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. Imie¢ i nazwisko

Lidia Karabon

Posiadane dyplomy stopnie naukowe — z podaniem nazwy miejsca i roku ich

uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

dyplom mgr inz. chemika Politechniki Wroctawskiej w roku 1985

dyplom doktora nauk biologicznych — Instytut Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN we Wroclawiu w roku 2003 — tytul rozprawy doktorskiej
”Zwiazek pomigdzy polimorfizmem gendéw kodujacych IL-6 i IL-10 u biorcow i
dawcoéw przeszczepu komorek hematopoetycznych a podatnoscig na toksycznos¢
chemioterapii przeszczepowe] 1 wystapienie ostrej postaci choroby przeszczep

przeciw gospodarzowi (aGvHD)”- promotor -prof. Andrzej Lange.

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

Laboratorium Badan Srodowiskowych Spoéldzielni Lekarzy Specjalistow i
Stomatologow ,,Vita” we Wroctawiu w latach 1985-1988 na stanowisku mtodszego

asystenta

Instytut Ropy 1 Wegla, Politechnika Wroctawska we Wroctawiu w latach 1988-1991

na stanowisku mtodszego asystenta

Laboratorium Immunologiczne w Zespole Przeszczepiania Szpiku z Krajowym
Bankiem Dawcow Szpiku w Szpitalu K Dhuski we Wroctawiu w latach 1991- 2001

na stanowisku asystenta

Laboratorium HLA Krajowego Banku Dawcow Szpiku w Dolnoslaskim Centrum

Transplantacji Komorkowych z Krajowym Bankiem Dawcow Szpiku 2001-2005- na

stanowisku kierownika Laboratorium
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e (ddzial Onkologii I Hematologii Szkoty Medycznej Uniwersytetu Pensylwania w
Filadelfii (Department of Hematology/ Oncology University of Pennsylvania School

of Medicine, Philadelphia, USA) w latach 2004-2005 na stanowisku Visiting Scholar

e Laboratorium Immunopatologii w Zakfadzie Immunologii Dos$wiadczalnej i
Klinicznej w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu od

2006 do teraz na stanowisku adiunkta.

Dorobek Naukowy:

Moja dzialalno$¢ naukowa zaowocowala dotad publikacjg 24 pelotekstowych prac
naukowych (23 prace oryginalne i jedna praca pogladowa), w tym 16 prac zostalo
opublikowanych po doktoracie. Jestem wspotautorem rozdzialu w angielskojezycznej
monografii dotyczacej przewleklej biataczki limfocytowej. W 10 pracach bylam
pierwszym autorem, w 2 rOwnorzednym pierwszym autorem i w 3 drugim autorem, w 9

autorem korespondencyjnym.

Laczny Impact Factor mojego dorobku za pelne prace wynosi 53.644 (KBN - 469 punkty,
a Index Copernicus IC - 279.6) w tym za prace opublikowane po doktoracie 44.981.
Indeks cytowan moich publikacji wg analizy Web of Science za lata 1997-2011 wykazat
223 cytowania, Index Hirscha- 8. Laczny IF cyklu prac stanowigcych osiggnigcie
naukowe wynosi 14,80. Jestem autorka i wspotautorka 88 doniesien zjazdowych (ustnych
lub plakatowych) prezentowanych na 16 konferencjach krajowych i 37 konferencjach

zagranicznych.
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4. a) CyKkl prac stanowiacy szczegélne osiagniecie naukowe (w/g artykulu 16.2 ustawy z
dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki (Dz.U.nr65, poz. 595 ze zm.) zatytulowany ,,Zwigzek
polimorfizmu genow kodujacych czasteczki kostymulujace: CD28 i ICOS i
czasteczke supresorowa CTLA-4 z podatnoscia na choroby nowotworowe i

autoimmunologiczne”:

4.1. Suwalska K., Pawlak E., Karabon L., Tomkiewicz A., Dobosz T., Urbaniak-Kujda D.,
Kuliczkowski K., Wotowiec D., Jedynak A., Frydecka I.: Association studies of CTLA-4,
CD28, and ICOS gene polymorphisms with B-cell chronic lymphocytic leukemia in a
Polish population. Hum Immunol., 2008, 69, 193-201.

IF - 3.061 KBN - 27  Indeks cytowan - 12  Index Copernicus - 12.90

Udzial wlasny: 40%

Nadzoér merytoryczny nad metodyka i interpretacja wynikow, wykonanie czeSci
genotypowan polimorfizméw w genach CTLA-4, CD28 i ICQOS, analiza statystyczna
wynikéw. Znaczacy udzial w pisaniu manuskryptu, przygotowanie i ostateczna

redakcja manuskryptu po recenzjach, autor korespondencyjny.

4.2. Karabon L., Kosmaczewska A., Bilinska M., Pawlak E., Ciszak L., Jedynak A., Jonkisz
A., Noga L., Pokryszko-Dragan A., Koszewicz M., Frydecka I.: The CTLA-4 gene
polymorphisms are associated with CTLA-4 protein expression levels in multiple

sclerosis patients and with susceptibility to disease. Immunology, 2009, 128, 787-796.
IF - 3.432 KBN - 27 Indeks cytowan - 6  Index Copernicus - 13.43

Udzial wlasny: 50%
Poszerzenie uprzednio wykonanych badan polimorfizméw CTLA-4 (A49G, C-319T,
(AT) 642) o 2 nowoopisane polimorfizmy Jo31 i CT60 genu CTLA-4, analiza
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haplotypu obejmujacego wszystkie miejsca polimorficzne badane w genie CTLA-4 w
aspekcie ich zwiazku z ryzykiem zachorowania na SR, pierwsza manifestacje choroby i
jej przebiegiem. Ocena zwiazku obecno$ci wybranych wariantéw genetycznych z
ekspresja powierzchniowego i wewnatrzkomorkowego biatkka CTLA-4 w
poszczegolnych fazach choroby, nadzér merytoryczny nad metodyks i interpretacja
wynikéw. Napisanie manuskryptu, przygotowanie i ostateczna redakcja manuskryptu

po recenzjach, autor korespondencyjny.

Pawlak E., Karabon L., Wiodarska-Polinska I., Jedynak A., Jonkisz A., Tomkiewicz A.,
Kornafel J., Stepien M., Ignatowicz A., Lebioda A., Dobosz T., Frydecka I.: Influence of
CTLA-4/CD28/1COS gene polymorphisms on the susceptibility to cervical squamous cell
carcinoma and stage of differentiation in the Polish population. Hum Immunol., 2010, 71,
195-200.

2.872 KBN - 27  Indeks cytowan - 7  Index Copernicus - 2.00

Udzial wlasny: 25%

Nadzoér merytoryczny nad metodyka badan wspoéludzial w interpretacji wynikow,
wykonanie czesci genotypowan polimorfizméw w genach CTLA-4, CD28 i ICOS,

udzial w pisaniu i ostatecznej redakcji manuskryptu po recenzjach.

4.4. Karabon L., Pawlak E., Tomkiewicz A., Kietbinski M., Potoczek S., Woszczyk D.,

Jonkisz A., Kuliczkowski K., Frydecka I.: Lack of association between CD28 gene
polymorphism and multiple myeloma in a polish population. Adv. Clin. Exp. Med., 2009,

18, 129-133.

IF-0 KBN -9 Indeks cytowan - 0  Index Copernicus - 9.0

Udzial wlasny: 60%
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Nadzoér wmerytoryczny nad metodyka badan wspéludzial w genotypowaniu
polimorfizmu CD28.c+17T>C i interpretacja wynikow, napisanie manuskryptu,
przygotowanie i ostateczna redakcja manuskryptu po recenzjach, autor

korespondencyjny.

Karabon L., Jedynak A., Tomkiewicz A., Wolowiec D., Kielbinski M., Woszczyk D.,
Kuliczkowski K., Frydecka I.: ICOS gene polymorphisms in B-cell chronic lymphocytic

leukemia in the Polish population. Folia Histochem Cytobiol., 2011, 49, 49-54.
IF-1.08 KBN - 13 Indeks cytowan - 0  Index Copernicus - 11.80

Udzial wlasny: 60%

Koncepcja pracy, zaprojektowanie doswiadczenia, wykonanie genotypowania miejsc
polimorficznych w genie ICOS, interpretacja wynikow, analiza statystyczna zwigzku
miejsc polimorficznych z ryzykiem zachorowania, przebiegiem choroby. Napisanie
manuskryptu, przygotowanie i ostateczna redakcja manuskryptu po recenzjach, autor

korespondencyjny.

Karabon L., Pawlak E., Tomkiewicz A., Jedynak A., Passowicz-Muszynska E., Zajda
K., Jonkisz A., Jankowska R., Krzakowski M., Frydecka I.: CTLA-4, CD28, and ICOS
gene polymorphisms associations with non-small cell lung cancer (NSCLC). Hum

Immunol., 2011, 72, 947-954.
IF-2.872 KBN - 27 Indeks cytowan - 0  Index Copernicus - 2.00

Udzial wlasny: 60%
Udzial w koncepcji pracy, nadzor merytoryczny nad metodyka badan i wspotudzial w
genotypowaniu polimorfizméw w genach CTLA-4, CD28 i ICOS, interpretacja

wynikow, analiza statystyczna zwiazku miejsc polimorficznych z ryzykiem
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zachorowania na niedrobnokomorkowego raka pluc. Napisanie manuskryptu,

ostateczna redakcja manuskryptu po recenzjach, autor korespondencyjny.

4.7. Karabon L., Pawlak E., Tomkiewicz A., Jedynak A., Kietbinski M., Woszczyk D.,
Potoczek S., Jonkisz A., Kuliczkowski K., Frydecka I.: Variations in suppressor molecule
CTLA-4 gene are related to susceptibility to multiple myeloma in a Polish population.

Pathol Oncol Res., 2011,9, Epub ahead of print
IF - 1.483 KBN - 20 Indeks cytowan - 0 Index Copernicus - 2.00

Udzial wlasny: 60%

Udzial w koncepcji pracy, nadzér merytoryczny nad metodyka badan i wspoludzial w
genotypowaniu polimorfizméw w genie CTLA-4 interpretacja wynikow, analiza
statystyczna zwigzku miejsc polimorficznych z ryzykiem zachorowania na szpiczaka
mnogiego. Napisanie manuskryptu, ostateczna redakcja manuskryptu po recenzjach,

autor korespondencyjny

4.8. Karabon L. and Frydecka I.: The role of polymorphisms in co-signalling molecules in
susceptibility to B-cell chronic lymphocytic leukaemia. Rozdziat w podreczniku: Chronic

Lymphocytic Leukemia, 2012, Intech, Croatia, 179-200

Udzial wlasny: 80%

Wybér tematu, analiza literatury, napisanie rozdzialu, autor korespondencyjny.
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4. b) Omowienie celu naukowego cyklu prac stanowiacych szczegolne osiagniecie
naukowe (w/g artykulu 16.2 ustawy) pod tytulem ,,Zwigzek polimorfizmu genow
kodujacych czasteczki kostymulujace: CD28 i ICOS i czasteczke supresorowa CTLA-
4 z podatnoscia na choroby nowotworowe i autoimmunologiczne”

Zaburzenia regulacji odpowiedzi immunologicznej lezg u podstaw zjawisk
prowadzacych do rozwoju chorob, w ktérych uktad immunologiczny odgrywa znaczacg role.
Nadmierna stymulacja uktadu odpornosciowego moze prowadzi¢ do choréb z grupy
autoagresji, natomiast uposledzony nadzor immunologiczny do rozwoju procesow
nowotworowych. W obu tych sytuacjach klinicznych wazng role odgrywa regulacja aktywacji

limfocytow T.

Optymalna aktywacja limfocytow wymaga dwodch sygnatow. Kluczowe znaczenie ma
rozpoznanie swoistego peptydu antygenowego przez strukturge limfocytu T TCR/CD3
(receptor limfocytu T; T-cell receptor), ale ostateczny efekt przekazania sygnatu z tego
receptora do jadra komorki zalezy od czasteczek modulujgcych ten proces zwanych

czasteczkami kostymulujgcymi lub kosygnatowymi.

W obecnosci drugiego sygnatu ptyngcego od czasteczek kostymulujagcych stymulacja
antygenowa limfocytow wywotuje efektywng odpowiedz w postaci proliferacji,
roznicowania, klonalnej ekspansji komorek T, umozliwiajgcej pelnienie funkcji efektorowych
zwigzanych z produkcja cytokin i cytotoksycznoscig. Brak drugiego sygnatu prowadzi do
dlugotrwalej niereaktywnosci na bodzce antygenowe, zwanej anergia. Nieobecno$¢ sygnatu

kostymulujacego moze rowniez indukowac apoptotyczng $§mier¢ komorki T.

Najsilniejszy sygnat kostymulujacy powstaje w wyniku interakcji pomigdzy czasteczka
CD28 na powierzchni limfocytu T a jego naturalnymi ligandami znajdujacymi si¢ na komoérce
prezentujacej antygen (APC), ktérymi sg czasteczki nalezace do rodziny B.7: CD80, CD86.

W wyniku wigzania z ligandem, CD28 przekazuje sygnat do jadra komorkowego, co
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wywoluje aktywacje i proliferacj¢ limfocytu T i wydzielanie IL-2. Dodatkowo wzrasta
wydzielanie innych cytokin takich jak: IFN-y, GM-CSF, IL-4, IL-8 i IL-13. Przekazywanie

sygnaltu przez szlak CD28/B7 zapobiega anergii limfocytow T.

Kolejng czasteczkg kostymulujacg jest 1COS (Inducible co-stimulator), ktory w
przeciwienstwie do CD28 nie jest konstytutywnie ekspresjonowany na limfocytach T,
natomiast pojawia si¢ w wyniku aktywacji na  powierzchni limfocytow CD4+ w
subpopulacjach ThO, Thl, Th2, Th17 i Treg. Ligandem dla ICOS jest B7RP-1, czasteczka
nalezaca do nadrodziny B.7. Podobnie jak w przypadku CD28, zwigzanie ICOS z ligandem
dostarcza sygnatu do aktywacji, roznicowania i proliferacji komoérek T. Aktywacja via
ICOS/B7RP-1 wzmacnia funkcje efektorowe limfocytow T, w szczegdlnosci wydzielanie IL-

4, IL-5, IL-10, IFN-a i IFN-y, natomiast nie powoduje zwickszenia wydzielania IL-2.

W przebiegu aktywacji limfocytow T pojawia si¢ na ich powierzchni roOwniez czasteczka
CTLA-4 (cytotoxic T lymphocytes associated antigen-4) (CD152), strukturalny homolog
CD28, uwazana za jeden z glownych inhibitorow wczesnej aktywacji limfocytow T.
Zwiazanie si¢ czasteczki CTLA-4 z ligandem na komorce prezentujacej antygen, ktorym
podobnie jak w przypadku CD28 jest CD80 lub CD86, prowadzi do zmniejszenia wydzielania
IL-2, hamowania cyklu komorkowego, zmniejszonej ekspresji cytokin i hamowania
proliferacji limfocytow T. CTLA-4 wigze si¢ do ligandow CD80 i CD86 z wyzszym
powinowactwem niz czgsteczka CD28 i wypiera ja z potaczen z ligandami CD80 i CD86.
Wykazano, ze zasadnicza pula biatka CTLA-4 zlokalizowana jest w cytoplazmie komorki,
skad tylko niewielka jego ilos¢ jest transportowana w czasie aktywacji do blony komérkowe;,

gdzie spetnia ona swa funkcje¢ supresorowa i hamuje sygnaty aktywujace limfocyt T.

Rola czasteczek kosygnalowych w nadzorze immunologicznym zostala przeze mnie
szczegblowo opisana w podrozdziale ”Co-signaling molecules — overview” w rozdziale: ,,The

role of polymorphisms in co-signalling molecules in susceptibility to B-cell chronic
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lymphocytic leukemia” ksigzce ,,Chronic Lymphocytic Leukemia” (4.8 w cyklu prac

stanowigcych szczegdlne osiggniecie naukowe).

W schorzeniach autoimmunologicznych i nowotworowych stwierdza si¢ nieprawidlowa
ekspresje czasteczek kosygnalowych. Zaburzenia ekspresji tych czasteczek moga by¢
zwigzane z wystepowaniem polimorfizméw w genach je kodujacych. Obecno$¢ wariantow
genetycznych moze wptywaé na poziom transkrypcji, translacji lub na zmienione wlasciwosci
biatka i w ich nastgpstwie zmian¢ funkcji bialka, co konsekwencji moze rdéznicowac
podatnos¢ poszczegdlnych osdb na choroby, w rozwoju ktorych zaburzenia immunologiczne

odgrywaja zasadniczg rolg.

Moje zainteresowania naukowe koncentrowaty si¢ na zwigzku polimorfizméw genow
kodujgcych czgsteczki kostymulujace: CD28, ICOS i czasteczke supresorowg CTLA-4 z
podatnoscig na zachorowanie i przebieg schorzen autoimmunologicznych (stwardnienie
rozsiane) oraz nowotworowych (przewlektej biataczki limfocytowej, szpiczaka mnogiego,

raka szyjki macicy i niedrobnokomorkowego raka ptuc).

Wyboru polimorfizméw w genach CTLA4, ICOS i CD28 dokonano na podstawie doniesien
literaturowych, kierujac si¢ przede wszystkim ich znaczeniem funkcjonalnym, tzn. wybierano
te polimorfizmy, ktorych obecnos¢ wigze Si¢ z rdzng transkrypcija, translacjg lub funkcja

bialka.

Najwiece] publikacji literaturowych dotyczylo badania zwigzkoéw polimorfizméw genu
kodujacego czasteczke CTLA-4, poczatkowo w kontekscie chordb autoimmunologicznych, a
ostatnio choréb nowotworowych, gdyz jest ona najsilniejszym negatywnym regulatorem
odpowiedzi immunologicznej. Wsréd polimorfizméw wystepujacych w  tym  genie,
najczesciej byt badany polimorfizm CTLA-4¢c.49A>G w pierwszym eksonie genu w pozycji

+49 (wymiana adeniny na guaning), ktorej konsekwencja jest zmiana aminokwasu treoniny
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na alaning w peptydzie liderowym. Zmiana aminokwasu skutkuje obnizeniem efektywnosci

hamowania aktywacji limfocytow T przez czasteczk¢ CTLA-4.

Innym czgsto opisywanym miejscem polimorficznym byta wymiana pojedynczego
nukleotydu C na T w promotorze genu CTLA-4 w pozycji -319. Badanie funkcjonalne
wskazuja, ze obecno$¢ allelu T w miejscu CTLA-4g.319C>T jest zwigzana z wyzsza
aktywnos$cig promotora i ze znaczgco wyzszg ekspresja zarowno mRNA dla CTLA-4 jak i
wyzszg ckspresja  powierzchniowej czgsteczki  CTLA-4 w  stymulowanych i

niestymulowanych limfocytach T.

Miejsca polimorficzne zlokalizowane w 3’ nietranslacyjnym regionie genu wptywaja na
stabilno§¢ mRNA oraz na rodzaj 1 poziom translacji poszczegdlnych izoform biatka

powstajacego w wyniku alternatywnego skfadania mRNA.

W literaturze opisano wptyw polimorfizmu mikrosatelitarnego w 3’ nietranslacyjnym
regionie CTLA-49.*642AT(8-33) na poziom transkrypcji i stabilno§¢ mRNA. Stwierdzono,
ze allel najkrotszy — w ktérym wystepuje 8 powtdrzen AT - charakteryzuje si¢ najwyzsza

stabilno$cig mRNA i najwyzsza ekspresja czasteczki CTLA-4.

Kolejnymi  wybranymi przeze mnie polimorfizmami zlokalizowanymi w 3’
nietranslacyjnym regionie genu CTLA-4 byly CT60A>G i Jo31G>T. Zostaly one opisane
jako markery podatnosci na choroby autoimmunologiczne, a w szczeg6Inosci na chorobe
Gravesa Basedowa. Ponadto stwierdzono, ze polimorfizm CT60A>G moduluje alternatywne
skfadanie mRNA i wplywa na stosunek powstajacych izoform CTLA-4: rozpuszczalnej
SCTLA-4 - pozbawionej czesci przez blonowej, przez co krazacej w surowicy, oraz peinej -

wystepujacej w cytoplazmie komorki lub na jej powierzchni.

W genie CD28 miejsca polimorficzne nie byly tak szeroko badane jak w przypadku genu

CTLA-4. Najczgsciej opisywanym w literaturze polimorfizmem byla wymiana tymidyny na
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cytozyng w 3 intronie genu CD28 w pozycji 17 (CD28¢.17+3T>C). Polimorfizm ten jest
usytuowany w miejscu, w ktorym wigzane sa czynniki wplywajace na wydajnosé¢

alternatywnego sktadania mMRNA.

Pomimo znaczacej roli indukowalnej czasteczki kostymulujacej ICOS w nadzorze
immunologicznym, tylko nieliczne prace opisywaly znaczenie polimorfizmow
wystepujacych w genie ja kodujacym, jako czynnika ryzyka zachorowania na choroby
autoimmunologiczne i nowotworowe. Nasze zainteresowanie skupito si¢ na polimorfizmie
mikrosatelitarnym 1COSc.1554+4GT(8_15) usytuowanym w poblizu miejsca wigzania
czynnika transkrypcyjnego SP1, gdyz postuluje sie, ze obecnos$¢ tego polimorfizmu zmienia
aktywno$¢ transkrypcyjng tego czynnika. Ponadto badaliSmy miejsca polimorficzne
ICOSc.602A>C, 1COSc.1624C>T 1 ICOSc.2373G>C w 3’ nietranslacyjnym regionie genu
poniewaz wykazano, ze obecnos$¢ poszczegdlnych wariantow genetycznych zwigzana jest z
rézng ekspresjg czagsteczki ICOS oraz réznicami w poziomie wydzielania IL-10 i w
konsekwencji z obnizong odpowiedzig immunologiczng zalezng od limfocytow T oraz

nieprawidlowym dojrzewaniem limfocytow B.

Doniesienia literaturowe wskazywaly rowniez, ze wybrane przez nas miejsca
polimorficzne sa markerami genetycznymi podatnos$ci na choroby autoimmunologiczne i

pojawiaty si¢ pierwsze doniesienia o ich znaczeniu w podatno$ci na choroby nowotworowe.

Zwiazek polimorfizméw gendow kodujacych czasteczke kostymulujaca CTLA-4 7z

podatno$cia na zachorowanie na schorzenie autoimmunologiczne — stwardnienie rozsiane.

Stwardnienie rozsiane jest przewlekta chorobg autoimmunologiczng osrodkowego Systemu
nerwowego, w rozwoju ktorej kluczowa role odgrywaja autoreaktywne limfocyty CD4+
skierowane przeciwko antygenom mieliny. Zaburzona ekspresja czasteczki CTLA-4,

hamujacej aktywacj¢ limfocytow T , ma istotne znaczenie w przebiegu stwardnienie
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rozsianego. Dlatego tez, polimorfizmy w genie kodujacym ta czasteczke, staly sie
przedmiotem zainteresowania kilku grup badawczych. Jednak opisywane w literaturze wyniki
byly niespojne i czgsto przeciwstawne. Wskazywano na rozne czynniki predestynujace do
zachorowania na stwardnienie rozsiane: a) obecnos¢ allelu G w  miejscu polimorficznym
CTLA-4c.49A>G, b) obecnos¢ allelu C w miejscu polimorficznym CTLA-49.319C>T, c)
obecno$¢ allelu G w polimorfizmie CT60A>G, d) obecno$¢ krotkich alleli (8 powtdrzen AT)
w polimorfizmie CTLA-49.*642AT(8-33). Niektore doniesienia zaprzeczaly zwigzkowi
wyzej wymienionych polimorfizméw z ryzykiem zachorowania na stwardnienie rozsiane. Nie
bylo w literaturze prac dotyczacych zwigzku polimorfizmu Jo31G>T z zachorowaniem na to
schorzenie. Nieliczne prace dotyczyly zwiazku miejsc polimorficznych z przebiegiem
choroby, a w zadnej pracy nie korelowano polimorfizméw z wystapieniem pierwszych
objawow choroby. Ponadto brak bylo danych dotyczacych korelacji polimorfizmow z

poziomem ekspresji biatka u chorych na stwardnienie rozsiane.

W naszej pracy opublikowanej w Immunology (pozycja 4.2 w cyklu publikacji
stanowigcych osiggni¢cie naukowe, 1F3.432), oznaczaliSmy 5 polimorfizméw CTLA-4g.-
319C>T, CTLA-4c.49A>G, CT60A>G, Jo31G>T i CTLA-49.*642AT(8-33) genu CTLA-4 i
badalismy ich zwigzek z podatnoscia na zachorowanie, z przebiegiem stwardnienia

rozsianego, oraz z wystapieniem pierwszych objawoéw choroby.

Nasze badania wykazaty, ze CTLA-49.-319C>T, CTLA-4c.49A>G, i CTLA-49.*642AT(8-

33) nie maja zwigzku z podatnosciag na zachorowanie na stwardnienie rozsiane w populacji

polskiej.

Natomiast stwierdziliSmy, Zze obecno$¢ allelu [G] w miejscach polimorficznych CT60A>G
i/lub Jo31G>T zwickszata prawie dwukrotnie ryzyko zachorowania na stwardnienie rozsiane.

Trudnym do wyttumaczenia byt fakt, Ze pacjenci o genotypach predestynujacych do choroby,
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wykazywali wolniejszg progresj¢ do formy wtdrnie postepujacej i nizsze ryzyko wystgpienia

parestezji i objawow piramidalnych jako pierwszej manifestacji choroby.

W celu wyjasnienia tego zjawiska skorelowaliSmy ekspresje zarowno cytoplazmatycznego

jak i powierzchniowego CTLA-4 z poszczegdlnymi genotypami oraz postacig choroby.

Zaobserwowalismy, ze wsrod chorych na stwardnienie rozsiane pacjenci ze zwalniajaca
postacig choroby, posiadajacy predestynujacy do choroby genotyp Jo31G>T[GG] i/lub
CT60A>G[GG], majag mniejszg niz pacjenci o niepredestynujacych genotypach, gestosé
cytoplazmatycznego 1 powierzchniowego biatka CTLA-4 w pojedynczej komorce (okreslang
potilosciowo poprzez oznaczanie $redniego kanatu fluorescencji (MFI)) oraz nizszy odsetek

komorek CD4+ wykazujacych ekspresje cytoplazmatycznego i powierzchniowego CTLA-4.

U pacjentow o genotypach predestynujacych do SR: Jo31G>T[GG] i CT60A>G[GG], u
ktorych nastgpila progresja choroby do formy wtornie postepujacej, gestosc
cytoplazmatycznego i powierzchniowego biatka CTLA-4 byta podobnie jak u pacjentéw ze
zwalniajgcg postacig choroby, mniejsza niz u chorych o innych genotypach. Natomiast
odsetek komorek wykazujacych ekspresje cytoplazmatycznego 1 powierzchniowego CTLA-4
w populacji limfocytow CD4+ byl znaczgco nizszy u pacjentdéw posiadajacych genotyp
niepredestynujagcy do choroby Jo31G>T[AA+AG] i CT60A>G[TT+GT] w stosunku do

pacjentow o genotypie Jo31G>T[GG] i CT60A>G[GG].

Na podstawie powyzszych badan wysnulam hipotezg, Ze obnizony odsetek komorek
wykazujacych ekspresje immunosupresorowej czasteczki CTLA-4, obserwowany u
pacjentow posiadajacych niepredestynujacy do choroby genotyp JO31G>T[AA+AG] i
CT60A>G[TT+GT], prowadzi do zaburzonego hamowania trwajacej odpowiedzi limfocytow

T 1 w konsekwencji wczesniejszej progresji choroby.
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Bylo to pierwsze w literaturze doniesienie wykazujace wplyw polimorfizmoéw na poziom
ekspresji zarowno powierzchniowego jak i wewnatrzkomoérkowego biatka CTLA-4 w
limfocytach CD4+ chorych na stwardnienie rozsiane. Ponadto, jako pierwsi, wykazali$my
zwigzek polimorfizmu Jo31G>T z ryzykiem zachorowania na stwardnienie rozsiane i
potwierdzilismy doniesienia wskazujace role allelu G w miejscu CT60A>G jako czynnika

zwiekszajacego ryzyko zachorowania na to schorzenie autoimmunologiczne.

Zwiazek polimorfizmdéw gendw kodujacych czasteczki kostymulujace: CD28, ICOS i

czasteczke supresorowa CTLA-4 z podatno$cia na zachorowanie i przebieg schorzeh

nowotworowych

W przypadku wielu choréb nowotworowych nie udalo si¢ tej pory zidentyfikowaé
jednego, silnie predysponujgcego do choroby regionu chromosomu/genu (ang. major disease-
causing locus). Dlatego tez wydaje sie, ze wspoOtdziedziczenie wielu wariantow niskiego
ryzyka (ang. low-risk variants) jest prawdopodobnym modelem genetycznej predyspozycji do
schorzen nowotworowych. Za takim modelem dziedziczenia przemawiajg roéwniez wyniki
wielu badan genetycznych przeprowadzonych wsrdéd chorych niespokrewnionych, ktore
wykazywaty zwigzek chordb nowotworowych z licznymi genami.

Poniewaz uposledzony nadzor immunologiczny moze prowadzi¢ do rozwoju
procesOw nowotworowych, réwniez polimorfizmy w genach kodujacych czasteczki
regulujace aktywacje limfocytow T: CTLA-4. ICOS, CD28, powinny by¢ rozwazane przy
badaniu gendéw- wariantow niskiego ryzyka.

W czasie kiedy rozpoczeliémy nasze badania nad zwigzkiem polimorfizméw genow
CD28, CTLA-4 i ICOS z podatnoscia na zachorowanie i przebieg schorzen nowotworowych
w literaturze pojawiaty si¢ dopiero pierwsze doniesienia dotyczace tego zagadnienia. Badania

dotyczyly zazwyczaj pojedynczych miejsc polimorficznych, w réznych rodzajach schorzen
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nowotworowych, w réznych populacjach i wyniki uzyskiwane przez poszczegolnych badaczy
byty czgsto sprzeczne.

Pierwszym projektem, nad ktorym pracowal nasz zespét bylo zbadanie zwigzku
polimorfizméw CD28, CTLA-4 i ICOS z podatnos$cia na zachorowanie i przebieg przewleklej
biataczki limfocytowej B- komorkowe;.

Przewlekla bialaczka limfocytowa B - komodrkowa (B-PBL) nalezy do klonalnych
chorob limfoproliferacyjnych i zwigzana jest z rozrostem matych dojrzatych morfologicznie
limfocytow B 0 fenotypie CD5, CD19, CD23. Wyniki badan prowadzonych w naszym
zespole oraz doniesienia literaturowe stwierdzaly podwyzszona ekspresje biatka
supresorowego CTLA-4 i nieprawidlowg kinetyke ekspresji czasteczek CTLA-4 i CD28 w
limfocytach T krwi obwodowej chorych na B-PBL, wskazujacg na wczesniejszg i Silniejsza
indukcje sygnatldow hamowania procesu aktywacji limfocytow T. Biorgc pod uwage znang
wzajemnie odwrotng fizjologiczng regulacj¢ ekspresji CD28 i CTLA-4 na poziomie
transkrypcji blisko siebie lezgcych gendéw, mozna bylo przypuszczaé, ze polimorfizmy
wystepujace w tych genach moga wplywac na zaburzong ekspresje tych biatek i na podatnos¢
na zachorowanie na B-PBL. W czasie, gdy pracowalismy nad projektem, w literaturze
pojawito sie tylko jedno doniesienie dotyczace wplywu polimorfizmu genu CTLA-4 na
zachorowanie na chloniaki nieziarnicze w populacji Sardynskiej, w ktorym grupa pacjentow
chorych na B-PBL liczyta jedynie 29 osob.

Po raz pierwszy przeprowadziliSmy badania na duzej, reprezentatywnej i jednorodnej
pod wzgledem rozpoznania grupie chorych na B-PBL 1 skorelowalismy obecnos¢
poszczeg6lnych wariantow genetycznych nie tylko z ryzykiem zachorowania, ale takze z
przebiegiem choroby.

Wykazalismy, ze sposrod trzech badanych polimorfizméow w genie CTLA-4: CTLA-

49.-319C>T, CTLA-4c.49A>G i CTLA-49.*642AT(8-33) tylko polimorfizm CTLA-4g.-
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319C>T byl zwigzany z podatnoscia na zachorowanie na przewlekla bialaczke limfocytowa.
Posiadacze allelu T (genotypy CTLA-49.-319C>T[TT+CT] byli znamiennie czgsciej
reprezentowani wsrod chorych na B-PBL niz wsrod oséb zdrowych. Co wigcej, u pacjentow
posiadajacych allel T znamiennie cz¢éciej odnotowywano progresje choroby wyrazong
przejsciem do wyzszego stadium zaawansowania klinicznego w/g Rai w czasie 24
miesiecznej obserwacji. Wyniki te wskazujg, ze posiadanie alelu T, ktorego obecno$é¢ jest
zwigzana z wyzsza aktywnos$cig promotora 1 z wyzszg ekspresja powierzchniowej czasteczki
CTLA-4, zwicksza ryzyko zachorowania i szybszej progresji B-PBL.

OpisaliSmy rowniez zwigzek polimorfizmu CD28.c.17+3T>C w genie CD28 z
podatnoscia na  B-PBL. StwierdziliSmy, zZe obecno$¢ allelu C  (genotyp
CD28.c.17+3T>C[CT+CC]) prawie dwukrotnie zwigkszala ryzyko zachorowania i byla
zwigzana z czestszym niz wsréd homozygot CD28.c.17+3T>C[TT] przejsciem do wyzszego
stadium zaawansowania klinicznego w/g Rai w czasie 24 miesi¢cznej obserwacji. Bylo to
pierwsze w literaturze doniesienic wskazujagce na zwigzek miejsca polimorficznego
CD28.¢.17+3T>C z ryzykiem zachorowania na choroby rozrostowe uktadu krwiotworczego.

Cickawa obserwacja bylo rowniez  wskazanie zwigzku  polimorfizmu
mikrosatelitarnego 1COSc.1554+4GT(8_15) z podatno$cia na zachorowanic na B-PBL.
StwierdziliSmy, ze posiadacze alleli krotkich - 8-9 powtorzen GT - wystepuja znamiennie
statystycznie cz¢sciej wsrdd chorych niz wsrdd osob zdrowych. Doniesienia literaturowe
sugeruja, ze polimorfizm ICOSc.1554+4GT(8 15) jest zlokalizowany w miejscu wigzania
czynnika transkrypcyjnego SP1 i moze modulowaé transkrypcje mRNA, jednak nie
przeprowadzono badan wplywu poszczegélnych alleli na aktywno$¢ transkrypcyjng i na
poziom biatka ICOS.

Opisano natomiast znaczenie funkcjonalne polimorfizmu ICOS ISIV+173T>C

zlokalizowanego w poblizu genu CTLA-4, ktorego obecno$¢ moduluje ekspresje mRNA dla
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izoformy rozpuszczalnej i pelnej bialkka CTLA-4, oraz trzech polimorfizméw
zlokalizowanych w 3’ nietranslacyjnym rejonie genu ICOS w pozycjach 1COSc.602A>C,
ICOSc.1624C>T i 1COSc.2373G>C. Wykazano, ze wspotwystepowanie homozygot
ICOSc.602A>C[AA]/1ICOSc.1624C>T[CC]/ 1COSc.2373G>C[GG] wiaze si¢ z nizszym
odsetkiem aktywowanych komoérek CD3+ wykazujacych ekspresjeczasteczki ICOS, ze
wigkszym wydzielaniem IL-10 i w konsekwencji z obnizong odpowiedzia immunologiczng

zalezng od limfocytow T oraz nieprawidlowym dojrzewaniem limfocytow B.

Bioragc pod uwage funkcjonalne znaczenie opisanych powyzej polimorfizmow 1 fakt, ze
wykazaliSmy zwigzek polimorfizmu mikrosatelitarnego ICOSc.1554+4GT(8 15) =z
podatnoscig na zachorowanie na B-PBL, podjelismy dalsze badania majace na celu analize
zwigzku miejsc polimorficznych 1COSc.602A>C, 1COSc.1624C>T, 1C0OSc.2373G>C oraz
ICOS ISIV+173T>C z ryzykiem zachorowania i przebiegiem przewleklej biataczki
limfocytowej. Stwierdzili§my, ze co prawda te polimorfizmy nie sg zwigzane z podatnoscia
na zachorowanie na B-PBL, jednak wptywaja na dynamike przebiegu choroby. W czasie 60
miesiecznej obserwacji u chorych posiadajgcych genotyp
ICOSISIV+173T>C[CC]/ICOSc.602A>C[AA]/ 1COSc.1624C>T[CC]/ICOSc.2373G>C[GG]
progresja choroby, wyrazona przejSciem do wyzszego stadium zaawansowania klinicznego
w/g Rai, wystepowala znamiennie rzadziej niz u pozostatych chorych. Zaskakujgcym i
trudnym do wytlumaczenia bylo stwierdzenie, ze genotyp zwigzany z obnizong odpowiedzig
immunologiczng zalezng od limfocytow T oraz nieprawidlowym dojrzewaniem limfocytow B
byl obserwowany czesciej u pacjentéw, u ktérych wystepuje wolniejsza progresja choroby.

Wyjaénienie tego zjawiska wymaga dalszych badan.

Reasumujac, wykazalismy po raz pierwszy zwiazek polimorfizméow: CTLA-49.-319C>T,
CD28.c.17+3T>C i ICOSc.1554+4GT(8_15) z ryzykiem zachorowania na przewlekla

biataczke limfocytowa B - komorkowa oraz wpltyw polimorfizméow CTLA-49.-319C>T,
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CD28.c.17+3T>C i polimorfizméw w genie ICOS ISIV+173T>C, ¢.602A>C, ¢.1624C>T,

€.2373G>C na dynamike przebiegu choroby.

Wyniki naszych badan zostaty opublikowane w Human Inmmunol. (pozycja 4.1 w cyklu prac
stanowigcych osiggnigcie naukowe, IF 3.061) oraz Folia Histochem Cytobiol. (pozycja 4.5 w

cyklu prac stanowigcych osiagniecie naukowe, IF 1.08).

Kolejnym schorzeniem nowotworowym uktadu krwiotworczego, w ktorym badalismy
zwigzek polimorfizméw genu CTLA-4 z ryzykiem zachorowania byt szpiczak mnogi. W
momencie rozpoczecia badan w literaturze pojawita sie tylko jedna praca, w ktorej badano
zwigzek polimorfizmu mikrosatelitarnego CTLA-49.*642AT(8-33) z ryzykiem zachorowania
na ta chorobe. Co cickawe wskazywano, ze podobnie jak w chorobach
autoimmunologicznych allel najkrotszy (8 powtorzen AT), charakteryzujacy si¢ najwigksza
stabilnoScia mRNA i najwicksza ekspresjg supresorowej czasteczki CTLA-4 zmniejsza
ryzyko zachorowania na szpiczaka mnogiego. W naszej pracy opublikowanej w Patology and
Oncology Research (pozycja 4.7 w cyklu prac stanowigcych osiggni¢cie naukowe, IF 1.48),
badalismy pie¢ miejsc polimorficznych w genie CTLA-4. Nie wykazaliSmy wptywu
polimorfizmu promotorowego CTLA-49.-319C>T, ktory byt czynnikiem ryzyka dla B-PBL.
Natomiast wykazali§my, ze obecno$¢ allelu G w trzech miejscach polimorficznych CTLA-
4¢.49A>G, CT60A>G i Jo31G>T zwicksza ryzyko zachorowania na to schorzenie. Jest to
interesujace zjawisko, poniewaz obecno$¢ alleli G w tych miejscach polimorficznych jest
opisywana w literaturze jako czynnik predestynujacy do chordb autoimmunologicznych.
Chociaz nie potwierdziliémy doniesienia dotyczacego znaczenia polimorfizmu CTLA-
409.*642AT(8-33) jako czynnika ryzyka rozwoju szpiczaka mnogiego, jednak podobnie jak w
przypadku tego opisanego w literaturze polimorfizmu, allele zwigzane z nizsza ekspresja
supresorowej czasteczki CTLA-4 w naszym badaniu okazaly sie czynnikiem ryzyka

zachorowania na szpiczaka mnogiego.
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Jest to pierwsze w literaturze doniesienie dotyczace zwigzku miejsc polimorficznych CTLA-
4¢.49A>G, CT60A>G 1 J031G>T z podatnoscig na zachorowanie na szpiczaka mnogiego.

W kolejnej pracy z tego tematu opublikowanej w Adv. Clin. Exp. Med. nie wykazaliSmy
zwigzku polimorfizmu CD28.c.17+3T>C z ryzykiem zachorowania na szpiczaka mnogiego
(pozycja 4.4 w cyklu publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe).

Nastgpnym zagadnieniem byla ocena wplywu polimorfizméw w genach kodujacych
czasteczki kosygnatowe CTLA-4, CD28 i ICOS na ryzyko zachorowania na raka szyjki
macicy.

Podobnie jak w przypadku B-PBL obecnos¢ allelu T w miejscu polimorficznym CTLA-
49.319C>T, odpowiadajacego za wyzsza ekspresje biatka CTLA-4 i zwigkszone hamowanie
aktywacji limfocytow T, byla czynnikiem ryzyka zachorowania na raka szyjki macicy. Co
wigcej obecno$é allelu T korelowala rowniez ze stopniem zréznicowania raka szyjki macicy.
Wsrod pacjentek z dobrze zroznicowanym rakiem (G1) i $rednio zréznicowanym rakiem,
obserwowano znamiennie czesciej osoby z genotypem CT i TT niz wsrdd pacjentek ze stabo
zroéznicowanym rakiem (G3) i wsrod zdrowych kobiet.

Drugim miejscem polimorficznym zwigzanym z ryzykiem zachorowania na raka szyjki
macicy okazal si¢ polimorfizm mikrosatelitarny CTLA-4¢.*642AT(8-33). Obecno$¢ alleli
krotkich (8 powtorzen AT) opisywanych w literaturze jako allele zwigzane z wickszag
stabilno$cig mRNA i wigkszg ekspresjg supresorowej czasteczki CTLA-4, zwickszata ryzyko
zachorowania na raka szyjki macicy prawie dwukrotnie.

Co prawda, nie stwierdziliSmy w calej badanej przez nas grupie pacjentek z rakiem szyjki
macicy zwiazku polimorfizmu CD28.c.17+3T>C z ryzykiem zachorowania na to schorzenie,
jednak analiza tego zwigzku w zaleznosci od stopnia histopatologicznego guza wykazata, ze
allel C (genotyp CC+CT) wystgpuje znamiennie czesciej u chorych z dobrze zroznicowanym

rakiem niz u kobiet zdrowych.
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Nasze badania potwierdzaja wcze$niejsze doniesienia grupy Tajwanskiej wskazujace, ze
obecnos¢ allelu T w miejscu polimorficznym CTLA-49.319C>T jest czynnikiem ryzyka
rozwoju tego nowotworu. WykazaliSmy po raz pierwszy, ze polimorfizm mikrosatelitarny
CTLA-49.*642AT(8-33) moduluje ryzyko zachorowania na to schorzenie. RoOwniez po raz
pierwszy skorelowaliSmy obecnos¢ wariantow genetycznych CTLA-49.319C>T i
CD28.c.17+3T>C ze stopniem zréznicowania raka.

Przetrwata infekcja wirusem brodawczaka ludzkiego jest podstawowym czynnikiem
etiologicznym rozwoju raka szyjki macicy. Jednak postuluje si¢, ze dodatkowe czynniki moga
rowniez wpltywaé na ryzyko zachorowania na ten nowotwor. Wyniki naszych badan
wskazuja, ze obecno$¢ poszczegdlnych wariantow genetycznych genéw CTLA-4 i CD28
moze by¢ brana pod uwage jako dodatkowy czynnik sprawczy rozwoju tego nowotworu.

Wyniki tych badan zostaly opublikowane w Human Immunol. (pozycja 4.3 w cyklu
publikacji stanowigcych osiggni¢cie naukowe IF 2.872)

Kolejny nasz projekt dotyczyt badania zwigzku polimorfizméw w genach kodujacych
czasteczki kosygnatowe z podatnoscig na zachorowanie na niedrobnokomoérkowego raka
pluic. W momencie podjecia przez nas tego tematu nie bylo w literaturze doniesien
dotyczacych tego zagadnienia. Stosunkowo niedawno (w 2008 roku) ukazalo si¢ pierwsze
doniesienie wskazujace na zwigzek allelu A w miejscu polimorficznym CTLA-4¢.49A>G ze
zwigkszonym ryzykiem zachorowania na raka ptuc w populacji chinskie;j.

W badanej przez nas grupie chorych na niedrobnokomérkowego raka ptuc zaobserwowali§my
rowniez tendencj¢ do czgstszego wystgpowania posiadaczy allelu CTLA-4¢c.49A>G[A] w
porownaniu z grupg kontrolng. Natomiast znamienne statystycznie czestsze wystepowanie
tego allelu odnotowalis§my ws$rod kobiet chorych na niedrobnokomorkowego raka pluc w
porownaniu do Kobiet zdrowych. Rowniez przeprowadzajac analize w grupie Kobiet

stwierdzili$my, ze obecnos¢ allelu CTLA-49.319C>T[T] predestynuje do zachorowania na
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niedrobno-komoérkowego raka pluc, oraz jest zwigzana z krotszym calkowitym czasem
przezycia.

Pokazali$my po raz pierwszy w populacji kaukazoidalnej, ze allele CTLA-49.319C>T[T] i
CTLA-4c.49A>G[A] zwigzane z wyzsza ekspresja czasteczki CTLA-4 s3 czynnikiem ryzyka
zachorowania na niedrobnokomoérkowego raka ptuc u kobiet w populacji polskiej. Powyzsze
badania zostaly opublikowane w Human Immunol. (pozycja 4.7 w cyklu prac stanowigcych

szczegdlne osiggniecie naukowe, IF 2.872)
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PODSUMOWANIE

1. WykazaliSmy po raz pierwszy zwigzek polimorfizmu Jo31G>T z ryzykiem zachorowania
na stwardnienie rozsiane i potwierdzili$my doniesienia wskazujace role allelu G w miejscu
CT60A>G jako czynnika zwigkszajacego ryzyko zachorowania na to schorzenie.
Wykazanie wptywu polimorfizméw na poziom ekspresji zarbwno powierzchniowego jak i
wewnatrzkomoérkowego biatka CTLA-4 w limfocytach CD4+ chorych na stwardnienie
rozsiane z roéznymi postaciami tej choroby bylo calkowicie oryginalnym, nie
publikowanym dotychczas zagadnieniem.

2. Wykazali$my réwniez po raz pierwszy zwiazek polimorfizmow: CTLA-49.-319C>T,
CD28.c.17+3T>C i ICOSc.1554+4GT(8_15) z ryzykiem zachorowania na przewlekia
biataczk¢ limfocytowa B- komoérkowa oraz wptyw polimorfizméw: g.319C>T w genie
CTLA-4, CD28.c.17+3T>C w genie CD28 i ISIV+173T>C, c.602A>C, c.1624C>T,

€.2373G>C w genie ICOS na dynamike przebiegu choroby.

3. Catkowicie oryginalnym bylo stwierdzenie, ze allele predestynujagce do chorob
autoimmunologicznych CTLA-4¢.49A>G[G], CT60A>G[G] i Jo31G>T[G] sa czynnikiem

ryzyka zachorowania na szpiczaka mnogiego.

4. PotwierdziliSmy znaczenie allelu T w polimorfizmie CTLA-49.-319C>T jako czynnika
ryzyka zachorowania na raka szyjki macicy. Przeprowadzili$my analiz¢ zwigzku miejsc
polimorficznych w genach kodujacych czasteczki CD28 i CTLA-4 i z histologicznym
stopniem zrdznicowania guza i stwierdzili$my zwiazek miejsc polimorficznych CTLA-4g.-

319C>T, CD28.c.17+3T>C z wystgpieniem guza o wysokim stopniu zréznicowania.

5. W przypadku niedrobnokomorkowego raka ptuc wskazaliSmy tendencje do czgstszego
wystepowania allelu CTLA-4¢.49A>G[A], co czgsciowo potwierdza wyniki opisane w

populacji chinskiej, jednak wykazalismy, ze w grupie kobiet chorych na to schorzenie
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zarowno allel CTLA-4c.49A>G[A] jak i allel CTLA-4g.319C>T[T] zwigkszaja ryzyko

zachorowania na niedrobnokomoérkowego raka phuc.

W 2011 roku ukazata si¢ meta-analiza obejmujgca wyniki 48 badan zwigzku polimorfizméw
CTLA-4c.49A>G, CTLA-49.319C>T i CT60A>G z ryzykiem zachorowania na choroby
nowotworowe, opisane w 27 artykutach (Zhang et al. 2011). Do tej meta-analizy wiaczono
wszystkie dostepne w literaturze badania opublikowane do wrzesnia 2010 roku, w tym dwie
prace z naszego laboratorium: dotyczaca przewleklej biataczki limfocytowej B-komorkowe;j i
raka szyjki macicy. Pozostale nasze prace ukazaty si¢ po wrzesniu 2010 roku.

Meta-analiza wykazata zwigzek polimorfizmu CTLA-4c.49A>G z ryzykiem rozwoju
nowotworu, szczegolnie w populacjach Azjatyckich, oraz zwigzek polimorfizmu CTLA-
49.319C>T z podatnoscig na zachorowanie na nowotwory W populacjach Europejskich. Nie
potwierdzono znaczenia allelu A w miejscu polimorficznym CT60A>G jako czynnika ryzyka
wystgpienia choroby nowotworowej.

Konkluzja meta - analizy jest zgodna z wynikami naszych badan.
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5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo- badawczych
5. 1. Przebieg pracy naukowej przed uzyskaniem stopnia doktora:

Moje zainteresowania naukowe przed uzyskaniem stopnia doktora koncentrowaty si¢ wokot

nastgpujacych tematow:

5.1.1. Ocena wartosci klinicznej oznaczania poziomu cytokin prozapalnych u:
a) chorych poddanych alogenicznemu przeszczepieniu komorek hematopoetycznych.
b) chorych na raka jajnika

5.1.2.Ocena zwigzku polimorfizmow gendéw kodujacych cytokiny w konteks$cie wystgpienia
powiktan okotoprzeszczepowych: toksycznosci wywotanej kondycjonowaniem

przeszczepienia, ostrej 1 przewlektej choroby przeszczep przeciw gospodarzowi.

5.1.3.Optymalizacja doboru pary biorca-dawca alogenicznego przeszczepu komorek

hematopoetycznych, standaryzacja procedur doboru.

Ad.5.1.1.a) Ocena wartosci klinicznej oznaczania aktywno$ci cytokin prozapalnych u
chorych poddanych alogenicznemu przeszczepieniu komorek

hematopoetycznych

Przeszczepienie komorek hematopoetycznych jest metoda z wyboru leczenia chorob

rozrostowych krwi, pierwotnych niedoboréw odpornosci oraz niewydolnosci szpiku.

Gléwnymi powiklaniami wystepujacymi po przeszczepieniu komorek hematopoetycznych
s3: uszkodzenie narzadow zwigzane z toksyczno$cia wywolang kondycjonowaniem, ostra
(aGvHD) 1 przewlekla (cGvHD) choroba przeszczep przeciw gospodarzowi, infekcje
bakteryjne, wirusowe i grzybicze oraz wznowa choroby podstawowej. We wszystkich tych

powiklaniach kluczowa rolg odgrywaja cytokiny.
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Tematem moich prac bylo badanie kinetyki zmian poziomu aktywno$ci biologicznej
(bioassay) lub st¢zenia (ELISA) cytokin oraz biatka C reaktywnego (CRP) w r6znym czasie
po przeszczepieniu oraz zalezno$¢ pomiedzy ich stgzeniem a wystgpieniem powikian
okotoprzeszczepowych ze szczegbdlnym uwzglednieniem wystgpienia i ciezkosci powiktan
toksycznych, ostrej i przewlekltej choroby przeszczep przeciw gospodarzowi. Stwierdzitam
obecno$¢ wyzszych poziomoéw aktywnosci IL-6 oraz biatka C-reaktywnego w surowicach w
okresie aplazji i hematologicznej odnowy u biorcow alogenicznego przeszczepu komorek
hematopoetycznych. Wyzsze poziomy aktywnosci tej cytokiny zaobserwowatam réwniez u
pacjentow, ktorzy zmarli z powodu cigzkich uszkodzen toksycznych spowodowanych
kondycjonowaniem. Ponadto istotnie wyzsze poziomy aktywno$ci IL-6 notowatam u
pacjentow, u ktorych wystapity objawy jelitowej, nie poddajacej si¢ leczeniu, postaci aGvHD,
w czasie pelnego rozwoju choroby (5-7 tygodnia po przeszczepieniu). Dodatkowo,
stwierdzitam znaczgco statystycznie wyzsze poziomy aktywnosci IL-6 w okresie jednego do
dwoéch tygodni poprzedzajacych zgon pacjenta. Waznym 1 nowatorskim elementem
wykonywanych badan byto zastosowanie techniki bioassay - co pozwalato na ocen¢ poziomu

aktywnosci czynnej biologicznie IL-6.

Ponadto, badatam poziom aktywnos$ci biologicznej TNF-a. i stezenie IFN-y w surowicach
pacjentow po przeszczepieniu komorek hematopoetycznych. Wykazatam, ze poziom aktywnosci
TNF-a i stezenie IFN-y koreluje z ci¢zkoscig aGvHD. Male stgzenie IFN-y w surowicy oraz
niski odsetek komorek CD4+ moga by¢ czynnikiem prognostycznym skornej manifestacji

aGvHD, natomiast wysoki poziom aktywno$ci TNF-a koreluje z wystapieniem aGvHD.

Wyniki tych badan zostaty opublikowane w 3 pracach: Ann. NY Acad Sci., 1995, 762, 439-
432. 1F-0.868, Arch. Immunol. Ther. Exp., 1995, 43, 99-105, Transplantation Proceedings,

1996, 28(6), 3522-3525 IF-0.850 (Zatacznik 3- Wykaz Prac Naukowych (WPN)- 1,3,4) oraz
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byly prezentowane na konferencjach miedzynarodowych i krajowych (Wykaz Doniesien

Zjazdowych (WD2)- 2, 3, 7, 9, 12, 13, 14, 19)

Ad. 5.1.1. b) Ocena wartosci klinicznej oznaczania poziomu aktywnosci cytokin

prozapalnych u chorych na raka jajnika.

W kregu moich zainteresowan badawczych znalazla si¢ rowniez analiza aktywnos$ci
cytokin prozapalnych IL-6 i TNF-a w ptynach otrzewnowych pacjentek z rakiem jajnika.
Dane literaturowe wskazywaty, ze IL-6 jest czynnikiem wzrostowym dla niektorych
chloniakow oraz, ze jest wydzielana przez niektore guzy lite, migdzy innymi przez komorki
raka jajnika. Jednakze, nieznana byta rola produkowanej lokalnie IL-6 w procesach
immunologicznych zachodzacych w guzie. Celem projektu bylo zbadanie wptywu IL-6 na

rozwoj 1 progresje choroby.

ZaobserwowaliSmy, ze poziom aktywno$ci IL-6 zalezy od typu histologicznego raka
jajnika. Wyzsze aktywnosci IL-6 wystepowaty u chorych z rozpoznaniem torbielakorakow
surowiczych 1 S$luzowego raka jajnika niz u chorych z rakiem endometrialnym i
niezréznicowanym rakiem jajnika. Aktywnos¢ IL-6 w guzie byta skorelowana z poziomem
biatka C- reaktywnego w surowicach pacjentek z rakiem jajnika. Profil limfocytow w ptynach
otrzewnowych roznit si¢ od profilu w krwi obwodowej, w szczegdlnosci obserwowano nizszy
odsetek komorek NK i CD8+, natomiast wyzszy odsetek komorek B, CD45RO+, CD14+ i
HLA-DR+. Odsetek komorek CD45RO+ we krwi obwodowej korelowat z poziomem
aktywnos$ci IL-6 w plynach otrzewnowych. Ponadto, obserwowano zalezno$¢ miedzy niska
akumulacja P53 w komorkach guza a wysokim poziomem aktywnosci IL-6 w plynach
otrzewnowych. Stwierdzono réowniez, ze zdolno$¢ do autokrynnej produkcji IL-6 przez
komorki raka jajnika oraz poziom aktywnosci TNF-o w §rodowisku guza réznicujag nowotwory
jajnika pod wzgledem wrazliwosci na chemioterapi¢. U pacjentek, ktore odpowiadaly na
leczenie poziom aktywnosci IL-6 obnizal si¢, natomiast poziom aktywnosci TNF-a wzrastat.
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Natomiast u pacjentek, ktore nie odpowiedzialy na chemioterapi¢ nie obserwowano zmian

poziomoéw aktywnosci IL-6, TNF-a i stezenia CRP.

Wyniki tych badan zostaly opublikowane w Brit. J. Cancer, 2000, vol. 82(3), 621-628 (WPN-
6, IF 3.489), i byly prezentowane na konferencjach krajowych i zagranicznych (prezentacja

ustna - WDZ: 5, 11-, prezentacje plakatowe- WDZ -6, 10, 17, 18, 21).

Ad. 5.1.2. Ocena zwigzku polimorfizmow genéw kodujacych cytokiny w kontekscie
wystgpienia  powiktan  okotoprzeszczepowych:  toksycznosci  wywolanej
kondycjonowaniem, ostrej 1 przewlektej choroby przeszczep przeciw

gospodarzowi.

Kontynuujac badania zwigzku poziomu aktywnosci wydzielanych cytokin z wystgpieniem
powiktan okotoprzeszczepowych, zajelam si¢ badaniem miejsc polimorficznych w genach
kodujacych cytokiny. To zagadnienie stalo si¢ tematem mojej dysertacji. Poniewaz poziom
aktywno$ci wydzielanych cytokin zalezy od transkrypcji/translacji genow, polimorfizmy
wystepujace w tych genach determinujg osobniczg zdolno$¢ do wysokiej lub niskiej produkcji

cytokiny i, co jest z tym zwigzane, predestynujg do wystgpienia okreslonych powiktan.

Glownym obiektem moich zainteresowan byty funkcjonalne miejsca polimorficzne w
promotorach genéw: IL-6 w pozycji —174C>G i IL-10 w pozycjach —1082G>A, -819C>T, -
592C>A oraz ich zwigzek z wystgpieniem powiklan po alogenicznym przeszczepieniu
komorek hematopoetycznych. Dane literaturowe wskazywaty, ze obecno$¢ allelu [G] w
miejscu polimorficznym IL-6-174C>G zwigzana jest z wigksza aktywnos$cig promotora i
wynikajaca z niej wysoka produkcja IL-6. Analogicznie, obecno$¢ allelu [G] w miejscu
polimorficznym

—1082G>A genu IL-10 zwigzana jest z wysoka produkcja bialka.
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Zaobserwowalam, ze genotyp IL-6-174C>G[CC] biorcy jest zwigzany ze
zwickszonym ryzykiem wystgpienia powiklan toksycznych, co jest najlepiej widoczne w
grupie pacjentow poddanych kondycjonowaniu But+Cy+ATG. Natomiast genotyp IL-10
[ACC]/[ACC] biorcy jest zwigzany ze zmniejszong podatnoscig na wystgpienie powiklan

toksycznych 3 i 4 stopnia.

Wykazatam rowniez, ze zar6wno posiadanie allelu 1L-10-1082G>A[G+] biorcy jak i
genotyp IL-6-174C>G [GG] dawcy (,,wysocy producenci” obu cytokin) jest zwigzane ze
zwiekszonym ryzykiem wystgpienia aGvHD>2 w grupie pacjentow ,,przeszczepionych” od
dawcy rodzinnego, natomiast przeszczepienie komorek hematopoetycznych od dawcy
rodzinnego posiadajacego allele IL-10[ACC+] zmniejsza ryzyko wystagpienia aGvHD stopnia
wigkszego niz drugi. U biorcow posiadajgcych allel IL-6-174A>G[G+] ,,przeszczepionych” od
dawcow 0 genotypie
IL-6-174A>G[GG] obserwowatam znamiennie statystycznie cze$ciej aGvHD>1 niz u innych
kombinacji par biorca-dawca. Stwierdzitam takze, istotny wplyw polimorfizmow genow
kodujgcych IL-6 i IL-10 dawcy i biorcy na wystgpienie przewleklej postaci GVHD (cGvH).

Réwnoczesne posiadanie przez biorce genotypu

IL-6-174C>G[GG] i allelu IL-10[ACC+] zwicksza ryzyko wystgpienia cGvHD, natomiast

genotyp IL-6-174C>G[GG] dawcy zmniejsza ryzyko tego powiktania.

Przeprowadzilam analiz¢ wptywu poszczegdlnych wariantow genetycznych IL-6—
174C>G na poziom aktywnos$ci wydzielanego biatka. Wykazatam, ze zakres stwierdzanych
poziomow aktywnosci IL-6 we krwi w kolejnych okresach poprzeszczepowych, zwigzany jest
z genotypem cze$ci promotorowej genu kodujacego I1L-6. Genotyp IL-6-174C>G modyfikuje
poziom aktywnosci IL-6 w krwi obwodowej w zakresach odpowiednich do obserwowanych
w okresie aplazji, hematologicznej odnowy i petnej manifestacji aGvHD. Wynika z tego, ze

wplyw genotypu IL-6-174C>G miesci si¢ w zakresie wyindukowango procesem
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chorobowym poziomu wydzielania IL-6, tzn. jezeli przy odnowie hematologiczne;]
obserwujemy niewielkie podwyzszenie poziomow aktywnosci IL-6 to jest ono niewielkie u
wszystkich pacjentow, ale u pacjentow z genotypem
IL-6-174C>G[GG] (,,wysokich producentow”) poziom aktywnos$ci miesci si¢ w gornych
zakresach obserwowanych wartosci. Gdy u pacjentow, u ktorych wystapity objawy aGvHD>2
w okresie petnego rozwoju choroby obserwowali§my wysokie poziomy aktywnosci IL-6, to
najwyzsze z obserwowanych poziomow IL-6 prezentowali pacjenci o genotypie IL-6—
174C>G[GG]. Bylo to pierwsze w literaturze doniesienie, w ktérym polimorfizm genu IL-6
skorelowano nie tylko z ryzykiem wystgpienia powiklan, ale tez z poziomem aktywnosci
biologicznej cytokiny w odniesieniu do kinetyki odnowy hematologicznej i wystepujacych

powiktan.

Ponadto zajmowalam si¢ badaniem polimorfizmu IFN-y+874A>T (to miejsce
polimorficzne jest w pelnym niezrownowazeniu sprz¢zen z polimorfizmem mikrosatelitarnym —
powtdrzeniami CA) 1 zalezno$cig poszczegdlnych wariantdéw genetycznych z wystgpieniem
powikian okoloprzeszczepowych. Stwierdzitam zwigzek tego miejsca polimorficznego z
wystgpieniem ostrej choroby przeszczep przeciw gospodarzowi. Obecno$é¢ allelu [A] (,,niscy

producenci cytokiny”) byta zwigzana ze zwigkszonym ryzykiem ciezkiej postaci aGvHD.

Rozwazajac oddziatywania gen-gen zaobserwowalam, ze u biorcoOw przeszczepu
komorek hematopoetycznych posiadajacych kombinacje alleli niekorzystnych w odniesieniu do
wystapienia aGvHD: IL-6-174G>C[GH],
IFN-y+874A>T[A+], 1L-10-1082G>A[G+] ostra choroba przeszczep przeciw gospodarzowi

stopnia II-IV wystepuje znamiennie czg¢éciej niz u innych pacjentow.

Podsumowujac, genetyczne predyspozycje do wyzszego wydzielania 1L-6 i IL-10 oraz
nizszego wydzielania IFN-y sa zwigzane ze zwickszonym ryzykiem wystgpienia choroby
przeszczep przeciw gospodarzowi.
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Wyniki tych badan zostaty opublikowane w 2 pracach oryginalnych: Bone Marrow
Transplantation 2004 Aug;34(4):339-44, IF 2.101 (WPN — 9), Human Immunol. 2005. 66/6
pp. 700-709, IF 2.467 (WPN — 11) i byty prezentowane na licznych konferencjach krajowych
i zagranicznych zarbwno w formie ustnej (WDZ — 29, 31, 32, 39, 47, 49 ) oraz plakatowej

(WDZ - 22, 24, 34, 42, 45, 46, 53, 54, 55).

Ad.5.1.3. Optymalizacja doboru pary biorca-dawca alogenicznego przeszczepu komoérek

hematopoetycznych, standaryzacja procedur doboru

Wiasciwy dobor pary biorca-dawca w zakresie antygenow zgodnos$ci tkankowej (HLA)
decyduje o sukcesie przeszczepienia komérek hematopoetycznych. Dlatego optymalizacja i
standaryzacja procedur doboru stanowi niezwykle istotny problem. Wraz z rozwojem technik
biologii molekularnej, w miejsce serologicznego oznaczania antygenow zgodnosci tkankowe;,
wprowadzono metody genetyczne o coraz wyzszym poziomie rozdzielczosci. Ponadto rozwdj
technik transplantacji, a w szczeg6lnosci wprowadzenie procedury przeszczepienia od dawcy
niespokrewnionego spowodowalo konieczno$¢: a) genetycznego typowania antygendéw
zgodnosci tkankowej HLA na wysokim stopniu rozdzielczosci b) wspoOlpracy
migdzynarodowej przy poszukiwaniu dawcy niespokrewnionego (Miedzynarodowe Rejestry
Dawcow — skupione w Bone Marrow Donor Worldwide) ¢) standaryzacji procesu doboru i d)

wprowadzenia akredytacji laboratoriow HLA przez Europejska Federacj¢ Immunogenetyki.

W ramach mojej pracy w Laboratorium Krajowego Banku Dawcow Szpiku wprowadzitam
badania funkcjonalne mieszanej hodowli limfocytow (MLC) i badanie prekursorow
limfocytow cytotoksycznych (CTLP), szczegdlnie przy doborze dawcy niespokrewnionego
czy haploidentycznego. Wprowadzitam réwniez do rutynowej praktyki laboratoryjnej
typowanie antygenéw HLA klasy I metoda sekwencjonowania, co bylo w Polsce metoda

nowatorska.
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Kierowane wowczas przeze mnie Laboratorium jako pierwsze w Polsce uzyskalo
akredytacje Europejskiej Federacji Immunogenetyki i aktywnie uczestniczylo w procesie

tworzenia standardow i akredytacji dziatalno$ci laboratoriow HLA w naszym kraju.

Wyniki analiz wptywu poziomu doboru pary biorca-dawca na wynik przeszczepie nia
komorek hematopoetycznych, stalo si¢ tematem dwoch publikacji w Bone Marrow Transpl.,
1998, vol. 22, suppl. 4, S57-5, IF-2.11 (WPN- 6), Transplantation Proceedings, 2002, 34(2),
668-670, 1F-0.478 (WPN- 8), oraz kilkunastu doniesien zjazdowych: ustnych- WDZ: 36, 37

oraz plakatowych- WDZ: 1, 25, 26, 27, 28, 30, 33, 35, 38, 40, 41, 43, 44, 48, 50, 51, 54, 56.
5. 2. Przebieg pracy naukowej po uzyskaniu stopnia doktora:

Po uzyskaniu stopnia doktora odbylam na roczny staz naukowy na Oddziale
Hematologii i Onkologii, Szkoly Medycznej Uniwersytetu Pensylwania (Departament of
Hematology & Oncology, University of Pennsylvania School of Medicine w Filadelfii, USA),

gdzie pracowatam w zespole Prof. Alana Gewirtza.

Zajmowatam si¢ badaniem efektywnos$ci wyciszania genu przy pomocy
antysensownych oligonukleotydow posiadajagcych zmodyfikowane czasteczki  cukrowe.
Moim zadaniem bylo zbadanie in vivo antysensownego oligonukleotydu zawierajacego
modyfikacje 2'-deoxy-2'-fluoro-beta-D-arabinozy (2'F-ANA). Genem, ktory podlegat
wyciszeniu byl protoonkogen c-Myb w komorkach linii bialaczkowych. Wykazalismy, ze
antysensowne oligonukleotydy, posiadajace poza zmienionymi wigzaniami fosfodiestrowymi
na fosfosiarkowe (PS-DNA), dodatkowa modyfikacje (2'F-ANA) w tancuchu cukrowym PS-
2’F-ANA-DNA, efektywniej i trwalej wyciszaja zarowno ekspresj¢ mRNA jak i biatka cMyb
w komorkach linii biataczkowych niz oligonukleotydy antysensowne PS- DNA. Efekt
wyciszenia genu przez 2'F-ANA-DNA zostal uzyskany przy pigciokrotnie nizszej dawce niz

PS-DNA 1 utrzymywatl si¢ 2 razy dluzej. Efekt ten byl niezalezny od linii komorkowej, na
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jakiej przeprowadzano badania. Rowniez wewnatrzkomorkowe stgzenie oligonukleotydow z
modyfikacja 2'F-ANA bylo wigksze i utrzymywato si¢ dluzej niz oligonukleotydow bez

modyfikacj.

Wyniki tej pracy zostaty opublikowane w Nucleid Acid Research 2006 Vol. 34, 451-46, IF
6.317 (WPN-11) oraz byly prezentowane na konferencji ASH w 2005 roku w formie plakatu

(WDZ-57).

Rownolegle pracowalam w zespole prof. Kyuon Yoon w Departamencie Dermatologii w
Koledzu Medycznym im. Jeffersona w Filadelfii (Department of Dermatology, Jefferson
Medical College, Philadelphia, USA) nad metodami wprowadzania oligonukleotydéw do
komorek macierzystych myszy. Dalekosieznym celem tego projektu bylo opracowanie
metody leczenia chorob genetycznych wywolanych mutacja punktowg przez wprowadzenie i
wbudowanie prawidlowego fragmentu genu do jadra komodrki macierzystej, przy
wykorzystaniu mechanizmu rekombinacji homologicznej. Zastosowatam z sukcesem metode
nukleofekcji do wprowadzania prawidlowych oligonukleotydow do jadra komorki
macierzystej, jednak nie powiodlo si¢ wbudowanie prawidlowego oligonukleotydu z

wykorzystaniem mechanizmu rekombinacji homologicznej.

Po powrocie z zagranicy w styczniu 2006 roku rozpoczetam prace w Zespole Pani Prof.
Ireny Frydeckiej w Laboratorium Immunopatologii w Instytucie Immunologii i Terapii

Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu.

Dzigki szerokiej wspolpracy Laboratorium z licznymi osrodkami medycznymi w Kraju
bralam udziat w realizacji szeregu tematow badawczych. Nadal jednak w kregu moich
glownych zainteresowan znalazlo si¢ badanie wplywu wystepowania polimorfizmow genow
kodujacych czasteczki regulujace odpowiedZ immunologiczng na podatno$¢ na zachorowanie
na choroby nowotworowe i1 autoimmunologiczne. W ramach tego tematu mozna wyr6znic¢

dwa odrebne zagadnienie badawcze:

32



Zalacznik 2. Autoreferat — dr Lidia Karabon

5.2.1. Wplyw repertuaru receptoréow KIR oraz ich HLA ligandow na ryzyko

zachorowania na przewlekla bialaczke limfocytows i przebieg choroby.

5.2.2. Ocena wplywu réznych wariantow genetycznych genow CD28, ICOS, CTLA-4 na
ryzyko wystapienia choréb nowotworowych i autoimmunologicznych (czes¢ tych
badan stala si¢ tematem cyklu prac stanowigcych szczegolne osiggniecie naukowe

w/g artykulu 16.2 ustawy)

Ad. 52.1. Wplyw repertuaru receptoréw KIR oraz ich HLA ligandéw na ryzyko

zachorowania na przewlekla bialaczke limfocytowq i przebieg choroby.

W ostatnich latach jedng z kluczowych r6l w nadzorze immunologicznym przypisuje si¢
odpornosci wrodzonej, a w szczegdlnosci naturalnym komorkom cytotoksycznym (NK -

natural killers).

Komérki NK rozpoznaja czgsteczki HLA klasy I, usytuowane na komorkach
prezentujgcych antygen, za pomoca receptoréw z rodziny KIR (killer cell immunoglobulin-
like receptors; CD158). Geny KIR, zlokalizowane na chromosomie 19, wykazujg polimorfizm
haplotypowy przejawiajacy si¢ wystgpowaniem roznej liczby gendéw kodujacych hamujace
lub aktywujace receptory KIR. Wystepowanie roéznego repertuaru genow KIR U

poszczegbdlnych osob wptywa na ich osobniczg zdolno$¢ do odpowiedzi komorek NK.

Mimo udowodnionej roli komorek NK 1 ich receptorow KIR w odpornosci
przeciwnowotworowej, niewiele bylo wiadomo o genetycznych predyspozycjach do
zachorowania na nowotwory w kontekscie genéw KIR i genow kodujacych ich ligandy HLA.
Celem projektu, ktorego bylam kierownikiem, bylo zbadanie zwigzku genotypu KIR z

przewlekla biataczka limfocytows typu B.

Wykazalismy mniejsza czgsto§¢ wystepowania gendOw kodujacych aktywujace receptory

KIR: KIR2DS3 i KIR2DL5 u pacjentow z przewlekla biataczka limfocytowa oraz mniejsza
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czesto$¢ wystepowania gendw nalezacych do specyficznosci HLA-Bw4. ObserwowaliSmy
réwniez u pacjentoOw z przewlekly biataczka limfocytowa czestsze wystepowanie genotypow

z przewaga gendéw KIR hamujacych w stosunku do aktywujacych.

Nowoscig naszej pracy jest rowniez analiza wpltywu genotypu KIR i ligandow HLA na
przebieg choroby. StwierdziliSmy, ze obecno$¢ poszczegdlnych genéw KIR zaréwno
hamujacych jak 1 aktywujacych nie ma wplywu na progresje choroby wyrazong czasem
przejscia do wyzszego stadium zaawansowania klinicznego wg Rai, aczkolwiek u pacjentow
posiadajacych gen KIR3DS1+ zauwazylismy tendencje do wolniejszej progresji choroby w

stosunku do pacjentéw, u ktorych gen KIR3DS1 byt nicobecny.

Ponadto pokazalismy, ze obecno$¢ okreslonych genow kodujacych HLA wplywa na
przebieg choroby. Pacjenci posiadajacy geny kodujace specyficznosci alleliczne HLA-C: C1+
i C2+ znaczgco czgsciej przezywaja 10 letni okres bez progresji choroby niz pacjenci
homozygotyczni C1 lub C2. Ponadto pos$réd pacjentow homozygotycznych HLA-C2 ci,
ktorzy posiadaja KIR2DS1 znamiennie statystycznie czg$ciej niz pozostali pacjenci
przezywaja 10 letni okres bez podwyzszenia stanu zaawansowania klinicznego wg Rai.
ObserwowaliSmy rowniez czestsze przezycie 10 letniego okresu bez podwyzszenia stanu
zaawansowania klinicznego wg Rai  wsrod pacjentow posiadajacych jednocze$nie geny
kodujace specyficznosci alleliczne nalezace do HLA-Bw4, jak i gen kodujacy aktywujacy

receptor KIR3DS1.

Nasze wyniki wskazuja, ze repertuar receptorow KIR i ich ligandow jest zwigzany

zarowno z podatnos$cig na przewlekla biataczke limfocytowsg jak i z przebiegiem choroby.

Rezultaty tych badan zostaty opublikowane w Tissue Antigens. 2011 Aug;78(2):129-38, IF
3.024 (WPN - 23) oraz prezentowane w formie plakatu na konferencjach zagranicznych

(WDZ - 69, 72,77, 79, 80).
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Ad. 5.2.2. Ocena wplywu réznych wariantéw genetycznych genéw CD28, ICOS,

CTLA-4 na ryzyko wystgpienia choréb autoimmunologicznych

Dane literaturowe wskazuja, ze region 2q33 obejmujacy geny CD28, ICOS,
CTLA-4 jest Scisle zwigzany 2z ryzykiem zachorowania na choroby

autoimmunologiczne a w szczego6lnosci chorobe Gravesa-Basedowa (cGB).

Wyniki naszych badan wiaczone do meta-analizy obejmujacej rezultaty
badan z 32 osrodkow wykazaty zwigzek allelu [G] w miejscu polimorficznym
CTLA-4c.49A>G i/lub CT60A>G z ryzykiem zachorowania na cGB (Clin

Endocrinol Metab. 2007, 92(8):3162-70, IF-5.49 (WPN14).

Ponadto wykazalismy, ze st¢zenie izoformy CTLA-4 pozbawionej czesci
przezbtonowej, przez co krazacej w surowicy (rozpuszczalnej — soluble sCTLA-4),
w surowicach chorych na ¢cGB z objawami orbitopatii jest znaczaco wigksze niz w
surowicach o0séb zdrowych. AnalizowaliSmy réwniez wplyw polimorfizméw
CT60A>G i Jo31G>T na stgzenie sCTLA-4 w surowicach chorych na cGB.
StwierdziliSmy, Zze obecnos¢ allelu [G] w obu miejscach polimorficznych zwigzana

jest z wigkszym stgzeniem rozpuszczalnej izoformy CTLA-4.

Podsumowujac rezultaty naszych badan potwierdzajg role genu CTLA-4 jako
locus podatnosci na cGB i po raz pierwszy koreluja obecnos¢ allelu
predystynujacego do choroby ze zwigkszonym st¢zeniem sCTLA-4 — surowiczym
markerem choroby autoimmunologicznej, co zostalo opublikowane w dwoch
publikacjach (Clin Endocrinol Metab. 2007, 92(8):3162-70, IF-5.49 (WPN14) 1 Eur
J Endocrinol. 2009 Nov,; 161(5):787-93 4, 1F-3.539) i prezentowane w formie ustnej

lub plakatowej na zjazdach naukowych (WDZ - 59, 61, 65, 74).
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