Streszczenie

Nowotwory stanowia jedno z najwiekszych wyzwan zdrowotnych wspotczesnego Swiata i sg drugg
przyczyna zgonow w Polsce. Pomimo postepow w diagnostyce i leczeniu, rokowanie w wielu
nowotworach, w tym w niedrobnokomoérkowym raku ptuca (NSCLC), raku pecherza moczowego (BC) i
przewlektej biataczce limfocytowej (CLL), pozostaje niekorzystne. Jednym z gtownych mechanizmow
odpowiedzialnych za rozwoj i progresje nowotworow jest zdolnos¢ komorek nowotworowych do unikania
nadzoru immunologicznego, miedzy innymi poprzez zaburzenia ekspresji czasteczek punktow kontroli
immunologicznej (IC, ang. Immune Checkpoints). Czasteczki te reguluja rownowage miedzy aktywacja a
tolerancja uktadu odpornosciowego, a zaburzenia w ich ekspresji moga prowadzi¢ miedzy innymi do
immunosupresji w mikrosrodowisku guza.

Klasyczne punkty kontrolne, takie jak PD-1/PD-L1 czy CTLA-4, stanowia podstawe wspotczesnej
immunoterapii, jednak coraz wieksze znaczenie przypisuje sie¢ mniej poznanym czasteczkom, takim jak
BTLA. BTLA jest receptorem hamujacym z rodziny immunoglobulino podobnych, obecnym m.in. na
limfocytach T, B i NK. Poprzez interakcje z ligandem HVEM, BTLA przekazuje sygnaty hamujace odpowiedz
immunologiczng. Rownowaga osi BTLA/HVEM ma istotne znaczenie dla wtasciwej regulacji dziatania
uktadu odpornosciowego. Jej zaburzenia mogg prowadzi¢ do przewagi sygnatow hamujacych, sprzyjajac
immunosupresji i umozliwiajac komdrkom nowotworowym unikanie nadzoru immunologicznego.

Zmiennos¢ genetyczna w genach kodujacych IC, szczegélnie polimorfizmy pojedynczego
nukleotydu (SNP), jest jednym z czynnikow, ktore modulujac ekspresje badz funkcje biatek, wptywaja na
odpowiedz immunologiczna, a tym samym moga by¢ zwigzane z ryzykiem wystapienia chorob
nowotworowych. W zaleznosci od ich lokalizacji, SNP moga wptywac na ekspresje genu, stabilnos¢ RNA,
strukture biatka, wigzanie ligandoéw oraz sygnalizacje wewnatrzkomorkowa. Wszystkie te zmiany moga
miec istotny wptyw na funkcjonowanie uktadu immunologicznego, potencjalnie wzmacniajac lub
redukujac nadzor immunologiczny, a tym samym wptywajac na rozwoéj, progresje nowotworu i odpowiedz
na jego leczenie.

Rownolegle, rozpuszczalne formy czasteczek punktow kontroli immunologicznej (soluble IC) sg
istothymi regulatorami odpowiedzi immunologicznych obecnymi w osoczu lub surowicy krwi.
Rozpuszczalne czasteczki zachowuja zdolnos¢ do wigzania swoich odpowiednich ligandow lub receptoréw,
dziatajac jako rozpuszczalne modulatory odpowiedzi immunologicznej.

Kolejnym istotnym mechanizmem wptywajacym na poziom ekspresji czasteczek IC jest regulacja
epigenetyczna z udziatem mikro RNA (miRNA). miRNA stanowia grupe endogennych czasteczek RNA, ktore
reguluja ekspresje gendw na poziomie potranskrypcyjnym prowadzac do zahamowania translacji biatka.
NlepraWIdlowy wzor ekspresji miRNA zostat powiazany z szerokim spektrum chordb cztowieka, w tym z
réznymi typami nowotwordw. Deregulacja miRNA odgrywa istotng role w patogenezie nowotworow,
poprzez modulacje ekspresji genow zwigzanych z odpowiedzia immunologiczna, proliferacja i apoptoza.

Poniewaz czasteczka BTLA stanowi istotny element regulacji odpowiedzi immunologicznej
zarowno w nowotworach litych, jak i hematologicznych, wptywajac na zdolnos¢ komérek nowotworowych
do unikania odpowiedzi immunologicznej, budzi ona coraz wieksze zainteresowanie badaczy.

Celem mojej rozprawy doktorskiej byta ocena znaczenia polimorfizmow genu BTLA,
mechanizméw epigenetycznych oraz rozpuszczalnej formy tej czasteczki w patogenezie chorob
nowotworowych, co moze przyczyni¢c sie do identyfikacji nowych markerow diagnostycznych,
rokowniczych lub predykcyjnych.

Wstepem do niniejszej rozprawy jest publikacja przegladowa (Andrzejczak i wsp. Biomarker
Research, 2024) ktora przedstawia kompleksowy obraz biologii BTLA, w tym mechanizmy jego
sygnalizacji, role w regulacji uktadu odpornosciowego oraz potencjat terapeutyczny w onkologii.

Rozprawa sktada sie z dwoch gtownych czesci badawczych. Pierwsza czes¢ obejmuje trzy prace
oryginalne. Dwie z nich koncentrujg sie na analizie zmiennosci polimorficznej genéw IC w kontekscie
patogenezy oraz ryzyka rozwoju NSCLC i BC. Trzecia praca dotyczy analizy poziomdw rozpuszczalnych
form czasteczek IC w surowicy, ktorych stezenie moze stanowic potencjalny biomarker diagnostyczny lub
prognostyczny w BC. Na potrzeby niniejszej rozprawy doktorskiej, ktérej gtownym przedmiotem badan



jest czasteczka BTLA, ponizej streszczono wyniki odnoszace sie wytacznie bezposrednio do genu BTLA lub
rozpuszczalnej formy tego biatka i nie omowiono wynikow dotyczacych pozostatych czasteczek punktow
kontroli immunologicznej.

Pierwsza z prac (Andrzejczak i wsp., Frontiers in Immunology, 2023) koncentruje sie na okresleniu
wystepowania siedmiu polimorfizméw genu BTLA oraz analizie ich zwiazku z ryzykiem zachorowania,
progresja choroby i przezyciem catkowitym (OS) u 383 pacjentow oraz 474 osob z grupy kontrolnej.

W analizie przeprowadzonej w catej badanej populacji chorych i zdrowych wykazano tendencje
do czestszego wystepowania nosicieli allelu G rs1982809 (AG+GG) w porownaniu do osob zdrowych
(45.29% vs. 38.82%), co wskazuje, Zze obecnosc allelu G zwieksza ryzyko zachorowania na NSCLC (OR 1.3).
Analiza rozktadu alleli dodatkowo potwierdzita, ze allel G rs1982809 jest istotnie zwiazany z ryzykiem
rozwoju NSCLC (OR 1.25). W przypadku pozostatych badanych SNP nie zaobserwowano istotnych roznic.

W analizie uwzgledniajacej czynnik srodowiskowy, jakim jest palenie tytoniu, zaobserwowano,
Ze w grupie pacjentow nigdy niepalacych rozktad genotypow rs1982809 roznit sie istotnie w poréwnaniu
z grupa kontrolna. Obecnosc allelu A (AA+AG) wiazata sie okoto trzykrotnym obnizeniem ryzyka rozwoju
NSCLC, co wskazuje na jego potencjalng role ochronna. Natomiast w grupie pacjentéw palacych nie
zaobserwowano istotnych réznic w zakresie czestosci alleli i genotypow rs1982809.

Analiza uwzgledniajaca pte¢ w badanych grupach wykazata, ze rozktad genotypow rs9288953
réznit sie istotnie miedzy pacjentkami a zdrowymi kobietami. Obecnosc allelu T (CT+TT) zwiekszata
ryzyko NSCLC u kobiet ponad 2-krotnie. Ponadto podobnie jak w catej grupie pacjentow zaobserwowano
tendencje do podwyzszonego ryzyka NSCLC u nosicielek allelu G rs1982809 (AG+GG). Natomiast u
mezczyzn nie stwierdzono istotnych réznic w zakresie analizowanych polimorfizmow.

Analiza uwzgledniajaca typ histologiczny NSCLC nie ujawnita istotnych rdznic w rozktadzie
genotypow. Niemniej jednak wsrod pacjentow z gruczolakorakiem odnotowano nieistotnie statystycznie
czestsze wystepowanie nosicieli allelu G rs1982809 (AG+GG) oraz allelu C rs2705511 (AC+CC) w
poréownaniu do grupy kontrolnej (46.85% vs. 38.82% oraz 50.45% vs. 42.19%, odpowiednio). Uwzgledniajac
w analizie stadium zaawansowania choroby, stwierdzono w poszczegolnych stadiach odpowiednio
nadreprezentacje allelu G rs1982809 i allelu C rs2705511 w stadium Il oraz nosicieli allelu G rs1982809
(AG+GGQG), allelu C rs2705511 (AC+CC) oraz allelu T rs9288953 (CT+TT) w stadium Ill. Nie zaobserwowano
natomiast istotnego zwiazku badanych polimorfizméw ze stadium IV choroby.

Analiza polimorfizmoéw z catkowitym przezyciem pacjentow wykazata, ze dwa warianty istotnie
modyfikowaty OS pacjentow. Nosiciele allelu C rs2705511 (CC+CA) oraz nosiciele allelu G rs1982809
(GG+AG), zyli dtuzej o okoto szes¢ miesiecy w porownaniu z homozygotami AA dla obu SNP. Dla rs9288952
odnotowano tendencje do krétszego OS wsrod nosicieli allelu G, natomiast homozygotycznos¢ CC w
rs11921669 wiazata sie z dtuzszym OS w stosunku do pacjentow posiadajacych allel T.

W nieopublikowanym manuskrypcie, ztozonym do redakcji Polish Archives of Internal Medicine,
przeanalizowano cztery polimorfizmy genu BTLA w grupie 314 pacjentdw oraz u ponad 520 osob zdrowych,
aby ocenic ich wptyw na podatnos¢ na zachorowanie na BC oraz przebieg kliniczny choroby.

Wykazano, ze niektore z badanych polimorfizméw moga wptywaé na podatnosé na rozwoéj BC.
Dla rs2705511 stwierdzono odmienny rozktad genotypow u pacjentow w poréwnaniu z grupg kontrolna,
przy czym heterozygoty AC byty wyraznie nadreprezentowane (43.31% vs. 36.87%), co sugeruje
zwiekszone ryzyko zachorowania dla posiadaczy tego genotypu (OR 2.5). Podobny wzorzec
nadreprezentacji heterozygot AG odnotowano dla rs1982809 (42.04% vs. 34.83%), natomiast w przypadku
rs9288953 zaobserwowano jedynie tendencje do wiekszej czestosci genotypu CT (53.72% vs. 46.61%) w
grupie pacjentow w stosunku do osob zdrowych.

Analiza uwzgledniajaca pte¢ wykazata, ze polimorfizm rs1982809 byt zwigzany z podatnoscia na
rozwoj BC u kobiet. Dla rs1982809 stwierdzono istotne roznice w rozktadzie genotypow pomiedzy
pacjentkami a kobietami z grupy kontrolnej, a obecnosc¢ allelu G i genotypu AG wiazata sie z 2-krotnie
zwiekszonym ryzykiem choroby. Analiza wieloczynnikowa wykazata, ze polimorfizm rs1844089 byt istotnie
zwigzany z wyzszym stopniem ztosliwosci histologicznej guza. Obecnos¢ allelu A korelowata z 5-krotnie
wiekszym ryzykiem wystepowania guzow o wysokim stopniu ztosliwosci.



W kolejnej pracy przyjetej do recenzji w Biomarker Research, przeprowadzono analize poziomow
rozpuszczalnej formy czasteczki BTLA (sBTLA) w surowicy 48 pacjentéw z BC oraz 27 osob zdrowych.
Wykazano, ze stezenie sBTLA byto ponad dwukrotnie wyzsze u chorych w poréwnaniu z grupa kontrolna.
Zwiekszone stezenie sBTLA obserwowano we wszystkich stadiach zaawansowania klinicznego i stopniach
ztosliwosci nowotworu, bez istotnych roznic pomiedzy poszczegolnymi podgrupami. Analiza korelacji
stezenia sBTLA z innymi przebadanymi IC w tej pracy wykazata, umiarkowana dodatnia korelacje z sGal-
9 oraz stabsza, lecz statystycznie istotng korelacje z sTIM-3, co wskazuje na powigzanie sBTLA z innymi
kluczowymi mediatorami immunoregulacji.

Druga czes¢ rozprawy obejmuje dwie kolejne prace oryginalne poswiecone roli BTLA w CLL.
Pierwsza z nich dotyczy epigenetycznej regulacji ekspresji BTLA oraz wptywu BTLA na proliferacje
komorek B i produkcje IL-4, natomiast druga praca analizuje zasadnos¢ celowania w interakcje BTLA
mRNA-miR-155-5p jako potencjalnego kieruneku immunoterapii. W niniejszej rozprawie omowiono wyniki
odnoszace sie bezposrednio do regulacji epigenetycznej ekspresji czasteczki BTLA z udziatem miR-155-
5p w kontekscie patogenezy CLL, nie odniesiono sie do badania wptywu zaburzonej ekspresji BTLA na
proliferacje i funkcjonalnos¢ komoérek T, gdyz byty to prace realizowane przez inny zespot.

W pracy Karabon i wsp. (Cells, 2021) zbadano wptyw miR-155-5p na epigenetyczna regulacje
ekspresji biatka BTLA w ludzkich komorkach biataczkowych B, opierajac sie na hipotezie zaproponowanej
przez zespot prof. Karabon na podstawie wczesniejszych wynikow badan zespotu. Analiza ekspresji w
badanych grupach pokazata, ze poziom miR-155-5p byt srednio 3-krotnie wyzszy, natomiast poziom BTLA
mRNA 6-krotnie wyzszy u pacjentow z CLL w porownaniu z grupa kontrolng. Podobny trend nadekspresji
BTLA mRNA, jak i miR-155-5p zaobserwowano w linii komérkowej MEC-1, bedacej modelem CLL.

Nastepnie przeprowadzono eksperyment weryfikujacy hipoteze zaktadajaca epigenetyczna
regulacje ekspresji BTLA przez miR-155-5p. Komorki PBMC pacjentow z CLL, osob zdrowych oraz linia
MEC-1 zostaty transfekowane inhibitorem miR-155-5p (siRNA). Po 24 godzinach oceniono poziomy miR-
155-5p, BTLA mRNA i biatka BTLA. Transfekcja inhibitorem spowodowata 10-krotne obnizenie poziomu
miR-155-5p, bez istotnych zmian w ilosci BTLA mRNA. Zaobserwowano natomiast niewielki, lecz istotny
wzrost poziomu biatka BTLA o 5% w komorkach B CLL i 10% w linii MEC-1, przy braku efektu w komadrkach
0sob zdrowych. W ten sposob posredni pokazano, ze poziom BTLA jest regulowany przez miR-155-5-p.

Badania te kontynuowano w pracy Kosmaczewska i wsp. Biomolecules, 2025, gdzie wykazano
bezposrednie oddziatywanie miR-155-5p z mRNA BTLA. Przeprowadzona analiza in silico ujawnita
obecnos¢ w regionie 3’UTR genu BTLA kanonicznego motywu 7mer-A1, rozpoznawanego przez miR-155-
5p. Analiza ta zostata zweryfikowana za pomoca testu lucyferazowego. W testach funkcjonalnych
wykorzystano konstrukty zawierajace petng lub skrocong sekwencje 3’UTR BTLA w wersji dzikiej (WT) i
zmutowanej (MUT). Ko-transfekcja komorek HEK293 miR-155-5p oraz konstruktow WT spowodowata
spadek aktywnosci lucyferazy o 20% dla petnej sekwencji oraz okoto 40% dla sekwencji skroconej 3’UTR
BTLA, podczas gdy efekt ten nie byt obserwowany dla konstruktow MUT oraz kontrolnego siRNA.

Drugim aspektem pracy byta ocena roli miR-155-5p w epigenetycznej regulacji poziomow
czasteczki BTLA w komorkach T pacjentow z CLL w kontekscie potencjalnego zastosowania immunoterapii
opartej na blokowaniu miR-155-5p w CLL. Wykazano, ze transfekcja komorek PBMC inhibitorem miR-155-
5p nie spowodowata zadnych istotnych réznic w poziomie ekspresji biatka BTLA w komodrkach T po
wyciszeniu miR-155-5p w zadnej z badanych grup.

Wyniki przedstawione w szesciu pracach sktadajacych sie na niniejsza rozprawe doktorska
wskazuja na kluczowy udziat polimorfizmow genu BTLA, rozpuszczalnej formy biatka BTLA (sBTLA) oraz
epigenetycznej regulacji jego ekspresji przez miRNA w modulacji odpowiedzi immunologicznej w
mikrosrodowisku nowotworu. Obecnos¢ okreslonych wariantéw genetycznych genu BTLA wiaze sie z
rozwojem i przebiegiem NSCLC oraz BC. Ponadto rozpuszczalna forma BTLA moze stanowi¢ potencjalny
marker diagnostyczny w BC. Z kolei badania nad epigenetyczna regulacja ekspresji BTLA wykazaty, ze
nadekspresja miR-155-5p w komorkach B pacjentéw z CLL prowadzi do obnizenia poziomu biatka BTLA,
co moze przyczyniac sie do deregulacji szlakow kontrolujacych odpowiedz immunologiczng w przebiegu
tej choroby. Obnizenie miR-155-5p pozwolito na czesciowe przywrdcenie ekspresji BTLA w komorkach
nowotworowych, przy jednoczesnym braku wptywu na prawidtowe limfocyty T, co wskazuje na potencjat
tej strategii jako bezpiecznego i ukierunkowanego podejscia terapeutycznego w CLL.



