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1. Monika Jasek

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku
uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

12.2005

06.1999

06.1997

Doktor nauk biologicznych w zakresie biologii, nadany uchwala Rady Naukowej Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN, im. Ludwika Hirszfelda we Wroclawiu na
podstawie przedstawionej rozprawy doktorskiej pt.: ,Polimorfizm genu receptora Fc
immunoglobuliny A i jego potencjalny zwiazek z astma oskrzelowa”. Promotor w przewodzie
doktorskim prof. dr hab. Piotr Kusnierczyk.

Magister, kierunek: biologia, specjalno$¢: mikrobiologia, Wydzial Nauk Przyrodniczych,
Uniwersytet Wroctawski, tytul pracy magisterskiej: ,,Analiza funkcjonalna ORF-u YPR 040w z
prawego ramienia XVI chromosomu drozdzy Saccharomyces cerevisiae”. Promotor pracy
magisterskiej dr Gabriela Orfowska-Matuszewska.

Licencjat, kierunek: biologia, specjalnos¢: mikrobiologia, Uniwersytet Wroctawski, Wydziat
Nauk Przyrodniczych

Wyksztalcenie uzupelniajace

07.2015

07.2014

06.2014

Swiadectwo ukonczenie podyplomowych studiow ksztalcenia thumaczy specjalistycznych w
zakresie jezyka angielskiego, Wyzsza Szkofa Filologiczna we Wroctawiu, Wydziat
Neofilologii

Licencjat, kierunek: filologia, specjalnos¢: filologia angielska (studia niestacjonarne);
Uniwersytet Wroctawski, Wydziat Filologiczny

Dyplom ukonczenia Nauczycielskiego Kolegium Jezykéw Obcych we Wroctawiu, specjalnos¢
Jjezyk angielski

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/artystycznych

10.2007 — 10.2009 Taussig Cancer Institute, Cleveland Clinic, USA

Department of Translational Hematology and Oncology Research
Post Doctoral Research Fellow

01.2006 — 10.2007 University of Pennsylvania, USA, School of Medicine,

Department of Medicine; Division of Hematology/Oncology
Visiting Scientist

05.2010 —obecnie Adiunkt; Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu

07.2005 -05.2010 Asystent; Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroclawiu
03.2001 —06.2005 Doktorantka; Studium Doktoranckie przy Instytucie Immunologii i Terapii

Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu
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4. Opis osiggni¢cia wynikajacego z 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 ze zm.).

a) Osiggnieciem w mysl ww. ustawy jest wskazany ponizej jednotematyczny cykl
publikacji, dolaczony do dokumentacji jako Zalacznik nr 4, objety tytulem:

»Badania nad genetyczno-molekularnymi uwarunkowaniami wybranych nowotworéw

ukladu krwiotwoérczego oraz choréb autoimmunizacyjnych”

al) Publikacje dotyczace badan nad genetyczno-molekularnymi uwarunkowaniami
wybranych nowotwordéw uktadu krwiotwoérczego

1.

Jasek M, Gondek LP, Bejanyan N, Tiu R, Huh J, Theil KS, O'Keefe C, McDevitt
MA, Maciejewski JP. TP53 mutations in myeloid malignancies are either homozygous

or hemizygous due to copy number-neutral loss of heterozygosity or deletion of 17p.
Leukemia. 2010 Jan; 24(1):216-9.

IF'=8.966, punkty MNiSW?= 32, Liczba cytowai’=32

Indywidualny wkiad szacuje na 70%: wybor probek do badania, wdrozenie metodyki
wykrywania mutacji w genie TP353, wykonanie wszystkich eksperymentow
prowadzqcych do identyfikacji mutacji w genie TP53, wiodacy udzial w analizie i
interpretacji  uzyskamych — wynikow,  samodzielne  napisanie  manuskryptu,
przygotowanie pracy do druku, przygotowanie odpowiedzi dla recenzentow,
ostateczna redakcja manuskryplu po recenzjach.

Paquette RL, Nicoll J, Chalukya M, Gondek L, Jasek M, Sawyers CL, Shah NP,
Maciejewski JP. Clonal hematopoiesis in philadelphia chromosome-negative bone
marrow cells of chronic myeloid leukemia patients receiving Dasatinib. Leuk Res.
2010 Jun; 34(6):708-13.

IF=2.555, punkty MNiSW= 27, Liczba cytowan=3

Indywidualny wkiad szacuje na 35%: wykonanie analizy mutacji w genie TP353,
sekwencjonowanie DNA, c¢DNA, klonowanie produktow PCR do wekiora,
identyfikacja alternatywnego skladania genu TP53 (Rycina 4), udzial w pisaniu
manuskrypiu.

Viny A, Clemente MJ, Jasek M, Askar M, Ishwaran H, Nowacki A, Zhang A,
Maciejewski JP. MICA polymorphism identified by whole genome array associated
with NKG2D-mediated cytotoxicity in T-cell large granular lymphocyte leukemia.
Haematologica. 2010 Oct;95(10):1713-21.

IF=6.532, punkty MNiSW=32, Liczba cytowan=11

* Wartos¢ wspolczynnika wptywu (IF) zgodnie z rokiem opublikowania, w przypadku prac opublikowanych w  roku 2015 podano IF dla

roku 2014.

% Liczba punktéw wedlug polskiego systemu punktacji czasopism (MNiSW), zgodnie z rokiem opublikowania.
3 Liczba cytowan (z uwzglednieniem autocytowan), wedtug bazy Web of Science (WoS, All databases), stan z dnia 29 stycznia 2016 .
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Indywidualny wkiad szacuje na 30%: wdrozenie metodyki amplifikacji i
sekwencjonowania genu MICA, wykonanie sekwencjonowania genu MICA dla 28
probek pochodzqcych od pacjentow z T-LGL (T-ceil large granular lympocyte
leukemia) oraz 12 préobek pochodzqcych od osob zdrowych, identyfikacja alleli MICA
na podstawie wynikow sekwencjonowania (analiza chromatograméw) (Rycina 1)
(prébki z allelami okreslonymi na podstawie sekwencjonowania byly uzywane jako
referencyjne w genolypowaniu).

4. Jasek M, Wagner M, Sobczynski M, Wolowiec D, Kuliczkowski K, Woszczyk D,
Kielbinski M, Kusnierczyk P, Frydecka I, Karabon L. Polymorphisms in genes of the
BAFF/APRIL system may constitute risk factors of B-CLL - a preliminary study on a
Polish population. Tissue Antigens. 2015 Oct;86(4):279-84. doi: 10.1111/tan.12641.

IF=2.137, punkty MNiSW= 20, Liczba cytowan=0

Indywidualny wkiad szacuje na 80%: autor korespondencyjny, pomystodawca catosci
przeprowadzonych badan (autorstwo koncepcji badan, napisanie graniu i pozyskanie
Jfunduszy na realizacje projektu grant NCN N N402 680940), zaplanowanie metodyki
przeprowadzonych badan, wykonawca wiekszosci przeprowadzonych badatn, wiodgcy
udzial w analizie i interpretacji uzyskanych wynikow, samodzielne napisanie
manuskryptu, przygotowanie odpowiedzi dla recenzentow, ostateczna redakcja
manuskryptu po recenzjach.

a2) Publikacje dotyczace badan nad genetyczno-molekularnymi uwarunkowaniami choréb
autoimmunizacyjnych (stwardnienie rozsiane)

5. Wagner M, Wisniewski A, Bilinska M, Pokryszko-Dragan A, Nowak I, Ku$nierczyk
P, Jasek M. ALCAM-novel multiple sclerosis locus interfering with HLA-
DRB1*1501. J Neuroimmunol. 2013 May 15;258(1-2):71-6.

1F=2.786, punkty MNiSW=25, Liczba cytowan=>5

Indywidualny wkiad szacuje na 60%: autor korespondencyjny, pomystodawca
koncepcji przeprowadzonych badan, zaplanowanie metodyki badan, wybér wariantow
polimorficznych z wykorzystaniem analizy in silico oraz danych literaturowych,
nadzor merytoryczny nad badaniami, nadzor nad planowaniem i poprawnosciq
wykonanych badan, wiodqcy udziat w analizie i inferpretacji wynikow oraz pisaniu
tekstu manuskryptu (wstep, opis wynikéw, dyskusja) oraz udzial we wszystkich etapach
prowadzqcych do jego opublikowania, w tym przygotowanie odpowiedzi dla
recenzentow oraz ostateczna redakcja manuskryptu po recenzjach.

6. Wagner M, Bilinska M, Pokryszko-Dragan A, Sobczynski M, Cyrul M, Kusnierczyk
P, Jasek M. ALCAM and CD6-multiple sclerosis risk factors. J Neuroimmunol. 2014
Nov 15;276(1-2):98-103.

IF=2.467, punkty MNiSW=25, Liczba cytowan=1

Indywidualny wkiad szacuje na 60%. autor korespondencyjny, pomystodawca
koncepcji przeprowadzonych badan, zaplanowanie metodyki badan, wybor wariantéw

4
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polimorficznych z wykorzystaniem analizy in silico oraz danych literaturowych,
nadzor merytoryczny nad badaniami, nadzor nad planowaniem i poprawnosciq
wykonanych badan, wiodqcy udzial w analizie i interpretacji wynikow oraz pisaniu
tekstu manuskryptu (wstep, opis wynikow, dyskusja) oraz udzial we wszystkich etapach
prowadzqcych do jego opublikowania, w tym przygotowanie odpowiedzi dla
recenzeniow oraz ostateczna redakcja manuskryptu po recenzjach.

7. Wagner M, Wisniewski A, Bilinska M, Pokryszko-Dragan A, Cyrul M, Kusnierczyk
P, Jasek M. Investigation of gene-gene interactions between CD40 and CD40L in
Polish multiple sclerosis patients. Hum Immunol. 2014 Aug;75(8):796-801.

IF=2.138, punkty MNiSW=20, Liczba cytowan=4

Indywidualny wklad szacuje na 50%: autor korespondencyjny, pomystodawca
koncepcji  przeprowadzonych  badan, zaplanowanie melodyki oraz  nadzor
merytoryczny nad badaniami, istoiny udzial w analizie oraz interpretacji wynikéw i
pisaniu tekstu manuskryptu (sporzqdzenie planu manuskryptu, wielokrotne krytyczne
sprawdzanie manuskryptu, istotny udzial w pisaniu dyskusji, korekta oraz
zatwierdzenie ostatecznej wersji maszynopisu), udzial we wszystkich etapach
prowadzqcych do opublikowania manuskryptu, w tym przygotowanie odpowiedzi dla
recenzeniow.

8. Wagner M, Sobczynski M, Bilinska M, Pokryszko-Dragan A, Cyrul M, Kusnierczyk
P, Jasek M. MS risk allele rs1883832T is associated with decreased mRNA
expression of CD40. J Mol Neurosci. 2015 Jul;56(3):540-5.

[F=2.343, punkty MNiSW=20, Liczba cytowan=0"

Indywiduainy wkiad szacuje na 50%: autor korespondencyjny, pomystodawca
koncepcji przeprowadzonych badan, nadzor merytoryczny nad badaniami, istotny
udzial w analizie oraz interpretacji wynikow i pisaniu tekstu manuskryptu
(sporzqdzenie planu manuskryptu, wielokrotne krytyczne sprawdzanie manuskryptu,
istotny udzial w pisaniu dyskusji, korekta oraz zatwierdzenie ostatecznej wersji
maszynopisu), udzial we wszystkich etapach prowadzqcych do opublikowania tekstu,
w tym przygotowanie odpowiedzi dla recenzeniow.

9. Wagner M, Sobczynski M, Karabon L, BilinskaM, Pokryszko-Dragan A, Pawlak-
Adamska E, Cyrul M, Kusnierczyk P, Jasek M . Polymorphisms in CD28, CTLA-4,
CD80 and CD86 genes may influence the risk of multiple sclerosis and its age of
onset. J Neuroimmunol., 288; 79-86, 2015, doi:10.1016/j.jneuroim.2015.05.004.

1F=2.467, punkty MNiSW=25, Liczba cytowan=0

* Zgodnic z baza Scopus Elsevier artykul zostal zacytowany w nast¢pujacej publikacji: Panach L, Pineda B, Mifsut D, Tarin JJ, Cano A,
Garcia-Pérez MA. The role of CD40 and CD40L in bone mineral density and in osteoporosis risk: A genetic and functional study. Bone.
2016 Feb;83:94-103. doi: 10.1016/j.bone.2015.11.002. Epub 2015 Nov 8 (cytowanie nie jest jeszcze podane w bazie WoS dlatego nie zostato
uwzglednione w podsumowaniu cytowar).
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Indywidualny wkiad szacuje na 40%: autor korespondencyjny, pomystodawca
koncepcji  przeprowadzonych  badan, nadzor — merytoryczny nad  czescig
przeprowadzonych bada#, istotny udzial w analizie i interpretacji wynikéw oraz w
pisaniu tekstu manuskryptu (sporzqdzenie planu manuskryptu, wielokrotne krytyczne
sprawdzanie manuskryptu, udzial w pisaniu dyskusji, korekta oraz zatwierdzenie jego
ostatecznej wersji) oraz udzial we wszystkich etapach prowadzqcych do jego
opublikowania, w tym przygotowanie odpowiedzi dla recenzentow.

b) Omowienie celu naukowego/artystycznego ww. prac i osiagni¢tych wynikéw wraz z
omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Przedstawione osiagniecie naukowe stanowi cykl dziewigciu prac oryginalnych
(Zatacznik 4) poswigconych badaniom nad genetyczno-molekularnymi uwarunkowaniami
wybranych nowotworéw ukladu krwiotworczego oraz choroéb autoimmunizacyjnych.
Poznawcze i praktyczne znaczenie przeprowadzonych badan, przedstawionych w pracach
wybranych do oceny, wiaze si¢ z wykryciem nowych warlantéw genetycznych oraz
mechanizméw molekularnych zaangazowanych w patogeneze badanych chorob, ktére moga
zostaé w przysziosci wykorzystane dla celow medycyny spersonalizowane;j.

Genetyczne i molekularne czynniki maja istotny wplyw na ryzyko wystapienia oraz
przebieg wielu chorob cztowieka, wlaczajac w to nowotwory ukladu krwiotworczego oraz
choroby autoimmunizacyjne. Stanowiag one istotny aspekt badan prowadzonych nad
patogeneza tych choréb w wielu osrodkach naukowych na catym swiecie. Uzyskane wyniki
niejednokrotnie oprocz znaczenia poznawczego maja wymiar praktyczny, przekladajacy sic
na opracowywanie nowoczesnych schematéw diagnostyczno-terapeutycznych, czy systemow
klasyfikacji jednostek chorobowych.

Dalekosieznym celem badan nad genetyczno-molekularnymi uwarunkowaniami
choréb jest medycyna spersonalizowana, ktora umozliwi leczenie pacjenta w oparciu o
indywidualne, precyzyjne rozpoznanie i prognoze kliniczng, z odpowiednio dobrana,
zindywidualizowanag i skuteczna terapia o minimalnych skutkach ubocznych.

Zasadniczo w badaniach nad genetycznymi uwarunkowaniami choréb stosuje si¢ dwie
metody, badanie genu ,kandydata” (candidate gene) oraz przeszukiwanie calego genomu
(genome-wide search).

Badanie genu-kandydata jest podejsciem, w ktéorym gen wylaniany jest do badania na
podstawie znajomoscei funkcji kodowanego przez niego biatka, sugerujacej jego potencjainy

udzial w patogenezie choroby. W genie takim, w zaleznosci od typu choroby, poszukuje sig
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nabytych lub dziedziczonych zmian genetycznych, np. mutacji punktowych®, aberracji
chromosomowych (np. delecji, duplikacji) lub polimorfizméw pojedynczego nukleotydu
(SNP, single nucleotide polymorphism). Jesli w badanym genie zostanie znaleziona zmiana
genetyczna, w nastepnym etapie nalezy udowodni¢ jej zwiazek z choroba, np. wykazujac jej
czestsze wystepowanie w grupie chorych w poréwnaniu do grupy kontrolnej® dla wariantow
dziedziczonych lub w populacji komérek nowotworowych’ dla zmian nabytych. Ostatni,
najtrudniejszy etap polega na zbadaniu funkcjonalnego/biologicznego znaczenia takie]
zmiany, jej wptywu na przebieg procesu chorobowego czy oporno$é/wrazliwo$é na leczenie,
jej ewentualnych oddziatywan z innymi wariantami genetycznymi (gene-gene interaction) lub
czynnikami srodowiska (gene-enviroment intractions).

Jak wspomniano wczesniej, druga z najczesciej stosowanych metod jest
przeszukiwanie genomu. Ukonczenie projektu sekwencjonowania ludzkiego genomu wraz z
rozwojem nowych technologii wykorzystujacych techniki mikromacierzy, w tym
mikromacierzy opartych na analizie polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (SNP-A, Single
Nucleotide Polymorphism Array) zrewolucjonizowalo badania nad genetycznymi
uwarunkowanymi chorob cztowieka oraz przyczynito si¢ do odkrycia nowych czynnikéw
genetycznych zaangazowanych w ich patogenezg. Technika ta jest wykorzystywana miedzy
innymi w badaniach asocjacyjnych w skali catego genomu (GWAS, Genome Wide
Association Study), co umozliwia analiz¢ calego genomu w celu identyfikacji alleli
zwiazanych z badanymi chorobami.

W GWAS setki tysiecy polimorfizméw rozmieszczonych w calym genomie sg
genotypowane w grupie chorych oraz w kontroli. Niezrownowazenie sprzezen, ktdre jest
charakterystyczng cechg ludzkiego genomu, pozwala na genotypowanie relatywnie mate;j
liczby $cisle sprzezonych ze soba wariantéw polimorficznych. 7. jednej strony jest to
niewatpliwa korzys$¢ ze wzgledu na ilo$¢ danych do analizy i koszty badania, z drugiej jednak
strony utrudnia to interpretacj¢ wynikow, gdyz w badaniach tego typu rzadko identyfikowane
sq pojedyncze warianty zwigzane z chorobg. Najczesciej prowadza one do Wykrycia grupy
$cisle powiazanych ze soba wariantéw pokrywajacych regiony genomu zawierajace wiele
gendw i sekwencji regulatorowych. W tym kontekscie identyfikacja wariantu lub wariantow

rZeczywiscle odpowiedzialnych za ten zwigzek, a nawet genow zaangazowanych w etiologi¢

2 Jednym z kryteriow odrozniajacych zmiang polimorficzna od mutacji dziedziczonej jest czestos¢ jej wystgpowania. Jesli w populacji
zmiana taka wysiepuje z czestoscig alleliczng wyzsza nmiz %, wiedy uznaje Sig ja za uirwaiony Zmiang poilmoriczna.

® Case-control association study

! Np. dla schorzei mieloidalnych poréwnanie wystgpowania mutacji lub aberracji chromosomowych migdzy komorkami peinego szpiku &
limfocytami CD3" danego pacjenta
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choroby, stanowi wyzwanie [1,2]. Dlatego wyniki GWAS wymagaja potwierdzenia w
niezaleznych badaniach na odpowiednio liczebnych grupach pochodzacych z réznych
populacji ludzkich. Pomimo tych utrudnien wykorzystanie badan typu GWAS niewatpliwie
przyczynilo si¢ do wykrycia licznych, nowych wariantéw genetycznych oraz regiondéw
genomu zwigzanych z réznymi chorobami.

Technologia SNP-A jest migdzy innymi wykorzystywana jako narzedzie generujace
hipotezy, gdyz pozwala ona na identyfikacje nowych genéw i szlakow sygnalowych, ktore
moga by¢ dalej badane z wykorzystaniem innych metod biologii molekularnej. Dla
poréwnania, wieloletnie badania nad genami kandydatami tylko w niewielkim stopniu
przyczynily si¢ do wykrycia alleli istotnie zwigzanych z chorobami, co wskazuje, ze wybor
ten byt bardzo ograniczony ze wzgledu na nasza wiedze na temat patogenezy tych chorob [1,
2k _

Jak opisano powyzej, technologia SNP-A moze by¢ wykorzystywana do analizy
calego genomu. Takie jej zastosowanie ma na celu wykrycie nowych wariantoéw zwigzanych z
choroba, jest ono obiektywne i nie opiera si¢ na wczesniejszej wiedzy na temat funkcji i
udziahu zadnego z gendéw w powstawaniu choroby [3].

Technologia SNP-A, wprowadzona pierwotnie na potrzeby przeszukiwania genomu,
zostala zaadaptowana dla celow analizy chromosomalnej (karyotyping). Ze wzgledu na duza
rozdzielczos¢, mozliwosé analizy ilosciowej liczby kopii DNA oraz informacji o rodzajach
genotypoéw dostarczanej przez polimorficzne markery SNP, metoda ta jest z powodzeniem
wykorzystywana jako dopelnienie zarowno metod cytogenetyki klasycznej jak i1 techniki
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (FISH). Do ograniczen tej techniki nalezy zaliczy¢
mozliwos¢ wykrywania jedynie niezrownowazonych aberracji oraz zawodnos¢ tej metody w
rozroznianiu pomigdzy wieloma duzymi klonami komdrkowymi (mozaicyzm klonalny vs.
zlozone aberracje chromosomowe). Do niewatpliwych zalet SNP-A nalezy zaliczy¢
mozliwo$¢ badania komdrek interfazowych oraz materiatu archiwalnego, duza rozdzielczos¢,
a takze mozliwo$¢ jednoczesnej analizy genotypéw pozwalajace] na Wykrycie utraty
heterozygotycznosci z zachowaniem liczby kopii genu (CN-LOH, a copy number-neutral loss
of heterozygosity). Aberracja typu CN-LOH nie jest zwigzana ze zmiana liczby kopii genow.
CN-LOH jest mechanizmem chromosomowym, w wyniku ktérego homozygotyczne mutacje
mogg by¢ nabywane w rozwoju procesu nowotworowego. Mechanizm ten jest czgsty dla
nowotworow ukladu krwiotworczego. Wystgpowanie nabytego CN-LOH (a CN-LOH,

acquired CN-LOH) w okreslonych regionach chromosoméw moze wskazywaé lokalizacje
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genéw z nabytymi, homozygotycznymi mutacjami, np. CN-LOH9p i J4K2; CN-LOH13q i
FLT-31TD, CN-LOHI11q 1 C-CBL.

Oprécz wykorzystania SNP-A w diagnostyce cytogenetycznej, technika ta moze
shuzy¢ jako narzedzie do mapowania. Umozliwia ona dokladne wyznaczenie regionow
genomowych, w ktorych dochodzi do czgstych delecji lub duplikacji oraz do identyfikacji
wezesniej nieznanych aberracji w tym mikroduplikacji, mikrodelecji czy CN-LOH [4-6]. Dla
przykladu zastosowanie SNP-A do mapowania i analizy utraty heterozygotycznosci, w tym
CN-LOH, przyczynito sie do identyfikacji zwigzku LOH4q24 i mutacji w genie TET2 z
nowotworami mielodysplastyczno-mieloproliferacyjnymi [7].

Wykorzystanie wspotczesnie dostegpnych technologii otworzylo nowy rozdzial w
badaniach nad genetyczno-molekularnymi uwarunkowaniami wielu chorob, rozdziat ten
uzupehniany jest ciagle o nowe odkrycia. Pomimo niewatpliwego postepu w tej dziedzinie,
wiele z uzyskanych wynikow wymaga potwierdzenia w niezaleznych badaniach oraz
odpowiedzi na pytanie, jaka jest funkcjonalna rola wykrytych wariantow w patogenezie danej
choroby.

Tematyka realizowanych przeze mnie projektéw badawczych zgodna jest z moimi
zainteresowaniami naukowymi zwigzanymi z genetyczno-molekularnymi uwarunkowaniami
choréb cztowieka, zwlaszcza nowotworéw uktadu krwiotwoérczego oraz chorob
autoimmunizacyjnych. Wynika to migdzy innymi z faktu, iz u chorych na schorzenia
autoimmunizacyjne obserwuje si¢ zwigkszone ryzyko wystapienia nowotwordw, w tym
czesto nowotworéw uktadu krwiotwoérczego (reumatoidalne zapalenie stawow, toczef
rumieniowaty ukladowy, pierwotny zesp6t Sjorgena - chloniaki nieziarniczne i chloniak
Hodgkina [8], stwardnienie rozsiane - chloniak Hodgkina, makroglobulemia Waldenstroma
[9-10]). Przykladowo geny oraz ich produkty bialkowe nalezace do szlaku kostymulujacego
(CD28/CTLA4-CD80/86) oraz szlaku BAFF/APRIL odgrywaja role zaréwno w patogenezie
nowotwordéw ukladu krwiotworczego, jak i chorob autoimmunizacyjnych, w tym stwardnienia
rozsianego [11-18]. |
Na wybor jednostek chorobowych, oprocz zainteresowan badawczych, miata takze wplyw
dostepno$é materiatu od chorych oraz danych klinicznych, uzyskanych w wyniku wspolpracy
nawiazane] z o$rodkami klinicznymi, ktore wykazaty zainteresowanie tematyka moich badan.
Przy wyborze gendow staralam si¢ polaczy¢ opisane powyzej strategie wykorzystywane w

badaniach nad genetycznymi i molekularnymi uwarunkowaniami choréb. Takie podejscie
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pozwolito na uzyskanie wynikow, ktére zostaly opublikowane w cyklu prac przedlozonych do
oceny.

Pierwszy z realizowanych przeze mnie tematéw badawczych dotyczy genetyczno-
molekularnych uwarunkowan nowotwordéw ukladu krwiotworczego.

Badania tego typu sg bardzo wazne, poniewaz ich rezultaty moga zosta¢ wykorzystane
miedzy innymi do oceny indywidualnych czynnikéw ryzyka wystapienia nowotworu.
Ponadto moga one by¢ pomocne w postawieniu bardziej precyzyjnej diagnozy 1 prognozy
klinicznej, a takze umozliwi¢ zastosowanie terapii celowanej. Systemy klasyfikacji tych
nowotworéw sa obecnie modyfikowane w oparciu o wyniki badan nad ich molekularnymi
uwarunkowaniami. Powotanie do zycia hematologii molekularnej, jako nowego dzialu badan
naukowych w hematologii, stanowi potwierdzenie dla znaczenia tego rodzaju badan [19].
Zakres moich badan dotyczy zaréwno nabytych, somatycznych zmian genetycznych (mutacji
i aberracji), jak i mniej zbadanego, dziedzicznego podtoza tych schorzen.

Jak wspomniano powyzej, technika SNP-A jest z powodzeniem wykorzystywana do
przeprowadzenia analizy chromosomalnej. W naszych badaniach uzyliSmy jej do analizy
probek. DNA, pochodzacych od 379 pacjentéw ze zdiagnozowanym zespolem
mielodysplastycznym lub ostra bialaczka szpikowa, w celu wykrycia obszarow utraty
heterozygotycznosci (LOH), ze szczegdlnym uwzglednieniem tych z zachowang liczba kopii
genu (CN-LOH) w obrgbie 17 chromosomu. U 5,5% pacjentéw wykryliSmy wystepowanie
LOH w regionie krotkiego ramienia chromosomu 17 (LOH17p), z czego delecje stanowity
3,7%, a somatyczne CN-LOH 1,8%. Pacjenci, u ktorych stwierdzilisSmy obecnos¢ LOH17p,
mieli szereg cech wspdlnych, takich jak kariotyp zlozony, wspdtwystepowanie aberracji w
obrebie chromosomu 5 i/lub 7, zte rokowania ze srednim czasem przezycia 6 miesiecy dla
pacjentow z del(17p) oraz 3 miesigcy dla pacjentdow z somatycznym CN-LOH17p. W
przewazajacej wigkszosci przypadkow (19/21) LOH17p obejmowalo locus genu 1P53.
Spodziewalismy sig¢, ze u wigkszosci z tych pacjentdw znajdziemy mutacje w tym genie.
Zgodnie z naszymi oczekiwaniami, stwierdziliSmy obecnosé homozygotyczhych mutacji w
genie TP53 u 5 na 6 (83%) pacjentow z CN-LOH17p, natomiast u 7 na 9 (78%) pacjentoéw z
del(17p) znalezliSmy mutacje hemizygotyczne w tym genie. Dla poréwnania, dodatkowa
analiza 40 pacjentéw z MDS® lub AML’, bez stwierdzonych aberracji chromosomu 17,
ujawnita tylko dwa przypadki (5%) z hetrozygotycznymi mutacjami w genie 7P33.

¥ Zespoly mielodysplastyczne (MDS, myelodysplastic syndromes)
? Ostra biataczka szpikowa (AML, acute myeloid leukemia)
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W oparciu o nasze obserwacje zaproponowaliSmy dwa mechanizmy, w wyniku
ktorych oba allele genu 7P53 ulegaja inaktywacji. W przypadku delecji 17p, jeden z alleli
zostaje inaktywowany przez mutacje, natomiast allel typu dzikiego ulega delecji. W
przypadku CN-LOH17p moze zachodzi¢ dodatkowy proces, mianowicie reduplikacja
zmutowanego allelu 7P53, wynikajaca z proby naprawy utraconej czesci chromosomu.
Faktycznie, taki mechanizm zostal wczesniej zaproponowany dla wyjasnienia obecnosci
homozygotycznych mutacji w genie TP53 u pacjentow bez stwierdzonej aberracji
chromosomu 17 i z obecnoscia dwoch prawidtowych sygnatow dla 7P53 w analizie FISH.
Ponadto stwierdzona przez nas obecnos¢ heterozygotycznych mutacji 7753 u pacjentow bez
wykrytego w badaniu cytogenetycznym i przez SNP-A LOH17p sugeruje, ze mutacja w genie
TP53 pojawia si¢ wezesniej niz LOH17p. Nasze wyniki moga réwniez wyjasnia¢
obserwowane wczesniej u pacjentow z del5/5q- i del7/7q- wspétwystgpowanie mutacji w
genie TP53 bez rozpoznanej dell7p, w komorkach biataczkowych tych pacjentow moglo
wystgpowac CN-LOH1 7p.

Podsumowujac, nasze badania wykazaly czeste wystepowanie CN-LOH17p u
pacjentow z zaawansowang postacia zespolu mielodysplastycznego lub wtorng postacia
ostrej bialaczki szpikowej oraz ze zlozonym kariotypem, co zwigzane bylo z obecnoscia
homozygotycznych mutacji w obr¢bie genu TP53. Powyzsze wyniki zostaly opublikowane
w czasopi$mie Leukemia (pozycja 1 w cyklu prac stanowiacych szczeg6lne osiagnigcie
naukowe).

Przewlekla bialaczka szpikowa10 jest nowotworem mieloproliferacyjnym stanowigcym
okolo 15% wszystkich biataczek rozpoznawanych u dorostych. Jednym z podstawowych
kryteriow rozpoznania tej jednostki jest stwierdzenie obecnosci chromosomu Filadelfia (Ph)
w komorkach szpiku, ktory jest wykrywany u ponad 90% pacjentow z CML, w badaniu
cytogenetycznym lub w badaniu genu BCR/ABL metoda FISH lub PCR [19,20]. U
niektérych pacjentow z CML pozostajacych w fazie przewleklej, leczonych inhibitorami
kinazy tyrozynowej oraz pozostajacych w calkowitej remisji cytogenetycznéj, stwierdza si¢
obecnos¢ dodatkowych zaburzen chromosomowych'' w komoérkach szpiku niezawierajacych
chromosomu Ph (Ph-ujemnych).

Metody SNP-A oraz HUMARA'? zostaly przez nas wykorzystane do identyfikacji

rozrostu klonalnego (clonal hematopoiesis), jako uzupelnienie metod konwencjonalnej

1 przewlekta biataczka szpikowa (CML, chronic myeloid leukemia)
Y CCA, clonal cytogenic abnormalities
12 The Human Androgen Receptor Gene assay
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cytogenetyki u pacjentow chorych na CML leczonych dazatynibem i pozostajacych w
catkowitej remisji cytogenetycznej. Zastosowanie wszystkich 3 metod pozwolito nam na
stwierdzenie dodatkowych zaburzen chromosomowych w Ph-ujemnych komorkach u 8 na 27
analizowanych pacjentow (30%) (wyraz ewolucji klonalnej). U jednego z pacjentdw, u
ktorych nie stwierdzono dodatkowych zaburzen chromosomowych w  badaniu
cytogenetycznym szpiku, analiza SNP-A wykazata obecno$¢ CN-LOHI17p. Kierujac si¢
wynikami naszej poprzedniej pracy, ktéra wykazala zwigzek pomiedzy CN-LOH17p a
homozygotycznymi mutacjami w genie TP53, wykonaliSmy analiz¢ mutacji genu 7P53 u tego
pacjenta. Sekwencjonowanie genu 7P53 ujawnilo obecnos¢ 5-nukleotydowej delecji w
komorkach pochodzacych ze szpiku tego pacjenta, ktora powodowala zniszczenie 5 miejsca
splicingowego eksonu 6, co skutkowalo wycigciem tego eksonu. Przewidywane dalsze
konsekwencje to: zmiana ramki odczytu, wprowadzenie przedwczesnego kodonu stop, a w
konsekwencji powstanie niefunkcjonalnego biatka p53. W komérkach CD3" pochodzacych
od tego samego pacjenta nie stwierdzilismy obecnosci 17pCN-LOH ani delecji, co potwierdza
somatyczny charakter tych zmian.

Podsumowujac, przeprowadzone badania pokazaly, Zze metody konwencjonalnej
cytogenetyki oraz analiz SNP-A i HUMARA wzajemnie si¢ uzupelniaja w wykrywaniu i
charakteryzowaniu dodatkowych klonéw komoérkowych u pacjentéow z CML, niemniej
jednak czulo$é tych testow jest zbyt niska i nie doszacowuja one ich rzeczywistej
czegstosci. Powyzsze wyniki zostaly opublikowane w czasopiSmie Leukemia Research
(pozycja 2 w cyklu prac stanowigcych szczegdlne osiggnigcie naukowe).

Metoda SNP-A zostala przez nas rowniez wykorzystana z powodzeniem do
zweryfikowania hipotezy zakladajacej, ze predysponujace czynniki genetyczne mogg
odgrywaé role w patogenezie biataczki z duzych ziarnistych limfocytow T". T-LGL jest
nowotworem cechujacym si¢ klonalnym rozrostem cytotoksycznych limfocytow T [20]. Ze
wzgledu na rzadkie wystgpowanie oraz wspotwystgpowanie choréb autoimmunizacyjnych
mozna zakladac¢ istnienie somatycznego badZ wrodzonego genetycznego wariantu o wysokim
stopniu penetracji zaangazowanego w patogeneze T-LGL. Wariant taki moze zosta¢ wykryty
mimo prowadzenia badan na ograniczonej liczbie probek. SpodziewaliSmy sie, ze
zastosowanie SNP-A jako narzedzia generujacego hipotezy pozwoli nam zidentyfikowac

gen/geny potencjalnie zaangazowane w patogeneze tej choroby.

5 McyR, a major cylogenic remision
14 Biataczka z duzych ziarnistych limfocytéw T (T-LGL, T-cell large glanural leukemia)
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W pierwszym etapie, na podstawie analizy wynikow uzyskanych z SNP-A,
wytypowalismy pig¢ genow kandydatow zlokalizowanych w dwoch réznych regionach
chromosomowych: 8p21.3 (ATP6VIB2 1 SLCISAI) oraz 6p21.32-33 (MICA, Cé6orfl0 i
LOC442200) do dalszej analizy. Dane uzyskane z GWAS oraz biologiczna rola produktu
biatkowego genu MICA, ktoérym jest MICA, nieklasyczna czgsteczka MHC nalezacg do klasy
Ib (ang. MHC class-I related-chain A, MICA) zainspirowaly nas do podjgcia dalszych badan
nad rola tej czasteczki w patogenezie T-LGL. Wyniki przeprowadzonego przez nas
sekwencjonowania oraz genotypowania wykazaly czestsze wystgpowanie allelu
MICA*00801/A5.1 wsréd pacjentéow z T-LGL w poréwnaniu do kontroli (64% vs. 41%,
p<0,001; czestos¢ homozygot wynosita odpowiednio 40% vs. 15%, p<0,001). MICA jest
ligandem dla czasteczki NKG2D nalezacej do grupy receptoréw lektynowych, ktéra
funkcjonuje jako receptor aktywujacy. Czasteczka NKG2D w postaci homodimeru wystepuje
na komorkach NK, limfocytach Tyd i LGL. Aby stwierdzi¢, czy MICA ma znaczenie w
przebiegu biataczki T-LGL, zbadaliSmy poziom powierzchniowej ekspresji czasteczek MICA
oraz NKG2D z zastosowaniem cytometrii przeptywowej. StwierdziliSmy podwyzszong
ekspresje MICA na granulocytach izolowanych z krwi pacjentow z T-LGL, u ktérych
stwierdzono rowniez neutropeni¢, w poréwnaniu do granulocytow pochodzacych od oséb
zdrowych (p=0,033). Nie zaobserwowalismy natomiast réznic w ekspresji NKG2D pomiedzy
bialaczkowymi 1 normalnymi limfocytami LGL CD57+. W analizie dwuczynnikowej
uwzgledniajgcej poziom ekspresji MICA oraz catkowitg liczbe neutrofilow odnotowalismy
odwrotna korelacje (R2=0,50, p=0.035). Ta obserwacja wskazywala na udzial odzialywan
MICA-NKG2D jako na jedna z mozliwych przyczyn prowadzacych do neutropenii. Zostata
ona przez nas potwierdzona w szeregu przeprowadzonych testow cytotoksycznosci
limfocytow, wykonanych zaréwno na granulocytach izolowanych od pacjentdéw, jak 1 z
uzyciem modelowej linii komérkowej Ba/F3 ekspresjonujace] ludzka czasteczke MICA*019.
Limfocyty LGL izolowane od pacjentow wykazywaly zaleznag od dawki aktywnosc¢
cytotoksyczna wzgledem komorek linii Ba/F3-MICA*019, podczas gdy komorki dzikiego
typu nie byly zabijane (p<0,001). Ponadto w testach z zastosowaniem przeciwciat
blokujacych anty-NKG2D obserwowaliSmy statystycznie istoine zmmniejszenie efektu
cytotoksycznego, co potwierdza jednoznacznie specyficzny udzial oddziatywan MICA-
NKG2D w tym procesie (p=0,033).

Podsumowujgc, nasze badania ujawnily zwigzek polimorfizmow w genie MICA z

T-LGL. Dalsze doswiadczenia pozwolily na zasugerowanie udzialu oddzialywan MICA-
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NKG2D w patogenezie tej choroby. Dodatkowo, w wyniku przeprowadzonych badan
wykryliSmy dwa nowe warianty wczesniej opisanych alleli MICA 002/49 1 008/45.1 w grupie
chorych. Ich sekwencje po zgloszeniu do WHO Nomenclature Committee For Factors of the
HLA System zostaly oficjalnie zarejestrowane jako allele MICA*00203 i MICA*058.
Powyzsze wyniki zostaly opublikowane w czasopismie Haematologica (pozycja 3 w cyklu
prac stanowiacych szczegolne osiagnigcie naukowe).

Przewlekla biataczka limfocytowa/chtoniak z matych limfocytow'® jest najczestsza
postacig biataczki w Europie i Ameryce Polnocnej. Badania nad rodzinami chorych z CLL
wykazaly, ze u 0s6b z pierwszym stopniem pokrewienstwa wystgpuje 3- do 8-krotnie
wyzsze ryzyko zachorowania w pordéwnaniu do o0séb niespokrewnionych. Pomimo
wystepujacej silnej rodzinnej predyspozycji, przeprowadzone dotychczas przeszukiwania
genomu nie doprowadzity do opisania genu silnie predysponujacego do choroby. Obecnie
wydaje sie, ze wspotdziedziczenie wielu wariantéw niskiego ryzyka (OR'®=1,1-1,5) jest
prawdopodobnym modelem genetycznej predyspozycji do CLL w rodzinie. Mimo, iz efekt
pojedynczego allelu jest niewielki, wspolny efekt wielu alleli moze mie¢ istotne znaczenie
dla warunkowania ryzyka wystgpienia CLL w rodzinie. Ich wspotwystgpowanie moze takze
odpowiadaé ze zwiekszone ryzyko rozwoju CLL w czgsci populacji ogolnej [21].

Badanie 500 polimorfizméw znacznikowych'”  zlokalizowanych w 48 genach
kandydatach (kodujacych czasteczki nalezace mig¢dzy innymi do rodzin: TNF, TNFR, FAS,
TRAF czy NF«kB), przeprowadzone przez Wang i wsp. [22], wskazalo mi¢dzy innymi dwa
geny, TNFSFI3B oraz TNFRSFI3C, jako potencjalnie zwigzane z ryzykiem wystapienia
chloniakéw nieziarnicznych. Dodatkowo gen TNFSFI3B byl zwigzany specyficznie z
ryzykiem wystapienia CLL. Pierwszy z tych genow (TNFSF13B) koduje czasteczke BAFF
(B cell activating factor), a drugi (TNFRSFI13C) specyficzny dla niej receptor BAFF-R
(BAFT receptor). Sekwencja biatkowa BAFF jest w okoto 50% homologiczna z sekwencja
czasteczki APRIL (a proliferation-inducting ligand), ktora tak jak BAFF nalezy do
nadrodziny czasteczek czynnika martwicy nowotworéw. Wykazujac tak Wyéokq homologig,
BAFF i APRIL maja dwa wspdlne receptory BCMA (B-cell maturation antygen) oraz TACI
(transmembrane activator and calcium-modulator and cyclophilin ligand interactor). W
innym badaniu wykorzystujacym SNP-A jako narz¢dzie generujace hipotezy, bioracym pod

uwage miedzy innymi geny zaangazowane w proces apoptozy, odpowiedzi immunologicznej

5 przewlekia biataczka limfocytowa/chtoniak z matych limfocytéw (CLL/SLL, chronic lymphocytic leukemia/small lymphocytie
lymphoma)

' Odds Ratio

7 Tag SNP
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czy naprawy DNA, wykazano zwigzek migdzy haplotypem zlozonym z czterech wariantow
polimorficznych, zlokalizowanym w genie TACI (TNFRSF13B) a ryzykiem wystapienia
CLL [23]. Kierujac si¢ powyzszymi przestankami, postanowiliémy zbada¢ zwiagzek gendéw
nalezacych do $ciezki BAFF/APRIL z ryzykiem wystapienia oraz przebiegiem CLL.

Zbadalismy 20 SNP, zlokalizowanych w genach kodujacych czasteczki BAFT 1
APRIL oraz w genach kodujacych ich receptory BAFF-R, TACI i BCMA. Dwa z badanych
gendw APRIL (17p13.1) i TACI (17p11.2) zlokalizowane sa na chromosomie 17. Delecja w
obrebie krotkiego ramienia tego chromosomu del(17p) jest stwierdzana u okolo 3-8%
nieleczonych pacjentéw i nawet u 30% pacjentéw z zaawansowanym stopniem choroby. W
celu odréznienia hemizygot od homozygot przeprowadzilismy badanie liczby kopii genow'®
dla APRIL i TACI. U 4,45% pacjentow stwierdzilismy wystepowanie pojedynczej kopii genu
APRIL. Natomiast jedna kopia genu TACI wystapita u 1,98% chorych. Probki z pojedynczg
kopia genu APRIL i/lub TACI zostaly wykluczone z dalszej analizy. Ostatecznie analizg
objelismy grupe 187 pacjentéw oraz grupg 296 o0sob zdrowych. Dla trzech z analizowanych
SNP: rs9514828 (-871C>T; BAFF), 1rs3803800 (Asn96Ser; APRIL), rs4985726 (intron 1;
TACIy stwierdziliémy réznice w rozkladzie genotypéw migdzy osobami zdrowymi a
pacjentami (odpowiednio p=0,047; p=0,008 i p=0,029). Ponadto wykazali$my, ze pacjenci o
genotypie rs3803800AA maja wyzsze ryzyko zachorowania na CLL w poréwnaniu do
pacjentow bedacych nosicielami allelu G (rs3803800AG oraz rs3803800GG) (OR=2,49;
CI195%=1,10,5,68; p=0,0249). Nie wykazalismy istotnych réznic w rozkladzie haplotypow
pomigdzy poréwnywanymi grupami. Analiza oddziatywan miedzy poszczegélnymi genami
(ligand-receptor) nie ujawnila istnienia takich zaleznosci. Zaden z analizowanych SNP nie
byl réwniez zwiazany ze stopniem Rai'®. Odnotowali$émy natomiast ciekawa interakcje
pomiedzy dwoma wariantami rs9514828(BAFF) xrs11570136(BCMA), zwiazang z wickiem
diagnozy. Pacjenci o genotypie rs9514828CT/rs11570136AA byli diagnozowani 12 lat
pozniej ($rednia wieku 75,2) niz pozostali pacjenci (Srednia wieku 63,37).

Podsumowujgc, wyniki naszych badan wskazujg na potencjalny lidzial genéw ze
§ciezki BAFF/APRIL w warunkowaniu predyspozycji i przebiegu CLL. Pozwolily one
rowniez na identyfikacj¢ mowych wariantéw potencjalnie zwigzanych z ryzykiem
wystgpienia i przebiegiem tej choroby. Powyzsze wyniki zostaly opublikowane w
czasopismie Tissue Antigens (pozycja 4 w cyklu prac stanowiacych szczegoOlne osiggniecie

naukowe).

“ NV, copy numer variation analysis
1 Stopien zaawansowania klinicznego CLL oceniany wedtug klasyfikacji Rai
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W ramach kontynuacji badania nad tymi genami zostaly przeprowadzone na liczebniejszych
grupach chorych (439) i zdrowych (477) i skorelowane z poziomem bialek BAFF, APRIL i
TACI oraz danymi klinicznymi®®. Wyniki te beda zaprezentowane w dwéch publikacjach,
jedna publikacja wkrotce zostanie wystana do recenzji, druga jest w trakcie opracowywania.
W przysziosci chcialabym zbadaé zwigzek genow ze Sciezki BAFF/APRIL oraz ich
produktow bialkowych ze stwardnieniem rozsianym.

Drugi z moich tematéw badawczych dotyczy genetyczno-molekularnych
uwarunkowan choréb au‘[oimmum'zacyjnych2 !, w tym stwardnienia rozsianego. Obecnie
uwaza si¢, ze wysoce prawdopodobnym modelem genetyczne] predyspozycji do SM*,
podobnie jak wielu innych choréb o podtozu wielogenowym, jest wspdldziedziczenie wielu
wariantOw niskiego ryzyka oraz ich wzajemne oddzialywania. Wykrycie zwiazku migdzy
wariantem niskiego ryzyka a choroba jest trudne, dlatego wydaje si¢, ze badanie szeregu
wariantow polimorficznych genoéw kodujacych czasteczki nalezgce do okreslonego szlaku
sygnatowego lub czasteczki regulujgce okreslony mechanizm majacy istotne znaczenie w
patogenezie danej choroby, zwigksza w znacznym stopniu prawdopodobienstwo
zaobserwowania takich zaleznosci.

Do chwili obecnej na catym $wiecie przeprowadzono okolo 14 badan typu GWAS dla
SM [1] w ramach ktorych wytypowano liczne regiony i geny jako potencjalnie zwigzane z ta
chorobg, a wsrdd nich region 3ql3, gdzie zlokalizowane sa, migdzy innymi, nastgpujace
geny: gen ALCAM kodujacy czasteczke ALCAM/CD166 oraz geny kodujace czasteczki
CD80/B7-1 i CD86/B7-2. Innym regionem wytypowanym przez GWAS jako potencjalnie
zwigzanym z SM jest region 20q13. Jednym z gendéw zlokalizowanych w tym obszarze jest
gen TNFRSF5 kodujacy czasteczke CD40.

W oparciu o0 powyzsza wiedz¢ oraz znajomo$¢ patomechanizmu SM
przeprowadziliSmy badania zwiazku polimorfizméw genéw kodujacych czasteczki
zaangazowane w proces aktywacji limfocytow T i B - CD28, CTLA-4, CD80, CD86, CD40,
CD40L z ta choroba. Dodatkowo do naszych badan wybraliSmy geny ALCAM i CD6.

Jak wspomniano powyzej, gen ALCAM zlokalizowany jest w regionie
chromosomowym wytypowanym przez GWAS, jako potencjalnie zwigzany ze
stwardnieniem rozsianym. ALCAM oddziatuje z wysokim powinowactwem z receptorem

CD6. Dla przebiegu SM wazna jest rola oddzialywan ALCAM-CD6 w transmigracji

% Badania wykonano we wspdlpracy z Katedra i Zakladem Immunologii Klinicznej, Uniwersytetu Medycznego w Lublinie oraz Katedra i
Klinika Hematologii, Nowotworow Krwi i Transplantacji Szpiku, Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu.

! Badania wykonano we wspotpracy z Klinika Neurologii, Uniwersyteckiego Szpital Klinicznego we Wroctawiu

# Stwardnienie rozsiane (SM, Sclerosis Multiplex)
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leukocytow przez barier¢ krew mozg (BBB), a takze w regulacji aktywacji limfocytow T
[24,25].

Wobec braku doniesien literaturowych na temat zwigzku genu ALCAM ze
stwardnieniem rozsianym i nielicznych dotyczacych genu CD6 zdecydowalismy si¢ na
przeprowadzenie takich badan.

Celem pierwszej z dwoch publikacji dotyczacej tych gendéw, bylo zweryfikowanie
naszej hipotezy na temat zwiazku genu ALCAM, kandydata pozycyjnego 1 funkcjonalnego z
ryzykiem wystapienia i przebiegu SM. Badaniami objeliSmy grupe 304 pacjentow oraz 323
0s0b zdrowych. Wyboru pigciu SNP dokonali§my w oparciu o analiz¢ in silico oraz dane
literaturowe. Dodatkowo, w celu zwigkszenia prawdopodobienstwa identyfikacji nowych
miejsc polimorficznych, przeprowadziliémy stratyfikacje badanych grup ze wzgledu na
obecnos¢ allelu  HLA-DRBI*15:01 (HLA-DRBI*15:01+ vs. HLA-DRBI*15:01-),
uznawanego obecnie za gldwny czynnik warunkujgcy podatno$é¢ na SM w populacjach
europejskich [1].

W pierwszym etapie porownaliSmy czgstosci wystgpowania genotypow dla
wybranych SNP miedzy badanymi grupami, co ujawnilo zwiazek z ryzykiem wystapienia
choroby dla promotorowego wariantu rs6437585 C>T genu ALCAM. Heterozygoty CT
miaty ponad dwukrotnie wyzsze ryzyko zachorowania na SM niz homozygoty CC
(OR=2,34; 95C1%~=1,22-4,51; p=0,011). Efekt ten byl niezalezny od obecnosci allelu HLA-
DRBI*15:01. Ponadto zaobserwowalismy, ze dwa inne warianty polimorficzne, rs11559013
i 1s34926152, chociaz same niezwiazane z SM, modyfikowatly efekt obecnosci allelu HLA-
DRBI*15:01. Osoby posiadajace allel HLA-DRBI*15:01 1 bedace jednoczesnie
heterozygotami GA w miejscu polimorficznym rs11559013 G>A, miaty pigC razy mizsze
ryzyko zachorowania w poréwnaniu do homozygot GG (OR=0,22; 95%CI=0,05-0,97;
p=0,047). Podobna interakcje zauwazyliémy dla wariantu rs34926152 G>T. Osoby o
genotypie rs34926152GT/HLA-DRB1*15:01+ mialy okolo 5 razy nizsze ryzyko
zachorowania niz osoby o genotypie rs34926152GG/HLA-DRBI*] 5:01+ (OR=0,20;
95%CI=0,05-0,93; p=0,027). Zaobserwowane przez nas roznice w czgstosci haplotypow
pomigdzy grupa chorych i zdrowych (LRSge10=31,40; p=0,0005), stanowilo dodatkowe
potwierdzenie dla zaobserwowanego zwiazku polimorfizmu rs6437585 C>T z ryzykiem
wystapienia choroby, gdyz haplotyp GTCGA (rs11559013, 1s6437585, rs1044243,
1534926152, rs1044240) wystepowal blisko 7 razy czesciej wsérod pacjentéw w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Roznit si¢ on od dzikiego haplotypu GCCGA, najczestszego w obu
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grupach, tylko obecnoscia T w drugiej pozycji, ktéra odpowiada wariantowi
polimorficznemu rs6437585 zwigzanemu z chorobg. Nastepnie przeprowadzilismy analizg
zaleznosci pomigdzy badanymi wariantami polimorficznymi a wybranymi parametrami
klinicznymi: wiekiem diagnozy”, dlugoscia trwania fazy nawracajaco-ustepujacej’’, a takze
progresja choroby wyrazonej stopniem w rozszerzonej skali niewydolnosci ruchowej® oraz
w skali cigzkosci stwardnienia rozsianego®®. Zauwazylismy zwiazek wicku diagnozy =z
wariantem polimorficznym rs6437585 C>T. Sredni wiek diagnozy dla homozygot CC byt
okolo 2 lata i 3 miesigce poZniejszy w poréwnaniu do heterozygot CT (95%CI=0,16-4,41;
p=0,036). Analiza czynnikow zwiazanych z progresjg choroby pokazata réwniez zwigzek
polimorfizmu rs6437585 C>T ze stopniem niepelnosprawnosci. Heterozygoty CT mialy
nizsze wartosci MSSS, a co z tego wynika nizszy stopien niepetnosprawnosci w poréwnaniu
do homozygot CC, dodatkowo zwigzek ten byl niezalezny od ptci (Apia= 0,041; p=0,026).

Podsumowujac, praca ta byla pierwszym doniesieniem literaturowym na temat
zwigzku wariantéw polimorficznych genu ALCAM z ryzykiem i progresja stwardnienia
rozsianego. Ponadto nasze wyniki stanowia dodatkowy dowaéd, potwierdzajacy istotny
udzial oddzialywan gen-gen (ALCAM-HLA-DRBI1*15:01) w patogenezie chorob o
podlozu wielogenowym, takich jak stwardnienie rozsiane. Wyniki te zostaly
opublikowane w czasopiSmie Journal of Neuroimmunology (pozycja 5 w cyklu prac
stanowiacych szczegdlne osiggnigcie naukowe).

Wryniki opisane w powyzszej pracy zachecily nas do kontynuowania i rozszerzenia
zakresu badan nad zwiazkiem genu ALCAM ze stwardnieniem rozsianym poprzez wilaczenie
dodatkowego wariantu polimorficznego genu ALCAM, rs579565G>A. Ponadto, ze wzgledu
na wazno$¢ oddzialywan ALCAM-CD6 dla przebiegu SM oraz ze wzgledu na fakt, ze
wariant polimorficzny CD6 rs17824933 C>T zostal wskazany w meta analizie [26] jako
zwigzany z tg choroba [26], postanowilismy wlaczy¢ do badan rowniez ten gen.

Uzyskane wyniki potwierdzily wczesniej opisany przez nas zwigzek wariantu
156437585 C>T genu ALCAM z choroba, na nieco wiekszej grupie 336 bacjentéw. Jesli
chodzi o gen CDG6, dla jednego (rs12360861G>A) z dwoich badanych wariantow,
stwierdziliSmy réznice w rozkladzie genotypéw migdzy pacjentami a osobami zdrowymi
(Ca=1=7,223; p=0,027). Heterozygoty GA mialy okoto 1,3 raza nizsze ryzyko roZwoju
stwardnienia rozsianego w poréwnaniu do homozygot GG (OR=0,78; 95%CI=0,57;1,09),

% Age at diagnosis

* RR, relapsing-remitting

¥ EDSS, expanded disability status scale
26 MSSS. multiple sclerosis severity scale
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podczas gdy ryzyko to dla homozygot AA bylo prawie trzykrotnie nizsze w poréwnaniu do
genotypu GG (OR=0,34; 95%CI=0,12;0,81). Ochronne dziatanie allelu A bylo niezalezne od
obecnosci allelu HLA-DRBI*15:01.

Analiza zwiazku danych klinicznych z badanymi polimorfizmami, potwierdzila
wezesnie] opisany wezesniejszy wiek diagnozy dla heterozygot rs6437585CT (ALCAM)
(95%CI= —6,21; —1,16; p=0,004). Zaobserwowali$my rowniez, ze obecnos¢ allelu A (GA
lub AA), w miejscu rs579565G>A, byla zwiazana z obnizonym o okoto 2.5 roku wiekiem
diagnozy (CI95= —4,41; —0,70; p=0,007). Grupa poréwnawcza w obu przypadkach byly
osoby o genotypie HLA-DRBI*15:01—/rs6437585CC/rs579565GG. PotwierdziliSmy takze
zwiazek polimorfizmu rs6437585 (ALCAM) z progresja choroby. Podobng zaleznos¢
zaobserwowaliSmy rowniez dla wariantu rs17824933C>G genu CD6, ktéry byl zwigzany z
progresja choroby wyrazong w skali EDSS i MSSS (Apinai= 0,0253; p=0,014). Pacjenci z SM
posiadajacy genotyp CG lub GG w tym miejscu polimorficznym wykazywali wyzsze
wartosci w skali MSSS, w porownaniu do homozygot CC. W ramach niniejszej pracy
zbadaliSmy réwniez poziom ekspresji (mRNA) genow ALCAM i CD6. Odnotowalismy
nizszy poziom ekspresji mRNA dla genu CD6 w grupie pacjentow w poréwnaniu ze zdrowa
kontrolg (T22;;4=6,678; p=0,002). Nie bylo natomiast roznic w poziomie ekspresji genu
ALCAM migdzy porownywanymi grupami. Nie stwierdzilisSmy réwniez korelacji pomiedzy
poziomami mRNA dla obu genow.

Na uwagg zashuguje fakt, ze opisany przez nas w poprzedniej pracy wariant rs6437585
C>T genu ALCAM jako zwigzany z choroba, zlokalizowany jest w sekwencji DRE (dioxin-
responsive element), ktora odpowiedzialna jest za przylaczanie receptora weglowodorow
arylowych (AhR, aryl hydrocarbon receptor) [27]. W ostatnich latach, AhR zostal
rozpoznany jako wazny regulator uktadu immunologicznego, a motywy DRE znaleziono w
promotorach wielu genéw, ktérych produkty zaangazowane sa w procesy immunologiczne
[28]. Zhou i wsp. [29], wykazali w tescie lucyferazowym, ze allel T tego polimorfizmu
zwigzany byt z prawie dwukrotnie wyzsza ekspresja genu ALCAM w p0r6wnaniu do allelu
C. Ze wzgledu na powyzsze przeanalizowalismy réwniez poziom ekspresji genow ALCAM i
CD6 w zaleznosci od genotypow badanych wariantéw polimorficznych, oddzielnie dla
kazdego z genéw. Na podstawie przytoczonej powyzej argumentacji spodziewalismy sig, Ze
heterozygoty rs6437585CT beda charakteryzowaly si¢ wyzsza ekspresja mRNA dla genu
ALCAM w poréwnaniu do homozygot CC. Niestety nie zaobserwowalismy takiej zaleznosci,

najprawdopodobniej ze wzgledu na brak mozliwosci poddania analizie homozygot TT,
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ktérych nie stwierdziliSmy w badanych grupach, ze wzgledu na bardzo niska czestose
wystepowania allelu T w populacji polskiej. Nie wykazalismy zwiazku pomigdzy zadnym
innym badanym SNP w genach ALCAM i CD6 a poziomem ekspresji mRNA dla tych
genow.

Podsumowujac, uzyskane w tej pracy wyniki dostarczyly nowych obserwacji
potwierdzajacych udzial czasteczek ALCAM i CD6 w rozwoju i przebiegu stwardnienia
rozsianego. Ponadto cze$¢ z uzyskanych danych i postawionych hipotez (np. hipoteza
na temat ochronnego dzialania allelu A w miejscu polimorficznym rs12360861 opisanej
w dyskusji w tej publikacji) wyznacza nowe i interesujgce Kierunki badawcze, ktére
planujemy realizowaé¢ w naszym laboratorium. Powyzsze wyniki zostaty opublikowane w
czasopismie Journal of Neuroimmunology (pozycja 6 w cyklu prac stanowiacych szczegdlne
osiagni¢cie naukowe). ,

Jak wspomniano wczesniej, region 20ql3, w ktérym zlokalizowany jest mi¢dzy
innymi gen kodujacy biatko CD40, zostal rowniez wytypowany w GWAS jako potencjalnie
zwigzany z SM. Ligandem dla tej czasteczki jest czasteczka CD40L/CD154. Oddzialywania
CD40-CD40L odgrywaja istotna role, zar6wno w odpowiedzi humoralnej jak i komdrkowe;.
Oba rodzaje odpowiedzi sg istotne dla rozwoju i przebiegu stwardnienia rozsianego. Nalezy
tutaj wspomnie¢, ze kobiety choruja na stwardnienie rozsiane dwa razy czgsciej 1 dlatego
geny zlokalizowane na chromosomie X, takie jak CD40L (Xq26), brane sa pod uwage jako
potencjalnie zwiazane z ta chorobg. Przytoczone powyzej argumenty zadecydowaly o
podjeciu przez nas badan nad rola genéw CD40 (TNFRSF5) i CD40L w rozwoju 1 przebiegu
stwardnienia rozsianego.

Z. pigciu zbadanych przez nas polimorfizméw, trzech dla genu CD40 1 dwéch dla
CD40L, zaobserwowalismy zwiazek z SM tylko dla wariantu rs1883832 C>T genu CD40,
zlokalizowanego w pozycji -1, w sekwencji Kozak. Nosiciele allelu T wykazywali wyzsze
ryzyko zachorowania w poréwnaniu do homozygot CC (dla genotypu CT: OR=1,44;
95%CI=1,03-2,1; p=0,032; dla genotypu TT OR=2736; 95%CI=1,19—4,78; p=0,014).
Zgodnie z wynikami uzyskanymi z analizy genotypow, analiza haplotypéw ujawnila
czestsze wystepowanie haplotypu CTC (rs752118 rs1883832 rs11569343) (druga pozycja
odpowiada wariantowi rs1883832) wsrod pacjentéw w poréwnaniu do grupy kontrolnej.
Analiza zwiazku danych klinicznych z badanymi polimorfizmami ujawnila zwiazek wariantu
151883832 z wiekiem diagnozy oraz z dtugoscia trwania fazy RR. Nosiciele allelu T (CT i

TT) wykazywali wyzsze ryzyko zachorowania, natomiast choroba byla u nich diagnozowana
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w pozniejszym wieku i dtuzej pozostawali oni w fazie RR choroby. Nie zaobserwowalismy
zwiazku oddzialywan gen-gen pomigdzy badanymi polimorfizmami w genach CD40 i
CD40L z ryzykiem zachorowania na stwardnienie rozsiane.

Publikacja ta byla pierwszym w literaturze doniesieniem, w ktérym zbadano
interakcje gen-gen pomiedzy polimorfizmami zlokalizowanymi w genach CD40 i
CD40L w stwardnieniu rozsianym, a takze pierwszg publikacja opisujacy zwigzek
polimorfizmu genu CD40 z ryzykiem wystapienia i przebiegiem stwardnienia
rozsianego dla populacji polskiej. Powyzsze wyniki zostaty opublikowane w czasopismie
Human  Immunology (pozycja 7 w cyklu prac stanowigcych szczegdlne osiagnigcie
naukowe).

Uzyskane wyniki sklonity nas do kontynuacji naszych badan w tym zakresie, kiore
poszerzyliSmy o analiz¢ poziomu ekspresji mRNA dla obu genow. Nie zaobserwowaliSmy
réznic w poziomie mRNA migdzy pacjentami, a zdrowa kontrolg dla genu CD40. Natomiast
analiza poziomu mRNA w zaleznosci od genotypu dla 3 badanych SNP wykazala zwigzek
obecnosci allelu T (genotypy CT+TT) w miejscu polimorficznym rs1883832 z nizsza
ekspresja mRNA dla CD40 (CC vs CT+TT; Tzdf=2;76:4,702; p=0,012). Tak jak wspomniano
wczesniej, gen CD40L zlokalizowany jest na chromosomie X (Xq26), dlatego poziom
ekspresji CD40L byt analizowany w zalezno$ci od plci. ZaobserwowalisSmy okoto 20%
wyzsza ekspresje mRNA dla tego genu w grupie kobiet zdrowych w poréwnaniu do kobiet
chorych (p=0,014). Ponadto, biorgc pod uwage tylko osoby zdrowe, odnotowali$my, ze
mezczyZni mieli o okoto 30% nizsza ekspresje CD40L mRNA niz kobiety (p=0,001). Zaden
z polimorfizméw genu CD40L nie byl zwigzany z poziomem mRNA. Przeanalizowalismy
réwniez korelacje miedzy poziomami ekspresji obu genow. W grupie pacjentdw, niezaleznie
od plci, nie stwierdziliSmy zaleznosci migdzy poziomami ekspresji obu genow. Natomiast w
grupie zdrowych, zarowno kobiety jak 1 mezczyZzni, z wyzsza ekspresja mRNA dla CD40,
mieli rOwniez wyzszg ekspresj¢ mRNA dla CD40L.

Uzyskane przez nas wyniki wskazuja na zwigzek wariantu ﬁolimorﬁcznego
rs1883832 C>T genu CD40 z poziomem mRNA oraz po raz pierwszy na potencjalne
znaczenie zaburzonych oddzialywan CD40-CD40L w rozwoju stwardnienia rozsianego.
Powyzsze wyniki zostaly opublikowane w czasopi$mie Journal of Molecular Neuroscience

(pozycja 8 w cyklu prac stanowiacych szczegélne osiagnigcie naukowe). W przysztosci,

21



ZALACZNIK 2. AUTOREFERAT

kierujac sie przestankami 1iteratur0wymi27’28

, chciatabym zbada¢ zwiazek genow CD40 i
CD40L oraz ich produktéw biatkowych z ryzykiem i przebiegiem CLL.

Do optymalnej aktywacji limfocytow T potrzebne sa dwa sygnaly - pierwszy,
przenoszony przez TCR oraz drugi, pochodzacy od czasteczek kostymulujacych.
Rownowaga pomiedzy aktywacja (CD28-CD80/CD86) i inhibicjg (CTLA-4-CD80/CD86)
limfocytow T jest bardzo istotna dla utrzymania tolerancji immunologicznej. Geny kodujace
czasteczki CD80/CD86 zlokalizowane sa, podobnie jak ALCAM, w regionie 3ql3
wylonionym w GWAS jako potencjalnie zwiazany z SM. Czasteczki CD80 1 CD86 sa
ligandami dla czasteczek CD28 1 CTLA-4. Liczne doniesienia literaturowe sugeruja zwigzek
wariantow polimorficznych genu C7TLA-4 z SM. Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na
rozbieznosci w wynikach tych badan. Dane literaturowe na temat zwigzku wariantow
polimorficznych w genach kodujacych pozostale czasteczki z tego szlaku (CD28, CD80,
CD86) sa nieliczne. Biorac pod uwage powyzsze, wydato nam si¢ interesujacym zbadanie
znaczenia wariantéw polimorficznych w genach kodujacych czasteczki szlaku CD28/CTLA-
4-CD80/86 dla ryzyka rozwoju i przebiegu stwardnienia rozsianego.

PrzeprowadziliSmy genotypowanie 11 wariantéw polimorficznych wybranych na
podstawie literatury oraz analizy in silico. ZaobserwowaliSmy zwigzek migdzy allelem G w
miejscu polimorficznym rs231775 A>G (+49; Thrl17Ala) genu CTLA-4 a podwyzszonym
ryzykiem zachorowania u o0sob nieposiadajacych allelu HLA-DRBI*15:01 (xzdf=[14,66;
p=0,031). Ponadto wykazaliSmy rowniez zwigzek wariantu polimorficznego rs2715267 T>G
(-3479 T>G; miejsce potencjalnego przylaczania czynnika transkrypcyjnego GATA oraz
biatka wiazacego element TATA) genu CD86 z ryzykiem zachorowania na SM.
Stwierdzilismy, ze nosiciele allelu G wykazywali wyzsze ryzyko zachorowania, ktore dla
homozygot GG bylo 1,58 razy wyzsze w poréwnaniu do homozygot TT (OR=1,58;
95%CI1=0,99-2,53). Natomiast obecnos¢ allelu A w miejscu polimorficznym rs1599795 T>A
(zlokalizowanym w miejscu potencjalnego przylaczania czasteczek miRNA) w genie CDS80
mialo dzialanie ochronne (pierwsze doniesienie w literaturze). Analiza danyéh klinicznych z
badanymi polimorfizmami ujawnita interakcje migdzy trzema wariantami polimorficznymi:

rs3116496T>C (CD28), rs6641T>G (CD80) i rs17281995G>C (CD86) a wickiem diagnozy.

7 Ferrer (G, Bosch R, Hodgson K, Tejero R, Roué G, Colomer D, Montserrat E, Moreno C. B cell activation through CD40 and TL4R ligation
modulates the response of chronic lymphocytic leukaemia cells to BAFF and APRIL. Br J Haematol. 2014 Feb;164(4):570-8.
% A functional TNFRSF5 gene variant is associated with risk of lymphoma. Skibola CF, Nieters A, Bracei PM, Curry JD, Agana L, Skibola

DR, Hubbard A, Becker N, Smith MT, Holly EA. Blood. 2008 Apr 15;111(8):4348-54.
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Podsumowujge, nasze wyniki wykazaly zwiazek wariantéw polimorficznych

genoéw kodujacych czasteczki ze szlaku CD28/CTLA-4-CD80/86 z ryzykiem wystapienia

i przebiegiem SM. Ponadto potwierdzilismy, Ze stratyfikacja badanych grup ze wzgledu

na obecno$é¢ allelu HLA-DRBI*I5:01 moze przyczynié¢ si¢ do identyfikacji nowych

miejsc polimorficznych zwigzanych ze stwardnieniem rozsianym. Powyzsze wyniki

zostaly opublikowane w czasopi$mie Journal of Neuroimmunology (pozycja 9 w cyklu prac

stanowiacych szczegolne osiagnigcie naukowe).

Za najwazniejsze uzyskane wyniki uwazam:

1.

Wykazanie czgstego wystgpowania utraty heterozygotycznosci z zachowana liczba kopii

genu w regionie krotkiego ramienia chromosomu 17 (CN-LOHI17p) zwiazanego z

obecnosciag homozygotycznych mutacji w genie 7P53 wsrdd pacjentow z kariotypem

zlozonym oraz z zaawansowang postaciag MDS lub wtérng postacia AML.

Wykrycie somatycznej zmiany typu CN-LOH17p zwigzanej z S-nukleotydowa delecja w

obrebie genu TP53 jako jednego z mozliwych dodatkowych zaburzen chromosomowych

obecnych w komorkach szpiku pacjenta z CML, niezawierajacych chromosomu

Filadelfia.

Wykazanie czestszego wystepowania allelu MICA*00801/45.1 wsréd pacjentow z T-

LGL oraz udziatu oddziatywan MICA-NKG2D w patogenezie tej choroby.

Wskazanie na potencjalny udzial genow ze $ciezki BAFF/APRIL w warunkowaniu

predyspozycji do CLL oraz w warunkowaniu przebiegu tej choroby.

Wrykazanie szeregu nowych czynnikéw zwigzanych z ryzykiem wystgpienia SM lub/i

przebiegiem tej choroby:

e picrwsze doniesienie literaturowe dotyczace udzialu wariantdéw polimorficznych genu
ALCAM w warunkowaniu podatnosci i przebiegu SM;

e wykazanie zwigzku polimorfizmu oraz poziomu ekspresji genu CD6 z SM;

e pierwsza publikacja dotyczaca zwigzku polimorficznych wariantow gendéw CD40 i
CD40L oraz ich wzajemnych oddzialywan z podatnoscia i przebiegiem SM w
populacji polskiej.

Wskazanie na potencjalny udziat zaburzonych oddziatywan CD40-CD40L w patogenezie

stwardnienia rozsianego.

Wykrycie nowych oddziatywari gen-gen zwiazanych z ryzykiem lub przebiegiem SM

(ALCAM i HLA-DRBI*15:01; CTLA4 i HLA-DRBI*15:01; CD28, CD80 1 CD86 z

wiekiem diagnozy).
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8. Potwierdzenie, ze stratyfikacja badanych grup ze wzgledu na obecnoscei allelu HLA-
DRBI*15:01 moze przyczyni¢ si¢ do identyfikacji nowych miejsc polimorficznych
zwigzanych ze stwardnieniem rozsianym.
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4. Omowienie pozostalych osiagni¢e¢ naukowo-badawczych.
Podsumowanie

Moj dorobek naukowy obejmuje wspdtautorstiwo w 26 anglojezycznych pracach
opublikowanych w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports, w tym,
po uzyskaniu stopnia doktora, w 22 pracach oryginalnych (pierwszy autor - 3 pracé; autor
korespondencyjny - 6 prac, ostatni autor - 5 prac) oraz 19 komunikatéw naukowych.
Sumaryczny wspotczynnik wptywu (Impact Factor, TF) prac oryginalnych wynosi 74,981
(punkty MNiSW=624). Do dnia 29 stycznia 2016 roku, wedlug bazy Web of Science (WoS,
All databases), prace byly cytowane 339 razy (wylaczono autocytowania), a indeks Hirsh’a
wynosi 10. Laczny IF dziewieciu prac objetych rozprawa habilitacyjng wynosi 32,391 (punkty
MNiSW=226; liczba cytowan=56). W ramach dziatalnosci naukowej bytam do tej pory takze
kierownikiem 1 projektu wlasnego, finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki.
Uczestniczytam takze w realizacji 2 grantow przyznanych przez Komitet Badan Naukowych.
Obecnie jestem wykonawcg w dwoch grantach OPUS z Narodowego Centrum Nauki.

a) Przebieg pracy naukowej przed uzyskaniem stopnia doktora

Prace magisterska zatytulowana: ,,Analiza funkcjonalna ORF-u YPR (40w z prawego
ramienia XVI chromosomu drozdzy Saccharomyces cerevisiae” realizowalam pod
kierunkiem pani dr Gabrieli Ortowskiej-Matuszewskiej w Zakladzie Genetyki Instytutu
Mikrobiologii, Uniwersytetu Wroctawskiego. Przedmiotem mojej pracy byla kierunkowa
inaktywacja i analiza funkcji drozdzowego genu YPR 040w. W ramach mojej pracy
magisterskiej, wykorzystujac metode PCR, skonstruowalam kaset¢ deletujaca, uzyskujac

integranty drozdzowe, ktoére zamiast dzikiej kopii genu miaty wbudowany marker selekcyjny,

25



ZAELACZNIK 2. AUTOREFERAT

a nastepnie przeprowadzitam analiz¢ fenotypowa uzyskanych mutantéw (komunikat naukowy
na XX™ International Conference on Yeast Genetics and Molecular Biology, Prague, Czech
Republic, 26-31.09. 2001).

W 2001 roku rozpoczetam studia doktoranckie w Instytucie Immunologii i Terapii
Doswiadczalne; (IITD) PAN we Wroctawiu w Laboratorium Immunogenetyki (obecnie
Laboratorium Immunogenetyki i Immunologii Tkankowej) kierowanym przez pana prof. dr.
hab. Piotra Kus$nierczyka. Przedmiotem =zainteresowan tego laboratorium jest zwiazek
polimorfizmu genéw kodujacych czasteczki kontrolujace przebieg reakcji odpornosciowych z
chorobami czlowieka. Jako stuchacz studium doktoranckiego angazowalam si¢ we wszystkie
badania naukowe prowadzone w laboratorium (polimorfizm genéw KIR, ILT6).

Moje zainteresowania badawcze od poczatku zwigzane sa z badaniami dotyczacymi
genetyczno-molekularnych ~ uwarunkowan  choréb  czlowieka, ze  szczegdlnym
uwzglednieniem chorob wieloczynnikowych. Tematem wiodacym badan prowadzonych w
ramach studiéw doktoranckich byla genetyka astmy oskrzelowej (polimorfizm gendéw FCAR,
CTLA-4, PTPN22). Moja praca doktorska pt. ,Polimorfizm genu receptora Fc
immunoglobuliny A i jego potencjalny zwigzek z astma oskrzelowa” powstala w wyniku
realizacji grantu zatytulowanego ,Genetyka astmy atopowej: rola receptora Fc
immunoglobuliny A w podatnosci na t¢ chorobg”, w ktérym bylam gtéwnym wykonawca.
Celem moich badan byto:

e poszukiwanie nowych wariantow polimorficznych genu FCAR kodujacego gen dla
receptora FcaRI (CD89) z zastosowaniem elektroforezy w gradiencie temperatury
(TGGE), metoda ta zostala przeze mnie wdrozona na uzytek realizacji grantu oraz
mojej pracy doktorskiej, a takze innych projektoéw realizowanych w laboratorium;

e ocena czestosci wystepowania nowych 1 wezesniej opisanych wariantow genu FCAR
w populacji polskiej;

e ocena zwiazku polimorfizmu genu FCAR z ryzykiem zachorowanila na alergiczna
astme oskrzelowa, jak rowniez z cigzkoscia jej przebiegu;

e poréwnanie ekspresji receptora FcaRI (CD89) na eozynofilach krwi obwodowéj 0s6b
zdrowych i1 chorych z wykorzystaniem cytometrii przeptywowe;j;

e pordwnanie ilosci endogennej IgA zwiazanej przez eozynofile krwi obwodowej osob

zdrowych i chorych z wykorzystaniem cytometrii przeplywowej;
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e zbadanie, czy istnieje zwigzek miedzy poziomem ekspresji receptora FcaRI na
eozynofilach a wariantami polimorficznymi zlokalizowanymi w promotorze i
5’regulatorowym regionie genu FCAR.

W wyniku przeprowadzonych badan wykrylam dwa nowe warianty polimorficzne genu
FCAR (-143G>A; 805A>G). Moje badania byly pierwszym populacyjnym badaniem
polimorfizmu genu FCAR, w ktorym okreslono czgstosci wystgpowania siedmiu SNP oraz
utworzonych przez nie haplotypow w grupie 0so6b zdrowych i chorych. Stwierdzitam réwniez
zwigzek homozygotycznosci 324AA z ciezszym przebiegiem choroby, a takze wykazatam, ze
ilo$¢ endogennej IgA zwiazane] przez eozynofile krwi obwodowe]j byta znamiennie wyzsza u
pacjentow z alergiczna astma oskrzelowa niz u oséb zdrowych. Nie stwierdzilam natomiast
istotnych roéznic w poziomie ekspresji CD89 na eozynofilach osob zdrowych i chorych.
Zaobserwowalam rowniez, ze osoby o genotypie -114CC; +56CC mialy wyzszy poziom
ekspresji receptora CD89 na eozynofilach (opublikowano czg¢sciowo w: Eur J Immunogenet.

2004, Int Arch Allergy Immunol. 2004).

b) Przebieg pracy naukowej po uzyskaniu stopnia doktora

Po zakonczeniu studium doktoranckiego przy IITD PAN i uzyskaniu tytulu doktora
nauk biologicznych w zakresie biologii (grudzien 2005 r.) wyjechalam na dlugoterminowy
staz naukowy do Stanéw Zjednoczonych Ameryki (styczen 2006 r.). Staz odbylam w dwoéch
osrodkach: University of Pennsylvania (UPENN) w laboratorium prof. Alana Gewirtz’a oraz
Taussig Cancer Institute, Cleveland Clinic w laboratorium prof. Jarostawa Maciejewskiego.

Podczas pierwszego stazu podoktorskiego zaangazowana bylam w projekt
realizowany we wspotpracy z zespotem prof. Erica A Pierce (Department of Chemical and
Biomolecular Engineering, Institute for Medicine and Engineering, University of
Pennsylvania, obecnie Department of Ophthalmology, Harvard Medical School), ktérego
celem bylo rozwinigcie strategii uzycia jednoniciowych oligodeoksynukleotydéw (ssODN) do
wprowadzenia specyficznych mutacji punktowych do wybranych genéw poprzez transfekcje
mysich komorek embrionalnych (mouse embrionic stem cells). W zamysle, uzyskane w ten
sposob mysie modele mialy stuzy¢ jako modele do badania patogenezy wybranych choréb
dziedziczonych. Mialy one takze stuzy¢ jako model do testowania nowych terapii
opracowanych dla wybranych choréb. Projekt zaktadal opracowanie metod z wykorzystaniem
modelu mysich komoérek embrionalnych, natomiast jego dalekosigznym celem byta

ekstrapolacja tej techniki na ludzkie hematopoetyczne komoérki macierzyste, zaréwno dla
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celow naukowych, jak i potencjalnie dla celéw leczniczych. Osobiscie bytam zaangazowana
w testowanie 1 optymizacj¢ strategii transfekowania komoérek ES dwoma ssODN (dual
oligonucleocide gene targeting in mouse ES cells). Projekt nie powiodt sie ze wzgledu na
bardzo niska wydajno$¢ rekombinacji homologicznej i brak czutych metod jej detekcji w
stransfekowanych i wyselekcjonowanych klonach komdérek ES.

Ponadto bylam zaangazowana w szereg mniejszych projektow, ktorych celem bylo:

e testowanie efektywnosci wyciszania genow z zastosowaniem modyfikowanych
antysensownych oligonukleotydéw (AS ODNs) oraz siRNA;

e ocena efektywnosci in  vitro zwiazkow o  potencjalnej  aktywnosci
przeciwnowotworowej wobec linii komérkowych oraz ludzkich komoérek izolowanych
od pacjentow (primary human cells);

e testowanie in vifro efektywnos$ci roznych metod dostarczania potencjalnych lekow do
komorek;

e mapowanic mRNA wybranych genéow w celu identyfikacji miejsc dla hybrydyzacji
antysensownych ODNs z zastosowaniem SQRMs (self-quenching reporter molecules).

W badaniach tych wykorzystywatam szereg metod hodowli komoérkowych oraz technik
biologii molekularnej (hodowla linii komorkowych rosngcych w zawiesinie 1 komorek
adherentnych, hodowla ludzkich komoérek biataczkowych izolowanych od pacjentow,
hodowla komérek progenitorowych CD34+ pochodzacych od zdrowych dawcow, hodowla
mysich komorek embrionalnych (ESC), test LTC-IC (Long-Term Culture-Initiating Cell
Assay), test CFU (the colony-forming unit assay); transfekcja roznych typow komorek (z
wykorzystaniem Amaxa nucleofector; Lipofectmine 2000), klonowanie, analiza ekspresji
genéw metoda Real-Time PCR oraz Western-blot, cytometria przeptywowa, mapowanie
mRNA z uzyciem SQRM, transkrypcja in vitro, RNase H cleavage assay).

Podczas drugiego stazu podoktorskiego zaangazowana bylam w badania nad genetyczno-
moiekularnymi uwarunkowaniami chorob hematologicznych: .

e wyznaczanie region6w CDR (common deletion region) w oparciu o dane uzyskane z
analizy SNP-A, w celu identyfikacji genéw potencjalnie zaangazowanych w
patogeneze analizowanych jednostek chorobowych;

e identyfikacja mutacji lub wariantéw polimorficznych w genach wytypowanych przez
SNP-A oraz badania nad ich funkcjonalnym znaczeniem (np. 7P53, MICA, RUNXI,
NFDy;

e badania nad genetycznymi uwarunkowaniami anemii aplastycznej;
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e analiza ekspresji i metylacji genow.

{ Wyniki czgs$ci moich badan zostaly opublikowane - pozycje 1-3 w cyklu prac stanowiacych
szczegolne osiagnigcie naukowe oraz pozycje 2-4 Zatacznik 3 pkt I A lub zaprezentowane w
postaci plakatéw na konferencjach naukowych pozycje 5-12 Zalacznik 3 pkt III B).

Po zakonczeniu stazu podoktorskiego w styczniu 2010 roku ponownie podjgtam prace
w zespole Pana prof. Piotra Kusnierczyka w Laboratorium Immunogenetyki i Immunologii
Tkankowej IITD PAN, gdzie rozpoczetam realizacj¢ whasnych projektow badawczych. W
2011 roku otrzymatam grant finansowany przez NCN pt. ,,Polimorfizm genow TNFSFI3B,
TNFSF13, TNFRSFI17, TNFRSFI3B i TNFRSFI13C w przewleklej biataczce limfatycznej B
komorkowej”. Rownolegle jako promotor pomocniczy sprawowalam opieke naukowa nad
projektem badawczym i praca doktorska Pani mgr inz. Marty Wagner (bylam autorem
pomystu i koncepcji przeprowadzonych badan, sprawowatam nadzor merytoryczny nad ich
przebiegiem oraz bratam udzial we wszystkich etapach prowadzacych do opublikowania ich
wynikow). Obecnie jestem promotorem pomocniczym we wszezgtym przewodzie doktorskim
Pani mgr Wandy Niepieklo-Miniewskiej, a takze wykonawca w dwoch grantach OPUS.
Ponadto prowadze aktywna wspotprace naukowg z Panig dr hab. Lidig Karabon, prof. IITD
PAN z Laboratorium Immunopatologii, IITD PAN, polegajaca na pisaniu wspdlnych
projektéw badawczych oraz publikacji. Wspdlpracuj¢ rowniez z: Katedra i Klinika
Hematologii, Nowotworow Krwi i Transplantacji Szpiku, Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu; Katedra i Zakladem Immunologii Klinicznej, Uniwersytetu Medycznego w

Lublinie oraz Klinika Neurologii, Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego we Wroclawiu.
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