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Autoreferat (zalacznik nr 3)

Dane wnioskodawcy

Kamila Kusz-Zamelczyk
nazwisko rodowe: Kusz

urodzona

Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

1996 - magister biotechnologii

Wydziat Biologii Uniwersytetu im. A. Mickiewicza w Poznaniu,

Praca magisterska pt. ,Identyfikacja wirusa HPV w stanach nowotworowych i
przednowotworowych narzadéw plciowych kobiet”

Promotor: Prof. dr hab. Anna Gozdzicka-Jozefiak

2001 - doktor nauk chemicznych, specjalnos¢ biochemia

Instytut Chemii Bioorganicznej PAN w Poznaniu,

Praca doktorska pt. ,,Wybrane aspekty molekularne patologii determinacji pici: zespotu
Swyera, zespolu mezczyzny XX oraz hermafrodytyzmu prawdziwego XX

Promotor: Prof. dr hab. Jadwiga Jaruzelska

2003 — uzyskanie prawa wykonywania zawodu diagnosty laboratoryjnego

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

01.10.1996 - 30.09.1997 doktorantka w Instytucie Genetyki Czlowieka PAN
01.10.1997 - 30.09.2002 asystent w Instytucie Genetyki Cztowieka PAN

01.10.2002 - 31.07.2011 adiunkt w Instytucie Genetyki Cztowicka PAN
01.08.2011 - obecnie asystent w Instytucie Genetyki Cztowieka PAN
01.04.2006 - obecnie inspektor ochrony radiologicznej w Instytucie Genetyki

Cztowieka PAN

Na przetomie lat 2008-2009 miatam [0-miesigczna przerwg w pracy z powodu

urodzenia dziecka.



4. Dorobek Naukowy

Jestem autorka 11 artykutow naukowych (nie liczac cyklu publikacji zgtoszonych jako
osiagnig¢cie naukowe), w tym:

o 8 artykutéow oryginalnych

o 1 artykutu przegladowego

o 2 rozdziatéw w ksiazkach

Dane bibliometryczne (z dnia 21.09.2015)

Laczny Impact Factor cyklu publikacji zgloszonego jako osiagnigcie naukowe, zgodnie
z rokiem opublikowania: 15,875

Laczny Impact Factor pozostatych publikacji, zgodnie z rokiem opublikowania: 23,089
Liczba cytowan bez autocytowan wedtug bazy Web of Science: 460

Index Hirscha wedlug bazy Web of Science: 6

Prace, ktorych jestem wspotautorem sg cytowane w 7 jednostkach tematycznych bazy

Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM)

Jestem réwniez autorka 33 doniesien zjazdowych prezentowanych na konferencjach
naukowych krajowych i miedzynarodowych, w tym 19 doniesien ustnych i 14 doniesien

plakatowych.

Projekty badawcze

W trakcie dotychczasowej pracy naukowej uczestniczytam lub nadal uczestniczg w

realizacji 14 projektow badawczych, w tym w 4 jako Kierownik.

Wykaz opublikowanych prac naukowych, komunikatéw zjazdowych oraz projektow

badawczych przedstawiony jest w zataczniku nr 5.




5.
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3)

4)

3)

6)

Wskazanie osiggnigcia (wg art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz .U. nr 65,

poz. 595 z pdzn. Zm.)

Tytut cyklu tematycznego publikacji:

,,Badanie roli bialek NANOS i PUMILIO w rozwoju komérek rozrodczych

mezezyzn”

Kusz-Zamelezyk K, Sajek M, Spik A, Glazar R, Jedrzejczak P, Latos-Bielenska A,
Kotecki M, Pawelczyk L, Jaruzelska J. Mutations of NANOSI1, a human homologue
of the Drosophila morphogen, are associated with a lack of germ cells in testes or
severe oligo-astheno-teratozoospermia. Journal of Medical Genetics 2013; 50:187-193
(IF2013 5,703)

Ginter-Matuszewska B, Kusz K, Spik A, Grzeszkowiak D, Rembiszewska A,
Kupryjanczyk J, Jaruzelska J. NANOSI1 and PUMILIO2 bind microRNA biogenesis
factor GEMIN3, within chromatoid body in human germ cells. Histochemistry and
Cell Biology 2011; 136:279-287 (IF2011 2,588)

Kusz K. Tomczyk L, Sajek M, Spik A, Latos-Bieleniska A, Jedrzejczak P, Pawelczyk
L, Jaruzelska J. The highly conserved NANOS?2 protein: testis-specific expression and
significance for the human male reproduction. Molecular Human Reproduction 2009;
15:165-171 (1F2000 3,005)

Kusz K, Tomczyk L, Spik A, Latos-Bielenska A, Jedrzejczak P, Pawelczyk L,
Jaruzelska J. NANOS3 gene mutations in men with isolated sterility phenotype.
Molecular Reproduction and Development 2009; 76:804 (IF2000 2,041)

Kusz K, Ginter-Matuszewska B, Ziotkowska K. Spik A, Bierta I, Jedrzejczak P,
Latos-Bieleniska A, Pawelczyk L, Jaruzelska J. Polymorphisms of the human
PUMILIO2 gene and male sterility. Molecular Reproduction and Development 2007,
74:795-799 (1F2007 2,538)

Kusz-Zamelczyk K, Ginter-Matuszewska B, Sajek M, Jaruzelska J. Gene mutations
associated with male infertility. Rozdzial w ksigzce Male Infertility, Wydawnictwo
InTech, Rijeka, Chorwacja, 2012, 21-50

Laczny Impact Factor cyklu publikacji zgodnie z rokiem opublikowania: 15,875



Omoéwienie w/w cyklu publikacji

Moje zainteresowania naukowe koncentruja si¢ wokot mechanizmow Kierujacych procesem
determinacji i rozwoju plei, w tym rozwoju komérek pleiowych. Prace zgloszone przeze mnie
jako osiagniecie naukowe dotyczg genetyki rozwoju komorek piciowych mezczyzn na tle
nieplodnodci. Nieptodnos¢ meska stanowi duzy problem medyczny i spoleczny bowiem
szacuje sie, ze az 15% malzenstw na $wiecie nie moze doczekaé si¢ potomstwa a w okofo
polowie tych przypadkow przyczyna lezy po stronie mezczyzny. Coraz czgéciej zwraca sig
uwage na czynniki genetyczne nieptodnosci, jednak pomimo rozwoju metod
sekwencjonowania nowej generacji jest to obszar wcigz stabo poznany. W pracy
przegladowej pt. Gene mutations associated with male infertility stanowiacej rozdzial w
ksiazce Male Infertility wraz ze wspoOtautorami podsumowalam stan wiedzy o genetycznym
podtozu nieptodnosci mezczyzn.

Kusz-Zamelezyk K, Ginter-Matuszewska B. Sajek M, Jaruzelska J. Gene mutations associated with male
infertility. Rozdzial w ksigzce Male Infertility, Wydawnictwo InTech, Rijeka, Chorwacja, 2012, 21-50

Poza aberracjami chromosomowymi nieplodno$¢ meska warunkuja réwniez mutacje
punktowe specyficznych genow autosomalnych lub mikrodelecje w obrgbie regionu AZF
(ang. Azoospermia Factor) chromosomu Y. Te ostatnie sa najczestsza genetyczng przyczyng
braku (azoospermii) lub obnizonej liczby plemnikow w nasieniu (oligozoospermii). Region
AZF zawiera m.in. zachowany w ewolucji i wazny dla ptodnosci gen DAZ (ang. Deleted in

zoospermia). Obecno$¢ domeny RRM (ang. RNA-Recognition Motif) w biatku DAZ
sugeruje zaangazowanie w interakcje z RNA [Saxena i wsp. 1996]. Moja opiekunka naukowa
Pani Prof. Jaruzelska wraz ze wspotpracownikami w badaniach nad mechanizmem dziatania
biatka DAZ pokazala, iz oddzialuje ono m. in. z biatkiem PUMILIO2 w komérkach
rozrodczych mezczyzn [Moore, Jaruzelska i wsp. 2003] a to z kolei oddziatuje z biafkiem
NANOSI [Jaruzelska, Kotecki, Kusz i wsp. 2003]. Te dwa ostatnie biatka przykuly moja
uwage poniewaz |/ podobnie jak DAZ posiadaja domeny wigzania z RNA (biatko
PUMILIO2 domene PUF a NANOS1 domeng palcoéw cynkowych typu (CCHC)2, 2/ sg silnie
zachowane w ewolucji (bialka pumilio zwane rowniez PUF sa szeroko rozpowszechnione
wérod grzybow, roélin oraz zwierzat, natomiast biatka nanos wystepujg w krolestwie zwierzat
poczawszy od jamochtonéw az po cztowieka), 3/ homologi tych bialek — pumilio oraz nanos
petnia kluczowe role w rozwoju komoérek piciowych Drosophila melanogaster [Kobayashi i
wsp. 1996, Fores i Lehmann 1998, Hayashi i wsp. 2004, Wang i Lin 2004, Sato i wsp. 2007]
oraz Caenorhabditis elegans [Kraemer i wsp. 1999] jako regulatory translacji specyficznych

mRNA, 4/ NANOSI ulega specyficznej ekspresji w komorkach meskiej linii germinalnej, w
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ktorych wystepuje rowniez PUMILIO?2 [Jaruzelska, Kotecki, Kusz i wsp. 2003]. Biorac pod
uwage powyzsze dane wysuneliSmy hipoteze, ze w komdrkach meskiej linii plciowej biatka
DAZ, PUMILIO2 i NANOSI funkcjonuja w kompleksach rynukleoproteinowych, w ktorych
dochodzi do regulacji translacji specyficznych mRNA, kluczowych dla prawidtowego
rozwoju tychze komdrek. Mozna byto oczekiwac, ze nieprawidlowe funkcjonowanie owej
regulacji skutkowaloby zaburzeniem rozwoju komodrek plciowych mezczyzn a w
konsekwencji nieptodnoscia. Funkcja biatek rodziny DAZ oraz ich znaczenie dla ptodnosci
byly szeroko badane od momentu identyfikacji genow DAZ w regionie AZF chromosomu Y
w 1995 roku [Reijo i wsp. 1995]. Dlatego celem mojego projektu podoktorskiego bylo
poznanie roli bialek PUMILIO2 i NANOS1 w rozwoju komorek plciowych mezezyzn
oraz rozpoznanie mechanizmu molekularnego w ktéorym funkcjonuja. Po
zidentyfikowaniu paralogow NANOS1 — NANOS2 i NANOS3 rozszerzylam swe badania
na calg rodzine¢ bialek NANOS czlowieka. Cel ten realizowalam poprzez dwa rownolegle
podejscia badawcze: 1/ identyfikacje biatek oddziatujacych z PUMILIO2 i NANOSI oraz 2/
poszukiwanie mutacji genow PUMILIO2 i NANOSI-3 zwigzanych z azoospermig lub
oligozoospermig oraz badania funkcjonalne zidentyfikowanych mutacji. Bylo to
przedsigwziecie nowatorskie, bowiem w 2001 roku, w czasie rozpoczynania mojego projektu
podoktorskiego, Prof. Jaruzelska wiasnie sklonowalta NANOSI i zasugerowala role tego genu
oraz PUMILIO2 w ptodnosci cztowieka (jej wyniki nie byly jeszcze opublikowane). Paralogi
NANOS2 i NANOS3 zostaly zidentyfikowane przez inne grupy dopiero w trakcie trwania
mojego projektu [Strausberg i wsp. 2002, Grimwood i wsp. 2004].

Identyfikacja bialek oddzialujacych z PUMILIO2 i NANOS1

Rozpoznawanie molekularnego mechanizmu dziatania kompleksu NANOSI1-PUMILIO2
rozpocze¢tam od identyfikacji oddziatlujacych z nim czynnikow biatkowych. Badania te
prowadzitam w ramach wlasnego grantu mlodego badacza KBN nr 6 POSE 001 21. W
oparciu o drozdzowy system dwuhybrydowy oraz biblioteke cDNA gonad meskich, z
nieoceniong pomocg Pani mgr Anny Spik, pokazalam, ze oba biatka, NANOS! i PUMILIO2
oddziatujg z heliazg RNA, biatkiem GEMIN3. W tym czasie Mourelatos i wsp. pokazali
obecnos¢ biatka GEMIN3 w kompleksie rybonukleoproteinowym 15S zawierajgcym liczne
mikroRNA oraz elF2C2 nalezace do rodziny biateck ARGONAUTE petnigcych zasadniczg
role w funkcjonowaniu mikroRNA [Mourelatos i wsp. 2002]. Dane te stanowily dla nas
bardzo interesujgcg sugestie, ze funkcjonowanie kompleksu NANOSI-PUMILIO2 w

regulacji translacji moze by¢ powigzane ze sciezka mikroRNA. Uzyskany przeze mnie wynik
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wstepny wskazujacy na interakcje NANOSI i PUMILIO2 z GEMIN3 dat podwaliny pod
projekt doktorski mojej bylej magistrantki, Pani Barbary Ginter-Matuszewskiej. W ramach
tego projektu potwierdzone zostato oddziatywanie NANOSI-GEMIN3 oraz PUMILIO2-
GEMIN3 poprzez koimmunoprecypitacj¢ z transfekowanych komorek ssakow. Biorac pod
uwage, ze ekspresja GEMIN3 w komdrkach linii germinalnej nie byta wczesniej opisana,
chcielismy upewnié¢ sie czy bialko to obecne jest w meskich komorkach ptciowych na tym
samym etapie rozwoju co NANOSI i PUMILIO2. Pani mgr Alina Rembiszewska z Centrum
Onkologii — Instytutu im. Marii Sktodowskiej-Curie w Warszawie w ramach wspoipracy
wykonata analize immunohistochemiczng skrawkow gonady meskiej czlowieka oraz myszy.
Dzigki temu pokazaliSmy, ze biatlko GEMIN3, podobnie jak NANOS1 i PUMILIO2,
zlokalizowane jest w okofojadrowym regionie cytoplazmy spermatogonii. spermatocytow
oraz okragtych spermatyd. Ekspresja GEMIN3 w tych stadiach rozwojowych meskiej linii
plciowej sugeruje, ze biatko to mogloby pelnic role w samoodnawianiu spermatogonii oraz w
mejozie. Za pomocg podwojnego bawienia fluoroimmunohistochemicznego Pani Ginter-
Matuszewska pokazala, ze GEMIN3, NANOSI1 i PUMILIO2 ko-lokalizuja w okotojadrowym
regionie cytoplazmy komarek meskiej linii germinalnej cztowieka oraz myszy, a w stadium
okraglych spermatyd biatka te obserwowane s3 w formie pojedynczego agregatu
kontaktujacego sie z jadrem komérkowym. Morfologicznie agregat ten przypominal nam
ciato chromatoidowe (CB), okoto jadrows strukture zidentyfikowang w okragtych
spermatydach gryzoni [Parvinen 2005], jednak wystgpowanie tej struktury w komorkach
spermatogenicznych czlowieka nie bylo wczesniej zademonstrowane. Zastosowanie
przeciwciata dla biatka VASA stanowigcego marker ciata chromatoidowego oraz podwojne
barwienie fluoroimmunohistochemiczne pozwolifo Pani Ginter-Matuszewskiej dowies¢, ze
obserwowana przez nas w okrgglych spermatydach cztowieka struktura, zawierajaca biatka
NANOSI, PUMILIO2 i GEMIN3 jest tozsama z cialem chromatoidowym [Ginter-
Matuszewska, Kusz i wsp. 2011]. Po raz pierwszy zatem pokazalismy, ze kompleks Nanos-
Pumilio ssakow funkcjonuje w ciele chromatoidowym, uznawanym obecnie za specyficzne
dla komorek meskiej linii germinalnej ssakow miejsce obrobki i przechowywania licznych
mRNA oraz niekodujacych RNA. Blisko$¢ miejsc wigzania PUMILIO z miejscami wigzania
mikroRNA [Galgano i wsp. 2008] sugeruje kooperacj¢ pomigdzy kompleksem NANOSI-
PUMILIO2, biatkiem GEMIN3 oraz mikroRNA w regulacji translacji wybranych mRNA.

Kwestia ta stanowi przedmiot dalszych badan Pani Barbary Ginter-Matuszewskiej.

Ginter-Matuszewska B, Kusz K, Spik A, Grzeszkowiak D, Rembiszewska A, Kupryjafczyk I, Jaruzelska J.
NANOS! and PUMILIO2 bind microRNA biogenesis factor GEMIN3, within chromatoid body in human germ
cells. Histochemistry and Cell Biology 2011: 136:279-287 (1F2011 2,588)
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Poszukiwanie mutacji genow PUMILIO2 i NANOSI-3 zwiazanych z azoospermia lub
oligozoospermig oraz badania funkcjonalne wybranych mutacji

Jedng z mctod poszukiwania roli genu jest analiza fenotypu na tle jego dysfunkeji. Znaczenie
pumilio i nanos dla plodnosci Drosophila zostalo ukazane wlasnie za pomocg mutantow.
Zmutowanie obu badz jednego z tych bialek skutkuje brakiem komorek plciowych w
gonadach much [Forbes i Lehmann 1998]. Zastanawiatam si¢, czy znaczenie autosomowych
genow pumilio oraz nanos dla ptodnosci zostato zachowane od muchy do cztowieka oraz czy
kazdy z trzech paralogow NANOS cztowieka zyskat na drodze ewolucji odmienng rolg w
rozwoju komorek linii plciowej. Na te pytania probowatam odpowiedzie¢ poprzez
poszukiwanie mutacji tych genéw w grupie m¢zezyzn o fenotypie ,.czystej nieplodnosci”,
czyli bez towarzyszacych innych wad. Nowatorsko$¢ tego podejscia polegata na tym, ze w
momencie rozpoczecia badan mysie homologi tych gendéw nie byly jeszcze opisane.
Nieplodni pacjenci charakteryzowali si¢ azoospermia lub oligozoospermig. Niezwykle cenny
dla tych badan byt zdefiniowany fenotyp histologiczny kanalikéw plemnikotworczych
wigkszosci pacjentow. Zalozylismy bowiem, ze wykrycie mutacji sprawczej PUMILIOZ2 lub
jednego z trzech gendw NANOS na tle sprecyzowanego fenotypu Kkanalikow
plemnikotworczych (np. Zespétu Samych Komoérek Sertolego, zahamowania mejozy lub
hipospermatogenezy) pozwoli wyciagna¢ wnioski na temat roli danego genu w réznicowaniu
meskich komorek piciowych. Grupa badana byta rekrutowana dzigki wspotpracy z
Profesorem Leszkiem Pawelczykiem i Profesorem Piotrem Jedrzejczakiem z Kliniki
Nieplodnosci i Endokrynologii Rozrodu oraz z Panig Profesor Anng Latos-Bielenskg z
Katedry Genetyki Medycznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w
Poznaniu. Badania nad poszukiwaniem mutacji PUMILIO2 i NANOSI-3 realizowaliSmy w
ramach dwdch uzyskanych przeze mnie grantow: KBN nr 3 POSE 013 25, pt. ,,Badanie
funkcji bialek NANOSI i PUMILIO2 w rozwoju komérek germinalnych oraz ich znaczenia
w nieptodnosci meskiej™ (17.09.2003-16.01.2007) oraz MNiSW NN407 0683 33, pt.
.Badanie roli bialek NANOS2 i NANOS3 w rozwoju komorek germinalnych oraz ich
znaczenie w ptodnosci mezczyzn™ (10.09.2007- 09.04.2011).

W pierwszej kolejnos$ci przeprowadzilismy analize genu PUMILIO?2, ktory wprawdzie
ulega ekspresji w roznych tkankach ale zdecydowanie najsilniejszej w komoérkach linii
plciowej jader i jajnikéw [Moore, Jaruzelska i wsp. 2003]. Z tego powodu wydawat si¢ by¢
dobrym kandydatem na gen, ktorego mutacje powodujg fenotyp ..czystej niepfodnosci™.
Nalezy wspomnie¢, ze paralog PUMILIOI nie jest specyficzny dla komorek linii plciowej a

poziom jego ekspresji jest podobny we wszystkich badanych tkankach [Moore, Jaruzelska i
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wsp. 2003]. Dwie magistrantki, Pani Barbara Ginter-Matuszewska oraz Pani Katarzyna
Ziotkowska poszukiwaly, pod moja opieka, mutacji w eksonach oraz przylegajacych do nich
fragmentach intronéw genu PUMILIO2 u 137 pacjentdw z azoospermiag lub
oligozooospermia. Badania te doprowadzity do identyfikacji heterozygotycznej substytucji
zlokalizowanej blisko pozycji donorowej splicingu w intronie 15 (IVSI5+6G>A),
wystepujacej pomiedzy eksonami kodujagcymi domeneg wigzania RNA — PUF. Substytucj¢ t¢
wykrylismy u trzech pacjentdw z azoospermia. Pokazalismy jednak, ze wystgpowata rowniez
w grupie kontrolnej plodnych mezczyzn z taka sama czestoscig jak wsréd badanych
pacjentow. Zatem jej sprawcza rola w powstawaniu fenotypu nieptodnosci byla watpliwa. Na
neutralny charakter tej mutacji wskazywala réniez wykonana przeze mnie analiza ¢cDNA
nosiciela tego wariantu sekwencji. Pokazata, ze pomimo bliskosci kanonicznego miejsca
donorowego splicingu GT wariant ten nie byt skfadany w sposob nieprawidlowy. Poza
(IVS15+6G>A) wykrylismy tyko jeszcze jedna zmiang u pacjenta z azoospermig. Byfa to
mutacja synonimiczna p.Tyr258Tyr w eksonie 6, ktora teoretycznie nie ma zadnego wptywu
na produkt biatkowy genu PUMILIO2. Moglaby powodowac¢ uruchomienie kryptycznego
miejsca splicingu, jednak analiza bioinformatyczna nie potwierdzita takiego scenariusza. W
sumie nie udato siec nam pokaza¢ znaczenia tego genu dla plodnosci mezezyzn, ani funkcji
tego genu w procesie spermatogenezy [Kusz i wsp. 2007]. Brak jakichkolwiek innych zmian
w sekwencji PUMILIO2 w badanej przez nas duzej grupie mezczyzn pokazuje niezwykle
niska zmiennos¢ tego genu.

Rownolegle do poszukiwan mutacji w PUMILIO2 rozpoczglam poszukiwania mutacji
w otwarte] ramie odczytu pozbawionego intronéw genu NANOSI, wyrazajacego si¢ u
dorostych specyficznie w linii meskich komorek piciowych [Jaruzelska, Kotecki, Kusz i wsp.
2003]. Wykrytam kilka zmian w sekwencji tego genu u nieptodnych mezezyzn. Wstepne
wyniki z tego podprojektu przedstawitam w wystapieniu ustnym na konferencji
Amerykanskiego Towarzystwa Genetyki Cztowicka w Toronto, w 2004 roku. W trakcie
prowadzonych przeze mnie poszukiwan mutacji NANOSI opublikowano dane pokazujace, ze
knock out ortologa tego genu u myszy nie ma zadnego negatywnego wplywu ani na rozwoj
komorek linii piciowej., ani na rozwdj somatyczny [Haraguchi i wsp. 2003], podczas gdy ten
sam zabieg na genie Nanos2 lub Nanos3 powodowatl fenotyp nieptodnosci odpowiednio
samcow lub obu plei [Tsuda i wsp. 2003]. W obliczu tych danych i przy zatozeniu
zachowania funkcji genéw Nanos wérod ssakow, postanowitam przerwac analizg genu
NANOSI a skoncentrowaé sie na wlasnie zidentyfikowanym bezintronowym genie NANOS?2

oraz zawierajacym jeden intron genie NANOS3. Poprzez okreslenie profilu ich ekspresji

8



upewnilam si¢ najpierw, ze s one dobrymi kandydatami na geny, ktérych mutacje powodujg
fenotyp ..czystej nieptodnosci”. Pokazalam mianowicie, ze oba geny NANOS2 i NANOS3
wyrazane sg specyficznic w tkance gonad dorostych me¢zezyzn [Kusz i wsp. 2009 a, Kusz i
wsp. 2009 b]. Dla NANOS2 przeprowadzitam bardziej szczegolowa analize ekspresji i
pokazatam, ze kodowane przez ten gen biatko obecne jest glownie w cytoplazmie gonocytow
plodowych jader podczas gdy u dorostych, podobnie do wezesnicj opisanej ekspresji
NANOSI, w regionie okotojadrowym komoérek linii piciowej, poczawszy od spermatogonii po
okragte spermatydy [Kusz i wsp. 2009 a]. Tym samym pokazalam, ze wzory ekspresji
NANOS2 w gonadzie dorostego mezczyzny oraz mysich samcow rdznig sig¢ znaczaco.
Bowiem u dorostych samcow bialko Nanos2 obecne jest jedynie w nielicznych
spermatogoniach [Tsuda i wsp. 2006], gdzie odgrywa kluczowa rolg w samoodnawianiu
tychze komorek [Sada i wsp. 2009]. Uzyskane przeze mnie wyniki sugeruja, ze w
spermatogenezie czlowieka NANOS2 moze odgrywac rolg na kilku etapach rozwoju komorek
plciowych. Interesowala mnie odpowiedz na pytania, czy geny NANOS2 i NANOS3 maja
znaczenie dla plodnosci mezczyzn a jeli tak, jaki fenotyp pociaga za sobg ich dysfunkcja?
Staralam sie odpowiedzie¢ na nie poprzez analiz¢ genéw NANOS2 i1 NANOS3 u 214
mezczyzn z azoospermia lub oligozooospermig. W badaniach tych uczestniczyla Pani Lidia
Tomezyk, ktora pod mojg opieka wykonywata prace magisterska z tego zagadnienia. W
NANOS? znalaztyémy dwie heterozygotyczne mutacje u dwoch pacjentow z oligozoospermia.
Jedna z nich powodowata zmiane sensu p.His68Gln i byla zlokalizowana w najbardziej
zakonserwowanej czesci genu kodujacej funkcjonalng domeng palcow cynkowych typu
(CCHC)2. Chociaz histydyna, ktéra zostata zastapiona glutaming nie jest zadng z dwoch
histydyn zaangazowanych w tworzenie struktury palcow cynkowych biatka NANOS2, to
jednak wedtug programow SIFT i PolyPhen przewidujgcych stopien szkodliwosci substytucji
aminokwasowych, mutacja p.His68Gln z duzym prawdopodobiefistwem jest mutacja
szkodliwa dla funkcji bialka NANOS2. Mutacja ta byta odziedziczona po matce, co byto
zgodne z naszym oczekiwaniem, biorac pod uwage. ze NANOS2 nie ulega ekspresji w linii
zefiskiej. Zatem mutacja w tym genie nie powinna mie¢ wptywu na plodnos¢ kobiet. Niestety
nie udalo si¢ nam pozyska¢ do badan czlonkoéw rodziny matki, by przesledzi¢ czy mutacja
segreguje z fenotypem nieptodno$ci meskiej. Zbadali$my jednak liczng grupe kontrolna, ktora
stanowilo az 400 ptodnych polskich mezczyzn posiadajacych co najmniej dwoje dzieci i
zgodnie z oczekiwaniem nie wykryliSmy u nich mutacji p.His68GIn. Nasze rozwazania nad
wpltywem mutacji p.His68Gln na fenotyp nieptodnosci zaburzyla informacja uzyskana z

réwnolegle wykonywanej analizy regionu AZF, ktéra wykazata mikrodelecj¢ u probanda
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obejmujaca gen DAZ. Wyjasnienie funkcjonalnego znaczenia mutacji p.His68Gln NANOS2,
moga przynies¢ badania prowadzone w laboratorium Prof. Jaruzelskiej przez jej doktoranta
Pana Marcina Sajka oraz Panig mgr Anng Spik polegajace na analizie wptywu tej substytucji
na wiazanie biatka NANOS2 z RNA w kontekscie regulacji translacji wybranego mRNA.
Druga zmiana sekwencji NANOS2 wykryta u innego pacjenta z oligozoospermia dotyczyla
wprawdzie histydyny zaangazowanej w tworzenie struktury palcow cynkowych, byta to
jednak zmiana synonimiczna p.His109His, zatem jej wplyw na nieptodno$c jest watpliwy
[Kusz i wsp. 2009a]. Analiza mutacji kolejnego paraloga, NANOS3 wérod nieptodnych
mezczyzn oraz w grupie kontrolnej doprowadzita do identyfikacji szesciu heterozygotycznych
zmian, jednak tylko jedna z nich wystepowala wylacznie wsréd nieplodnych. Byta to delecja
pojedynczego nukleotydu w intronie 1, blisko granicy ekson-intron (IVS1 +25delG) obecna u
pacjenta charakteryzujacego si¢ azoospermia oraz mieszanym fenotypem histologicznym
jader (hypospermatogeneza/atrofia jader). Wplyw tej mutacji na nieptodnosc pozostaje
niejasny ze wzgledu na trudnosci z pozyskaniem do badan czlonkow rodziny probanda, by
przesledzié¢ czy mutacja segreguje z fenotypem nieptodnosci meskiej [Kusz i wsp. 2009 b].
Biorac pod uwage, ze analiza NANOS2 i NANOS3 nie zostata uwienczona zidentyfikowaniem
mutacji, ktora z cata pewnoscia powodowataby nieptodnos¢ meska, znaczenia tych genow dla
spermatogenezy nie mogli$my okre$lic. Tym nie mniej uzyskane przez nas pionierskie dane
dotyczace ekspresji NANOS3 oraz analizy mutacji tego genu zostaty zamieszczone w bazie
OMIM [OMIM: 608229]. Na podstawie wynikow badan nad znaczeniem NANOS2 i NANOS3
dla ptodnosci uzyskalam dwukrotnie stypendium konferencyjne Fundacji na rzecz Nauki
Polskiej. Po zakonczeniu badan mutacjii NANOS2 i NANOS3, powrécilam do przerwanej
uprzednio analizy NANOSI, pomimo wyzej wspomnianych danych, iz Nanosl zdaje si¢ by¢
zbyteczny dla plodnosci myszy. Zidentyfikowatam trzy typy mutacji genu NANOS!I u pigciu
sposréd 195 badanych nieptodnych mezczyzn. Mutacje wystapity w formie heterozygotycznej
u wszystkich pieciu pacjentéw. Byly to 1/ delecja trzech nukleotydow skutkujaca delecja
seryny w pozycji 78 wspOtwystgpujaca na jednym allelu z wariantem sekwencji
powodujacym substytucje aminokwasowa p.Pro34Thr [(p.Pro34Thr; Pro77 _Ser78delinsPro)]
u dwoch pacjentoéw z azoospermig, 2/ delecja kodonu alaniny p.Alal73del rowniez u dwoch
pacjentow z azoospermig oraz 3/ dwie substytucje wspotwystepujgce na jednym allelu
[(p.Arg246His; p.Arg276Tyr)] u pacjenta z cigzkg postacia oligo-astheno-teratozoospermii
(obnizona liczba plemnikéw w nasieniu, przy czym plemniki cechujg si¢ nieprawidtowa
ruchliwoscia oraz morfologia). Zadna z mutacji zidentyfikowanych u nieptodnych nie byta

obecna w 400-0osobowej grupie kontrolnej. Stad wywnioskowatam, ze sg one zasocjowane Z
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odpowiednim fenotypem nieplodnosci, mianowicie mutacje zlokalizowane w N-koficowe]
czesei biatka z azoospermia oraz catkowitym brakiem komorek linii plciowej w kanalikach
plemnikotworczych, podczas gdy mutacje w C-kofcowe] czeéci z  oligo-astheno-
teratozoospermia. Analiza dziedziczenia ww. mutacji NANOS!I wskazala na dominujacy wzor
dziedziczenia przy penetracji mutacji ograniczonej do ptci meskiej, co jest spojne ze wzorem
ekspresji NANOS! specyficznym dla komoérek meskiej linii ptciowej. W dalszych badaniach
interesowalo mnie szczegdlnie poszukiwanie wplywu wykrytych przeze mnie mutacji
NANOSI na funkcjonowanie kodowanego przez ten gen biatka. Udalo mi si¢ pokazac, ze
zmutowane biatko NANOS! [(p.Pro34Thr; Pro77 _Ser78delinsPro)] powoduje oslabienic
oddziatywania NANOSI-GEMIN3. Powigzanie mutacji [(p-Pro34Thr;
Pro77 Ser78delinsPro)] z brakiem komorek linii piciowej w jadrach oraz jej wplyw na
oslabienie interakcji NANOSI-GEMIN3 sugerujg, ze oddziatywanie NANOSI-GEMIN3
moze mie¢ istotne znaczenie dla zachowania linii meskich komorek rozrodezych.
Zastanawiatam sie dlaczego zmutowane biatko miatoby warunkowa¢ nieptodnos¢ mezczyzn,
skoro dysfunkcja bialka mysiego nie miata wptywu na plodnos¢. Moja uwagg zwrocito
polozenie seryny 78, bowiem znajduje si¢ w regionie, ktory obecny jest jedynie w biatku
NANOSI cztowieka a nie wystepuje u myszy. Nasuwa si¢ przypuszczenie, ze by¢ moze gen
NANOS!I zyskat funkcje w plodnosci podczas ewolucji ssakow. np. poprzez nabycie
mozliwosci wiazania GEMIN3 bowiem delecja seryny 78 wystapita w regionie biatka
NANOS| potrzebnym do interakeji z biatkiem GEMIN3. Kolejna wykryta przez nas mutacja
NANOSI, [(p.Arg246His; p.Arg276Tyr)] wystapita w silnie zachowanym C-koficu biatka,
zawierajacym domene palcéw cynkowych. Dzigki analizie modelowania homologicznego
pokazalismy, ze substytucja p.Arg246His moze powodowac obnizenie pozytywnego tadunku
na powierzchni domeny palcéw cynkowych odpowiedzialnej za oddziatywania z RNA. W
sumie analiza mutacji genu NANOSI dostarczyla porcji oryginalnych wynikéw. Bowiem 1/
jako pierwsi pokazali$my zwiazek pomiedzy mutacjami NANOSI a nieplodnoscia meska oraz
2/ jako pierwsi opisaliémy mutacje specyficznego genu zwiazane z Zespoltem Samych
Komérek Sertoligo [Kusz-Zamelczyk i wsp. 2013]. Dane uzyskane z analizy mutacji
NANOSI zostaly zamieszczone w bazie OMIM [OMIM: 608226, 615413, 258150].
Publikacja, w ktorej opisalisSmy mutacje NANOSI zostata nagrodzona przez Polskie
Towarzystwo Genetyczne jako najlepsza praca z zakresu genetyki czlowicka wykonana przez
polski zespét badawczy i opublikowana w 2013 roku. Przedstawiony projekt zaowocowal
uzyskaniem zmutowanych bialek NANOS powigzanych z nieplodnoscig cztowieka, ktore

stanowia bardzo cenne narzedzia w prowadzonych przez nas badaniach podstawowych nad
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potranskrypeyjna regulacja rozwoju komérek plciowych cztowieka. Znaczenie tych narzedzi

trudno przecenic.

Kusz K. Ginter-Matuszewska B. Ziotkowska K. Spik A, Bierla J. Jedrzejczak P, Latos-Bielenska A, Pawelczyk
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Kontynuacja a jednoczesnie rozszerzeniem badan nad znaczeniem biatek NANOS i
PUMILIO w plodnogci jest obecnie mdj projekt pt. ..Badania potencjalnej roli biatek NANOS
w kontroli translacji funkcjonalnie powigzanych ze sobg mRNA, w ludzkich komorkach linii
plciowej: poszukiwanie mechanizmu potranskrypcyjnych regulonow u ssakow”. Projekt ten
ma na celu wyjasnienie mechanizmu lezacego u podstaw odrgbnych rol biatek Nanos w
rozwoju linii germinalnej ssakéw w kontekscie potranskrypeyjnej regulacji ekspresji genow.
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6. Inny kierunek prowadzonych badan niewchodzacy w sklad »0siagniecia”

W ramach rozprawy doktorskiej wykonanej w Instytucie Genetyki Czlowicka PAN pod
kierunkiem prof. Jadwigi Jaruzelskiej probowatam zblizy¢ si¢ do zrozumienia mechanizmow
odpowiedzialnych za determinacje plci czlowieka, czyli kierowanie rozwojem zarodka w
kierunku meskim lub zenskim. Mechanizm determinacji plci jest skomplikowang siecia
oddziatywan réznych czynnikéw kodowanych przez specyficzne geny, wsrod ktorych
kiuczowy jest gen SRY zlokalizowany na chromosomie Y. Uruchamia on kaskade zdarzen
prowadzacych do rozwoju jader, co pociagga za soba fenotyp meski. W przypadku braku genu
zdarzajg sie do$¢ czesto a w jednym przypadku na 4500 zywych urodzen nadanie plci
metrykalnej dziecka jest trudne ze wzgledu na cechy obojnacze. Molekularne przyczyny
wiekszosci przypadkéw wad determinacji plci pozostaja niewyjasnione. W mojej pracy
probowatam zrozumie¢ genetyczne podioze niektorych przypadkow tzw. odwrdcenia plci
czyli niezgodnosci plci fenotypowej z picia kariotypows.

Jednym z watkéw mojej rozprawy doktorskiej byla proba odpowiedzi na pytanie:
dlaczego niektérzy pacjenci o kariotypie zefiskim z fragmentem Yp zawierajagcym gen SRY
(SRY+) translokowanym na chromosom X — t(X;Y) charakteryzowali sig typowym fenotypem
meskim, natomiast inni wykazywali cechy obojnacze a w skrajnych przypadkach nawet
fenotyp odpowiadajacy hermafrodytyzmowi prawdziwemu (wspotwystgpowanie tkanki jadra
i jajnika u jednej osoby). Zastosowanie hybrydyzacji in situ pod kierunkiem dr Aliny Wojdy
pokazalo, ze cechy obojnacze u mezczyzn 46,XX (SRY+) wystepujg wtedy, gdy gen SRY
translokowany jest na nieaktywny chromosom X. Ponadto zaobserwowalismy, ze dla
fenotypu istotna jest rowniez dtugo$¢ fragmentu chromosomu Y, wewnatrz ktérego SRY
translokowany jest na nieaktywny chromosom X. Im fragment ten jest diuzszy, tym wigksze
jest prawdopodobienstwo ,.zbuforowania™ inaktywacji X 1 tym mniejsze ryzyko obnizenia
ekspresji SRY, a w rezultacie wystapienia cech obojnaczych [Kusz i wsp. 1999]. Po
zakonczeniu rozprawy doktorskiej kontynuowatam badania nad tym zagadnieniem w
laboratorium Profesor Jaruzelskiej we wspdtpracy z dr Andrew Sharpem z Salisbury Health
Care HNS Trust Salisbury District Hospital w Wielkiej Brytanii. Wykazalam, ze u pacjenta z
hermafrodytyzmem prawdziwym chromosom X typu t(X;Y) odziedziczony byl po matce. Z

kolei dwaj inni pacjenci z hermafrodytyzmem prawdziwym odziedziczyli t(X;Y) po swoich
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ojcach, lecz u obu ojcéw chromosom t(X;Y) wspotwystepowal z prawidlowym
chromosomem Y, co dowodzi, ze kazdy z ojcow odziedziczy! translokacj¢ po swojej matce.
Pokazalam zatem, ze w kontekscie kariotypu 46,XX, chromosom X typu t(X;Y) zawierajacy
gen SRY moze w pewnych przepadkach powodowac odwrdcenie plei, w tym hermafrodytyzm
prawdziwy, podczas gdy w innych zwigzany jest z prawidowym fenotypem zenskim. Takich
przypadkéw plodnych kobiet, bedacych nosicielkami chromosomu (X;Y) zawierajacego gen
SRY wezesnie] nie opisano. Sadzimy, ze czynnikiem decydujacym o rozwoju fenotypu pici
moze by¢ status inaktywacji chromosomu t(X:Y).

Innym watkiem badan determinacji plci bylo poszukiwanie genetycznego podioza
przypadkow dysgenezji gonad 46,XY charakteryzujacych si¢ zenskim fenotypem w
kontek$cie kariotypu meskiego. Juz wczesniej wiadomo bylo, ze mutacje punktowe
zlokalizowane w otwartej ramie odczytu genu SRY sa przyczyna tylko 10% przypadkow
dysgenezji gonad 46,XY. Wyjasnienie genetycznych przyczyn pozostatych 90% przypadkow
rzucitoby $wiatlo na mechanizm determinacji plci. Poza analiza mutacji otwartej ramy
odczytu SRY poszukiwatam mutacji w regionie flankujacym 5’ tego genu, biorac pod uwage
obecno$é w tym regionie kilku potencjalnych miejsc wigzania czynnikow transkrypcyjnych
specyficznych dla gonady meskiej. W ramach wspétpracy z dr Davidem Zarkowerem z
University of Minnesota badania nad podfozem dysgenezji gonad 46,XY rozszerzylismy o
kolejne geny. Okazalo sig, ze jedng z przyczyn tego zaburzenia rozwoju plciowego moze by¢
dysfunkcja genébw DMRT! i DMRT2 na krotkim ramieniu chroposomu 9. bowiem delecja
tych genow zostata wykryta u dwoch pacjentek dr Zarkowera [Raymond i wsp. 1999]. Moj
udziat w tej pracy polegal na poszukiwaniu mutacji punktowych genéw DMRTI i DMRT2 u
polskich pacjentek z dysgenezja gonad 46,XY, u ktérych wezesniej wykluczytam mutacje
SRY.

Pomimo ogromnego postepu w zrozumieniu mechanizmu kierujgcego determinacja
plci, ktory nastapil w ostatnich latach dzigki zidentyfikowaniu wielu gendéw kluczowych dla
rozwoju jader lub jajnikéw, podtoze molekularne zaburzen determinacji plei jest znane tylko
u 20% pacjentéw. To sugeruje zaangazowanie innych genow, ktérych udzial w determinacji
plci nie byl dotad jeszcze badany. Obecnie uczestniczg w projekcie Szwajcarsko-Polsko-
Ukraifisko-Armenskim SCOPES finansowanym przez Swiss National Science Foundation,
ktory ma na celu identyfikacje nowych mutacji zasocjowanych z nieprawidfowosciami
determinacji plci poprzez sekwencjonowanie calych eksomow oraz =~ zastosowanie

mikromacierzy.
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