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Wykaz publikacji stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej

Ponizej przedstawiono spis publikacji bedacych postawg rozprawy doktorskiej
pt. ,Rola polimorfizméw gendw kodujgcych wybrane transportery z nadrodziny ABC oraz
rodziny OATP w predyspozycji do rozwoju oraz skutecznosci terapii szpiczaka mnogiego”.
Sumaryczny IF jest réwny 6,743, zas punktacja MEIN wynosi 155 zgodnie z punktacjg za rok

publikacji artykutéw.
Publikacja |

Niebudek K, Balcerczak E, Mirowski M, Zebrowska M. Association of ABCB1 T-129C
polymorphism and multiple myeloma risk in Polish population. Pol J Pathol. 2018;69(4):405-9.
Epub 2019/02/23. doi: 10.5114/pjp.2018.81700.

Punktacja: IF = 0.664, MEiN =15

Publikacja Il

Niebudek K, Balcerczak E, Mirowski M, Pietrzak J, Zawadzka |, Zebrowska-Nawrocka M.
The contribution of ABCG2 G34A and C421A polymorphisms to multiple myeloma susceptibility.
Onco Targets Ther. 2019;12:1655-60. Epub 2019/03/19. doi: 10.2147/0tt.s195245.

Punktacja: IF = 3.337, MEIN =70

Publikacja Ill

Michalska K, Balcerczak E, Jelen A, Saed L, Pietrzak J, Zebrowska-Nawrocka M.
Effects of the SLCO1B1 A388G single nucleotide polymorphism on the development, clinical
parameters, treatment, and survival of multiple myeloma cases in a Polish population.
Molecular Biology Reports. 2022. doi: 10.1007/s11033-022-08162-x.

Punktacja: IF = 2.742, MEiIN =70
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Wyniki badan prezentowane w ramach niniejszej pracy zostaty réwniez przedstawione

w formie 8 komunikatéw zjazdowych na krajowych i miedzynarodowych konferencjach

naukowych:

Il Ogdlnopolska Konferencja Studentéw Medycyny Laboratoryjnej — ,,Mtodzi Diagnosci
w todzi”- sesja plakatowa dla doktorantéw praca ,Ocena zwigzku polimorfizmu
pojedynczego nukleotydu w pozycji T-129C genu ABCB1 z ryzykiem rozwoju szpiczaka
mnogiego.” £édz, 2018.

International Conference of Natural and Medical Sciences: Young Scientists,
PhD Students and Students w Lublinie - ,,Ocena ryzyka rozwoju szpiczaka mnogiego —
analiza SNP C421A w genie ABCG2.” Lublin, 2017.

VIII Ogdlnopolska Konferencja Postepy w Badaniach Biomedycznych - “Badanie
funkcjonalnych polimorfizmdéw pojedynczego nukleotydu w transporterze BCRP
i wzrostu ryzyka zachorowania na szpiczaka mnogiego.” Warszawa, 2017.

XXI Gliwickie Spotkania Naukowe — “Analysis of SNP G34A on the ABCG2 gene
and potential susceptibility to multiple myeloma.” Gliwice, 2017.

13th International Juvenes Pro Medicina - ,,Assesment of ploymorphism at position
G34A of the ABCG2 gene in the group of patients with multiple myeloma.” £6dz, 2017.
IV Ogdlnopolska Konferencja Studentéw Medycyny Laboratoryjnej i Mtodych
Diagnostéw ,Wschodzgca Diagnostyka” — ,Wstepna analiza polimorfizméw G34A
i C421A genu ABCG2 w grupie pacjentdow ze szpiczakiem mnogim.” Biatystok, 2017.

VIl Konferencja Naukowa Postepy w Badaniach Biomedycznych —,,Ocena polimorfizmu
C421A genu ABCG2 w grupie pacjentdow ze szpiczakiem mnogim — badania wstepne.”
Warszawa, 2017.

XX Gliwickie Spotkania Naukowe — ,, Evaluation of polymorphism T-129C in the promoter

of ABCB1 gene in patients with multiple myeloma.” Gliwice, 2016.
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Catkowity dorobek naukowy wraz z analizg bibliometryczng

Autorstwo lub wspétautorstwo 9 oryginalnych prac naukowych o tgcznym wspétczynniku

IF = 31,689 i punktacji MEiIN = 765 zgodnie z punktacja za rok publikacji artykutow.

Prace oryginalne:

1.

Niebudek K, Balcerczak E, Mirowski M, Zebrowska M. Association of ABCB1 T-129C
polymorphism and multiple myeloma risk in Polish population. Pol J Pathol.
2018;69(4):405-9. Epub 2019/02/23. doi: 10.5114/pjp.2018.81700.

Niebudek K, Balcerczak E, Mirowski M, Pietrzak J, Zawadzka |, Zebrowska-Nawrocka M.
The contribution of ABCG2 G34A and C421A polymorphisms to multiple myeloma
susceptibility. Onco Targets Ther. 2019;12:1655-60. Epub  2019/03/19.
doi: 10.2147/0tt.s195245.

Michalska K, Balcerczak E, Jelen A, Saed L, Pietrzak J, Zebrowska-Nawrocka M. Effects
of the SLCO1B1 A388G single nucleotide polymorphism on the development, clinical
parameters, treatment, and survival of multiple myeloma cases in a Polish population.
Molecular Biology Reports. 2022. doi: 10.1007/s11033-022-08162-x.

Pietrzak J, Szmajda-Krygier D, Wosiak A, Swiechowski R, Michalska K, Mirowski M, et al.
Changes in the expression of membrane type-matrix metalloproteinases genes (MMP14,
MMP15, MMP16, MMP24) during treatment and their potential impact on the survival
of patients with non-small cell lung cancer (NSCLC). Biomedicine & Pharmacotherapy.
2022;146:112559. doi: https://doi.org/10.1016/j.biopha.2021.112559.

Pazik M, Michalska K, Zebrowska-Nawrocka M, Zawadzka |, tochowski M, Balcerczak E.
Clinical significance of HRAS and KRAS genes expression in patients with non-small-cell
lung cancer - preliminary findings. BMC Cancer. 2021;21(1):130. Epub 2021/02/08.
doi: 10.1186/512885-021-07858-w.

Pietrzak J, Mirowski M, Swiechowski R, Wodzifski D, Wosiak A, Michalska K, et al.
Importance of Altered Gene Expression of Metalloproteinases 2, 9, and 16 in Acute
Myeloid Leukemia: Preliminary Study. ) Oncol. 2021;2021:6697975. Epub 2021/05/27.
doi: 10.1155/2021/6697975.
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7.

Wosiak A, Wodzinski D, Michalska K, Pietrzak J, Kordek R, Balcerczak E. Assessment
of the Role of Selected SMAD3 and SMAD4 Genes Polymorphisms in the Development

of Colorectal Cancer: Preliminary Research. Pharmgenomics Pers Med. 2021;14:167-78.

Epub 2021/02/06. doi: 10.2147/pgpm.s281958.

Zawadzka |, Jeler A, Pietrzak J, Zebrowska-Nawrocka M, Michalska K, Szmajda-Krygier
D, et al. The impact of ABCB1 gene polymorphism and its expression on non-small-cell

lung cancer development, progression and therapy - preliminary report. Sci Rep.

2020;10(1):6188. Epub 2020/04/12. doi: 10.1038/s41598-020-63265-4.

Pietrzak J, Mirowski M, Jelen A, Swiechowski R, Wodziiski D, Niebudek K, et al.

Decreased MMP1 gene expression in acute myeloid leukaemia. Mol Biol Rep.

2019;46(2):2293-8. Epub 2019/02/13. doi: 10.1007/s11033-019-04685-y.

Analiza bibliometryczna:
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Spis publikacji — mgr Katarzyna Michalska

+6dz, 04-01-2023

Punktacja Y d ie spisu publikacji przedstawionego przez osobeg zainteresowana, przy uzyciu list Impact Factor

na
i MEIiN za rok publikacji artykutu.

tacznie 28 cytowar (28 bez autocytowart), indeks Hirscha wynosi 3 (Zrédio: ISI Web of Science Core Collection).

tacznie 37 cytowan (37 bez autocytowar), indeks Hirscha wynosi 3 (Zrédio: Scopus).

Piiice pierwszy/ostatni | IF zroku | MEiNz Typ
autor? publ roku publ | publikacji

Michalska K, Balcerczak E, Jelen A, Saed L, Pietrzak J, Zebrowska-Nawrocka M. Effects of the pierwszy 2,742 70

SLCO1B1 A388G single nucleotide polymorphism on the development, clinical parameters, treatment,

and survival of multiple myeloma cases in a Polish population. Molecular Biology Reports. 2022. doi:

10.1007/s11033-022-08162-x oryginal

Pietrzak J, Szmajda-Krygier D, Wosiak A, Swiechowski R, Michalska K, Mirowski M, et al. Changes in 7,419 100

the expression of membrane type-matrix metalloproteinases genes (MMP14, MMP15, MMP16, MMP24)

during treatment and their potential impact on the survival of patients with non-small cell lung cancer

(NSCLC). Biomedicine & Pharmacotherapy. 2022;146:112559. doi: 10.1016/j.biopha.2021.112559 oryginal

Pazik M, Michalska K, Zebrowska-Nawrocka M, Zawadzka I, Lochowski M, Balcerczak E. Clinical 4,638 100

significance of HRAS and KRAS genes expression in patients with non-small-cell lung cancer -

preliminary findings. BMC Cancer. 2021;21(1):130. Epub 2021/02/08. doi: 10.1186/512885-021-07858-w oryginal

Pietrzak J, Mirowski M, Swiechowski R, Wodzinski D, Wosiak A, Michalska K, et al. Importance of 4,501 100

Altered Gene Expression of Metalloproteinases 2, 9, and 16 in Acute Myeloid Leukemia: Preliminary

Study. J Oncol. 2021;2021:6697975. Epub 2021/05/27. doi: 10.1155/2021/6697975 oryginal

Wosiak A, Wodzinski D, Michalska K, Pietrzak J, Kordek R, Balcerczak E. Assessment of the Role of 2,606 100

Selected SMAD3 and SMAD4 Genes Polymorphisms in the Development of Colorectal Cancer:

Preliminary Research. Pharmacogenomics Pers Med. 2021;14:167-78. Epub 2021/02/06. doi:

10.2147/pgpm.s281958 oryginal
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Zawadzka I, Jelen A, Pietrzak J, Zebrowska-Nawrocka M, Michalska K, Szmajda-Krygier D, et al. The 4,38 140
impact of ABCB1 gene polymorphism and its expression on non-small-cell lung cancer development,
progression and therapy - preliminary report. Sci Rep. 2020;10(1):6188. Epub 2020/04/12. doi:
10.1038/541598-020-63265-4. oryginal
Niebudek K, Balcerczak E, Mirowski M, Pietrzak J, Zawadzka I, Zebrowska-Nawrocka M. The pierwszy 3,337 70
contribution of ABCG2 G34A and C421A polymorphisms to multiple myeloma susceptibility. Onco
Targets Ther. 2019;12:1655-60. Epub 2019/03/19. doi: 10.2147/ott.s195245. oryginal
Pietrzak J, Mirowski M, Jelen A, Swiechowski R, Wodzinski D, Niebudek K, et al. Decreased MMP1 1,402 70
gene expression in acute myeloid leukaemia. Mol Biol Rep. 2019;46(2):2293-8. Epub 2019/02/13. doi:
10.1007/s11033-019-04685-y oryginal
Niebudek K, Balcerczak E, Mirowski M, Zebrowska M. Association of ABCB1 T-129C polymorphism pierwszy 0,664 15
and multiple myeloma risk in Polish population. Pol J Pathol. 2018;69(4):405-9. Epub 2019/02/23. doi:
10.5114/pjp.2018.81700. oryginal
SUMA 31,689 765

mgr Aleksandra Andrzejewska
Oddziat Bibliografii i Bibliometrii
Uniwersytetu Medycznego w todzi
punktacja@umed.lodz.pl

Granty:

Laureatka programu grantowego Granty UMEDu (nr grantu: 564/3-000-00/564-20-013) -
kierownik projektu naukowego —,Assesment of polymorphism at position G34A of the ABCG2
gene in the group of patients with multiple myeloma”. Opiekun: prof. dr. hab. n. farm. Ewa

Balcerczak. £t6dz, 2016

Komunikaty zjazdowe i nagrody:

Autorstwo/wspdtautorstwo  tacznie 11 komunikatéw  zjazdowych prezentowanych
na 11 krajowych i miedzynarodowych konferencjach naukowych.

Nagrody na konferencjach:

— Il miejsce w Il Ogdlnopolskiej Konferencji Studentéw Medycyny Laboratoryjnej —
»Mtodzi Diagnosci w todzi” - sesja plakatowa dla doktorantow praca pt. ,,Ocena zwigzku
polimorfizmu pojedynczego nukleotydu w pozycji T-129C genu ABCB1 z ryzykiem

rozwoju szpiczaka mnogiego.” £édz, 2018

-8-
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I miejsce w sesji Oncology and Hematology - 13th International Juvenes Pro Medicina

- ,Assesment of ploymorphism at position G34A of the ABCG2 gene in the group of

patients with multiple myeloma.” £t6dz, 2017

— | miejsce w IV Ogdlnopolskiej Konferencji Studentéw Medycyny Laboratoryjnej
i Mtodych Diagnostéw ,Wschodzgca Diagnostyka” — ,,Wstepna analiza polimorfizméw
G34A i C421A genu ABCG2 w grupie pacjentéw ze szpiczakiem mnogim.” Biatystok,
2017

— I miejsce w Sesji Immunologiczno — Genetycznej IV Ogdélnopolskiej Konferencji LTSAM

— Lubelskiego Towarzystwa Studentdéw Analityki Medycznej, Lublin, 2016

— Il miejsce w Il Ogdélnopolskich Symulacjach Diagnostycznych, Wroctaw, 2016

Nagrody Rektora Uniwersytetu Medycznego w todzi:
Nagroda Il stopnia za publikacje “The contribution of ABCG2 G34A and C421A polymorphisms

to multiple myeloma.” £tédz, 2020

Nagroda lll stopnia za publikacje “Decreased MMP1 gene expression in acute myeloid

leukaemia." £t6dz, 2020
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Mgr Katarzyna Michalska jest absolwentkg kierunku Analityka Medyczna.
W 2017 roku ukonczyta z wynikiem bardzo dobrym studia na Oddziale Medycyny
Laboratoryjnej Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w todzi bronigc prace
magisterskg pt. ,,Ocena polimorfizmu w pozycji G34A genu ABCG2 w grupie pacjentow
ze szpiczakiem mnogim”. Promotorem pracy magisterskiej byta prof. dr hab. n. farm. Ewa
Balcerczak, a opiekunem dr n. farm. Marta Zebrowska. Praca magisterska zostata nagrodzona

I miejscem w Wydziatowym Konkursie Prac Magisterskich w 2017 r.

Od 2014 r. aktywnie pracowata w Studenckim Kole Naukowym przy Pracowni
Diagnostyki Molekularnej i Farmakogenomiki Zaktadu Biochemii Farmaceutycznej
i Diagnostyki Molekularnej Uniwersytetu Medycznego w todzi pod opieka
prof. dr. hab. n. farm. Ewy Balcerczak. W 2016 r. zostata przewodniczgcy Studenckiego Kota
Naukowego przy Pracowni Diagnostyki Molekularnej i Farmakogenomiki Zaktadu Biochemii
Farmaceutycznej i Diagnostyki Molekularnej Uniwersytetu Medycznego w todzi.
W tym samym roku mgr Katarzyna Michalska zostata laureatkg programu Granty UMEDu
(nr grantu: 564/3-000-00/564-20-013). Kierowata projektem naukowym pt. , Assesment
of polymorphism at position G34A of the ABCG2 gene in the group of patient with multiple

myeloma” pod opiekg prof. dr. hab. n. farm. Ewy Balcerczak.

Mgr Katarzyna Michalska przez caty czas trwania studiéw aktywnie pracowata
na rzecz organizacji studenckiej tédzkiego Towarzystwa Studentéw Medycyny Laboratoryjnej
- LTSML biorgc udziat w organizacji akcji studenckich o profilu edukacyjno-profilaktycznym,
inicjatywach uczelnianych, organizacji | i Il Ogdélnopolskiej Konferencji Studentéw Medycyny
Laboratoryjnej ,,Mfodzi diagnosci w todzi”. Reprezentowata srodowisko studentéw Wydziatu
Farmaceutycznego w Radzie Wydziatu. Mgr Michalska byta cztonkiem Wydziatowego Zespotu

ds. Zapewniania Jakosci Ksztatcenia.

W 2017 r. rozpoczeta studia doktoranckie w Zaktadzie Biochemii Farmaceutycznej
i Diagnostyki Molekularnej Uniwersytetu Medycznego w todzi pod opieka prof. dr hab. n. farm.
Marka Mirowskiego. W 2018 roku zostata zatrudniona na 1/3 etatu w Zaktadzie Biochemii

Farmaceutycznej i Diagnostyki Molekularnej Uniwersytetu Medycznego w todzi na stanowisku

-10-
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asystenta. Prowadzita zajecia dydaktyczne dla studentédw kierunku analityka medyczna
i farmacja z przedmiotéw: Biochemia, Biochemia kliniczna, Biologia molekularna, Diagnostyka
molekularna, Praktyczna nauka zawodu. Dodatkowo opiekowata sie cztonkami Studenckiego
Kota Naukowego, aktywnie uczestniczyta w przygotowywanych w Zaktadzie pracach
magisterskich, aplikacjach grantowych sktadanych przez Zaktad do NCN w ramach konkurséw
PRELUDIUM i OPUS, organizacji kurséw i szkolen specjalizacyjnych, dni otwartych Wydziatu
i Uczelni, prowadzita wyjazdowe zajecia edukacyjne dla uczniéw licedw promujgcych nauke
i Uniwersytet. Mgr Katarzyna Michalska stale podnosita swoje kompetencje naukowo-
dydaktyczne corocznie biorgc udziat w wielu kursach i szkoleniach edukacyjnych. Przewéd
doktorski zostat otworzony w dniu 18.12.2018 r. na Radzie Wydziatu Farmaceutycznego

Uniwersytetu Medycznego w todzi.

-11-
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Wykaz skrétéw
Wykaz skrotow

5'UTR rejon 5’ niepodlegajacy translacji
(ang. 5" untranslated region)

ABC rodzina biatek majacych kasete wigzacg ATP
(ang. ATP-Binding Cassette Family)

AML ostra biataczka szpikowa
(ang. Acute Myeloid Leukemia)

BCRP biatko opornosci raka piersi
(ang. Breast Cancer Resistance Protein)

CAR-T chimeryczny receptor antygenowy limfocytéw T
(ang. Chimeric Antigen Receptors T cells)

CML przewlekta biataczka szpikowa
(ang. Chronic Myeloid Leukemia)

CNV zmiennos¢ liczby kopii
(ang. Copy Number Variations)

COSMIC katalog mutacji somatycznych w raku
(ang. Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer)

CRAB kryteria uszkodzenia narzagdowego w szpiczaku mnogim CRAB
(ang. C- calcium elevation, R- renal insufficiency, A- anemia, B- bone disease)

DLBCL chtoniak rozlany z duzych komérek B
(ang. Diffuse Large B-cell Lymphoma)

FISH fluorescencyjna hybrydyzacja in situ
(ang. Fluorescent In Situ Hybridization)

GST transferaza glutationowa

(ang. Glutathione S-Transferases)

-12 -
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IMWG Miedzynarodowa Grupa Robocza ds. Szpiczaka
(ang. International Myeloma Working Group)
KRN Krajowy Rejestr Nowotworéw
LDH dehydrogenaza mleczanowa
(ang. Lactate Dehydrogenase)
MDR 1 biatko opornosci wielolekowej 1
(ang. Multidrug Resistance Protein 1)
MGUS gammapatia monoklonalna o nieokreslonym znaczeniu
(ang. Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significance)
MM szpiczak mnogi
(ang. Multiple Myeloma)
MRP biatko zwigzane z opornoscig wielolekowa
(ang. Multidrug Resistant Protein)
NCBI Narodowe Centrum Informacji Biotechnologiczne;j
(ang. National Center for Biotechnology Information)
NIK Najwyzsza Izba Kontroli
NSCLC niedrobnokomaédrkowy rak ptuca
(ang. Non-Small-Cell Lung Cancer)
OAT rodzina organicznych transporteréw anionowych
(ang. Organic Anion Transporter Family)
OATP rodzina polipeptyddw transportujgcych aniony organiczne
(ang. Organic Anion Transporting Polypeptide Family)
OATP1B1 polipeptyd transportujgcy aniony organiczne 1 B1
(ang. Organic Anion Transporter Polypeptide 1 B1)
ocCT rodzina organicznych transporteréw kationowych

(ang. Organic Cation Transporter Family)
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PC rak trzustki
(ang. Pancreatic Cancer)
PCR reakcja taicuchowa polimerazy
(ang. Polymerase Chain Reaction)
PepT rodzina transporterow peptydowych
(ang. Peptide Transporter Family)
P-gp glikoproteina-P (ang. P-glycoprotein)
RFLP polimorfizm dtugosci fragmentdéw restrykcyjnych
(ang. Restriction Fragments Length Polymorphism)
R-ISS zmodyfikowany miedzynarodowy system oceny zaawansowania dla szpiczaka
mnogiego
(ang. Revised International Staging System)
SCLC drobnokomdrkowy rak ptuca
(ang. Small Cell Lung Cancer)
SLiM zmodyfikowane kryteria uszkodzenia narzagdowego w szpiczaku mnogim
(ang. S- Sixty, Li- Light Chains, M- Magnetic Resonanse)
SMM tlacy szpiczak mnogi (ang. Smoldering Multiple Myeloma)
SNP polimorfizm pojedynczego nukleotydu
(ang. Single Nucleotide Polymorphism)
tDDI interakcje lek-lek za posrednictwem transportera
(ang. Transporter-mediated Drug—Drug Interactions)
TNF- a czynnik martwicy nowotworéw a
(ang. Tumor Necrosis Factor o)
VNTR zmienna liczba powtérzen tandemowych
(ang. Variable Number of Tandem Repeats)
WHO Swiatowa Organizacja Zdrowia

(ang. World Health Organization)
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Nowotwory sg obecnie jednym z najwazniejszych problemdw zdrowotnych na swiecie.
Catkowite ryzyko zachorowania na raka w wieku 0-74 lat wynosi 20.2% (odpowiednio 22.4%
u mezczyzn i 18.2% u kobiet). W 2018 r. zdiagnozowano tgcznie 18 milionéw nowych
przypadkéw nowotworéw. Pod wzgledem 3$miertelnosci nowotwory stanowig druga
po chorobie niedokrwiennej serca przyczyne zgondw na Swiecie (8.97 min zgondw).
Najprawdopodobniej stang sie pierwszg przyczyng zgondw na swiecie do 2060 r. (estymacja
ok. 18.63 miIn zgondéw) [1, 2]. Liczba zachorowan na nowotwory ztosliwe w Polsce w ciggu
ostatnich trzech dekad wrosta ponad dwukrotnie [3]. Wedtug raportu Najwyzszej Izby Kontroli
(NIK) w Polsce zachorowalnosé¢ na choroby onkologiczne do 2025 roku prawdopodobnie
wzrosnie o ponad 25 procent, a nowotwory stang sie wéwczas gtdwng przyczyng zgondw

w Polsce [4].

Wsréd alarmujgcych statystyk epidemiologicznych dotyczgcych nowotwordéw coraz
wiecej danych odnosi sie do nowotworéw hematologicznych. Zgodnie z obowigzujgca
klasyfikacjg Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO — ang. World Health Organization),
wyodrebniono dwie podstawowe grupy nowotworéow hematologicznych: nowotwory uktadu
krwiotwdrczego oraz nowotwory ukfadu chtonnego. W bazie Krajowego Rejestru
Nowotworéw (KRN) nowotwory krwi podzielone zostaty nastepujgco: nowotwory tkanki
limfatycznej i krwiotwdrczej, chtoniaki Hodgkina, chfoniaki nie-Hodgkina, szpiczak
plazmocytowy i nowotwory z komdrek plazmatycznych, biataczki, biataczka limfatyczna,

biataczka szpikowa [3].

Nowotwory ztosliwe z komédrek plazmatycznych obejmujg szereg chordb: gammapatie
monoklonalng o nieokreslonym znaczeniu (MGUS - ang. Monoclonal Gammopathy of
Undetermined Significance), tlgcego szpiczaka mnogiego (SMM -
ang. Smoldering Multiple Myeloma), szpiczaka mnogiego (MM — ang. Multiple Myeloma)
oraz biataczke z komérek plazmatycznych [5]. Szpiczak mnogi okreslny takze mianem szpiczaka
plazmocytowego nalezy do grupy ztosliwych gammapatii monoklonalnych. Jest nowotworem
komérek krwi wywodzgcym sie ze szpiku kostnego, w ktérym nadmiernie mnozg sie i gromadzg

zmienione nowotworowo komérki plazmatyczne [6]. Stanowi okoto 10-13 % nowotwordéw
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hematologicznych i okoto 1-2 % sposréd wszystkich nowotwordw [5, 7, 8]. Zachorowalnos¢
w Europie w wynosi 4.5-6.0/100 000 populacji. Kazdego roku odnotowuje sie ponad 48 000
nowych przypadkéw i okoto 31 000 zgonéw z powodu tego nowotworu [9].
W Polsce zachorowalnos¢ wynosi 1-8/100 000 przypadkéw rocznie. W latach 2010-2018
stwierdzono ponad 16 tysiecy zachorowan i ponad 11 tysiecy zgondw
z powodu szpiczaka mnogiego i nowotworéw komoédrek plazmatycznych [10].
Wraz z chtoniakiem rozlanym z duzych komérek B (DLBCL - ang. Diffuse Large B-cell Lymphoma)
szpiczak mnogi jest drugim pod wzgledem czestosci zachorowarnn nowotworem ukfadu
limfoidalnego po przewlektej biataczce limfocytowej (CML - ang. Chronic Myeloid Leukemia).
Wedtug danych z Krajowego Rejestru Nowotwordw, w Polsce w roku 2018 zanotowano 1 583

nowych zachorowan [11].

Wiekszo$¢ zachorowan na szpiczaka wystepuje u osdb starszych, mediana okoto
66—70 lat. Ryzyko zachorowania na ten nowotwoér wzrasta wraz z wiekiem poczawszy
od széstej dekady zycia osiggajac najwyzszg wartos¢ w 6smej dekadzie zycia. Choroba
wystepuje czesciej u mezczyzn niz u kobiet oraz dwukrotnie czesciej u Afroamerykanéw
w poréwnaniu z osobnikami rasy biatej [12, 13]. Na poczatku rozwoju choroby wystepuja
objawy nieswoiste, czesto nie sugerujgce rozwijajgcego sie procesu nowotworowego, takie jak
bdl kosci, zmeczenie, czy utrata masy ciata. Objawy te poczatkowo mogg by¢ ignorowane
lub pomijane zaréwno przez pacjentéow jak i lekarzy, przez co szpiczak mnogi czesto
diagnozowany jest przypadkowo, w znacznie zaawansowanym stadium rozwoju [14].
Dodatkowo, brak jest obecnie skutecznych metod diagnostycznych umozliwiajgcych wykrycie
choroby dostatecznie wczesnie, a przez to pozwalajgcych na prowadzenie efektywnych badan

przesiewowych w grupach wysokiego ryzyka rozwoju tego nowotworu [8].

W péiniejszych stadiach rozwoju choroby najbardziej charakterystyczne dla MM
sg zmiany osteolityczne w kosciach, anemia, skaza krwotoczna, wzrost lepkosci krwi,
uposledzenie uktadu odpornosciowego, nawracajgce infekcje, niewydolnos¢ nerek czy objawy
wynikajgce z hiperkaclemii [5, 15]. W wielu przypadkach komorki plazmatyczne produkuja
charakterystyczng dla szpiczaka nieprawidtowg immunoglobuline monoklonalng (biatko M):
IgG, IgM, IgA, rzadziej IgE czy IgD lub biatko taricucha lekkiego (kappa lub lambda). Skutkuje

to nadmierng lepkoscig krwi i ostatecznie prowadzi do uszkodzenia wielu narzgdow [5].

-16 -



Katarzyna Michalska Rozprawa doktorska
Uzasadnienie podjetej tematyki badawczej

W przebiegu MM dochodzi do uszkodzenia narzagdow koricowych, klasyfikowanych
zbiorczo jako kryteria CRAB (CRAB - ang. C- calcium elevation, R- renal insufficiency, A- anemia,
B- bone disease). Obejmuja one hiperkalcemie, niewydolnos¢ nerek, anemie i zmiany kostne.
Wraz z innymi parametrami zwigzanymi z chorobg kryteria CRAB nadal s3 pomocne przy
rozpoznaniu choroby [8]. Definicja uszkodzenia narzadowego zwigzanego ze szpiczakiem
plazmocytowym zostata przez Miedzynarodowg Grupe Roboczg ds. Szpiczaka zaktualizowana
i rozszerzona w 2014 r. o tzw. kryteria SLiM (SLiM - ang. S- Sixty, Li- Light Chains, M- Magnetic
Resonanse), gdzie obok kryteriow oceny CRAB dodatkowo ocenia sie odsetek klonanlych
plazmocytéw, stosunek stezenia klonalnych do nieklonalnych wolnych taricuchdéw lekkich

oraz obecnos¢ naciekdw w badaniu rezonansu magnetycznego [11].

Do oceny stopnia zaawansowania szpiczaka mnogiego zgtoszony zostat w 1975 roku
System Durie-Salmon (DSS — ang. Durie-Salmon Staging System). Ocena w systemie Durie-
Salmon obejmuje pomiar ilosci biatka M w surowicy i/lub moczu, stezenie wapnia,
hemoglobiny i kreatyniny we krwi oraz obecnosé zmian kostnych w badaniach obrazowych
[16]. Metoda DSS dzieli MM na trzy stopnie zaawansowania na podstawie parametréw
klinicznych. Jednym z ograniczen zwigzanych z metodg DSS, jest subiektywnos¢ w okreslaniu
zakresu choroby kosci, stad istniata konieczno$¢ zastosowania bardziej obiektywnego
narzedzia. Wprowadzono dodatkowo nowy miedzynarodowy system oceny zaawansowania
szpiczaka (ISS — ang. International Staging System). ISS jest prostym systemem stratyfikacji
ryzyka stosowanym do diagnozy i prognozowania MM na podstawie dwdch parametrow —
mikroglobuliny B2 i albuminy w surowicy. W 2015 r. IMWG (IMWG - ang. International
Myeloma Working Group) opublikowato zmodyfikowany miedzynarodowy systemu oceny
zaawansowania dla szpiczaka mnogiego (R-ISS — ang. Revised International Staging System)
uwzgledniajacy dodatkowo dwa kolejne czynniki prognostyczne: ocene ryzyka genetycznego
za pomocg hybrydyzacji fluorescencyjnej in-situ (FISH — ang. Fluorescent In Situ Hybridization)

oraz poziomu dehydrogenazy mleczanowe] (LDH — ang. lactate dehydrogenase) (8, 16].

Szpiczak mnogi jest ztozonym genetycznie nowotworem i dotychczas nie poznano
w petni molekularnych podstaw jego rozwoju. Przyjmuje sie, ze wieloetapowe zmiany
genetyczne prowadzg powszechnie do progresji MGUS do szpiczaka mnogiego [17]. Uwage

zwraca sie na jednoczesny udziat wielu czynnikéw, w tym S$rodowiskowych, fizycznych,
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chemicznych, biologicznych i genetycznych jako przyczyn lezgcych u podstaw rozwoju MM
[18]. Najprawdopodobniej w wyniku wieloetapowej ewolucji genomowej i zmian
mikrosrodowiskowych dochodzi do proliferacji ztosliwych komdrek plazmatycznych [17].
Osoby z rodzenstwem lub rodzicami ze szpiczakiem mnogim moga by¢ bardziej narazone
na rozwodj tego nowotworu niz osoby, ktére nie majg historii rodzinnej w kierunku tego
rozpoznania. Donoszono, ze krewni pierwszego stopnia pacjentéw z MM majg wzgledne ryzyko
od dwdch do czterech razy wyisze niz pacjenci, u ktérych w rodzinie nie stwierdzono
zachorowan na MM, co podkresla role czynnikéw genetycznych w predyspozycji do rozwoju
choroby. Jednak wiekszos¢ oséb z tym nowotworem nie ma krewnych z pozytywnym
wywiadem w kierunku szpiczaka mnogiego [19].

W ostatnich latach prowadzono wiele badan oceniajgcych zwigzek miedzy czynnikami
dziedzicznymi, a ryzykiem zachorowania na nowotwory. Zmienne genetyczne, od substytucji
pojedynczych nukleotydéw do aberracji chromosomowych, mogg mie¢ wiekszy wktad
w rozwdj raka niz zmienne srodowiskowe [20]. Nieprawidtowosci cytogenetyczne
sq wykrywane w 90% komoérek plazmatycznych w szpiczakiem mnogim. Ponadto szpiczak
wykazuje znaczng niejednorodnosc¢ klonalng, ktdra charakteryzuje sie wystepowaniem klonéw
o zrdznicowanych nieprawidtowosciach genomicznych, ktére moga wptywaé na wrazliwosé

komérek nowotworowych na stosowang chemioterapie oraz rokowanie pacjenta [5, 21].

Ze wzgledu na rodzaj aberracji cytogenetycznych szpiczak plazmocytowy zostat
podzielony na dwie duze kategorie: typ hiperdiploidalny, o lepszym rokowaniu, w ktérym
wystepujg trisomie chromosoméw nieparzystych oraz typ niehiperdiploidalny, ktéry
charakteryzuje sie obecnoscig translokacji gendw immunoglobulinowych i ma agresywny
przebieg kliniczny. Podczas progresji i kolejnych nawrotéw w klonie nowotworowym pojawiajg
sie wtorne aberracje, w tym te zwigzane ze ztym rokowaniem: delecja 17p, delecje 13q, delecja
1p i amplifikacja 1q [22]. Do najczesciej zgtaszanych w MM zmian genomowych nalezg: KRAS,
NRAS, TP53, FAMA46C, BRAF, DIS3, ATM i CCND1 [23]. W szczegdlnosci translokacje t(14;16),

t(14;20) i delecja 17p13 zwigzane s3 z niekorzystnym rokowaniem [8].
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Tabela 1. Aberracje cytogenetyczne w szpiczaku mnogim [16, 17].

Nieprawidtowosc cytogenetyczna Wartosc¢ prognostyczna
Trisomie Ryzyko standardowe
t(11;14) Ryzyko standardowe
t(6;14) Ryzyko standardowe
t(4;14) Ryzyko posrednie

del 13 Ryzyko standardowe
del 17p13 Wysokie ryzyko
t(14;16) Wysokie ryzyko
t(14;20) Wysokie ryzyko

Poznanie szlakdw nowotworzenia na poziomie molekularnym przyczynia sie
do lepszego zrozumienia mechanizméw prowadzgcych do powstania nowotworu, rozwoju
nowoczesnej diagnostyki i terapii, poprawy skutecznosci leczenia i rokowania pacjentéw.
Pomimo faktu dynamicznego rozwoju badan genetycznych w szpiczaku mnogim nadal
potrzebne sg dalsze badania translacyjne, aby mdc wykorzysta¢ dane genomiczne jako

narzedzie medycyny precyzyjnej [24].

Polimorfizm genetyczny wigze sie z wystepowaniem w populacji co najmniej 2 réznych
alleli w danym locus z czestoscig wiekszg niz 1%. Warunkujg one zmienno$¢ genetyczng
i fenotypowa w obrebie danej populacji. Polimorfizmy dotyczg zmian w obrebie pojedynczych
nukleotydéw oraz dtuzszych odcinkéw DNA. Wiekszo$¢ z nich stanowig polimorfizmy
o charakterze zmian jednego nukleotydu (SNP — ang. Single Nucleotide Polymorphism).
Pozostate polimorfizmy zwigzane s3g z insercjami/delecjami, wariantami liczby kopii dtugich
sekwencji DNA (CNV - ang. Copy Number Variation), zmiennymi liczbami powtdrzen
tandemowych (VNTR - ang. Variable Number of Tandem Repeats) [25]. Najczestszymi
dziedziczonymi wariacjami sekwencji s3 SNPs, ktore stanowig okoto 90 % wszystkich

zmiennosci ludzkiego genomu i wystepujg co 100 do 300 pz [26].

SNPs dzieli sie funkcyjnie na synonimiczne, nie wptywajgce na sekwencje
aminokwasowg biatka oraz niesynonimiczne, gdzie w wyniku obecnosci SNP wystepuje
zmieniony aminokwas, w tym kodon stop. Polimorfizmy w zaleznosci od miejsca ich
wystepowania w strukturze danego genu mogg modyfikowaé procesy transkrypcji i syntezy

odpowiednych biatek. Warianty polimorficzne zlokalizowane w regionach promotorowych
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gendw mogg skutkowacd obnizeniem lub podwyzszeniem transkrypcji genu przez zmiane miejsc
wigzania dla czynnikéw transkrypcyjnych. Zmiany zlokalizowane w eksonach mogga prowadzi¢
do powstania biatka o odmiennych wtasciwosciach np. biatka o obnizonej aktywnosci
lub nieprawidtowego biatka pozbawionego funkcji enzymatycznej czy regulatorowe;j.
Natomiast warianty polimorficzne zlokalizowane w intronach mogg wptywa¢ na zmiane
procesow regulatorowych transkrypcji modyfikujgc proces sktadania mRNA lub wptywac

na funkcje czynnikdw wzmacniajgcych — enhancerow [27].

Polimorfizmy pojedynczego nukleotydu znalazty zastosowanie jako markery
genetyczne ze wzgledu na ich duzg czestotliwos¢ i stosunkowo réwnomierne rozmieszczenie
w genomie cztowieka. Staty sie wykorzystywane do doktadnego mapowania loci chorobowych
i do badan asocjacji gendéw kandydujacych. Badania asocjacji i analiza powigzan przy uzyciu
polimorfizméw pojedynczego nukleotydu s3 interesujgce w aspekcie ich diagnostycznego
wykorzystania, poniewaz charakteryzujg sie stabilnym dziedziczeniem przez pokolenia [28].
Duza liczba SNPs dostepnych w publicznych bazach danych sprawia, ze badania asocjacji

i doktadne mapowanie loci chorobowych sg bardzo praktyczne i szeroko wykorzystywane [29].

W celu prawidiowego funkcjonowania organizm ludzki nieustannie musi
transportowaé przez bariery biologiczne rdzne substancje, zardwno zwigzki endogenne,
jak réwniez ksenobiotyki. Istnieje wiele grup transporteréw btonowych podzielonych
na rodziny ze wzgledu na homologie budowy i specyfike transportowanych substratéw.

Gtéwne rodziny btonowych transporteréw komérkowych to:

rodzina biatek majacych kasete wigzgcg ATP (ABC — ang. ATP-binding cassette

family)

— rodzina polipeptydéw transportujgcych aniony organiczne (OATP -
ang. organic anion transporting polypeptide family)

— rodzina transporteréw peptydowych (PepT — ang. peptide transporter family)

— rodzina organicznych transporteréw anionowych (OAT — ang. organic anion
transporter family)

— rodzina organicznych transporteréw kationowych (OCT — ang. organic cation

transporter family) [30].
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Biatka z rodzin ABC i OATP transportujg czasteczki takie jak jony, weglowodany,
aminokwasy, witaminy, peptydy, polisacharydy, hormony, tluszcze i ksenobiotyki biorgce
udziat w wielu podstawowych procesach fizjologicznych w prawidtowych komérkach, jak
réwniez wptywajacych na wzrost i przezycie komérek nowotworowych [31].

Transportery z rodziny ABC nalezg do transporteréw wyptywowych (odkomaérkowych).
Aktywnie transportujg substancje z komadrek, wykorzystujagc ATP jako Zrédto energii. Efflux,
czyli zjawisko aktywnego usuwania substancji z komdrek wywotane obecnoscig pomp
btonowych jest jednym z mechanizméw warunkujgcych opornosé wielolekowga. Do tej pory
u ludzi zidentyfikowano 48 typow transporteréw ABC, ktdre nastepnie podzielono na siedem
podrodzin w oparciu o strukture gendw, sekwencje aminokwasowa, organizacje domen
i analize filogenetyczng (od ABCA do ABCG). Kazdy transporter ABC ma specyficzny wzor
obecnosci i lokalizacji tkankowej. Transportery ABC wystepujg m. in. w jelicie cienkim,
watrobie, czy nerkach odgrywajac waing role we wechtanianiu, dystrybucji, wydalaniu
ksenobiotykdw z z6tcig, czy klirensie nerkowym. Niektdre transportery ABC prezentujg wysoka
obecnos¢ w obrebie bariery krew-tkanki, chronigc wrazliwe tkanki przed toksycznymi
zwigzkami i utrzymujgc homeostaze komérkowsa [32, 33].

Transportery OATP kodowane przez geny SLCO stanowiag waing rodzine
transporteréw, ktora posredniczy w transporcie przezbtonowym endogennych sktadnikéw
odzywczych, ksenobiotykéw i réznych lekéw. Rodzina OATP sktada sie z 11 cztonkdéw
reprezentujacych rézne funkcje transportowe i prezentujgcych obecnosé w wielu réznych
tkankach. Typowymi substratami OATP sg m. in. kwasy zétciowe, hormony steroidowe,
prostaglandyny, testosteron i hormony tarczycy, ktére mogg miec znaczenie dla proliferacji
komérek nowotworowych. Co wiecej odkryto, ze transportery OATP wykazujg
charakterystyczng obecnos¢ w wielu tkankach nowotworowych i przypuszcza sie, ze mogg
petni¢ role markeréw nowotworowych [34]. Miedzy innymi z tego powodu oraz ich wysokiej
aktywnosci transportowej dla wielu lekéw przeciwnowotworowych transportery OATP
rozwaza sie jako istotne cele terapeutyczne w projektowaniu lekow przeciwnowotworowych
[35]. Co ciekawe, substraty OATP sg czesto substratami niektérych transporteréw ABC, takich
jak biatka zwigzanego z opornoscig wielolekowg (MRP - ang. Multidrug Resistant Protein), czy

biatka opornosci raka piersi (BCRP - ang. Breast Cancer Resistance Protein). W ten sposéb
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wydajny transport substratu jest realizowany przez kooperatywne funkcje wychwytu
za posrednictwem biatek OATP i wyptywu za posrednictwem biatek ABC [36].

W przebiegu wielu zréznicowanych mechanizméw moze dochodzi¢ do zmiany funkcji
transporteréow btonowych, co skutkowa¢ moze zaburzeniami homeostazy komoérek
i organizmu. Z jednej strony w wyniku spowolnienia lub zahamowania eliminacji
ksenobiotykéw z komorki, wynikajgcych z ograniczenia badZz utraty komodrkowych
mechanizmdédw ochronnych, dochodzi¢ moze do nagromadzenia szkodliwych substancji
w komérce. Z drugiej strony ograniczenia te dotyczy¢ mogg réwniez transportu substancji
endogennych niezbednych do prawidtowego wzrostu, rdéznicowania i funkcjonowania
komoérek. Dysfunkcje transportowe w komdrce mogg istotnie zwieksza¢ ryzyko wystgpienia
uszkodzen, czy zaburzen w jej prawidtowym funkcjonowaniu prowadzgc do rozwoju procesu
nowotworowego [37].

Rola transportéw btonowych jest istotna nie tylko ze wzgledu na ich udziat
w fizjologicznych procesach komoérek, ryzyku rozwoju nowotwordw, jak rowniez ich kluczowej
roli w transporcie lekéw przeciwnowotworowych. Jednym z powazniejszych problemoéw
wspodtczesnego leczenia systemowego nowotwordw jest zjawisko opornosci na stosowane leki
np. poprzez indukowanie mechanizmu opornosci wielolekowej. Istotg opornosci lekowe;j
zaleznej od transportu leku jest zmniejszenie jego efektywnego wewnatrzkomorkowego
stezenia z powodu ograniczonego przeptywu leku do wnetrza komérki nowotworowej, badz
jego nasilonego wyrzutu na zewnatrz przy aktywnym udziale transporteréw btonowych.
Mechanizm ten moze dotyczy¢ takze transportu leku z cytoplazmy do jgdra komorki czy innych
organelli wewnatrzkomdérkowych [38]. Uwaza sie, ze transportery lekdw sg kluczowe
dla akumulacji lekdw w komdrkach, a ich aktywnos$¢ jest czesto bezposrednio zwigzana
ze skutecznoscig terapeutyczng, toksycznoscig lekdéw i interakcjami miedzy lekami [39].
Wsrod substratéw transporteréw ABC i OATP jest wiele lekéw stosowanych w chemioterapii
nowotwordw, w tym szpiczaka mnogiego [40].

Potencjalny zwigzek pomiedzy polimorfizmami genetycznymi i ich wplywem
na ekspresje gendw oraz funkcje i aktywno$é biatek, a rozwojem nowotwordw stanowi istotny
problem badawczy. Pomimo czesciowego poznania podfoza genetycznego szpiczaka
mnogiego konieczne jest weryfikowanie kolejnych zmian genetycznych, mogacych wptywadé

na ryzyko zachorowania, progresje, skuteczno$é terapii czy rokowanie pacjentéw. Zmiany
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genetyczne w obrebie gendéw kodujacych transportery ABC i OATP mogg przyczyniaé sie
do zmian funkcji transportu wielu substancji istotnych dla prawidtowego funkcjonowania
komdérek i utrzymania homeostazy oraz mie¢ skutki w dystrybucji lekow
przeciwnowotworowych, co dodatkowo moze mie¢ przetozenie na skutecznosc
i bezpieczenstwo stosowanej terapii. Zatem lepsze zrozumienie roli SNPs w transporterach
komdrkowych moze mie¢ znaczenie dla poznania mechanizméw rozwoju, oceny ryzyka
rozwoju i progresji nowotworu, jak rdwniez optymalnej chemioterapii [31].

Gen ABCB1 (ABCB1 - ang. ATP- Binding Cassette Subfamily B Member 1) koduje biatko
opornosci wielolekowej 1 (MDR1 - ang. Multidrug Resistance Protein 1). Gen zlokalizowany jest
w regionie chromosomalnym 7g21.1 i koduje zbudowang z 1280 aminokwaséw glikoproteine
P (P-gp - ang. P-glycoprotein). P-gp jest transporterem wyptywowym zwigzanym
z mechanizmem opornosci wielolekowej [41]. Wykorzystujgc energie z ATP usuwa obce
substancje, w tym leki przeciwnowotworowe z komdrek. Polimorfizmy genetyczne ABCBI
mogg prowadzi¢ do zmian w ekspresji genu lub funkcji P-gp, przyczyniajac sie w ten sposéb
do miedzyosobniczej zmiennos$ci. Dotychczas najszerzej badane w genie ABCB1 byty trzy SNPs:
C1236T (rs1128503), C3435T (rs1045642) oraz G2677T/A (rs2032582) [42, 43]. Role SNPs
w ABCB1 badano w guzach litych m. in. w raku piersi, raku jajnika, raku prostaty, raku zotadka,
raku jelita oraz nowotworach hematologicznych: biataczce, chtoniaku, szpiczaku mnogim [44].
W badaniu przeprowadzonym na populacji kaukaskiej Jamroziak i wsp., 2009 badali wptyw
polimorfizméw ABCB1 w pozycjach C1236T, G2677T/A i C3435T. W badaniu analiza regresji
logistycznej nie wykazata istotnego wptywu wariantéw alleli i genotypdéw

na prawdopodobienstwo rozwoju MM [45].

Innym waznym SNP genu ABCB1 jest T-129C (rs3213619) zlokalizowany w regionie
promotorowym 5’UTR (5’ untranslated region). Dowiedziono, ze allel C T-129C prowadzi
do obnizonej ekspresji P-gp [46]. Nizsze poziomy mRNA s3g prawdopodobnie zwigzane
z ostabieniem funkcji ochronnej P-gp i akumulacjg ksenobiotykdéw w komérkach oraz wyzszym
ryzykiem rozwoju choroby [47]. Dotychczas wykazano, miedzy innymi, ze polimorfizm T-129C
byt zwigzany z nizszg ekspresjy mRNA P-gp zaréwno w gruczolakoraku jelita grubego,
jak i przylegtych nienowotworowych tkankach jelita grubego [48]. Natomiast w badaniu nad

znaczeniem polimorfizmu T-129C genu ABCB1 w przypadkach raka jajnika nie stwierdzono jego
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znaczenia w przypadku rozwoju tego typu nowotworu [49]. Polimorfizm T-129C nie byt

dotychczas badany jako czynnik ryzyka rozwoju MM.

Gen ABCG2 (ABCG2 - ang. ATP- Binding Cassette Subfamily G Member 2) znajduje sie
w regionie chromosomalnym 4q22 i koduje zbudowane z 657 aminokwaséw biatko
transportowe ABCG2, zwane réwniez biatkiem BCRP. BCRP ma szeroka specyfike substratowg
i jest jednym z najwazniejszych biatek wyptywowych modulujgcych transport skfadnikéw
odzywczych oraz farmakokinetyke i toksykokinetyke. Jest istotnym czynnikiem zwigzanym
z interakcjami lek-lek za posrednictwem transportera (tDDI — ang. transporter-mediated drug—
drug interactions). Wzorzec ekspresji tkankowej gendéw i lokalizacji komorkowej BCRP jest
poréwnywalny z P-gp [33].

Kilka badan wykazato, ze poziom ekspresji ABCG2 wigze sie ze ztym rokowaniem
w przypadku raka oraz, ze ekspresje BCRP mozna uznac za czynnik prognostyczny w przypadku
niektérych nowotwordw. Dotychczas badano znaczenie wptywu wariantdw polimorficznych
i poziomu ekspresji ABCG2 na ryzyko rozwoju, stopier zaawansowania, progresje nowotworu,
a takze skutecznos¢ i toksycznos¢ stosowanej chemioterapii oraz czas przezycia pacjentow
w przypadkach: ostrej biataczki szpikowej (AML- ang. Acute Myeloid Leukemia), przewlektej
biataczki szpikowej (CML - ang. Chronic Myeloid Leukemia), chtoniaka rozlanego
z duzych komoérek B (DLBCL - ang. Diffuse Large B-cell Lymphoma), niedrobnokomorkowego
raka ptuca (NSCLC - ang. Non-Small-Cell Lung Cancer), drobnokomdrkowego raka ptfuca
(SCLC - ang. Small Cell Lung Cancer), raka piersi (BC — ang. Breast Cancer), czy raka trzustki
(PC- ang. Pancreatic Cancer) [32].

Gen ABCG2 zostat przebadany pod katem SNPs w 90 réznych populacjach etnicznych.
Istnieje ponad 80 naturalnie wystepujgcych polimorfizméw pojedynczego nukleotydu genu
ABCG2. Wariant C421A (rs2231142) skutkuje zmiang strukturalng biatka, przez
co jest rozpoznawane jako nieprawidtowe i moze ulegac degradacji. Przekfada sie to na nizszy
poziom ekspresji w btonie komdrkowej w poréwnaniu z biatkiem typu dzikiego. Zmutowany
wariant G34A (rs2231137) powoduje dyslokacje biatka BCRP w btonie komdrkowej i generuje
biatko o znacznie zmniejszonej zdolnosci do transportu wybranych lekéw/ksenobiotykéw
w poréwnaniu z typem dzikim. Inne SNPs genu ABCG2 wywotujgce uposledzenie czynnos$ciowe

biatka to C376T (rs72552713) i G1000GT (rs319997). Powodujg one podstawienia kodonu stop
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w genie ABCG2, jednak czestos¢ alleli jest bardzo niska we wszystkich grupach etnicznych.
Na podstawie dostepnych danych uznaje sie, ze polimorfizmy ABCG2 G34A i C421A maja
potencjalnie najwieksze znaczenie kliniczne [50-53].

Gen SLCO1B1 znajduje sie w regionie chromosomalnym 12p12.1 i koduje zbudowane
z 691 aminokwasow biatko transportowe OATP1B1 (OATP1B1 — ang. Organic Anion
Transporter Polypeptide 1 B1). Polipeptydy transportujgce aniony organiczne
(OATP - ang. Organic Anion Transporting Polypeptide Family) stanowig wazng rodzine
transporterow naptywowych (dokomérkowych), ktdéra posredniczy w transporcie
przezbtonowym réznych endogennych sktadnikdow odzywczych i lekéw klinicznych, w tym
lekéw przeciwnowotworowych [54]. Liczne warianty sekwencji w postaci SNPs, zostaty
zidentyfikowane i potwierdzone, jako wptywajgce na farmakokinetyke leku poprzez zmiane
aktywnosci transportowej odpowiednich OATP. Warianty SLCO1B1 byty szeroko badane pod
katem wptywu na farmakokinetyke wielu lekdw, zwtaszcza na czestosé wystepowania dziatan
niepozadanych lekéw u pacjentéw leczonych statynami. Badano takze wptyw na absorpcje,
dystrybucje, eliminacje i toksyczno$¢ chemioterapeutykdw oraz przezycie pacjentéw [55-57].
Sposrdd nich dobrze scharakteryzowanymi niesynonimicznymi wariantami SLCO1B1 sg A388G
(rs2306283) oraz T521C (rs4149056). A388G i T521T C tworza cztery gtdwne haplotypy:
*1A — typ dziki (388A/521T), *1B (388G/521T), *5 (388A/521C) i *15 — typ zmutowany
(388G/521C) [58]. Udowodniono, ze kliniczne znaczenie majg gtéwnie *5 lub *15
w przypadkach miopatii wywotanej przez statyny [59].

Wariant T521C genu SLCO1B1 wystepuje w eksonie 5. Skutkuje on zmniejszeniem
maksymalnej predkosci transportu, co przektada sie réwniez na nizszg aktywno$é
transportowg biatka. Wariant A388G genu SLCO1B1 wystepuje w eksonie 4 i wigzany jest
ze zmieniong aktywnoscig transportowg OATP1B1. Cze$s¢ badan wykazata zwigzek
ze zwiekszong aktywnoscig transportowg biatka, w innych badaniach nie zaobserwowano
zmiany aktywnosci transportowej wynikajacej z wptywu A388G na funkcje OATP1B1. Dlatego

rola A388G pozostaje kontrowersyjna [55, 60].

W ciggu ostatnich dwoéch dekad strategie leczenia MM szybko ewoluowaty.
Przezywalno$é pacjentow z MM ulegta znacznej poprawie dzieki dostepowi do skutecznych

sSrodkdw terapeutycznych, takich jak inhibitory proteasomu, immunomodulatory, przeciwciata
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monoklonalne czy autologiczny przeszczep komoérek macierzystych. Dajg one lepsza
odpowiedz kliniczng w porédwnaniu z tradycyjnymi srodkami cytotoksycznymi. Trwajg
zaawansowane badania nad wprowadzeniem w leczeniu chorych z nawrotowym lub opornym
szpiczakiem plazmocytowym terapii CAR-T (CAR-T ang. Chimeric Antigen Receptors T cells)
za posrednictwem zmodyfikowanych autologicznych limfocytéw. Niemniej jednak szpiczak
mnogi nadal pozostaje chorobg nieuleczalng, wykazujacg duza niejednorodnosé¢ w obrazie
klinicznym, przebiegu i przezyciu. Zgodnie z prognozami liczba oséb zyjagcych z tym
nowotworem bedzie wcigz rosta, m.in. z powodu starzenia sie spoteczenstwa, coraz lepszej

diagnostyki i leczenia [15, 24, 61, 62].

Aktualne badania sugerujg mozliwo$¢ wykorzystania polimorfizméw jako markeréw
prognostycznych dla lepszego leczenia MM. Campo i wsp., 2018 znalezli kilka /loci, takich jak
rs12521798 i rs17748074, powigzanych z neuropatig obwodowg indukowang bortezomibem
u pacjentdéw ze szpiczakiem [63]. Zmorzynski i wsp., 2019 doniesli o genetycznym zwigzku
polimorfizméw transferazy glutationowej (GST — ang. glutathione S-transferases) i czynnika
martwicy nowotworu a (TNF-a - ang. Tumor Necrosis Factor a) z wynikami i przezyciem
pacjentéw z MM [64]. Polimorfizm genu SLC7A5 (rs4240803), kodujacego biatko nalezace
do rodziny transporteréw OATP, bedacego jednym z mediatorow wychwytu melfalanu, zostat
opisany jako wptywajgcy na ekspresje SLC7A5 (SLC7A5 - ang. Solute Carrier Family 7 Member
5), przyczyniajgc sie w ten sposéb do klinicznie lepszej odpowiedzi pacjentéw ze szpiczakiem

na terapie opartg na melfalanie [65].
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Geny kodujgce transportery komdrkowe posiadajg wiele miejsc polimorficznych, ktére
mogg wplywa¢ na funkcje transporterow zaréwno w komoédrkach zdrowych,
jak i nowotworowych. Zmiany ilosci i/lub aktywnosci biatek transportowych majg liczne
konsekwencje, m.in. zmniejszona aktywnos¢ moze prowadzi¢ do akumulacji szkodliwych
substancji w komorce, co skutkowaé¢ moze uszkodzeniem komérki, mutacjami i onkogeneza.
Dodatkowo wzrost aktywnosci biatek jest zwykle przyczyng braku lub niedostatecznej
odpowiedzi na stosowang chemioterapie.

Celem naukowym rozprawy doktorskiej byto zbadanie wybranych polimorfizmdw
gendw kodujgcych transportery btonowe z nadrodziny ABC oraz rodziny OATP (gp-P, BCRP,
OATP1B1) i okreslenie ich wptywu na predyspozycje rozwoju oraz skuteczno$é terapii
przeciwnowotworowej w szpiczaku mnogim. Badania zostaty prowadzone na poziomie DNA

z zastosowaniem technik biologii molekularnej.

Cele szczegdtowe obejmowaty (Publikacja 1, 11, 111):

1. Ocene czestosci wystepowania genotypow i alleli SNP T-129C (rs3213619) w regionie
promotorowym genu ABCB1 kodujgcego komdrkowe biatko transportowe
z nadrodziny ATP — glikoproteine — P. (Publikacja 1)

2. Ocene czestosci wystepowania genotypdw i alleli SNP G34A (rs2231137) genu ABCG2
kodujgcego komodrkowe biatko transportowe z nadrodziny ATP — biatko BCRP.
(Publikacja Il)

3. Ocene czestosci wystepowania genotypow i alleli SNP C421A (rs2231142) genu ABCG2
kodujgcego komdrkowe biatko transportowe z nadrodziny ATP — biatko BCRP.
(Publikacja I1)

4. Ocene czestosci wystepowania genotypow i alleli SNP A388G (rs2306283) genu
SLCO1B1 kodujacego komérkowe biatko transportowe z nadrodziny OATP — biatko
OATP1B1. (Publikacja Ill)

5. Przeprowadzenie bioinformatycznej analizy in silico oceniajgcej wptyw SNPs
na strukture i funkcje biatka przy uzyciu programéw stosowanych do oceny efektu

funkcjonalnego polimorfizmu. (Publikacja 1lI)
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6. Analize statystyczng uzyskanych wynikéw oraz poszukiwanie zwigzku z danymi
demograficzno-klinicznymi oraz przezyciem pacjentéw w szpiczaku mnogim.

(Publikacja I, 11, 1)
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Materiat:
Badaniami objeto:
— 91 pacjentéw (Publikacja 1)
— 181 pacjentéw (Publikacja 1)
— 157 pacjentéw (Publikacja Il)
z rozpoznaniem szpiczaka plazmocytowego leczonych w Klinice Hematologii Uniwersytetu
Medycznego w todzi w latach 1992-2002. Materiat badany stanowito archiwalne DNA
wyizolowane z krwi obwodowe] pacjentéw pobranej na EDTA.
Dodatkowo jako grupe odniesienia wykorzystano:
— 94 préb (Publikacja I)
— 97 proéb (Publikacja II)
— 141 préb (Publikacja Ill)
DNA wyizolowanego od zdrowych o0séb, bedacych dobrowolnymi dawcami krwi
w Regionalnym Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w todzi.
Na przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej badania uzyskano
niezbedne zgody Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym w todzi: RNN/93/20/KE,
RNN/88/16/KE, RNN/285/13/KE. Wszyscy pacjenci udzielili swiadomej pisemnej zgody

na udziat w badaniach.

Koncepcja i plan badan

Schemat przeprowadzonych badan przedstawiono ponizej:

1) Analiza SNP T-129C (rs3213619) w regionie promotorowym genu ABCB1 (Publikacja I)

2) Analiza SNP G34A (rs2231137) w eksonie 2 genu ABCG2 (Publikacja I1)

3) Analiza SNP C421A (rs2231142) w eksonie 5 genu ABCG2 (Publikacja Il)

4) Analiza SNP A388G (rs2306283) w eksonie 5 genu SLCO1B1 (Publikacja Ill)
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Metodyka badan

Do analizy poszczegdlnych genotypow w badaniu zastosowano metode PCR-RFLP
(ang. Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragments Length Polymorphism). Szczegétowy
opis odczynnikdéw, aparatury, przygotowania prébek oraz procedur badawczych zostat

zamieszczony ponizej oraz zawarty jest w publikacjach, ktére sg przedmiotem niniejszej

rozprawy doktorskiej.

1) Analiza SNP T-129C (rs3213619) w regionie promotorowym genu ABCB1 - (Publikacja I)

PCR-RFLP

Warunki reakcji PCR: Trawienie enzymem restrykcyjnym:
Etap: Temperatura: Czas: Enzym Miejsca cigcia enzymu

Primery: restrykcyjny restrykcyjnego
N wstepna 94 °C 5 min
g denaturacja
E ! 5'CLCGG 3
S : o
° 5" TITCACTACTTGCCCTTTCTAGAG 3’ denaturacja 94°C 40s
©

li 58 °C 40 35

g annealing s 4 Mspl
o cykli
= elongacja 72°C 30s
d}
£ 5’ CGGCCTCTGCTTCTTTGAG 3’
o
2 koricowa 72°C 5 min 3'GGCPC 5
% elongacja
3

2) Analiza SNP G34A (rs2231137) genu ABCG2 - (Publikacja Il)

PCR-RFLP

Warunki reakcji PCR: Trawienie enzymem restrykcyjnym:
Etap: Temperatura: Czas: Enzym Miejsca cigcia enzymu
Primery: restrykcyjny restrykcyjnego
= wstepna 94 °C 5 min
Q d i
£ enaturacja , ,
s 5’ AAATGTTCATAGCCAGTTTCTTGGA 3’ 5" GCAATGNN '3
.‘; denaturacja 94°C 40s
=4
[
li °C 4 35

g annealing 60 O0s i BseM!
w cykli
- elongacja 72°C 30s
)
E 3'CGTTAC T NN 5'
: 5’ ACAGTAATGTCGAAGTTTTTATCGCA 3’
1 koricowa 72°C 5 min
% elongacja
<
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3) Analiza SNP C421A (rs2231142) genu ABCG2 - (Publikacja Il)

PCR-RFLP

Warunki reakcji PCR: Trawienie enzymem restrykcyjnym:
Etap: Temperatura: Czas: Enzym Miejsca cigcia enzymu
Primery: restrykcyjny restrykcyjnego
= wstepna 94 °C 5 min
b .
denaturacja
£ ! 5TV TAA 3
o - o
] 5" ATGTTGTGATGGGCACTCTG3' denaturacja 94°C 40s
©
i ° 35
g annealing 58°C 40s ) Msel
o cykli
. elongacja 72°C 30s
)
- 3AAT I T S
a
g 5’ TGCTGATCATGATGCTTTCAG 3 Koricowa 72°C 5 min
% elongacja
<

4) Analiza SNP A388G (rs2306283) genu SLCO1B1 - (Publikacja Ill)

PCR-RFLP

Warunki reakcji PCR: Trawienie enzymem restrykcyjnym:
Etap: Temperatura: Czas: Enzym Miejsca cigcia enzymu

Primery: restrykcyjny restrykcyjnego
= wstepna 94 °C 5 min
2 denaturacja
E ! 5'T1 CGA 3'
Q - °
- 5'TTTCACTACTTGCCCTTTCTAGAG 3 denaturacja 94°C 40s
[

li °C 4 35

g annealing 58 O0s ) Tagl
w cykli
- elongacja 72°C 30s
)
£ 3'AGCT 5
a
g 5’ CGGCCTCTGCTTCTTTGAG 3 Koricowa 72°C 5 min
% elongacja
<

Ocena statystyczna wynikow

Analiza statystyczna zostata przeprowadzona za pomocg programu STATISTICA 10
statistical software (StatSoft Inc. 2011), STATISTICA 13 statistical software (StatSoft Inc. 2018).

We wszystkich analizach wartos¢ p < 0,05 uznawano za statystycznie istotna.

Szczegétowe informacje na temat zastosowanych testdw znajdujg sie

w poszczegdlnych publikacjach bedgcych podstawg rozprawy doktorskie;j.
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Realizacja celow naukowych — wyniki i dyskusja

Nowotworzenie to ztozony proces, ktéry obejmuje czynniki genetyczne, epigenetyczne,
srodowiskowe oraz ich wzajemne interakcje. Od lat zwraca sie uwage na zwigzek wariantéw
genetycznych, takich jak SNPs z ryzykiem nowotwordw. Dotychczasowe badania wykazaty
wiele istotnych klinicznie powigzan miedzy polimorfizmami, a ryzykiem zachorowania na raka.
Dowody epidemiologiczne wykazaty, ze proces detoksykacji i eliminacji ksenobiotykéw
prowadzony za posrednictwem transporterow jest zaangazowany w rozwdj nowotwordw [20].
W niniejszej pracy doktorskiej dokonano analizy czterech polimorfizméw gendéw kodujgcych

wybrane transportery komdérkowe w szpiczaku plazmocyowym.

W przypadku analizy SNP T-129C (rs3213619) w regionie promotorowym genu ABCB1
przebadano 91 préb DNA pochodzgcych od pacjentéw ze zdiagnozowanym szpiczakiem
mnogim oraz 94 préb DNA pochodzacych od zdrowych dawcéw krwi stanowigcych grupe
kontrolng. W przypadku obu grup dominujgcy byt genotyp dziki TT: 98 % - grupa badana i 96
% grupa kontrolna. Nie wykazano istotnych statystycznie rdéznic pomiedzy czestoscia
wystepowania poszczegdlnych genotypow pomiedzy grupg badang, a grupa kontrolna.
Nie wykazano takze réinic pomiedzy analizowanym polimorfizmem, a ptcig (p=0.8870),
wiekiem w podziale na grupy ponizej i powyzej 63 roku zycia (p=0.1572) oraz typem
immunoglobuliny wydzielanej przez komérki plazmatyczne (p=0.6901). Uzyskane wyniki
sugerujg, ze SNP T-129C (rs3213619) genu ABCB1 nie wptywa na zwiekszone ryzyko
zachorowania na szpiczaka mnogiego (p=0.4297). (Publikacja 1)

Uzyskane w badaniu wyniki sg zgodne z danymi opublikowanymi przez Koyama i wsp.,
2006, gdzie nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic miedzy grupa oséb zdrowych
a grupga chorych na raka przetyku lub z grupg chorych na raka jelita grubego [48]. Podobne
wyniki uzyskali Liu i wsp., 2016 w badaniu roli SNP w genie ABCB1 w podatnosci na pierwotng
jaskre otwartego kata. W badaniu tym nie stwierdzono istotnych réznic w czestosciach ABCB1
T-129C w grupie badanej i kontrolnej [66]. Badania nad rolg polimorfizmu T-129C w genie
ABCB1 prowadzono réwniez w raku jajnika. Podobnie, nie wykazano rézinic w czestosci
wystepowania alleli miedzy pacjentami z rakiem jajnika, a grupg kontrolng dla SNP T-129C

[49]. Natomiast Yamaguchi i wsp., 2006, wykazali, ze pacjenci z rakiem jajnika u ktérych
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wystepowaty warianty TC/CC SNP T-129C genu ABCB1 wykazywali nizszg wartos¢ parametru
farmakokinetycznego AUC dla paklitakselu w poréwnaniu z wariantem dzikim [67].
W przeciwienstwie do uzyskanych w ramach pracy doktorskiej wynikow, Hu i wsp., 2013
wykazali, ze polimorfizm ABCB1 T-129C byt zwigzany z ryzykiem DLBCL [68].

Ocene polimorfizméw G34A (rs2231137) oraz C421A (rs2231142) genu ABCG2
wykonano w 181 prébach DNA pochodzgcych od pacjentéw ze zdiagnozowanym szpiczakiem
mnogim oraz 97 probach DNA pochodzacych od zdrowych dawcow krwi stanowigcych grupe
kontrolng. W przypadku polimorfizmu G34A wykazano 100 % obecnos¢ genotypu dzikiego GG
zaréwno w grupie badanej jak i grupie kontrolnej. Nie wykazano tym samym rdznicy pomiedzy
czestoscig wystepowania poszczegdlnych genotypdw pomiedzy grupa badang, a grupa
kontrolng. Uprzednio Hampras i wsp., 2010 wykazali, ze warianty AG lub AA dla G34A w genie
ABCG2, w poréwnaniu z genotypem typu dzikiego GG, wigzaty sie z poprawa przezywalnosci
jak réwniez zwiekszong toksycznos$cig chemioterapii u pacjentéow z AML [69]. Niestety
analizowany SNP rzadko badany byt dotychczas w nowotworach hematologicznych i trudno
jest szeroko dyskutowac uzyskane w badaniu wyniki.

W przeprowadzone] analizie dla polimorfizmu C421A genu ABCG2 dominujacym
genotypem byt CC stanowigc odpowiednio 88.4 % w grupie badanej i 97.9 % w grupie
kontrolnej. Genotyp CA wystepowat czesciej wsréd pacjentéw ze szpiczakiem mnogim
(10.5 %) niz w grupie kontrolnej (2.1 %). Podobnie genotyp zmutowany AA wystepowat
czesciej wsrdd pacjentow ze szpiczakiem mnogim (1.1 %) w odniesieniu do grupy kontrolnej
(0.0 %). W badaniu wykazano, ze SNP C421A genu ABCG2 byt istotnie statystycznie zwigzany
z ryzykiem rozwoju szpiczaka mnogiego (p=0.0218). Nie wykazano natomiast zwigzku
pomiedzy czestoscig wystepowania poszczegdlnych genotypéw (p=0.1255) i alleli
(allel C p=0.1307; allel A p=0.3865), a ptciag. Dodatkowo nie wykazano zwigzku pomiedzy
czestoscig wystepowania poszczegdlnych genotypow (p=0.9939) i alleli (p=0.8674), a typem
immunoglobuliny wydzielanej przez komérki plazmatyczne (Publikacja Il).

Do tej pory przeprowadzono wiele badan epidemiologicznych w celu oceny zwigzku
miedzy polimorfizmami genu ABCG2, a ryzykiem rdznych typéw nowotworéw. Jednak
doktadna zalezno$é miedzy podatnoscig na raka, a polimorfizmami ABCG2 pozostaje niejasna.
Auiwsp., 2014 wskazali, ze SNP C421A genu ABCG2 moze wptywac na odpowiedz molekularng

terapii imatynibem w przewlektej biataczce szpikowej. Badacze wskazali réwniez
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na przydatnos¢ kliniczng genotypowania miedzy innymi tego SNP w przewidywaniu
odpowiedzi na imatynib wsrdd pacjentéw z CML [70]. Salimizand i wsp., 2015 analizujgc
dystrybucje genotypéw polimorfizmu C421A genu ABCG2 u pacjentéw z CML wykazali, ze
genotyp CC wystepowat czesciej w grupie pacjentéw z CML w odniesieniu do grupy kontrolne;.
W badaniu nie wykazano zwigzku miedzy czynnikami prognostycznymi takimi jak wiek, ptec,
odpowiedz na leczenie i leukocytoza [71].

Potwierdzenie prezentowanych w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej wynikéw
znalez¢ mozna w pdzniejszym badaniu Abbassy i wsp., 2022, gdzie autorzy wykazali istotng
statystycznie korelacje miedzy SNP C421A genu ABCG2, a ryzykiem wystgpienia szpiczaka
mnogiego w populacji egipskiej. Autorzy sugerujg réwniez, ze SNP C421A genu ABCG2 moze
by¢ pomocny w przewidywaniu ryzyka rozwoju szpiczaka mnogiego [72]. Hu i wsp., 2007
prowadzgc podobne badanie na grupie pacjentdw z rozlanym chfoniakiem z duzych
limfocytow B (DLBCL) wykazali zwiekszone ryzyko podatnosci na rozwdj DLBCL zwigzane
z wariantem C421A ABCG2 dla genotypow CA i AA w pordwnaniu z wariantem dzikim.
Dodatkowo pacjenci z genotypem AA G34A ABCG2 wykazywali krotszy czas przezycia
w porédwnaniu z osobami z genotypami GG/GA. W badaniu stwierdzono tgczny wptyw G34A i
C421A ABCG2 na przezycie catkowite. Genotypy AA polimorfizmu G34A i CC polimorfizmu
C421A ABCG2 zwigzane byty ze znacznie zmniejszonym catkowitym przezyciem pacjentow
w pordwnaniu z genotypami GG + GA oraz AA+CA [73].

Podobne wyniki uzyskali Ghafouri i wsp., 2016 wykazujgc, ze allel A polimorfizmu
C421A ABCG2 wystepowat istotnie czesciej u pacjentek z rakiem piersi niz u oséb zdrowych.
Dodatkowo u pacjentek z genotypem AA C421A ABCG2 wystepowato wieksze ryzyko progres;ji
raka piersi [74]. Podobnie Wu i wsp., 2015 wykazali, ze genotyp GA lub AA G34A ABCG2,
genotyp AA C421A ABCG2 oraz haplotypy 34A-421C i 34G-421A zwigzane byty z istotnie
zwiekszonym ryzykiem rozwoju raka piersi. Dodatkowo u pacjentéw z rakiem piersi leczonych
neoadiuwantowg chemioterapia opartg na antracyklinach, u ktérych obserwowano wiekszg
skutecznos¢ terapii genotyp AA C421A ABCG2 wystepowat czesciej. Pacjenci z genotypem AA
G34A ABCG2 z dodatnim receptorem estrogenowym lub progesteronowym po pooperacyjnej
chemioterapii opartej na antracyklinie wykazywali dtuzsze przezycie catkowite [75]. W innym
badaniu Zhai i wsp., 2012 wykazali, ze wsrdd dzieci z ostrg biataczkg limfocytowgq allel G SNP

G34A byt istotnie zwigzany z ryzykiem rozwoju biataczki, podczas gdy dla polimorfizmu C421A
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nie wykazano zwigzku z ryzykiem rozwoju choroby [76]. Tian i wsp., 2012 wykazali, ze warianty
CA + AA w poréwnaniu z CC C421A genu ABCG2 byty zwigzane z dtuzszg o 6 miesiecy mediang
przezycia bez progresji u kobiet z zaawansowanym rakiem jajnika leczonych chemioterapia
opartg na platynie i taksanach [77].

Niektdre badania wykazaty odmienne rezultaty. Chen i wsp., 2012 przeprowadzili
metaanalize opartg na dostepnych danych z badan oceniajgcych zwigzek miedzy tym
polimorfizmem, a ryzykiem nowotwordéw. Uzyskane wyniki wykazaty, ze polimorfizm C421A
ABCG2 jest czynnikiem ochronnym dla rozwoju raka. Dodatkowo w analizie przeprowadzonej
wedtug typu nowotworu, pochodzenia etnicznego i zrodta kontroli potwierdzono te rezultaty
[20]. Fuiwsp., 2019 przeprowadzili metaanalize w celu oceny korelacji miedzy polimorfizmami
G34A oraz C421A genu ABCG2, a efektami terapeutycznymi niedrobnokomdrkowego raka
pfuca (NSCLC). Metaanaliza wykazata brak zwigzku miedzy polimorfizmem genu ABCG2,
a wynikami terapii w NSCLC [78]. Podobnie Gardner i wsp., 2008 nie wykazali znaczacych
réznic w czestosci wystepowania, a tym samym ryzyka raka prostaty w oparciu o zmiennos$é
genetyczng C421A genu ABCG2 [79]. Korenaga i wsp., 2005 wykazali, ze czestosc
wystepowania genotypu CC C421A ABCG2 byta istotnie wyisza u pacjentéw
z niebrodawkowatym rakiem nerkowokomodrkowym niz w grupie kontrolnej co wskazuje,
ze osoby z genotypem CC C421A ABCG2 sg narazone na ryzyko rozwoju niebrodawkowatego
raka nerkowokomodrkowego [80]. W innym badaniu Salimizan i wsp., 2016 wykazali,
ze genotyp CC C421A ABCG2 byt znacznie czestszy u pacjentdw z przewlekta biataczka
szpikowa w poréwnaniu z grupg kontrolng, a genotyp AA C421A ABCG2 wigzat sie z nizszym
ryzykiem rozwoju przewlektej biataczki szpikowej [71].

W przeprowadzonej analizie w celu okreslenia roli SNP A388G (rs2306283) w eksonie
5 genu SLCO1B1 w rozwoju i skutecznosci terapii szpiczaka mnogiego przebadano 157 préb
DNA pochodzacych od pacjentéw ze zdiagnozowanym szpiczakiem mnogim oraz 141 préb
DNA pochodzacych od zdrowych dawcéw krwi stanowigcych grupe kontrolng. W przypadku
obu grup dominujgcy byt genotyp dziki AA: 50.3 % - grupa badana i 51.8 % grupa kontrolna.
Genotyp AG wystepowat rzadziej wsérdd pacjentdw ze szpiczakiem mnogim (21.0 %)
odniesieniu do grupy kontrolnej (22.7 %). Natomiast genotyp zmutowany GG wystepowat
czesciej wsréd pacjentow ze szpiczakiem mnogim (28.7 %) w odniesieniu do grupy kontrolnej

(25.5%). Nie wykazano zwigzku pomiedzy czestoscia wystepowania poszczegdlnych
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genotypow (p=0.8211) i alleli (allel A p=0.5442; allel G p=0.8020), a ryzykiem szpiczaka
mnogiego. Nie wykazano takze réznic pomiedzy czestoscig wystepowania poszczegdlnych
genotypow (p=0.9147) i alleli (allel A p=0.6738; allel G p=0.7813), a ptcig. W przeprowadzonej
analizie wykazano zwigzek pomiedzy obecnoscig przynajmniej jednego allelu A w grupie
pacjentéw z MM ponizej 63 roku zycia (p=0.0357). Nie wykazano natomiast zwigzku pomiedzy
badanym SNP, a parametrami laboratoryjnymi takimi jak poziom hemoglobiny (p=0.2020),
poziom kreatyniny (p=0.07133), typem wydzielanej immunoglobuliny przez nowotworowe
komorki plazmatyczne (p=0.6939), stopniem zaawansowania szpiczaka plazmocytowego
wg. Klasyfikacji Durie-Salmona (p=0.2075).

W przypadku analizy zaleznosci badanego polimorfizmu z prawdopodobienstwem
catkowitego czasu przezycia (OS) nie stwierdzono statystycznie istotnej rdznicy
w przezywalnosci w zaleznosci od genotypu (p=0.1192) lub alleli (allel A p=0.3122;
allel G p=0.5587). Aczkolwiek OS byt krétszy dla pacjentéw z genotypem AA w poréwnaniu
z genotypem AG i GG. Znalazto to potwierdzenie w analizie alleli, gdzie obecnos¢ przynajmniej
jednego allelu A wigzata sie z krotszym przezyciem, a obecnos$¢ przynajmniej jednego
allelu G wigzana byta z dtuzszym przezyciem. W dalszych analizach OS wykazano, ze genotyp
GG polimorfizmu A388G genu SLCO1B1 zwigzany byt z dtuzszym przezyciem w przypadku
stosowania schematu MP w odniesieniu do innych analizowanych rodzajéw terapii
w szpiczaku mnogim (p=0.0271). Nie wykazano zwigzku pomiedzy zastosowanym schematem
leczenia, a catkowitym przezyciem pacjentéw (p=0.1171), aczkolwiek OS byt dtuzszy
w przypadku stosowania schematu VAD. Przeprowadzona analiza in silico nie wykazata
wptywu badanego SNP na strukture i funkcje biatka (Publikacja IlI).

Badany polimorfizm nie zostat dotychczas zweryfikowany w szpiczaku mnogim
ani w innych nowotworach hematologicznych. Jedynie Schulte i wsp., 2021 wskazali zwigzek
miedzy klirensem metotreksatu stosowanego w duzych dawkach u pacjentéw z biataczka
i chtoniakiem limfoblastycznym, a wariantami SLCO1B1 T521C i A388G. Obecnos¢ wariantu
T521C zwigzana byta ze zmniejszonym klirensem, podczas gdy wptyw wariantu A388G zalezat
dodatkowo od genotypu T521C. Wyniki silnie sugerowaty interakcje miedzy tymi dwoma
genotypami [81]. Badajgc SNP T521C genu SLCO1B1 Suzuki i wsp., 2015 wykazali, ze genotyp
TC/CC byt zwigzany z nizszg $rednig dawky 6-merkaptopuryny w chemioterapii

podtrzymujgcej u dzieci z ALL. [82] Réwniez Yang i wsp., 2017 wykazali istotny statystycznie
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wptyw polimorfizmu T521C genu SLCO1B1 na hepatotoksyczno$¢ w wyniku stosowania
metotrexatu u pacjentéw z chtoniakiem nieziarniczym [83]. Uzyskane w ramach niniejszej
rozprawy doktorskiej wyniki dotyczgce roli SNP A388G genu SLCO1B1 mozna poréwnac
jedynie z wynikami uzyskanymi w badaniach guzéw litych. Podobne do uzyskanych w niniejszej
pracy wyniki uzyskali Falkowski i wsp., 2012 wykazujgc, ze warianty genotypow A388G
SLCO1B1 nie byty zwigzane z ryzykiem rozwoju raka jelita grubego [84]. Podobnie Ozhaniwsp.,
2013 réwniez nie wykazali istotnej roli tego SNP w raku jelita grubego [85].

Istniejg takze sprzeczne doniesienia, wykazujgce zwigzek SNP A388G ryzykiem
czy odpowiedzig na leczenie w nowotworach. W badaniu Bui i wsp., 2014 wykazali zwiekszone
ryzyko raka pecherza moczowego u oséb z genotypami GG/AG polimorfizmu SLCO1B1.
Autorzy sugeruja, ze polimorfizmy SLCO1B1 mogg odgrywaé wazng role w rozwoju raka
pecherza moczowego oraz, ze poziomy ekspresji SLCO1B1 i obecnosci OATP1B1 mogg by¢
potencjalnymi biomarkerami do oceny ryzyka tej choroby [86]. W innym badaniu Huang i wsp.,
2013 wykazali, ze genotypy GA/AA polimorfizmu A388G genu SLCO1B1 byly zwigzane
z wyzszym wskaznikiem szybkiej odpowiedzi i dtuzszym przezyciem bez progresji u pacjentow

z przerzutowym rakiem jelita grubego leczonych schematami FOLFIRI/mCapelRI [87].
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W ramach niniejszej rozprawy doktorskiej przeprowadzono ocene roli czterech
polimorfizméw pojedynczego nukleotydu gendw kodujgcych wybrane transportery
z nadrodziny ABC oraz rodziny OATP w predyspozycji do rozwoju oraz skutecznosci terapii

szpiczaka mnogiego:

— T-129C (rs3213619) w regionie promotorowym genu ABCB1 (Publikacja 1)
— G34A (rs2231137) w eksonie 2 genu ABCG2 (Publikacja Il)

— CA421A (rs2231142) w eksonie 5 genu ABCG2 (Publikacja Il)

— A388G (rs2306283) w eksonie 5 genu SLCO1B1 (Publikacja Ill)

na podstawie, ktérej uzyskano nastepujgce rezultaty:

Wykazano zwigzek:

— pomiedzy wystepowaniem polimorfizmu C421A genu ABCG2, a ryzykiem zachorowania
na szpiczaka mnogiego

— genotyp GG polimorfizmu A388G genu SLCO1B1 zwigzany jest z dtuzszym przezyciem
w przypadku stosowania schematu MP w odniesieniu do innych analizowanych
rodzajéw terapii w szpiczaku mnogim

— pomiedzy wystepowaniem polimorfizmu A388G genu SLCO1B1 w przypadku
wystepowania przynajmniej jednego allelu A wséréd pacjentéw z MM, a wiekiem

w grupach ponizej i powyzej 63 roku zycia
Wykazano brak zwigzku:

— pomiedzy wystepowaniem polimorfizmu T-129C genu ABCB1, a ryzykiem
zachorowania na szpiczaka mnogiego, ptcig, wiekiem pacjentéw w podziale na grupy
ponizeji powyzej 63 roku zycia oraz rodzajem wydzielanej przez nowotworowe komaorki
plazmatyczne immunoglobuliny

— pomiedzy wystepowaniem polimorfizmu G34A genu ABCG2, a ryzykiem zachorowania
na szpiczaka mnogiego

-39-



Katarzyna Michalska Rozprawa doktorska
Podsumowanie osiggnietych wynikow

— pomiedzy wystepowaniem polimorfizmu C421A genu ABCG2, a pfcig oraz rodzajem
wydzielanej przez nowotworowe komaérki plazmatyczne immunoglobuliny

— pomiedzy wystepowaniem polimorfizmu A388G genu SLCO1B1, a ryzykiem
zachorowania na szpiczaka mnogiego, aczkolwiek genotyp GG wystepowat czesciej
w grupie pacjentéw z MM

— pomiedzy wystepowaniem poszczegdlnych genotypéw A388G genu SLCO1B1,
a wiekiem pacjentéw z MM w podgrupie 2 63 roku zycia oraz < 63 roku zycia

— pomiedzy wystepowaniem polimorfizmu A388G genu SLCO1B1, a ptcig, poziomem
hemogloginy, poziomem kreatyniny, rodzajem wydzielanej przez nowotworowe
komorki plazmatyczne immunoglobuliny oraz stopniem zaawansowania wedtug
klasyfikacji Durie-Salmon

— pomiedzy badanym SNP a catkowitym przezyciem pacjentéw z MM, aczkolwiek OS byt
krétszy dla pacjentédw z genotypem AA w poréwnaniu do AG i GG, co potwierdzono
réwniez w analizie alleli, gdzie obecnos¢ allelu A wigzata sie z krotszym przezyciem
catkowitym w poréwnaniu do obecnosci allelu G

— pomiedzy zastosowanym schematem terapii, a catkowitym przezyciem pacjentow,
aczkolwiek OS byt najdtuzszy w przypadku zastosowania schematu VAD

— polimorfizmu A388G genu SLCO1B1 na strukture i funkcje biatka w przeprowadzonej

analizie bioinformatycznej in silico
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Prezentowane badania miaty na celu ocene zwigzku wybranych polimorfizmdéw gendéw
kodujgcych transportery btonowe z ryzykiem rozwoju, danymi klinicznymi oraz skutecznoscia
terapii szpiczaka plazmocytowego. Rezultaty uzyskane na podstawie przeprowadzonych
w ramach rozprawy doktorskiej badan wykazaty, ze oprécz C421A (rs2231142) genu ABCG2
badane SNPs nie predysponujg do zwiekszonego indywidualnego ryzyka rozwoju szpiczaka
mnogiego. Nie wptywajg rowniez na catkowity czas przezycia pacjentéw ze szpiczakiem
plazmocytowym. Wykazano, ze genotyp GG polimorfizmu A388G genu SLCO1B1 zwigzany jest
z diuzszym przezyciem w przypadku stosowania schematu MP w odniesieniu
do innych analizowanych rodzajéw terapii w szpiczaku mnogim.

Przy wnioskowaniu nalezy uwzgledni¢ pewne ograniczenia badania, gtéwnie
w odniesieniu do archiwalnego charakteru materiatu badanego i wynikajgce z tego réznice
w standardach diagnostyki i leczenia szpiczaka mnogiego, liczby badanych przypadkdw,
dostepnosci petnych danych klinicznych i wynikdw badan laboratoryjnych. Te elementy moga
ogranicza¢ mozliwos¢ wykrycia istotnosci badanych SNPs w szpiczaku plazmocytowym i tym
samym utrudnia¢ formutowanie ostatecznych wnioskéw. Mimo to, przedstawione wyniki
wnoszg nowe informacje na temat udziatu polimorfizméw, ktére nie byty dotychczas badane
w szpiczaku mnogim w populacji polskie;.

Réznorodnosé SNPs w genach kodujgcych transportery btonowe, grupach etnicznych
populacji cztowieka, mozliwych wzorcdw dziedziczenia wymusza dalsze badania w celu
weryfikacji ich roli w MM oraz uzyskania bardziej kompleksowych profili transporteréw
komoérkowych wraz z lepszym zrozumieniem mechanizméw molekularnych lezacych
u podstaw zmienionej ich funkcji m. in. analizy mRNA i biatek w odniesieniu do aktualnie

obowigzujgcych kryteriéw diagnostycznych, prognostach i terapeutycznych w MM.
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Perspektywy i plany na przysztosé

Perspektywy i plany na przysztosc

Uwzgledniajgc uzyskane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej wyniki oraz bazujac
na licznych doniesieniach naukowych, ocena roli polimorfizméw gendw kodujacych
transportery komérkowe w nowotworach zastuguje na wieksze zainteresowanie. Do uzyskania
petnej charakterystyki ich roli konieczne sg dalsze badania, ktore pozwolg lepiej zrozumieé
mechanizmy molekularne lezgce u podstaw zmienionej funkcji transporteréw
w ryzyku rozwoju, progresji nowotwordéw, farmakodynamice i skutecznosci terapii
przeciwnowotworowe]. Badania oceniajace role wariantéw polimorficznych transporteréw
komodrkowych nalezy poszerzyé o dalsze analizy, w tym analizy wariantéw haplotypowych,
ocene wptywu SNPs na poziomy ekspresji genéw i funkcje kodowanych przez nie biatek
poprzez ich modelowanie in silico, czy analizy efektywno$¢ terapii przeprowadzone

na komdrkach nowotworowych hodowanych in vitro.

Uzyskane wyniki w przysztosci moga przyczyni¢ sie do stworzenia profili genetycznych
transporteréow komérkowych i ich wykorzystania jako nowych markeréw genetycznych
o wartosci diagnostycznej, prognostycznej, predykcyjnej, czy jako narzedzie przydatne
do wyodrebnienia pacjentow ze zwiekszonym ryzykiem zachorowania na MM. Zweryfikowane
profile genetyczne transporteréw komérkowych mogg stac sie przydatne w doborze terapii
z uwzglednieniem indywidualnej odpowiedzi na leki, co poprawi skutecznosé¢ leczenia

nowotworu i szanse przezycia pacjentow.
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Streszczenie

Streszczenie

Zmiany w funkcji biatek transportowych mogg prowadzi¢ do zaburzed homeostazy
komodrkowej, utraty mechanizméw ochronnych w komdrce poprzez spowolnienie
lub zahamowanie eliminacji szkodliwych substancji z komérki, co moze skutkowac ich
nagromadzeniem w komodrce. Moze to istotnie zwiekszaé ryzyko wystgpienia uszkodzen
i mutacji prowadzgcych do rozwoju procesu nowotworowego. Warianty genetyczne w postaci
SNPs skutkujgcych zmianami w budowie, funkcji biatek lub ekspresji genéw kodujgcych biatka
transportowe moga zatem wptywac na ryzyko rozwoju nowotwordw. Z drugiej strony SNPs
w obrebie genéw kodujacych biatka transportowe mogg wptywac na skutecznos¢ terapii
przeciwnowotworowej modyfikujgc m. in. efektywny transport chemioterapeutykéw,
odpowiedz komorkowg na zastosowang chemioterapie, czy indukujgc mechanizm opornosci

wielolekowej.

Biorgc pod uwage powyzsze przestanki, celem naukowym rozprawy doktorskiej byta
ocena roli polimorfizmdéw gendw kodujgcych wybrane transportery komérkowe z nadrodziny
ABC oraz rodziny OATP w predyspozycji do rozwoju oraz skutecznosci terapii szpiczaka
mnogiego. Poszczegdlne SNPs wybrano na podstawie danych dostepnych w pismiennictwie
oraz z wykorzystaniem genetycznych baz danych on-line (COSMIC, NCBI). W ramach niniejszej
rozprawy doktorskiej dokonano oceny czterech polimorfizméw w obrebie trzech wybranych
gendw, kodujgcych biatka transportowe z rodzin ABC i OATP. Wykorzystujgc technike PCR-RFLP
oceniono nastepujgce polimorfizmy gendéw: ABCB1 (rs3213619), ABCG2 (rs2231137,
rs2231142) oraz SLCO1B1 (rs2306283). Badaniami objeto tgcznie 181 pacjentow
z rozpoznaniem szpiczaka plazmocytowego leczonych w Klinice Hematologii Uniwersytetu
Medycznego w todzi w latach 1992-2002. Materiatem badanym byto archiwalne DNA
wyizolowane z krwi obwodowej pobranej na EDTA. Dodatkowo jako grupe odniesienia

wykorzystano tgcznie 141 préb DNA wyizolowanego od zdrowych oséb.

Przeprowadzona w ramach prezentowanej rozprawy doktorskiej analiza pozwolita
na sformutowanie wstepnych wnioskéw. Wykazano istotny statystycznie zwigzek pomiedzy
wystepowaniem polimorfizmu SNP C421A (rs2231142) genu ABCG2, a zwiekszonym ryzykiem

rozwoju szpiczaka mnogiego oraz zwigzek pomiedzy wystepowaniem polimorfizmu A388G
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(rs2306283) genu SLCO1B1, a wiekiem w grupach ponizej i powyzej 63 roku zycia. Dodatkowo
wykazano zwigzek tego polimorfizmu w catkowitym przezyciem pacjentéw wykazujac,
ze genotyp GG polimorfizmu A388G genu SLCO1B1 zwigzany jest z dtuzszym przezyciem
w przypadku stosowania schematu MP w odniesieniu do innych analizowanych rodzajéw

terapii w szpiczaku mnogim.

W pozostatych przypadkach nie wykazano istotnych statystycznie rézni¢ we frekwencji
poszczegdlnych genotypdw i alleli badanych SNPs pomiedzy grupg badang, a grupa kontrolng,
jak réwniez z wiekiem, ptcig, dostepnymi danymi klinicznymi, rodzajem stosowanej terapii
i przezyciem pacjentow ze szpiczakiem plazmocytowym. Prawdopodobnie nie majg one
zwigzku z rozwojem, przebiegiem i skutecznoscig leczenia szpiczaka mnogiego. Niezbedne sg
jednak dalsze badania, aby uzyskaé¢ bardziej kompleksowe profile genetyczne transporterow

btonowych i ich zréznicowanej regulacji w komérkach nowotworowych.
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Summary
Summary

Changes in the function of transport proteins can lead to disorders of cellular
homeostasis, loss of protective mechanisms in the cell by slowing down or inhibiting the
elimination of harmful substances from the cell, which may result in their accumulation in the
cell. This may significantly increase the risk of damage and mutations leading to the
development of cancer. Genetic variants such as SNPs resulting in changes in protein
structure, activity or changes in expression of genes encoding transport proteins may affect
the risk of cancer development. On the other hand, SNPs within the genes encoding transport
proteins may affect the effectiveness of anticancer therapy by modifying the effective
transport of chemotherapeutic agents, the cellular response to chemotherapy, or by inducing
the mechanism of multidrug resistance.

Taking into account the above premises, the aim of the doctoral dissertation was
to assess the role of polymorphisms of genes encoding selected cellular transporters from the
ABC superfamily and the OATP family in the predisposition of multiple myeloma development
and effectiveness of anticancer therapy. Individual SNPs were selected on the basis of data
available in the literature and with the use of on-line genetic databases (COSMIC, NCBI).
In the research carried out as part of the doctoral dissertation, four polymorphisms within
three selected genes encoding transport proteins from the ABC and OATP families were
assessed. Using the PCR-RFLP technique, the following gene polymorphisms were assessed:
ABCB1 (rs3213619), ABCG2 (rs2231137, rs2231142) and SLCO1B1 (rs2306283). The study
involved 181 patients diagnosed with multiple myeloma treated at the Hematology
Department of the Medical University of Lodz in the years 1992-2002. The tested material was
DNA isolated from peripheral blood collected on EDTA. In addition, 141 samples of DNA
isolated from healthy individuals were used as a reference group.

The research carried out and the analysis of the obtained results allowed for the
formulation of preliminary conclusions. A statistically significant association was found
between the occurrence of the SNP C421A polymorphism (rs2231142) of the ABCG2 gene and
an increased risk of developing multiple myeloma, as well as the association between
the presence of the A388G polymorphism (rs2306283) of the SLCO1B1 gene and age in the

groups below and above 63 years of age. In addition, the association of this polymorphism
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with the overall survival of patients was demonstrated, showing that the GG genotype
of the A388G polymorphism of the SLCO1B1 gene is associated with longer survival when using
the MP regimen in relation to other analyzed types of therapy in multiple myeloma.

In the remaining cases, there were no statistically significant differences
in the frequency of individual genotypes and alleles of the tested SNPs between the study
group and the control group, as well as age, sex, available clinical data, type of therapy scheme
and survival of patients with multiple myeloma. They probably have no connection with
the development, course and effectiveness of multiple myeloma treatment. However, further
studies are needed to obtain more comprehensive genetic profiles of membrane transporters

and their differential regulation in cancer cells.
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ORIGINAL PAPER
ASSOCIATION OF ABCB1 T-129C POLYMORPHISM AND
MULTIPLE MYELOMA RISK IN POLISH POPULATION

KATARZYNA NIEBUDEK, EwA BALCERCZAK, MAREK MIROWSKI, MARTA ZEBROWSKA

Laboratory of Molecular Diagnostic and Pharmacogenomics, Medical University of Lodz, Poland

The possible interaction between gene polymorphism and cancer risk develop-
ment is a very interesting issue. The genetic variants of the ATP-binding cassette
superfamily B member 1 (ABCB1) are known to be involved in developing can-
cer risk and individual differences in chemotherapeutic response. Polymorphisms
may affect the reduction of the activity and/or expression of important protective
cellular proteins. The increased exposure to toxic compounds, including carcino-
gens is associated with an increased risk of developing cancers. The present study
was aimed to evaluate the possible effect of ABCB1 T-129C single nucleotide
polymorphism in risk of cancer development in Polish patients diagnosed with
multiple myeloma. 91 multiple myeloma patients and 94 healthy controls were
enrolled in this case-control study. The ABCBI T-129C genotypes were deter-
mined by polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism
method (PCR-RFLP). The distribution of particular genotypes between multiple
myeloma patients and controls group was not significantly different for T-129C
SNP (p = 0.4297). The studied polymorphism does not seem to affect the in-
creased risk of multiple myeloma development.

Key words: MDRI, ABCB1, P-gp, single-nucleotide polymorphism, plasma
cell myeloma.

Introduction

Plasma cell myeloma (multiple myeloma — MM)
is a cancer of blood cells derived from bone marrow.
It belongs to the group of malicious monoclonal
gammapathy. Memory B cells are considered to be
responsible for clonal proliferation. The expansion
of neoplastic cells in bone marrow and the produc-
tion of monoclonal immunoglobulin are responsible
for disease symptoms manifestation {1]. As a result
of disseminated marrow infilerated by tumor cells, its
function is disturbed — anemia, coagulation disorders,
immunity disorders. Other characteristic symptoms
of myeloma are osteolytic lesions, hypercalcemia,
and renal failure {2]. Multiple myeloma is the sec-
ond cause of neoplasms of the hematopoietic system

in terms of the frequency of disease, it accounts for
1% of all cancers and approximately 10% of all hema-
tologic malignancies. In Europe, 4.6/100 000 males
and 3.2/100 000 females develop MM every year.
The median age of patients at the time of diagnosis
is about 65 years [3, 4]. The molecular mechanism
of disease development has not yet been fully under-
stood, attention is paid to the simultaneous partic-
ipation of many environmental and genetic factors.
Genetic variants like SNPs may be a protective or
risk factor in the cancer development and be correlat-
ed with response to chemotherapy [5, 6.
ATP-binding cassette transporters play an im-
portant role in outflowing of xenobiotics and tox-
ic compounds from cells {7]. ATP-binding cassette
sub-family B member 1 — ABCB1 gene, also named
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as MDRI gene - Multidrug Resistance Gene 1 is lo-
cated on the chromosome 7q21.1 ABCBI consists
of 28 introns and 28 exons and encodes transmem-
brane P-gp — P-glycoprotein with molecular weight
170 kDa or 1280 amino acids {7]. Firstly this protein
was described in drug-resistant cells {8]. P-gp occurs
in both normal tissues and cancer cells. The ABCBI
gene is widely expressed in human organs and tis-
sues, significantly in the apical membranes of ex-
cretory tissues: brain microvessel endothelium cells,
intestinal epithelial cells, renal proximal tubular ep-
ithelial cells, placenta and testes {5, 91. This protein
is responsible for efflux endogenous metabolites and
toxic xenobiotics, including carcinogens from cells,
what is a protective mechanism against carcinogen-
esis. On the other hand, P-gp plays an important
role in drug response trough the reduction the effect
of the drug through modulating absorption, metab-
olism and promoting elimination from cells {10, 111.
P-gp also plays a role in the development of im-
mune response by activating lymphocytes. Among
the substrates for P-gp are: lipids, sterols, analgesics,
antidepressants, anticancer drugs and immunomod-
ulators such as doxorubicin, vinblastine, vincristine,
epirubicin, etoposide and imatinib, are widely used in
chemotherapy, including multiple myeloma therapy
11, 12, 13}.

Genetic changes that affect the activity or expres-
sion of P-gp may contribute to the risk of develop-
ing cancer as well as potential response to chemo-
therapy {14, 15, 16, 17]. Recent studies suggest that
genetic components may play an important role in
the ethiopahology of MM [17}. SNPs in ABCBI
gene are highly diverse in different ethnic popula-
tions. So far, more than 50 SNPs have been identified
in ABCBI1 gene {11, 18]. Some of them have been
studied more widely, others not enough. The aim
of this study was to determine the potential signif-
icance of SNP T-129C of ABCBI gene (rs3213619)
in the development of multiple myeloma. According
to the state of our knowledge, the role of this poly-
morphism in promoter region at ABCBI gene in
multiple myeloma has not been studied in the Polish
population.

Material and methods

Study subject

91 blood samples collected from patients (50 fe-
males; 41 males, median age of the group: 63 years)
with multiple myeloma diagnosed at the Cathedral
of Hematology Medical University of Lodz, Poland
were recruited to the study. Various treatment reg-
imens have been used in the therapy of patients,
such as: MP (melphalan; cisplatin), VAD (vincris-
tine; doxorubicin; dexamethasone). In almost half
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of the study group, the clinical stage was assessed to
111, according to Durie-Salomon classification.

The healthy control group consisted of 94 blood
samples obtained from healthy individuals (56 fe-
males, 38 males, median age of group: 33 years)
from the local blood bank were ethnic and geograph-
ically matched with the group of multiple myeloma
patients. The investigation was in accordance with
the Declaration of Helsinki, the Good Laborato-
ry Practice rules and was approved by the Ethical
Committee of the Medical University of Lodz No:
RNN/88/16/KE. All patients provided a written in-
formed consent before their inclusion in the study.

Genotyping

ABCBI T-129C (1s3213619) polymorphism was
evaluated applying the PCR-RFLP technique. DNA
was isolated from peripheral blood according to
“Blood Mini” protocol (A&A Biotechnology, Poland).
DNA samples, until analysis, were stored at —20°C.
PCR reaction for both investigated and control
groups was performed according to 2xPCR Super
Master Mix (Biotool.com, USA) protocol in the vol-
ume 20 pl PCR mixture. The PCR mixture composed
of 5 ul of 2xPCR Super Master Mix, 0.5 mM of each
primer, 50 ng of DNA template and distilled water
up to 20 ul. Negative control (without DNA) was
included in every experiment. PCR products were
evaluated during electrophoresis in 2% agarose gel
with ethidium bromide. Products of PCR reaction for
SNP T-129C in ABCBI gene had the size of 258 bp.

PCR products were digested by restriction en-
zyme, specific to the studied polymorphism: Mspll.
The digestion mixture consist of: 16 ul of PCR prod-
uct, 2 ul of 10X PCR buffer, 0.2 ul of specified en-
zyme 10 U/ul and 1.8 ul of distilled water up to 20
ul. Digestion by restriction enzyme was performed
for SNP T-129C: at 37°C for 16 h. Amplified DNA
fragments after digestion by restriction enzyme
were underwent electrophoresis on 2% agarose with
ethidium bromide. The details of PCR-RLFP method
are given in Table I.

Statistical analysis

STATISTICA 10 statistical software (StatSoft Inc.
2011) was used for data analysis. The ¥? Pearson test
with the Yates correction was applied to evaluate
the conformity between the observed and expected
genotype frequencies in the investigated and control
groups according to Hardy-Weinberg equilibrium.
Differences in genotype frequencies among MM pa-
tients and control group and association of the var-
ious genotypes with clinical date were determined
using the y? Pearson test with the Yates correction
test. All p-values were two-sides and p < 0.05 was
considered as statistically significant.
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Table I. Primers sequences and basic PCR-RLFP reaction conditions

SNP T-129 C in ABCB1 GENE

PRIMERS: GENOTYPE: LENGTH AFTER DIGESTION: {BP}
Forward primer:

5" TTTCACTACTTGCCCTTTCTAGAG 3’ IT 258

Reverse primer: CT 32, 226, 258

5" CGGCCTCTGCTTCTTTGAG 3’ CC 32, 226

Results

In this study all blood samples from investigated
and control groups were successfully analyzed for
T-129C of ABCBI gene. The frequency of partic-
ular genotypes in both groups was consistent with
the Hardy-Wineberg equilibrium (p = 1.000).

First, genotype and allele frequencies for studied
SNP between group of patients with multiple myelo-
ma and healthy individuals were compared. In both
groups the dominant genotype was homozygote TT
(98% — multiple myeloma patients; 96% — healthy
individuals). There was no significant statistical
difference between multiple myeloma cohort and
healthy individuals (p = 0.4297, p = 0.4296). All
results are shown in Table II.

Secondly, the group of patients with multiple my-
eloma was divided, according to gender, into two
subgroups (Table III), than the frequencies of geno-

Table II. Frequencies of genotypes alleles of ABCBI gene
SNP T-129C in the group of patients with multiple myelo-
ma and healthy individuals

types for SNP T-129C were compared. Similarly,
there was no statistically significant differences be-
tween the presence of a specific genotype and gender
(p = 0.8870).

In the next step of the analysis the multiple myelo-
ma cohort was divided according to age. Frequencies
of particular genotypes of studied SNP were com-
pared between the subgroup of patients with age
63 years and under this and subgroup of patients
with age over 63 years. No statistically significant
differences were found (p = 0.1572).

In the last part of the research, the group of pa-
tients with multiple myeloma were divided accord-
ing to the type of the produced by myeloma cells
immunoglobulin into four subgroups. Results are
summarized in Table III. Then the analysis of geno-
type frequencies of SNP T-129C and these subgroups
of patients were performed, no statistically signifi-
cant differences were found (p = 0.6901).

Discussion

The P-gp protein encoded by the ABCBI gene
is an active exporter responsible for the transport

ABCB1  MULTIPLE MYELOMA  HEALTHY P of substances from the cytoplasm outside the cell or

T-129C PATIENTS, INDIVIDUALS to specific intracellular compartments. The physi-

N =31 §=4 ological function of P-gp is protection cells against

cC 0 (0%) 0 (0%) harmful substances — metabolites or toxins of both

CT 2(2%) 4 (4%) 0.4297  endogenous and exogenous origin. The presence

TT 89 (98%) 90 (96%) of membrane P-gp contributes to the removal of xeno-

biotics, ensuring the proper functioning of the intes-

2 2 () A@%) 0.4296  tines, kidneys, liver barrier or blood-brain barrier {12].
& 180 (99%) 184 (98%)

P-gp is involved in the regulation of the immune

Table III. The frequency of particular genotypes in the investigated group

PREVALENCE OF THE INVESTIGATED SNP T-129C IN MULTIPLE MYELOMA PATIENTS (N = 91)

GENOTYPE GENDER TYPE OF THE IMMUNOGLOBULIN PRODUCED BY MYELOMA CELLS
MALE FEMALE IcG IcA IcD LCD
TT 40 49 51 19 18 1
CT 1 1 2 0 0
CcC 0 0 0 0 0
Total 41 50 53 19 18 1
407
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response and the process of proliferation and differen-
tiation of hematopoietic stem cells {19].

Previous knowledge about P-gp protein suggests
that a wild variance of T-129C ABCBI can protect
cells from carcinogen accumulation {20}. Therefore,
it is likely mutant form of this SNP in ABCB1 may
reduce ability to eliminate carcinogens, what could
promotes carcinogenesiss. On the other hand, SNPs
in the ABCB1 gene might influence the efficiency
of chemotherapy by inducing multidrug resistance
and could become a prognostic factor {12, 211.

So far, genetic variants in ABCB1 have been stud-
ied in various diseases such as Parkinson’s disease,
mood disorders, breast cancer and colorectal can-
cer {22, 23}. ABCB1 SNPs (C1236T, G2677T/A,
C3435T) have also been studied in hematological
diseases such as chronic myeloid leukemia (CML),
chronic lymphocytic leukemia (CLL), acute lym-
phocytic leukemia (ALL), diffuse large B lymphoma
(DLBCL) and multiple myeloma (MM) {5, 18, 20,
24}. From the previously published data, it can be
assumed that polymorphisms in the gene regulato-
ry region can also affect the expression and func-
tion of P-gp e.g. T-2410C, T-1910C, T-692C and
T-129C and could be associated with hematological
tumors [8}.

The T-129C SNP in ABCBI1 gene is located in the
promoter region. The role of this polymorphism in
cancer development and progression has not been
sufficiently recognized. It was confirmed that this
SNP increases the risk of DNA damage in response
to carcinogens such as pesticides {24}. Also some
data about neuropathic pain induced by chemother-
apy in multiple myeloma have been reported {25}
what confirmed that investigation of genes from
the group of ABC transporters could help to solve
that problem. Especially, that some data from the lit-
erature indicate that some genes {26} may also be
involved in sensitivity to the use of treatment. How-
ever, in case of our study we did not get information
about neuropathic pain in the group of investigated
patients during chemotherapy. Therefore, we could
not evaluate it and this could become the next step
in the future analysis.

Distribution of individual genetic variants
of the SNP T-129C varies within the populations.
The results obtained in our study were consistent
with the distribution of the frequency of genotypes
for the healthy members of the Polish population in
the study conducted by Tan e #/. in which the dis-
tribution of individual genotypes was as follows:
TT 93.5%, CT 6.5%, CC 0% {27}. In another re-
search on the French population, the following dis-
tribution was obtained: TT 92%, CT 8%, CC 0%
[28}. The presence of a CC homozygous has not been
demonstrated for the Caucasian ethnic group. In con-
trast to the Japanese population, where the presence

408

of CC homozygotes has been observed with frequen-
cies CC 1.3% {291].

Our results indicate a lack of association between
the studied T-129C polymorphism and the increased
risk of multiple myeloma development (p = 0.4297).
Contrary to our results, Hu ez #/. showed that poly-
morphisms of ABCBI T-129C is connected with
the risk of DLBCL {30}. In turn, results obtained in
our study are consistent with the data published by
Komoto et al. where there were no statistically sig-
nificant differences between the group of healthy
people and the group of patients with oesophageal
cancer or with a group of patients with colorectal
cancer. Similar results were obtained by Liu ef #/. in
the study of the role of SNP in ABCBI gene in sus-
ceptibility to primary open-angle glaucoma. In this
study there were no significant differences in ABCBI
T-129C frequencies in investigated and control
groups {311. Studies on the role of T-129C polymor-
phism in the ABCBI gene were also conducted in
ovarian cancer. Similarly, there were no differences in
the incidence of alleles between patients with ovarian
cancer and the control group for SNP T-129C {32].
In the next step it could be important to compare
of studied SNPs of ABCB1 gene with others recent-
ly investigated polymorphisms, including promising
CD4 gene, tested on an animal model {33].

We are aware of the limitations of the study, how-
ever, we hope that our research on the role of genet-
ic variants in this incurable cancer will contribute to
the increasing of knowledge about multiple myelo-
ma.

This study was supported by statutory funds of the De-
partment of Pharmacentical Biochemistry and Molecular
Diagnostics, Medical University of Lodz no. 503/3-015-
02/503-31-001.
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Background: Breast cancer resistance protein BCRP, belonging to superfamily G of the adenos-
ine triphosphate-binding cassette (ABC) transporters, is an efflux pump and plays a critical role
in protecting cells against xenobiotics and toxic compounds including (pro)carcinogens. BCRP
is expressed in many tissues, including hematopoietic stem cells. Genetic variants such as single
nucleotide polymorphisms (SNPs) can change the gene expression and/or reduce their products’
activity which may affect an individual’s susceptibility to xenobiotics and the development of
carcinoma. These changes may affect the exposure of blood cells to toxic compounds, which
increases the risk of multiple myeloma. The aim of this study was to determine polymorphisms
at positions G34A and C421A of the ABCG2 gene in multiple myeloma in the Polish popula-
tion for the first time.

Materials and methods: Material for the study included DNA isolated from nucleus of cells
of peripheral blood of patients diagnosed with multiple myeloma (investigated group N=181)
and from healthy people (control group N=97). Research into the polymorphisms was conducted
using the polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism technique.
Results: The present study showed a statistically significant association between SNP C421A
of the ABCG2 gene and the risk of developing multiple myeloma (P=0.0218). No statistically
significant relationship was found for the other parameters analyzed, such as age, gender, or
type of secreted immunoglobulin.

Conclusion: Preliminary studies indicate that SNP C421A may become a potential predictor
for the development of multiple myeloma.

Keywords: BCRP, polymorphism, 4BCG2, multiple myeloma risk, plasma cell myeloma,
single nucleotide polymorphism

Introduction

The ABCG2 gene located on chromosome 4q22 encodes the 655-amino-acid breast
cancer resistance protein BCRP.! Like other G-subfamily proteins of adenosine
triphosphate-binding cassette (ABC) transporters, BCRP is a half transporter contain-
ing one nucleotide-binding domain and one transmembrane domain fused into a single
polypeptide chain. BCRP has a functional form as a homodimer with a molecular
mass of 144 kDa.? In humans, BCRP functions as a protective pump. Physiologi-
cally, it occurs in many normal human tissues including the placenta, liver, brain,
syncytiotrophoblast, small intestine, and breast tissue.® This protein determines the
existence of barriers: the brain, the testicles, and the placenta.* BCRP is suggested to
provide the fundamental physiological barrier function that can protect cells. High
expression of BCRP affects tissues of organs responsible for detoxification processes.’
BCRP is one of the major proteins responsible for the active transport of a broad spec-
trum of chemical compounds across extracellular and intracellular membranes, for
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example: heme, porphyrin, riboflavin, hormones (estrogens),
and chemotherapeutics (methotrexate, imatinib, doxorubicin,
topotecan).*” Among the substrates for BCRP there are also
carcinogenic xenobiotics. The BCRP transporter, by regulat-
ing the concentration of xenobiotics in the cell, fulfills the
physiological protective role for the cell against toxicity of
environmentally or clinically administered drugs.” BCRP
plays also an important protective role for hematopoietic
stem cells against xenobiotics and hypoxia.’*

The genetic background significantly determines the
kinetic properties of BCRP, starting from the single nucleo-
tide polymorphism (SNP) to large chromosome aberrations
that change protein properties and functions leading to an
increased risk of cancer.>!”

SNPs are the most frequent inherited sequence varia-
tions in a particular gene and occur every 100-300 bp."' The
ABCG?2 gene protein was tested for SNPs in 90 different
ethnic populations. Within the ABCG2 gene, more than 40
nonsynonymous and synonymous SNPs in promoter regions,
exons, and intron sequences have been identified.'>"?

The two most common SNPs are G34A and C421A. The
G34A polymorphism in exon 2 (rs2231137) results in an amino
acid change in position 12 from valine to methionine (Vall2Met).
This results in the formation of a protein with a significantly
reduced ability to translocate the substance across the cell
membrane. The C421A polymorphism in exon 5 (1s2231142)
which leads to a glutamine-to-lysine amino acid substitution is
associated with low levels of BCRP expression.'*'*

Loss of the physiological function of BCRP resulting from
SNPs G34A and C421A in ABCG?2 gene variants may affect
susceptibility to cancer development such as acute myeloid
leukemia (AML), chronic myelogenous leukemia (CML),
diffuse large B-cell lymphoma, breast cancer, prostate cancer,
colorectal cancer, nonpapillary renal cell cancer, pancreatic
cancer, and non-small-cell lung carcinoma. Therefore, several
studies have tried to identify the role of SNPs with suscep-
tibility, survival, and treatment outcomes of carcinoma.'>!®

Multiple myeloma is a cancerous disease derived from a
single clone of cancer cells from the bone marrow. Multiple
myeloma belongs to the group of malignant monoclonal
gammapathies.’ The incidence in Europe ranges between 4.5
and 5.8/100,000. In epidemiological studies in Poland carried
out since the 1990s, there has been a steady increase in multiple
myeloma incidence. Multiple myeloma represents 1% of all
malignancies and up to 14% of hematological malignancies.
The disease is slightly more common in men. The pathogenesis
of multiple myeloma is not yet fully known. However, it is
assumed to be a multifactorial disease where environmental,
genetic, and long-term antigenic stimulation of the immune

system in the course of bacterial and viral infections interact.
The risk of first-degree multiple myeloma is 37 times higher
in kinship relatives, which supports the concept of involvement
of genetic factors in the development of the disease.

Therefore, it is reasonable to assume that the genetic
variants of the ABCG2 gene can cause altered exposure of
hematopoietic cells to xenobiotics and thereby reduce or
increase the risk of multiple myeloma development.?

The aim of this study was to determine the potential
significance of SNPs G34A and C421A of the ABCG2 gene
in the development of multiple myeloma. To the best of
our knowledge, the role of this polymorphism in multiple
myeloma has not so far been studied in the Polish population.

Materials and methods

Materials

Blood samples (N=181) were collected from patients
(85 females, 96 males; median age of group: 63 years) with
multiple myeloma diagnosed at the Clinic of Hematology,
Medical University of Lodz, Poland. The control group con-
sisted of 97 blood samples obtained from healthy individuals
(58 females, 39 males, median age of group: 33 years) from
the local blood bank, and geographically and ethnically
matched the group of patients with multiple myeloma. The
investigation was performed in accordance with the prin-
ciples of the Declaration of Helsinki and was approved by
the Ethical Committee of the Medical University of Lodz (No
RNN/88/16/KE and RNN/285/13/KE). All patients provided
a written informed consent before their inclusion in the study.

DNA isolation

DNA was isolated from peripheral blood according to the
“Blood Mini” protocol (A&A Biotechnology, Gdynia,
Poland). DNA samples were stored at —20°C until analysis.

Genotyping of G34A and C421A
Polymerase chain reaction

Polymerase chain reaction (PCR) for both investigated poly-
morphisms was performed according to the 2xPCR Super
Master Mix (Biotools, Jupiter, FL, USA) protocol. The
mixture for PCR reaction consisted of: 5 uL of 2xPCR
Super Master Mix (which included in its composition:
buffer, MgCl,, dNTPs, Tag DNA polymerase); 0.5 mM of
each primer, specific to the particular SNP; 50 ng of DNA
template; and distilled water up to 20 puL. Negative control
was included in every experiment. PCR products for both
SNPs were evaluated during electrophoresis on 2% agarose
gel. Products of PCR reaction for SNPs G34A and C421A
had a size of 291 bp and 184 bp, respectively.
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Table | Details of methodology used in genotyping by polymerase chain reaction analysis
Primer sequence Annealing Restriction Genotype Fragment
temperature (°C) enzyme length (bp)
BCRP SNP G34A
Forward primer: 60 BseMI GG 291
5-AAATGTTCATAGCCAGTTTCTTGGA-3’ GA 291, 261, 30
Reverse primer: AA 261, 30
5-ACAGTAATGTCGAAG ATCGCA-3"
BCRP SNP C421A
Forward primer: 58 Msel cC 100, 84
5-ATGTTGTGATGGGCACTCTG-3" CA 100, 84, 64, 36
Reverse primer: AA 84, 64, 36
5 -TGCTGATCATGATGCTTTCAG-3’

Abbreviations: BCRP, breast cancer resistance protein; bp, base pair; SNP, single nucleotide polymorphism.

Restriction fragment length polymorphism

PCR products for both polymorphisms were digested by
restriction enzyme specific to the studied polymorphism:
BseMI for SNP G34A and Msel for SNP C421A. The diges-
tion mixture consisted of 16 UL of PCR product, 2 uL of
buffer, 0.1 puL of specified enzyme, and 1.9 uL of distilled
water up to 20 puL for G34A; and 16 puL of PCR product,
2 uL of buffer, 0.5 puL of specified enzyme, and 1.5 pL of
distilled water up to 20 puL. Digestion by restriction enzyme
was performed for SNPs G34A and C421A, respectively, at
55°C for 16 hand at 30°C for 16 h. Genotypes for both studied
polymorphisms were identified by electrophoresis (on 2% and
4% agarose gel for G34A and C421A, respectively) of ampli-
fied DNA fragments after digestion by restriction enzyme.
The details of the band patterns are presented in Table 1.

Statistical analyses

All statistical analyses were performed using STATISTICA
10 (2011; StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA). The Hardy—
Weinberg equation was calculated in the experimental and
control groups in the study only for SNP C421A. The y*
Pearson test with the Yates correction was applied to evaluate
conformity between the observed and expected genotype
frequencies according to the Hardy—Weinberg rule. To deter-
mine the significance of differences in genotype frequencies
between the group of multiple myeloma patients and the
group of healthy individuals, the % Pearson test with the
Yates correction was used. In all conducted tests, P<0.05
was assumed significant.

Ethics statement

The investigation was in accordance with the Declaration of
Helsinki and the Good Laboratory Practice rules, and was
approved by the Ethical Committee of the Medical University
of Lodz (Nos RNN/88/16/KE and RNN/285/13/KE).

All patients provided a written informed consent before their
inclusion in the study.

Results

This study recruited a total of 181 people diagnosed with
multiple myeloma and 97 healthy people as a control group.
All samples obtained from patients with multiple myeloma
and from healthy individuals were included in the statistical
analysis. The multiple myeloma and healthy control groups
were analyzed using the Hardy—Weinberg equation model.
Both groups were in Hardy—Weinberg equilibrium. Only
SNP C421A of the ABCG2 gene was significantly associated
with the increased risk of multiple myeloma development
(P=0.0218). For SNP G34A in the ABCG2 gene (rs2231137),
none of the patients or controls was carrying the minor (A)
variant. For SNP C421A (rs2231142), our data showed that
10.5% and 1.1% of the patients with multiple myeloma
had CA and AA genotypes respectively, while only 2.1%
and 0% patients from the healthy control group had these
genotypes (Table 2).

The group of patients with multiple myeloma was divided
according to gender. Then, the correlation between gender
and the incidence of individual genotypes and alleles for the
C421A polymorphism in the ABCG2 gene was analyzed.
No statistically significant relationship in the case of analysis
for genotypes and also in case of the presence of the C
allele or the A allele was found (P=0.1255, P=0.1307, and
P=0.3865 respectively).

For 84 trials, clinical data were given about the type of
immunoglobulin secreted by myeloma cells. In this case,
no association was found between the different genotypes
of SNP C421A of the ABCG2 gene and the type of immu-
noglobulin produced (Table 3).

Due to the lack of substantive association of the obtained
results, they were not correlated with other available clinical
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Table 2 Incidence of genotypes and alleles for G34A and C42| A polymorphisms of the ABCG2 gene in multiple myeloma patients and

healthy individuals

ABCG2 SNPs Multiple myeloma Healthy individuals, P (x* Pearson with the OR (95% CI)
patients, N=181 (%) N=97 (%) Yates correction)
SNP C421A
CcC 160 (88.4) 95 (97.9) 0.0218 (=)
CA 19 (10.5) 2(2.1) 5.64 (1.28-24.75)
AA 2(1.1) 0 (0.0) 2.97 (0.14-62.62)
c 339 (93.6) 192 (99.0) 0.0040 ()
A 23 (6.4) 2 (1.0) 6.51 (1.52-27.93)
HWE P 0.7537 1.000
SNP G34A
GG 181 (100.0) 97 (100.0) NA® NA®
GA 0(0.0) 0(0.0)
AA 0(0.0) 0 (0.0)
G 362 (0.0) 194 (0.0) NA® NA?
A 0(0.0) 0 (0.0)
HWE P NA NA

Notes: P<<0.05 (written italic) indicates a significant impact on the risk of multiple myeloma development. *Due to the obtained distribution of genotypes in the studied

groups, statistical analysis was impossible.

Abbreviations: HWE, Hardy-Weinberg equilibrium; NA, not applicable; SNP, single nucleotide polymorphism.

data: disease advancement according to the Durie-Salmon
classification, general condition of the patients according to
the WHO, therapy regimen, or laboratory parameters such as
C-reactive protein, lactate dehydrogenase, hemoglobin, albu-
min, and B2-microglobulin level (because data were not avail-
able from the whole group of patients with multiple myeloma).

Discussion

Multiple myeloma remains an incurable disease with an aver-
age survival of 4-6 years. Extensive epidemiological studies
have shown that the processes of detoxification and elimina-
tion of xenobiotics from cells are associated with tumors."”
BCRP acts as a pump that actively removes toxic compounds,
including carcinogens from cells. SNPs can alter the expres-
sion and activity of the relevant genes and their proteins, and

predispose them to the development of tumors.” Much research
has been done to clarify the role of SNPs and the development
of various cancers including hematologic and solid tumors."

Thus far, there have been only a few epidemiological
studies to investigate the association between G34A and
C421A polymorphisms in the ABCG2 gene and the risk
of various types of cancer. The exact association between
cancer susceptibility and ABCG2 polymorphisms remains
unclear. The results appear to depend on the ethnic origin
and type of cancer. Previous studies have shown important
differences in the frequencies of genotype of G34A and
C421A. For G34A, the Han Chinese population appears to
have the highest frequency (34%), while the variant allele is
extremely rare in the sub-Saharan African population (<1%)
and is relatively rare in the African-American (5%) and

Table 3 Incidence of genotypes of single nucleotide polymorphism C421A in the ABCG2 gene in patients with multiple myeloma by

type of immunoglobulin secreted by myeloma cells

SNP C421A Multiple myeloma patients (N=84)
1gG (%) IgA (%) IgD (%) Light chains (%) | P (y? Pearson with the
Yates correction)
cc 48 (57.1) 13 (15.4) 1 (1.2) 14 (16.7) 0.9939
CA 4 (4.8) 2(24) 0 (0.0) 2 (24)
AA 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
C 52 15 | 16 0.8674
4 2 0 2
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Caucasian populations in the United States (12%). Variant
A of the G34A polymorphism in the European population,
according to the dbSNP database, could account for about
5% of'the population. However, it may occur at a lower level,
such as in the Turkish or Dutch population. To the best of our
knowledge, the G34A analysis of the ABCG2 gene presented
in this publication is the first study of this type in the Polish
population.' The allelic frequencies in the Mexican-Indian,
Mexican, and Latin populations were 90%, 10%, and 40%,
respectively. Importantly, the A allele of C421A is wide-
spread in the Japanese and Chinese populations (35%). For
the Caucasian population it is below 10% and it is rarest for
the sub-Sahara African and African-American populations,
accounting for 5%.'

The present study focused on the role of the two most
common polymorphisms of the ABCG2 gene in the devel-
opment of multiple myeloma. G34A is not related to the
risk of developing multiple myeloma, whereas C421A was
significantly associated with multiple myeloma (P=0.0218).

In contrast to the obtained results, the GA and AA
genotype variants of SNP G34A in the ABCG2 gene were
associated with increased toxicity in AML. On the other
hand, these genotypes were linked with improved survival in
AML. In the same study, the ABCG2 C421A polymorphism
was associated with decreased drug resistance and a higher
risk of death when compared to the wild type."”

Kim et al* demonstrated that SNP G34A variants may
be relevant in response to imatinib therapy used in CML.
They showed that the GA and AA genotypes were signifi-
cantly associated with the lower rate of complete cytoge-
netic response to imatinib. In contrast, data available in
another publication showed that there was no difference
in the frequencies of SNP G34A between CML patients
with good response and resistance to imatinib, but the AA
genotype variant of SNP C421A was associated with the
lower risk of resistance development to imatinib for patients
with CML.!

Similar studies have been carried out on a group of
children with acute lymphoblastic leukemia among SNPs
G34A and C421A in BCRP. Only SNP G34A in the ABCG2
gene was related to a higher risk of acute lymphoblastic
leukemia, which remains in contrast to the results of the
research conducted by us on a group of patients with multiple
myeloma.’! Hu et al’ obtained similar results. The researchers
reported that the C421A A allele increased the risk of devel-
oping diffuse large B-cell lymphoma.

Regarding studies on the role of polymorphisms within
the ABCG2 gene in solid tumors, Wu et al'* found an

increased frequency of G34A GA and AA genotypes in
patients with breast cancer. The G34A allele polymorphism
was significantly different in these patients and was associ-
ated with an increased risk of cancer. Similarly, the homo-
zygous variant of the C421A AA genotype was associated
with a higher risk of developing breast carcinoma.'* Another
study on the role of C421A polymorphism in a group of
Kurdish breast cancer patients showed that the AA genotype
is significantly associated with an increased risk of develop-
ing breast cancer.”

Similar results were obtained by Sari et al'’ in a study into
the role of SNPs in the BCRP transporter and susceptibility
to colorectal cancer. In this study, ABCG2 C421 A was statis-
tically significantly associated with colorectal cancer risk.
In particular, patients with A alleles were much more likely
to have the disease than those with C alleles. In contrast, the
ABCG2 G34A genotypes in the cases and controls did not
differ significantly, and thus polymorphism was not associ-
ated with the risk of colorectal cancer."

C421A in the ABCG2 gene plays contrasting roles in
prostate cancer. First, enhanced tumor cell proliferation
results from decreasing folate efflux and increased intracel-
lular folate levels. On the other hand, in patients treated with
docetaxel intratumoral, the level of docetaxel and tumor
cell sensitivity increased and so did the patients’ survival
time.” Different results for C421A and prostatic cancer were
obtained by Gardner et al** as there were no significant dif-
ferences in the prevalence of prostate cancer based on the
genetic variability of ABCG2 in a non-Hispanic Caucasian
cohort. Hahn et al*® demonstrated that hormone-refractory
prostate cancer patients carrying the ABCG2 C421A geno-
type were more likely to survive beyond 15 months compared
with those carrying the C421A CC genotype.

In contrast, another analysis of the role of SNP C421A
in the ABCG2 gene performed by Korenaga et al*® proved
that the CC genotype was associated with a higher risk of
developing nonpapillary renal cell cancer.

Conclusion

Our study has shown that SNP C421A of the ABCG?2 gene
predisposed to an increased individual risk of developing
multiple myeloma. These results encourage further research
into SNP C421A in the BCRP encoding gene and the risk
of developing multiple myeloma, despite the fact that the
small number of examined individuals may have limited
the possibility to detect the effects of SNPs on the risk of
multiple myeloma. However, further studies on the rela-
tionship between polymorphism and the risk of multiple
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myeloma are required to confirm our findings prior to the
use of polymorphism to identify subgroups with an increased
risk of multiple myeloma.

Acknowledgment

This research was supported by statutory funds of the
Department of Pharmaceutical Biochemistry and Molecular
Diagnostics, Medical University of Lodz (503/3-015-
02/503-31-001), research task of Medical University of
Lodz (502-03/3-015-02/502-34-109) and by a grant from
Medical University of Lodz (named: “grant UMED”)
(564/3-000-00/564-20-013).

Disclosure
The authors report no conflicts of interest in this work.

References
1. Au A, Aziz Baba A, Goh AS, et al. Association of genotypes and
haplotypes of multi-drug transporter genes ABCB1 and ABCG2 with
clinical response to imatinib mesylate in chronic myeloid leukemia
patients. Biomed Pharmacother. 2014;68(3):343-349.

. Taylor NMI, Manolaridis I, Jackson SM, et al. Structure of the human
multidrug transporter ABCG2. Nature. 2017;3(7659):504-509.

. Martino A, Campa D, Buda G, et al. Polymorphisms in xenobiotic
transporters ABCB1, ABCG2, ABCC2, ABCC1, abce3 and multiple
myeloma risk: a case-control study in the context of the International
multiple myeloma rESEarch (IMMEnSE) Consortium. Leukemia.
2012:26(6):1419-1422.

4. Ross DD. Modulation of drug resistance transporters as a strategy for
treating myelodysplastic syndrome. Best Pract Res Clin Haematol. 2004;
17(4):641-651.

. Sarkadi B, Ozvegy-Laczka C, Német K, Viradi A. ABCG2 — a trans-
porter for all seasons. FEBS Lett. 2004;567(1):116—-120.

6. Ni Z, Bikadi Z, Rosenberg MF, Mao Q. Structure and function of the
human breast cancer resistance protein (BCRP/ABCG2). Curr Drug
Metab. 2010;11(7):603-617.

7. Lockhart AC, Tirona RG, Kim RB. Pharmacogenetics of ATP-binding
cassette transporters in cancer and chemotherapy. Mol Cancer Ther.2003;
2(7):685-698.

8. Tang L, Bergevoet SM, Gilissen C, et al. Hematopoietic stem cells
exhibit a specific ABC transporter gene expression profile clearly
distinct from other stem cells. BMC Pharmacol. 2010;10(1):12.

9. HuLL, Wang XX, Chen X, et al. BCRP gene polymorphisms are associ-
ated with susceptibility and survival of diffuse large B-cell lymphoma.
Carcinogenesis. 2007:28(8):1740-1744.

10. Sari FM, Yanar HT, Ozhan G. Investigation of the functional single-

nucleotide polymorphisms in the BCRP transporter and susceptibility
to colorectal cancer. Biomed Rep. 2015;3(1):105-109.

o

w

v

OncoTargets and Therapy
Publish your work in this journal

OncoTargets and Therapy is an international, peer-reviewed, open
access journal focusing on the pathological basis of all cancers, potential
targets for therapy and treatment protocols employed to improve the
management of cancer patients. The journal also focuses on the impact
of management programs and new therapeutic agents and protocols on

Submit your manuscript here: http://www.dovepress.com/oncotargets-and-therapy-journal

. Cheok MH, Pottier N, Kager L, Evans WE. Pharmacogenetics in acute

lymphoblastic leukemia. Semin Hematol. 2009:46(1):39-51.

12. Hardwick LI, Velamakanni S, van Veen HW. The emerging phar-
macotherapeutic significance of the breast cancer resistance protein
(ABCG2). BrJ Pharmacol. 2007;151(2):163-174.

13. Noguchi K, Katayama K, Sugimoto Y. Human ABC transporter
ABCG2/BCRP expression in chemoresistance: basic and clinical per-
spectives for molecular cancer therapeutics. Pharmgenomics Pers Med.
2014;7:53-64.

14. WuH, Liu Y, Kang H, et al. Genetic variations in 4BCG2 gene predict
breast carcinoma susceptibility and clinical outcomes after treatment
with anthracycline-based chemotherapy. BioMed Res Int. 2015;2015(1):
1-12.

15. Natarajan K, Xie Y, Baer MR, Ross DD. Role of breast cancer resistance

protein (BCRP/ABCG2) in cancer drug resistance. Biochem Pharmacol.

2012:83(8):1084-1103.

Fehér A, Juhdsz A, LaszI6 A, et al. Association between the ABCG2

C421A polymorphism and Alzheimer’s disease. Neurosci Lett. 2013;

550:51-54.

17. Chen P, Zhao L, Zou P, et al. The contribution of the ABCG2 C421A
polymorphism to cancer susceptibility: a meta-analysis of the current
literature. BMC Canc. 2012;12(1):383.

18. Bosch TM, Kjellberg LM, Bouwers A, et al. Detection of single
nucleotide polymorphisms in the ABCG2 gene in a Dutch population.
Am J Pharmacogenomics. 2005:5(2):123-131.

19. Hampras SS, Sucheston L, Weiss J, et al. Genetic polymorphisms of
ATP-binding cassette (ABC) proteins, overall survival and drug toxicity
in patients with acute myeloid leukemia. /nt J Mol Epidemiol Genet.
2010;1(3):201-207.

20. Kim DH, Sriharsha L, Xu W, et al. Clinical relevance of a pharmaco-

genetic approach using multiple candidate genes to predict response

and resistance to imatinib therapy in chronic myeloid leukemia. Clin

Canc Res. 2009;15(14):4750-4758.

Zhai X, Wang H, Zhu X, et al. Gene polymorphisms of ABC trans-

porters are associated with clinical outcomes in children with acute

lymphoblastic leukemia. Arch Med Sci. 2012;4(4):659-671.

22. Ghafouri H, Ghaderi B, Amini S, et al. Association of ABCB1 and
ABCG?2 single nucleotide polymorphisms with clinical findings and
response to chemotherapy treatments in Kurdish patients with breast
cancer. Tumor Biol. 2016;37(6):7901-7906.

23. Sobek KM, Cummings JL, Bacich DJ, O’Keefe DS. Contrasting roles
of the ABCG2 Q141K variant in prostate cancer. Exp Cell Res. 2017;
354(1):40-47.

24. Gardner ER, Ahlers CM, Shukla S, et al. Association of the ABCG2
C421A polymorphism with prostate cancer risk and survival. BJU Int.
2008;102(11):1694-1699.

25. Hahn NM, Marsh S, Fisher W, et al. Hoosier Oncology Group random-
ized phase II study of docetaxel, vinorelbine, and estramustine in com-
bination in hormone-refractory prostate cancer with pharmacogenetic
survival analysis. Clin Canc Res. 2006;12(20 Pt 1):6094-6099.

26. Korenaga Y, Naito K, Okayama N, et al. Association of the BCRP

C421A polymorphism with nonpapillary renal cell carcinoma. Int J

Cancer. 2005;117(3):431-434.

16.

21.

Dove

patient perspectives such as quality of life, adherence and satisfaction.
The manuscript management system is completely online and includes
a very quick and fair peer-review system, which is all easy to use. Visit
http://www.dovepress.com/testimonials.php to read real quotes from
published authors.

submit your manuscript

1660

Dove

OncoTargets and Therapy 2019:12

-68 -



Katarzyna Michalska Rozprawa doktorska

Kopie publikacji bedgcych podstawg rozprawy doktorskiej (Publikacje I-11)

Publikacja Ill

Michalska K, Balcerczak E, JeleA A, Saed L, Pietrzak J, Zebrowska-Nawrocka M.
Effects of the SLCO1B1 A388G single nucleotide polymorphism on the development, clinical

parameters, treatment, and survival of multiple myeloma cases in a Polish population.

Molecular Biology Reports. 2022. doi: 10.1007/s11033-022-08162-x.

-69 -



Katarzyna Michalska Rozprawa doktorska

Kopie publikacji bedgcych podstawg rozprawy doktorskiej (Publikacje I-111)

Molecular Biology Reports
https://doi.org/10.1007/511033-022-08162-x

ORIGINAL ARTICLE t')

Check for
updates

Effects of the SLCO7B1 A388G single nucleotide polymorphism
on the development, clinical parameters, treatment, and survival
of multiple myeloma cases in a Polish population

Katarzyna Michalska'® - Ewa Balcerczak'©® - Agnieszka Jeleri' @ . Lias Saed' @ - Jacek Pietrzak'® -
Marta Zebrowska-Nawrocka?®

Received: 5 October 2022 / Accepted: 24 November 2022
©The Author(s) 2022

Abstract

Background Multiple myeloma is one of the most common hematological malignancies worldwide. Genetic alterations
may lead to the progression from monoclonal gammopathy to multiple myeloma. Additionally, the genetic background
of the disease might influence therapy outcomes, including survival time. SLCO1BI, belonging to the OATPs family, is a
membrane protein that mediates the uptake of a wide range of endogenous and exogenous (including drugs) compounds.
Methods and results In this study, the A388G single nucleotide polymorphism in the SLCOIB1 gene in Polish multiple
myeloma patients was determined. This polymorphism affects the amino acid change of the protein, so it may be responsible
for treatment effectiveness or risk of disease development. A388G was evaluated by the PCR-RFLP method. The presented
study showed a statistically significant association between the GG genotype with longer survival of patients with multiple
myeloma with Melphalan-Prednisone therapy compared to other treatment regimens (p=0.0271). There was no statistically
significant association in the frequency of genotypes (p=0.8211) and alleles: allele A (p=0.5442); allele G (p=0.8020)
between multiple myeloma patients and a control group.

Conclusions The A388G polymorphism does not seem to affect the increased risk of the development of multiple myeloma.
However, the occurrence of the GG genotype may prolong of patients overall survival in the case of Melphalan-Prednisone
therapy.

Keywords Multiple myeloma - SLCOIBI - OATP - SNP - Survival - Drug

Background
The first draft of the article was submitted to a pre-print platform— Multiple myeloma (MM) is a malignant plasma cell dis-
Research Square (Number https://doi.org/10.21203/rs.3.rs-470671/ order characterized by the clonal proliferation of plasma
v1). This work is licensed on Research Square under a Creative cells in bone marrow [1-3]. MM is one of the most
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common hematological malignancies in adults worldwide
and accounts for 1.8% of all cancer cases and approximately
10% of hematologic malignancies [3, 4]. In Europe, more
than 48,000 new cases and approximately 31,000 deaths are
reported each year from multiple myeloma [5, 6].

Multistep genetic alterations lead to the progression
from MGUS—monoclonal gammopathy of undetermined
significance to multiple myeloma in some persons. The mon-
oclonal protein produced by plasma cells is an abnormal
immunoglobulin either of which causes excessive viscosity
and end-organ damage. The most common type of heavy
chain produced in myeloma is IgG, followed by IgA, then
IgD and light chain only. IgM, and IgE are very rare. The
MM presents with hypercalcaemia, renal failure, anemia
and bone lesions, collectively known as CRAB criteria. The
most common abnormality in basic laboratory tests results is
anemia, i.e. a reduced number of red blood cells or reduced
amount of hemoglobin they contain. Similarly, elevated
creatinine levels, indicative of impaired kidney function
as a result of damage by monoclonal proteins, have been
observed frequently [7].

Over the past two decades, strategies for MM therapy
have rapidly evolved and led to improved clinical outcomes
including prolonged survival, but predicting the treatment
response of individual patients at the time of diagnosis
remains difficult and needs an understanding of genetic
background [8]. This could contribute to a more complete
molecular description of the disease and improved therapy.
In that context study of membrane transporters may have
great clinical importance, because to function properly, the
human body has to constantly transport various substances,
both xenobiotics, and endogenous compounds, through bio-
logical barriers.

There are many groups of membrane transporters divided
into families due to the homology of structure and the specif-
ics of transported substrates. In humans, the solute carrier
(SLC) family of membrane transport proteins consists of
approximately 300 individual proteins and is organized into
43 families [9]. The organic anion transporting polypeptide
(OATP) superfamily includes important transporters which
substrates are many endogenous and xenobiotic substances,
including: bile acids, organic pigments, nucleotides, pros-
taglandins, hormone precursors, hormones, environmental
toxins, and anticancer drugs. Therefore, OATPs are capable
to transport a wide variety of compounds affecting growth
and survival of both normal and cancer cells [10-13].

The pharmaceutical substances transported by OATP
include: antibiotics, antidiabetic drugs, anti-inflammatory
drugs, antifungals, antivirals, antihistamines, antihyperten-
sives, fibrates, statins, cardiac glycosides, immunosuppres-
sants, anticancer drugs, including those used in the treat-
ment of multiple myeloma e.g. methotrexate, doxorubicin,
and docetaxel [9, 10, 14-16]. OATPs as the main of influx
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drug transporters significantly contribute to the absorption,
distribution, and elimination (ADME) of pharmaceutical
agents and the involvement of drug-drug interaction (DDI).
The expression of OATPs transporters in neoplasms may
also influence the intracellular concentration of drugs, thus
influencing their effectiveness [9, 14, 17, 18].

OATPs are expressed in various tissues and organs, such
as the liver, intestine, blood-brain barrier, kidney, placenta,
and other organs [9, 19, 20]. It is now well recognized, that
certain OATPs are differentially regulated in normal and
cancer tissues [20]. There is evidence that the expression of
some OATPs may be varied in several types of cancers, sug-
gesting their potential pathogenic roles during the develop-
ment and progression of cancer [10, 21]. OATPs expression
levels have been shown to be altered in many different types
of cancer, and some are correlated with cancer stage and out-
comes. So far, research on the role of OATP1B1 has focused
on their role in pharmacokinetics, treatment efficacy, and
clinical outcomes in the treatment of solid tumors. So far,
less research has been done on the role of these transporters
in hematological malignancies [22-24].

Several of naturally occurring single nucleotide poly-
morphisms (SNPs) in the genes encoding OATPs have been
reported and extensively investigated for their impact on the
expression and function of OATP transporters. Many stud-
ies have shown that SNPs from OATP are associated with
an effect on the presence and function of proteins, and that
some SNPs are associated with an altered distribution of
chemotherapy drugs and, consequently, with increased side
effects [12]. So far, it has been reported that polymorphic
variants of the genes encoding OATP1A2, OATPIBI, and
OATPI1B3 are clinically significant [10].

The SLCOIBI gene located on chromosome 12 (gene
locus 12p12) consists of 15 exons and 14 introns, and
encodes a protein with 691 amino acids [25, 26]. The
SLCO1BI gene spans 15 exons and 190 common vari-
ants with minor allele frequency, greater than 5% [26, 27].
Although many SNPs have been identified in SLCOIBI,
only several are known to have functional effects and clinical
significance, e.g. SLCO1B1 152306283 (A388G, N130D) or
rs4149056 (T521C, V174A) [16, 26, 28]. Differently regu-
lated OATPs may play a pathogenic role in cancer develop-
ment or progression, and potentially serve as therapeutic
targets for cancer [29]. SNP A388G (rs2306283) has been
reported to affect the transport function of the protein, which
is due to changes in the structure of transmembrane domains,
but the functional consequences of this variant remain con-
troversial [28, 30, 31].

Our work aimed to determine SLCO1B1 A388G gene
polymorphism in multiple myeloma patients. The research
may allow us to better understand the molecular mechanisms
underlying the altered function, expression of OATPs in can-
cer development, transport of anticancer drugs, and therapy
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efficiency, to try to use the assessment of transporters’ status
as potential molecular markers of the diagnostic, prognostic,
and predictive nature or in cancer treatment involving indi-
vidual response to drugs.

Material and method

The investigated group: 157 blood samples were collected
from patients with multiple myeloma diagnosed at the
Department of Hematology, Medical University of Lodz,
Poland between 1992 and 2002 according to the Interna-
tional Myeloma Working Group Classification criteria.
Due to the lack of complete clinicopathological data for all
patients, some statistical analyzes were performed on less
numerous groups.

The control group: 141 blood samples were obtained
from healthy individuals from the local blood bank, who
geographically and ethnically matched the group of patients
with MM.

The investigation was carried out in accordance with the
principles of the Declaration of Helsinki and was approved
by the Ethical Committee of the Medical University of Lodz
No: RNN/93/20/KE, RNN/88/16/KE; RNN/285/13/KE.
Informed consent was obtained from all individual partici-
pants included in the study.

DNA isolation

The DNA was isolated from peripheral blood using the
microcolumn method under the "Blood Mini" protocol
(A&A Biotechnology, Poland). The DNA samples, until
further analysis, were stored at—20 °C. The DNA quan-
tity and quality/purity were determined by Nanophotometer
(IMPLEN, Germany).

Genotyping of A388G

To determine the A388G polymorphism in the SLCOI1B1
gene, the PCR-restriction fragment length polymorphism
method (PCR-RFLP) was used. For analyzing the SLCOIBI1
variants, the forward primer 5'-CATGCTGGGAAATTG
ACAGAAAGT-3' and the reverse primer 5'-GAAAAC
GCGTAGTTTAAACCTGT -3" were used. The PCR reac-
tion was performed in a total reaction volume of 20 pl vol-
ume containing: 50 ng of genomic DNA, 10 pl of REDTaq®
ReadyMix™ (Sigma- Aldrich, USA), 0.7 pl of 10 umol of
forward and reverse primers, and distilled water up to a final
volume. A negative control was included in each experiment.
The PCR product for the A388G SNP of the SLCOIB]I gene
was 462 bp in size. In the next step, PCR products were
digested with the Tagl restriction enzyme (EURX Sp. z o.
0., Poland) at 65 °C for 16 h. The digested PCR products

were separated by electrophoresis using a 3% agarose gel
stained with ethidium bromide and visualized by a UV
transilluminator. Electrophoretic analysis of genotypes was
performed. The bands patterns presentation was: AA (wild-
type) 194 +268, AG (heterozygote) 23+ 171 + 194+ 268,
GG (mutant) 23+ 171 +268.

Statistical analysis

The statistical analyses were performed using STATISTICA
13 software (StatSoft Inc. 2018). To determine differences
between genotype and allele frequencies of A388G among
multiple myeloma patients and the control group as well
as the significance of differences A388G polymorphism
and clinical-pathological features of the MM patients the
chi-square test was used. The Kaplan—Meier analysis was
performed to estimate overall survival (OS). The OS was
defined as the interval from the date of diagnosis to the
date of death or the last clinical appointment. The effects
of A388G polymorphism on survival were examined using
the chi-square test for genotypes and log-rank test for alleles
using the proportional hazards model. In all conducted tests,
a p value of < 0.05 was considered significant.

In silico analysis

The effect of A388G polymorphism on the protein was esti-
mated by in silico programs:

e SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant; https://sift.bii.a-
star.edu.sg/www/SIFT_dbSNP.html).

e PolyPhen-2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/).

e PROVEAN (Protein Variation Effect Analyzer; http:/
provean.jcvi.org/index.php).

e Mutation Taster (https://www.mutationtaster.org/Mutat
ionTaster69/index.html).

Results

In our results, similarly to Caucasians, the SLCOIBI in
A388G SNP G allele was observed with a lower frequency
in the Polish population [11, 26, 28, 32]. The frequencies of
alleles and genotypes of the studied A388G SNP between
the investigated and control groups were compared. There
were no statistically significant differences in the frequencies
of the genotype (p=0.8211) and alleles: A (p=0.5442) and
G (p=0.8020) between groups. However, the GG genotype
occurred slightly more often in the group of MM patients
than in the control group (28.7%; 25.5%, respectively). The
GG genotype was associated with a 1.15-fold higher inci-
dence of this disease compared to the AG and AA geno-
types. The details are presented in Table 1.
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Table 1 Frequency of genotype

AT SLCOIBI1 Multiple myeloma  Healthy individuals p OR [95%]

and allele distributions of SNP A388G N=157 (%] N=141 [%]

the A388G SNP between the

investigated and control group Genotype AA 79 [50.3] 73[51.8] 0.8211 1
AG 33 [21.0] 32[22.7] 0.95 [0.53-1.70]
GG 45[28.7 36 [25.5] 1.15 [0.67-1.98]

Allele® A present 191 [60.8] 178 [63.1] 0.5442 -

A absent 123 [39.2] 104 [36.9]
G present 123 [39.2] 104 [36.9] 0.8020 -
G absent 191 [60.8] 178 [63.1]

“Total N for present/absent alleles calculated as the sum of present/absent alleles in each genotypes

The reduced number of cases used in further statistical
analyzes resulted from the limited availability of clinical
data. Among the group of 97 MM patients, 47 were men
(48.5%) and 50 were women (51.5%). No statistically signifi-
cant differences were found in the distribution of genotypes
(p=0.9147) and the frequency of alleles A allele or the G
allele (p=0.6738 and p=0.7813, respectively) depending
on the patient gender.

The next compared parameter was age. The median age
of MM patients at diagnosis was 63 years (N=79; age range
40 to 87 years). The patients were divided into two sub-
groups: the first subgroup of patients aged <63 years and
the second subgroup aged over 63 years. The genotype AA
tended to occur more frequently in the subgroup of patients
aged <63 years (p=0.0742). The allele analysis showed
that the occurrence of at least one A allele was statistically
significantly more frequent (p=0.0357) in the subgroup of
patients under 63 years of age (79%) than in the subgroup
over 63 years (58%).

Many laboratory parameters allow clinicians to monitor
the disease progress, assessing the effectiveness of treat-
ment and prognosis in multiple myeloma. The most com-
mon abnormality in basic laboratory test results is anemia,
i.e. areduced a number of red blood cells or reduced amount
of hemoglobin they contain. Similarly, elevated creatinine
levels, indicative of impaired kidney function as a result
of damage by monoclonal proteins, have been observed
frequently. In the next stage of the analysis, the group of
patients with MM for whom clinical trials were available
were divided into subgroups according to hemoglobin and
creatinine levels (N=61 and N =59, respectively). In the
case of the hemoglobin level (Hb), the first subgroup of
patients had it lower than or equal to 9.2 g/dL, the second
subgroup had the Hb level over 9.2 g/dL; and as regards the
creatinine concentration, the first subgroup had it lower than
or equal to 2 mg/dL, the second subgroup had this level over
2 mg/dL. When we compared the distribution of the A388G
SNP according to the hemoglobin level in the subgroups
of MM patients, no significant differences for investigated
genotypes and alleles were observed (p =0.2020). However,

@ Springer

the A allele tended to be more frequent in the subgroup of
patients with a hemoglobin level lower or equal to 9.2 g/
dL (p=0.0771). In the case of the creatinine concentra-
tion analysis, no statistical significance was demonstrated
(»p=0.7133).

Further analysis according to the stage of advancement of
MM in line with the Durie-Salmon classification was per-
formed (N=52). In this part of the analysis also no signifi-
cant differences were observed in the genotype frequencies
(p=0.2075). It is worth noting that at least one A allele was
more frequent in the subgroup of patients who were classi-
fied as stage III (80%) than in stage I (60%) or stage 11 (43%)
according to the Durie-Salmon classification (p=0.0974).
The distributions of genotype and allele frequencies of the
analyzed clinical-pathological features are summarized in
Table 2.

MP Melphalan-Prednisone, VAD Vincristine-Adriamy-
cin-Dexamethasone, Other Melphalan/or Bortezomib/or
Bortezomib + VAD

The type of myeloma diagnosis does not usually influ-
ence treatment, but it can affect the course of the disease in
an individual patient. Clinical data on the type of immuno-
globulins secreted by myeloma cells were available for 78
trials. The group of patients with MM was divided into three
subgroups according to the type of the produced immuno-
globulins. The produced immunoglobulin subtype was IgG
for 46 patients (59%), IgA for 17 patients (22%), and light
chains for 15 patients (19%). Also, in this case, no statisti-
cal association was found between the different genotypes
and alleles of the A388G SNP of the SLCOIBI gene and
the type of produced immunoglobulins (p =0.6939). Details
are in in Table 3.

The dependence of the polymorphism at position
A388G of the SLCO1BI gene with the probability of
overall survival time was analyzed as the last part. The
Kaplan—Meier plot shows the probability of survival in
the group of patients with multiple myeloma from the
diagnosis to the last follow-up. There was no statistically
significant difference in survival according to genotypes
(p=0.1192) or the presence of at least one A or G allele
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Table 2 The frequency of the studied A388G SNP in patients with multiple myeloma according to the clinical-pathological features

Prevalence of the investigated A388G SNP in multiple myeloma patients
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Table 3 The frequency of genotypes and alleles of SNP A388G in the
SLCOIBI gene in patients with multiple myeloma in relation to the
type of immunoglobulins secreted by myeloma cells

SLCOIBI1 Multiple myeloma patients (N=78)  p
SNP A388G =
Immunoglobulin subtype
1gG |%] 1gA [%] Light chains
[%]
Genotype AA 27 [34.6] 719.0] 8110.2] 0.6939
AG 14[17.9] 6[7.7] 516.4]
GG 5064] 4[5.1] 2]2.6]
Allele* A present 32[41.1] 11[14.1] 10[12.8] 0.9284
Aabsent 14[17.9] 6(7.7] 516.4]
G present 19 [24.3] 10 [12.8] 7[9.0] 0.4642
Aabsent 27[34.7] 7[9.0] 8[10.2]

*Total N for present/absent alleles calculated as the sum of present/
absent alleles in each genotypes

(p=0.3122, p=0.5587, respectively). However, the time
of survival was shorter in the subgroup of patients with
the AA genotype (median: 321 days) compared to the
subgroups of patients with the GG genotype (median:
628 days) or the AG genotype (median: 526 days) (Fig. ).
This is confirmed by the results of the analysis for A388G
SNP alleles, where the time of survival was shorter in the
presence of at least one A allele (A allele present: median
379 days; A allele absent: median 526 days) (Fig. 2), and
it was longer in the presence of at least one G allele (G
allele present: median 597 days; G allele absent: median
321 days) (Fig. 3).

The data on the type of scheme of chemotherapy used
during the treatment was available for 77 MM patients.
The Melphalan-Prednisone—MP scheme was applied in
28 (36%) cases, Vincristine-Adriamycin-Dexamethasone—
VAD scheme was used in 41 (53%) cases. Different treat-
ment regimens were used in the remaining cases 8 (11%).
Patients with MM for whom information about the treatment
was available were divided according to the A388G geno-
type and in these subgroups, the influence of the applied
treatment regimen on survival was assessed. In the group
of patients with the GG genotype, the survival time was
statistically significantly longer (p=0.0271) in the case of
the MP (704 days) regimen compared to the VAD regimen
(669 days) or other regimens (3 days) (Fig. 4). No statistical
significance was demonstrated in the analysis concerning
the association between the A388G SNP and the treatment
scheme according to genotypes (p=0.6707) or the presence
of at least one A or G allele (p =0.3574, p=0.4569, respec-
tively). When the effect of the treatment regimen on survival
was assessed, it was shown that the longest median survival
(471 days) was when the VAD regimen was applied com-
pared to the MP regimen (451 days) and other treatments
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Fig. 1 Kaplan—Meier plot for
multiple myeloma patients with
different genotypes for A388G

polymorphism of the SLCOIBI i
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(95 days). However, it was not statistically significant  Discussion
(p=0.1171).

Due to contradictory reports on the importance of this ~ QATPs are membrane proteins that mediate the uptake
polymorphism on the amount and function of the proteinas  of a wide range of endogenous compounds and many
the last part, an in silico analysis was performed for assess- xenobiotics, thus ensuring the regulation of delivery of
ing the potential impact of investigated SNP on encoded  required substrates and thereby cellular homeostasis [18,
protein function. All analyses showed that A388G polymor-  19]. Changes in the amount and / or activity of transport
phism does not affect on SLCO1BI protein structure and  proteins have numerous consequences, e.g. they affect the
function. Details are in Table 4.
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Fig.3 Kaplan—Meier plot for
multiple myeloma patients with
the present/absent G allele in
the A388G polymorphism of
the SLCOIBI gene
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Table4 In silico evaluation on the effect of nonsynonymous SNP  cell defense potential by regulating the amount of harm-
A388G of SLCOIBI gene ful substances in the cell, which may lead to cell damage,
SNP TOOL SCORE PREDICTION mutation, and oncogenesis. So far, it has been shown that
the expression of some OATPs can be altered in a variety

A3bEG L 0:361 T"l"’vm‘e‘i of disease states, including many different types of cancer.
Folybhenzs 0000 Benign OATPs have been found to be alter expressed in a vari-
PROVEAN =1:784 el ety of human solid tumors, including breast, liver, colon,
Mutation Taster 23 Probably harmless

pancreatic, and ovarian cancers, but a smaller number

@ Springer

-76 -



Katarzyna Michalska

Rozprawa doktorska

Kopie publikacji bedgcych podstawg rozprawy doktorskiej (Publikacje I-111)

Molecular Biology Reports

of analyzes concerns hematological cancers. Addition-
ally, the level of protein activity is usually related to the
response to the chemotherapy administered [10, 12, 17,
20, 28, 33-35].

In several cancers, altered expression of OATP levels has
been correlated with cancer stage and clinical outcomes. The
results suggest the potential role of OATP in cancer develop-
ment and progression and their potential role as new targets
in cancer treatment [10, 12, 17, 20, 28, 34, 35]. Recently,
Chen et al. showed that the OATP1B3 expression was sig-
nificantly reduced in neoplastic tissues compared to that in
adjacent non-neoplastic tissues. Moreover, the OATP1B3
lower expression was significantly correlated with the tumor
size, relapse, tumor differentiation, and tumor node metasta-
sis (TNM) rate in hepatocellular carcinoma [36].

The expression, substrate specificity, and activity of
OATP transporters in tumors may affect the intracellular
concentration of drugs, and, therefore, influence their effec-
tiveness. OATP1B1 mediates hepatic uptake of many drugs
and can influence transporter-mediated drug-drug-interac-
tions (DDIs), therefore is responsible for the multiple side
effects of multi-drug therapy, often used in cancer treatment
[37]. Furthermore, expression levels of these influx trans-
porters may play a crucial role in chemoresistance mecha-
nisms [13]. Patients with OATP polymorphisms have been
found to have altered pharmacokinetics due to their impact
on absorption, distribution, and excretion of anticancer
drugs, thus cancer outcomes [11, 20, 21, 38]. Bortezomib
as a proteasome inhibitor is used in multiple myeloma treat-
ment. Alam et al. in an in vivo study investigated that bort-
ezomib has a low potential to cause OATP-mediated clinical
drug-drug interactions (DDIs) [39].

The availability of results on the role of polymorphisms
in these important transporters in cancers is limited, espe-
cially in the case of hematologic malignancies. Some single
nucleotide polymorphisms (SNPs) in the genes encoding
OATPs have been reported to be clinically relevant and have
been investigated for their impact on the expression, and
protein function. Only several are known to have functional
effects and clinical significance, e.g. SLCO1B1 rs2306283
(A388G, N130D) or rs4149056 (T521C, V174A) [16, 17,
26, 28]. The A388G and T521T C form four main haplo-
types: *1A (388A/521T)—wild-type, *1B (388G/521T),
*5 (388A/521C) and *15 (388G/521C) [11, 15]. The clini-
cal importance of SLCO1BI, mainly *5 or *15, for statin-
induced myopathy is well demonstrated [39]. The A388G
SNP was reported with the altered transport function caused
by changes in the structure of the protein’s transmembrane-
spanning domains [28].

The G allele at A388G (referred to as the *1B variant)
causes a substitution that may increase the OATP1B1 activ-
ity, however, role of this variant remains moot [30]. Stud-
ies on the functional consequences of the * 1B haplotype

@ Springer

have been partially controversial as some studies have
shown reduced activity, others have shown increased activ-
ity, and many have shown no change in transport activity
[40]. Absolute protein quantification showed that OATP1B1
protein levels were significantly higher in the GG geno-
type vs. the AA genotype in A388G SNP, confirming the
increased transport function of N130D-OATPIBI in vivo
[11, 31]. These results can confirm that the presence of the
G allele influencing the increase in the expression of the
protein responsible for the intracellular transport of chemo-
therapeutic agents leads to more efficient transport and a
higher concentration of the drug in the cell, which makes
the drug therapy more effective. Some studies revealed that
OATPIB1 could enhance the transport of drugs by trans-
porters, and an in vivo experiment reached the same conclu-
sion [15, 41]. Therefore, study aimed to assess the potential
impact of the one of most common functional A388G SNP
variants in SLCO/BI gene on the risk of multiple myeloma
development and clinical outcomes.

The discrepancy in some results may be due to the differ-
ences in ethnicity, as SLCO1BI allele frequencies are known
to vary between different populations [28]. In our research,
the G allele prevalence was close to the frequencies reported
in other Caucasian populations: 39.2% in the multiple mye-
loma group and 36.9% in the control group. The obtained
results are consistent with the data published by Nagy et al.
where the frequency of the G allele in the A388G SNP of the
SLCOIBI gene was 36.2% in Hungarian populations [26].

The study showed a statistically significant association
between the GG genotype with longer survival of patients
with multiple myeloma with MP therapy compared to other
treatment regimens (p=0.0271). Statistical significance
was found also for the presence of at least one A allele and
age at diagnosis <63 years (p=0.0357). These are only
the results of statistical analysis between two subgroups
of patients with MM. However, it may potentially indicate
that despite the presence of the A—wild allele theoretically
associated with the normal (protective) function of the pro-
tein, patients got sick anyway for multiple myeloma in the
subgroup of younger patients (<63 years of age) who, due
to their younger age, were in a group with a potentially lower
risk of developing the discase. The study showed that the
AA genotype and the A allele were more common in the
control population, while the GG genotype and the G allele
were more common in multiple myeloma patients. However,
the obtained results did not show a statistically significant
association between the studied polymorphism and the risk
of multiple myeloma (p=0.8211). In addition, no significant
association with clinical-pathological features was found.

The studied polymorphism has not been verified in multi-
ple myeloma or other hematologic neoplasms so far. There-
fore, we are not able to relate our results to other studies in
MM. Our results can only be compared with those obtained
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in studies on solid tumors. Falkowski et al. have shown that
the A388G variant genotypes of SLCOIBI were not asso-
ciated with colorectal cancer (CRC); similar results were
obtained by Ozhan et al. in colorectal cancer [21, 42]. In
another study on two common polymorphisms of OATP4AI,
no association between CRC predisposition and tumor recur-
rence was found [38]. Noci et al. showed that A388G is asso-
ciated with overall survival for patients with metastatic CRC
treated with irinotecan. Previously in Innocenti et al. study,
this SNP has been reported to be associated with neutropenia
in patients treated with irinotecan [29].

In the presented study, the dependence of the A388G
in the SLCOIBI gene on the probability of overall sur-
vival time has been assessed. The OS was longer if the G
allele was present in the genotype, however, there was no
statistically significant difference in survival according to
genotypes or alleles. Our results were consistent with those
obtained by Zhang X. et al., which showed no difference in
overall survival between wild-type and SLCOIBI A388G
carriers in breast cancer patients [43]. On the contrary, Teft
et al. have found that progression-free survival (PFS) was
significantly longer in SLCO1B1 388G/G colorectal cancer
patients after irinotecan-based chemotherapy [44].

Most of the research has been devoted to the role of
transporters, polymorphic variants, and haplotypes in the
pharmacokinetics of drugs, including chemotherapeutic
agents used in the treatment of hematological malignancies
[45-47]. A recent study in adult patients with hematologic
malignancies receiving high-dose methotrexate suggests
that patients with the SLCOIB1 A388G or T521C variants
exhibit differential metabolomic profiles that may modulate
the risk for methotrexate-induced toxicities. Similar findings
have been reported in cancer patients treated with irinotecan,
the plasma concentration of active metabolite SN-38 was
higher and the risk of severe neutropenia was increased by
T521C, while the A388G variant does not affect transport
activity for SN-3. The results obtained in the studies indi-
cate that the importance of OATP transporters is worthy of
further attention from the researchers [10, 47, 48].

The expression, polymorphisms, substrate spectrum,
importance in drug transport, DDIs, and multi-drug resist-
ance mechanisms, turn out to be not the only interesting
OATP application in medicine [49]. Zhang et al. presented
a next different view on the usefulness of OATP transporters
in cancer. They have shown that due to the overexpression of
OATPs in many types of cancer cells and their active trans-
port function, the diagnostic substance can more effectively
penetrate the cell membranes of cancer cells, unlike healthy
cells. The results may contribute to the development of a
promising diagnostic tool for the differentiation of cancer
cells in the early stages of diagnosis [50].

Despite the enormous advances in MM treatment in
recent decades and the availability of new drugs and their

combinations, including new generations of proteasome sub-
unit inhibitors, immunomodulatory drugs or antibodies with
incorporating autologous stem cell transplantation (ASCT),
MM is still an incurable disease that requires lifelong man-
agement. The authors are aware of the limitations of the
results presented in the study. The results presented in the
study do not fully correspond to the currently used therapy
standards, prognostic indicators, such as International Stag-
ing System (ISS) or Revised International Staging System
(R-ISS) or more appropriate indicators for the analysis of
survival, such as progression-free time or time to progres-
sion, but not only overall survival. However, the study limi-
tations mainly result from the fact that the material used in
the study was collected in the years 1992-2002 and also the
limitations of access to complete clinical data and laboratory
results, which the authors had no influence.

Increased studies are necessary to obtain more compre-
hensive profiles of OATPs differentially regulated in cancer
cells and further investigate the role of OATPs in multiple
myeloma. This will allow researchers to better understand
molecular mechanisms underlying an altered expression of
OATPs in hematologic cancer development, anticancer drug
transport, and therapy efficiency to determine how these
transporters can be used as potential molecular markers. Fur-
ther analyzes of polymorphic variants in OATP transporters
are planned, including haplotype analyzes, effects on protein
expression, and function. Nevertheless, the authors believe
that the presented manuscript brings new information about
the share of polymorphism in the Polish population, which
has not been studied so far in this disease entity.

Conclusion

According to our knowledge, this is the first such study in
multiple myeloma patients, especially in the Polish popula-
tion. Our study showed that SNP A388G of the SLCOIBI
gene does not predispose to an increased individual risk of
developing multiple myeloma and does not affect the values
of selected clinical parameters. However, the occurrence of
the GG genotype may prolong patient’s overall survival in
the case of Melphalan-Prednisone therapy. Due to contra-
dictory reports on the importance of this polymorphism on
the amount and function of the protein, an in silico analysis
was performed which did not show the effect of SNP on
the structure and function of the protein. Further studies are
necessary to obtain more comprehensive profiles of OATPs
differentially regulated in cancer cells, along with a better
understanding of molecular mechanisms underlying the
altered function of OATPs in cancer.
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Ja, nizej podpisana Katarzyna Michalska informuje Przewodniczaca Rady Naukowej
ds. Dyscypliny Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Medycznego w todzi, Ze ani badania
stanowigce podstawe mojej pracy doktorskiej, ani sama praca pt.

Rola polimorfizméw genéw kodujacych wybrane transportery z nadrodziny ABC
oraz rodziny OATP w predyspozycji do rozwoju oraz skutecznosci terapii szpiczaka mnogiego

nie byly przedmiotem postepowania o wszczecie przewodu doktorskiego w zadnej wyzszej
uczelni, instytucie badawczym i/lub jednostce badawczo-rozwojowej.

Swiadoma odpowiedzialnosci prawnej o$wiadczam, ze niniejsza rozprawa doktorska zostafa
przygotowana przeze mnie samodzielnie i nie zawiera tresci uzyskanych w sposob niezgodny
z obowigzujgcymi przepisami.
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J
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