Zatgcznik nr 2

AUTOREFERAT

. Imieinazwisko

Aleksandra Satagacka-Kubiak

Il. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

22.06.2005 tytut magistra analityki medycznej (z wyrdznieniem),
Wydziat Farmaceutyczny Uniwersytetu Medycznego w todzi

23.11.2005 prawo wykonywania zawodu diagnosty laboratoryjnego (nr 10752),
Krajowa Rada Diagnostéw Laboratoryjnych

29.09.2009 stopien doktora nauk farmaceutycznych, specjalnosc¢ biologia
molekularna; rozprawa doktorska pt.: ,,Ekspresja genu ABCG2 i
biatka opornosci raka piersi (BCRP) jako potencjalnych czynnikow
prognostycznych w raku jelita grubego” (promotor: prof. dr hab.
Marek Mirowski).

Wydziat Farmaceutyczny Uniwersytetu Medycznego w todzi

11.12.2014 tytut specjalisty w dziedzinie laboratoryjnej genetyki medycznej
(kierownik specjalizacji: dr hab. n. med. prof. nadzw. Lucjusz
Jakubowski)

lll. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

10.2008 —09.2011 asystent — Pracownia Biologii Molekularnej i Farmakogenomiki
Zaktad Biochemii Farmaceutycznej Katedry Chemii
Farmaceutycznej i Biochemii Uniwersytetu Medycznego w todzi

10.2011 - obecnie adiunkt — Pracownia Diagnostyki Molekularnej i
Farmakogenomiki, Zaktad Biochemii Farmaceutycznej i
Diagnostyki Molekularnej Miedzywydziatowej Katedry
Diagnostyki Laboratoryjnej i Molekularnej Uniwersytetu
Medycznego w todzi (wczesniej Pracownia Biologii
Molekularnej, Zaktad Biochemii Farmaceutycznej Katedry
Chemii Farmaceutycznej i Biochemii)

IV. Osiggniecie naukowe wynikajace 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) Tytut osiggniecia naukowego
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Wptyw polimorfizméw pojedynczych nukleotyddw i ekspresji wybranych genow na
ryzyko rozwoju choroby wrzodowe]

Badania wchodzace w zakres osiggniecia naukowego stanowia cykl szesciu prac
oryginalnych. We wszystkich pracach jestem pierwszym autorem. taczna wartosc
wspotczynnika impact factor (IF) dla prezentowanego cyklu prac wynosi 7,362;
punktacja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW): 105 punktow.

Prace wykonatam w Pracowni Diagnostyki Molekularnej i Farmakogenomiki,
znajdujacej sie w strukturze Zaktadu Biochemii Farmaceutycznej i Diagnostyki
Molekularnej, kierowanej przez dr hab. prof. nadzw. UM Ewe Balcerczak; kierownik
zaktadu - prof. dr hab. Marek Mirowski.

b) Wykaz publikacji sktadajgcych sie na osiggniecie naukowe

01 Satagacka A, Bartczak M, Zebrowska M, Jazdzyk M, Balcerczak M, Janiuk R,
Mirowski M, Balcerczak E. C3435T polymorphism of ABCB1 gene: impact on
genetic susceptibility to peptic ulcer. Pharmacological Reports 2011, 63: 992-8

IF= 2,445/MNiSW: 25

02 Salagacka A, Zebrowska M, Balcerczak M, Mirowski M, Balcerczak E. Haplotype
analysis of ABCB1 in patients with peptic ulcer — predisposition to diseases
development. International Journal of Human Genetics, 2013, 13: 189-94

IF= 0,155/MNiSW: 15

03 Satagacka A, Zebrowska M, Jeleri A, Mirowski M, Balcerczak E. Investigation of
-308G>A and -1031T>C Polymorphisms of TNFA Promoter Region in Polish
Peptic Ulcer Patients. Gut And Liver 2014; 8: 632-6

IF=1,810/MNiSW: 15

04 Satagacka-Kubiak A, Zebrowska M, Jelen A, Mirowski M, Balcerczak E.
Assessment of TNFA polymorphisms at positions -857 and -863 in Polish peptic
ulcer patients. Advances in Medical Sciences 2016, 61: Available online 18
December 2015

IF=1,105/MNiSW: 15

05 Salagacka A, Zebrowska M, Jelen A, Mirowski M, Balcerczak E. Haplotype
Analysis of TNFA Gene in Peptic Ulcer Patients. International Journal of Human
Genetics 2014, 14: 9-15

IF=0 ,370/MNiSW: 15

06 Salagacka-Kubiak A, Zebrowska M, Wosiak A, Balcerczak M, Mirowski M,
Balcerczak E. ABCG2 in peptic ulcer: gene expression and mutation analysis.
Journal of Applied Genetics published on-line 17 November 2015

IF=1,477/MNiSW: 20
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c) omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z oméwieniem
ich ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie

Choroba wrzodowa jest jedna z najczestszych chordb przewodu pokarmowego. Do
20% chorych doswiadcza powaznych, niekiedy zagrazajacych zyciu powiktan wrzodéw
jak krwawienie z gérnego odcinka przewodu pokarmowego, perforacja wrzodu czy
zwezenie odiwiernika (Szczeklik, 2005; Januszkiewicz, Kokot, 2004). Obecnie w
patogenezie choroby wrzodowej podkresla sie znaczenie zaburzonej réwnowagi
migdzy czynnikami draznigcymi i czynnikami o charakterze ochronnym, ktére
wptywaja na kondycje btony sluzowej zotadka i dwunastnicy (Malfertheiner i wsp.,
2009). Przewaga oddziatywania tych pierwszych prowadzi do zapalenia, a nastepnie
do uszkodzenia btony $luzowej. Nalezg do nich czynniki érodowiskowe i genetyczne.
Najwazniejsze czynniki srodowiskowe to niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ) i
zakazenie Helicobacter pylori (Schabowski, 2002; Thorsen i wsp., 2013).

Helicobacter pylori jest przyczyng ponad 90% przypadkéw wrzoddw
dwunastnicy i 70-80% wrzodow zotadka (Szczeklik, 2005). W Polsce zakazonych jest
ponad potowa dorostych i okoto 1/3 dzieci. Mimo to symptomy choroby rozwijaja sie
tylko u 10-15% z nich. Co wiecej, rézne osoby moga po zakazeniu tym samym
szczepem bakteryjnym odpowiadac rdzng intensywnoscig i rodzajem zmian zapalnych
w zofadku. Nie poznano w petni przyczyn tego zjawiska. Sadzi sie, ze znaczenie maja
wspotistniejace choroby, styl zycia, ale réwniez czynniki genetyczne. Jako potencjalne
czynniki genetyczne wplywajgce na osobnicza podatnoéé na chorobe wrzodowa
bierze sig aktualnie pod uwage zmiany w strukturze (polimorfizmy), jak i ekspresji
genow odpowiedzialnych za ochrone btony $luzowej przed czynnikami draznigcymi
oraz tych zaangazowanych w procesy zapalne i odpowied? immunologiczna.

Btona $luzowa przewodu pokarmowego chroniona jest fizjologiczne poprzez
wystgpowanie w komorkach jej nabtonka transporteréw, ktérych rolg jest
ograniczanie przedostawania sie do wnetrza tych komdrek substancji toksycznych
znajdujacych sie w treéci pokarmowej, jak i usuwanie z nich endotoksyn powstajacych
w trakcie procesow metabolicznych. Do najwazniejszych transporteréw tego typu
nalezg biatka z nadrodziny ABC - ang. ATP-binding cassette transporters (Szakdcs G i
wsp., 2008). Jednym z najlepiej poznanych transporteréw ABC jest glikoproteina P (P-
gp), kodowana przez gen ABCBI1. P-gp jest obecna fizjologicznie na powierzchni
komorek prawidtowych organéw wydzielniczych (jelita, watroba, nerki), powierzchni
btony $luzowej przewodu pokarmowego. Istnieja silne dowody na to, ze P-gp odgrywa
istotng role w utrzymywaniu homeostazy w przewodzie pokarmowym. Interakcja
migdzy toksynami bakteryjnymi (np. wytwarzanymi przez H. pylori) i karcynogenami z
pozywienia a btong sluzowa iotadka moze prowadzi¢ do przewlektej choroby
wrzodowej i kancerogenezy w tym narzadzie. P-gp transportuje takie wiele lekéw
stosowanych w eradykacji H. pylori (Sugimoto i wsp., 2007). Brak efektywnosci
leczenia eradykacyjnego spowodowany nadekspresja glikoproteiny P moze prowadzi¢
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do przewlektego zapalenia btony S$luzowej Zzotadka i dwunastnicy i sprzyjaé
nowotworzeniu.

Przeszukiwanie genu ABCB1 pozwolito na zidentyfikowanie licznych jego
polimorfizmoéw, ktore sg zwigzane ze zmieniong funkcja transportows i/lub ekspresja
P-gp. Substytucja cytozyny na tymine w pozycji 3435 genu ABCB1 moze skutkowac
zmiang w ekspresji tego genu i, co za tym idzie, zmiang ilosci syntetyzowane;j
glikoproteiny P. Wykazano, ze istnieje zwigzek miedzy polimorfizmem 3435C>T a
predyspozycja do wystepowania m.in. ostrej biataczki limfoblastycznej, szpiczaka
mnogiego, raka nerek i raka jelita grubego (Jamroziak i wsp., 2004; Jamroziak i wsp.,
2009; Siegsmund i wsp., 2002, Panczyk i wsp., 2009, Osswald i wsp., 2007), jak
rowniez wynikami i toksycznoscig leczenia za pomoca substratow P-gp (Frederiks i
wsp., 2015; Tulsyan i wsp., 2016).

Mniej poznanym niz ABCB1 transporterem ABC jest biatko ABCG2, zwane
takze biatkiem opornosci raka piersi (ang. breast cancer resistance protein, BCRP)
(Doyle i wsp., 1998), obecne w tkankach mézgu i bariery krew-mézg, prostacie,
jajnikach, jadrach, nadnerczach. W przewodzie pokarmowym biatko ABCG2 jest
zlokalizowane w apikalnej czesci btony komérek, co potwierdza jego role ochronna
poprzez ograniczanie kumulowania sie ksenobiotykéw w nabtonku. Tak, jak ABCB1,
takze gen ABCG2 jest wysoce polimorficzny. Zmiany w ABCG2, np. polimorfizmy
pojedynczych nukleotydow (ang. single nucleotide polymorphisms, SNPs), jak i zmiany
w poziomie jego ekspresji mogg zmieniac ilos¢ i/lub funkcje biatka ABCG2. Jednym z
takich polimorfizmow jest C421A skutkujacy zamiang glutaminy na lizyne w pozycji
141 biatka ABCG2 (Cusatis i wsp., 2006) oraz nizszg ekspresjg i nizsza aktywnoscia
transportowg ABCG2 (Imai i wsp., 2002; Kondo i wsp., 2004, Mizurai i wsp., 2004). To
moze powodowac utrate jego funkcji ochronnej, a przez to promowaé powstawanie
choroby wrzodowej (Mao i wsp., 2005; Mo i wsp., 2012; Liu i wsp., 2013).

Kluczowym elementem patogenezy choroby wrzodowej jest proces zapalny
wyzwalany badZ przez bezposdrednio draznigce czynniki chemiczne (np. NLPZ), bad?
przez kolonizujaca btone sluzowa Heliobacter pylori. Bakteria dodatkowo wywotuje
odpowiedz? ze strony zaréwno wrodzonych, jak i nabytych mechanizméw odpornosci.
Modulacja nasilenia odpowiedzi immunologicznej i zapalnej poprzez zréznicowanie
ilosci wytwarzanych cytokin pro- i przeciwzapalnych (m.in. TNF-a, IL-1B, IL-8, INF-
Y) ma istotne znacznie w patogenezie choroby wrzodowej, a szczegélnie w przypadku
przebiegu infekcji H. pylori. Réznice w ich stezeniu i/lub aktywnosci wptywajace na
przebieg wymienionych proceséw wynika¢ moga z polimorfizmu genéw kodujacych
te cytokiny. Dowiedziono, ze polimorfizmy genéw dla IL-1B, IL-8, IL-10, TNF-o. sa
zwigzane z zakazeniem H. pylori, atrofia zotadka i rakiem Zotadka (Hishida i wsp.,
2010, Sugimoto i wsp., 2010).

Do najistotniejszych cytokin biorgcych udziat w patomechanizmie choroby
wrzodowej nalezy czynnik martwicy nowotwordw alfa (ang. tumor necrosis factor
alpha, TNF-a). W btonie $luzowej zotadka zainfekowanej H. pylori nasila naptyw do
niej komorek jednojadrzastych i neutrofili. Jednak nadmierna produkcja TNF-oc moze
miec patogenne dziatanie. Jest wigzana z takimi schorzeniami wywotywanymi przez
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H. pylori jak zapalenie zotgdka, choroba wrzodowa, metaplazja jelitowa i rak zotadka
(Goto, 2003). Stwierdzono réwniez, ze substancje zmniejszajgce stezenie TNF-o. w
btonie $luzowe] zotadka zapobiegaja jej uszkodzeniu pod wptywem indometacyny
(Ding i wsp., 1998), co wskazuje na istotng role tej cytokiny w patogenezie choroby
wrzodowej wywotywanej przez NLPZ.

Synteza TNF-a jest regulowana na poziomie transkrypcyjnym poprzez
oddziatywanie licznych czynnikdw transkrypcyjnych z promotorem TNFA (Falvo i wsp.,
2010). Istotng role w regulacji ekspresji TNFA przypisuje sie polimorfizmom jego
regionu promotorowego w pozycjach -1031 -863, -857, -308, -238. Ze wzgledu na to,
ze polimorfizmy te mogg determinowac osobnicze réznice w ilosci wytwarzanego
TNF-o. podczas rozwoju choroby wrzodowej, s3 one badane jako potencjalne
genetyczne czynniki ryzyka tego schorzenia, jak i innych choréb wywotywanych przez
H. pylori (Lee i wsp., 2004; Wilschanski i wsp., 2007; Kim i wsp., 2006; Canedo i wsp.,
2008).

Cele badan

I Poszukiwanie zwiazku miedzy ryzykiem rozwoju choroby wrzodowej, jak rowniez
rozwojem zakazenia Helicobacter pylori u o0s6b z chorobg wrzodowa a
wystepowaniem polimorfizméw pojedynczych nukleotydow:

e genu ABCB1:3435C>T (rs1045642) (01)

e genu TNFA: -308G>A (rs1800629) (03), -857C>T (rs1799724) (04), -863C>T
(rs18000630) (04), -1031 (rs1799964) (03),

o genu ABCG2: C421A (rs2231142) (06).

Il.  Rekonstrukcja haplotypéw ABCB1 (02) i TNFA (05), oszacowanie ich czestosci w
badanych populacjach oraz poszukiwanie zwigzku miedzy ryzykiem rozwoju
choroby wrzodowej, jak réwniez miedzy rozwojem zakazenia Helicobacter pylori
u 0s6b z chorobg wrzodowa a wystepowaniem tych haplotypdw.

lll. Ocena ekspresji ABCG2 u o0séb z chorobg wrzodowg i poszukiwanie zwigzku
miedzy obecnoscia i poziomem tej ekspresji a cechami klinicznymi, obecnoscig i
intensywnoscia zakazenia Helicobacter pylori (06).

Charakterystyka badan i oméwienie uzyskanych wynikéw

01 Satagacka A, Bartczak M, Zebrowska M, Jazdzyk M, Balcerczak M, Janiuk R,
Mirowski M, Balcerczak E, 2011, C3435T polymorphism of ABCB1 gene:
impact on genetic susceptibility to peptic ulcer, Pharmacological Reports, 63:
992-8

W pierwszej etapie moich badan poszukiwatam zwigzku miedzy funkcjonalnym
polimorfizmem pojedynczego nukleotydu 3435C>T (rs1045642) genu ABCBI a
ryzykiem rozwoju choroby wrzodowej, jak rowniez zwigzku miedzy wspomnianym
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polimorfizmem a rozwojem zakazenia Helicobacter pylori u o0séb z choroba
wrzodowa.

Dokonatam oceny polimorfizmu 3435C>T u tacznie 196 pacjentéw z chorobg
wrzodowg, zaréwno zakazonych, jak i niezakazonych H. pylori, oraz u 96 osob
zdrowych (bez choroby wrzodowej). DNA poddawane analizie zostato wyizolowane
metoda kolumienkowa z bioptatéw btony sluzowej zotgdka (grupa badana) oraz z
prob krwi obwodowej (grupa kontrolna). Stezenie i czystos$é uzyskanych izolatéw DNA
oceniono spekrofotometycznie. Genotypowanie przeprowadzono postugujac sie
technika PCR-RFLP (ang. polymerase chain reaction-restiction fragment length
polymorphism), w ktérej fragment genu ABCBI obejmujacy miejsce polimorficzne
zostat powielony w reakcji taficuchowej polimerazy, a tak uzyskane amplikony
poddawane byty trawieniu odpowiednia endonukleazg restrykcyjna. Enzym ten
posiada zdolnos¢ do przecinania nici amplikonu jedynie w przypadku, gdy ta zawiera
T w pozycji 3435. Rozdziat elektroforetyczny w zelu agarozowym otrzymywanych po
trawieniu fragmentéw DNA pozwolit na ocene genotypu badanych oséb.

Uzyskane czgstosci genotypdw dla polimorfizmu 3435 nie odbiegaty istotnie
od czestosci wynikajagcych z reguty Hardy’ego i Weinberga, co potwierdzito
reprezentatywnos¢ wykorzystywanej proby chorych dla badanej populacji. W
badaniu wykazatam istnienie tendencji do czgstszego wystepowania genotypu 3435
TT oraz czestszego wystepowania allela 3435 T wsrdd oséb z chorobg wrzodowa
wzgledem oséb zdrowych. W wielu wezesniejszych badaniach dotyczacych wptywu
polimorfizmu  3435C>T na funkcjonowanie P-gp stwierdzono, e osoby
homozygotyczne pod wzgledem allela T maja nizsza ekSpresje i/lub aktywnos¢ P-gp w
prawidtowych tkankach (Ameyaw i wsp., 2001; Hitzl i wsp., 2001; Tanabe i wsp.,
2001). Poniewaz genotyp TT jest zwigzany z nizszg ekspresjg P-gp, nosiciele allela T
mogg byc z tego wzgledu bardziej podatni na dziatanie czynnikéw uszkadzajacych
komérki, m.in. bfony $luzowej przewodu pokarmowego. Mogtoby to wyjasniaé
czgstsze wystgpowanie nosicieli allela T wérdd osob z chorobg wrzodowa.

Stwierdzono takze, ze istnieje zaleznos¢ miedzy czestoscig poszczegdlnych
genotypéw 3435 a wystepowaniem zakazenia H. pylori wsrdéd osob z chorobg
wrzodowa. Genotyp CT wiazat sie z okoto péttorakrotnie, a genotyp TT z okoto dwu i
potkrotnie wigkszym ryzykiem wystgpienia zakazenia w poréwnaniu z genotypem CC.
Poza powierzchnig luminalng organéw wydzielniczych i barier tkankowych, P-gp ulega
konstytutywnej ekspresji na powietrzni komérek NK (ang. natural killers),
prezentujacych antygeny komdrek dendrytycznych oraz limfocytéw T i B.
Zablokowanie aktywnosci P-gp lub zmniejszenie jej ekspresji prowadzi od
zmniejszenia aktywnosci cytolitycznej komorek NK i limfocytéw T CD8+ (Johnstone
RW i wsp., 2000). Ponadto, P-gp jako transporter cytokin, m.in. IL-1B, IL-2, IL-4, INF-y,
TNF-o.  (Mizutani i wsp., 2008), jest zaangazowana Ww proces migracji
przeznabfonkowej komoérek dendrytycznych i limfocytéw T w czasie odpowiedzi
immunologicznej (Randolph i wsp., 1998) i moze na tej drodze proces ten regulowac.
Uzyskane w badaniu zaleznosci miedzy czestoscig poszczegdlnych genotypéw 3435
skutkujacych réing ekspresja P-gp a podatnoscia na zakazenie H. pylori u badanych
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0sob moga zatem by¢ wynikiem wptywu tych genotypdw na nasilenie odpowiedzi
immunologicznej i przez to na podatnos¢ na przewlekte zakazenie wywotane przez
drobnoustréj. Analogiczna analiza przeprowadzona w podgrupach chorych kobiet i
mezczyzn, potwierdzita istnienie wspomnianej zaleznosci tylko wsréd mezczyzn.

W swietle uzyskanych przeze mnie wynikdw badan, polimorfizm ABCB1 moze
stanowi¢ wrodzony element patogenezy choroby wrzodowej. Wykazany zwiekszony
odsetek oséb z genotypem TT wsrdd oséb z chorobg wrzodowa moze zostaé
potencjalnie wykorzystany do przewidywania podatnosci poszczegélnych oséb na
rozwdj choroby wrzodowej i rozwdj zakazenia H. pylori. Co wiecej, do substratéw
transportera ABCB1 nalezg m.in. inhibitory pompy protonowej, stosowane w
eradykacji H. pylori. Wykazano, ze genotyp 3435TT jest czestszy wérdd oséb
wyleczonych po pierwszym cyklu terapii potrdjnej, a polimorfizm 3435 wraz
polimorfizmem CYP2C19 s3 wskazywane jako niezalezne predyktory efektywnos¢ tej
terapii, zawierajacej inhibitory pompy protonowej (Gawroriska-Szklarz i wsp., 2005).

02 Salagacka A, Zebrowska M, Balcerczak M, Mirowski M, Balcerczak E, 2013,
Haplotype analysis of ABCB1 in patients with peptic ulcer — predisposition to
diseases development, International Journal of Human Genetics, 13: 189-9

Polimorfizm ABCB1 3435C>T jest nazywany ,cichym”, gdyz nie skutkuje on zmiana
sekwencji aminokwasowej kodowanej glikoproteiny P. Mimo to, w licznych badaniach
wykazano jego zwiagzek z poziomem ekspresji ABCB1 i/lub funkcjonowaniem
glikoproteiny P (Ameyaw i wsp., 2001, Hitzl i wsp., 2001; Tanabe | wsp., 2001). Jedna z
hipotez wyjasnia to zjawisko sprzezeniem polimorfizmu 3435 z innymi
polimorfizmami ABCB1.

Wykorzystujgc weczedniej omowione wyniki badania dotyczacego polimorfizmu
3435 (01) oraz rezultaty genotypowania ABCB1 dla polimorfizméw 1236C>T
(rs1128503) i 2677G>T/A (rs2032582) w tych samych grupach oséb chorych i
zdrowych  (JCR 7) oszacowatam  czestosci  poszczegdinych = haplotypow
ABCBI1,535 7677 3435 W tym celu postuzytam sie programem PHASE v.2.1, ktéry na
bazie statystyki Bayesa, pozwala na rekonstrukcje haplotypéw na podstawie wynikdw
niezaleznego genotypowania kilku réznych loci. W poddanej analizie grupie 202 os6b
z chorobg wrzodowa najwyzsza oszacowang czesto$é miat haplotyp C1236.G2677_T343s
(14,9%), natomiast w grupie 0s6b zdrowych haplotyp C1236-G2677_Ca435 (19,1%). Drugi
co do czgstosci haplotyp Ty,35_T;677_Taa3s W grupie badanej (14,3%) byt jednoczesnie
najrzadszym w grupie kontrolnej (7,6%). Grupy oséb z chorobg wrzodowa i zdrowych
roznity sie istotnie statystycznie czestoscig haplotypdw ABCBI1. Wykazana zaleznoé¢
potwierdza hipoteze o zaangazowaniu ABCBI w patomechanizm rozwoju choroby
wrzodowe;.

W dalszej czesci badania, aby oceni¢ znaczenie struktury haplotypowej ABCB1
w rozwoju zakazenia H. pylori u oséb z choroba wrzodows, przeprowadzitam
rekonstrukcjg i oszacowanie czgstosci haplotypéw ABCB1 w podgrupach pacjentdw
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zakazonych i niezakazonych H. pylori. Wykazatam istnienie istotnej statystyczne
roznicy w czestosci haplotypéw ABCB1 miedzy tymi podgrupami. Uzyskany wynik
potwierdza hipoteze, ze ABCB1 jest istotny w rozwoju zakazenia H. pylori w przebiegu
choroby wrzodowej. Analogicznie, jak we wspomnianym wczesniej badaniu
polimorfizmu 3435, przeprowadzitam dodatkowa analize haplotypowa w podgrupie
chorych meiczyzn oraz w podgrupie chorych kobiet. Poréwnanie czestosci
haplotypéw ABCB1 miedzy meiczyznami z chorobg wrzodowa zakazonymi i
niezakazonymi H. pylori potwierdzito istnienie istotnej zaleznosci miedzy statusem
zakazenia a czestoscig haplotypow. Nie wykazatam natomiast, analogicznie jak w
badaniu polimorfizmu 3435, takiej zaleznosci wéréd chorych kobiet.

Poza oszacowaniem czestosci haplotypéw ABCBI1, ocenitam takze site
sprzezenia miedzy analizowanymi loci ABCB1. Za pomocg programu EMLD, ktdry jest
implementacjg algorytmu EM (ang. the Expectation-Maximization Algorithm)
ocenitam stopien niezréwnowazenia sprzezen (ang. linkage disequlibrium, LD) miedzy
loci 1236, 2677 i 3435 genu ABCBI wsrdd 202 os6b z choroba wrzodowa. Jedynie w
parze loci 1236_2677 stwierdzitam istnienie niezrownowazenia o umiarkowanej sile
(D'=0,187), natomiast pary loci 1236_3435 i 2677_3435 okazaly sie pozostawac w
niemal catkowitym zréwnowazeniu (D'y5353435=0,036, D'i53¢.3435=0,051). Uzyskany
przez mnie wynik moze dowodzi¢, ze nielosowe wspotdziedziczenie moze dotyczyé
jedynie loci 1236 i 2677, natomiast locus 3435 dziedziczy sie niezaleznie do dwdch
pozostatych badanych loci. Z tego wzgledu wydaje sie, ze wykazany przeze mnie
wczesniej zwigzek polimorfizmu 3435 genu ABCBI1 z ryzykiem rozwoju choroby
wrzodowej, jak i rozwojem zakazenia H. pylori w przebiegu tej choroby (O 1) nie jest
jedynie  wynikiem sprzeienia ,niemego” polimorfizmu 3435C>T z innymi
funkcjonalnymi foci ABCB1, ale efektem niezaleznego wptywu locus 3435 na te ryzyka.

O3  Satagacka A, Zebrowska M, Jeleri A, Mirowski M, Balcerczak E, 2014,
Investigation of -308G>A and -1031T>C Polymorphisms of TNFA Promoter
Region in Polish Peptic Ulcer Patients. Gut And Liver; 8: 632-6

04 Satagacka-Kubiak A, Zebrowska M, Jeleri A, Mirowski M, Balcerczak E, 2016
(available online 18 December 2015), Assessment of TNFA polymorphisms at
positions -857 and -863 in Polish peptic ulcer patients, Advances in Medical
Sciences, 61

W nastgpnym etapie badan poszukiwatam zaleznosci miedzy wybranymi
polimorfizmami pojedynczego nukleotydu promotora genu TNFA, kodujacego jedna z
gtdwnych cytokin procesu zapalnego TNF-o: -308G>A (rs1800629), -857C>T (rs
1799724), -863C>A (rs1800630), -1031T>C (rs1799964) a ryzykiem rozwoju choroby
wrzodowej, oraz zwigzku miedzy wspomnianym polimorfizmami a rozwojem
zakazenia Helicobacter pylori u 0séb z chorobg wrzodowsa.

Dokonatam oceny polimorfizméw -308G>A i -1031T>C u 177 pacjentow z
chorobg wrzodowg, zardwno zakazonych, jak i niezakazonych H. pylori (03), a
nastepnie oceny mniej poznanych polimorfizméw -857C>T i -863C>T w 203 pacjentow
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z chorobg wrzodowa (04). Polimorfizmy te nie byly badane wczesniej w polskiej
populacji oséb z chorobg wrzodowa. Tak, jak w przypadku polimorfizmu 3435C>T
ABCB1, genotypowanie przeprowadzono postugujac sie technika PCR-RFLP.

Uzyskane czgstosci genotypow dla wszystkich badanych polimorfizméw TNFA
byty zblizone do czestosci szacowanych na podstawie reguty Hardy’ego i Weinberga,
co potwierdzito reprezentatywnos$¢ wybranej grupy pacjentdw dla badanej populaciji.
Czestosci genotypow i alleli dla badanych polimorfizméw poréwnatam z czesto$ciami
uzyskanymi wczesniej przez Bednarczuka i wsp., 2004 w polskiej populacji oséb
zdrowych. Nie wykazatam istotnych réznic w tych czestosciach, co nie potwierdza, aby
badane polimorfizmy TNFA byly zwigzane z ryzykiem rozwoju choroby wrzodowej w
badanej populaciji.

Aby stwierdzi¢ istnienie zwigzku miedzy polimorfizmami TNFA a rozwojem
zakazenia H. pylori u pacjentéw z chorobg wrzodowg dokonatam poréwnania
czgstosci genotypow i alleli w podgrupach chorych zakazonych i niezakazonych ta
bakteria. W przypadku zadnego z badanych wariantéw polimorficznych nie
stwierdzitam réznic w tych czestosciach miedzy osobami zakazonymi i niezakazonymi
H. pylori.

O5  Salagacka A, Zebrowska M, Jelen A, Mirowski M, Balcerczak E, 2014,
Haplotype Analysis of TNFA Gene in Peptic Ulcer Patients, International
Journal of Human Genetics, 14: 9-15

Opublikowane wczesniej wyniki badari nad znaczeniem polimorfizméw promotora
TNFA dajg podstawe, by sadzi¢, ze polimorfizmy te wywierajg swoj wptyw
synergistycznie. Dlatego, aby moiliwe byto zaobserwowanie tego wpltywu, powinny
by¢ one analizowane jednoczeénie. Dla przyktadu, Chakravorty i wsp., 2008 nie
stwierdzili zwigzku miedzy polimorfizmami (-308, -857, -863, -1031) TNFA a
wystgpowaniem choroby wrzodowej dwunastnicy na podtozu zakazenia H. pylori.
Jednoczesnie zaobserwowali istotnie wyzszg czestosc haplotypu G-308_C.g57 A-g63 T-1031
w grupie badanych chorych niz u oséb zakazonych H. pylori lecz nie wykazujgcych
objawow choroby wrzodowej.

Z tego wzgledu, na bazie uzyskanych wynikéw indywidualnego genotypowania
czterech foci TNFA, dokonatam z pomocy programu PHASE 2.1 rekonstrukg;ji
haplotypow tego genu u 203 pacjentéw z chorobg wrzodowa. W poddanej analizie
grupie oszacowatam wystepowanie 13 rdéznych haloptypow TNFA. Pie¢ z nich, o
czgstosci wystgpowania powyzej 5% kazdy, stanowito tacznie 99% wszystkich
oszacowanych haplotypéw w badanej grupie. Najczestszym haplotypem byt T.1031 C.
863_C.g57 G.303 (52,3%), cztery inne wystgpowaty z czestoscia kilku-kilkunastu procent.
Czgstosc pozostatych nie byta wyzsza od 1%.

W celu oceny znaczenia struktury haplotypowej TNFA w rozwoju zakazenia H.
pylori u oséb z choroby wrzodowa, przeprowadzitam rekonstrukcje i oszacowanie
czgstosci haplotypéw TNFA w podgrupach pacjentéw zakazonych i niezakazonych H.
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pylori. Nie stwierdzitam istnienie istotnej statystyczne réznicy w czestosci haplotypow
TNFA miedzy tymi podgrupami. Przeprowadzitam takie analize haplotypowg w
podgrupie chorych meiczyzn oraz w podgrupie chorych kobiet. Analogicznie do
wynikow analizy w catej grupie, tak i w podgrupach kobiet i mezczyzn nie
stwierdzitam istotnej zaleznosci miedzy statusem zakazenia a czestoscig haplotypow.
Badanie nie potwierdzito zatem, aby haplotypowa struktura TNFA byta istotnym
czynnikiem w rozwoju zakazenia H. pylori w przebiegu choroby wrzodowe;j.

Obok oszacowania czestosci haplotypow TNFA, ocenitam takze site sprzezenia
miedzy analizowanymi loci TNFA. Za pomocg programu EMLD ocenitam stopien
niezrownowazenia sprzezen miedzy floci -308, -857, -863, -1031 genu TNFA wsrod 203
0sob z choroba wrzodowga. W parach loci -308_-857, -863_-1031 oraz -857_-1031
stwierdzitam istnienie niezrownowazenia o bardzo duzej sile (D' miedzy 0,8901 a
0,9999), w parach -308_-1031 i -857_-863 niezrOwnowazenie o duze sile
(odpowiednio D' 0,4633 i 0,4940), a jedynie w parze -308_-863 o umiarkowane;j sile
(D' 0,1336). Uzyskany wynik potwierdza, ze nielosowe wspotdziedziczenie dotyczy
wszystkich badanych locus TNFA.

06  Salagacka-Kubiak A, Zebrowska M, Wosiak A, Balcerczak M, Mirowski M,
Balcerczak E, 2015, ABCG2 in peptic ulcer: gene expression and mutation
analysis. Journal of Applied Genetics, published on-line 17 November 2015

Rola genu ABCGZ2 w rozwoju choroby wrzodowej nie byta nigdy wczesniej oceniona,
dlatego postawitam sobie za cel zbadanie znaczenia polimorfizmu C421A genu
ABCG2, jak rowniez poziomu ekspresji tego genu w btonie sluzowej zotadka w
rozwoju choroby wrzodowej i rozwoju zakazenia Helicobacter pylori u 0sob z chorobg
wrzodowa.

Postugujac sie technika PCR-RFLP przeprowadzono ocene polimorfizmu C421A
u tacznie 201 pacjentdw z chorobg wrzodowa, zaréwno zakazonych, jak i
niezakazonych H. pylori, oraz u 97 oséb zdrowych (bez choroby wrzodowej). Do
badania poziomu ekspresji wyizolowano metodg kolumienkowa catkowite RNA z
bioptatow btony s$luzowej zotadka osob z chorobg wrzodowa. Steienie i czystosc
uzyskanych preparatow RNA oceniono spekrofotometrycznie. Matrycowe RNA
zawarte w wyizolowanych probach catkowitego RNA byto nastepnie przepisywane na
komplementarne DNA (cDNA). Aby ocenic¢ jakos¢ uzyskanego cDNA, wykonywano
jakosciowg reakcje PCR dla genu metabolizmu podstawowego GAPDH (ang.
glyceraldehyde  3-phosphate dehydrogenase, dehydrogenaza aldehydu  3-
fosfoglicerynowego). Préby, w ktorych uzyskiwano produkt dla GAPDH, podlegaty
dalszej analizie za pomocg techniki PCR z detekcjg przyrostu produktu w czasie
rzeczywistym (ang. real-time PCR). W reakcji tej powielano w trzech powtdrzeniach
dla kazdej préby fragmenty matrycy dla genow ABCG2 i GAPDH (gen referencyjny) w
obecnosci barwnika niespecyficznego SYBR Green. Zarowno dla genu badanego, jak i
referencyjnego wykonano krzywa standardowg, poprzez przeprowadzenie reakc;ji
real-time PCR dla szeregu rozcieniczen amplikondéw dla ABCG2 i GAPDH. Na podstawie
nachylenia uzyskiwanych krzywych standardowych okreslono wydajnosc¢ reakcji real-
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time PCR. Ze wzgledu na réznice w wydajnosci obu reakcji do obliczenia relatywnych
wartosci ekspresji genu ABCG2 (wzgledem ekspresji genu GAPDH) wykorzystano
metode opracowang przez Pfaffl, 2001. Jako kalibrator wykorzystano srednig wartosc
Ct dla genu badanego, jak i referencyjnego obliczong na podstawie wartosci Ct
uzyskanych we wszystkich probach badanych.

Reprezentatywnos¢ analizowanej grupy pacjentow dla populacji badanej
potwierdzona zostata poprzez brak istotnych odstepstw w uzyskanych czestosciach
genotypow od czestosci wynikajgcych z prawa Hardy'ego-Weinberga. Zaréwno w
grupie badanej, jak i kontrolnej dominujacy genotypem byt CC, a genotyp AA
zaobserwowano jedynie w grupie badanej. Nie stwierdzitam istotnej rdznicy w
czestosciach genotypdw i alleli miedzy grupa badang i kontrolng, co nie potwierdza
udziatu tego polimorfizmu w patogenezie choroby wrzodowej zotadka. Genotypy CA
lub AA i allel A wystepowaty nieznacznie czesciej wsrdd osob niezainfekowanych H.
pylori niz w grupie zakazonych tg bakterig, jednak réinica ta nie byta istotna
statystycznie. Nie daje to podstaw do stwierdzenia istotnosci badanego polimorfizmu
w rozwoju zakazenia H. pylori u 0s6b z chorobg wrzodowa.

Obecnos¢ ekspresji genu ABCG2 stwierdzitam u 63,3% badanych oséb z
chorobg wrzodowa. Wezesniejsze badania immunohistochemiczne nie potwierdzity
obecnosci biatka ABCG2 w nabtonku btony $luzowej zotadka, a poziom ekspres;ji
ABCG2 (mierzony za pomoca jakosciowej reakcji RT-PCR) byt relatywnie niski
(Maliepaard i wsp., 2001). Mierzona ekspresja ABCG2 moze pochodzi¢ z naczyn
krwionosnych zawartych w tkankach badanych, w ktérych to ekspresja BCRP zostata
potwierdzona (Diestra i wsp., 2002, Maliepaad i wsp., 2001). Relatywny poziom
wykrytej ekspresji roznit sie znacznie miedzy badanymi chorymi.

Gen ABCG2 posiada elementy odpowiedzi na progesteron i estrogeny,
potwierdzono, ze hormony te podwyiszajg poziom mRNA i kodowanego przez gen
ABCG2 biatka BCRP (Ee i wsp., 2004, Mao, 2008). Nie stwierdzitam zaleznosci miedzy
obecnoscia, ani poziomem ekspresji badanego genu a ptcig 0séb badanych. Jest to
zgodne z obserwacjami Gutmann i wsp., 2005, ktorzy nie stwierdzili rdinic w
poziomie ekspresji ABCG2 w dwunastnicy, jelicie cienkim czy grubym miedzy
kobietami i mezczyznami. Istnieja sprzeczne doniesienia dotyczace zmiennosci
poziomu ekspresji ABCG2 wraz z wiekiem (Kawase i wsp., 2015; Prasard i wsp., 2013).
W omawianym badaniu nie stwierdzitam zaleznosci miedzy obecnoscig, ani
poziomem ekspresji badanego genu a wiekiem oséb badanych.

Aby oceni¢ zwigzek miedzy ekspresjg ABCG2 a zakaieniem H. pylori u
badanych os6b z chorobg wrzodowa, zbadatam zwigzek miedzy obecnoscia, jak i
poziomem ekspresji ABCG2 a obecnoscig zakazenia tg bakterig i intensywnoscia tego
zakazenia (mierzonego pdtilosciowo za pomocy intensywnosci zabarwienia podtoia
wskaznikowego z teécie ureazowym). Nie stwierdzitam statystycznie istotnego
zwigzku miedzy obecnoscia, ani poziomem ekspresji ABCG2 a obecnoscig zakazenia
H. pylori. Jednak wséréd osob zakazonych obecna byta zalezno$¢ miedzy
intensywnoscia tego zakazenia a obecnoscig ekspresji ABCG2. Ekspresja byia
stwierdzana istotnie czesciej u 0s6b o sredniej i wysokiej intensywnosci zakazenia niz
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u oséb, u ktérych ta intensywnosc byta niewielka. Roéwniez poziom ekspresji ABCG2
byt zwigzany z intensywnoscia tego zakazenia: im zakazenie bardziej nasilone, tym
stwierdzany poziom ekspresji ABCG2 byt wyzszy. Uzyskany wynik sugeruje, ze
zakazenie H. pylori nasila ekspresje badanego genu. Potencjalnie za regulacje
ekspresji ABCG2 w tym przypadku moga by¢ odpowiedzialne cytokiny produkowane
w zakazonej btonie $luzowej. Evseenko i wsp., 2007 wykazali, ze podawanie TNF-c. i IL-
1B zmniejsza ekspresje ABCG2 w tozysku, natomiast inne cytokiny (EGF, IGF-2)
zwigkszaja jg. Poznanie doktadnego mechanizmu lezacego u podtoza tego zjawiska
wymaga jednak dalszych badan.

Podsumowanie

Najwazniejsze rezultaty i wnioski wynikajace z przeprowadzonych badan wchodzgcych
w skfad osiagniecia:

1. Istnieje tendencja do czestszego wystepowania genotypu 3435 TT oraz allela 3435
T genu ABCB1 wsrod osob z choroba wrzodowg wzgledem oséb zdrowych oraz
zwigzek miedzy obecnosciag co najmniej jednego allela 3435 T a zwiekszonym
ryzykiem wystapienia zakazenia H. pylori u 0séb z choroba wrzodowa. Potwierdza
to udziat polimorfizmu 3435C>T w rozwoju choroby wrzodowej, jak i w rozwoju
zakazenia H. pylori u 0séb z ta choroba.

2. Obecne s3 istotne roznice w czestosciach haplotypdw genu ABCBI1 miedzy
osobami z choroba wrzodowg i zdrowymi, oraz miedzy osobami z choroba
wrzodowq zakazonymi i niezakazonymi H. pylori, co potwierdza istotnosc¢
struktury haplotypowej ABCB1 dla rozwoju choroby wrzodowej, jak i zakazenia H.
pylori u tych chorych.

3. W grupie badanych oséb z chorobg wrzodowa wszystkie cztery badane loci TNFA,
jak rowniez loci 1236 i 2677 genu ABCB1 podlegajg zjawisku sprzezenia
genetycznego. Jednoczesnie locus 3435 ABCBI1 nie jest sprzezone z dwoma
pozostatymi badanych loci ABCB1. Z tego wzgledu zwiazek polimorfizmu 3435 z
ryzykiem rozwoju choroby wrzodowej, jak i rozwojem zakazenia H. pylori w
przebiegu tej choroby nie jest jedynie wynikiem sprzezenia ,niemego”
polimorfizmu 3435C>T z innymi funkcjonalnymi Jloci ABCBI1, ale efektem
niezaleznego wptywu locus 3435 na te ryzyka.

4. Wsrdd os6b z choroba wrzodowg zakazonych H. pylori istnieje zwigzek miedzy
intensywnoscia tego zakazenia a obecnoscig i poziomem ekspresji genu ABCG2.
Ekspresja byta stwierdzana istotnie czesciej u oséb o $redniej i wysokiej
intensywnosci zakazenia, a jej poziom byt tym wyzszy, im zakazenie bardziej
nasilone. Sugeruje to mozliwos¢ stymulacji ekspresji badanego genu w btonie
sluzowej zotadka pod wptywem zakazenia H. pylori.
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V. Oméwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych
Dziatalnos¢ naukowa

W 2005 roku ukoriczytam z wynikiem bardzo dobrym i wyrdznieniem studia na
kierunku Analityka Medyczna na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego
w todzi i podjgtam studia doktoranckie w Zaktadzie Biochemii Farmaceutycznej (obecnie
Zaktad Biochemii Farmaceutycznej i Diagnostyki Molekularnej Miedzywydziatowej
Katedry Diagnostyki Laboratoryjnej i Molekularnej) Wydziatu Farmaceutycznego UM w
todzi. Od tego czasu pracuje w Pracowni Diagnostyki Molekularnej i Farmakogenomiki
(wczeéniej Pracownia Biologii Molekularnej i Farmakogenomiki) kierowanej przez dr hab.
prof. nadzw. Ewe Balcerczak. W roku 2008 zostalam zatrudniona w Zakladzie na
stanowisku asystenta, a w 2009 roku uzyskatam stopien doktora nauk farmaceutycznych.
Tematem mojej rozprawy doktorskiej byt ,,Ekspresja genu ABCG2 i biatka opornosci raka
piersi (BCRP) jako potencjalnych czynnikdw prognostycznych w raku jelita grubego”
(promotor: prof. dr hab. Marek Mirowski). Od 2011 roku jestem zatrudniona w Zaktadzie
na stanowisku adiunkta.

Sumaryczny impact factor moich wszystkich publikacji wynosi 26,141 (391
punktow MNiSW) a liczba cytowan wg bazy Web of Science Core Collection: 73.

Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk farmaceutycznych wyniki mojej pracy
naukowej byly opublikowane w formie 1 publikacji oryginalnej i 2 publikacjach
przegladowych (IF=2,358; MNiSW: 31), a takie przedstawione na 4 konferencjach
naukowych, w tym 2 zagranicznych.

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych méj dorobek naukowy
obejmuje 21 prac oryginalnych oraz 5 publikacji przegladowych (IF=23,783; MNiSW:
360). Ponadto wyniki mojej pracy byly prezentowane na 15 konferencjach naukowych, w
tym 8 zagranicznych, zarowno w formie doniesien plakatowych, jak i ustnych.

W mojej pracy naukowej, poza badaniami przedstawionymi w ramach rozprawy
habilitacyjnej, wspodtuczestniczytam takze w badaniach dotyczacych:

A. poszukiwania nowych molekularnych czynnikéw ryzyka rozwoju choréb
nowotworowych i zwigzanych z ich przebiegiem czynnikow,
prognostycznych i predykcyjnych

B. poszukiwania nowych molekularnych czynnikéw ryzyka rozwoju chordb
nienowotworowych i zwigzanych z ich przebiegiem czynnikdw,
prognostycznych i predykcyjnych
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C. znaczenia genu FJ194940.1 i kodowanego przez nie biatka ACJ04040.1 w
nowotworach ztosliwych

D. wplywu rodzaju leczenia przewlektej biataczki limfatycznej na ekspresje
genow zwigzanych z apoptoza

E. innych zagadnien

A. Poszukiwanie nowych molekularnych czynnikéw ryzyka rozwoju chordb
nowotworowych i zwigzanych z ich przebiegiem czynnikéw prognostycznych i
predykcyjnych

Rak jelita grubego

W pracy doktorskiej podjetam sie oceny wartosci prognostycznej ekspresji genu
ABCG2 i kodowanego przez nie biatka BCRP w rakach jelita grubego. Badanie to
przeprowadzono we wspétpracy z Zaktadem Patologii Nowotworéw Uniwersytetu
Medycznego w todzi. W badanej grupie przypadkéw raka jelita grubego nie
stwierdzono zaleznosci miedzy poziomami ekspresji ABCG2 i ilosci BCRP a czynnikami
kliniczno-patologicznymi, uznanymi w prognozowaniu tego nowotworu. Mimo to,
zaobserwowano tendencje do dtuzszego czasu przezycia chorych, u ktérych wykryto
nawet niewielkie ilosci biatka BCRP lub wysoka ekspresje ABCG2, co moze sugerowac
istnienie niezaleznego od znanych czynnikéw mechanizmu, w ktérym badany
transporter wptywa na progresje nowotworu.

W innym badaniu dotyczacym rak jelita grubego (JCR 3) oceniono za pomoca
techniki immunohistochemicznej ekspresje NM-23 i maspiny, biatek o charakterze
supresorow nowotworowych. Badanie wykazato, ze posrednia lub wysoka ekspresja
maspiny i NM-23 jest zwigzana z obecnoscia wybranych niekorzystnych czynnikéw
prognostycznych jak typ histologiczny nowotworu, niskie zréznicowanie histologiczne
komorek nowotworowych, gtebsze naciekanie $ciany jelita przez nowotwoér, obecnoéé
przerzutow w weztach chfonnych oraz przerzutéw odlegtych, wyiszy stopnier
zaawansowania nowotworu i zajecie naczyn przez nowotwér. Wykazano réwniez, ze
srednia lub wysoka ekspresja maspiny jest niezaleznym czynnikiem prognostycznym
zwigzanym z krotszym catkowitym czasem przezycia chorych.

W tej samej grupie przypadkow raka jelita grubego zbadano niezaleinie trzy
polimorfizmy genu ABCB1 (1236C>T, 2677G>T/A, 3435C>T) oraz przeprowadzono na
tej podstawie rekonstrukcje haplotypow ABCB1I (JCR 2). Allel 3435 T
wspotwystepowat z mniejszym zaawansowaniem klinicznym nowotworu, mniejszym
naciekaniem $ciany jelita i brakiem przerzutéw odlegtych. W badaniu
wieloparametrowym stwierdzono, ze jest on niezaleznym pozytywnym czynnikiem
prognostycznym i wigze si¢ z nizszym ryzykiem zgonu u badanych pacjentéw.
Wykazano réwniez réing czestos¢ poszczegdlnych haplotypéw ABCBI u chorych
posiadajacych lub nie przerzuty odlegte. Haplotyp Tiz36 G2677_C3a3s byt obecny
wyfacznie w podgrupie pacjentdw o mniejszym stopniu zaawansowania choroby, bez
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przerzutow odlegtych, i tak jak allel 3435 T, jest potencjalnym pozytywnym
czynnikiem prognostycznym w tym typie nowotworu.

Rak Zotqgdka

Wspomniane wczesniej trzy polimorfizmy ABCB1 zbadano takie w kontekscie ich
znaczenia dla rozwoju i progresji raka zotgdka (JCR 10). Nie stwierdzono rdznic w
czestosciach poszczegdlnych genotypow i alleli dla badanych polimorfizméw miedzy
badanymi chorymi a osobami zdrowymi, co nie potwierdza znaczenia tych
polimorfizméw dla ryzyka rozwoju badanego nowotworu. Jednoczesnie
zaobserwowano tendencje do czestszego wystepowania genotypu TT dla wszystkich
badanych polimorfizméw w przypadkach o nizszym stopniu zaawansowania
nowotworu. Dodatkowo, w pilotazowym badaniu na niewielkiej podgrupie chorych
stwierdzono, ze ekspresja ABCB1 w tkance nowotworowej jest nizsza w przypadkach
mniej zaawansowanych klinicznie. Uzyskane wyniki wskazuja, ze gen ABCBI moze by¢
istotny dla progresji raka zotadka.

W badaniu wstepnym (I 9) oceniono zwigzek miedzy wystepowaniem
wariantow dla polimorfizmu C421A genu ACBG2 a ryzykiem rozwoju raka zotgdka.
Zarowno w grupie badanej, jak i grupie osob zdrowych wykazano obecnos¢ jedynie
0s6b o genotypie CC, z tego wzgledu nie mozliwa byta ocena wspomnianej
zaleznosci. Badania sg kontynuowane na liczniejszej grupie chorych.

Szpiczak mnogi

Znaczenie polimorfizmu sekwencji ABCB1 zbadane zostato takie w szpiczaku
mnogim (MM) (JCR 1). W badaniu przeprowadzonym we wspotpracy z Klinikg
Hematologii Uniwersytetu Medycznego w todzi, nie stwierdzono istotnych réznic w
czestosciach genotypdw, jak i alleli dla polimorfizmoéw w pozycjach 1236, 2677, 3435
w grupie oséb z MM i kontrolnej grupie 0séb zdrowych. Grupy te nie réznity sie
rowniez czestoscia haplotypow ABCBI1, ktéra oszacowano matematyczne na
podstawie wynikéw indywidualnego genotypowania ABCB1 we wspomnianych
pozycjach. Badanie nie potwierdzito zatem znaczenia polimorficznej struktury tego
genu w tworzeniu predyspozycji do rozwoju szpiczaka mnogiego.

W innym badaniu nad znaczeniem zmian genetycznych w rozwoju i przebiegu
szpiczaka mnogiego (I 6) przeprowadzono analize polimorfizmow N363S i Bcll genu
NR3C1, kodujacego receptor glukokortykoidowy. Jest on komdrkowym celem dla
deksametazonu, jednego z komponentéw schematu VAD, stosowanego w leczeniu
szpiczaka mnogiego. Wykazano, ze allel Bcll G oraz allel N363S A sg istotnie zwigzane
ze zwiekszonym ryzykiem rozwoju MM. Jednoczesnie nie stwierdzono istnienia
zaleznosci miedzy wystepowaniem poszczegolnych alleli lub genotypow dla
badanych polimorfizméw a uznanymi czynnikami prognostycznymi w MM jak
stezenie kreatyniny, CRP, albuminy, hemoglobiny, stopieit zaawansowania choroby
wg klasyfikacji WHO i Durie-Salmon. Analiza przezycia nie wykazata rdinic w
catkowitym czasie przezycia miedzy grupami chorych leczonych schematem VAD o
réznym genotypie Bcll, stad badanie nie potwierdzito wptywu badanego
polimorfizmu na wyniki terapii tym schematem.
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B. Poszukiwania nowych molekularnych czynnikow ryzyka rozwoju choréb
nienowotworowych i zwigzanych z ich przebiegiem czynnikéw, prognostycznych
i predykcyjnych

Choroba wrzodowa

Poza badaniami nad znaczeniem czynnikdw molekularnych w rozwoju choroby
wrzodowej, przedstawionymi w publikacjach zgtaszanych jako osiggniecie naukowe,
wspoétuczestniczytam rowniez w innych badaniach dotyczacych tej tematyki
prowadzonych we wspdtpracy ze Szpitalem Powiatowym w teczycy. W grupie oséb z
chorobg wrzodowa i w grupie kontrolnej oséb zdrowych przeprowadzono
genotypowanie ABCB1 w pozycjach 1236 i 2677 (JCR 7). Nie stwierdzono istotnych
réznic w czestosciach genotypow i alleli dla badanych polimorfizméw miedzy grupami
badang i kontrolng, zaobserwowano jednak tendencje do czestszego wystepowania
genotypu TT i allela T dla tych polimorfizméw w grupie badanej, co sugeruje ich
zwigzek ze zwiegkszonym ryzykiem rozwoju choroby wrzodowej. Zalezno$é miedzy
wystepowaniem zakazenia H. pylori a czestoscig genotypow stwierdzono jedynie dla
polimorfizmu 1236 w podgrupie chorych kobiet.

Badanie polimorficznej struktury ABCB1 w chorobie wrzodowej poszerzono o
badanie ekspresji tego genu (JCR 9). Wzgledny poziom ekspresji zbadano z pomoca
techniki real-time PCR w prébach RNA wyizolowanego z bioptatéw btony $luzowej
zotadka. Badanie wykazato, ze poziom ekspresji ABCB1 nie jest zwigzany z obecnoscia
zakazenia H. pylori u 0s6éb z chorobg wrzodowa, ani z nasileniem tego zakazenia u
chorych zainfekowanych. Nie réznit sig on takze migdzy kobietami i mezczyznami, byt
jednak zwigzany z wiekiem - istotnie wyiszy poziom ekspresji zanotowano u
pacjentdw starszych.

Depresja

Pracownia Diagnostyki Molekularnej i Farmakogenomiki Zaktadu Biochemii
Farmaceutycznej i Diagnostyki Molekularnej prowadzi wspotprace z Klinikg Psychiatrii
Dorostych UMED w todzi, czego efektem jest mdj udziat w badaniu znaczenia
polimorfizméw ABCB1 dla rozwoju, przebiegu i wynikéow leczenia zaburzen
depresyjnych nawracajacych (rDD). Badania przeprowadzone na grupie oséb z tym
schorzeniem i grupie oséb zdrowych (JCR 12) wykazaty, ze genotyp 3435 TT zwigzany
jest z zwigkszonym ryzykiem rozwoju rDD. Natomiast wsrdd badanych chorych osoby
o genotypie CC wykazywaly istotnie wieksze nasilenie objawdw choroby, ale
jednoczesnie — lepsze wyniki leczenia farmakologicznego.

Wstepna ocena polimorfizmu 1236 (I 8) u niewielkiej czesci chorych z rDD ze
wspomnianego wczeséniej badania nie wykazatfa istnienia zwigzku miedzy obecnoscia
tego wariantu genetycznego a ryzykiem rozwoju badanego schorzenia, nasileniem
objawoéw czy skutecznoscia terapii przeciwdepresyjnej. Badanie rozszerzono
nastepnie na wigkszg grupe chorych oraz wzbogacono o badanie polimorfizmu
2677G>A/T i analizg¢ haplotypowa obejmujacg loci 1236, 2677 i 3435 (praca w
recenzji). Roznice w czestosciach poszczegdlnych genotypéw miedzy badanymi
grupami wykazano dla polimorfizmu 1236, ale nie dla polimorfizmu 2677. Grupy te
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roznity si¢ takze czestoscia oszacowanych haplotypéw ABCBI. Genotyp 2677 GG
wigzat sig¢ z wystepowaniem bardziej nasilonych objawéw choroby. Jednoczeénie u
osob z genotypem 2677 GG lub 1236 CC uzyskiwano lesze efekty terapii
przeciwdepresyjnej.

C. Znacznie genu FJ194940.1 i kodowanego przez nie biatka ACJ04040.1 w
nowotworach ztosliwych

W Pracowni Diagnostyki Molekularnej i Farmakogenomiki Zaktadu Biochemii
Farmaceutycznej i Diagnostyki Molekularnej prowadzone s3 prace badawcze nad
genem FJ/194940.1 i kodowanym przez nie biatkiem ACJ04040.1 (wcze$niej P65).
Wykazano jego przydatnos¢ jako nowego markera molekularnego w monitorowaniu
choréb nowotworowych, a w szczegélnosci w raku jelita grubego: Ustalono
chromosomowa lokalizacje genu i jego homologie do ludzkiego retrowirusa z rodziny
HERV166. Przebieg prac badawczych opisano szczegétowo w Opr 1.
Wspotuczestniczytam w ocenie ekspresji eksonu V genu F/194940.1, ktéra wykazata,
ze istnieje tendencja do nizszego poziomu tej ekspresji u chorych, u ktérych
stwierdzono zajgcie naczyn przez nowotwor. Jednocze$nie ryzyko zgonu pacjentéw o
niskim poziomie ekspresji egzonu V byto niemal dwukrotnie wyzszy w poréwnaniu z
pacjentami o wysokiej ekspresji (JCR 8). Badany poziom ekspresji byt zwiazany z
progresja nowotworu niezaleznie od innych uznanych czynnikéw prognostycznych.

Budowe egzonowo-intronowa genu F/194940.1 przewidywana na podstawie
analiz bioinformatycznych analizowano w kilku typach nowotworéw (m.in. rak piersi,
tarczycy, ostre i przewlekte biataczki). Byto to mozliwe dzieki zastosowaniu zestawu
starterow do PCR pozwalajacych na powielanie fragmentéw poszczegdlnych
przewidywanych egzonéw i potfaczeri egzonowo-intronowych. Wstepne badania
wykazaly, ze gen F/194940.1 podlega procesowi alternatywnego sktadania.
Wspotuczestniczytam w badaniach, ktére potwierdzity wystepowanie tego zjawiska w
raku jelita grubego (JCR 4). Oceniono réwniez uzytecznosci kliniczna oceny splice
wariantow F/194940.1. Obecno$¢ ekspresji egzondéw IV i V i potaczeri miedzy
egzonami lII/IV i IV/V byta zwigzana z wysokim lub posrednim zréznicowaniem
komorek nowotworowych (grading | lub 1), a obecnosé ekspresji egzonow Il i lll oraz
potaczen I/11'i 11/l - z obecnoscig nacieku limfocytarnego, ale i krétszym catkowitym
czasem przezycia chorych.

D. Wplyw rodzaju leczenia przewlekiej biataczki limfatycznej na ekspresje
genow zwigzanych z apoptoza

Wyrazem moich zainteresowari badawczych farmakogenomika byt wspétudziat w
badaniach prowadzonych we wspétpracy z Klinikg Hematologii UMED w todzi.
Dotyczyty zmian ekspresji wielu gendéw pod wptywem zastosowania réznych rodzajow
farmakoterapii w komodrkach jednojadrzastych pobranych od chorych z przewlekty
biataczkg limfatyczng (CLL). W patogenezie tego typu biataczki istotng role odgrywa
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zahamowanie procesu apoptozy w komodrkach limfocytéw, a stosowane obecnie
schematy leczenia maja za zadanie uaktywni¢ ten proces. Do badania wybrano 93
geny zwigzane z procesem apoptozy, a badanie ich relatywnego poziomu ekspresji
przeprowadzono za pomoca tzw. macierzy niskiej gestosci (ang. low density arrays).
Poréwnanie poziomu ekspresji badanych genéw w komérkach traktowanych ex vivo
fludarabing i komérkach poddawanych dziataniu kladrybiny (JCR 6) wytonito grupe 27
genow o zroznicowanej ekspresji. Najwieksze réznice zanotowano dla genéw BAD,
TNFRSF21, DAPK1, CARD6, CARDS. Uzyskany wynik sugeruje, ze fludarabina i
kladrybina mogg wzmagac¢ proces apoptozy poprzez inne sciezki sygnatowe.

Badania kontynuowano, poréwnujac profil ekspresji tych samych 93 gendw w
komorkach poddawanych dziataniu rituksimabu, kladrybiny i cyklofosfamidu (RCC),
szeroko stosowanego schematu leczenia chorych z CLL, uwzgledniajac status mutacji
IGHV (JCR 5). Wyniki badania zdeponowano w bazie Gene Expression Omnibus (nr
dostgpu GSE33925). Przed zastosowaniem wymienionych wczeéniej lekéw wzér
ekspresji badanych genéw w duzej mierze byt zwigzany ze statusem mutacji IGHV. W
podgrupie chorych ze zmutowanym genem IGHV pod wptywem zastosowanego
leczenia wzrastata ekspresja wielu gendw o charakterze proapoptotycznym. Badanie
potwierdzito, Zze schemat RCC moze wywiera¢ swoje dziatanie przez modyfikacje
ekspresji gendw zwigzanych z apoptozg, ale zaleinie do statusu mutacji IGHV.

E. Inne zagadnienia

We wspdtpracy z NZOZ ,Pulsmed” w todzi zbadano wptyw terapii chelatowej na
wyniki bada wybranych parametréw laboratoryjnych u o0séb z umiarkowana
hipercholesterolemia i hiperglikemig (I 7). Terapia chelatowa byta u tych oséb
sposobem wspomagania leczenia podstawowego. Wykazano, ze podczas terapii
chelatowej istotnie zmieniaty sie wartosci stezenia glukozy, cholesterolu catkowitego,
LDL oraz OB. Z uzyskanych wynikéw mozna wnioskowaé, ze terapia chelatowa ma
korzystny wptyw na badane parametry laboratoryjne i moie wspomaga¢ leczenie
statynami.

Inne badanie przeprowadzone we wspdtpracy z ,Pulsmed” dotyczyto
pacjentow z otyloscia, a celem pracy bylo poszukiwanie zaleznosci miedzy
wskaznikami antropometrycznymi, parametrami lipidogramu, stezeniami glukozy,
leptyny i greliny u oséb przed i po implantacji balonu zotadkowego typu BIB
(ORBERA). Wykazano istotng zmiang wartosci wszystkich mierzonych parametréw po
implantacji balonu zotadkowego (spadek wartosci: BMI, WHR, % tkanki ttuszczowej,
ELW/WL, stezenia glukozy, cholesterolu, triglicerydéw, cholesterolu frakcji LDL i
leptyny; wzrost wartosci: stezenia cholesterolu frakcji HDL i greliny). Na podstawie
uzyskanych wynikéw mozna wnioskowac, ze zabieg implantacji balonu zotadkowego
typu BIB (ORBERA) wptywa korzystnie na badane parametry laboratoryjne i
antropometryczne. Publikacja dokumentujaca to badanie (I 10) nie zostata ujeta w

analizie bibliometrycznej. P
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