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1. Imig¢ i Nazwisko.
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2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne
mgr inz. — 08.07.2002r., Politechnika Wroctawska, Wydziat Chemiczny, w zakresie
biotechnologia molekularna i biokataliza

dr — 14.06.2011r., Instytut Immunologii i Terapii Dos$wiadczalnej im. Ludwika
Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu, tytul rozprawy doktorskiej:
wPolimorfizm genow CTLA-4 i CD28 oraz stezenie rozpuszczalnej postaci biatka

CTLA-4 (sCTLA-4) w surowicy krwi w chorobie Gravesa-Basedowa.”

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/ artystycznych.

01.09.2003 — 31.08.2004 — Laboratorium Immunopatologii, Zaktad Terapii
Doswiadczalnej, Instytut Immunologii 1 Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika

Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu, specjalista biotechnolog

18.02.2005 - 01.01.2008 - Laboratorium Immunopatologii, Zaklad Terapii
Dos$wiadczalnej, Instytut Immunologii 1 Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika

Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu, specjalista biotechnolog

02.01.2008 — 30.09.2011 - Laboratorium Immunopatologii, Zaktad Terapii
Dos$wiadczalnej, Instytut Immunologii i1 Terapii Do$wiadczalnej im. Ludwika

Hirszfelda Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu, asystent
od 01.10.2010 — Laboratorium Immunopatologii, Zaktad Terapii Do$wiadczalnej,

Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda Polskiej

Akademii Nauk we Wroctawiu, adiunkt
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4. Wskazanie osiggnigcia* wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

a). Osiagni¢ciem w mys$l ww. ustawy jest wskazany ponizej jednotematyczny cykl 5 publikacji,
dolaczony do dokumentacji jako Zalacznik nr 2, objety tytulem:

» Czynniki immunogenetyczne w podatnosci na rozwdj i przebieg orbitopatii tarczycowej
oraz stwardnienia rozsianego”

Przedstawione osiaggniecie naukowe stanowi cykl 5 prac poswigconych badaniom dotyczacym oceny
warto$ci klinicznej czynnikow immunogenetycznych zaangazowanych w etiopatogenezg orbitopatii
tarczycowej oraz stwardnienia rozsianego.

Publikacje wchodzace w sktad osiagniecia naukowego:

1. Pawlak-Adamska E., Frydecka Il., Bolanowski M., Tomkiewicz A., Jonkisz A., Karabon L.,
Partyka A., Nowak O., Szalinski M., Daroszewski J. CD28/CTLA-4/ICOS haplotypes confers
susceptibility to Graves' disease and modulates clinical phenotype of disease. Endocrine 2017,
55:186-199. DOI: 10.1007/s12020-016-1096-1

IF: 3,279 MNiSW/KBN: 25,000

Moj wkilad w powstanie tej pracy polegatl na: wspotudziale w zaplanowaniu i opracowaniu tematu
badania, wykonaniu znaczacej cze$ci badan molekularnych: oznaczenie polimorfizmow
zlokalizowanych w genie CTLA-4: ¢.319C>T (rs5742909), ¢.49A>G (rs231775), g.*642AT(8_33),
CT60 (rs3087243, g.*6230G>A), Jo31 (rs11571302, ¢.*10223G>T), w genie CD28: c.17+3T>C
(rs3116496, 1VS3+17C/T) oraz genie ICOS: ¢.1554+4GT(8_15) w grupie pacjentdéw z réoznym
stopniem zaawansowania klinicznego orbitopatii tarczycowej oraz osob zdrowych stanowigcych grupe
kontrolng ktorych wyniki zamieszczone zostaty w Tabelach 2-5 oraz Tabelach 2-14 w materiatach
dodatkowych (Supplementary Table 2-14), interpretacji i analizie otrzymanych wynikow badan,
opracowaniu statystycznym otrzymanych wynikéw badan zamieszczonych w Tabelach 2-5 oraz
Tabelach 2-14 w materiatach dodatkowych (Supplementary Table 2-14) oraz charakterystyki
pacjentdw z ré6znym stopniem zaawansowania klinicznego orbitopatii tarczycowej zamieszczonych w
Tabeli 1 w materiatach dodatkowych (Supplementary Table 1), napisaniu manuskryptu oraz
odpowiedzi na recenzje. Ponadto jestem autorem korespondencyjnym. Moj udziat procentowy szacuje
na 65 %.

2. Pawlak-Adamska E., Daroszewski J., Bolanowski M., Oficjalska J., Janusz P., Szalinski M.,
Frydecka I. PPARg2 Ala' variant protects against Graves' orbitopathy and modulates the
course of the disease. Immunogenetics. 2013 Jul;65(7):493-500. Epub 2013 Apr 21. doi:
10.1007/s00251-013-0702-0.

IF: 2,488 MNIiSW/KBN: 25,000

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na: wspotudziale w zaplanowaniu i opracowaniu tematu
badania, wykonaniu badan molekularnych: oznaczenie polimorfizmu PPARg2Pro*’Ala (c.34C>G,
rs1805192) w grupie pacjentdow z roznym stopniem zaawansowania Klinicznego orbitopatii
tarczycowej oraz w grupie osob zdrowych stanowiacych grupg kontrolng, interpretacji i analizie
otrzymanych wynikéw badan zamieszczonych w Tabeli 2; opracowaniu statystycznym otrzymanych
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wynikow badan zamieszczonych w Tabeli 2 oraz charakterystyki pacjentow z rdéznym stopniem
zaawansowania klinicznego orbitopatii tarczycowej w kontekscie badanego miejsca polimorficznego
zamieszczonych w Tabeli 3; interpretacji i analizie otrzymanych wynikéw badan, analizie
statystycznej wspotzaleznosci polimorfizmu PPARg2Pro*?Ala z czynnikami poza genetycznymi ktérej
wyniki zmieszczono w Tabeli 4; napisaniu manuskryptu oraz odpowiedzi na recenzje. Ponadto jestem
autorem korespondencyjnym. M¢j udzial procentowy szacuj¢ na 65 %.

3. Ku$ A., Szymanski K., Jurecka-Lubieniecka B., Pawlak-Adamska E., Kula D., Miskiewicz P.,
Bolanowski M., Ptoski R., Bossowski A., Daroszewski J., Jarzab B., Bednarczuk T. Gender-
dependent and age-of-onset-specific association of the rs11675434 single nucleotide polymorphism
near TPO with susceptibility to Graves' ophthalmopathy. Journal of Human Genetics 2017
Mar;62(3):373-377. doi: 10.1038/jhg.2016.135.

IF: 2,487 MNiISW/KBN: 20,000

Mo wktad w powstanie tej pracy polegal na: wspéludziale w opracowaniu tematu badania,
opracowaniu materialu badawczego w grupie pacjentdow leczonych w Klinice Endokrynologii,
Diabetologii i Leczenia Izotopami Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu,
wspoétudziale w przygotowaniu i korekcie manuskryptu, oraz wspotudziat w formutowaniu odpowiedzi
na recenzje. Moj udzial procentowy szacuje¢ na 15 %.

4. Pawlak-Adamska E., Nowak O., Karabon L., Pokryszko-Dragan A., Partyka A., Tomkiewicz A.,
Ptaszkowski J., Frydecka 1., Podemski R., Dybko J., Bilinska M. PD-1 gene polymorphic variation
is linked with first symptom of disease and severity of relapsing-remitting form of MS. Journal of
Neuroimmunology 2017 Apr 15;305:115-127.
doi:10.1016/j.jneuroim.2017.02.006. Epub 2017 Feb 9.

IF2015: 2,536 MNiSW/KBN: 25,000

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na zaplanowaniu i opracowaniu tematu badania, wykonaniu
znaczacej cze$ci badan molekularnych: wykonanie znaczacej czgsci genotypowan wybranych
polimorfizméw zlokalizowanych w genie PDCD1: PD-1.3 (rs11568821, ¢.627+189G>A, +7146G>A)
zlokalizowanego w intronie 4; PD-1.5 (rs2227981, ¢.804T>C,+7785C>T) oraz PD-1.9 (rs2227982,
c.644C>T, +7625C>T) zlokalizowanych eksonie 5 genu w grupie pacjentdéw ze stwardnieniem
rozsianym; interpretacji i analizie otrzymanych wynikéw badan oraz analizie statystycznej wynikow w
kontekscie danych klinicznych - przedstawione w Tabelach 2-4 oraz w materiatach dodatkowych
(Supplementary Table 1-4); nadzorze merytorycznym nad metodyka i interpretacja wynikéw oOraz
napisaniu i opracowaniu manuskryptu oraz formutowaniu odpowiedzi na recenzje. Ponadto jestem
autorem korespondencyjnym. Méj udziat procentowy szacuje na 65 %.

5. Janusz P., Pawlak-Adamska E., Kochanowska I.E., Daroszewski J. Udziat tkanki ttuszczowej w
patogenezie i obrazie klinicznym orbitopatii tarczycowej. (The role of adipose tissue in the
pathogenesis and clinical manifestation of Graves’ orbitopathy.) Advances in Hygiene and
Experimental Medicine 2013; 67:1173-1181.

IF: 0,633 MNiSW/KBN: 15,000

M¢j wkiad w powstanie tej pracy polegat na analizie dostgpnej literatury dotyczacej omawianych
zagadnien, udziale w przygotowaniu manuskryptu oraz wspotudziale w formutowaniu odpowiedzi na
recenzje. Moj udzial procentowy szacuje na 30 %.
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c) omdéwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggni¢tych wynikéw wraz z
omoOwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Proponowana rozprawa habilitacyjna stanowigca jednotematyczny cykl pigciu prac [sumaryczny
IF:11,423, MNiSW/KBN:110,000] obejmujacy 4 prace oryginalne [sumaryczny IF:10,79,
MNiSW/KBN:95,000] oraz 1 prace pogladowa [IF:0,633, MNiSW/KBN:15,000] dotyczy oceny
warto$ci klinicznej wybranych czynnikow molekularnych — czynnikow immunogenetycznych jako
potencjalnych  czynnikéw ryzyka oraz jako czynnikbw rokowniczych w  chorobach
autoimmunologicznych: orbitopatii tarczycowej (OT) oraz stwardnieniu rozsianym (ang. multiple
sclerosis, SM). Udziat wybranych czynnikow molekularnych w ksztattowaniu fenotypu OT jak i MS
analizowany byt rowniez w konteks$cie potencjalnych interakcji z pozagenetycznymi uznanymi
czynnikami zwigzanymi z ryzykiem tych chorob.

Kluczowsa role w patogenezie choréb autoimmunologicznych odgrywa prawidtowo dziatajacy
system immunologicznych z zachowang homeostaza sygnatéw ko-stymulujacych i ko-supresorowych,
i zaangazowanie tych czasteczek zostato omowione w kontekscie ryzyka i przebiegu klinicznego OT i
SM. Co istotne, badanie dotyczace znaczenia szlaku PD-1 w etiopatogenezie SM jest kontynuacijg
wczesniejszych badan analizujgcych zaangazowanie szlaku CD28/CTLA-4-CD80/CD86 w
patomechanizm SM.

Jednakze, podobnie jak inne choroby, roéwniez etiopatogeneza chorob autoimmunologicznych stanowi
skomplikowang sie¢ interakcji nie w pelni opisanych czynnikow genetycznych, molekularnych,
srodowiskowych jaki i endogennych, wsrod ktorych zaréwno czynniki genetyczne jak i molekularne
zaangazowane w regulacje uktadu immunologicznego odgrywaja istotna rolg. Tak wigc W
patomechanizm obu chorob poza czgsteczkami ko-stymulujagcymi zaangazowane mogg by¢ rowniez
inne czasteczki, i taka kompleksowa analiza zostala przedstawiona w przypadku orbitopatii
tarczycowej.

W badaniach wybraliSmy strategi¢ oparta na badaniu genu ,kandydata” (ang. candidate gene) -
polegajacej na wybraniu genu/genow, teoretycznie zwigzanych z etiologia choroby, zakladajac ze
potencjalng przyszta implikacja naszych badan bedzie ich wykorzystanie w medycynie translacyjnej
jak i spersonalizowanej. Podstawg medycyny spersonalizowanej jest okreslenie swoistych dla danej
osoby informacji klinicznych, genetycznych, genomicznych i $rodowiskowych, stanowigcym
indywidualny i swoisty dla danej osoby ,,repertuar” zarowno czynnikéw zwigzanych z ryzykiem jak i
przebiegiem Klinicznym danej choroby, i w rezultacie odpowiednio dobrang do indywidualnego
pacjenta terapi¢ celowana, co pozwali uzyska¢ optymalne wyniki poprzez prewencje lub interwencje
we wcezesnym stadium choroby oraz zastosowanie terapii najlepiej odpowiadajacej profilowi
genetycznemu danej osoby. Natomiast kontinuum okreslenia procesu przenoszenia odkry¢é na
poziomie molekularnym z laboratorium do praktyki klinicznej taczgcym w sobie odkrycia w

dziedzinie nauk podstawowych, zdrowia publicznego i nauk klinicznych w celu zoptymalizowania
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opieki nad pacjentem oraz dziatan prewencyjnych, ktére moga sigga¢ daleko poza zwykle swiadczenie

ustug zdrowotnych sa podstawowymi zatozeniami medycyny translacyjnej.

Przed opublikowaniem wynikow badan wiasnych, koncepcja badan oraz wstgpne wyniki zostaty

przedstawione w trakcie krajowych konferencji naukowych:

1.

Pawlak E., Daroszewski J., Karabon L., Frydecka I., Slowik M., Jedynak A., Jonkisz A.,
Lebioda A., Dobosz T., Bolanowski M. Cytotoxix T-lymphocyte antigen-4 (CTLA-4) gene
polymorphisms and susceptibility to Graves’ disease and Graves’ ophthalmopathy in a Lower
Silesia region. Immunology, Book of Abstracts 2008, 33(Suppl.l):53, 4.115.

XIII Congress of Polish Society of Experimental and Clinical Immunology, Krakow, Poland,
14-17.05.2008

Daroszewski J., Pawlak E., Bolanowski M., Frydecka 1. Udziat polimorfizmu Pro12Ala genu
PPAR-y w orbitopatii endokrynnej.

1V Konferencja ,, Rak tarczycy”, Zakopane, Polska 20-22.-5.2010

oraz zagranicznych konferencji naukowych:

1.

Pawlak E., Suwalska K., Karabon L., Daroszewski J., Jonkisz A., Tutak A., Stowik M., et al.
Polymorphism of genes encoding regulator of T cell activation: cytotoxic T-lymphocyte-
associated antigen-4 (CTLA-4) and CD28 in Graves’ disease in a Polish population of Lower
Silesia region. Tissue Antigens 2006, 67, 539, P-207.

20th European Immunogenetics and Histocompability Conference: From gene structure to
gene function: HLA — and much more., Oslo, Norway, 8-11.06.2006

Frydecka I., Pawlak E., Daroszewski J., Karabon L., Stowik M., Jonkisz A., Lebioda A.,
Dobosz T., Bolanowski M. CTLA-4/CT-60 and CTLA-4/JO-31 polymorphisms in Graves’
disease in Polish population of Lower Silesia region.

31st Annual Meeting of the European Thyroid Association, Naples, Italy, 02-06.09.2006
Pawlak E., Daroszewski J., Karabon L., Frydecka I., Slowik M., Jonkisz A., Lebioda A.,
Dobosz T., Bolanowski M. CTLA-4 gene polymorphisms and natural soluble CTLA-4 protein
in Graves’ Disease (GD) in Polish population. Tissue Antigens, 2007, 69(5):456, P-141.

21th European Immunogenetics and Histocompatibility Conference, Barcelona, Spain, 5-
8.05.2007

Pawlak E.A., Karabon L., Bilinska M., Kosmaczewska A., Ciszak L., Jedynak A.,
Tomkiewicz A., Pokryszko-Dragan A., Koszewicz M., Frydecka I. The association of CTLA-4
gene polymorphisms with susceptibility to MS. Tissue Antigens 2009, 73:482, P178.

23rd European. Immunogenetics and Histocompatibility Conference (EFI) / 17th Annual
Meeting of the Gernam Society for Immunogenetics (DGI), Ulm, Niemcy 09-12.05.2009
Daroszewski J., Pawlak E., Bolanowski M., Frydecka I. Association of Prol2Ala PPAR-y
gene polymorphism with Graves’ orbitopathy. Endocrine Abstracts (2010) 22:P813.

European Congress of Endocrinology, Prague, Czech Republic, 24-28.04.2010

Pawlak E.A., Daroszewski J., Bolanowski M., Frydecka I. Association of the 12ALA wariant
of the PPAR-gamma2 gene with protection from Graves’ orbitopathy in the population of
Lower Silesia. Abstract 333; Tissue antigens — Immune response genetics, vol. 75, No 5,
2010, 627.

24th European Immunogenetics and Histocompatibility Conference, Florence, Italy, 15-
18.05.2010

Daroszewski J., Pawlak E., Bolanowski M., Frydecka I. Ochronna rola polimorfizmu
Prol2Ala genu PPAR-y w orbitopatii tarczycowe;j.
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Miedzynarodowe Forum Endokrynologii, Diabetologii i Chorob Metabolicznych, Karkow,
Polska, 25-27.11.2010

8. Daroszewski J., Pawlak E., Bolanowski M., Frydecka 1. Prol2Ala PPAR-y gene
polymorphism is associated with Graves’ orbitopathy. P-0405.
14th International Thyroid Congress, Paris, France, 11-16.09.2010

9. Daroszewski J., Pawlak-Adamska E., Bolanowski M., Frydecka I. Polymorphism of the
PPAR-y2 gene and Graves’ orbitopathy: the Ala variant confers decreased risk of eye
symptoms. Endocrine Abstracts 2012, 29:P1590.
CE/ECE 2012 European Society of Endocrinology, Florence, Italy 05-09.05.2012

10. Pawlak-Adamska E., Daroszewski J., Frydecka I., Karabon L., Jonkisz A., Tomkiewicz A.,
Partyka A., Lebioda A., Bolanowski M. The contribution of polymorphisms within genes
encoding co-stimulatory molecules to the susceptibility to Graves’ disease and orbitopathy.
P95.
European Thyroid Association, 37th Annual Meeting in Leiden, The Netherlands 7-11.09.2013

11. Janusz P., Pawlak-Adamska E., Bolanowski M., Daroszewski J. The role of peroxisome
proliferator-activated receptors a. polymorphisms in Graves' disease and orbitopathy. Endocr.
Abstr. 2014 Vol.35; poz.P1028.
16th European Congress of Endocrinology. Wroctaw, Poland, 03-07.05.2014

12. Daroszewski J., Pawlak-Adamska E., Janusz P., Frydecka I., Karabon L., Jonkisz A.,
Tomkiewicz A., Partyka A., Lebioda A., Bolanowski M. Polymorphisms within genes
encoding co-stimulatory molecules modulate the susceptibility to Graves' disease and
orbitopathy. Endocr. Abstr. 2014 Vol.35; P986.
16th European Congress of Endocrinology. Wroctaw, Poland, 03-07.05.2014

1. Znaczenie wybranych czynnikow molekularnych w etiopatogenezie orbitopatii tarczycowej

Wstep

W przebiegu orbitopatii tarczycowej, autoimmunologicznej zapalnej choroby tkanki tgcznej oczodotu
0 samoograniczajgcym si¢ przebiegu, obserwuje si¢ infiltracj¢ tkanki tgcznej, thuszczowej oraz migéni
zewnatrzgatkowych przez komodrki immunokompetentne (limfocyty T, B, makrofagi) oraz
srodtkankowe nagromadzenie glikozaminoglikanow (ang. glycosaminoglycans, GAG) — glownie
kwasu hialuronowego. Dostepne dane literaturowe wskazuja znaczaca role zaburzen limfocytow
Th1/Th2, cytokin pro- i przeciwzapalnych oraz czasteczek adhezyjnych kontrolujacych czynnosé
srodblonka naczyn w patomechanizmie orbitopatii tarczycowej stanowiacej odrgbny fenotyp choroby
Gravesa i Basedowa.

Skutkiem zmian naciekowo-obrzgkowych (zapalnych) obecnych w okotogatkowej tkance
facznej/ttuszczowej oraz w migsniach okoruchowych sa wytrzeszcz gatek ocznych, obrzek tkanek
oczodotu, retrakcja powiek, bol, dysfunkcja i zwtdknienie mig$ni zewnatrzgatkowych oraz neuropatia
nerwu wzrokowego, bedace objawami klinicznymi OT.

Pomimo licznych badan patomechanizm OT nadal pozostaje nie w pelni poznany. Szereg
dowodow wskazuje, iz antygenem przeciwko ktoremu skierowana jest odpowiedz komérkowa moze

by¢ wspolny dla komoérek nablonka pecherzykowego tarczycy i fibroblastow oczodotu receptor
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tyreotropiny (ang. thyroid stimulating hormone receptor, TSHR). Rownoczesnie antygen tkanki
tacznej - receptor insulinopodobnego czynnika wzrostu typu 1 (ang. insulin-like growth factor-I recep-
tor, IGF1-R), wskazywany jest takze jako istotny czynnik zaangazowany w patomechanizm OT.
Potwierdzeniem krytycznej roli obu antygendow sa obserwacje wskazujace, iz pobudzenie TSHR na
fibrocytach i fibroblastach, przy wspotudziale IGF1-R indukuje uwolnienie cytokin prozapalnych i
tym samym inicjuje proces zapalny. Zaangazowanie i znaczenie obu antygendw szczegdétowo
przedyskutowane zostalo w pracy pogladowej 6, wchodzacej w sktad cyklu publikacji przewodu
habilitacyjnego.

Aktywowane limfocyty typu Thl uczestniczace w reakcji komorkowej wydzielajac cytokiny
prozapalne: czynnik martwicy nowotworu (TNF), interferon—y (IFN-y), IL-1a, IL-1B, IL-2, nasilaja
proliferacje fibroblastow i wytwarzanie przez nie hydrofilnych glikozaminoglikanéw (GAG), ktorych
akumulacja w macierzy pozakomoérkowej tkanek oczodotowych powoduje zmiang ich struktury, a
silna hydrofilno$¢ tych zwiazkéw prowadzi do zwigkszenia objetosci tkanek oczodotu. Wzrost
wydzielania cytokin prozapalnych prowadzi do obrzeku migéni okoruchowych i uposledzenia ich
funkcji. Zwigkszone ci$nienie W ograniczonej kostnymi $cianami oczodotu przestrzeni pozagatkowe;j
jest odpowiedzialne za wigkszo$¢ objawdw klinicznych OT: wypchnigcie gatki ocznej poza kostne
brzegi oczodotu, obrzgk tkanek migkkich, a nawet uszkodzenie nerwu wzrokowego na skutek jego
ucisku i zaburzen ukrwienia.

W aktywnej fazie choroby w przestrzeni oczodotowej stwierdzono obecno$¢ TNF—a, IFN—y,
IL-1 oraz czynnikéw wzrostu (IGF-1, TGF-B, PDGF), zwi¢ckszony udzial makrofagow (CD14+ i
RFD7+). Dodatkowo, 27% subpopulacji lokalnie wystepujacych limfocytow CD45+ cechuje ekspresja
receptora Y86 TCR (TCR-yd +/CD4+).

Skutkiem konwersji odpowiedzi komorkowej w humoralng jest sekrecja cytokin Th2: 1L-4,
IL-10, IL-13 wywotujaca sttuszczanie fibroblastow tkanki oczodotowej, co z kolei utrwala jej
zwigkszong objetos¢, zwigzany z tym wzrost ci$nienia pozagatkowego oraz wioknienie mig$ni
glokoruchowych trwale uposledzajac ich funkcje. Czynniki odpowiedzialne za konwersje reakcji
immunologicznej nie sa w pelni znane.

Dzigki badaniom prowadzonym w ostatnich latach zgromadzono wiele informacji na temat
ztozonej etiopatogenezy OT, jednakze wiele pytan dotyczacych patomechanizmu tej choroby jak i
mozliwosci jej przyczynowego leczenia w dalszym ciggu pozostaje otwartych.

Kontrowersyjny nadal pozostaje wptyw czynnikow genetycznych na rozwdj OT, jednak poza
czestszym wystegpowaniem genow zwigkszajacych ryzyko ujawnienia si¢ choroby Gravesa i
Basedowa (ang. Graves’ disease, ChGB) dotychczas nie stwierdzono uktadu genéw typowego dla
wystgpienia OT. W literaturze znalez¢ mozna szereg doniesien opisujacych wyniki badan asocjacji
pomiedzy polimorfizmami wielu genéw, jednakze do tej pory nie udato si¢ wytypowac

jednoznacznego markera choroby, a wyniki tych badan sa hiejednoznaczne.
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Poniewaz rozw¢j i przebieg OT uwarunkowany jest wieloma czynnikami genetycznymi i
srodowiskowymi, a w podtozu genetycznym wyrozni¢ nalezy czynniki warunkujace predyspozycje do
choroby oraz czynniki modyfikujgce jej przebieg kliniczny (posta¢é o najcigzszym przebiegu
wymagajaca leczenia immunosupresyjnego (cigzka OT)), okreslenie tych czynnikdéw moze przyniesé
istotny postep w diagnostyce i profilaktyce choroby.

W  poszukiwaniu czynnikdw genetycznych zaangazowanych w patomechanizm OT
zastosowano metodg¢ analizy asocjacji z genami “kandydujacymi”, ktdére moga potencjalnie bra¢ udziat
w patogenezie tej choroby.

Cel:
Dlatego tez, w cyklu prac bgdacych przedmiotem postgpowania habilitacyjnego ocenie poddano
warto$¢ kliniczng wybranych polimorfizmow genetycznych zlokalizowanych w nastgpujacych genach:
» Dbezposrednio zaangazowanych w regulacje aktywacji limfocytow T:
CTLA-4: g.319C>T (rs5742909), c.49A>G (rs231775), CT60 (g.*6230G>A, rs3087243),
Jo31 (9.*10223G>T, rs11571302), 9.*642AT(8_33)
CD28: ¢.17+3T>C (rs3116496)
ICOS: ¢.1554+4GT(8_15)
» proces adipogenezy, immunoregulacji i kontroli reakcji zapalnej - polimorfizm

PPARy2Pro*?Ala (c.34C>G, rs1805192),

» proces biosyntezy hormondow tarczycy - polimorfizm rs11675434 (g.1404043) zlokalizowany

w poblizu genu kodujacego peroksydaze tarczycowa (TPO, NC_000002.12)
jako potencjalnych markerow molekularnych orbitopatii tarczycowej (OT) oraz jako czynnikow
prognostycznych.

Udzial wybranych parametréw molekularnych w ksztaltowaniu fenotypu OT analizowany byt rowniez
w kontekScie potencjalnych interakcji z pozagenetycznymi uznanymi czynnikami zwigzanymi z

ryzykiem tej choroby: plcig, nikotynizmem oraz rodzinnym wystepowaniem chorob tarczycy.

Wyniki
1. Zwiazek polimorfizméw genéw kodujacych czasteczki regulujace aktywacje limfocytow
T oraz czynnikéw pozagenetycznych z ryzykiem i przebiegiem klinicznym orbitopatii
tarczycowej
Obserwowane w przebiegu choroby uposledzenie nadzoru immunologicznego zaréwno w
zakresie odpowiedzi humoralnej jak i komorkowej oraz oczywiste zaangazowanie limfocytow T i
komoérek prezentujacych antygen (APC) w efektywna odpowiedz immunologiczng przeciwko
wspolnemu dla komodrek nabtonka pgcherzykowego tarczycy i fibroblastow oczodotu antygenowi —
TSHR, wskazuje molekuly zaangazowane w proces aktywacji limfocytow T jako potencjalne,

krytyczne dla wystgpienia choroby i ksztaltowana jej fenotypu markery molekularne.
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Zgodnie z koncepcja ,,dwusygnatowej” aktywacji limfocytow optymalna aktywacja

antygenowo-swoistych limfocytow T wymaga sygnatu indukowanego interakcja kompleksu antygen—
MHC z receptorem limfocytéw T oraz synergistycznego, kluczowego w aktywacji limfocytow T,
supresji tolerancji immunologicznej oraz efektywnej odpowiedzi immunologicznej, sygnatu ko-
stymulujacego indukowanego przez interakcje receptorow obecnych na limfocytach T oraz ich
ligandéw obecnych na powierzchni komorek APC. Jednym z najlepiej scharakteryzowanych szlakow
ko-stymulacji limfocytow T jest szlak CD80/CD86—-CD28/CTLA-4.
Aktywacja antygenu CD28 indukcje sekrecje cytokin prozapalnych (IL-4, IL-5, IL-8, IL-13, IFN-y,
TNF-a, IL-2), GM-CSF, jak réwniez ekspresj¢ receptorow IL-2 a,  oraz ligandu CD40, co wptywa na
przejécie komoérek z fazy GO do G1 cyklu komdrkowego, oraz stymuluje proliferacje komorek.
Ponadto zwicksza ekspresje czynnika hamujacego apoptoze Bcl-xL. W warunkach prawidtowych
ekspresja molekuty CD28 wraca do poziomu wyj$ciowego po 72 godzinach. W przebiegu aktywacji
limfocytow T pojawia si¢ na ich powierzchni antygen supresorowy CTLA-4 (ang. cytotoxic T
lymphocytes associated antigen-4), ktérego ligandami sg wspdlne dla antygenu CD28 czasteczki
CD80/CD86 ulegajace ekspresji na powierzchni komérek APC. Klonalna ekspansja limfocytow T
zwigkszajaca liczbe reaktywnych limfocytéw T oraz ukierunkowanie réznicowania si¢ komorek
efektorowych (typu Thl lub Th2) ligandem CD80 indukuje powstanie odpowiedzi immmunologicznej
typu Thl, natomiast z CD86 — odpowiedzi typu Th2. Poziom transkrypcji genu CTLA-4 oraz
akumulacje¢ powstatych transkryptow reguluje synergistycznie TCR i CD28.

Sygnat ko-stymulujgcy mediowany jest rowniez poprzez molekute ICOS (ang. Inducible co-
stimulator), ktérego ekspresja indukowana jest w wyniku aktywacji na powierzchni limfocytow CD4+
w subpopulacjach limfocytow ThO, Thl, Th2, Thl7 i Treg. Stymulacja limfocytu Th przez 1COS
faworyzuje odpowiedz typu Th2, oraz moduluje takze aktywnos$¢ limfocytow Thl. ICOS zwicksza
wydzielanie IL-4, IL-5, IL-10, IFN-y, TNFa oraz molekuty CD154, ale nie ma wplywu na wydzielanie
IL-2 przez aktywowane limfocyty.

Dostepne dane literaturowe wskazuja na zaburzong ekspresje¢ molekut ko-stymulujacych
CTLA-4 1 CD28 w ChGB. Jest to szczegodlnie istotne w warunkach subooptymalnej stymulacji, czgsto
obserwowanej w reakcjach autoimmunologicznych. CTLA-4 hamujac sygnaly dostarczane przez
receptory TCR i CD28 moze indukowac¢ tolerancj¢ obwodowa, tak wiec obnizona ekspresja CTLA-4
moze zatem prowadzi¢ do mniej efektywnej supresji proliferacji aktywowanych limfocytow T oraz
zaburzen procesu apoptozy tych komorek. Natomiast wyzsza ekspresja receptora CD28 indukowac
moze nasilong reakcje limfocytow T w odpowiedzi na kontakt z antygenem indukujac procesy
autoimmunologiczne. Zaburzenia ekspresji i funkcji biatek sygnatowych odgrywaja kluczowsa role w
dysregulacji uktadu odpornosciowego, a jako jedng z przyczyn tych zaburzen podaje si¢ polimorfizmy
gendéw kodujacych te biatka.

Pomimo, iz poczatkowe badania nad genetycznie uwarunkowang sktonnoscig do chordb

autoimmunologicznych skupily si¢ na obszarze kodujacym biatka uktadu HLA, to dalsze badania
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uwzgledniajace zjawisko LD oraz prowadzone na grupach spokrewnionych chorych sugerowaty, iz
rownie istotnym obszarem genomu odpowiedzialnym za zwigkszone ryzyko niektorych chorob
autoimmunologicznych jest region q33 chromosomu 2. W obszarze tym zlokalizowane sg geny CD28,
CTLA-4 oraz ICOS i uwazany jest za istotny w warunkowaniu ogodlnej podatnosci na choroby
autoimmunologiczne, niezaleznie od specyficznos$ci narzadowej, jednakze w przypadku choroby
Gravesa i Basedowa gen CTLA-4 uwazany jest za jeden z najwazniejszych genetycznych czynnikow
ryzyka choroby.

Poniewaz 1). wyniki uprzednio przez nas opublikowanych migdzynarodowych badan asocjacyjnych
analizujacych zmienno$¢ polimorficzng genu CTLA-4 wskazaly region 3’UTR jako region genu
najistotniej zwigzany z ryzykiem choroby Gravesa i Basedowa, 2). OT traktowana jest jako odrebny
fenotyp choroby Gravesa i Basedowa oraz 3). obserwowana jest zaburzona ekspresja molekut ko-
stymulujacych w ChGB, dlatego tez postawilismy hipoteze iz czasteczki te moga byc
prawdopodobnymi istotnymi czynnikami molekularnymi zaréwno w predyspozycji jak i W
ksztattowaniu fenotypu OT.

W pracy 1 [IF:3,279; MNiSW/KBN:25,000] analizowano zmienno$¢ polimorficzng genow
bezposrednio zaangazowanych w regulacje aktywacji limfocytow T: CTLA-4, CD28, ICOS jako
potencjalnych markerow OT oraz czynnikéw modulujacych przebieg kliniczny choroby.

Dynamiczny rozwo6j technik biologii molekularnej pozwolit na zidentyfikowanie i opisanie
szeregu miegjsc polimorficznych wystepujacych w genach kodujacych czasteczki: supresorowa CTLA-
4 oraz ko-stymulujace CD28 i ICOS. Doktadna i wnikliwa analiza dostgpnych danych literaturowych
pozwolita na wybor polimorfizméw o znaczeniu funkcjonalnym, ktoérych obecno$¢ wiagze si¢ z rozng
transkrypcja, translacja lub funkcja biatka:

» CTLA-49.319C>T (rs5742909) zlokalizowany w proksymalnym, wysoce konserwatywnym,
regionie promotorowym genu CTLA-4 - bedacy czes$cig konsensusowego miejsca transkrypcji
czynnika-1 modulujacego limfocyt (LEF-1) wplywa na aktywno$¢ promotora. Ponadto
polimorficzny allel [T] zwigzany jest z wyzsza aktywno$cig promotora i ze znaczgco wyzsza
ekspresja zar6wno mRNA dla CTLA-4 jak i wyzsza ekspresja CTLA-4 na powierzchni
stymulowanych i niestymulowanych limfocytow T.

» CTLA-4c.49A>G (rs231775) zwiazany z substytucja nukleotydu adeniny (A) na guaning (G)
w pozycji +49 w eksonie 1 genu, ktérej konsekwencja jest zmiana aminokwasu treoniny na
alaning w peptydzie liderowym, skutkujaca obnizeniem efektywnos$ci hamowania aktywacji
limfocytow T przez czasteczk¢ CTLA-4

» polimorfizm mikrosatelitarny CTLA-4g9.*642AT(8_33) zlokalizowany w 3’ nietranslacyjnym
regionie (3’UTR) zwigzany z poziomem transkrypcji i stabilnoscig mRNA

» CT60 (CTLA-49.%6230G>A, rs3087243) zlokalizowany w regionie 3°UTR genu - moduluje
alternatywne sktadanie mRNA i wptywa na stosunek powstajgcych izoform CTLA-4/sCTLA-

4  (pelnej - wystepujacej w cytoplazmie komorki lub na jej powierzchni / izoformy
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rozpuszczalnej, pozbawionej czesci przez blonowej, przez co krazacej w surowicy). Ponadto

opublikowane przez nas wyniki badan wskazuja, iz obecnos¢ polimorficznego wariantu [G]

(genotypu [GG]+[GA]) wigzala si¢ z wyzszym stezeniem sCTLA-4

» Jo31 (CTLA-4g.*10223G>T, rs11571302) zlokalizowany w regionie 3’UTR genu -
biologiczne znaczenie omawianego miejsca polimorficznego nie jest udokumentowane,
pozostaje w silnym niezrownowazeniu sprzgzen (ang. linkage disequilibirum, LD) z CT60.

Ponadto opublikowane przez nas wyniki badan wskazuja iz polimorficzny wariant [G]

(genotypu [GG]+[GT]) zwiazany byt z wyzszym stezeniem sCTLA-4

» CD28c.17+3T>C (rs3116496) - wymiana tymidyny na cytozyn¢ w 3 intronie genu w pozycji

17 — zlokalizowane jest w poblizu miejsca akceptorowego dla czynnikow biatkowych,

sktadajacych mRNA, przeprowadzajacych proces wycinania intronéw i sktadania transkryptu

dla genu CD28, i w zwiazku z tym moze wptywaé na efektywno$¢ sktadania transkryptu i

ekspresji biatka

» polimorfizm mikrosatelitarny 1COSc.1554+4GT(8_15) - usytuowany w poblizu miejsca
wigzania czynnika transkrypcyjnego SP1, dlatego tez obecnos¢ tego polimorfizmu zmienia
aktywnos¢ transkrypcyjng tego czynnika

Tak wigc, do badan wyselekcjonowano funkcjonalne polimorfizmy: CD28c.17+3T>C
(rs3116496), CTLA-49.319C>T (rs5742909), CTLA-4c.49A>G (rs231775), CTLA-49.*642AT(8_33),
CT60  (CTLA-49.*6230G>A, rs3087243), Jo31  (CTLA-49.*10223G>T, rs11571302),
ICOSc.1554+4GT(8_15).

Ponadto, raz pierwszy opisalismy kompleksowa analizg interakcji migdzygenowych pomiedzy
genami CD28/CTLA-4/ICOS zlokalizowanymi w bliskim sasiedztwie wzgledem siebie w regionie
chromosomu 2q33, traktowanymi jako locus i analizowanymi na poziomie haplotypéw, zaréwno pod
katem zwigzku z ryzykiem jak i przebiegiem klinicznym OT. Podejscie nasze oparliSmy o hipoteze
zakladajaca potencjalne implikacje funkcjonalne polimorfizméw zlokalizowanych w poszczegdlnych
genach bezposrednio na kodowane przez nie molekuty, jak i wzajemna interakcje zmienno$ci
genetycznej gendow zlokalizowanych w jednym locus na kodowane przez te geny czasteczki. Zatozenie
nasze oparliSmy na dostepnych dowodach literaturowych, ktore wskazywaty iz zmiennos$¢
polimorficzna genu 1COS wywiera funkcjonalny wptyw nie tylko na poziom ekspresji mMRNA 1COS
ale takze na poziom ekspresji sasiadujacego bezposrednio z nim w jednym locus CTLA-4.

Analizujac region chromosomu 2q33 jako locus wykazalismy istotne zaleznos$ci pomiedzy
poszczegdlnymi haplotypami a wystgpieniem OT oraz przebiegiem klinicznym choroby.

Haplotyp  CD28c.17+3T>C[T]/CTLA-49.319C>T[C]/CTLA-4¢c.49A>G[G]/CTLA-49.*642AT(8_33)
[AT 16 21]/CT60[G]/J031[G])/1COSc.1554+4GT(8_15)(m) jest nie tylko zwigzany z ryzykiem OT, ale
tez z przebiegiem klinicznym. Ponadto, wystapienie OT o najciezszym przebiegu wymagajacym
leczenia immunosupresyjnego (ciezka OT) zwigzane bylo z haplotypami TCA[AT<;c]GT(m), oraz
TCA[AT,;]AT(m), natomiast OT o tagodniejszym przebiegu (OT tagodna i umiarkowana) zwigzane
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bylo z haplotypami: CCG[AT1 21]GG(m), TCG[AT:]GG(m), TCG[AT.]GG(l),
TCA[AT16]GG(m), TCA[AT46]GT(l), oraz TCA[AT 5 21]GG(m).

Co istotne, wyrdznilisSmy réwniez swoiste haplotypy mogace by¢ markerami dobrego rokowania:
TCA[AT>,1]GG(m) oraz TCG[AT<16]GG(m) wystepujace w grupie pacjentdw bez klinicznie jawnych
symptoméw OT.

Natomiast podejscie zaktadajace analize jednoczynnikowsg wskazato dwa polimorfizmy
zlokalizowane w regionie 3°UTR genu CTLA-4: CT60 (CTLA-49.*6230G>A, rs3087243) oraz CTLA-
49.*642AT(8_33) jako potencjalne markery molekularne OT oraz jako czynniki rokownicze.

Osoby bedace homozygotami CTLA-40.*642AT(8_33)[AT1s 21] 2,42-ktornie bardziej narazone sa na
ryzyko wystapienia orbitopatii tarczycowej. Ponadto genotyp ten moze by¢ uzytecznym markerem
rokowniczym. Obecnos¢ tego genotypu zwiazana byla ze ztym rokowaniem — 4,55-krotnie zwickszata
ryzyko progresji choroby do postaci o najcigzszym przebiegu wymagajacym leczenia
immunosupresyjnego (cigzka OT). Co ciekawe, genotyp ten istotnie czeSciej wystgpowal w
nieaktywnej fazie OT (CAS<4).

Podobnie polimorfizm CT60 rozpatrywany moze by¢ jako potencjalny marker OT oraz czynnik
rokowniczy. Wykazalismy bowiem, iz obecnos$¢ polimorficznego genotypu [AA] istotnie statystycznie
zmniejszala ryzyko wystapienia OT jak i byt on markerem dobrego rokowania: zwigzany byt z
tagodnym przebiegiem OT.

Jakkolwiek zwiazek pomiedzy ryzykiem OT a polimorfizmem zlokalizowanym w regionie
promotorowym genu CTLA-4: g.319C>T (rs5742909) obserwowany byt jedynie na poziomie alleli, to
polimorfizm ten rozpatrywany moze by¢ jako potencjalny czynnik rokowniczy. Polimorficzny wariant
[T] zwigzany byt z aktywna fazg OT (CAS>4).

Natomiast pozostate polimorfizmy zlokalizowane w genie CTLA-4: ¢.49A>G (rs231775) oraz Jo31
(CTLA-49.%10223G>T, rs11571302) zwigzane byly jedynie z przebiegiem OT. Obecno$é
polimorficznego wariantu ¢.49A>G [G] (genotyp [GG]+[AG]) zwigzana byta z progresjg OT. Z kolei
polimorficzny wariant Jo31[T] (genotyp [TT]+[GT]) byt markerem dobrego rokowania.

Ze wzgledu na fakt, iz najistotniejszym czynnikiem $rodowiskowym wptywajacym na rozwoj
I przebieg OT jest palenie papieroséw, I co ciekawe silniejsza zaleznos¢ pomiedzy ryzykiem
wystapienia OT a nategzeniem palenia papierosow obserwowano juz po rozpoznaniu ChGB niz z
facznym obcigzeniem paleniem w ciggu calego Zzycia, ten czynnik srodowiskowy uwzgledniony zostat
jako istotny parametr w analizie interakcji pomigdzy czynnikami genetycznymi i srodowiskowymi w
kontekscie wptywu na wystapienie i przebieg kliniczny OT. Dostgpne dane literaturowe potwierdzity
zwigkszone ryzyko rozwinigcia i progresji OT z paleniem tytoniu. Ponadto, opisana w literaturze
analiza retrospektywna wykazata zmniejszone ryzyko rozwoju OT oraz lepsza odpowiedz na leczenie
zarowno radioizotopowe jak i glikokotrykosteroidami u chorych nie palgcych papierosow w

porownaniu z palaczami. Jakkolwiek mechanizm szkodliwego wplywu palenia papierosow w OT
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pozostaje nieznany, zaprzestanie palenia tytoniu poprawia zar6wno odpowiedz na leczenie jak i
zmniejsza ryzyko rozwoju OT de novo.

Ponadto zaobserwowalismy iz w grupie megzczyzn czesciej wystepowata orbitopatia o
najciezszym przebiegu wymagajacym leczenia immunosupresyjnego (cigzka OT) [1, 2], dlatego tez
parametr ten uwzgledniony zostat jako istotny czynnik pozagenetyczny endogenny w analizie
interakcji z czynnikami genetycznymi i Srodowiskowymi.

Analiza wieloczynnikowa oparta na metodzie regresji logistycznej majaca na celu oceng wptywu
analizowanych polimorfizméw, ktoére w analizach jednoczynnikowych uznane zostaty za czynniki
ryzyka wystgpienia choroby 0 najcigzszym przebiegu wymagajacym leczenia immunosupresyjnego
(ciezka OT): obecnos¢ allelu ¢.49A>G[G] (genotyp [GG]+[AG]), CT60[G] (genotyp [GG]+[GA]),
Jo31[G] (genotyp [GG]+[GT]), oraz allelu g.*642AT(8 33)[(ATs21)] (genotypy [(AT<is)(ATs.
)] H[(AT1601) (AT 1601)]+[(AT 16.21) (AT521)]) oraz czynnikoéw s$rodowiskowych i endogennych: piei
meskiej i palenia papierosow wykazala, iz polimorfizm g.*642AT(8 33) i pte¢ meska sa niezaleznymi
czynnikami roznicujagcymi  wystgpienie OT o najcigzszym przebiegu wymagajacym leczenia

immunosupresyjnego (ciezka OT).

2. Ocena wartosci Klinicznej polimorfizmu Pro*Ala zlokalizowanego w genie PPARy2,
istotnego w procesie adipogenezy, immunoregulacji i kontroli reakcji zapalnej, jako
uzytecznego markera molekularnego orbitopatii tarczycowej (OT) oraz jako czynnika
rokowniczego

Badania nad udziatem tkanki ttuszczowej w patogenezie OT wzigty poczatek z klinicznej obserwacji
wzrostu objetosci ciata thuszczowego oczodotu U czgsci pacjentow z ChGB. Znaczaca rola PPARy
(ang. peroxisome proliferator-activated receptors-y) nie tylko w utrzymaniu homeostazy lipidowo-
weglowodanowej, ale takze w regulacji cyklu komorkowego 1 apoptozy, a zwlaszcza w
immunoregulacji i kontroli reakcji zapalnej oraz w adipogenezie zdecydowata o wiaczeniu PPARy w
strategi¢ poszukiwania czynnikow genetycznych zaréwno ryzyka jak i przebiegu Kklinicznego OT
oparta na genach “kandydatach”. Wybor zostat rowniez oparty na opublikowanych badaniach in vitro
wskazujgcych na stymulacje oczodolowej adipogenezy przez agonistow PPARy oraz zwickszenie
ekspresji genu PPARy we wczesnym stadium réznicowania preadipocytow. Hipoteze 0 potencjalnym
znaczeniu diagnostycznym jak i rokowniczym PPARy w OT potwierdza opisana zwigkszona ekspresja
tego genu w tkance thuszczowej oczodotu pacjentow z ChGB w poréwnaniu do osob zdrowych jak i
wzmozona aktywacja genu w aktywnej fazie OT w pordéwnaniu do fazy nieaktywnej. Natomiast
wyboér polimorfizmu Pro*?Ala (c.34C>G, rs1805192) zlokalizowanego w swoistym jedynie dla
izoformy PPARy2, ktorej ekspresja z kolei jest swoista glownie dla adipocytow, eksonie B
podyktowany byl po pierwsze swoistoscig ekspresji izoformy PPARY2, po drugie - funkcjonalno$cia

tego miejsca polimorficznego: polimorfizm ten moduluje ekspresje i/lub funkcje czasteczki kodowane;j
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przez ten gen. Zwigzek polimorfizmu PPARy2Pro**Ala z wystapieniem oraz przebiegiem klinicznym
OT przedyskutowany zostal w publikacji 2 [IF:2,488; MNiSW/KBN:25,000].
W badaniach naszych obejmujacych 276 pacjentéw wykazalismy, iz polimorficzny wariant *?Ala nie
tylko istotnie statystycznie zmniejszal ryzyko wystapienia OT, lecz takze zwigzany byt z lepszym
rokowaniem. Co istotne, w grupie pacjentow genotyp Ala'?Ala obserwowany byt jedynie wsrod tych
bez klinicznie jawnej OT. Ponadto, u pacjentow posiadajacych polimorficzny wariant *?Ala (genotyp
Ala"?Ala+Pro*?Ala) nasilenie i stopiefi aktywno$ci OT byly mniejsze w poréwnaniu do pacjentow, U
ktérych nie obserwowano tego polimorfizmu (o genotypie Pro*?Pro).
Wykazalismy takze, iz polimorficzny allel '?Ala (genotyp Ala*?Ala+Pro*Ala) jest czynnikiem
chronigcym pacjentki przed wystapieniem OT, natomiast nie jest czynnikiem rokowniczym w tej
grupie pacjentow.
Z kolei roéwnoczesna analiza zwigzku tego polimorfizmu z rodzinnym wystgpowaniem chorob
tarczycy oraz ryzykiem wystapienia OT wskazuje, iz polimorficzny wariant ?Ala jest czynnikiem
chronigcym przed OT niezaleznie od rodzinnych dysfunkcji tarczycy.
Obserwowali$my rowniez wyrazng zaleznos¢ pomiedzy polimorfizmem PPARy2Pro*?Ala, paleniem
papieroséw oraz ryzykiem OT. Co wazne, palacze bedacy nosicielami polimorficznego wariantu Ala
chronieni byli przed wystapieniem OT.

Zwraca uwagg, ze analiza wieloczynnikowa uwzgledniajaca wszystkie omawiane parametry
wykazata niezalezny zwiazek polimorfizmu PPARy2Pro?Ala z wystgpieniem OT (p=0,0001),
wskazujac iz obecno$é genotypu ,,dzikiego” Pro™?Pro 3,24-krotnie zwickszata ryzyko wystapienia

orbitopatii tarczycowe;j.

3. Zwiazek polimorfizmu rs11675434, zlokalizowanego w poblizu genu kodujgcego
peroksydaze tarczycowa (TPO), z ryzykiem i przebiegiem klinicznym OT oraz analiza
potencjalnych interakcji z pozagenetycznymi uznanymi czynnikami zwigzanymi z
ryzykiem tej choroby: plcia, nikotynizmem oraz rodzinnym wystepowaniem chorob
tarczycy.
Poniewaz peroksydaza tarczycowa (TPO), uwazana za glowny autoantygen w autoimmunologicznych
chorobach tarczycy, oraz kluczowy enzym uczestniczacy w biosyntezie hormondow tarczycy
katalizujacy utlenianie jodkéw w obecnosci H,O, i jodowanie tyrozyn, ktore sg nastepnie sprzegane do
trijodotyroniny (T3) i tetrajodotyroniny (T4), jest bezposrednio zwigzana z autoimmunologiczymi
chorobami tarczycy, oraz posrednio z orbitopatig tarczycows, dlatego tez gen TPO wilaczony zostat w
strategi¢ analizy asocjacji z genami “kandydujgcymi”.

Ponadto, wyboér miejsca polimorficznego rs11675434 oparty zostal takze na dostgpnych
danych literaturowych wskazujacych zwigzek polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (ang. single
nucleotyde polymorphism, SNP) zlokalizowanych w poblizu genu TPO z poziomem w surowicy

przeciwciata przeciwko TPO w dwoch niezaleznych analizach w populacjach kaukaskich jak i
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azjatyckich, oraz o wyniki badan asocjacyjnych calego genomu (ang. genome-wide association study,
GWAS) wskazujacych na zwigzek tego polimorfizmu z ryzykiem ChGB oraz fenotypem choroby —
orbitopatig tarczycowa. Wykazano bowiem, iz polimorficzny wariant [T] obecny w tym miejscy
polimorficznym zwigzany byt z istotnie wyzszymi st¢zeniami TPOAD.

Poniewaz udokumentowany jest zalezny od pici zwigzek pomiedzy zmiennoscig polimorficzng a
regulacja funkcji tarczycy, dlatego tez celem badan opublikowanych w pracy 3 [IF:2,487;
MNiSW/KBN:20,000] byto okreslenie znaczenia polimorfizmu rs11675434 w ksztattowaniu fenotypu
OT analizowanego w konteks$cie interakcji z czynnikami $rodowiskowymi i endogennymi w duzej,
reprezentatywnej i jednorodnej pod wzgledem rozpoznania grupie 1231 pacjentow.

W badaniach naszych polimorficzny allel [T] istotnie zwigkszat ryzyko wystapienia OT, a ryzyko to
zalezne byto od wieku i pici pacjentow - allel ten istotnie zwigkszat ryzyko OT w grupie pacjentow
powyzej 45 r.z. oraz wsrdéd mezezyzn.

Nie wykazali$my natomiast znaczenia rokowniczego badanego miejsca polimorficznego.

Podsumowanie, wnioski oraz mezliwa implikacja kliniczna

Z uwagi na fakt, iz orbitopatia tarczycowa jest chorobg o ztozonej etiopatogenezie, ktorej
rozwoj jak i ksztaltowanie fenotypu zaleze¢ moze od ztozonych interakcji migdzygenowych jak i
interakcji pomiedzy czynnikami genetycznymi, S$rodowiskowymi i endogennymi, okreslenie
potencjalnych molekularnych markeréw diagnostycznych oraz czynnikow rokowniczych moze
przynies¢ istotny postep w diagnostyce, profilaktyce i terapii tej choroby.

Opisane wyniki wskazuja, iz markerem o najwigckszym prawdopodobnym znaczeniu zaréwno
diagnostycznym jak i prognostycznym moze byé polimorfizm PPARy2Pro**Ala. Roéwnie atrakcyjnym
markerem moze by¢ wysoce zroznicowany polimorfizm mikrosatelitarny CTLA-49.*642AT(8_33),
CT60 oraz polimorfizm rs11675434 zlokalizowany w poblizu genu TPO.

Implikacjg kliniczng naszych obserwacji moze by¢ uwzglednienie wskazanych przez nas
miejsc polimorficznych PPARy2Pro*?Ala, CTLA-49.%642AT(8_33), CT60 oraz rs11675434 w
medycynie spersonalizowanej jak i translacyjnej. Informacje wskazane w niniejszych pracach
wykorzystane bowiem moga by¢ przy konstruowaniu testow diagnostycznych mogacych znalez¢
zastosowanie w medycynie spersonalizowanej. Indywidualny profil genetyczny pacjenta umozliwi
precyzyjng diagnoze 1 prognoz¢ kliniczng oraz umozliwi¢ moze dobor odpowiedniej
spersonalizowane;j terapii o potencjalnie wyzszej skutecznosci i minimalnych efektach ubocznych.

W kontekscie polimorfizmu Pro*?Ala zlokalizowanego w swoistym dla PPARy2 eksonie B,
okreslenie profilu genetycznego w zakresie tego miejsca polimorficznego moze mie¢ istotne znaczenie
w strategii poszukiwania nowych lekéw dziatajacych przez receptory PPAR. Polega ona na
projektowaniu zupelnie nowych tkankowo-specyficznych czasteczek, selektywnie modulujacych

aktywno$¢ wybranych receptorow, tzw. selektywnych modulatoréow aktywnosci (SNuRMs), ktore
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dzigki duzej wybidrczoscei nie bedg powodowaty dziatan niepozadanych charakterystycznych dla tzw.
petnych agonistow.
Funkcjonalne badania in vitro wskazujace, iz obecno$é polimorficznego wariantu Ala'® skutkuje
nizszym powinowactwem do elementu wiazacego PPRE (ang. PPAR-response element) co w
konsekwencji prowadzi¢ moze do zaburzen aktywacji konkretnych genéw oraz wskazany w licznych
badaniach asocjacyjnych zwiazek tego wariantu polimorficznego z nizszym ryzykiem wystapienia
otylosci jak i wyniki naszych badan sugeruja, iz profilowanie genetyczne tego miejsca
polimorficznego moze by¢ niezwykle istotne przy projektowaniu SNURMS oraz w prognozowaniu
progresji OT.

Natomiast, profil zmiennos$ci genetycznej regionu 3’UTR genu CTLA-4, gdzie zlokalizowany
jest polimorfizm CT60, wykorzystany moze zosta¢ do przewidywania poziomu ekspresji SCTLA-4, w
a konsekwencji moze by¢ uzyteczne w personalizacji celowanej immunoterapii oraz prognozowaniu
progresji choroby.

Podobnie, okreslenie genetycznego wariantu miejsca polimorficznego rs11675434
zlokalizowanego w poblizu genu TPO moze by¢ wykorzystanie do przewidywania poziomu ekspresji

TPOADb oraz do prognozowania progresji choroby.

2. Znaczenie wybranych czynnikow molekularnych: genu kodujgcego immunologiczny punkt

kontroli odpowiedzi odpornosciowej W etiopatogenezie stwardnienia rozsianego

Stwardnienie rozsiane jest chroniczng chorobg zapalng os$rodkowego ukladu nerwowego
(CNS), gdzie zapalenie i demielinizacja sg konsekwencjg reakcji autoimmunologicznej, a heterogenna
etiopatogeneza tej choroby zaktada interakcje czynnikéw genetycznych i srodowiskowych. Istotng role
odgrywajg zaburzenia odpornosci komoérkowej, przy czym obwodowa aktywacja autoreaktywnych
wobec antygenow mielinowych limfocytow T wymaga 2 sygnalow: pierwszego swoistego, ktory
wobec braku antygenu mieliny moze by¢ realizowany w procesie molekularnej mimikry i/lub reakcji z
superantygenem oraz drugiego antygenowo nieswoistego. Dotychczasowa wiedza dotyczaca biologii,
ekspresji, oraz funkcji receptora PD-1 jak i jego ligandow, wskazuje i potwierdza istotno$¢ szlaku PD-
1/PD-L w regulacji odpowiedzi immunologicznej, ze szczegdélnym znaczeniem w zapobieganiu
rozwoju zaburzen autoimmunologicznych poprzez negatywna regulacj¢ autoreaktywnych limfocytow.
Pobudzenie receptora PD-1 ogranicza aktywacje i ekspansj¢ autoreaktywnych limfocytow T oraz
uposledza ich funkcje efektorowsa, a co za tym idzie negatywne zmiany w poszczegolnych tkankach.
Szlak ten moze réwniez zapobiega¢ nabyciu przez autoreaktywne dziewicze limfocyty T cech
efektorowych. Ponadto, zaburzenia ekspresji PD-1 na limfocytach T skutkuja wzmoZonym napltywem
do tkanek, produkcja cytokin i proliferacja oraz obnizeniem ggstosci antygenu wymaganym do
aktywacji tych limfocytow, co moze prowadzi¢ do reakcji autoimmunologicznej.

Badania przeprowadzone na modelach zwierzecych wykazaly, ze knock—out genu pd-1 powoduje

rozwinigcie powaznych zaburzen o podlozu autoimmunologicznym, a W zwierzegcym modelu
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stwardnienia rozsianego, doswiadczalnym autoimmunologicznym zapaleniu opon mozgowych i
mozgu (ang. experimental autoimmune encephalomyelitis, EAE), receptor PD-1 oraz jego ligand
zaangazowane sa w supresj¢ EAE. Ponadto podanie anty-PD-1 w trakcie indukcji EAE przyspiesza
poczatek oraz nasila cigzko$¢ choroby. Badania te dowodzace roli szlaku PD-1 w patogenezie SM
daly podstawe do wtaczenia genu PDCD1 kodujacego te czasteczke w strategie genow ,.kandydatow”,
ktoérego zmienno$¢ polimorficzna nie tylko wigze si¢ z nieprawidlowa ekspresjg i/lub funkcja
czasteczki ale takze zwigzkiem konkretnych wariantow polimorficznych z predyspozycja do chorob
autoimmunologicznych jak rowniez ich przebiegiem klinicznym. Ponadto, dowodem potwierdzajacym
stusznos$¢ naszej hipotezy mowiacej o istotnej roli PD-1 w etiopatogenezie SM oraz o wlaczeniu genu
PD-1 w strategi¢ oparta na genach ,kandydatach” sa dostgpne dane literaturowe wskazujace na
zwigzek zmiennosci polimorficznej genu PDCD1, kodujacego czasteczke PD-1 (ang. Programmed
death-1, CD279), z postacia PPSM (ang. primary progressive) SM. Wykazano bowiem, iz
polimorfizm PD-1.3 (rs11568821, +7146G>A), zlokalizowany w intronie 4, moze by¢ istotnym
czynnikiem molekularnym zwigzanym z tg postacig SM.

Dlatego tez, ocenie poddano wartos¢ kliniczng zmienno$ci polimorficznej genu kodujacego
czasteczke PD-1 zaangazowana W regulacje zaro6wno centralnej, jak i obwodowej tolerancji w
etiopatogenezie SM. Zaangazowanie polimorfizméw PDCD1 w ksztaltowaniu fenotypu MS
analizowane byto rowniez w kontekscie potencjalnych interakcji z czynnikami pozagenetycznymi
zwigzanymi z ryzykiem tej choroby jak i symptomatologia SM [4, IF: 2,536; MNiSW/KBN:25,000].
Ostatecznie przeprowadzilismy kompleksowa analiz¢ wartosci klinicznej poszczegdlnych
wyselekcjonowanych polimorfizméw genetycznych:

» PD-1.3 (rs11568821, c.627+189G>A, +7146G>A) zlokalizowany w intronie 4 -
polimorficzny allel [A] zwigzany jest ze stabsza supresjg aktywacji limfocytow T oraz
sekrecjg cytokin

» PD-1.5 (rs2227981, c.804T>C, +7785C>T) zlokalizowany w eksonie 5 — zwigzany z
ryzykiem choréb autoimmunologicznych (RZS oraz T1D)

» PD-1.9 (rs2227982, c.644C>T, +7625C>T) zlokalizowany w eksonie 5, w wyniku ktorego
nastgpuje wymiana aminokwasu alaniny na waling (Ala — Val) w kodonie 215 (polimorfizm
nonsynonymous), allel [T] =zwigzany =z ryzykiem zachorowania na choroby
autoimmunologiczne, badania in silico wskazuja mozliwy zwiazek z procesem alternatywnego
sktadania mRNA

jako potencjalnych marker6w molekularnych SM oraz jako czynnikow prognostycznych.

Wykazalismy zalezny od plci zwigzek pomiedzy polimorfizmem PD-1.3 a ryzykiem

wystgpienia SM — polimorficzny allel [A] istotnie chronit kobiety przed wystapieniem SM. Natomiast

zaden z badanych polimorfizméw genetycznych nie byt bezposrednio zwigzany z progresjg choroby -
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przejsciem z RRSM do SPSM zaréwno w analizie jednoczynnikowej jak i haplotypowej
uwzgledniajacej potencjalne interakcje pomiedzy tymi miejscami polimorficznymi.

Z kolei, polimorfizm PD-1.5 byt bezposrednio zwigzany z symptomatologia SM.
Polimorficzny wariant [T] (genotyp [TT]+[CT]) zmniejszat ryzyko wystapienia diplopii, natomiast
faworyzowal parestezje jako pierwszy symptom SM. Zwiazek pomigdzy diplopia a badanymi
polimorfizmami obserwowany byt takze na poziomie haplotypoéw — po raz pierwszy wykazaliSmy 2
haplotypy: predysponujacy i chronigcy przed tym pierwszym symptomem choroby SM. Co znaczace
zwigzek z symptomatologia determinowany byl obecno$cia konkretnego wariantu w miejscu
polimorficznym PD-1.5. Haplotyp w ktorym obecny byt polimorficzny allel [T] istotnie zmniejszat
ryzyko diplopii, natomiast haplotyp zawierajacy allel typu ,,dzikiego” faworyzowat diplopi¢ jako
pierwszy symptom SM, co zgodne bylo z obserwacjami na poziomie analizy asocjacji
jednoczynnikowych. Postawilismy wigc hipoteze, iz polimorfizm PD-1.5 moze by¢ prawdopodobnym
czynnikiem modulujacym przebieg kliniczny SM. Niezbedne sg jednak dalsze badania w celu
potwierdzenia naszej obserwacji.

Analiza badanych czynnikow molekularnych (polimorfizméw genetycznych) w kontekscie

potencjalnych interakcji z czynnikami pozagenetycznymi jak i z symptomatologiag choroby wskazata
objawy moézdzkowe, wiek i oraz wiek zachorowania jako czynniki predykcyjne progresji choroby
(okreslane jako przejscie z RRSM na SPSM). Natomiast analiza majaca na celu oszacowanie
modelowanego prawdopodobienstwa progresji do SPSM (wielowymiarowa regresja logistyczna),
wskazata marker genetyczny PD-1.5 jako statystycznie istotny czynnik ryzyka niezaleznie od wieku i
wieku zachorowania, eliminujac znaczenie obecnosci objawow mozdzkowych.
Istotng obserwacje uzyskaliSmy stosujac po raz pierwszy nowe podejécie, uwzgledniajgce cigzkos¢
RRSM (w oparciu o czas trwania remisji migdzy I i II rzutem). WykazaliSémy, iz jedynie wsrod
pacjentéw z lzejszym przebiegiem RRSM (dluzszym czasem trwania remisji miedzy I i II rzutem)
wystepuje haplotyp PD-1.3[A]/PD-1.5[T]/PD-1.9[C].

Podsumowujac, istotnym osiggnieciem jest wykazanie znaczenia zmiennoS$ci
polimorficznej genu PD-1 w etiopatogenezie SM.

Ponadto, wazng informacja jest obserwacja wskazujaca, iz polimorfizm PD-1.3
predysponuje do SM zaleznie od plci, a polimorfizm PD-1.5 moze by¢ prawdopodobnym
czynnikiem prognostycznym.

Jako Ze nasze badanie jest najwickszym 1 najbardziej kompleksowym dotychczas
opublikowanym w reprezentatywnej i jednorodnej pod wzgledem rozpoznania grupie pacjentow
niezb¢dne sa dalsze badania majace na celu ostateczne okreslenie zwigzku PD-1 w patomechanizmie
SM.

5. Omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych (artystyezryeh).
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Po wylaczeniu prac wchodzacych w sklad cyklu habilitacyjnego mdj dorobek naukowy
stanowi 28 pelnotekstowych prac naukowych, w tym 26 prac oryginalnych (w tym 1 list do redakcji
oraz 3 prace w suplementach czasopism (prace podlegaly ocenie recenzentow)) oraz 2 prace
pogladowe oraz 1 rozdzial w ksiazce ,Molecular Oncology: Underlying Mechanisms and
Translational Advancements” (wydanej przez Springer International Publishing AG w 2017r.).

Natomiast dotychczasowy catkowity dorobek naukowy stanowig 34 pelnotekstowe prace
naukowe (31 prac oryginalnych, w tym 1 list do redakcji i 3 prace w suplementach czasopism (prace
podlegaty ocenie recenzentow); oraz 3 publikacje pogladowe). Co istotne 28 prac opublikowano w
czasopismach z listy filadelfijskiej wg. 1SI Journal Citation Reports“Ranking.

W 7 publikacjach jestem pierwszym oraz korespondencyjnym autorem, w 1 jestem
rownorzgdnym pierwszym autorem oraz autorem korespondencyjnym, natomiast w 7 jestem drugim
autorem. 17 prac opublikowatam po uzyskaniu stopnia naukowego doktora.

» Sumaryczna punktacja cyklu publikacji przedtozona w postepowaniu habilitacyjnym wynosi

IF:11,423; MNiSW/KBN: 110,000.

» Sumaryczna punktacja za prace oryginalne, pogladowe z wylaczeniem prac wchodzacych w

sktad cyklu habilitacyjnego wynosi: IF: 46,069; MNiSW/KBN: 408,00

» Sumaryczna punktacja za prace oryginalne, pogladowe catkowitego dorobku naukowego
wynosi: 57,492 IF; 536 KBN/MIN

» Sumaryczna punktacja catkowitego dorobku naukowego stanowigcego prace oryginalne,
pogladowe i listy do redakcji oraz opublikowane w suplementach czasopism (prace podlegaty
ocenie recenzentow) wynosi: 66,435 IF; 636,000 MNiSW/KBN; za prace opublikowane po
uzyskaniu stopnia naukowego doktora — 41,970 IF; 417,000 MNiSW/KBN.

» Aktualna liczba cytowan (wg. Web of Science, WoS): 361; natomiast bez autocytowan 266

A\

Index Hirscha (wg. Web of Science, WoS): 10; bez autocytowan: 9

» Jestem wspotautorem 73 doniesien konferencyjnych, w tym 56 prezentowane byly na
wiodacych konferencjach miedzynarodowych, natomiast 17 — na wiodacych konferencjach
krajowych. Aktywnie (jako autor prezentujacy) prezentowatam 17 doniesien konferencyjnych
w formie posterowej oraz 3 jako wystapienie ustne.

» Aktywnie uczestniczylam w przygotowaniu 1 konferencji krajowej oraz 1 migdzynarodowej
(10™ East-West Immunogenetics Conference, EWIC), podczas ktorej bylam organizatorem i
przewodniczytam sesji tematycznej MultiGenBank Workshop.

» Bylam kierownikiem i glownym wykonawca 1 projektu badawczego (zrédilo finansowania

NCN) oraz uczestniczytam w 14 projektach badawczych (zrodto finansowania NCN), bytam

glownym wykonawcg 4 projektow finansowanych przez Uniwersytet Medyczny im. Piastow

Slaskich we Wroctawiu oraz gtéwnym wykonawca 1 projektu dla mtodych naukowcoéw

(zrodto finansowania Uniwersytet Medyczny im. Piastow Slaskich we Wroctawiu).
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» Uczestniczylam réwniez w projekcie finansowanym z Funduszy Europejskich 2007-2013,
Program Operacyjny Innowacyjna Gospodarka (POIG) majacym na celu utworzenie bazy
danych immunogenetycznych polskiej populacji MultiGenBank.

» Uczestnicze obecnie w mi¢dzynarodowym projekcie miedzynarodowej sieci doskonatosci dla
badan nad predyspozycjqg do rozwoju chorob uktadu krgzenia i zaburzen metabolicznych
uwarunkowanq polimorfizmami genu UCPI finansowanym w ramach wramach 7. PR UE
PEOPLE Marie Curie International Research Staff Exchange Scheme (IRSES) Research
Executive Agency.

» Jestem promotorem pomocniczym 2 przewodéw doktorskich (jeden w toku)
prowadzonych na Uniwersytecie Medycznym im. Piastow Slaskich we Wroctawiu oraz
promotorem 3 prac magisterskich (Politechnika Wroctawska).

» Bytam opiekunem naukowym 3 prac badawczych (Politechnika Wroctawska), 11 praktyk
studenckich (7 - Politechnika Wroctawska, 3 - Uniwersytet Wroctawski, oraz 1 - Uniwersytet
Jagiellonski).

» Zrecenzowatam 19 publikacji w 11 prestizowych czasopismach naukowych (z listy

filadelfijskiej wg. ISI Journal Citation Reports“Ranking).

Omowienie gtownych kierunkow badawczych nie zwigzanych z tematem cyklu habilitacyjnego
Moje =zainteresowania naukowe zwigzane s3 Zz zagadnieniami genetyczno-molekularnych
uwarunkowan chordb czlowieka, ze szczegdlnym uwzglednieniem nowotworow oraz chordb
autoimmunizacyjnych, jak i z dziedziny psychiatrii. Tematyka ta byla przedmiotem licznych
projektéw badawczych w ktorych uczestniczytam, a wyniki tych badan opublikowane zostaty zarowno
przed jak i po uzyskaniu stopnia naukowego doktora, dlatego tez ponizsze omodwienie dotyczace
moich gtéwnych kierunkow badawczych, poza tematem cyklu habilitacyjnego, ujete zostato
tematycznie i podzielone na nastgpujace zagadnienia:

5.1. Znaczenie molekut ko-stymulujgcych w chorobach autoimmunologicznych i nowotworach

Wiyniki badan dotyczgce tematyki objetej punktem 5.1. opublikowane zostaty w cyklu 15 publikacji
naukowych o sumarycznym IF:33,008; MNiSW/KBN:301,000:

5.1.1. Bilinska M., Gruszka E., Kosmaczewska A., Ciszak L., Pawlak E. Ekspresja receptora CD28
na limfocytach CD4+ krwi obwodowej u chorych na zwalniajacg i wtdérnie postepujaca
postacia stwardnienia rozsianego. Advances in Clinical and Experimental Medicine 2004,
13(6):955-960.

MNiSW/KBN: 5,000

5.1.2. Pawlak E., Bilinska M., Suwalska K., Tutak A., Kosmaczewska A., Ciszak L., Frydecka I.
Serum soluble CTLA-4 (SCTLA-4) levels in patients with multiple sclerosis. Polish Journal of
Environmental Studies 2005, 14(Suppl. 11):665-668.
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5.1.3.

5.1.4.

5.15.

5.1.6.

5.1.7.

5.1.8.

IF: 0,461 MNiSW/KBN:15,000
Kosmaczewska A., Bilinska M., Ciszak L., Noga L., Pawlak E., Szteblich A., Podemski R.,
Frydecka 1. Dysregulation of cell-surface and cytoplasmic CTLA-4 (CD152) expression in
peripheral blood CD4+ T cells from patients with multiple sclerosis (MS). Journal of
Neuroimmunology 2007, 189:137-146.
IF: 2,88 MNiSW/KBN:25,000
Karabon L., Kosmaczewska A., Bilinska M., Pawlak E., Ciszak L., Jedynak A., Jonkisz A.,
Noga L., Pokryszko-Dragan A., Koszewicz M., Frydecka |. The CTLA-4 gene polymorphisms
are associated with CTLA-4 protein expression levels in multiple sclerosis patients and with
susceptibility to disease. Immunology 2009, 128(1 Suppl):e787-796. doi: 10.1111/j.1365-
2567.2009.03083.x.
IF: 3,276 MNiSW/KBN: 27,000
Wagner M., Sobczynski M., Karabon L., Bilinska M., Pokryszko-Dragan A., Pawlak-
Adamska E., Cyrul M., Kusnierczyk P., Jasek M. Polymorphisms in CD28, CTLA-4, CD80
and CD86 genes may influence the risk of multiple sclerosis and its age of onset. Journal of
Neuroimmunology 2015, 15:288:79-86. Epub 2015 Sep 18. doi:10.1016/j.jneuroim.
2015.09.004.
IF: 2,536 MNiSW/KBN: 25,000
Kavvoura F.K., Akamizu T., Awata T., Ban Y., Chistiakov D.A., Frydecka I., Ghaderi A.,
Hiromatsu Y., Ploski R., Walker N., Wang P.W., Ban Y., Bednarczuk T., Chistiakova E.I.,
Chojm M., Hiratami H., Hank Juo S.H., Karabon L., Katayama S., Kurihara S., Liu R.T.,
Pawlak E., Taniyama M., Tomita M., Tozaki T., loannidis J.P.A. CTLA-4 gene
polymorphisms and autoimmune thyroid diseases: meta-analyses of published data and
individual-level data. Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism 2007 Aug;92(8):3162-
3170. Epub 2007 May 15. DOI: 10.1210/jc.2007-0147
IF: 5,493 MNiISW/KBN: 24,000
Daroszewski J.*, Pawlak E.*, Karabon L., Frydecka I., Jonkisz A., Slowik M., Bolanowski M.
Soluble CTLA-4 receptor an immunological marker of Graves' disease and severity of
ophthalmopathy is associated with CTLA-4 JO31 and CT60 gene polymorphisms. European
Journal of Endocrinology 2009 Nov;161(5):787-793. Epub 2009 Sep 4. doi: 10.1530/EJE-09-
0600.
* — these authors equally patricipated to this work
IF: 3,539 MNiISW/KBN: 27,000
Suwalska K., Pawlak E., Karabon L., Tomkiewicz A., Dobosz T., Urbaniak-Kujda D.,
Kuliczkowski K., Wolowiec D., Jedynak A., Frydecka I. Association studies of CTLA-4,
CD28, and ICOS gene polymorphisms with B-cell chronic lymphocytic leukemia in the Polish
population. Human Immunology 2008, 69(3):193-201.
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5.1.9.

5.1.10.

5.1.11.

5.1.12.

5.1.13.

5.1.14.

5.1.15.

IF: 3,061 MNiSW/KBN:20,000
Karabon L., Partyka A., Jasek M., Lech-Maranda E., Grzybowska-lzydorczyk O., Bojarska-
Junak A., Pawlak-Adamska E., Tomkiewicz A., Robak T., Rolinski J., Frydecka I. Intragenic
Variations in BTLA Gene Influence mRNA Expression of BTLA Gene in Chronic
Lymphocytic Leukemia Patients and Confer Susceptibility to Chronic Lymphocytic
Leukemia. Archivum Immunologiae et Therapiae Experimentalis 2016, Dec 8. [Epub ahead of
print] DOI: 10.1007/s00005-016-0430-x

IF: 2,464 MNiSW/KBN: 25,000
Karabon L., Pawlak E., Tomkiewicz A., Kielbinski M., Potoczek S., Woszczyk D., Jonkisz
A., Kuliczkowski K., Frydecka I. Lack of association between CD28 gene polymorphism and
multiple myeloma in a polish population. Advances in Clinical and Experimental Medicine
2009, 18(2):129-133.

IF: 0,094 MNiSW/KBN: 9,000
Karabon L., Pawlak-Adamska E., Tomkiewicz A., Jedynak A., Kielbinski M., Woszczyk D.,
Potoczek S., Jonkisz A., Kuliczkowski K., Frydecka |. Variations in Suppressor Molecule
CTLA-4 Gene Are Related to Susceptibility to Multiple Myeloma in a Polish Population.
Pathology & Oncology Research 2012, 18(2):219-226. Epub 2011 Jul 9. DOI 10.1007/
§12253-011-9431-6

IF: 1,555 MNiISW/KBN: 20,000
Karabon L., Pawlak E., Tomkiewicz A., Jedynak A., Passowicz-Muszynska E., Zajda K.,
Jonkisz A., Jankowska R., Krzakowski M., Frydecka I. CTLA-4, CD28, and ICOS gene
polymorphisms associations with susceptibility to non-small cell lung cancer (NSCLC).
Human Immunology 2011, 72(10):947-954. DOI 10.1016/j.humimm.2011.05.010

IF: 2,837 MNIiISW/KBN: 27,000
Pawlak E., Karabon L., Wlodarska-Polinska 1., Jedynak A., Jonkisz A., Tomkiewicz A.,
Kornafel J., Stepien M., Ignatowicz A., Lebioda A., Dobosz T., Frydecka I. Influence of
CTLA-4/CD28/1COS gene polymorphisms on the susceptibility to cervical squamous cell
carcinoma and stage of differentiation in the Polish population. Human Immunology 2010,
71(2):195-200. Epub 2009 Nov 12. doi: 10.1016/j.humimm.2009.11.006.

IF: 2,872 MNiSW/KBN: 27,000
Wiodarska-Polinska 1., Pawlak E., Suwalska K., Dobosz T., Potoczek S., Kornafel J.,
Frydecka 1. Lack of association between CD28 gene polymorphism and cervical cancer in
Lower Silesian population. Advances in Clinical and Experimental Medicine 2006, 15(4):595-
598.

MNiSW/KBN: 5,000

Karabon L., Tupikowski K., Tomkiewicz A., Partyka A., Pawlak-Adamska E.,
Wojciechowski A., Kolodziej A., Dembowski J., Zdrojowy R., Frydecka I. Is the Genetic
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Background of Co-Stimulatory CD28/CTLA-4 Pathway the Risk Factor for Prostate Cancer?
Pathology & Oncology Research 2017, Jan 18 DOI 10.1007/s12253-016-0180-4
IF: 1,940 MNiSW/KBN: 20,000

5.2. Czynniki immunogenetyczne w odniesieniu do ryzyka zachorowania, przebiegu i

symptomatologii schizofrenii

Wyniki badan dotyczace tematyki objetej punktem 5.2. opublikowane zostaty w cyklu 5 publikacji
naukowych o sumarycznym IF:12,383; MNiSW/KBN:130,000:

5.2.1

5.2.2.

5.2.3.

5.24.

5.2.5.

Frydecka D., Misiak B., Beszlej J.A., Karabon L., Pawlak-Adamska E., Tomkiewicz A.,
Partyka A., Jonkisz A., Kiejna A. Genetic variants in transforming growth factor-f gene
(TGFB1) affect susceptibility to schizophrenia. Molecular Biology Reports 2013, 40(10): 5607-
5614. Epub 2013 Sep 25. doi: 10.1007/s11033-013-2662-8.
IF: 1,958 MNiSW/KBN: 20,000

Frydecka D., Besztej A., Karabon L., Pawlak-Adamska E., Tomkiewicz A., Partyka A., Jonkisz
A., Monika S.B., Kiejna A. The role of genetic variations of immune system regulatory
molecules CD28 and CTLA-4 in schizophrenia. Psychiatry Research 2013, 208(2):197-198.
Epub 2013 Feb 11. [letter to the editor] doi: 10.1016/j.psychres.2012.11.035.

IF: 2,682 MNiSW/KBN: 30,000
Frydecka D., Misiak B., Pawlak-Adamska E., Karabon L., Tomkiewicz A., Sedlaczek P.,
Kiejna A., Besztej J.A. Sex differences in TGFB-p signaling with respect to age of onset and
cognitive functioning in schizophrenia. Neuropsychiatric Disease and Treatment 2015, 11:575-
584. doi: 10.2147/NDT.S74672.

IF: 1,867 MNiSW/KBN: 25,000
Frydecka D., Misiak B., Pawlak-Adamska E., Karabon L., Tomkiewicz A., Sedlaczek P.,
Kiejna A., Besztej J.A. Interleukin-6: the missing element of the neurocognitive deterioration in
schizophrenia? The focus on genetic underpinnings, cognitive impairment and clinical
manifestation. European Archives of Psychiatry and Clinical Neuroscience 2015, 265(6):449-
459. doi: 10.1007/s00406-014-0533-5.

IF: 4,113 MNiSW/KBN: 30,000
Frydecka D., Besztej J.A., Pawlak-Adamska E., Misiak B., Karabon L., Tomkiewicz A.,
Partyka A., Jonkisz A., Szewczuk-Bogustawska M., Zawadzki M., Kiejna A. CTLA4 and CD28
Gene Polymorphisms with Respect to Affective Symptom Domain in Schizophrenia.
Neuropsychobiology 2015, 71(3):158-167. Epub 2015 May 13. doi: 10.1159/000379751.

IF: 1,763 MNiSW/KBN: 25,000
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5.3.Zwiqzek zmiennosci polimorficznej genow HLA-G, LILRB1 i KIR2DL4, poziomu ekspresji
czgsteczek kodowanych przez te geny 7 ryzykiem oraz przebiegiem klinicznym NSCLC
5.3.1. Wisniewski A., Kowal A., Wyrodek E., Nowak I|., Majorczyk E., Wagner M., Pawlak-
Adamska E., Jankowska R., Slesak B., Frydecka I., Kusnierczyk P. Genetic polymorphisms
and expression of HLA-G and its receptors, KIR2DL4 and LILRB1, in non-small cell lung
cancer. Tissue Antigens 2015, 85(6):466-475. Epub 2015 Apr 9. doi: 10.1111/tan.12561.
IF: 2,046 MNiSW/KBN: 20,000

5.4. Zmiennosé polimorficzna genu naprawy DNA ERCC4 w plaskonabtonkowym raku szyjki
macicy
5.4.1. Pawlak-Adamska E., Bartosinska M., Wlodarska-Polinska I., Ignhatowicz-Pacyna A.,
Kornafel J., Stepien M., Kochanowska I.E., Frydecka I. Tagging SNPs in the excision repair
cross-complementing group 4 (ERCC4) gene increased risk of cervical squamous cell
carcimona (CSCC) and modulate the disease outcome. Journal of Carcinogenesis &
Mutagenesis 2014, 5:172. doi: 10.4172/2157-2518.1000172

5.5. Zmiennosé¢ polimorficzna genu kodujgcego czgsteczke supresorowg CTLA-4 w allogenicznych
transplantacjach komorek krwiotworczych (HSCT) oraz wplyw polimorfizmow genu CTLA-4
na poziom mRNA i ekspresje biatka u pacjentow po HSCT

Wyniki badan dotyczace tematyki objetej punktem 5.5. opublikowane zostaty w cyklu 2 publikacji
naukowych o sumarycznym IF:4,786; MNiSW/KBN:40,000:

5.5.1. Karabon L., Markiewicz M., Partyka A., Pawlak-Adamska E., Tomkiewicz A., Dzierzak-
Mietla M., Kyrcz-Krzemien S., Frydecka I. A CT60G>A polymorphism in the CTLA-4 gene
of the recipient may confer susceptibility to acute graft versus host disease after allogeneic
hematopoietic stem cell transplantation. Immunogenetics 2015, 67(5-6):295-304. Epub 2015
May 5. doi: 10.1007/s00251-015-0840-7.

IF: 2,303 MNiSW/KBN: 20,000

5.,5.2. Karabon L., Markiewicz M., Kosmaczewska A., Partyka A., Pawlak-Adamska E.,
Tomkiewicz A., Ciszak L., Jagoda K., Dzierzak-Mietla M., Kyrcz-Krzemien S., Frydecka I.
Pretransplant donor and recipient CTLA-4 mRNA and protein levels as a prognostic marker
for aGvHD in allogeneic hematopoietic stem cell transplantation. Immunology Letter 2015,
165(1):52-59. doi: 10.1016/j.imlet.2015.03.011.

IF: 2,483 MNiSW/KBN: 20,000

Ad. 5.1. Znaczenie molekut ko-stygnatowych w chorobach autoimmunologicznych i nowotworach
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Zarowno W chorobach autoimmunologicznych jak i nowotworach nieprawidlowa ekspresja
czasteczek ko-sygnatowych, zarowno ko-stymulujacych i supresorowych, moze by¢ nastepstwem
zmiennosci polimorficznej genow kodujacych te molekuty. Obecnos¢ konkretnych wariantow
genetycznych moze wptywac na poziom transkrypcji, translacji lub na zmienione wlasciwosci biatka i
W ich nastgpstwie zmiang¢ funkcji biatka, co konsekwencji moze rdéznicowaé podatnosé
poszczegbdlnych o0s6b na choroby, w rozwoju ktorych zaburzenia immunologiczne odgrywaja
zasadnicza rolg.

Poniewaz efektywna aktywacja limfocytow T wymaga dwoch réznych sygnatow: Sygnatu
indukowanego interakcja receptora limfocytow T (TCR/CD3) =ze swoistym antygenem
prezentowanym przez komorki APC w polaczeniu z wihasng czasteczka MHC, ko-stymulujacego
generowanych w na drodze niezaleznej od antygenu, ktory dziatajgc synergistycznie do sygnatu
ptynacego z receptora TCR/CD3, nie tylko wzmacnia, ale wrecz umozliwia ten proces Wywotujac
efektywna odpowiedz w postaci proliferacji, roéznicowania, klonalnej ekspansji komorek T,
umozliwiajacej petnienie funkcji efektorowych zwigzanych z produkcja cytokin i cytotoksycznoscia.
Istotny zwigzek zmiennos$ci polimorficznej gendéw kodujacych te molekuly z prawidlowym
funkcjonowaniem jak i ekspresja tych czasteczek, jak rowniez zwiazek z predyspozycja do
zachorowania zaréwno na choroby autoimmunologiczna jak i nowotwory wskazuje ich istotne
znaczenie we wczesnym wykrywaniu, monitorowaniu oraz okreslaniu grup ryzyka rozwoju chorob.

Znaczenie immunologicznych punktow kontrolnych w patomechanizmie schorzen
autoimmunologicznych: stwardnienia rozsianego oraz choroby Gravesa i Basedowa (ang. Graves’
disease, GD) opisane zostato odpowiednio w cyklu 5 (5.1.1.-5.1.5., sumaryczny IF:9,153) oraz 3
publikacji (5.1.6.-5.1.7., sumaryczny IF:12,311). Natomiast znaczenie czgsteczek ko-sygnalowych w
nowotworach dyskutowane byto w cyklu 8 prac dotyczacych nowotworéw hematologicznych:
przewlektej biataczki limfocytowej (ang. B-cell chronic lymphocytic leukemia, B-CLL) [5.1.8., 5.1.9,;
IF:5,525; MNiSW/KBN:45,000] i szpiczaka mnogiego (ang. multiple myeloma, MM) [5.1.10. i
5.1.11., sumaryczny IF:1,649; MNiSW/KBN:29,000], oraz nie-hematologicznych:
niedrobnokomoérkowego raka ptuca (ang. non-small-cell lung carcinoma, NSCLC) [5.1.12., IF:2,046;
MNiSW/KBN:20,000], raka szyjki macicy (ang. cervical cancer) [5.1.13., 5.1.14, sumaryczny
IF:2,046; MNiSW/KBN:32,000], i raka stercza (ang. prostate cancer, PCa) [5.1.15., IF:1,940;
MNiSW/KBN:20,000].

Z kolei znaczenie rozpuszczalnej izoformy czasteczki CTLA-4 (SCTLA-4) w chorobach
autoimmunologicznych: MS oraz ChGB dyskutowane byto w cyklu 3 publikacji [5.1.2., 5.1.3,, 5.1.7.].
Jakkolwiek udziat SCTLA-4 w szlaku sygnatlowym CD80/CD86/CD28/CTLA-4 nie jest do konca
poznany, to jednakze jego konstytutywna ekspresja wskazywa¢ moze na immunoregulujacg funkcje
tego biatka. Tak wigc SCTLA-4 stanowi¢ wiec moze uzyteczny biomarker diagnostyczny jak i
prognostyczny, oraz stanowi¢ moze potencjalny cel terapeutyczny w personalizowanej celowanej

immunoterapii.
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Immunologiczne punkty kontroli odpowiedzi odpornosciowej w stwardnieniu rozsianym

Heterogenna etiopatogeneza stwardnienia rozsianego zaktadajaca interakcje¢ czynnikow genetycznych
i srodowiskowych. Kluczowa rola autoreaktywnych limfocytow T w procesie demielinizacji oraz
zaangazowanie szlaku CD28/CTLA-4-CD80/CD86 w utrzymanie obwodowej tolerancji
autoreaktywnych limfocytow T unikajacych selekcji w grasicy, jak i zaburzenia réwnowagi
kompetycyjnej pomiedzy CTLA-4 a CD28 na powierzchni limfocytu T, byly podstawa do podjecia
badan majacych na celu zbadanie roli tego szlaku w tej chorobie autoimmunologicznej. Obserwowana
dysregulacja ekspresji tych molekul w szeregu schorzen autoimmunologicznych, ktéra moze byc
efektem funkcjonalnym polimorfizméw genetycznych zlokalizowanych w genach kodujacych te
czasteczki, data podstawe do uznania genow kodujacych te biatka jako genow ,.kandydujacych”, ktore
moga potencjalnie bra¢ udziat w patogenezie SM. PodjeliSmy wigc badania majace na celu oceng
warto$ci klinicznej wybranych polimorfizméw genetycznych zlokalizowanych w genie CTLA-4,
kodujacego kluczowe biatko supresorowe szlaku CD28/CTLA-4-CD80/CD86, jako potencjalnych
markeré6w molekularnych SM oraz jako czynnikow wptywajacych na przebieg kliniczny choroby.
Udziat wybranych parametrow molekularnych w ksztaltowaniu fenotypu MS analizowany byt rowniez
w konteksScie potencjalnych interakcji z czynnikami pozagenetycznymi zwigzanymi z ryzykiem tej
choroby. Ponadto w serii trzech publikacji [5.1.1-5.1.3] przeanalizowali$my réwniez ekspresje
czasteczek: ko-stymulujgcej CD28 i supresorowej CTLA-4, oraz wptyw ich poziomu zaréwno na
ryzyko jak i przebieg kliniczny MS.

Wykazalismy, iz przewlekla aktywacja in vivo w postaci SM wtdrnie postepujacej (ang.
secondary progressive, SP) wynika¢ moze ze zwigkszonej proporcji komorek CD4+/CD28 oraz moze
reprezentowa¢ zwigkszong subpopulacje komorek pamigci opisang w zaburzeniach autoagresji.
Natomiast w przypadku postaci remisyjno-nawracajacej (ang. relapsing-remitting, RR) obserwowana
byta wyzsza warto$¢ mediany odsetka subpopulacji limfocytow T CD4+/CTLA-4+. Pomimo, iz
doktadny mechanizm ekspresji CTLA-4 in vivo na limfocytach T CD4+ w tej chorobie jest wciaz
nieznany, to jednak na podstawie faktu, iz ekspresja CTLA-4 na komoérkach T indukowana jest w
trakcie stymulacji, sugerujemy, ze jego podwyzszona ekspresja na limfocytach PB T CD4+ moze
odzwierciedla¢ stan ogolnoustrojowej aktywacji limfocytow T pomimo braku klinicznych objawow
aktywnosci choroby. Aktywno$¢ systemowa komoérek T w SM potwierdza znacznie podwyzszona
ekspresja indukowalnego CD40L i CD69 na §wiezo izolowanych limfocytach T CD4+ w obu
postaciach SM. Tak wigc, pomimo iz w dlugotrwalej klinicznie fazie stacjonarnej uktad
immunologiczny w obu postaciach choroby podlega ciagtej aktywacji, to poziom ekspresji antygenu
supresorowego moze by¢ niewystarczajacy do efektywnego hamowania aktywacji limfocytow.
Zaburzona ekspresja rozpuszczalnej izoformy CTLA-4 moze mie¢ zwiazek z nieefektywna supresja
aktywacji limfocytow T przez antygen CTLA-4 ulegajacy ekspresji na powierzchni tych komorek.
Stezenie SCTLA-4 w surowicy RRSM bylto wyzsze niz w SPSM, ale stymulacja ex vivo i spontaniczna

synteza sCTLA-4 w obu grupach SM byla prawie podobna. Wysun¢liSmy wigc hipoteze, iz
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obserwowana ekspresja SCTLA-4 w SPSM, w kontekscie opisywanej przez innych badaczy wyzszej
ekspres;ji czasteczki CD86 w SPSM oraz udokumentowanego wyzszego powinowactwa CTLA-4 do
CD86, moze by¢ prawdopodobnym wyjasnieniem zaobserwowanego zjawiska wynikajacego z
wigzania sSCTLA-4 do CD86 na komorkach APC u pacjentow z tg postaciag SM [5.1.2]. Niezbedne sa
dalsze badania majace na celu potwierdzenie naszej hipotezy.

Analizujac aspekt potencjalnego zwigzku zmiennosci polimorficznej gendow kodujacych
czasteczki zaangazowane w aktywacje limfocytow T tacznie zbadaliSmy mozliwe powigzanie 13
polimorfizméw zlokalizowanych w genach CTLA-4, CD28, CD80 i CD86 z podatnoscig i/lub
przebiegiem klinicznym SM a wyniki opublikowane zostaty w serii dwoch artykutéw [5.1.4, 5.1.5].

Po pierwsze, w grupie dwustu trzydziestu niespokrewnionych pacjentow zbadano zwiazek
pomigdzy polimorfizmami zlokalizowanymi w genie CTLA-4: 4 SNP: ¢.319C>T (rs5742909),
c.49A>G (rs231775), CT60 (g. 6230G>A, rs3087243) i Jo31 (g. * 10223G>T, rs11571302) oraz
jednym STR: g.*642AT(8_33) i podatnosciag na MS [5.1.4]. W tym konteks$cie polimorfizm Jo31
analizowany byt po raz pierwszy.

W naszych badaniach wykazano, iz obecnos¢ alleli Jo31[{G] i CT60[G] predysponuje do SM, a ich
obecno$¢ w haplotypie: ¢.49A>G[A]/g.319C>T[C]/g.*642[(AT)s]/CT60[G]/Jo31[G] zwigkszata
ryzyko choroby 10-krotnie. Analiza tych czynnikow molekularnych w kontekscie potencjalnych
interakcji migdzygenowych jak i z czynnikami pozagenetycznymi oraz symptomatologia choroby
wykazata, iz obecno$¢ allelu c.49A>G[A] lub allelu CT60[A] (oba allele znamiennie zmniejszaja
ryzyko chordéb autoimmunologicznych) zmniejszyta ryzyko wystapienia diplopii jako pierwszego
objawu choroby. Natomiast allel CT60[A] faworyzowatl parestezj¢ jako pierwszy symptom SM. Z
kolei obecno§¢ wariantow polimorficznych CT60[A] 1 Jo31[T] zwigzana byla z pojawieniem si¢
objawoéw piramidalnych, ktore opisano jako czynnik predykcyjny ztego rokowania, jak i zwigzane
byly z szybsza progresja choroby (krotszy czas przejscia w SPSM). Podobnie szybsza progresja
choroby obserwowana byta wérdod nosicieli allelu ¢.49A>G[A]. Podsumowujac, niepredysponujace do
SM warianty polimorficzne wydaja si¢ by¢ markerami ztego rokowania - bardziej agresywnego
przebiegu choroby [5.1.4]. Wyniki te stanowily podstawe do bardziej szczegétowej analizy
obserwowanych zwiazkow w wigkszej grupie pacjentdéw i w liczniejszej grupie polimorfizméw
zlokalizowanych w genach kodujacych wszystkie cztery gtowne czagsteczki szlaku CD28/CTLA-4-
CD80/CD86: (CD28rs35593994G>A, CD28rs3116496T>C, CTLA-49.319C>T  (rs5742909C>T),
CTLA-4¢c.49A>G (rs231775A>G), Jo31 (CTLA-49.*10223G>T, rs11571302G>T), CD80rs6641T>G,
CD80rs1599795T>A, CD80rs16829980T>C, CD86rs2715267T>G, CD86rs1129055G>A oraz
CD86rs17281995G>C), oraz z uwzglednieniem wczesniejszych wynikow typowania HLA [5.1.5].
Badania wykazaty istotnos¢ allelu HLA-DRB1*15:01. Obserwowano bowiem interakcje tego allelu z
polimorfizmem CTLA-4c.49A>G - allel [G] wystepujacy w tym miejscu polimorficznym
zlokalizowanym w eksonie 1 genu CTLA-4, zwiekszal ryzyko wystgpienia SM jedynie w grupie

pacjentdow u ktorych wystepowat allel HLA-DRB1*15:01. Natomiast w obecnych badaniach nie
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potwierdzilisSmy wcze$niej zaobserwowanych zalezno$ci pomiedzy Jo31 i SM. Analiza zwigzku
migdzy polimorfizmami zlokalizowanymi w genach kodujacych ligandy dla CD28 i CTLA-4,
wykazata, ze tylko jeden sposréd trzech SNP zlokalizowanych w genie CD80 i jednego z trzech SNP
w genie CD86 wigzaly si¢ z ryzykiem SM. Ponadto, zauwazone przez nas ryzyko dotyczace
polimorfizmu zlokalizowanego w genie CD80 byto niezalezne od obecnosci allelu HLA-DRB1*15:
01. Po przeprowadzeniu analizy na poziomie haplotypowym, haplotyp sktadajacy si¢ z wariantu [T]
na wszystkich trzech badanych SNPs CD80 byt prawie o 10% czgstszy wsrdd pacjentdw, natomiast w
przypadku haplotypu zwierajacego wariant [T] na wszystkich trzech badanych SNPs CD86
obserwowano odwrotng zaleznos¢.

Analiza interakcji badanych SNP z parametrami klinicznymi SM, takimi jak pte¢, wiek zachorowania,
czas trwania RRSM, EDSS i MSSS nie wykazaly zaleznoSci mi¢dzy badanymi parametrami, z
wyjatkiem istniejacego oddzialywania trzech SNP: CD28rs3116496T>C, CD80rs6641T>G i
CDB86rs17281995G>C z wiekiem zachorowania.

Biologiczna funkcja badanego przez nas po raz pierwszy w SM polimorfizmu CD80rs1599795T>A
nie jest udokumentowana, jednakze badania in silico wykazaly jego mozliwy wplyw na poziom
ekspresji genu, ze wzgledu na jego lokalizacje w przypuszczalnym miejscu wigzania miRNA.
Konieczne jest okreslenie czynnikow transkrypcyjnych, ktore wiaza si¢ z locus, gdzie znajduje si¢
CD86rs2715267T>G, i aby ustali¢, czy ten polimorfizm przyczynia si¢ do zwickszenia lub
zmniejszenia ekspresji CD86. Podsumowujgc wyniki nasze wskazujg, iz zmienno$¢ genetyczna w
obrebie genow kodujacych czgsteczki nalezace do szlaku CD28/CTLA-4-CD80/CD86 moze wptywac
nie tylko na ryzyko SM, ale takze na wiek zachorowania. Jednakze, dalsze badania dotyczace
mechanizmu, w ktorym te polimorfizmy mogg wigzac si¢ z podatnoscia i wiekiem zachorowania na
MS jak rowniez ustalenie ostatecznej roli allelu HLA-DRB1*15:01 sg niezbgdne.

Poddalismy rowniez ocenie funkcjonalny aspekt badanych polimorfizméw genetycznych
zlokalizowanych w CTLA-4 w konteks$cie patomechanizmu SM [5.1.4.]. Poniewaz obecno$é
wariantow genetycznych Jo31[T] i CT60[A] wigze si¢ z istotnie wyzszym poziomem calkowitej
ekspresji CTLA-4 (wyrazonej przez MFI) w poréwnaniu do genotypow typu ,,dzikiego” [GG], wydaje
si¢, ze to nie predysponujace do SM allele wykazywa¢ moga wigksza aktywnos$¢ hamowania. Warto
jednak zauwazy¢, ze szybsza progresja SM (przejscie z RR do SP) u pacjentéw z allelami JO31[T] i
CT60[A] towarzyszyta stopniowo zmniejszajaca si¢ subpopulacja limfocytow T CTLA-4+/CD4+
posiadajacych potencjat do zakonczenia biezacej odpowiedzi immunologicznej. Wydaje si¢ wiec
prawdopodobne, ze allele CT60[A] i Jo31[T], mimo ze nie sa predysponujace do SM, predysponuja
do bardziej agresywnego przebiegu choroby. Ponadto, moze si¢ wydawac, ze dynamika SM zalezy od
wielkosci populacji komoérek T CD4+ ekspresjonujacych CTLA-4, a nie jej gestosci w pojedynczej
komorce. Ponadto predysponujace do wczesniejszej progresji allele zawierajace 8 powtorzen AT w
miejscu polimorficznym g.*642AT(8 33) wigzaly sie jedynie z mniejszymi proporcjami komorek
MCTLA-4+/CD4+ i cCTLA-4+/CD4+. Tak wigc przypuszczamy, ze réznice w MFI wywotane

str. 29



dr inz. Edyta Pawlak-Adamska — Zatacznik nr 2 Autoreferat Wroclaw 2017

cechami polimorficznymi sg zwiagzane z predyspozycja do choroby, a rdéznice w liczbie komorek sg
zwigzane z postgpem choroby.

Dlatego tez, poniewaz polimorfizmy zlokalizowane a regionie 3'UTR genu CTLA-4 wplywaja na
populacje komorek ekspresjonujacych CTLA-4 w trakcie progresji choroby (wyrazonej przejSciem w
SPSM), prawdopodobny zwigzek zmiennos$ci polimorficznej CTLA-4 z jego zaburzong ekspresjg, a
tym samym z uposledzeniem funkcji limfocytow T moze zachodzi¢ w SM. Niedostateczna supresja
odpowiedzi limfocytow T u pacjentow z SPSM, przynajmniej u o0séb posiadajacych
niepredysponujace do SM allele, a w konsekwencji do wcze$niejszego progresji choroby, moze by¢
waznym elementem w patomechanizmie SM, jednakze na tym etapie naszych badan niezbedna jest
dalsza ich kontynuacja majaca na celu doktadne zbadanie natury naszych obserwacji.

Immunologiczne punkty kontroli odpowiedzi odpornosciowej W chorobie Gravesa i Basedowa

Choroba Gravesa i Basedowa (ChGB), podobnie jak inne schorzenia autoimmunologiczne, nalezy do
choréb ztozonych, ktorych etiologia wiagze sie¢ z interakcja czynnikdw genetycznych i
srodowiskowych, przy czym szacowany wplyw uwarunkowan genetycznych na rozwdj choroby
wynosi okolo 80%. Tak wigc zidentyfikowanie czynnikéw zwigzanych ze zwigkszonym ryzykiem
wystgpienia tej choroby moze zwigkszy¢ szans¢ na opracowanie nowych paneli diagnostycznych oraz
moze postuzy¢ do opracowania nowych strategii terapeutycznych. Podstawa badan, byt fakt, iz w
przebiegu ChGB obserwuje si¢ uposledzenie nadzoru immunologicznego przejawiajace sie
obnizeniem liczby i1 aktywnosci limfocytow supresorowych, ktore w warunkach fizjologicznych
zdolne sa do identyfikacji i niszczenia autoreaktywnych klonow limfocytow T pomocniczych,
skierowanych przeciwko strukturom antygenowym komorek pecherzykowych tarczycy.

Wyniki badan uwzgledniajace analize polimorfizmow zlokalizowanych w genie CTLA-4:
g.319C>T (rs5742909), c.49A>G (rs231775), CT60 (CTLA-49.*6230G>A, rs3087243), Jo31 (CTLA-
49.*10223G>T, rs11571302) oraz g.*642AT(8 33), wskazaly region 3’UTR genu, gdzie
zlokalizowany jest polimorfizm CT60, jako potencjalny marker choroby [5.1.6.]. Badania nasze
wykazaty, ze zmienno$¢ polimorficzna genéw CD28, CTLA-4 oraz ICOS zwigzana jest nie tylko z
ryzykiem, ale i przebiegiem klinicznym choroby Gravesa i Basedowa (ChGB) lecz rowniez z
odpowiedzia na leczenie tyreostatyczne [5.1.6., 5.1.7.]. Co istotne, zaobserwowano rd6zna
predyspozycje genetyczng w zalezno$ci od plci pacjentow oraz rodzinnego obcigzenia chorobami
tarczycy. Ponadto wykazano zwigzek pomiedzy badanymi czynnikami genetycznymi a odpowiedzig
na leczenie, co wskazuje na istotng rol¢ personalizacji terapii, uwzgledniajacej profil genetyczny
pacjenta, co wptynaé moze na podniesienie skutecznos$ci terapii ChGB.

Ponadto, wykazaliSmy potencjalne znaczenie sCTLA-4 jako potencjalnego biochemicznego
parametru korelujac jego st¢zenia w surowicy pacjentdow z réznym nasileniem OT z cigzkoS$cig
orbitopatii tarczycowej [5.1.6.], i wykazali$my iz zaréwno poziom jak i odsetek pacjentow u ktorych
obserwowano podwyzszone stezenie SCTLA-4 byl najwyzszy w grupie o najci¢zszym przebiegu

wymagajacym leczenia immunosupresyjnego (cigzka OT). Nie obserwowali$my natomiast zwigzku
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SCTLA-4 z parametrami funkcji tarczycy, obwodowym st¢zeniem hormonow tarczycy fT3 i fT4,
TSH, przeciwciatami tarczycowymi: anty-TPO i anty-Tg jak i nikotynizmem ani picia pacjentow.

Co istotne, wykazaliSmy S$cista zalezno$¢ pomigdzy polimorfizmami CT60 oraz Jo3l,
zlokalizowanymi w regionie 3’UTR genu CTLA-4, a stezeniem sCTLA-4, wskazujac, iz zdolno$¢ do
produkcji SCTLA-4 w przebiegu ChGB zaleze¢ moze od uposazenia genetycznego [5.1.7.].

Podsumowujgc, z uwagi na fakt iz podwyzszone stezenie powstajacej W procesie
alternatywnego sktadania mRNA CTLA-4 rozpuszczalnej izoformy w surowicach pacjentow ze
schorzeniami  autoimmunizacyjnymi  wydaje si¢ by¢ konstytutywne, wskaza¢ moze na
immunoregulujacg funkcj¢ tego biatka, co zostato szczegbtowo omdéwione w opublikowanej przez nas
pracy pogladowej. Tak wiec, nieprawidtowa, podwyzszona ekspresja rozpuszczalnej izoformy CTLA-
4, ktory konkurujac o ligandy z izoforma zakotwiczong w blonie limfocytow T powodowaé moze
zaburzenia w homeostazie - nieefektywng supresja aktywacji limfocytow T przez antygen CTLA-4
ulegajacy ekspresji na powierzchni tych komorek.

Podsumowujac mozna postawi¢ hipoteze, ze poziom sCTLA-4 pozostaje pod kontrola nadzoru

genetycznego, a osoby predysponowane genetycznie (b¢dace nosicielami wariantow genetycznych
zwigzanych z chorobami autoimmunologicznymi) sa wickszymi producentami sCTLA-4.
Tak wiec, SCTLA-4 moze by¢ rozwazany jako potencjalny biomarker o znaczeniu diagnostycznym
oraz rokowniczym. Ponadto potencjalng istotng implikacjg kliniczng moze by¢ wykorzystanie
poziomu sSCTLA-4 w potgczeniu z profilem genetycznym w zakresie polimorfizméw CT60 oraz Jo31
zlokalizowanych w regionie 3’UTR genu CTLA-4, w personalizowanej celowanej immunoterapii.

Immunologiczne punkty kontroli odpowiedzi odpornosciowej w chorobach nowotworowych

Badania dotyczace asocjacji zmienno$ci genetycznej w chorobach nowotworowych oparliSmy na
hipotezie wspotdziedziczenia wielu wariantow niskiego ryzyka (ang. low-risk variants), gdyz pomimo
dynamicznych badan w zakresie molekularnego podtoza tych chordb dotychczas nie zidentyfikowano
regionu chromosomu/genu bezposrednio predysponujacego do choroby (ang. major disease-causing
locus). Hipoteze te potwierdzaja wyniki licznych badan genetycznych przeprowadzonych wsrod
niespokrewnionych chorych, ktore wskazaty na poligeniczno$¢ chordb nowotworowych.

Uposledzony nadzor immunologiczny prowadzacy do rozwoju procesOw nowotworowych
powodowany moze by¢ zaburzong ekspresja czasteczek zaangazowanych w aktywacje i regulacje
aktywacji limfocytow. Z kolei liczne doniesienia literaturowe wskazuja, iz nieprawidtowosci ekspresji
powodowane moga by¢ przez polimorfizm w genach kodujacych te czasteczki.

Immunologiczne punkty kontroli odpowiedzi odpornosciowej w nowotworach

hematologicznych
Polimorficzne warianty CTLA-49.319C>T[T] oraz CD28¢c.17+3T>C[C] zwigkszaly ryzyko
wystgpienia B-CLL [5.1.8.], ale nie MM [5.1.10., 5.1.11.]. Z kolei nie zwigzany z B-CLL dziki

wariant CTLA-4¢.49A>G[G] zwicgkszal ryzyko wystgpienia szpiczaka mnogiego. Ponadto obecnosé

allelu [G] w miejscach polimorficznych CT60 oraz Jo31, zlokalizowanych w regionie 3°’UTR genu
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CTLA-4, rowniez zwickszata ryzyko wystapienia szpiczaka mnogiego. Biorac pod uwage wszystkie
badane polimorfizmy zlokalizowane w genie CTLA-4, analiza na poziomie haplotypow,
uwzgledniajaca interakcje pomiedzy analizowanymi polimorfizmami genu CTLA-4, wskazata iz
haplotyp c.49A>G[G]/g.319C>T[C])/ ¢.*642AT(8_33)[(AT)g)/CT60[G]/J031[G] prawie 4-krotnie
zwigkszat ryzyko MM.

Wyniki przeprowadzonych badan wskazaty rowniez, iz polimorfizm €.1554+4GT(8_15)
zlokalizowany w genie ICOS, istotnie zwigzany byt z ryzykiem wystapienia B-CLL [5.1.8.]. Ponadto
polimorficzny wariant CTLA-49.319C>T([T], ktorego obecno$¢ zwigzana jest z wyzsza aktywno$cia
promotora i z wyzsza ekspresja powierzchniowa czasteczki CTLA-4, oraz CD28c.17+3T>C[C],
wskazane jako markery B-CLL, moga réwniez by¢ rozpatrywane jako markery progresji choroby
wyrazonej przejsciem do wyzszego stadium zaawansowania klinicznego w/g Rai w czasie 24
miesigcznej obserwacji  [5.1.8.]. Obserwacje te potwierdzone rowniez zostaly w analizie
wieloczynnikowej.

Z uwagi na fakt, iz podobnie jak CTLA-4, rowniez BTLA (ang. B and T lymphocyte
attenuator) jest istotnym supresorowym immunologicznym punktem kontrolnym analizowaliSmy
zaangazowanie tej czasteczki w patomechanizm B-CLL [5.1.9.]. W oparciu o dane literaturowe,
analize in silico oraz kalkulacje dla populacji s$rodkowoeuropejskiej w kierunku okreslenia
polimorfizmow tagSNP (etykietowych, flagowych) sposéréd finalnie wyselekcjonowanych do badan 10
polimorfizmow 3: rs1982809, rs2705511 1 rs9288953 zwigzane byty z ryzykiem wystgpienia B-CLL.

Obecnos¢ wariantow polimorficznych rs1982809A>G[G] oraz rs2705511A>C[C] zwickszata
ryzyko B-CLL, natomiast w przypadku polimorfizmu rs9288953C>T zwiazek ten zalezny byt od
,dawki” allelu. Zaden z analizowanych 10 polimorfizméw nie byt zwigzany z przebiegiem klinicznym
choroby.

Wykazali$my ponadto, iz warianty polimorficzne zwigzane z ryzykiem B-CLL:
rs1982809A>G[G] oraz 1s2705511A>C[C] zwigzane byly z poziomem ekspresji mRNA BTLA
jedynie w limfocytach T. Jednoczesna obecno$¢ obu predysponujacych do choroby wariantow
polimorficznych zwigzana byla z nizsza ekspresja mRNA BTLA obserwowana w limfocytach T
pacjentéw [5.1.9.]. Podsumowujac obserwacje nasze wskazuja, iz zarbwno CTLA-4 jak i BTLA,
moga by¢ potencjalnymi uzytecznymi markerami molekularnymi B-CLL.

Immunologiczne punkty kontroli odpowiedzi odpornosciowej W nowotworach nie-

hematologicznych

Rak pluca jest najpowszechniej wystepujacym nowotworem ztosliwym na S$wiecie, a
standardowymi metodami terapeutycznymi sa zabiegi chirurgiczne, radioterapia, klasyczne
chemioterapeutyki oraz terapie celowane, natomiast immunoterapia majaca na celu indukcje
celowanej odpowiedzi komorkowej skierowanej przeciwko konkretnym molekutom, dotychczas

stosowana jest dopiero w zaawansowanych stanach choroby.
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Poniewaz rak pluc jest jednym z nowotworéw o najwyzszym odsetku umieralnosci zar6wno
wérod kobiet jak i mezczyzn na calym §wiecie, w zwigzku z tym, okre$lenie czynnikow genetycznych,
ktore maja wplyw na podatno§¢ na ten nowotwor, zwlaszcza najczgsciej Wwystepujacy
niedrobnokomorkowy rak ptuca jest niezmiernie istotne dla wczesnego wykrywania, monitorowania i
okreslania grup ryzyka rozwoju choroby. Podobnie jak w innych nowotworach, etiopatogeneza
NSCLC opiera si¢ na ztozonej sieci interakcji czynnikéw genetycznych i srodowiskowych, a wsrod
czynnikow genetycznych geny kodujace czasteczki immunologicznych punktéw kontrolnych
odpowiedzialne za aktywacj¢ i regulacje odpowiedzi immunologicznej s3 idealnymi genami
,kandydujacymi”. Dlatego podjeliSmy badania majace na celu okreSlenie zwigzku nie tylko
czynnikow genetycznych: zmiennosci polimorficznej regionu chromosomu 2q33, gdzie zlokalizowane
sg geny CD28/CTLA-4/ICOS ale takze srodowiskowych, oraz ich interakcji z ryzykiem wystgpienia i
przebiegiem klinicznym NSCLC [5.1.12.].

Zwiagzek zmiennosci polimorficznej genow CD28/CTLA-4/1COS z NSCLC zaobserwowano
jedynie wsrod kobiet, gdzie zaré6wno CTLA-4c.49A>G[A] allel jak i genotyp [AA], jak réwniez
obecno$¢ rzadkiego wariantu CTLA-49.319C>T[T] predysponowaty kobiety do choroby.

Analizujac region chromosomu 2q33, gdzie zlokalizowane sa trzy analizowane geny jako
locus, wykazali$my istotne zalezno$ci pomiedzy poszczegdlnymi haplotypami. Haplotyp CTLA-
4¢.49A>G[A]/Jo31[G]/CD28c.17+3T>C[T]/ICOSc.1554+4GT(8_15)[>10] istotnie zwigkszal ryzyko
choroby. Ponadto allele te wraz z plcia meskg byly niezaleznymi czynnikami ryzyka NSCLC, a
obecno$¢ ich wraz z wariantem CTLA-49.319C>T[T] oraz paleniem tytoniu zwigzana byla z
mniejszym catkowitym przezyciem.

Znaczenie zmiennos$ci polimorficznej genéw kodujacych immunologiczne punkty kontrolne
odpowiedzi immunologicznej analizowana byla réwniez w przypadku nowotworéw swoiscie
zwigzanych z ptcig: rakiem szyjki macicy i rakiem stercza, i opublikowane zostato w serii 3 publikacji
[5.1.12.-5.1.151].

Poniewaz w dalszym ciggu rak szyjki macicy, w tym najczestszy typ histologiczny -
ptaskonabtonkowy (ang. cervical squamous cell carcinoma, CSCC), stanowi powazny problem
zdrowotny 1 spoleczny, a W Polsce jest on drugim pod wzgledem czestosci wystepowania
nowotworem zto§liwym u kobiet do 45 roku zZycia, okreslenie uzytecznych markerow
diagnostycznych jak i rokowniczych jest niezwykle istotne dla wczesnego wykrywania oraz
monitorowania jak i personalizacji terapii.

Jakkolwiek podstawowym czynnikiem etiologicznym rozwoju raka szyjki macicy jest przetrwatla
infekcja wirusem brodawczaka ludzkiego (ang. human papiloma virus, HPV), to jednakze jest to
czynnik niewystarczajacy do wystapienia nowotworu i inne dodatkowe czynniki moga réwniez
wplywaé na ryzyko zachorowania na ten nowotwor, W tym czynniki odpowiedzialne za regulacje
odpowiedzi immunologicznej. Ze wzgledu na kluczowa role czasteczek CD28, CTLA-4 i ICOS w

aktywacji i regulacji odpowiedzi immunologicznej oraz fakt iz zaburzenia ich ekspresji i/lub funkcji
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wynika¢ moga z obecno$ci konkretnych polimorfizméw genetycznych zlokalizowanych w genach
kodujacych te czasteczki, tak wigc polimorfizmy zlokalizowane w tych 3 kluczowych dla procesu
aktywacji limfocytow T genach, analizowane byly jako potencjalne czynniki zwigzane z ryzykiem i
przebiegiem klinicznym CSCC [5.1.13, 5.1.14.].

Nasze badania wykazaty, iz jedynie zmiennos$¢ polimorficzna genu CTLA-4 moze by¢ czynnikiem
ryzyka CSCC, podczas gdy poza polimorfizmem CTLA-49.319C>T réwniez polimorfizm
CD28¢.17+3T>C zwiazany byt z przebiegiem klinicznym choroby.

Wykazalismy, iz obecno$¢ polimorficznego allelu CTLA-49.319C>T[T] zwigzanego z wyzsza
ekspresja biatka CTLA-4 i zwigkszonym hamowaniem aktywacji limfocytow T, istotnie zwigkszat
ryzyko wystgpienia CSCC. Co wigcej, ten wariant genetyczny korelowal ze stopniem zréznicowania
CSCC wprost proporcjonalnie do stopnia zréznicowania. Rowniez polimorfizm mikrosatelitarny
CTLA-49.*642AT(8_33), w szczegblnosci allele zawierajace 8 powtdorzen AT, opisywane w literaturze
jako zwiazane z wigksza stabilno§cia mRNA i wigksza ekspresja czasteczki CTLA-4, zwigkszaly
jedynie ryzyko zachorowania na raka szyjki macicy.

Jakkolwiek polimorfizm CD28¢.17+3T>C nie byt zwigzany z ryzykiem wystgpienia CSCC, jednak
analiza zwiazku w zalezno$ci od stopnia histopatologicznego guza wykazala, ze allel C (genotyp
[CC]+[CT]) wystepuje znamiennie czgsciej u chorych z dobrze zréznicowanym rakiem.

Reasumujgc, zmienno$¢ polimorficzna w regionie promotorowym i 3’UTR genu CTLA-4
moze by¢ genetycznym czynnikiem zwigkszajagcym ryzyko CSCC, nowotwordw wysoko
zroznicowanych, natomiast zwigzek miedzy polimorfizmem CD28¢.17+3T>C jest ograniczony tylko
do wysoko zroznicowanych CSCC.

Z kolei wsrod mezczyzn na calym §wiecie rak gruczotu krokowego jest jednym z najczesciej
wystepujacych nowotworow, zwlaszcza w krajach zachodnich i azjatyckich, i1 jest jedng z
najczestszych przyczyn $miertelno$ci i zachorowalno$ci. Podobnie jak w innych nowotworach,
pomimo iz patomechanizm PCa nadal nie jest w pelni zbadany, zaktada si¢ zaangazowanie zaréwno
czynnikéw genetycznych jak i $rodowiskowych. Liczne badania epidemiologiczne wykazaty role
genow niskiego ryzyka, identyfikujac 77 loci zwiazanych z podatnosécia na PCa, co z kolei wyjasnia
okoto 30% rodzinne wystgpowanie tego nowotworu. Pomimo znaczacej liczby badan dotyczacych
okreslenia genetycznych czynnikow ryzyka PCa, liczba zidentyfikowanych genow predysponujacych
jest ograniczona i obejmuje, migdzy innymi, geny zaangazowane w aktywacj¢ i regulacje odpowiedzi
immunologicznej. Analizowali$my wigc zwigzek funkcjonalnych polimorfizmow zlokalizowanych w
genach CTLA-4 oraz CD28 z ryzykiem i przebiegiem klinicznym PCa.

Pomimo, iz zarowno analiza jednoczynnikowa jak i haplotypowa, nie wykazaty istotnego
zwiazku badanych polimorfizméw zlokalizowanych w genach CTLA-4 oraz CD28 z ryzykiem i
przebiegiem klinicznym PCa, to jednakze allel CTLA-4c.49A>G[A] i CTLA-49.319C>T[T]
wystepowal czeSciej w grupie pacjentow [5.1.15.].
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Podsumowujac, obserwacje nasze nie wykluczajg roli funkcjonalnych polimorfizméw
zlokalizowanych w genie CTLA-4 zwigzanych w poziomem ekspresji biatka na powierzchni komorki,
I w konsekwencji pogorszeniem jej funkcji, w patomechanizmie PCa i wskazuja potrzebg dalszych
badan w innych populacjach i wickszych grupach pacjentow do ostatecznego wyjasnienia ich roli w
patogenezie PCa.

Ad. 5.2. Czynniki immunogenetyczne w odniesieniu do ryzyka zachorowania, przebiegu i
symptomatologii schizofrenii

Patomechanizm schizofrenii, przewleklego zaburzenia psychicznego o zréznicowanym
przebiegu klinicznym i obrazie psychopatologicznym, nie zostal w peini poznany. Wskazuje si¢
jednakze na udziat czynnikow genetycznych i s$rodowiskowych w ryzyku zachorowania oraz
ksztattowaniu fenotypu tej choroby, a W szczego6lnosci na istotna role dysregulacji uktadu
odporno$ciowego w rozwoju tego zaburzenia psychicznego. Krytyczna role w procesie aktywacji
limfocytow T przypisuje si¢ czasteczkom ko-sygnatowym: ko-stymulujgcej CD28 oraz supresorowej
CTLA-4. Zwiazanie si¢ czasteczki ko-stymulujacej CD28 z ligandem prowadzi do petnej aktywacji,
proliferacji limfocytow T i wydzielania cytokin tj.: interleukin (m.in. IL-2, IL-4, IL-8, 1L-13) oraz
interferonu-y (IFN-y). W wyniku aktywacji limfocytow T pojawia si¢ na ich powierzchni czasteczka
supresorowa CTLA-4 hamujaca odpowiedz immunologiczng poprzez zmniejszenie wydzielania
cytokin, oraz hamowanie proliferacji limfocytow T.

Cytokiny, biatka regulujace reakcje odpornosciowa organizmu, mogg zaréwno przedostawac sie przez
barier¢ krew-mozg, jak i

moga by¢ produkowane wewnatrztekalnie przez komorki osrodkowego uktadu nerwowego (OUN).
Cytokiny biorg udzial w rozwoju OUN, pelnig funkcje neurotransmiteréw, oraz warunkuja
prawidlowy przebieg funkcji poznawczych. Dzialania te moga bezposrednio lub posrednio wplywaé
na ryzyko zachorowania na schizofreni¢ lub jej przebieg kliniczny.

W naszych badaniach przeprowadziliSmy analiz¢ polimorfizmow wybranych genoéw kodujacych
czasteczki zaangazowane w regulacje i przebieg odpowiedzi immunologicznej oraz ich wplyw na
ryzyko i symptomatologi¢ schizofrenii.

Zwigzek miedzy polimorfizmami genow cytokin i genow kodujacych czgsteczki zaangazowane w

regulacje aktywnosci limfocytow T i objawami psychopatologicznymi

Do badan wybrano polimorfizmy funkcjonalne zlokalizowane w genach kodujacych cytokiny: IL2-
330T>G (rs2069756), 1L6-174G>C (rs1800795), IFNG+874T>A (rs2430561) oraz po raz pierwszy
TGFB1+916G>C (rs1800471) [5.2.1.], jak réwniez polimorfizmy w genach kodujacych ko-receptory
CD28 (CD28c.17+3T>C, rs3116496) i CTLA-4 (CTLA-49.*642AT(8_33), CTLA-4c.49A>G
(rs231775), CTLA-49.319C>T (rs5742909) i CT60 (CTLA-49.*6230G>A, rs3087243) [5.2.2.]
Sposrod wyselekcjonowanych do badan miejsc polimorficznych, dwa TGFB1+869T>C
(rs1800470, ¢.29C>T) [5.2.1.] oraz CD28c.17+3T>C (rs3116496) [5.2.2.] istotnie zwigkszaly ryzyko

wystgpienia schizofrenii, co wykazane zostalo przez nas po raz pierwszy. Analiza zwigzku
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polimorfizméw gendéw kodujacych cytokiny (IL6 i TGFB1) oraz genow kodujacych czasteczki ko-
sygnalowe (CD28 i CTLA4) z wiekiem zachorowania, przebiegiem i profilem objawow klinicznych
schizofrenii [5.2.3.-5.2.5.] wykazata brak zwiazku pomigdzy nasileniem objawow klinicznych
schizofrenii w ciggu zycia a polimorfizmami 1L6-174G>C (rs1800795) [5.2.4.], TGFB1: +869T>C
oraz +916G>C (rs1800471) [5.2.3.]. Natomiast u kobiet polimorfizm TGFB1+869T>C zwigzany byt z
wiekiem zachorowania. Ponadto wspotwystgpowanie objawow afektywnych i psychotycznych w
przebiegu schizofrenii zwigzane byto z polimorfizmami CTLA-4c.49A>G (rs231775) oraz CTLA-
49.319C>T (rs5742909) oraz CD28c.17+3T>C, rs3116496) [5.2.5.].
Co istotne wykazaliSmy zwiazek polimorfizmow zlokalizowanych w genach kodujacych cytokiny na
zaburzenia funkcji poznawczych [5.2.3., 5.2.4.]. Obecnos¢ allelu T (genotypy [TT] i [CT]) w miejscu
polimorficznym +869T>C genu TGFB1 byta zwigzana z mniejsza szybkoscia psycho-motoryczng i
fluencjg stowna w porownaniu do chorych z genotypem [CC]. Natomiast, polimorfizm IL6-174G>C
nie byl zwigzany z poziomem funkcjonowania poznawczego u chorych na schizofrenig.

Ponadto, wykazalismy iz polimorfizm TGFB1+869T>C moze by¢ rozwazany jako predyktor
wystapienia psychozy u kobiet [5.2.3.].

Zwiqgzek pomiedzy poziomem cytokin w surowicach a objawami psychopatologicznymi

Analiza wplywu stezenia cytokin: TGF-$ [5.2.3.] ani IL-6 [5.2.4.] oraz biatka C-reaktywnego (CRP)

na profil objawow klinicznych obserwowanych w obecnym epizodzie choroby (ang. current
symptomatology) nie wykazata ich zwigzku z nasileniem objawow psychopatologicznych. Natomiast
wyzsze stezenie IL-6 w surowicy krwi zwigzane bylo z dluzszym czasem trwania choroby oraz
powolnym narastaniem objawow przy zachorowaniu i przewleklym przebiegiem choroby ze
stopniowa deterioracja - negatywnymi czynnikami prognostycznymi [5.2.4.].

Podsumowujgc, wyniki przeprowadzonych badan wydaja sie¢ potwierdzaé neuroimmunologiczng
hipotez¢ rozwoju schizofrenii, tak wigec uzytecznymi biomarkerami zlego rokowania moga by¢
parametry uktadu odpornosciowego.

Ad. 5.3. Zwigzek zmiennosci polimorficznej genéow HLA-G, LILRB1 i KIR2DL4, poziomu ekspresji

czgsteczek kodowanych przez te geny 7 ryzykiem oraz przebiegiem klinicznym NSCLC

Sposrod wielu czasteczek zaangazowanych w mechanizm ucieczki nowotworu spod nadzoru
gospodarza szczegdlng rolg odgrywa nieklasyczna czgsteczka gldéwnego uktadu zgodnosci tkankowej
(MHC) — HLA-G odgrywajaca kluczowa role w rozwoju i utrzymaniu tolerancji immunologicznej
dzigki hamowaniu limfocytéw T i B, komorek naturalnie zabijajacych (ang. natural killers, NK) oraz
komorek APC w wyniku bezposredniego wigzania HLA-G (ligandu) do receptoréw hamujacych:
LILRB1 (ILT2/CD85j, wystgpujacy na komorkach limfoidalnych i mieloidalnych), LILRB2
(ILT4/CD85d, obecny na komoérkach dendrytycznych, makrofagach i monocytach), oraz KIR2DL4
(p49/CD158d, na komoérkach NK i subpopulacji limfocytow T). LILRB1 wywiera dwojaki efekt:

zarowno hamujacy (w wiekszosci uktadow do$wiadczalnych) jak i aktywujacy.
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Geny kodujace HLA-G, LILRBI1 i KIR2DL4 sg polimorficzne (cho¢ w znacznie mniejszym stopniu
niz klasyczne geny HLA) i zmiennos¢ ta zwigzana jest z rdznym poziomem ekspresji tych czasteczek
na powierzchni komoérek i w osoczu, co w konsekwencji moze by¢ zwigzane z podatnoscig na wiele
chorob, w tym raka ptuca.
Podstawg naszych badan byta zaobserwowana przez innych badaczy nieprawidtowa ekspresja HLA-G
w NSCLC umozliwiajaca komérkom nowotworowym ucieczke spod nadzoru immunologicznego.
Bezposrednim celem pracy 5.3.1. [IF:2,046; MNiSW/KBN:20,000] byto: 1) zbadanie zwigzku
polimorfizméw zlokalizowanych w genach HLA-G, LILRB1 i KIR2DL4 z ryzykiem i, przebiegiem
klinicznym NSCLC oraz odpowiedzig na leczenie; 2) poréwnanie ekspresji btonowego HLA-G,
LILRB1 i KIR2DL4 w preparatach NSCLC i zdrowej tkanki plucnej oraz 3) zbadanie wplywu
polimorfizmu genu HLA-G na poziom ekspresji biatka zakotwiczonego w btonie komorkowe;.

Sposrdéd wyselekcjonowanych do badan polimorfizméw zlokalizowanych w genach: HLA-G: -
964A>G (rs1632947), -725C>G>T (rs1233334), -716T>G (rs2249863) w regionie promotorowym
genu i polimorfizmu ins/del (14 bp) w regionie 3'UTR, LILRB1: - 5651G>A (rs41308748) w intronie
14, 5717C>T (L622L, rs1061684), 5724G>A (E625K, rs16985478), 5774C>A (P641P, rs41548213)
w eksonie 15 oraz KIR2DL4: 5806C>T (rs8101240) w 3'UTR - jak rowniez 9620 9A/10A
(rs11410751) w eksonie 7 jedynie polimorfizmy HLA-G-964A>G oraz LILRB15724G>A zwigzane
byly z ryzykiem NSCLC. Wykazalismy, iz polimorficzny wariant HLA-G-964A>G[GG]
predysponowal do  wystgpienia choroby, natomiast obecno$¢ polimorficznego allelu
LILRB15724G>A[A] (genotyp [AA]+[GA]) byto czynnikiem chronigcym przed NSCLC. Natomiast
obserwowana staba zalezno$¢ polimorfizmu HLA-G-716T>G wynika prawdopodobnie z silnej
zalezno$ci LD wzgledem HLA-G-964A>G.
Co ciekawe, LILRB15724G>A, w przeciwienstwie do pozostatych badanych polimorfizmow istotnie
zwiagzany byt z naciekaniem regionalnych weztow chtonnych przez komoérki nowotworowe: szansa
znalezienia komoérek nowotworowych w weztach chtonnych zmniejszyta si¢ czterokrotnie z zaleznosci
od ,dawki” allelu LILRB15724G>A[A]. Obserwacja ta byla niezalezna od wieku pacjenta, ptci,
palenia tytoniu jak i rozmiaru guza pierwotnego.
Ekspresje HLA-G obserwowano u 60,8%, natomiast LILRB1 u 51,5% pacjentow. Ko-ekspresje HLA-
G i LILRB1 obserwowano u 31,5% pacjentéw, przy czym 18,0% probek byly negatywne dla obu
antygenow; U 25,8% pacjentow odnotowano ekspresje¢ antygenow HLA-G, ale nie LILRB1 w guzie, a
u 24,7% w przeliczeniu na LILRB1 ale nie HLA-G. Ponadto, poziom ekspresji HLA-G i LILRB1 byt
wprost proporcjonalny do stopnia ztosliwosci guza.
Jakkolwiek warianty polimorficzne HLA-G-964A>G[A] i HLA-G-716T>G[G], bedace w silnym LD,
zwiazane byly z nieco wyzsza ekspresja HLA-G w tkance nowotworowej, to jednakze obserwacja ta
byta nieistotna statystycznie.

Podsumowujac, nasze wyniki sugerujg, ze podatno$¢ na NSCLC moze zaleze¢ od

polimorfizmu HLA-G-964A>G oraz LILRB15724G>A. Ponadto, po raz pierwszy wykazaliS$my, ze
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ekspresja zarowno HLA-G jak i LILRB1 w NSCLC jest niezalezna od kontroli genetycznej. Nasze
dane potwierdzaja tezg, ze poziom ekspresji HLA-G w mikrosrodowisku nowotworowym moze by¢
uzytecznym biomarkerem diagnostycznym i/lub prognostycznym w NSCLC, a LILRB1 moze by¢
dodatkowym markerem. W $wietle powyzszych informacji, wysunigto hipotezg, ze te czasteczki moga
by¢ uzytecznymi celami terapeutycznymi w leczeniu NSCLC.

Ad. 5.4. Zmiennosé polimorficzna genu naprawy DNA ERCC4 w plaskonablonkowym raku szyjki

macicy

Udokumentowano, iz proces karcinogenezy jest zalezny m.in. od poprawnego dziatania mechanizmow
regulacji cyklu komoérkowego, ktorego btedna regulacja powodowana moze by¢ mutacjami badz
polimorfizmami w genach naprawy DNA, co z kolei prowadzi¢ moze do nieprawidtlowego odczytu
btedow w genomie, a tym samym do nagromadzenia si¢ takich nieprawidtowosci i w konsekwencji do
rozwoju nowotworu. Ponadto, mechanizmy naprawcze, oprocz naprawy DNA moga takze wywotac
odpowiedz komorkowag — odpowiedz na uszkodzenia DNA. Wysoka polimorficznos¢ genow
kodujacych molekuty systemu naprawy uszkodzen DNA wpltywa¢ moze na ich funkcje i/lub
ekspresje, co w konsekwencji prowadzi¢ moze do zaburzen naprawy DNA, a akumulacja powstatych
uszkodzen w konsekwencji zwieksza¢ moze ryzyko wystapienia procesow karcynogennych. Mimo, iz
W genach zaangazowanych w utrzymanie integralnosci genomu zostalo zidentyfikowanych wiele
miejsc polimorficznych, dla wielu sposréd nich nadal nie zostal okre$lony zwigzek z ryzykiem
wystgpienia nowotworéw lub innych choréb oraz ich wplyw na ekspresj¢ i funkcje biatek
kodowanych przez geny w ktorych zlokalizowane sg te polimorfizmy. Z szeregu czasteczek
zaangazowanych w procesy naprawy DNA skupiliSmy nasza uwage na czasteczce XPF, kodowanej
przez gen ERCC4, ktora wraz z molekuta ERCC1 tworzy ERCC1-XPF 5’endonukleazg, ktora w
mechanizmie naprawy DNA — NER jest odpowiedzialna za przecigcie nici DNA po obu stronach
uszkodzenia. Ponadto odpowiedzialne jest za usuwanie fotoproduktow powstalych w wyniku
promieniowania UV-C.

W badaniach przeprowadzonych pracy 5.4.1. dyskutowany byt zwigzek dwoch polimorfizméw genu
ERCC4: rs3136176 oraz rs1799798 z ryzykiem wystapienia i przebiegiem klinicznym CSCC. Do
badan wybrano reprezentatywne polimorfizmy ,,tagSNP”, zwane etykietowymi, badz flagowymi,
ktorych wybor minimalizuje zestaw badanych SNP niezbednych do scharakteryzowania najczesciej
wystepujacych haplotypow. Pozwala to na zmniejszenie liczby genotypowan poprzez eliminacjg SNP
bedacych w silnym LD w danej populacji. Wyselekcjonowane polimorfizmy byly nie tylko
czynnikami ryzyka CSCC, ale takze czynnikami modulujacymi przebieg kliniczny choroby. Obecno$é
adeniny w miejscu polimorficznym rs3136176 zlokalizowanym w intronie 9 genu jest nie tylko
czynnikiem protekcyjnym przeciwko CSCC i moze by¢ markerem dobrego rokowania. Stabsza
zalezno$¢ obserwowano w przypadku polimorfizmu rs1799798. Uzyskane wyniki wskazuja potrzebe
dalszych badan zmiennosci polimorficznej genu ERCC4, ktora pozwoli na potwierdzenie lub

wykluczenie ich klinicznej warto$ci jako czynnikéw ryzyka i przebiegu klinicznego CSCC. Podobnie
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niezb¢dne sg badania majace na calu okreslenie biologicznej funkcji analizowanych miejsc

polimorficznych. Zlokalizowane sa w intronie 9 (rs3136176) oraz intronie 1 (rs1799798), i zwigzane

mogg by¢ z efektywnoscig transkrypcji lub/i procesem alternatywnego sktadania mRNA.

Ad. 5.5. Zmiennosé¢ polimorficzna genu kodujgcego czgsteczke supresorowqg CTLA-4 w
allogenicznych transplantacjach komorek krwiotworczych (HSCT) oraz wplyw
polimorfizmow genu CTLA-4 na poziom mRNA i ekspresje biatka u pacjentow po HSCT

Przeszczepienie krwiotworczych komorek macierzystych (ang. hematopoietic stem cell
transplantation, HSCT), stanowigce wazng metod¢ leczenia pacjentow z nowotworami uktadu
krwiotworczego, niewydolnoscia szpiku i wadami komorek krwiotworczych, umozliwia stosowanie
leczenia w dawkach mieloablacyjnych (kilkakrotnie wigkszych niz stosowane rutynowo), co pozwala
na znaczng intensyfikacje terapii. Procedura HSCT zréznicowana jest od szeregu kryteriow, miedzy
innymi od typu dawcy, zrédta wykorzystywanych komoérek macierzystych oraz rodzaju postepowania
przygotowawczego, i zwigzana jest z licznymi powiktaniami, przy czym do najgrozniejszych nalezy
choroba przeszczep przeciw gospodarzowi (GvH).

Wystapieniu choroby, zwigzanej z rozpoznaniem alloantygendow gospodarza przez dojrzate
immunokompetentne limfocyty T dawcy, towarzyszy ekspansja limfocytow cytotoksycznych oraz
komorek NK, zwigkszona produkcja cytokin, zwickszona ekspresja molekut adhezyjnych i czasteczek
ko-stymulujacych odpowiedZz immunologiczng. Etap aktywacji limfocytow T jest elementem
kluczowym dla rozwoju i hamowania reakcji przeszczep przeciw gospodarzowi, a supresorowa
czasteczka CTLA-4, hamujaca proliferacje komodrek Thl i Th2, zwigkszajaca odsetek aktywowanych
limfocytow T wchodzacych na droge apoptozy, zaangazowana jest w utrzymanie tolerancji w
stosunku do alloantygenow. Tak wigc, etap aktywacji limfocytow T jest elementem kluczowym dla
rozwoju i hamowania reakcji przeszczep przeciw gospodarzowi, poniewaz homeostaza sygnatow
stymulujacych i hamujacych aktywacje limfocytow T, ma zasadnicze znaczenie dla maksymalizacji
ochronnej odpowiedzi immunologicznej przy jednoczesnym zachowaniu tolerancji immunologicznej
zapobiega autoimmunizacji. CTLA-4 jest zaangazowane w utrzymanie tolerancji w stosunku do
alloantygenow. Wybdr CTLA-4 jako celu naszych badan oparliSmy na licznych dostepnych dowodach
potwierdzajacych istotnos¢ CTLA-4 dla loséw przeszczepéw narzgdowych i HSCT, jak i na
informacjach dotyczacych wykorzystania CTLA-4-lg (opierajgc si¢ na zjawisku wyzszego
powinowactwa do czgsteczki B7 w poréwnaniu do CD28) jako czynnika immunosupresyjnego
hamujacego ko-stymulacj¢ szlakiem CD28/B7 i w konsekwencji indukujacego tolerancje i

zapobiegajacego odrzucaniu przeszczepu.

Tak wigc celem badan opublikowanych w cyklu 2 prac [5.5.1., 5.5.2., sumaryczny IF:4,786;
MNiISW/KBN:40,000] badan byta ocena wplywu poszczegdlnych wariantow polimorficznych genu
CTLA-4 u dawcy na ryzyko wystgpienia GVHD. Badania nasze w potaczeniu z dostgpnymi danymi

literaturowymi moga wnie$¢ istotny wktad w opracowanie nowych protokotéw majacych na celu
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optymalizacj¢ doboru dawcy oraz procedury alloHSCT poprzez opracowanie indywidualnych
protokotéw immunosupresji, uwzgledniajacych obecnos$¢ wariantow polimorficznych CTLA-4 u
dawcy (leczenie takie moze mie¢ charakter ,,celowany” i obejmowaé stosowanie biatka fuzyjnego
CTLA-4-1g w przypadku spodziewanej obnizonej ekspresji CTLA-4).

Jakkolwiek zaden z badanych polimorfizméw zlokalizowanych w genie CTLA-4 oznaczany u
dawcy nie wigzal si¢ z ryzykiem aGvHD, to jednakze nizsze ryzyko wystapienia choroby
obserwowano u biorcow przeszczepianych od dawcow posiadajacych genotyp CT60[AA]. Z kolei dla
biorcow marker ten moze by¢ potencjalnym istotnym czynnikiem zwigkszajacym ryzyko aGvHD,
poniewaz wariant CT60[A] w sposob zalezny od ,,dawki” allelu zmniejszat ryzyko aGVHD [5.5.1.].
Ponadto, analiza interakcji polimorfizmu CT60 biorcy z innymi czynnikami uwzgledniajacymi:
zgodno$¢ HLA, schemat kondycjonowania (MAC, RTMAC lub RIC), zrodto przeszczepu (BM lub
PBPC), stopien pokrewienstwa (RD, URD) diagnozg, wiek biorcy, pte¢ dawcy oraz pte¢ biorcy
wykazata model uwzgledniajacy rzeczywisty wpltyw na wystapienie aGVHD, wskazujac iz ryzyko
choroby wzrasta 2,68-krotnie dla sytuacji RIC — RTMAC oraz terapii RTMAC — MAC, natomiast
ryzyko wystagpienie aGvHD przy RD HSCT wynosito 1,87 [5.5.1.]. U biorcéw posiadajacych
predysponujacy genotyp CT60[GG], poddanych HCST od niespokrewnionych dawcow oraz
poddanych kondycjonowaniu MAC ryzyko aGvHD wynosito 32,46. Jednakze zaden z polimorfizmow
genetycznych dawcy i biorcy oraz parametréow klinicznych nie wywieral wptywu na nawro6t, jak
rowniez na catkowite przezycie. Ponadto obecnos¢ allelu [A] zarowno w miejscu polimorficznym
€.49A>G jak i CT60 zmniejszata ryzyko wystapienia aGvHD [5.5.1].

Wykazalismy rowniez, iz wysoki poziom ekspresji mRNA CTLA-4 przed przeszczepem
zaréwno u biorcoOw jak i dawcow zwigksza ryzyko aGVHD, przy czym zwigzek ten jest bardziej
znamienny w dawcow. Ponadto, zaobserwowano dodatnia korelacj¢ pomigedzy odsetkiem komorek
CD3+ ekspresjonujagcych CTLA-4 na powierzchni komoérek u biorcow przed przeszczepem a
ryzykiem aGvHD [5.5.2.], co potwierdzita przeprowadzona analiza ROC. Postawili$my wiec hipotezg,
iz wysoka ekspresja CTLA-4 odzwierciedla raczej poziom aktywacji uktadu odpornosciowego dawcy
i/lub biorcy przed transplantacjg niz potencjal do hamowania odpowiedzi immunologiczne;.

Podsumowujac, obecno$¢ genotypu typu ,,dzikiego” CT60[GG] biorcy, kondycjonowanie
mieloablacyjne jaki HSCT URD uzna¢ mozna jako niezalezne czynniki zwickszajace ryzyko
wystgpienia aGvHD, natomiast poziom ekspresji mRNA CTLA-4 zar6wno u biorcy jak i dawcy oraz
poziom CTLA-4 ulegajacego ekspresji na powierzchni komorki biorcy przed przeszczepem moze by¢

rozwazany jako potencjalny czynnik prognostyczny.
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