straty choroby. Nalezy
réwniez wskaza¢ wklad polskich badaczy rozwdj medycyny.

Przedstawiony artykut sktada si¢ z dwoch czesci: pierwszej pt. Odkrycie struktury
DNA i jej znaczenie dla medycyny, oraz drugiej pt.: Zastosowanie biotechnologii i bio-
inzynierii w transplantologii w $wietle rocznicy odkrycia struktury DNA. Obie czgsci
wzajemnie sie uzupelniajg i tworzg obraz badan nad strukturg DNA w kontekscie
zastosowan we wspolczesnej medycynie.

Stowa kluczowe: DNA, medycyna, choroby genetyczne, medycyna sgdowa, kryminalistyka,
genetyka molekularna, biotechnologia roslin, archiwalny DNA, transgeneza, bioreaktor, edycja
genomu, ksenotransplantacja, leki, zwierzeta, owady, patogeny

ANNIVERSARY OF THE DISCOVERY OF DNA STRUCTURE -
NEW CHALLENGES FOR MEDICINE

Abstract

The discovery of DNA and of its structure were of great importance both in the
scientific field and in everyday life. The recognition of DNA as a compound that car-
ries genetic information allowed the development of genetics and the development
of molecular genetics methods. They have found applications in medicine, forensic
genetics and forensics, molecular diagnosis of genetic diseases, extraction of bioactive
substances, analysis of archival DNA (aDNA), innovative technology for the use of
transgenic animal tissues for biomedical purposes, transgenic animals as bioreactors
and the use of modified organisms for disease prevention, among others. In terms of
health, DNA analysis has made it possible to detect the basis of genetic diseases, and
has contributed to the understanding of the mechanisms leading to their development.
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Molecular genetics techniques make the analyses of kinship or identifying biological
traces on crime scenes much easier and more accurate. The ever improving tool-box
of DNA researchers made it possible to reach another milestone in the form of fully
sequencing human genome as well as genomes of many other organisms. In turn,
mastery of genomic information has provided the opportunity to produce many bio-
logically active substances on an industrial scale.

The discovery of the structure of DNA has contributed to a huge breakthrough
in the understanding of the principles that guide life processes. Knowledge of DNA
structure has translated into the ability of humans to make changes to the DNA of other
organisms for use in biomedical applications. Certainly, animal transgenesis involving
the use of tissues and organs from transgenic pigs for xenotransplantation will lead
to further advances. There are also emerging opportunities to use 3D bioprinting to
prepare organs for transplantation. The production of biologically active substances
in transgenic animals points to the important role of animals as bioreactors. In addi-
tion, DNA modifications using modern genome editing methods make it possible to
reduce insect populations that can transmit human pathogens. One should also not
forget about obtaining animals that are resistant to diseases that cause high losses.
The contribution of Polish researchers to the development of medicine should also
be pointed out.

The presented article consists of two parts: the first one entitled: The discovery of the
DNA structure and its relevance to medicine and the second one entitled: The application
of biotechnology and bioengineering to transplantation in the contex of the anniversary
of the discovery of the structure DNA. The two parts complement each other and paint
a picture of DNA structure research in the context of applications in modern medicine.

Keywords: DNA, medicine, genetic diseases, forensic medicine, forensic sciences, molecular
genetics, plants biotechnology, archival DNA, transgenesis, bioreactor, genome editing, xeno-
transplantation, drugs, animals, insects, pathogens

Czesc 1

Odkrycie struktury DNA i jej znaczenie dla medycyny

Popularyzacja nauki jest kluczowa dla prawidtowego rozpowszechniania
informacji we wspolczesnych spoteczenstwach. Komunikowanie nauki to ztozo-
ny proces, dzigki ktéremu niebedacy ekspertem ogot spoleczenstwa otrzymuje
informacje na temat wiedzy opracowanej przez specjalistow w danej dyscyplinie
naukowej. Dwa podstawowe kanaly komunikowania nauki to edukacja i srodki
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masowego przekazu, ponadto konferencje, festiwale nauki, muzea i wystawy. DNA
jako przedmiot popularyzacji przeszed! dwie fazy, jedna przed i druga po 1953 r.,
kiedy to poznano strukture DNA. Mimo doniostych odkry¢: identyfikacji DNA
jako molekularnego no$nika dziedziczenia informacji genetycznej (1944 r.), okre-
slenia sktadu chemicznego czasteczki oraz wskazania, ze liczba zasad azotowych
rézni si¢ w zaleznosci od badanego organizmu (1950 r.) , w pierwszym okresie
zainteresowanie szerzeniem wiedzy o tej czasteczce bylto stosunkowo niewielkie.

W dniu 25 kwietnia 2003 r., rok po donioslej piecdziesiatej rocznicy pozna-
nia struktury DNA, ustanowiono w USA Narodowy Dzienn DNA. Mialo to by¢
jednorazowe wydarzenie dla uczczenia i jednoczesnie celebrowania pomyslnego
zakonczenia projektu sekwencjonowania genomu cztowieka (ang. Human Geno-
me Project, HGP). Narodowy Dzien DNA zaczeto obchodzi¢ cyklicznie w USA,
a wkrétce na calym Swiecie jako Miedzynarodowy Dzieri DNA.

W ostatnich latach duzo uwagi po$wigcono Friedrichowi Miescherowi, kté-
ry pracujac w Bazylei i Tybindze wyizolowal nukleine. Doniosto$¢ jego badan
przedstawil Bronistaw Filipowicz w jednym z pierwszych numerdw czasopisma
»Postepy Biochemii” w 1956 r.: ,W latach siedemdziesigtych zeszlego stulecia,
w pracowni Hoppe-Seylera w Tybindze pracowal mtody biochemik - Fryderyk
Miescher, interesujacy si¢ zagadnieniem budowy i skladu chemicznego jadra ko-
morkowego. Aby usungé materiat cytoplazmatyczny Miescher trawil pepsyna rope
z bandazy chirurgicznych. Z niestrawionej pozostalosci wyodrebnit substancje,
ktorg dla podkreslenia jej jadrowego pochodzenia nazwal nukleing. Nukleina
okazala si¢ substancja ztozong, zbudowang z zasadowego bialka o niewielkiej
masie czgsteczkowej oraz z drugiego, niebiatkowego skfadnika, posiadajacego
wlasciwosci wielozasadowego kwasu o znacznej zawartosci fosforu” Pézniej
Miescher odkryl, ze nukleina znajduje si¢ gtéwnie w chromosomach. W 1893 r.
napisal: ,,....dziedziczenie zapewnia ciaglo$¢ formy z pokolenia na pokolenie;
podstawy tej ciaglosci tkwig nawet glebiej niz w czasteczce chemicznej. Tkwia
w budowie grup atoméw™.

Z poznaniem struktury DNA kojarza sie gtéwnie James Watson i Francis
Crick. Pracujacy w Laboratorium Cavendisha na Uniwersytecie w Cambridge
odkryli strukture DNA, najwazniejszego sktadnika kazdego organizmu. W kwiet-
niu 1953 r. ukazat si¢ w czasopi$mie Nature artykul dotyczacy struktury DNA®.
Duet brytyjsko-amerykanski, we wspdtpracy z Rosalind Franklin i Mauricem
Wilkinsem dokonat odkrycia uwazanego za przefomowe dla XX wieku. Rosalind
Franklin i Maurice Wilkins, specjalisci w dziedzinie chemiii krystalografii dziafali
w King’s College w Londynie.

2 W. Leyko, B. Filipowicz, Przestrzenna budowa kwaséw nukleinowych, ,,Postepy Biochemii”

1956, nr 2, s. 61-75.
* J. Watson, E Crick, Molecular structure of nucleic acids, ,,Nature” 1953, 151, s. 737-738.
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Podczas Kongresu Medycyny Molekularnej w Berlinie w 1997 r. Ryszard
Stomski mial moznos¢ bezposredniej rozmowy z Jamesem Watsonem. Watson
wygtlosil kontrowersyjny wyklad Genes and politics, w ktorym odniost si¢ do badan
genetycznych prowadzonych w okresie III Rzeszy. Watson, pelniacy obowiazki
dyrektora Cold Spring Harbor Laboratory, wyrazil zainteresowanie prowadzonymi
przez Stomskiego szkotami letnimi, w ktérych uczestniczylo ponad 1000 oséb.
Wedtug trafnych przewidywan Watsona prowadzone obecnie i w przyszlosci
badania powinny skupiac si¢ na doktadnych opracowaniach poczatkéw genetyki
od jej powstania poprzez mroczne okresy genetyki do czaséw obecnych, wyja-
$nieniem wszystkich podstawowych i poglebionych zawitosci struktury DNA
i wplywu poznania struktury DNA na zycie. Kolejne badania beda dotyczyty
mozliwosci projektowania budowy genéw, przy czym nalezy pamietac, ze kazda
ingerencja w material genetyczny moze mie¢ nieprzewidywalne, potencjalnie
niebezpieczne, konsekwencje. Powszechnie akceptowane bedg badania dotyczace
uzyskiwania nowych lekéw w procesach biotechnologicznych, jednak te dzialania
s3 silnie powigzane z firmami biotechnologicznymi i finansowaniem przez nie
badan dajacych zyski. Duze kontrowersje towarzysza natomiast przygotowaniu
zmodyfikowanych genetycznie mikroorganizméw i organizmow, ze szczegol-
nym uwzglednieniem modyfikacji roslin uprawnych. Najwiecej uwagi poswieca
sie obecnie nowym technikom hodowli (ang. new breeding technologies, NBT),
a w ostatnim okresie technikom okreslanym jako nowe techniki genomowe (ang.
new genomic techniques, NGT), ktére umozliwiaja ulepszanie cech dotyczacych
tolerancji na suszg, opornosci na choroby i szkodniki oraz podwyzszonej zwartosci
wybranych sktadnikéw. Nad prawidtowos$cig prowadzonych w Polsce badan spra-
wuje nadzér Komisja ds. GMM i GMO przy Ministerstwie Klimatu i Srodowiska,
ktora przygotowata dwie bazy danych dotyczace mikroorganizméw i organizméw
genetycznie zmodyfikowanych (https://gmo.ekoportal.pl/) oraz elektroniczne
rejestry mikroorganizmdéw i organizméw genetycznie zmodyfikowanych (https://
gmo.klimat.gov.pl/). Intensywnie beda rozwijaly sie badania dotyczace genetyki
czlowieka. Poniewaz genom cztowieka zostal juz poznany, caly czas trwaja badania
nad zawartym w DNA scenariuszem Zycia w ujeciu ewolucyjnym. Prowadzone
sg intensywne badania genéw warunkujacych wystepowanie choréb, problem
stanowig jednak choroby uwarunkowane wielogenowo, w tym takze choroby
cywilizacyjne oraz choroby rzadkie. Ciagle pozostaje otwarte pytanie w jakim
stopniu od gendéw zalezy nasz fenotyp i czy moga one wptywac na wychowanie
czlowieka i warunkowac naszg przysztosc.

Watson zaklada, Ze w najblizszym okresie najwig¢ksze zainteresowania
badaczy beda stanowily: wykonywanie badan w skali masowej, globalizacja
metod analitycznych, dalszy rozwoj badan z zakresu genomiki, rozwdj nowych,
szybkich metod sekwencjonowania RNA i DNA zaréwno przy 16zku pacjenta

INNOWACYJNA MEDYCYNA W SEUZBIE ZDROWIA



ROCZNICA ODKRYCIA STRUKTURY DNA — NOWE WYZWANIA DLA MEDYCYNY 17

jak i w warunkach poza laboratoryjnych. W dalszym ciggu poznawane beda
struktury genoméw wiruséw, bakterii i organizméw eukariotycznych. Jak wazne
s3 to badania przekonaliSmy si¢ rowniez podczas pandemii. Olbrzymi naptyw
danych genomicznych zwigzany jest z intensywnym rozwojem bioinformatyki,
ktéra w coraz szerszym zakresie wykorzystywana bedzie w badaniach z zakre-
su genomiki poréwnawczej, genomiki ekspresyjnej, genomiki strukturalnej
(proteomika) i inzynierii genomowej. Coraz wigcej uwagi poswieca si¢ rdwniez
badaniom epigenetycznym oraz wplywowi mikroorganizméw zasiedlajacych
organizm czlowieka, tzw. mikrobioty, na jego funkcjonowanie, w tym podatnosci
na wystepowanie chorob.

Badania DNA w medycynie sagdowej i kryminalistyce

W 1993 r. ukazala si¢ ksigzka DNA Fingerprinting: State of the Science, ktéra
redagowaly takie osobistosci jak Sérgio D. J. Pena, Ranjay Chakraborty, Joerg T.
Eppleni Alec]. Jeffreys. Stanowila ona podsumowanie dotychczasowych osiggniec
zwigzanych z opracowaniem w 1985 r. przez Jeftreysa i wsp. sond molekularnych
(multilocus) zdolnych do jednoczesnego ujawnienia hiperzmiennosci wielu loci
genomu cztowieka, znanej jako metoda odcisku DNA - DNA fingerprinting'.
W drugiej polowie lat osiemdziesigtych genetyka czlowieka swiecita prawdziwy
rozkwit. W tym czasie jeden z autoréw (RS) dysponowal juz duzym doswiad-
czeniem w badaniach molekularnych DNA, gléwnie dzieki wybranej zaraz po
studiach tematyce badawczej oraz stazom naukowym na Uniwersytecie Chicago
i Uniwersytecie Illinois w Chicago USA, co umozliwilo wdrozenie badan w Polsce’.

W dniu 9 maja 1987 r. wydarzyta si¢ w Lesie Kabackim katastrofa lotnicza
samolotu pasazerskiego I1-62M ,, Tadeusz Ko$ciuszko” Polskich Linii Lotniczych
LOT. W wyniku katastrofy §mier¢ na miejscu poniosty 183 osoby, w tym 172
pasazerow - wszyscy znajdujacy si¢ na pokladzie samolotu, a samolot zostat
doszczetnie zniszczony. Pod wzgledem liczby ofiar byla to najwieksza katastro-
fa lotnicza w historii polskiego lotnictwa. Zadne z cial nie zostalo znalezione
w calosci. Z tej przyczyny udalo si¢ zidentyfikowaé zwloki jedynie 121 osoéb.
Kilka miesi¢cy pozniej odbyt si¢ w Poznaniu VIII Zjazd Polskiego Towarzystwa
Medycyny Sadowej i Kryminalistyki. Na Zjezdzie prezentowany byl réwniez
film z akcji ratunkowej wspomnianej wyzej katastrofy lotniczej. Ryszard Stomski
wypowiedzial si¢ o koniecznosci wprowadzenia nowej technologii — badan DNA
do medycyny sadowej i kryminalistyki i zadeklarowal pomoc w tym zakresie. Na

+ A J. Jeftreys, V. Wilson, S.W. Thein, Hypervariable “minisatellite” region in human DNA,
»Nature 1985, 314, s. 67-73; A. J. Jeftreys, V. Wilson, S.W. Thein, Individual-specific “fin-
gerprints” of human DNA, ,Nature” 1985, nr 316, s. 67-79.

> Tamze.
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kolejnych konferencjach sprawy dotyczace DNA staly si¢ waznymi punktami
programu®.

Srodowisko medyczno-sagdowe byto w duzej mierze przeciwne wdrazaniu
badan DNA iz punktu widzenia jego przedstawicieli takie stanowisko byto
w pelni uzasadnione. Przyczyn bylo kilka, a najwazniejsze z nich to bardzo dobrze
wdrozone metody badan serologicznych, zapasy materialéw i odczynnikéw
niezbednych do badan serohematologicznych, brak wykwalifikowanej kadry
niezb¢dnej do prowadzenia badan na poziomie DNA oraz brak odpowiedniej
infrastruktury badawczej w Zakladach Medycyny Sadowej. W tym czasie gene-
tyka sgdowa miata do dyspozycji kilkadziesigt uktadow grupowych, ktére mozna
byto stosowac¢ do okreslania cech czlowieka. Dostepny do badan byl polimor-
fizm antygenowy czerwonych krwinek (ABO, MN, Rh, Kell, Ss, FY, JK, LU, P),
polimorfizm biatek surowicy (Gm1, Km1, Hp, G¢, TE C3, BFTE PI, 2HS, PLG,
F13A, F13B, ORM), uktady grupowe enzymoéw erytrocytarnych (ACP, PGM1,
GPT, GLO, AK, ADA, ESD, PGP, 6-PGD) a takze antygeny zgodnosci tkanko-
wej HLA. Oczywiscie byl to ogromny postep w stosunku do wczesniejszych lat,
szczegolnie po wprowadzeniu badan antygenow HLA, jednak ciggle wystepowata
znaczna grupa mezczyzn, ktorzy zostali uznani za ojca dziecka, cho¢ nadal nie
mieli pewnosci, czy faktycznie sg ojcami biologicznymi. W badaniach klasycz-
nych uktadéw grupowych oznaczano fenotyp, natomiast w badaniach DNA efekt
ekspresji genow jest pomijany, poniewaz badaniem objety jest szczegdélny rodzaj
DNA tzw. sekwencje powtdrzone, najczesciej nie kodujace, natomiast cechujace
sie olbrzymim polimorfizmem. Termin polimorfizm obejmuje wg Vogel'a i Mo-
tulsky'ego ,,cechy dziedziczone zgodnie z prawami Mendla, ktére wystepuja
w populacji co najmniej w dwoch fenotypach i ktérych czestos¢ wystepowania
przekracza 1%”. Zastosowanie badan genetycznych na potrzeby medycyny sa-
dowej i kryminalistyki stanowilo ogromny przetom. Wkrétce po doniesieniach
Jeffreysa, Nakamura i wsp. opisali dalsze sekwencje minisatelitarne i potwierdzili
polimorfizm powtarzajacych sie jednostek jak réwniez zaproponowali dla nich
nazwe VNTR (ang. variable number of tandem repeats) — zmienna liczba tande-
mowych powtorzen’.

W 1988 r. Ryszard Stomski podczas stazu w Instytucie Genetyki Cztowieka na
Uniwersytecie w Getyndze (Niemcy) zapoznal si¢ z bardzo czytelnymi obrazami
odcisku genetycznego, po powrocie do kraju zajal sie opracowaniem wlasnych
rozwigzan i jako pierwszy w Polsce wdrozyl badania DNA do identyfikacji indy-

¢ A.Tucholska-Lenart, Genetyczna identyfikacja cztowieka - zarys historii kryminalistycznych

badarn DNA, ,,Kwartalnik Historii Nauki i Techniki” 2016, nr 61 (3), s. 7-42.

Y. Nakamura i inni, Characterization of a human “midisatellite” sequence, ,Nucleic Acids
Research” 1987, 15, s. 2537-2547; Y. Nakamura i inni, New approach for isolation of VNTR
markers, ,American Journal of Human Genetics” 1988, 43, s. 854-859.
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widualnej. Dzieki konsultacjom przeprowadzonym dla Zaktadu Kryminalistyki
Komendy Giéwnej MO w Warszawie w 1989 r. wydano pierwsza ekspertyze
kryminalistyczna w Polsce z zastosowaniem badan genetycznych. Bylo to niewiele
pdzniej po pionierskim zastosowaniu analizy genetycznej w procesie karnym,
ktore miato miejsce w Wielkiej Brytanii w 1987 r. do identyfikacji sprawcy gwaltu
i zabdjstwa dokonanego na dwoch nieletnich dziewczynach. Ryszard Stomski
staral si¢ rowniez przekona¢ dwczesne wladze, ze najlepsza droga do rozwinie-
cia badan jest ukierunkowanie ich na amplifikacje DNA z zastosowaniem PCR.
Laboratoria uczestniczace w badaniach DNA dla potrzeb medyczno-sadowych
wyspecjalizowaly si¢ wowczas w kilku rodzajach analiz®. Historycznie najwcze-
$niej stosowana byla analiza RFLP, obejmujaca réwniez odcisk genetyczny’.
Detekcja fragmentéw DNA rozdzielonych w zelu agarozowym odbywala si¢ przy
uzyciu sond molekularnych znakowanych radioaktywnie lub poprzez chemilu-
minescencje sondy'. Fragmenty RFLP byly jednak zbyt duze, dlatego kontynu-
owano badania hybrydyzacyjne z zastosowaniem sond molekularnych, wysoce
polimorficznych, rozpoznajacych pojedyncze locus lub kilka pojedynczych loci
réwnocze$nie. Badania tego typu trwaly ok. tygodnia''. Przelomem byto wpro-
wadzenie do badan locus D1S80, ktore mogto by¢ analizowane metodg PCR".
W latach 90. ubieglego stulecia nastapil kolejny przelom w zastosowaniu ana-
lizy DNA w medycynie sadowej i kryminalistyce®. Do badan wkroczyla analiza
krotkich tandemowych powtorzen (ang. short tandem repeats, STR). Najbardziej
przydatne okazaly si¢ powtdrzenia tetranukleotydéw, gdyz dobrze wpisuja sie
w mozliwosci amplifikacji metoda PCR przy jednoczesnym, tatwym rozdziale
poszczegolnych alleli w zelach poliakryloamidowych. Analiza STR jest obecnie
najczesciej stosowana, a na rynku dostepne sa zestawy obejmujace jednoczesna

8

T. Dobosz, Zastosowanie polimorfizmu DNA w medycynie sgdowej, ,,Postepy Medycyny

Sadowej i Kryminologii” 1995, t. 2. s. 431-434; ]. M. Butler, ., Forensic DNA Typing, Elsevier

2005, s. 1-660.

A.]. Jeftreys, R. Neumann, V. Wilson, Repeat unit sequence variation in minisatellites: a novel

source of DNA polymorphism for studying variation and mutation by single molecule analysis,

Cell 1990, 60, s. 473-485.

10 P. Niirnberg i inni, DNA fingerprinting with the oligonucleotide probe (CAC)5/(GTG)5:

somatic stability and germline mutations, ,,Human Genetics” 1989, nr 84 (1):75-8; I. Bohm

iinni, Paternity testing with oligonucleotide probe (CAC)5/(GTG)5 a multi-center study,

»Forensic Scientific International” 1993, vol. 59, s. 101-107.

M. Czarny i inni, Czy analiza DNA jest zawsze skuteczna: Problemy w dochodzeniu spornego

ojcostwa w przypadku bliskiego pokrewieristwa domniemanych ojcow. Is DNA analysis always

usefull: Problems in paternity testing in case of closely related alleged fathers, ,, Archiwum

Medycyny Sadowej i Kryminologii” 1995, XLV, s. 287-295.

2 M. Ciesielka, P. Koziol, A. Krajka, Allele frequency distributions of D1880 in the Polish pop-
ulation, ,,Forensic Science International” 1996, vol. 81(2-3), s. 141-147.

3 J. M. Butler, Forensic DNA Typing, Elsevier 2005, s. 1-660.
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analize kilkunastu markeréw. Drabiny alleli umozliwiaja genotypowanie poszcze-
gblnych probek prowadzac do powstania tzw. profilu DNA™.

Dzisiaj, po 35 latach od wprowadzenia w naszym kraju badan DNA dla
potrzeb medyczno-sagdowych sytuacja ponownie ulegla skomplikowaniu. Roz-
winal sie system wysylania probek do badan poza laboratorium, co jest nie do
pomyslenia w innych krajach, gdzie placéwka przyjmujaca préobke do badan
musi samodzielnie wykona¢ wszystkie badania i wyda¢ opini¢. Wynik analizy
DNA musi by¢ jednoznaczny i ,zapinac si¢ jak zamek blyskawiczny”, nie po-
zostawiajac cienia watpliwosci. Nadal jednak pojawiaja si¢ bledy. Wystarczy
wspomnie¢ sprawe Jakuba T. oskarzonego o gwalt w Exeter w Wielkiej Brytanii.
Wyniki uzyskane w réznych laboratoriach réznily sie. Innym przykladem jest
sprawa ,,super morderstw” w Niemczech, gdzie sprawcg miata by¢ jedna kobie-
ta i dopiero po zmudnych, zakrojonych na wielka skale pracach okazalo sie, ze
doszlo do zanieczyszczenia zestawéw do pobierania probek przez pakujaca je
bez rekawic ochronnych pracownice wytwdrni. Dzigki badaniom genetycznym
kazdy zabezpieczony $lad bedacy zZréodtem DNA, jak ptyny ustrojowe, fragmenty
tkanek, wydaliny lub wydzieliny (np. krew, §lina, nasienie, wlosy, tkanki, slady
kontaktowe), moze by¢ obecnie dowodem w sprawie. Najczesciej wykorzystywany
material DNA do badan genetycznych pochodzi z krwi, liny oraz nasienia. Postep
w naukach biologicznych i rozwoj technologiczny ostatnich 30. lat dostarczyly
nowych metod analizy DNA, ktére uszczegétowily wyniki badan genetycznych
oraz doprowadzily do skrdcenia czasu analizy laboratoryjnej do kilku godzin,
przy jednoczesnym wzroscie czuto$ci metod. Umozliwia to prace na bardzo matej
(sladowej) ilosci materialu DNA, ktéra jeszcze pod koniec ubieglego wieku nie
miala zadnej zdolnosci dowodowej. Coraz czesciej badania skupiajg sie na po-
zostawianych bezwiednie $ladach biologicznych zawierajacych niewielkie ilo$ci
DNA w postaci tzw. Sladow kontaktowych. W ostatnich latach rozwija si¢ coraz
bardziej technologia Rapid DNA do szybkiej identyfikacji materialu biologiczne-
go (ok. 2 godz.), pobranego na wymazéwke ze sluzéwki policzkéw osoby, ofiar
katastrofy masowej lub z pozostawionego materiatu biologicznego przez sprawce
na miejscu popelnienia czynu zabronionego.

Diagnostyka molekularna chordéb genetycznych

Rozwdj genetyki molekularnej cztowieka przyczynit si¢ do wdrozenia badan
DNA do diagnostyki choréb. Badania poczatkowo skupialy sie na diagnostyce
molekularnej choréb uwarunkowanych zmianami w pojedynczych genach®.

4 A. Tucholska-Lenart i inni, Allele frequencies for 10 STR loci in a population from central
Poland, ,,Forensic Science International” 2002, 129 (2), s. 131-133.

> D. Napieralai inni, Molecular diagnostics of genetic diseases. Experience from studies of DMD,
APC, TSCI and OPG genes. Part 1, ,Journal of Clinical Biochemistry and Nutrition” 2000,
vol. 28, 5. 113-127.
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Przez szereg lat poszukiwano podioza molekularnego fenyloketonurii (ang.
phenylketonuria, PKU) w polskiej populacji. Przyczyng PKU okazaly sie¢ mutacje
genu kodujgcego hydroksylaze fenyloalaniny (ang. phenylalanine hydroxylase,
PAH) przetwarzajacej fenyloalanine w tyrozyne. Gen PAH obejmuje 90 kpz
i zawiera 13 eksondw, sekwencja genu PAH i jej regiony flankujace obejmuja ok.
171 kpz. W populacji polskiej najciezsza, tzw. klasyczna PKU, charakteryzujaca
sie wysokim stezeniem fenyloalaniny w ptynach ustrojowych, jest szczegolnie
rozpowszechniona. Nasze badania koncentrowaly si¢ na analizie segregacji
nieprawidlowych alleli w rodzinach obarczonych PKU. Pierwsze badania mole-
kularne przeprowadzili w Instytucie Genetyki Czlowieka PAN Ryszard Stomski
i Jadwiga Jaruzelska. Zmiennos¢ locus PAH (8 neutralnych polimorfizmdw)
umozliwila poczatkowo analiz¢ RFLP (ang. restriction fragment length polymor-
phism) do wykrywania nosicielstwa nieprawidtowego allelu PAH u zdrowych
dzieci w rodzinach z PKU'. Wykazano takze wysoka czestos¢ trzech mutacji
genu PAH (R408W, IVS12ntl oraz IVS10nt546, 70% nieprawidlowych alleli)
powodujacych catkowity brak aktywnosci PAH". Odpowiednie postepowanie
pozwala catkowicie uchroni¢ dzieci przed uposledzeniem rozwoju intelektual-
nego, dlatego jej szybkie rozpoznanie jest bardzo wazne. Badania przesiewowe
w kierunku fenyloketonurii prowadzone s u kazdego noworodka urodzonego
w Polsce, w pierwszych dobach jego zycia. Obecnie diagnostyka molekularna
w klasycznej postaci fenyloketonurii dotyczy 4 najczestszych mutacji: R408W
(59,3%), R158Q (3,4%), IVS10 - c.1066-11g-a (5%), IVS12 - c.1315+1g-a (3,9%),
ktére obejmuja ok. 72% wszystkich mutacji. Sekwencjonowanie eksonu 7 po-
zwala wykry¢ mutacje R262Q, G272X, R252W, P281L stanowigce tacznie 4,5%
mutacji w klasycznej PKU. W lagodnej fenyloketonurii wykrywane sg mutacje
R408W, E390G, Y414C, A104D, R241H, IVS10, R261Q, V388M, R68G, R68S,
I95F obejmujace ok. 84% wszystkich mutacji.

Na poczatku lat 90-tych Ryszard Stomski przebywal na stypendium Ale-
xandra von Humboldta w Institut fiir Humangenetik, Universitdt Gottingen,
ktérym kierowal Wolfgang Engel. W Getyndze poznal Petera E. Beckera, ktéry
opisat alleliczny wariant dystrofii Duchenne’a — dystrofie Beckera. Stfomski jest
wspolautorem artykulu'®, umieszczonego w opisie dystrofiny kodowanej przez
gen DMD w bazie OMIM - * 300377 Dystrophin. Gen DMD zawiera 2,5 miliona

16 . Jaruzelska i inni, Haplotype analysis of phenylalanine hydroxylase alleles in polish families
with phenylketonuria, w: ,,Acta Biochimica Polonica” 1989, nr 36(3-4):323-32.

17 . Jaruzelska i inni, The codon 408 mutation associated with haplotype 2 is predominant in
Polish families with phenylketonuria, ,Human Genetics” 1991, Jan.; 86(3):247-50; Genetic
background of clinical homogeneity of phenylketonuria in Poland, ,,Journal of Medical Ge-
netics”, 1993 Mar;30(3):232-4.

E Rininsland i inni, Identification of a new DMD gene deletion by ectopic transcript analysis,
»Journal of Medical Genetics” 1992, 29: 647-651.
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par zasad (2,5 Mpz), co stanowi ponad 1% DNA chromosomu X (0,001 genomu
czlowieka). Jest ponad 12 razy wigkszy od olbrzymiego genu kodujacego czynnik
VIII krzepnigcia krwi. Liczba eksonéw genu DMD wynosi 79 lecz w zwigzku
z alternatywnym sktadaniem nie jest liczbg staly. Nie ma $cistej korelacji mie-
dzy wielkoscig delecji lub duplikacji genu DMD, a stopniem zaawansowania
choroby. Anthony P. Monaco i wraz z wspdtpracownikami wysuneli hipotezg, ze
mutacje nie powodujace zmiany ramki odczytu prowadza do fagodnej postaci
dystrofii typu Beckera, a zmieniajace ramke odczytu powodujg letalng dystrofie
typu Duchenne’a. Hipoteza Monaco znajduje potwierdzenie w 96% badanych
przypadkach. Nie zmieniajace ramki odczytu delecje eksonow 31-44 powoduja
tagodna posta¢ BMD lub nawet przebiegaja bezobjawowo. Wiele delecji rozpo-
czyna si¢ w obrebie intronu miedzy eksonem 44 a 45. Prawdopodobnie wptywa
na to olbrzymia wielko$¢ tego intronu (ponad 200 kpz)®.

W Zakladzie Genetyki Czlowieka PAN badania molekularne genu DMD
rozpoczeto pod koniec lat 80-tych. Bylo to swoiste wyzwanie, poniewaz poznanie
najwiekszego z dotychczas opisanych genéw i wyjasnienie molekularnego podtoza
dystrofii migsniowej Duchenne’a i Beckera bylo przykltadem ogromnego postepu
biologii molekularnej. To olbrzymie zainteresowanie genem DMD zaowocowato
wprowadzeniem do nauki nowych metod badawczych - metody PCR (reakcji
tancuchowej polimerazy) w wersji multipleks i kompleksowej analizy mutacji
poprzez cDNA-PCR. Stosowana rutynowo w badaniach metoda PCR w wersji
multipleks umozliwia identyfikacje prawie 100% delecji. Jednak az 40% przy-
padkéw dystrofii migsniowej Duchenne’a spowodowanych jest przez mutacje
punktowe, ktérych badanie w tak duzym genie jest niezwykle trudne.

Diagnostyka molekularna obejmuje obecnie wykrywanie delecji oraz duplika-
cjiw genie DMD z zastosowaniem komercyjnie dostepnej amplifikacji multipleks
zaleznej od ligacji sond molekularnych (ang. multiplex ligation-dependent probe
amplification, MLPA). Umozliwiona jest weryfikacja nosicielstwa delecji/duplika-
¢ji (eksony 1-10, 21-30, 41-50, 61-70) i potwierdzenie zmian w rodzinie (eksony
11-20, 31-40, 51-60, 71-79). Prowadzone sg rowniez badania z zastosowaniem
metod sekwencjonowania nowej generacji (ang. next generation sequencing, NGS).
Coraz wiecej badan poswigca sie przewlektym schorzeniom uktadu pokarmowego
obejmujacych nieswoiste choroby zapalne jelit NChZ] (ang. inflammatory bowel
disease, IBD). Badania w zespole Ryszarda Stomskiego w Instytucie Genetyki
Czlowieka PAN we wspolpracy z Katedrg i Klinikg Gastroenterologii, Dietetyki
i Chorob Wewnetrznych Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu skupiajg si¢ gtéwnie na chorobie Lesniowskiego-Crohna (ChL-C,
ang. Crohn disease, CD) oraz wrzodziejacym zapaleniu jelita grubego WZJG (ang.

9 A. P. Monaco i inni, An explanation for the phenotypic differences between patients bearing
artial deletions of the DMD locus, ,,Genomics” 1988, Jan;2(1):90-5.
p

INNOWACYJNA MEDYCYNA W SEUZBIE ZDROWIA



ROCZNICA ODKRYCIA STRUKTURY DNA — NOWE WYZWANIA DLA MEDYCYNY 23

ulcerosa colitis, UC). Badania molekularne obejmujg poszukiwanie czynnikow
genetycznych warunkujacych ich wystepowanie, wspoétwystepowanie osteopo-
rozy, farmakogenetyke i badania mikrobioty jako czynnika wplywajacego na
funkcjonowanie catego organizmu. Dotychczasowe badania obejmowaty réwniez
analize genu NOD2%, w ktérym w populacji polskiej wykazano wystepowanie
wariantu ¢.802C>T (p.Pro268Ser) oraz mutacji p.Leul007Profs1Ter (rs2066847,
¢€.3019_3020insC, ¢.3020insC), a takze warianty genéw DLG5, OCTN1, CARD15/
NOD2, ATG16L1, IL23R. Ze wzgledu na czesto wystepujace u pacjentéw z nieswo-
istymi chorobami jelit obnizenie ggstosci mineralnej kosci podjeto badania genow
zaangazowanych w regulacje szlaku RANKL/RANK/OPG (ligand receptora
aktywujacego jadrowy czynnik kappa B (RANKL), receptor aktywujacy jadrowy
czynnik kappa B (RANK), osteoprotegeryna (OPG)) i wykazano, ze w przypadku
wrzodziejacego zapalenia jelita grubego niskie poziomy osteoprotegeryny moga
by¢ zwigzane z osteoporoza, ale nie sg skorelowane z polimorfizmem -223C>T
w genie TNFRSF11B*.

Silnie rozwijanym nurtem jest farmakogenetyka umozliwiajaca dobranie le-
kow iich dawek dla kazdego pacjenta, indywidualizacje leczenia rozpoczeto od
badan genu TMPT kodujacego S-metylotransferaze tiopuryny odpowiedzialnej
za metabolizmu lekéw tiopurynowych?. Oporno$¢ na leki tiopurynowe lub wy-
stepowanie dzialan niepozadanych po ich stosowaniu wynika z wystepowania
znanych wariantéw genu TMPT obejmujacych gtéwnie trzy allele genu: TPMT*2
(c.238G>C), *3A (c.460G>A, c.719A>G) i *3C (c.719A>G), wykazujac w bada-
niach wilasnych wystepowanie w populacji polskiej 11 réznych wariantéw se-
kwencji. Podjeto rowniez badania zwigzane z stosowaniem glikokortykosteroidow
(GKs) oraz lekow biologicznych anty-TNF*. Dla 11 wariantéw zlokalizowanych
w 5 genach: FCGR3A, TNFRSFIB, FAS, IL1Bi IL1R uzyskano znamienne rdznice
w czestosci wystepowania wariantéw genetycznych pomiedzy grupa pacjentéw
odpowiadajacych i nieodpowiadajacych na leczenie anty-TNF**. Prowadzone

2 A.Dobrowolska-Zachwieja i inni, Wariant mutacji genu NOD2/CARD15 w rodzinie chorej
z choroba Lesniowskiego-Crohna. The sequence variant of NOD2/Card15 in a Polish family
on the background of Polish patients with Crohn’s disease, ,,Gastroenterologia Polska” 2004,
nr 11/4, s. 325-331.

I. Krela-Kazmierczak i inni, ESRI Gene Variants Are Predictive of Osteoporosis in Female
Patients with Crohn’s Disease, ,,] Clin Med” 2019 Aug 24;8(9):1306.

2 M. Skrzypczak-Zielinska i inni, A Simple Method for TPMT and ITPA Genotyping Using
Multiplex HRMA for Patients Treated with Thiopurine Drugs, ,Molecular Diagnosis and
Therapy”, 2016 Oct;20(5):493-9.

M. Walczak i inni, Long-range PCR libraries and next-generation sequencing for pharmaco-
genetic studies of patients treated with anti-TNF drugs, ,,Pharmacogenomics J” 2019, 19, 4,
358-367.

L. Lykowska-Szuber i inni, Association of the ILR1 and FAS gene variants with primary
nonresponse to anti-tumor necrosis factor therapy in patients with Crohn disease, ,,Polish
Archives of Internal Medicine”, 2023 Oct 26;133(10):16461.

21

23

24

INNOWACYJNA MEDYCYNA W SEUZBIE ZDROWIA



Ryszard Stomski, Karolina Wielgus, Mikotaj Danielewski, Milena Szalata,
24 Mariola Dreger, Marcin Ozarowski, Marlena Szalata

badania rozszerzyly si¢ o okreslenie znaczenia receptoréw kannabinoidowych
CNR1 i CNR2 w nieswoistych chorobach zapalnych jelit>. Coraz wigcej badan
poswieca si¢ mikrobiocie jelitowej, ktorej funkcjonowanie wptywa na organizm
gospodarza, ze wzgledu na znaczenie dysbiozy jelita w nieswoistych zapaleniach
jelit®.

Wplyw badan dotyczacych struktury DNA na pozyskiwanie
substancji bioaktywnych z zastosowaniem biotechnologii roslin

Przykladem postepu badan od rosliny do leku jest pozyskiwanie substancji
biologicznie czynnych w kulturach in vitro celem otrzymania surowca o okre-
$lonych parametrach fitochemicznych. Otrzymane rosliny charakteryzowaly sie
pozadanym profilem fitochemicznym i wysoka zawartoscia zwigzkow aktywnych,
co umozliwiato standaryzacje surowca i dalsze prace nad formulacjg preparatow
przeznaczonych dla okreslonych grup pacjentéw. W ramach projektu badawcze-
go Sormisol (PBS1/A8/0/2012) otrzymano protokdt regeneracji roslin sorgo na
drodze organogenezy bezposredniej i organogenezy posredniej i opracowano
metode transformacji genetycznej z wykorzystaniem mikrowstrzeliwania do
tkanek sorgo genu kodujacego pirofosforylaze UDP-glukozy oraz genu koduja-
cego syntaze fosforanu sacharozy, celem zwiekszenia wydajnosci produkcji bio-
etanolu. W ramach projektu Epiman (PBS2/A8/23/2013) opracowano protokoét
mikropropagacji wierzbowki kiprzycy (Epilobium angustifolium L.) i otrzymano
standaryzowany na oenoteing¢ B oraz flawonoidy surowiec przeznaczony na
sadzonki do produkgji suplementu diety stosowanego w profilaktyce tagodnego
przerostu prostaty (ang. benign prostatic hyperplasia, BPH) i zapalenia gruczotu
krokowego. Kontynuacja projektu Epiman byt projekt Epiman Plus (Inkubator
Innowacyjnosci 4.0 Projektu ,,Plant-Tech 4.0”) w ramach ktérego przeprowadzo-
no prace przedwdrozeniowe w skali ¢wierctechnicznej dla prototypu suplementu
diety na bazie suchego wyciagu z wierzbowki kiprzycy.

W projekcie Onkokan (INNOMED/I/11/NCBR/2014) opracowano meto-
de namnazania konopi widknistych celem otrzymania surowca o zwiekszonej
zawartosci kannabidiolu (CBD) przy zachowaniu niskiej zawartosci A-9
tetrahydrokannabinolu (THC). Otrzymano ponad 40 genotypéw konopi, z kt6-
rych wyselekcjonowano klony roslin o zalozonych parametrach oraz opracowano
prototyp leku przeciwbolowego wspomagajacego leczenie pacjentéw onkologicz-
nych. Opracowane rézne metody mikropropagacji konopi, a otrzymane genotypy

» S.Hryhorowicz i inni, Endocannabinoid System as a Promising Therapeutic Target in Inflam-
matory Bowel Disease - A Systematic Review, ,Frontiers in Immunology”, 2021;12:790803.

%6 Q. Zakerska-Banaszak i inni, Dysbiosis of gut microbiota in Polish patients with ulcerative
colitis: a pilot study, ,,Scientific Reports” 2021, Jan 25;11(1):2166.
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byty poddane weryfikacji oraz udoskonaleniu. Efektem prowadzonych prac byto
opracowanie efektywnej metody wytwarzania roslin konopi siewnych metoda in
vitro, zapewniajacej stabilno$¢ profilu fitochemicznego?®.

Narkotyczne odmiany konopi zawieraja skltadnik psychoaktywny A-9
THC, ktéry w odmianach przemystowych wystepuje w sladowych ilo$ciach.
Wiasciwosci lecznicze THC, takie jak ulga w nudnos$ciach powodowanych che-
mioterapig oraz obnizenie bolu chorych na stwardnienie rozsiane, wywierane
s poprzez receptory kannabinoidowe CB1 i CB2 w mdzgu ssakéw i komoérkach
ukladu odpornosciowego. Izomer THC, kannabidiol (CBD), posiada silne wia-
$ciwosci antyutleniajace, dzieki czemu zapewnia ochrone ukladu nerwowego,
zapobiegajac ostrej i chronicznej degradacji neuronéw.

THC i CBD powstaja odpowiednio z kwasu tetrahydrokannabinoilowego
(THCA) i kwasu kannabidiolowego (CBDA), na drodze nieenzymatycznej
dekarboksylacji, natomiast THCA i CBDA na drodze reakcji enzymatycznych,
katalizowanych przez syntaz¢ THCA oraz syntaz¢ CBDA. Obydwa enzymy
ulegaja specyficznej ekspresji w zaleznosci od chemicznego fenotypu konopi,
narkotycznego (bogatego w THCA) lub widknistego (bogatego w CBDA).
Obecnie prowadzone sg badania, ktérych celem jest okreslenie podobienstwa
strukturalnego, funkcjonalnego i genetycznego syntazy THCA i syntazy CBDA.
Enzymy te sg pierwszymi poznanymi syntazami kannabinoidowymi kodujacymi
bezposrednie prekursory farmakologicznie aktywnych kannabinoidéw i stanowia
atrakcyjny cel dla biotechnologii.

Gen kodujacy syntaze¢ THCA zawiera 1635-nukleotydowa otwartg ramke
odczytu kodujaca peptyd ztozony z 545 aminokwaséw, z ktérych reszty 28 pierw-
szych aminokwasow stanowia peptyd sygnatowy. Masa czasteczki obliczona na
podstawie struktury pierwszorzgdowej enzymu wynosi 58 597 Da i jest znacznie
nizsza od masy czgsteczki wyizolowanej z tkanek rosliny i oczyszczonej poprzez
elektroforeze w zelu poliakryloamidowym z SDS, ktéra wynosi 75 kDa. Réznica
mas wynika z posttranslacyjnych modyfikacji syntazy THCA, ktéra w warunkach
in vivo ulega m.in. glikozylacji. Sekwencja genu syntazy THCA wykazuje wysoka
homologie do sekwencji syntazy CBDA (87,9% homologii).

¥ Mi. Szalata i inni, Simple Extraction of Cannabinoids from Female Inflorescences of Hemp
(Cannabis sativa L.), Molecules 2022, vol. 27, 5868; T. Wrdbel i inni, Modified Nodal Cuttings
and Shoot Tips Protocol for Rapid Regeneration of Cannabis sativa L, ,Journal of Natural
Fibers” 2022; 19:2, s. 536-545; J. Bartkowiak-Wieczorek i inni, THC-reduced Cannabis
Sativa L.- how does the solvent determine the bioavailability of cannabinoids given orally?,
Nutrients 2023; 15(12):2646; A. Zielinska i inni, Phytocannabinoids: Chromatographic
Screening of Cannabinoids and Loading into Lipid Nanoparticles, Molecules 2023; 28(6),
2875; P. Sledzinski i inni, In Vitro Evidence of Selective Pro-Apoptotic Action of the Pure
Cannabidiol and Cannabidiol-Rich Extract, Molecules 2023; 28(23):7887.
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Analiza archiwalnego DNA (aDNA)

Dynamiczny rozwdj biologii molekularnej umozliwit opracowanie wydaj-
nych metod sekwencjonowania DNA, a analiza poréwnawcza sekwencji DNA
organizmow zyjacych wspolczesnie stata sie powszechna. Obecnie wiele nadziei
wiaze si¢ z sekwencjonowaniem i poréwnywaniem DNA uzyskanego ze szczat-
kow archeologicznych z DNA gatunkéw zyjacych wspdtczesnie. Uzyskanie DNA
z wykopalisk (aDNA) oraz odczytanie jego sekwencji umozliwia odbycie swoistej
wedrowki w czasie, ktorej celem jest zdobycie wiedzy na temat pokrewienstwa
genetycznego w obrebie populacji gatunkéw wymarlych oraz migdzy nimi a ich
potomkami zyjacymi wspolczesnie.

Jednym z najwazniejszych probleméw dotyczacych materialéw wykopali-
skowych jest degradacja DNA w wyniku dziatania endogennych nukleaz, ktéra
rozpoczyna sie zaraz po $mierci organizmu, dlatego ze starozytnych znalezisk
izoluje sie przede wszystkim DNA o diugosci od 100 do 200 pz. Wysokie
stezenie soli i niskie temperatury inaktywujg enzymy, jednak nawet wowczas
zachodza procesy hydrolizy i utleniania, ktére wolno, lecz nieublaganie, niszcza
czasteczki DNA.

Szanse uzyskania dobrych preparatéw maleja, jesli probki nie zostaly na-
tychmiast po $mierci organizmu zamrozone i przechowywane przez caly czas
w obnizonej temperaturze, np. nalodowcach. Sukces otrzymania DNA maleje ze
wzrastajacg $rednig temperaturg otoczenia, w ktérym znaleziono skamienialosci
ograniczajac sie do w suchym i gorgcym klimacie zaledwie do 2-4 procent. Biora
w tym udzial takze czynniki wplywajace na reakcje chemiczne jak pH, poten-
cjal redukujacy utlenianie, promieniowanie, sklad chemiczny kosci i gleby oraz
wilgotnos¢. Wykazano, ze kosci sa cz¢$ciowo niszczone przez bakterie i grzyby
i w tych miejscach z reguly rozpoczyna si¢ mineralizacja. Na mozliwo$¢ zachowa-
nia DNA wplywaja procesy, ktore op6zniaja degradacje DNA poprzez adsorpcje
DNA do krysztatow apatytow, niskg miejscowg reaktywnos¢ chemiczng, lokalne
pH, warunki jonowe itp. Wydaje sie, Ze gwaltowne zmiany warunkdéw, w ktérych
przebywaja szczatki, wlaczajac w to znalezienie kosci i transport, moga obniza¢
zawarto$¢ DNA.

Pomimo wprowadzenia okreslonych zasad pracy w laboratorium, wyniki
badan czesto budza wiele kontrowersji. Analiza DNA ze szczatkow paleonto-
logicznych i archeologicznych, ktére przetrwaty setki lat w niekontrolowanych
warunkach srodowiska stanowi nowe wyzwanie. Dodatkowg trudnoscig jest
bardzo mata zawartos¢ DNA w badanej probce, przy niezwykle wysokim ryzyku
zanieczyszczenia probki wspoélczesnym DNA. Wiekszos¢ tkanek analizowanych
przez badaczy aDNA zawiera nie tylko swoj wlasny material genetyczny, ale takze
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DNA bakterii, grzybéw i innych organizmoéw, w tym takze samego badacza®.
Problem mozna czg¢sciowo rozwigzaé stosujac badania specyficzne tylko dla
okreslonego gatunku (specyficzne startery reakcji PCR).

Material do badan od chwili uzyskania nalezy przechowywa¢ w warunkach
aseptycznych, bez dostepu bakterii i grzybow, ktére moga zniszczy¢ znalezisko,
najlepiej w warunkach, w ktérych je znaleziono. Do badan wybiera si¢ fragment
materialu wyj$ciowego, ktéry nie miat kontaktu z warunkami zewnetrznymi
i nie mogl by¢ wczesniej dotykany lub zabezpieczany w pracach muzealnych
(np. klejem kostnym). Do analiz mozna wybra¢ wewnetrzny fragment kosci
lub wnetrze z¢ba. Kosci oraz z¢by sa czesto jedynym elementem, ktdry zostaje
zachowany w zapisie kopalnym, tak wiec ich obecnos¢ w odstonigciach arche-
ologicznych sprawia, ze s3 jednym z najczesciej analizowanych materiatow
w badaniach antropologicznych. Stanowig one wazne ,archiwa’ informacji
o organizmie, ktére mozna wykorzysta¢ do rekonstrukcji np. historii Zycia
biologicznego i srodowiska. Sprawnym narzedziem do tego celu staje si¢ che-
mia izotopéw stabilnych ze szkliwa zgbow, ktora bywa szeroko stosowana do
rekonstrukgji szybkich zmian nawykow zywieniowych zwierzat, wzoru migracji
lub charakteru klimatu. Kluczowa jest tu przydatnos¢ chemii izotopow tlenu,
ktéra dostarcza informacji zwigzanych z réznymi aspektami pochodzenia
geograficznego a takze pobytu ludzi. Analiza izotopéw tlenu w biogenicznych
fosforanach i weglanach od dawna jest uznana za znaczaca metodyke w bada-
niach archeologicznych i paleoekologicznych.

Poczatkowo zrédlem materiatu do badan starozytnego DNA byty okazy roslin
i zwierzat zgromadzone w muzeach. DNA pochodzenia starozytnego jest najcze-
$ciej zdegradowany, dlatego czasteczki DNA wystepujace w komdrce w wielu ko-
piach mozna fatwiej pozyska¢ do dalszych badan, niz czasteczki DNA wystepujace
wylacznie w dwdch kopiach w komoérkach organizméw diploidalnych. W jednej
komorce wystepuje kilkaset mitochondridow, a w kazdym z nich znajduje sie 2-10
kopii mitochondrialnego DNA (mtDNA). Mitochondrialny genom cztowieka
charakteryzuje si¢ niewielka wielkoscia (16 569 pz), dziedziczony jest wylacznie
w linii Zenskiej i stosunkowo szybko ewoluuje. Jedyng niekodujaca sekwencja
w mtDNA czlowieka jest petla D. Czgstos¢ mutacji mtDNA jest 5-10 razy wieksza
niz jadrowego DNA, dlatego moze by¢ zZrédtem informacji o ewolucji gatunkow
rozdzielonych stosunkowo niedawno. Jednak mtDNA reprezentuje pojedynczy
genetyczny locus, ktéry moze nie odzwierciedlac historii catego genomu. Trzeba

2 J.Dabney1i inni, Ancient DNA Damage, ,,Cold Spring Harbor Perspectives in Biology” 2013,
vol. 5(7): 012567; M. Danielewski i inni, Methodological Changes in the Field of Paleogenetics,
»Genes” 2023, vol. 14(1), s. 234.
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o tym pamietaé, w szczego6lnosci, gdy badania dotycza genetyki populacji lub gdy
obejmuja gatunki blisko spokrewnione®.

Z doswiadczen wlasnych autoréw mozna przytoczy¢ badania, ktérych celem
byta analiza poréwnawcza fragmentu mtDNA czlowieka zyjacego okolo trzech
tysiecy lat temu z tym samym fragmentem DNA czlowieka wspdtczesnego.
Material do badan stanowily zeby znalezione podczas badan archeologicznych
prowadzonych na Warmii i Mazurach oraz zeby czlowieka wspotczesnego i probki
krwi od tej samej osoby. Zaobserwowano dwie substytucje A>G oraz substytu-
cje T>C w DNA wyizolowanym z zeba cztowieka Zyjacego trzy tysigce lat temu,
w stosunku do DNA cztowieka wspolczesnego™.

W historii badan aDNA zastuzonym badaczem jest Svante Pddbo; jeden
z pionieréw w dziedzinie paleogenetyki®'. W 1985 r. udalo mu si¢ wyizolowa¢
fragment jagdrowego DNA z egipskiej mumii liczacej dwa tysigce czterysta lat™.
W nastepnych latach Pddbo eksperymentowal ze stosowaniem PCR do ampli-
fikacji antycznego DNA*, majac ogromny wplyw na proces ksztaltowania sie
dziedziny naukowej jaka jest paleogenetyka. W 1997 r. zesp o6t Svante Padabo oglosit
otrzymanie pierwszej w historii dziejéow sekwencji nukleotydéw w DNA pocho-
dzacego od Neandertalczyka, wykazujac, ze nie przekazali oni wspolczesnym lu-
dziom sekwencji mitochondrialnych, ale jednocze$nie nie wykluczono catkowicie
mozliwosci zajscia wymiany genéw pomiedzy tymi gatunkami*. Padbo ijego
zespOl jako pierwsi zsekwencjonowali genom jagdrowy Neandertalczyka w 2010 r.,
wskazujac, ze transfer genéw pomiedzy anatomicznie wspdtczesnymi ludzmi
i Neandertalczykami mial miejsce po migracji z Afryki, ale przed oddzieleniem
sie od siebie Europejczykow i Azjatow. W tym samym roku zesp6t Paabo zsekwen-
cjonowal genom pochodzacy ze szczatkdw znalezionych w jaskini Denisova, co
doprowadzito do odkrycia Denisowian®. W kolejnych latach uzyskano pierwsze
na $wiecie genomy Denisowianina i Neandertalczyka o wysokiej wiarygodnosci,

¥ M. Merheb i inni, Mitochondrial DNA, a Powerful Tool to Decipher Ancient Human Civili-
zation from Domestication to Music, and to Uncover Historical Murder Cases, ,,Cells” 2019,
8(5), s. 433.

% K. Wielgus, Analiza sekwencji mitochondrialnego DNA z materiatu wykopaliskowego,
w: ,Analiza DNA. Teoria i praktyka’, red. R. Stomski, Poznan, 2008, s. 390-398.

1 K. Wielgus i inni, Svante Pddbo, reader of the Neanderthal genome, ,,Acta Physiologica”
2023, 237(1).

32 S. Pdabo, Molecular cloning of Ancient Egyptian mummy DNA, ,,Nature’, 1985, 314(6012),
s. 644-645.0

# E. Willerslev, A. Cooper, Review Paper. Ancient DNA, ,,Proceedings of the Royal Society B:
Biological Sciences”, 2005, 272(1558), s. 3-16.

3 M. Krings i inni, Neandertal DNA Sequences and the Origin of Modern Humans, ,Cell’,
1997, 90(1), s. 19-30.

* M. Meyer i inni, A High-Coverage Genome Sequence from an Archaic Denisovan Individual,
»Science’, 2012, 338(6104), s. 222-226.
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potwierdzono réwniez krzyzowanie pomigdzy Neandertalczykami, Denisowiana-
mi a anatomicznie wspétczesnymi ludzmi w poéznym Plejstocenie, przedstawiajac
liste substytucji nukleotydowych, ktére utrwalily sie w naszym genomie po tym,
jak nasi przodkowie wyodrebnili si¢ od Neandertalczykow i Denisowian™.

Wraz z rozwojem technik sekwencjonowania nowej generacji (ang. Next-
-Generation Sequencing, NGS), diametralnie zmienita si¢ liczba uzyskiwanych
danych?. Jeden z autoréw (MD) odbyt staz naukowy w Department of Organi-
smal Biology na Uniwersytecie Uppsala w Szwecji, w zespole specjalizujacym sie
w badaniach antycznych genomoéw i na bazie tego dos§wiadczenia potwierdza, ze
dostepnos$¢ niezliczonej ilo$ci calo-genomowych sekwencji zwiekszyla istotnosé¢
etapu obrobki i analizy danych, ktéry wyparl mokra prace laboratoryjna jako
najbardziej czasochlonng, a nawet nieodzowng cz¢$¢ badan.

Podsumowanie

Odkrycie struktury czasteczki DNA bylto przelomowym naukowym osia-
gnieciem, do ktérego przyczynito si¢ wiele wybitnych naukowcédw. Gtéwna role
odegrali James Watson i Francis Crick, ktorym przypisuje sie to dokonanie. Nie
mozna zapomnie¢ o Rosalind Franklin i Maurice Wilkinsie, ktérzy wspotpra-
cowali z powyzsza dwojka, dostarczajac im wynikéw analiz laboratoryjnych.
Nalezy réwniez pamigta¢ o Friedrichu Miescher, ktéry wyizolowal DNA jako
jeden z pierwszych i nadal mu miano nukleiny.

Znajomos¢ budowy DNA znalazla zastosowanie w wielu dziedzinach nauko-
wych, a takze w przemysle, medycynie, kryminalistyce oraz zyciu codziennym.
Wiedza ta w znacznej mierze przyczynila sie do gwaltownego tempa rozwoju
nauk biologicznych w latach 90. Pozwolita on m. in. na opracowanie tzw. metody
odcisku DNA, ktéra umozliwia identyfikacje przynaleznosci materiatu biologicz-
nego do osoby z bardzo duza pewnoscia. Inna, niemniej wazng konsekwencja
poznania struktury DNA, a w nastepstwie, budowy genu, jest diagnostyka mo-
lekularna chorob genetycznych. Wprowadzenie metod opartych o diagnostyke
molekularng drastycznie zmienito oblicze wspoélczesnej medycyny, pozwalajac
na prostsze i szybsze wykrycie wielu réznorakich chordb, a takze opracowanie
szczepionek opartych w kwasy nukleinowe. Natomiast dzigki analizom antyczne
go DNA mozliwe stalo si¢ pozyskiwanie informacji historycznych i medycznych
wczesniej uznawanych za stracone lub trudne do potwierdzenia. Badania DNA
byly prowadzone do tej pory bardzo intensywnie i mozna oczekiwag, iz trend ten
utrzyma sie rowniez w przysztosci.

% K. Priifer i inni, The complete genome sequence of a Neanderthal from the Altai Mountains,

»Nature” 2014, 505(7481), s. 43-49; K. Wielgus i inni, Svante Pddbo..., dz. cyt., e13902.
7 E. D. Jones, E. Bosl, Ancient human DNA: A history of hype (then and now), ,Journal of
Social Archaeology” 2021, 21(2), s. 236-255; K. Wielgus i inni,, dz. cyt,., e13902.
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Czesc 11

Zastosowanie biotechnologii i bioinzynierii
w transplantologii w swietle rocznicy odkrycia
struktury DNA

W pracy ,Rocznica odkrycia struktury DNA — nowe wyzwania dla medycyny”
przedstawiono informacje dotyczace udzialu autoréw w waznych odkryciach
ukierunkowanych na DNA. DNA jako przedmiot popularyzacji przeszto dwie
fazy, jedna przed i druga po 1953 r. Przed tym rokiem zainteresowanie szerzeniem
wiedzy o tej czasteczce bylo stosunkowo niewielkie. W 1944 r. zidentyfikowano
DNA jako molekularny no$nik dziedziczenia informacji genetycznej i od tego
czasu obserwujemy duzy postep w badaniach przy jednoczesnym szybkim wdra-
zaniu badan DNA do praktyki. Jednym z przykladéw takich dziatan sg badania
archiwalnego DNA.

Innowacyjna technologia wykorzystania tkanek transgenicznych zwierzat
dla celéw biomedycznych. W 2001 r. dzigki inicjatywie i wsparciu finansowym
dr Marka Marii Pienkowskiego z Knoxville w USA Ryszard Stomski z Instytutu
Genetyki Czlowieka PAN w Poznaniu w ramach wspoétpracy ze Zdzistawem
Smoragiem z Instytutu Zootechniki — PIB uzyskat transgenicznego krdlika,
zalozyciela rodu z genem hormonu wzrostu cztowieka wytwarzanym w mleku.
W tamtych latach transgen ulegl wbudowaniu na drodze rekombinacji nieho-
mologicznej w przypadkowe miejsce w genomie, a osiggniecie mialo swiatowy
zasieg®. Wykazano dziedziczenie i ekspresje u samic, przeprowadzono mapowa-
nie transgenu i oczyszczanie hormonu do homogenno$ci. Krélik byt pierwszym
transgenicznym ssakiem uzyskanym w Polsce i jednym z pierwszych na $wiecie
tak dobrze scharakteryzowanym molekularnie i cytogenetycznie. Wyniki badan
nad krélikiem zostaly wykorzystane do badan nad uzyskaniem transgenicznych
$win na potrzeby ksenotransplantacji.

Wydluzajaca si¢ srednia dtugos¢ zycia ludzi doprowadzita do wzrostu liczby
pacjentow cierpigcych na choroby przewlekle oraz schytkowa niewydolno$¢ na-
rzagdéw. Dodatkowo, niewydolnos$¢ narzadéw pojawia sie takze u noworodkow
oraz w okresie niemowlectwa. Zapotrzebowanie na organy, tkanki i komarki
do transplantacji (np. serce, nerki, komorki Langerhansa, naczynia krwio-
nosne, skora) znacznie przewyzsza liczb¢ dawcodw. Rozziew pomiedzy liczba

% D. Lipinski i inni, Transgenic rabbit producing human growth hormone in milk, ,Journal of
Applied Genetics” 2003, 44(2), s. 165-174; M. Skrzyszowska i inni, Generation of transgenic
rabbits by the novel technique of chimeric somatic cell cloning, ,,Biology of Reproduction”
2006, 74(6), s. 1114-1120.
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dostepnych organdéw a liczba oczekujacych na przeszczep rosnie z roku na rok.
Latwo dostepne Zrédlo narzadoéw, tkanek i komorek pochodzenia zwierzecego
(ksenotransplantacja) rozwigzaloby istniejacy problem. W ciggu minionego
stulecia odnotowano niewielkg liczbe prob wykorzystania narzadéw pochodze-
nia zwierzecego, przy czym w wiekszosci przypadkow zrodtem narzadow byty
naczelne. Ksenotransplantacja w ukladzie §winia-cztowiek moze przyczynic sie
do rozwigzania problemu®.

Ksenotransplantacja jest procedurg transplantacji, implantacji lub infuzji do
organizmu czlowieka zywych komorek, tkanek lub organéw pochodzacych od
innych organizmoéw niz czlowiek oraz ptynéw ustrojowych, komorek, tkanek lub
organow, ktore mialy ex vivo kontakt z komdrkami, tkankami, organami innymi
niz cztowieka. Pierwsze tkanki zwierzece zostaly przeszczepione cztowiekowi juz
w 1682 r.; kiedy uzupelniono ubytek czaszki czlowieka fragmentem czaszki psa.
W 1984 r. zainteresowanie ksenotransplantacja odnowilo si¢ po prébie prze-
szczepienia niemowleciu serca pochodzacego od pawiana — ,,przypadek Baby
Fae”. Dopiero nowoczesne metody inzynierii komdrkowej umozliwiaja zastoso-
wanie ksenotransplantacji jako nieograniczonego zrédta komoérek i narzagdéw do
przeszczepow™. Ksenotransplantacja jest przedsiewzigciem interdyscyplinarnym
obejmujacym caly szereg specjalnosci, od biologii molekularnej, poprzez rozréd
zwierzat, a w szczegolnosci embriologie eksperymentalng, hodowle $win, immu-
nologie¢ az po chirurgie transplantacyjna*'.

Za wyborem $wini jako potencjalnego dawcy narzagdéw do ksenotransplan-
tacji przemawiaja nastepujace fakty: $winia jest gatunkiem o wysokiej plennosci
i ptodnosci, tanim i tatwym w utrzymaniu, ponadto osobniki szybko rosng,
a ich organy w stosunkowo krétkim czasie osiagaja petng wielko$¢ i wydolnos¢
fizjologiczna*. Ponadto, w poréwnaniu do innych duzych zwierzat dosy¢ tatwo
mozna przeprowadzi¢ modyfikacje genowe. Transplantacja narzadu zawsze
wiaze si¢ z ryzykiem odrzucenia przeszczepu, co w przypadku przeszczepédw
allogenicznych zostalo w wiekszosci przypadkéw pokonane dzieki stosowaniu
lekéw immunosupresyjnych, hamujacych aktywnos¢ uktadu odpornosciowego.
Najpowazniejsza kwestia jest problem zgodnos$ci immunologicznej narzadu dawcy

¥ C. E. Goerlich iinni, The growth of xenotransplanted hearts can be reduced with growth

hormone receptor knockout pig donors, ,,Journal of Thoracic and Cardiovascular Surgery”,
2023, 165(2), s. €69-e81.

Z. Smorag iinni, red., Biotechnologiczne i medyczne podstawy ksenotransplantacji, red.
Z.Smorag, R. Sfomski, L. Cierpka, Poznan, 2006, s. 1-388.

Z. Smorag iinni, red., Biotechnologiczne i medyczne podstawy ksenotransplantacji, red.
Z.Smorag, R. Stomski, L. Cierpka, Poznan, 2006, s. 1-388; Z. Smorag i inni, Od genomu tura
po ksenotransplantacje, red. Z. Smorag, R. Stomski, J. A. Modlinski, Poznan, 2008, s.1-182.
C. E. Goerlich i inni, The growth of xenotransplanted hearts can be reduced with growth
hormone receptor knockout pig donors, ,,Journal of Thoracic and Cardiovascular Surgery”
2023, 165(2), 5. e69-¢81.
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i organizmu biorcy. Ksenotransplantacji poswieca sie wiele uwagi poniewaz brak
stuprocentowej pewnosci, czy jest to technologia calkowicie bezpieczna dla czto-
wieka. Trzeba uwzgledni¢ potencjalne zagrozenia, jednym z nich jest mozliwos¢
zarazenia cztowieka utajonymi retrowirusami, np. endogennymi retrowirusami
swini PERV (ang. porcine endogenous retroviruses).

Przygotowywanie komoérek swin do ksenotransplantacji prowadzone jest
wielokierunkowo, poprzez wylaczenie okreslonych gendw (knock-out), jak i przez
wprowadzenie dodatkowych gen6w, zmieniajacych antygeny powierzchniowe ko-
morek $wini. Transgeneza zwierzat skupia sie gtéwnie na przygotowaniu konstruk-
cji genowych inaktywujacych gen kodujacy al,3-galaktozylotransferaze (1,3GT)
albo zwigkszenia ekspresji enzymu al,2-fukozylotransferazy konkurujacego o ten
sam substrat. W badaniach wykonanych przez autoréw otrzymano kilka rodow
transgenicznych zwierzat, w pelni scharakteryzowanych, dostepnych do prac
wdrozeniowych. Do §win wprowadzono gen al,2-fukozylotransferazy czlowieka,
a galaktozydazy czlowieka, gléownego ukladu zgodnosci tkankowej cztowieka
HLA-E, bialka uktadu dopetniacza CD59, wylaczono geny $wini kodujace biatko
wigzgce glikoproteine UL-16 (gen ULBPI) i al,3-galaktozylotransferaze $wini®.

Wykorzystaniu transgenicznych §win na potrzeby ksenotransplantacji sprzy-
ja ograniczenie dostgpnosci organéw od zmarlych na potrzeby transplantacji
klinicznych, moznosé¢ ograniczenia natychmiastowego odrzucenia przeszczepu
przez uklad odpornosciowy czlowieka, wzrost przezywalnosci transplantowanych
serc, nerek, wysepek Langerhansa i rogéwki $win u naczelnych oraz ogranicze-
nie ryzyka przeniesienia potencjalnie infekcyjnych mikroorganizméw. Ponadto
wprowadzono obecnie ok. 40 lub wigcej zmian genetycznych u $win, przy czym
$winie moga mie¢ wprowadzone nawet kilkanascie zmian. Mozliwe staly sie
badania kliniczne zwigzane z transplantacja nerek, serca, naczyn krwionosnych
i wysepek Langerhansa $win.

Niezmiernie waznym etapem transgenezy $win jest wprowadzanie kon-
strukcji genowej do komdrek zwierzat. Najwazniejszg i najstarszag metoda jest
mikroiniekcja konstrukeji genowej do przedjadrza meskiego zaplodnionej
komorki jajowej. Ciekawa metoda przyspieszajaca wydajno$¢ transgenezy jest
klonowanie somatyczne transgenicznych zwierzat z potwierdzong ekspresja
transgenu. Najnowoczesniejsze podejscie obejmuje edycja genomdw, umozli-
wiajac modyfikacje zwierzat w sposob $cisle kontrolowany*. Niezmiernie wazne

# R. Stomskii inni, Innowacyjna technologia wykorzystania tkanek transgenicznych $win w kse-

notransplantacji, w: ,Nauka dla Spoteczenstwa. Osiagniecia Instytutu Genetyki Cztowieka
PAN”, red. R. Stomski, Poznan, 2021, s. 149-174.

J. Wiater i inni, Trichostatin A-assisted epigenomic modulation affects the expression profiles of
not only recombinant human a1,2-fucosyltransferase and a-galactosidase a enzymes but also
Gala1->3Gal epitopes in porcine bi-transgenic adult cutaneous fibroblast cells, ,International
Journal of Molecular Sciences” 2021, 22(3), 1386.
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jest réwniez okreslenie transgenezy na poziomie DNA, ocena jej stabilnosci oraz
wykrywanie potencjalnych zagrozen zwigzanych z ryzykiem zakazenia wirusami
biorcéw przeszczepow. Transgeniczna $winia moze sta¢ si¢ dawcg réznych na-
rzaddéw, a przeszczepienie kazdego z nich stanowi oddzielny problem chirurgii
transplantacyjnej®.

W naszym kraju wybitni chirurdzy transplantolodzy wykazywali duze za-
interesowanie postepami w badaniach z zakresu ksenotransplantacji. Profesor
Zbigniew Religa, ktory dokonal pierwszego w Polsce przeszczepu serca, Mini-
ster Zdrowia w latach 2005-2007, wielokrotnie wyrazal duze zainteresowanie
badaniami i je popieral. Profesor Marian Zembala, Minister Zdrowia w 2015 r.,
bliski wspolpracownik profesora Religi, brat udzial w latach 2002-2006 w reali-
zacji projektu ,Wykorzystanie transgenezy w genetycznej modyfikacji swin dla
pozyskiwania organéw do transplantacji u czlowieka” (PBZ-KBN-048/P05/2001).
Ogromne zastugi w badaniach nad ksenotransplantacjg i pozyskiwaniem §rod-
kow na badania ma profesor Zdzistaw Smorag z Instytutu Zootechniki — PIB
w Balicach*. Uzyskane w projekcie transgeniczne $§winie znalazly zastosowanie
w praktyce, co jest znaczgcym osiggnieciem nie tylko w ramach krajowych prac
badawczo-rozwojowych, lecz réwniez w obszarze swiatowych badan.

W trakcie badan pojawila si¢ obawa zwigzana z ryzykiem zakazenia biorcy
przez endogenne retrowirusy $wini PERV (ang. porcine endogenous retroviruses),
przy czym w ramach projektu rozwigzano ten problem poprzez selekcje $win
pozbawionych wirusa PERV. Badania wirusologiczne zostaly zapoczatkowane
w zespole profesora Tadeusza Wilczoka na Uniwersytecie Medycznym, wspol-
praca jest kontynuowana do dnia dzisiejszego przez jego nastepcow, profesor
Urszule Mazurek i Ilone Bednarek”. W Centrum Leczenia Oparzen w Siemiano-
wicach Slgskich dr Agnieszka Klama-Baryta wykorzystata w praktyce klinicznej
skore pochodzacg od uzyskanych w ramach projektu ksenotransplantacyjnego
zwierzat jako material opatrunkowy*. Uzyskano ponadto patent (numer prawa
ochronnego 240144 pt.: ,Biotechnologiczny opatrunek do leczenia ran oparze-

# N.Ryczeki inni, Evaluation of the CRISPR/Cas9 Genetic Constructs in Efficient Disruption of
Porcine Genes for Xenotransplantation Purposes Along with an Assessment of the Off-Target
Mutation Formation, ,Genes (Basel)” 2020, 11(6), s. 713; C. E. Goerlich i inni, The growth of
xenotransplanted hearts can be reduced with growth hormone receptor knockout pig donors,
»Journal of Thoracic and Cardiovascular Surgery” 2023, 165(2), s. e69-¢81.

Z. Smorag iinni, red., Biotechnologiczne i medyczne podstawy ksenotransplantacji, red.
Z.Smorag, R. Stomski, L. Cierpka, Poznan 2006, s. 1-388; Z. Smorag i inni, Od genomu tura
po ksenotransplantacje, red. Z. Smorag, R. Stomski, J. A. Modlinski, Poznan 2008, s. 1-182.
M. Kimsa-Dudek i inni, Screening pigs for xenotransplantation: expression of porcine endog-
enous retroviruses in transgenic pig skin, ,Transgenic Research” 2015, 24(3), s. 529-536.

A. Klama-Baryla i inni, Is transgenic porcine skin as good as allogeneic skin for regenerative
medicine? Comparison of chosen properties of xeno- and allogeneic material, ,,Iransplantation
Proceedings” 2020, 52(7), s. 2208-2217.

46

47

48

INNOWACYJNA MEDYCYNA W SEUZBIE ZDROWIA



Ryszard Stomski, Karolina Wielgus, Mikotaj Danielewski, Milena Szalata,

34 Mariola Dreger, Marcin Ozarowski, Marlena Szalata

niowych, sposéb wykonania opatrunku biotechnologicznego do leczenia ran
oparzeniowych i sposob zastosowania opatrunku biotechnologicznego do leczenia
ran oparzeniowych’, ktérego twdércami byli Kazimierz Cieslik, Zdzistaw Smorag,
Ryszard Stomski, Mariusz Nowak i Marek Kawecki. Uniwersytet Medyczny im.
Karola Marcinkowskiego w Poznaniu podjat badania, ktérych celem bylo wyko-
rzystanie skory i naczyn krwiono$nych transgenicznych §win®, ktérymi kierowali
Grzegorz Oszkinis i Ewa Strauss. W badaniach wyprowadzono réwniez linie
klonalne transfekowanych fibroblastow ptodowych™.

Instytut Genetyki Czlowieka PAN w Poznaniu pod kierunkiem Ryszarda
Stomskiego zajal si¢ opracowaniem i charakterystyka nowych konstrukeji geno-
wych zapobiegajacych odrzuceniu ksenoprzeszczepu. Przygotowane konstrukeje
genowe wprowadzano do §win w Instytucie Zootechniki — PIB w Balicach oraz
do linii komdrkowych in vitro na Uniwersytecie Przyrodniczym w Poznaniu,
a nastepnie potencjalnie transgeniczne potomstwo i komdrki analizowano
molekularnie oraz cytogenetycznie. Zaprojektowano i wykonano ekspresyjne
konstrukcje genowe, wprowadzajace biatka czlowieka, jak réwniez inaktywujace
konstrukcje genowe, wylaczajace aktywnos¢ endogennych genéw $wini. Przy-
gotowano ponadto konstrukcje typu inaktywujacego w technologii CRISPR/
Cas9. Zaadoptowano réwniez magnetofekcje w celu otrzymania transgenicznych
komorek, poprzez wprowadzanie kwaséw nukleinowych do komérek w polu
magnetycznym dzialajagcym na nanoczastki magnetyczne, ktdre sa zasocjowane
z kwasem nukleinowym?®".

Fundacja Rozwoju Kardiochirurgii w Zabrzu opracowata technologi¢ wy-
twarzania innowacyjnych bioprotez zastawek serca z wykorzystaniem technik
inzynierii tkankowej i metod biologii molekularnej. Do badan wykorzystywa-
no zaréwno tkanki natywne, jak i decellularne®®. Centrum Leczenia Oparzen
w Siemianowicach Slgskich opracowalo dwa warianty opatrunku biologicznego
ze skory transgenicznych $win przeznaczonych do wykorzystania klinicznego
u chorych z ranami oparzeniowymi i przewleklymi, z zastosowaniem technik

* M. Gabriel i inni, Cryopreserved arterial allografts in the treatment of prosthetic graft infec-
tions, ,,European Journal of Vascular and Endovascular Surgery” 2004;27(6):590-6.

M. Samiec, M. Skrzyszowska, Biological transcomplementary activation as a novel and effec-
tive strategy applied to the generation of porcine somatic cell cloned embryos, ,,Reproductive
Biology” 2014, 14(2), s. 128-139.

' M. Hryhorowicz i inni, Improved delivery of CRISPR/Cas9 system using magnetic nanopar-
ticles into porcine fibroblast, ,Molecular Biotechnology” 2019, 61(3), s. 173-180; N. Ryczek
i inni, Evaluation of the CRISPR/Cas9 Genetic Constructs in Efficient Disruption of Porcine
Genes for Xenotransplantation Purposes Along with an Assessment of the Off-Target Mutation
Formation, ,,Genes (Basel)” 2020, vol. 11(6), s. 713.

P. Wilczek i inni, Biomechanical properties of hybrid heart valve prosthesis utilizing the pigs
that do not express the galactose-a-1,3-galactose (a-Gal) antigen derived tissue and tissue en-
gineering technique, ,,Journal of Materials Science. Materials in Medicine” 2015; 26(1):5329.
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inzynierii tkankowej i komdrkowej>. Przeprowadzono réwniez weryfikacje
wynikow transgenezy z zastosowaniem technologii CRISPR/Cas9 do uzyskiwania
nowych modyfikacji, jak rowniez okreslono zmiennos$¢ genetyczng wybranych
$win™.

Przez ostatnie lata nie bylo informacji o badaniach ksenotransplantacyjnych
prowadzonych w USA. W 2006 r. Ryszard Stomski wzial udziat w delegacji pol-
skich naukowcéw i biznesmendw do Houston w Teksasie. Glownym wydarzeniem
byty wykiady dla zaproszonych gosci, a wérdd nich obecny byt Francis Collins,
amerykanski lekarz i genetyk znany z przelomowych odkry¢ w dziedzinie choréb
genetycznych, ktéry kierowal Projektem poznania genomu czlowieka. Podczas
pobytu w Texas Heart Institute w Houston Ryszard Stomski zorientowat sie, ze
prowadzone sg badania z zastosowaniem duzych zwierzat, jednak nie bylo in-
formacji o przetomowych wynikach. Dopiero pojawienie si¢ technologii edycji
genomu spowodowalo przyspieszenie i szerokie rozwinigcie badan. W grudniu
2020 r. amerykanska Agencja Zywnosci i Lekéw (ang. Food and Drug Admini-
stration, FDA) zatwierdzila pierwszg zamierzong zmiang¢ genomowsa (ang. Inten-
tional Genomic Alteration) w linii $win domowych. Swinie GalSafe® pozbawione
sg epitopu al,3Gal na powierzchni komoérek. Homozygotyczne §winie GalSafe®
sa przeznaczone do stosowania zaréwno jako Zywnos¢, jak i do wytwarzania
lekéw dla ludzi.

Modyfikacje obejmuja wylaczenie genéw odpowiedzialnych za powstanie
weglowodanow zwigzanych z natychmiastowym odrzuceniem tkanek $win,
galaktozo-a-1,3-galaktozy (GT), 1,4-N-acetylogalaktozylotransferazy (f4Gal),
hydroksylazy kwasu cytydyno-monofosfo-N-acetyloneuraminowego (CMAH)
oraz ograniczenie wewnetrznego wzrostu przeszczepu przez blokade receptora
hormonu wzrostu (GHR). Wprowadzono ponadto szes¢ genow cztowieka, ktére
biorg udzial w regulacji uktadu dopelniacza jak CD46, czynnik przyspieszajacy
rozpad (DAF), biorgcych udziatl w antykoagulacji jak receptor biatka C komoérek
srédblonka (EPCR) i trombomodulina (TBM) oraz dzialajace przeciwzapalnie
jak hemooksygenaza 1 (HO-1) oraz CD47>.

W styczniu 2022 r. naukowcy Wydziatu Medycznego Uniwersytetu Maryland
w Baltimore doniesli o przeszczepie serca swini pacjentowi, dla ktérego nie mozna
byto znalez¢ dawcy. Bylta to pierwsza transplantacja serca miedzy transgenicznym

3 A. Klama-Baryla i inni, Is transgenic porcine skin as good as allogeneic skin for regenerative

medicine? Comparison of chosen properties of xeno- and allogeneic material, ,,Iransplantation
Proceedings”, 2020, 52(7), s. 2208-2217.

> N.Ryczeki inni, Evaluation of the CRISPR/Cas9 Genetic Constructs in Efficient Disruption of
Porcine Genes for Xenotransplantation Purposes Along with an Assessment of the Off-Target
Mutation Formation, ,,Genes (Basel)”, 2020, 11(6), s. 713.

*  B. P. Griffith i inni , Genetically Modified Porcine-to-Human Cardiac Xenotransplantation,
»Ihe New England Journal of Medicine” 2022, vol. 387(1), s. 35-44.
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zwierzgciem a czlowiekiem. Odbiorcg byt 57 letni pacjent David Bennett, a zabieg
chirurgiczny przeprowadzit dr Bartley P. Griffith. Przeszczep serca §wini przepro-
wadzono zaledwie dwa miesigce po przeszczepieniu nerki §wini przez dra Roberta
Montgomeryego z akademickiego centrum medycznego w Nowym Jorku. Pacjent
zmarl dwa miesigce po zabiegu, a szpital stwierdzil, ze przeszczepione serce dzia-
talo dobrze przez kilka tygodni i nie zaobserwowano oznak odrzucenia. Badania
z zakresu ksenotransplantacji na Uniwersytecie Maryland zostaly zainicjowane
pie¢ lat wezesniej przez znakomitej stawy uczonego Muhammada M. Mohiuddi-
na**. We wrze$niu 2023 r. przeprowadzil on pierwszy na §wiecie przeszczep nerki
genetycznie zmodyfikowanej $wini czlowiekowi. Pacjent, za zgoda rodziny byt
podlaczony do respiratora, po tym jak przed ksenoprzeszczepem stwierdzono
zgon na podstawie kryteriéw neurologicznych. Po dwéch miesigcach pobrano
przeszczep i podczas badan zaobserwowano nieznane do tej pory zmiany ko-
morkowe, wskazujace na tagodny proces odrzucania, wymagajacy intensyfikacji
leczenia immunosupresyjnego. Dr Mongomery wskazal, ze prowadzone badania
umozliwig optymalizacje schematu immunosupresji i wybdr modyfikacji genow
bez narazania zywego pacjenta na ryzyko, zwiekszajac bezpieczenstwo przysztych
badan klinicznych.

Badania nad ksenotransplantacja intensywnie si¢ rozwijaja. Naukowcy
z Niemiec pracujg nad hodowlg $win, ktérych serca moga potencjalnie zosta¢
przeszczepione ludziom, jest to zwigzane z duzym zapotrzebowaniem i poparciem
spolecznym®. Intensywne prace prowadzi firma Xtransplant-LMU ze wspar-
ciem ze strony profesora Eckharda Wolfa z Uniwersytetu Ludwiga Maximiliana
w Monachium. Do badan wybrano $winie Auckland Island z Nowej Zelandii ze
wzgledu na niewielkie rozmiary i projekt przejdzie testy w 2025 r.

Prowadzone sa réwniez prace nad transgeneza $win na potrzeby kseno-
transplantacji przez inne firmy. Firma biotechnologiczna eGenesis z siedziba
w Cambridge w stanie Massachusetts we wspotpracy z firmg PorMedTec z Japonii
uzyskala genetycznie modyfikowane §winie do stosowania w transplantacjach®.
Modyfikacja komoérek $win obejmowala 1) usuniecie trzech genéw zaangazowa-
nych w synteze antygenéw glikanowych zwigzanych z odrzuceniem nadostrym (8
alleli); 2) wprowadzenie siedmiu genéw czlowieka zaangazowanych w regulacje
kilku szlakéw modulujacych odrzucenie oraz 3) inaktywacje endogennych retro-
wiruséw w genomie §win (PERYV, 59 kopii). Do badan wybrano ras¢ miniaturo-

% C. E. Goerlich i inni, The growth of xenotransplanted hearts can be reduced with growth

hormone receptor knockout pig donors, ,Journal of Thoracic and Cardiovascular Surgery”

2023, vol. 165(2), s. e69-e81.

E. Kemter i inni, Xeno-organ donor pigs with multiple genetic modifications - the more the

better?, ,Current Opinion in Genetics and Development” 2020;64:60-65.

8 R.P. Anand i inni, Design and testing of a humanized porcine donor for xenotransplantation,
»Nature” 2023, 622(7982), s. 393-401.
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wych $win jukatanskich, poniewaz rozmiary ich narzagdéw sa poréwnywalne do
narzadow cztowieka, z grupa krwi zero (OO), aby wyeliminowa¢ niezgodnosci
grupy krwi w ukladzie ABO. Lacznie wprowadzono 69 zmian genomowych
z zastosowaniem metod edycji genomu (technologia CRISPR/Cas9)*. Sredni czas
oczekiwania na przeszczep nerki w Japonii wynosi pigtnascie lat, w poréwnaniu
do czterech lat w USA.

Mimo olbrzymiego postepu, stosowanie urzadzen do dtugoterminowego
mechanicznego wspomagania krazenia przy znaczacych korzysciach klinicznych,
nadal zwigzane jest powaznymi powiklaniami w zakresie hemokompatybilnoscia,
w tym zakrzepicg, nawracajagcymi krwawieniami i incydentami naczyniowo-
-mo6zgowymi, stad podobnie jak inne rozwigzania, wymaga dalszych badan®.

Inng alternatywg do przeszczepow moze by¢ biodruk 3D, ktéry wykorzystuje
biokompatybilne materialy i komorki cztowieka do tworzenia zywych tkanek
i struktur narzadéw. Organy 3D znajda zastosowanie w medycynie regeneracyj-
nej, poszukiwaniu nowych lekow jak i testach toksykologicznych. Przyjmuje sig,
ze w krotkim czasie bedzie mozna wykorzystac je w przeszczepach narzadow®'.
Chociaz biodruk 3D moze przynies¢ wiele korzysci, wigze sie z szeregiem wyzwan
i wymagan, w szczegolnosci zwigzanych z biodrukowaniem réznych tkanek,
m.in. komdrkami, biotuszami i biodrukarkami, a takze kwestiami etycznymi,
skutecznoscig kliniczng i optacalnoscig, co utrudnia wlgczenie biodruku 3D do
powszechnej praktyki klinicznej®. Istotng cze¢$¢ biodruku 3D stanowiag komorki
macierzyste, poniewaz decyduja o mozliwoéci przygotowania funkcjonalnych
narzadéw. Komorki macierzyste powinny wykazywac¢ zdolnoé¢ do podziatéw,
funkcjonalnos¢, bezpieczenstwo stosowania, niskg kosztochfonnos¢ oraz zdolnosé
do samoorganizacji i odtwarzania prawidtowych struktur tkanek, umozliwiajac
pelna funkcjonalizacj¢ organu®. W badaniach in vitro uzyskano struktury tréjwy-
miarowe dla m.in. watroby, nerek, ptuc, serca, jelit, oczu, skory, nerwow i kosci®.
Dla potrzeb inzynierii tkankowej i medycyny regeneracyjnej w tréjwymiaro-
wym biodrukowaniu wykorzystuje sie coraz czesciej decellularyzowang macierz
zewnatrzkomoérkowy (ang. decellularized extracellular matrice, dECM), mysli
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sie takze o przygotowaniu na ich podstawie biotuszu®. Nasi wspotpracownicy
prowadzili prace nad wykorzystaniem decellularyzowanych struktur w projekcie
ksenotransplantacyjnym®.

Rozwoj hodowli komérek w uktadach tréjwymiarowych zapewnia prawidlowe
oddzialywania miedzy komdrkami i macierza zewnatrzkomorkows, co umozli-
wia odtworzenie warunkow wystepujacych naturalnie w tkankach i organach.
Badania w duzym stopniu skupiaja si¢ na organoidach®’, wywodzacych sie z ko-
morek macierzystych, odtwarzajacych ztozong strukture narzadéw w uktadach
in vitro®. Druk tréjwymiarowy organéw do przeszczepéw wymaga pokonania
wyzwan obejmujgcych odpowiednie unaczynienie narzagdéow, dostepnosci duzej
liczby komorek o okreslonych parametrach, ograniczenia odpowiedzi immuno-
logicznej zwigzanej z pojawianiem si¢ sktadnikéw pochodzenia zwierzecego oraz
funkcjonalizacj¢ komorek tworzacych struktury 3D®.

Podsumowanie

Odkrycie budowy czasteczki DNA stanowi jedno z najwazniejszych osia-
gnie¢ ludzkosci. Wiedza ta znalazta zastosowanie nie tylko w nauce, gdzie dala
poczatek kilku nowym dziedzinom, ale takze w przemysle, medycynie oraz zyciu
codziennym. Znajomo$¢ DNA byta podtozem dla rozwoju inzynierii genetycznej,
ktdrej chyba najbardziej ambitnym zastosowaniem jest hodowla zwierzat trans-
genicznych na potrzeby ksenotransplantacji. Przeszczepy odzwierzece sa jednym
z najbardziej obiecujacych rozwigzan dla problemu niedoboru podazy narzagdow
do przeszczepu inie ulega watpliwosci, ze wiedza o genetyce jest kluczem do
zmniejszenia bariery immunologicznej i, w konsekwencji, prawdopodobienstwa
odrzucenia przeszczepu. W polaczeniu z odpowiednia terapig immunosupresyjna
obecnie trwajace eksperymenty dajg coraz lepsze wyniki. Kolejnym zapropono-
wanym rozwigzaniem jest biodruk w 3D. Poniewaz metoda ta zaklada wyko-
rzystanie materialéw biokompatybilnych oraz komdrek macierzystych pacjenta,
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ryzyko odrzucenia takiego przeszczepu powinno by¢ zdecydowanie mniejsze.
Wyzwaniem pozostaje jednak dobér materialéw tak aby oddawaty one w pelni
wlasciwosci fizyczne drukowanego organu, a takze zeby komorki macierzyste
mogly tatwo skolonizowac i egzystowa¢ na sporzadzonym rusztowaniu.
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