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2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

Rok Dyplom, stopien naukowy

2004 Magister inzynier biotechnologii, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu,
Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywno$ci
Tytul pracy: ,,Zastosowanie zmodyfikowanej metody hodowli komdrek Caco-2
w badaniach nad adhezjg bakterii probiotycznych i transportem”, promotor dr
hab. Anna Olejnik

2004 Studium Przygotowania Pedagogicznego, Uniwersytet Przyrodniczy w Poznaniu

2009 Doktor nauk medycznych, Uniwersytet w Lipsku, Fakultet Medyczny

Oryginalny tytut rozprawy: ,.Evaluierung der HPLC und Long PCR als
Verfahren zur Fragmentgrofienbestimmung bei Ervkrankungen mit Trinukleotid-
Repeat-Verldingerung”, tlumaczenie: ”Ewaluacja wysoko-sprawne;j
chromatografii cieczowej (HPLC) i long PCR jako metodyka do analizy
dhugosci fragmentow DNA w mutacjach dynamicznych”, promotor prof. dr hab.
med. Ursula Froster

Rozprawa doktorska wyrdzniona przez Rad¢ Naukowa Uniwersytetu w Lipsku

2011 Studia Podyplomowe w zakresie Analityki Medycznej, Uniwersytet Medyczny
w Lodzi. Uprawnienia diagnosty laboratoryjnego

2017 Ksztatcenie specjalizacyjne w zakresie Laboratoryjnej Genetyki Medycznej,
Uniwersytet Medyczny w Lodzi

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

Rok Jednostka naukowa, stanowisko
2009-2010 Instytut Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu, biolog
2010-nadal Instytut Genetyki Cztowieka PAN w Poznaniu, adiunkt

W latach 2004-2009 przebywatam na stazu naukowym w ramach programu Leonardo
da Vinci a nastgpnie na studiach doktoranckich w Instytucie Genetyki Czlowieka na
Fakultecie Medycznym Uniwersytetu w Lipsku w Niemczech (oryginalna nazwa: Institut fiir
Humangenetik an der Medizinischen Fakultit der Universitit Leipzig), gdzie w calo$ci
zrealizowatam i obronitam rozprawe doktorska.

4. Wskazanie osiggniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

a) tytul osiagnigcia naukowego,
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Molekularne aspekty badan farmakogenetycznych w nieswoistych chorobach zapalnych
jelit i wrazliwosci na anestetyki

b) (autorzy, tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa, recenzenci wydawniczy)

Osiagnigcie naukowe, ktore przedktadam ubiegajac si¢ o uzyskanie stopnia doktora
habilitowanego nauk medycznych w dyscyplinie biologia medyczna sktada si¢ z siedmiu
publikacji, w tym sze$ciu oryginalnych artykuldéw i jednego pogladowego, opublikowanych w
recenzowanych czasopismach z listy Journal Citation Reports (JCR) w latach 2013-2019.
Sumaryczna warto$¢ wspolczynnika wpltywu (IF) podana zgodnie z rokiem ukazania si¢
publikacji wg JCR wynosi 18,058 (185 punktéw MNiSW). Liczba cytowan wynosi: 17.
W sze$ciu ponizej przedstawionych pracach z wyjatkiem pozycji nr 6 jestem autorem
korespondencyjnym.

1. Skrzypczak-Zielinska M, Borun P, Milanowska K, Jakubowska-Burek L, Zakerska O,
Dobrowolska-Zachwieja A, Plawski A, Froster UG, Szalata M, Slomski R. High-
resolution melting analysis of the TPMT gene: a study in the Polish population. Genet Test
Mol Biomarkers 2013 Feb;17(2):153-9.

IF=1,147, pkt. MNiSW=15, liczba cytowan 3

Moj wkitad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan i zaplanowaniu
uktadu doswiadczalnego, zebraniu materiatu biologicznego do badan, uzyskaniu zgody
Komisji Bioetycznej na badania, wspotudziale w opracowaniu i wykonaniu badan
molekularnych z uzyciem techniki HRMA, wspotudziale w opracowaniu i interpretacji
uzyskanych wynikow HRMA i sekwencjonowania Sangera, przygotowaniu pierwszej
i ostatecznej wersji manuskryptu. Moj udziat procentowy szacuje na 55%.

2. Skrzypczak-Zielinska M, Borun P, Bartkowiak-Kaczmarek A, Zakerska-Banaszak O,
Walczak M, Dobrowolska A, Kurzawski M, Waszak M, Lipinski D, Plawski A, Slomski
R. 4 Simple Method for TPMT and ITPA Genotyping Using Multiplex HRMA for Patients
Treated with Thiopurine Drugs. Mol Diagn Ther 2016 Oct;20(5):493-9.

IF=1,909, pkt. MNiSW=25, liczba cytowan 2

Moj wktad w powstanie pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan i zaplanowaniu
uktadu doswiadczalnego, dobraniu grupy badanej, wspotudziale w opracowaniu i wykonaniu
badan molekularnych metodq multiplex HRMA, wspotudziale w opracowaniu i interpretacji
uzyskanych wynikow badan, przygotowaniu pierwszej i ostatecznej wersji manuskryptu. Moj
udziat procentowy szacuje na 55%.

3. Gabryel M*, Skrzypczak-Zielinska M*, Kucharski MA, Slomski R, Dobrowolska A. The
impact of genetic factors on response to glucocorticoids therapy in IBD. Scand J
Gastroenterol. 2016;51(6):654-65.

[F=2,526; pkt. MNiSW=20; liczba cytowan 7

* rowny udziat autoréw

Moj wkitad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy przeglgdowej
i wspotudziale w przygotowaniu pierwszej i ostatecznej wersji manuskryptu. Moj udzial
procentowy szacuje na 40%.
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4. Skrzypczak-Zielinska M, Gabryel M, Marszalek D, Dobrowolska A, Slomski R. NGS
study of glucocorticoids response genes in inflammatory bowel disease patients. Arch
Med Sci. 2019. doi: 10.5114/a0ms.2019.84470.

IF=2,344, pkt. MNiSW=30, liczba cytowan 0

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan,
wyselekcjonowaniu  genow i zaplanowaniu badan, przeprowadzeniu analizy NGS,
opracowaniu bioinformatycznym uzyskanych wynikow NGS i ich interpretacji, analizie
wynikow sekwencjonowania Sangera, przygotowaniu ryciny 3-5 oraz tabel 1-5, miatam
wiodgcy udzial w przygotowaniu manuskryptu. Moj udziat procentowy szacuje na 70%.

5. Walczak M*, Skrzypczak-Zielinska M*, Plucinska M, Zakerska-Banaszak O, Marszalek
D, Lykowska-Szuber L, Stawczyk-Eder K, Dobrowolska A, Slomski R. Long-Range PCR
libraries and Next Generation Sequencing for pharmacogenetic studies of patients treated
with anti-TNF drugs. Pharmacogenomics J. 2018 Oct 8. doi: 10.1038/s41397-018-0058-9.
(w druku)

IF=3,812, pkt. MNiSW=35, liczba cytowan 0

* rowny udziat autoréw

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan,
wyselekcjonowaniu genow i zaplanowaniu badan, koordynacji pracy genetykow z zespotem
klinicystow i bioinformatykiem, interpretacji wynikow NGS i sekwencjonowania Sangera,
zaplanowaniu i koncepcji rycin 2-4 i tabel, wspotudziat w przygotowaniu manuskryptu. Moj
udziatl procentowy szacuje na 35%.

6. Mikstacki A, Skrzypczak-Zielinska M, Zakerska-Banaszak O, Tamowicz B, Skibinska
M, Molinska-Glura M, Szalata M, Slomski R. Impact of CYP2E1, GSTAI and GSTP1 gene
variants on serum alpha glutathione S-transferase level in patients undergoing
anaesthesia. BMC Med Genet. 2016;17:40.

IF=2,198, pkt. MNiSW=20, liczba cytowan 5

Moj wktad w powstanie tej pracy polegal na zaprojektowaniu i koordynowaniu czesci
molekularnej badan, wspotudziale w ogolnej koncepcji badan, przygotowaniu wniosku
o zgode na badania do Komisji Bioetycznej, analizie oraz interpretacji wynikow genetycznych
i ELISA, przygotwaniu ryciny nr 1, wspotudziale w przygotowaniu manuskryptu. Moj udzial
procentowy szacuje na 35%.

7. Zakerska-Banaszak O, Skrzypczak-Zielinska M, Tamowicz B, Mikstacki A, Walczak M,
Prendecki M, Dorszewska J, Pollak A, Lechowicz U, Oldak M, Huminska-Lisowska K,
Molinska-Glura M, Szalata M, Slomski R. Longrange PCR-based next-generation
sequencing in pharmacokinetics and pharmacodynamics study of propofol among patients
under general anaesthesia. Sci Rep 2017 Nov 13;7(1):15399. doi: 10,1038/s41598-017-
15657-2.

IF=4,122, pkt. MNiSW=40, liczba cytowan 0

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji badan molekularnych,
zaplanowaniu i koordynacji pracy zespotow, walidacji badan molekularnych, wspotudziale
w opracowaniu i interpretacji uzyskanych wynikow NGS i HPLC, a takze wspotudziale
w przygotowaniu manuskryptu. Moj udziat procentowy szacuje na 35%.
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c) omoéwienie celu naukowego ww. prac 1 osiggnietych wynikow wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

Przedmiotem moich zainteresowan naukowych ostatnich lat s przede wszystkim
badania z zakresu farmakogenetyki cztowieka i medycyny personalizowanej. Szczegdlng
uwage poswiecitam okresleniu czynnikdw zréznicowanej odpowiedzi na leczenie polskich
pacjentow w nieswoistych chorobach zapalnych jelit (NChZJ, ang. inflammatory bowel
disease, IBD) oraz znieczuleniu ogélnym, czego dotyczy cykl przedstawionych prac.
Realizujac badania z tej tematyki dodatkowo opracowywatam i optymalizowatam narzedzia
metodyczne z zakresu genetyki molekularnej. Podazajac za postepem technologicznym
mialam na celu prowadzenie w sposob wydajny, ekonomiczny i z wysoka
przepustowoscia ukierunkowanych badan farmakogenetycznych, ktore przyczynilyby
sie¢ do: 1) okreslenia czynnikéw genetycznych warunkujacych odpowiedz na
farmakoterapi¢ w NChZJ i Srodki anestetyczne w znieczuleniu ogélnym, 2) lepszego
poznania mechanizmoéow dzialania lekéw w NChZJ i najczeSciej stosowanych Srodkéw
anestetycznych, 3) polepszenia predykeji i skutecznosci leczenia w NChZJ oraz
bezpieczenstwa anestezji.

NChZJ stanowig grupe przewlektych schorzen ukladu pokarmowego, wsrod ktorych
rozrdznia si¢ dwie podstawowe jednostki: 1) chorobg Lesniowskiego-Crohna (ChL-C, ang.
Crohn’s disease, CD) charakteryzujaca si¢ petnoSciennym, czesto ziarniniakowym
zapaleniem, ktore moze dotyczy¢ kazdego odcinka przewodu pokarmowego od jamy ustnej
az do odbytu i 2) wrzodziejace zapalenie jelita grubego (WZJG, ang. ulcerosa colitis, UC)
stanowigce rozlany nieswoisty proces zapalny btony S$luzowej odbytnicy lub odbytnicy
1 okreznicy, prowadzacy w czgsci przypadkow do powstania owrzodzen [Gomollon et al.,
2017; Harbord et al., 2017]. W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost zachorowan na NChZJ.
W przypadku ChL-C najwigksza zachorowalno$¢ stwierdza si¢ w rozwinigtych krajach
Europy Zachodniej oraz Ameryki Potnocnej, gdzie $rednia zapadalno$¢ wynosi 5
przypadkéw/100 tysiecy mieszkancow/rok, a chorobowos$¢ 40-50 przypadkow/100 tysiecy
mieszkancow. WZJG jest znacznie czestsze wsrdd osob rasy biatej (Europa, Ameryka
Poinocna) 1 zapadalnos¢ w Europie szacowana jest na poziomie 10 przypadkow/100 tysiecy
mieszkancow/rok [Cosnes et al., 2011]. Do tej pory nie opublikowano danych dotyczacych
zapadalno$ci na NChZJ w Polsce. Bioragc pod uwage dane dla Europy mozna szacowac, ze
w Polsce liczba chorych na ChL-C moze sigga¢ 15 tysiecy a WZIG ok. 35 tysiecy.
W krajowym rejestrze ChL-C zgloszonych jest 6324 os6b z 95 o$rodkéw
[http://www.chorobacrohna.pl/aktualne-dane-2/], ale oprdocz tego wiele przypadkow moze by¢
niezdiagnozowanych.

Choroby te charakteryzujg si¢ wystepowaniem naprzemiennie okresOw zaostrzen
1 etapOw remisji, czyli ustgpienia objawow. Dotykaja najczesciej oséb w mtodym wieku,
w 2.-3. dekadzie zycia 1 obecne metody terapii polegaja na tagodzeniu objawow, jednakze bez
mozliwosci zupetnego wyleczenia. Etiologia NChZJ jest ztozona i nadal nie do konca
poznana. Pod uwagg bierze si¢ czynniki: immunologiczne, genetyczne oraz srodowiskowe.
W wyniku aktywnosci prozapalnej komorek uktadu immunologicznego powstaja nacieki
prowadzace do destrukcji $ciany przewodu pokarmowego [Thomson et al., 2012]. Leczenie
NChZJ jest ztozone i obejmuje farmakoterapi¢, diete, zmian¢ stylu zycia oraz leczenie
chirurgiczne, przy czym najwazniejszym leczeniem ChL-C 1 WZJG jest farmakoterapia
obejmujaca 5 grup lekoéw: 1) aminosalicylany, 2) glikortykosteroidy, 3) leki
immunosupresyjne (w tym tiopuryny), 4) leki biologiczne oraz 5) antybiotyki
[Gomollon et al., 2017; Harbord et al., 2017]. Przewlekty charakter NChZJ zmusza do
dlugotrwatego  przyjmowania  przez  pacjentow  lekow  przeciwzapalnych i
immunosupresyjnych, ktorych dawki podtrzymujace stosowane sg zazwyczaj do konca zycia.
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Z praktyki mozna zaobserwowac, ze trafne dobranie farmakoterapii warunkuje dobrostan
pacjenta i czesto pomaga unikna¢ leczenia operacyjnego, chroni przed inwalidztwem, a nawet
ratuje zycie. Problemem jest trudna do przewidzenia odpowiedZz organizmu na terapie, ktorej
efekt jest osobniczo-zmienny i w duzej mierze moze zaleze¢ od czynnikow genetycznych
[Katsanos, Papadakis; 2014]. Wzbudzito to moje zainteresowanie jako genetyka i sktonito
mnie do podjecia badan molekularno-genetycznych osobniczo-zmiennego dziatania lekow
tiopurynowych, glikokortykosteroidowych oraz terapii biologicznej anty TNF w NChZlJ.

Pierwszym zagadnieniem, na ktérym si¢ skoncentrowatam, stanowilo podloze
genetyczne dziatania terapii tiopurynami. Leki te, ktorych przedstawicielami sg azatiopryna
(AZA) o dzialaniu immunosupesyjnym oraz cytostatyczne preparaty: 6-merkaptopuryna
(6MP) 1 6-tioguanina (6TG), posiadajg efektywnos$¢ terapeutyczng w indukowaniu
1 podtrzymywaniu stanu remisji NChZJ. Stanowig zatem powazng alternatywe¢ dla lekow
steroidowych 1 s3 niepordwnywalnie tansze w stosunku do nowoczesnych lekow
biologicznych. W praktyce lekarskiej az ok. 60% pacjentow z ChL-C otrzymuje AZA lub
6MP. Jednakze istnieje grupa osob, ktora jest oporna na leki tiopurynowe (ok. 9%) 1 ponadto
u znacznego odsetka pacjentow (do 28%) z NChZJ] wystepuja dziatania niepozadane tej
terapii, jak hematotoksycznos¢, hepatotoksycznos¢, =zapalenie trzustki 1 zaburzenia
zotadkowo-jelitowe [Schwab et al., 2002; Dubinsky et al., 2002; Chaparro et al., 2013; Ansari
et al., 2008].

Jakie czynniki genetyczne mogga warunkowaé osobniczo-zmienng odpowiedz na
terapi¢ lekami tiopurynowymi i jak wyglada ta sytuacja w populacji polskiej? Odpowiedzi na
te pytania szukalam podczas uczestnictwa w projekcie finansowanym przez MNiSW, pt.
,Czynniki genetyczne zaangazowane w reakcje na leki tiopurynowe u chorych z nieswoistymi
zapaleniami jelit” realizowanego w latach 2008-2012 pod kierunkiem prof. dr hab. n. med.
Ryszarda Stomskiego (N N402 209835). Projekt odbywat si¢ we wspotpracy z prof. dr hab.
Agnieszka Dobrowolska i1 jej zespolem z Katedry i Kliniki Gastroenterologii, Dietetyki
1 Choréb Wewngetrznych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. W ramach tego grantu
prowadzitam badania genu S-metylotransferazy tiopuryn (7PMT, numer elektronicznej bazy
dziedziczenia mendlowskiego u cztowieka, ang. Online Mendelian Inheritance in Man,
OMIM 187680) kodujacego enzym o tej samej nazwie, ktory jest kluczowy w metabolizmie
lekéw tiopurynowych i katalizuje proces ich metylacji [Katsanos, Papadakis, 2014]. Gen
TPMT sktada si¢ z 9 eksonow (w tym 8 kodujacych) i zlokalizowany jest w chromosomie
6p22.3. Obecnie znane sg 43 allele tego genu (TPMT*2-41) odpowiedzialne za deficyt
enzymu TPMT [http://www.imh.liu.se/tpmtalleles?15en]. Srednio jedna osoba na 300 (0,3%)
ma niskg lub niewykrywalng aktywno$¢ enzymu TPMT, podczas gdy ok. 11% jest
heterozygotycznych pod wzglgdem zmian genu 7PMT prowadzacych do czgsSciowej
aktywno$¢ S-metylotransferazy tiopurynowej [Weinshilboum et al., 1980]. Pozostate 89%
0sOb posiada wysokg aktywnos¢ TPMT. Zazwyczaj badane i opisywane w literaturze sg trzy
allele: TPMT*2 (c.238G>C), *34 (c.460G>A, c.719A>G) 1 *3C (c.719A>G), ktore uznaje si¢
za przyczyn¢ 80-95% przypadkdéw genetycznie uwarunkowanego deficytu enzymu TPMT na
swiecie [Yeates et al., 1997]. Zmiany ¢.238G>C, c.460G>A 1 ¢.719A>G zlokalizowane sg
odpowiednio w eksonie 4, 6 i1 9. Moje zainteresowania dotyczyly zmienno$ci catej czesci
kodujacej genu TPMT i flankujgcych regiondow intronowych, co zostato przedstawione
w pierwszej pracy z cyklu:

Skrzypczak-Zielinska M, Borun P, Milanowska K, Jakubowska-Burek L, Zakerska O,
Dobrowolska-Zachwieja A, Plawski A, Froster UG, Szalata M, Slomski R. High-
resolution melting analysis of the TPMT gene: a study in the Polish population. Genet Test
Mol Biomarkers 2013 Feb;17(2):153-9.
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Badania te zostaly wykonane pod mojg opiekg w ramach dwoch prac magisterskich
(K. Milanowska, 2011 i P. Borun, 2012). Po dokonaniu analizy catej sekwencji kodujacej
(eksony 2-9) genu TPMT dla 274 os6b populacji polskiej zidentyfikowane zostato 11 roznych
wariantow sekwencji: 4 zmiany synonimiczne nie prowadzace do zamiany aminokwasu
(p.Ile10Ile, p.Ala73Ala, p.Cys133Cys, p.lle158Ile), 4 zmiany niesynonimiczne (p.Phe67Ser,
Alal54Thr, p.Tyr240Cys, p.Val199lle), 2 intronowe (c.233+35C>T, 366+58T>C) i 1 mutacja
sktadania genu (c.495-1G>A). W naszej grupie badanej wykryliSmy obecnos$¢ allelu
TPMT*3A4, bedacego ukladem dwoch zmian heterozygotycznych c.460G>A 1 c.719A>G
z czestoscig 3,28% 1 nie zaobserwowaliSmy obecno$ci alleli TPMT*2, *3B 1 *3C, co
koresponduje z danymi dotyczacymi rozkladu tych alleli z pismiennictwa dla populacji
kaukaskiej [Spire-Vayron De la Moureyre et al., 1998; McLeod et al., 1999]. Jednakze warto
zaznaczy¢, ze substytucje w dwoch loci: ¢.200T>C (p. Phe67Ser) i ¢.595G>A (p.Vall99lle)
okazaty si¢ nowymi wcze$niej nieopisanymi zmianami. Stad wraz z zespotem zglositam je do
Komitetu Nazewnictwa Alleli 7PMT na Uniwersytecie w Linkoping w Szwecji (ang. TPMT
allele nomenclature committee) [http://www.imh.liu.se/tpmtalleles?1Sen] 1 znalazty si¢
w wykazie alleli tego genu pod nazwami TPMT*35 i TPMT*36 (w publikacji przez nas
pierwotnie nazwane jako TPMT*30 i TPMT*31). Obydwie te mutacje zlokalizowane sg
w zachowawczym regionie genu 7PMT [Salavaggione et al., 2005] i powoduja wymiane
aminokwasow, co wskazuje na ich prawdopodobny wptyw na obnizong aktywno$¢ enzymu
TPMT. Ponadto w ramach tej pracy wykryty zostat jeden rzadki wariant w miejscu potaczenia
akceptora c.495-1G>A, ktéry prowadzi do niedoboru TPMT. Mutacja ta zostala po raz
pierwszy opisana w Szwecji jako allel TPMT*15 Lindqvist et al., 2004]. Analiza catlej
sekwencji kodujacej genu TPMT wykazata zatem dodatkowo obecno$¢ zmian innych niz te
najczesciej badane TPMT*2, *34 1 *3C, co prowadzi do cennego wniosku, ze dla populacji
polskiej wystepuje potrzeba rozwazenia analizy calej cze¢$ci kodujacej genu TPMT, a nie tylko
3 loci. Jednocze$nie zatem opracowaliSmy i zaproponowaliémy w tej pracy bardzo czulg i
mniej czasochtonng, w poréwnaniu ze standardowym sekwencjonowaniem Sangera,
przesiewowa metodyke do analizy cze$ci kodujacej genu TPMT z uzyciem analizy krzywych
topnienia o wysokiej rozdzielczosci (HRMA, ang. high-resolution melting analysis).
W efekcie zaprojektowane zostaty startery i opracowane warunki amplifikacji dla kazdego z 8
eksonow regionu kodujacego genu TPMT. Wazng zaleta techniki HRMA, poza szybkos$cia
oznaczen, jest takze brak specyficznych barwnikéw fluorescencyjnych oraz niskie ryzyko
zanieczyszczenia 1 zamiany probek podczas kolejnych etapow pracy laboratoryjnej po
ztozeniu reakcji, ktorych w tym przypadku nie ma. To wszytko czyni t¢ metode nadal
atrakcyjna, stad postanowitam ja udoskonali¢ 1 uzy¢ w dalszych badaniach. Mianowicie po
dokonaniu modyfikacji HRMA poprzez taczenie par starterow w jednej reakcji technike te
mozna tez zastosowa¢ w formie reakcji multipleks. Jest to wprawdzie wyzwanie na etapie
optymalizacji, ale stanowi bardzo ekonomiczne rozwigzanie podczas dokonywania oznaczen
dla wigkszej grupy badanej. Takie rozwigzanie zostalo przedstawione do oznaczenia alleli
genoéw metablizmu lekow tiopurynowych w drugiej pracy cyklu:

Skrzypczak-Zielinska M, Borun P, Bartkowiak-Kaczmarek A, Zakerska-Banaszak O,
Walczak M, Dobrowolska A, Kurzawski M, Waszak M, Lipinski D, Plawski A, Slomski
R. A Simple Method for TPMT and ITPA Genotyping Using Multiplex HRMA for Patients
Treated with Thiopurine Drugs. Mol Diagn Ther 2016 Oct;20(5):493-9.

Zawarte w pismiennictwie informacje kliniczne i farmakogenetyczne na temat lekow
tiopurynowych sktonity mnie do pracy nad stworzeniem testu, ktory utatwilby badania
naukowe poprzez sprawne ustalenie podstawowych alleli genu 7PMT oraz mialby potencjat
diagnostyczny. Warto doda¢, ze TPMT jest jak do tej pory jedynym uznanym przez
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amerykanska Agencje Zywnoséci i Lekow (FDA, ang. Food and Drug Administration)
farmakogenem w terapii NChZJ, dla ktoérego opracowano rekomendacje odnosnie
dawkowania azatiopryny (AZA) 1 6-tioguaniny (6TG) w zaleznosci od genotypu [Relling et
al., 2011; Relling et al., 2013]. W powyzej publikacji z cyklu oprocz loci ¢.238G>C,
c.460G>A, c¢.719A>G genu TPMT oznaczana byla takze zmiana c¢.94C>A (p.P32T,
rs1127354) genu trifosfatazy inozynowej (I7TPA, OMIM 1475720), kodujacego drugi istotny
enzym szlaku lekow tiopurynowych — ITPA. Enzym ten katalizuje pirofosfohydrolize
trifosforanu inozyny (ITP) do monofosforanu inozyny (IMP), zapobiegajac akumulacji
potencjalnie toksycznych ITP. Zmiana heterozygotyczna ¢.94C>A genu ITPA prowadzi do
czg¢Sciowej redukcji a homozygotyczna do braku aktywnos$ci enzymu wywotujac
hepatotoksyczne dziatanie 6-MP [Adam de Beaumais et al., 2011]. Nasza grupe badang
stanowito 100 pacjentéw z NChZJ, u ktoérych oznaczono wczesniej metoda polimorfizmu
dhugosci fragmentow restrykcyjnych (ang. restriction fragments length polymorphism, RFLP)
lub sekwencjonowania Sangera loci ¢.238G>C, ¢.460G>A, ¢.719A>G genu TPMT i ¢.94C>A
genu ITPA. Jeden pacjent posiadal uktad alleli TPMT*1/*2, jeden TPMT*3A4/*3A, siedmiu
TPMT*1/*34 1 pozostale 91 TPMT*1/*1. W przypadku genu ITPA 12 pacjentéw byto
heterozygotami dla pozycji ¢.94, dwéch homozygotami A/A 1 pozostale 86 homozygotami
C/C. Opracowana i zoptymalizowana metodyka stanowita dwie reakcje multiplex HRMA,
gdzie w jednej reakcji dokonywano oznaczania jednocze$nie pozycji ¢.460 i c.719 genu
TPMT, a w drugiej reakcji pozycji ¢.238G>A genu TPMT i c.94C>A genu ITPA. Uzyskane
wyniki genotypow wykazaty, ze dla wszystkich pacjentéw bez wyjatku potwierdzily sie¢
wyniki oznaczane metoda RFLP i sekwencjonownia Sangera. Opracowana technika
multipleks HRMA okazata si¢ by¢ czulg 1 skuteczng metodg do okreslania loci genu TPMT
1 ITPA w poréwnaniu z konwencjonalnymi technikami genotypowania i moze by¢ stosowana
jako ich szybka i tania alternatywa w przypadku planowania terapii lub w trakcie leczenia
lekami tiopurynowymi.

Kolejna praca z cyklu prac wchodzacych w sktad przedtozonego osiagni¢cia dotyczy
aspektow genetycznych dziatania drugiej grupy lekow stosowanych w leczeniu NChZJ,
mianowicie glikokortykosteroidow (GKs). Analizujac pis$miennictwo z tej tematyki mozna
byto dotrze¢ do licznych prac dotyczacych badan farmakogenetycznych leczenia GKs
zawezonych do kilku gendéw lub konkretnych polimorfizméw. Zauwazalna byla potrzeba
usystematyzowania tej wiedzy, co przed podjeciem eksperymentdw, na etapie ubiegania
o finansowanie, uczyniliSmy w postaci pracy pogladowej:

Gabryel M*, Skrzypczak-Zielinska M*, Kucharski MA, Slomski R, Dobrowolska A. The
impact of genetic factors on response to glucocorticoids therapy in IBD. Scand J
Gastroenterol. 2016;51(6):654-65.

Syntetyczne GKs pomimo wieloletniej historii stosowania i obecno$ci nowoczesnych
lekéw biologicznych wydaja si¢ niezastagpione w terapii NChZJ. Znane sa z szybkiego
dziatania przeciwzapalnego i immunomodulujacego. Uzywane sg jako leki pierwszego rzutu
w leczeniu zaostrzen NChZJ. Jednakze w sytuacji stosowania GKs podobnie jak w przypadku
lekéw tiopurynowych nie wszyscy pacjenci reaguja pozytywnie na terapi¢. Blisko 40%
wykazuje zalezno$¢ od GKS, a okoto 20% chorych jest opornych na to leczenie [Munkholm
et al., 1994]. Z piSmiennictwa wynika, ze jako przyczyn¢ zroznicowanej reakcji na terapie¢
GKs upatruje si¢ wiele czynnikdéw, w tym nasilenie choroby i powiktania oraz czynniki
srodowiskowe, ale skladnik genetyczny odgrywa najwazniejsza role, szacowang nawet do
95% [Pierik et al., 2006; Evans et al., 2003]. W pracy pogladowej opisalismy wyniki
dotyczace badan wptywu czynnikdéw genetycznych na odpowiedz na leczenie GKS pacjentow
z NChZJ, a takze majac do dyspozycji nowe technologie, jak sekwencjonowanie nastgpnej
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generacji (ang. next generation sequencing, NGS) wskazalismy kierunki, ktore nalezy
rozwazy¢ w badaniach farmakogenetycznych tych lekéw z uwagi na mnogo$¢ biatek
1 czasteczek zaangazowanych w dzialanie, transport i metabolizm lekéw GKs [De Iudicibus et
al., 2011]. Wérod najczesciej badanych znalazl si¢ gen receptora GKs - NR3CI (OMIM
138040), odpowiedzialny za wigzanie GKs w komorce oraz gen glikoproteiny ABCBI
(OMIM 171050) przeprowadzajacej transblonowy transport GKs. Okazato sie, ze wyniki
badan réznych grup naukowcodw nie zawsze potwierdzajg uzyskane korelacje odpowiedzi na
leczenie GKs dla poszczegolnych badanych loci tych genow. Wedlug dwczesnego stanu
wiedzy tylko pojedyncze prace dotyczyly jeszcze genu FKBPS5 (OMIM 602623) kodujacego
immunofiling FKB51 wchodzaca w sktad kompleksu receptora GKs, genu czynnika martwicy
nowotworu TNF (OMIM 191160) oraz genu NLRPI (OMIM 606636) kodujacego
cytoplazmatyczny receptor odpowiedzialny za rozpoznawanie liposacharydow $cian
komorkowych bakterii. Analizujac szlak dziatania GKs wskazalismy, ze warianty sekwencji
wielu innych gendw, ktore nie byly wowczas obiektem badan farmakogenetycznyh moga
warunkowaé wystgpienie zjawiska steroido-zalezno$ci 1 steroido-opornosci oraz efektow
ubocznych. Naleza do nich przede wszystkim: 1) geny HSPA4 (OMIM 601113), HSP90AAI
(140571) 1 STIP1 (605063) kodujace biatka kompleksu receptora GKs, tzn. biatka opiekuncze
szoku cieplnego HSP 90-alfa i HSP 70 kDa oraz biatko fosfoproteiny 1 indukowanej stresem,
2) geny JUN (OMIM 165160), NFKBIA (OMIM 164008) i MAPKI4 (OMIM 600289)
czynnikow bioracych udzial w kontroli hormonalne;j transkrypcji docelowego genu w jadrze,
czyli czynnik transkrypcyjny AP-1, podjednostka czynnika jadrowego NF-kB pl105 oraz
kinaza 14 aktywowana mitogenem, 3) geny efektorowe dziatania lekow GKs, jak ILI1A4
(OMIM 147760), IL1B (OMIM 147720), IL2 (OMIM 147680), IL4 (OMIM 147780), CXCLS,
(OMIM 146930) IL10 (OMIM 124092), MIF (OMIM 153620) kodujace cytokiny prozapalne
1 przeciwzapalne, w tym: interleukiny IL-1, IL-2, IL-4, IL-8, IL-10 oraz czynnik hamujacy
migracj¢ makrofagdw, 4) geny CYP344 (OMIM 124010) i CYP345 (OMIM 605325)
kodujace enzymy z grupy cytochromu P450 odpowiedzialnych za biotransformacje GKs
w organizmie, oraz 5) gen /PO13 (OMIM 610411) kodujacy biatko importyny uczestniczacej
w transporcie GKs do jadra komorkowego. Wiedzy ta sklonita nas do przeprowadzenia
nowatorskich badan panelu wyzej wymienionych 21 gendéw z uzyciem technologii NGS,
ktorych wyniki zostaty przedstawione w publikacji:

Skrzypczak-Zielinska M, Gabryel M, Marszalek D, Dobrowolska A, Slomski R.
NGS study of glucocorticoids response genes in inflammatory bowel disease patients. Arch
Med Sci. 2019. doi: 10.5114/a0ms.2019.84470.

Badania te zostaly zrealizowane w ramach projektu Preludium z Narodowego
Centrum Nauki (2015/17/N/N25/00689), pt. ,Analiza czynnikdbw genetycznych
zaangazowanych w reakcje na leki glikokortykosteroidowe w populacji polskich pacjentow z
nieswoistymi chorobami zapalnymi jelit”, ktorego kierownikiem byt dr Marcin Gabryel.
Z tematyki tej powstata takze praca doktorska Marcina Gabryela, w ktorej pelnitam funkcje
promotora pomocniczego. Grupe badang stanowilo 139 pacjentéw z NChZJ, w tym 77
(55,4%) z ChL-C 1 62 (45,6%) z WZJG. Wszyscy pacjenci byli leczeni GKs
(metyloprednizolonem, hydrokortyzonem lub budesonidem) oraz monitorowani pod
wzgledem odpowiedzi 1 wystgpienia skutkow ubocznych terapii. Sposréd badanej grupy, 77
(56%) pacjentéw zostato zakwalifikowanych jako steroido-wrazliwi, 38 (27%) pacjentow
bylo steroido-zaleznych i 24 (17%) wykazywato steroido-oporno$¢. Przeprowadzona analiza
molekularna polegata na powieleniu sekwencji nukleotydowej DNA wyzej wymienionych 21
genow dla wszystkich pacjentow z uzyciem techniki long PCR w 54 fragmentach, ktoére
nastepnie zostaty przygotowane jako biblioteka amplikonowa i poddane sekwencjonowaniu
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NGS. Uzyskane wyniki wykazaly obecno$¢ srednio 430+63 polimorfizméw pojedynczego
nukleotydu (ang. single nucleotide variation, SNV) na probke, z czego 121 zostalo
zakwalifikowanych jako warianty funkcjonalne. Biorgc pod uwage kryterium czestosci
wystepowania rzadkiego allelu powyzej 2% w badanej grupie 139 pacjentow oraz
uwzglednienie takze badanych wczesniej przez innych naukowcoéw loci w konteks$cie
odpowiedzi na leczenie GKs w NChZJ, dla analiz korelacji wlaczylisSmy 31 wariantow
polimorficznych. Na podstawie wynikow korelacji dla catej grupy badanej zaobserwowalismy
znamienne ro6znice w odpowiedzi na leczenie GKs w przypadku jednej zmiany:
c.2685+49T>C (rs2032583) w genie ABCBI, ktéra wykazata zwigzek z wystgpieniem
opornosci (p = 0,046). Dalsze analizy z uwzglednieniem podziatu na diagnoz¢ ChL-C
1 WZJG wykazaly, ze istotno$¢ statystyczna dla tej zmiany utrzymuje si¢ tylko dla pacjentow
z ChL-C. Zaobserwowali§my, ze w grupie pacjentdow z opornoscig allel C w ogole nie
wystepowat w przeciwienstwie do grupy steroido-wrazliwych (17,3%) 1 steroido-zaleznych
pacjentéw (13,6%). Genotyp T/C istotnie rzadziej byl obecny w poréwnaniu z homozygota
T/T u pacjentéw steroido-opornych w poréwnaniu z pozostatymi pacjentami z ChL-C (p =
0,034). Mozna wigc wysung¢ wniosek, ze allel C wywiera ochronny wptyw przed zjawiskiem
steroido-opornosci u pacjentow z ChL-C. Nasze wyniki czesciowo potwierdzaja jedyne
wczesniejsze badania dla tego /ocus przeprowadzone przez kanadyjskich naukowcow, ktorzy
wykazali ochronng role allelu C przed steroido-zaleznoscig [Krupoves et al., 2011].

W przypadku WZJG nasze wyniki wskazuja na znamienny zwigzek odpowiedzi na
leczenie GKs z wystgpowaniem wariantow ¢.1088G>A (p.Asn363Ser, 1s56149945) w genie
NR3CI (p = 0,019), c.241+6A> G (rs2817033) w genie FKBP5 1 ¢.306-7delT (rs61763106)
w genie MAPKI4. Mianowicie allel G w pozycji ¢.1088 genu NR3CI zidentyfikowalismy
czedciej w grupie steroido-opornych 19,2% w poréwnaniu do 1,35% u pozostatych
pacjentow. Ponadto pacjenci WZJG z genotypem AG i homozygoty GG wykazywali istotnie
zwigkszong steroido-oporno$¢ w poréwnaniu z reszta pacjentow WZIG (p < 0,001). Gen
NR3CI jak juz wspomniatam jest stosunkowo czgstym tematem badan opisywanych
w literaturze w odniesieniu do odpowiedzi na leczenie GKs. Wczesniejsze wyniki wtoskich
naukowcow dla tej pozycji u pacjentow z NChZJ leczonych GKs potwierdzajg przez nas
wykryta zalezno$¢ [Malatese et al., 2012], w przeciwienstwie do innych prac [Krupoves et
al., 2011a; Koper et al., 2014]. W przypadku zmiany ¢.241+6A>G w genie FKBPS5, nie ma
w literaturze podobnych badan farmakogenetycznych dla tego locus. Co zaskakujace, nasze
wyniki wskazuja, ze wystgpienie tej substytucji sprzyja wrazliwosci na leczenie (p = 0,040),
co moze by¢ zwigzane z utrzymaniem optymalnych proporcji w wigzaniu produktu genu
FKBPS5 (biatka FKBP-51) z aktywng i nieaktywng izoforma receptora GK. Biatko to ma
bowiem kluczowe znaczenie dla prawidlowego wigzania GKs z receptorem GKs
1 transportem receptorem GKs do jadra komorkowego. Mozna przypuszczaé, ze obserwowany
w naszych badaniach wariant splicingu w genie FKBP5 zmienia poziom funkcjonalnego
biatka FKBP-51 lub je modyfikuje i dlatego przyczynia si¢ do wyzszej wrazliwosci na GKs.
W przypadku delecji ¢.306-7delT w genie MAPK14 zauwazyliSmy, Ze nosiciele 1 homozygoty
z delecja T posiadajg zwigkszong steroido-zaleznos¢ lub steroido-opornos¢ (OR = 9,722, p =
0,002). GKs blokuja szlak sygnatowy MAPK poprzez indukcje¢ fosfatazy MAPK 1 (MKP1),
ktora w konsekwencji hamuje ekspresje genow zapalnych [Clark et al., 2003]. Mozna wigc
przypuszczaé, ze wariant intronowy c.306-7delT genu MAPKI4 modyfikuje kodowane
biatko, w ten sposob, ze nie moze ono by¢ skutecznie hamowane przez MKPI1, a w
konsekwencji wystepuje steroido-opornos¢ i steroido-zaleznos$¢.

Na podstawie uzyskanych wynikéw nasuwajg si¢ dodatkowe wnioski, ze na
osobniczo-zmienng reakcj¢ maja wptyw wezesniej niebadane polimorfizmy, jak w przypadku
zmiany c¢.241+6A>G w genie FKBP)5, a takze warianty dotychczas nieanalizowanych w tym
aspekcie gendéw, jak ma to miejsce dla MAPKI4, ktorego delecja ¢.306-7delT okazata sig¢
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znamienna. Ponadto zaobserwowalismy, ze r6zne czynniki genetyczne warunkujg odpowiedz
na GKs u pacjentéw z ChL-C i WZJG. Choroby te wywodza si¢ z jednej grupy NChZJ i ich
etiologia jest jeszcze nie do konca poznana, ale rdéznig si¢ podltozem genetycznym
i prawdopodobnie farmakogenetyka [Malatese et al., 2012; Wedrychowicz et al., 2018].

Wdrozenie leczenia biologicznego w NChZJ i1 obserwacje wspotpracujacych ze mna
lekarzy gastroenterologéw zainspirowaty mnie rowniez do podjg¢cia badan z zakresu lekow
anty TNF, ktorych dotychczasowe wyniki zawiera praca:

Walczak M?*, Skrzypczak-Zielinska M*, Plucinska M, Zakerska-Banaszak O,
Marszalek D, Lykowska-Szuber L, Stawczyk-Eder K, Dobrowolska A, Slomski R. Long-
Range PCR libraries and Next Generation Sequencing for pharmacogenetic studies of
patients treated with anti-TNF drugs. Pharmacogenomics J. 2018 Oct 8. doi:
10.1038/s41397-018-0058-9.

W patogenezie ChL-C podstawowa role petnig komorki uktadu immunologicznego.
W wyniku ich aktywnosci prozapalnej dochodzi do powstawania nacieku i destrukcji $ciany
przewodu pokarmowego [Thomson et al., 2012]. Podstawowa cytoking, o udowodnionej roli
w patogenezie ChL-C, jest czynnik martwicy nowotworow TNF (ang. tumor necrosis factor).
Podwyzszong ekspresje tej cytokiny znajduje si¢ zar6wno w naciekach zapalnych jelit jak
1 w surowicy pacjentow. W ostatnich kilku latach w terapii przewlektych choréb zapalnych
coraz szerzej stosuje si¢ leki dzialajace poprzez blokowanie cytokiny TNF z uzyciem
przeciwcial anty TNF alfa wytworzonych technikami inzynierii genetycznej. Istnieje grupa
pacjentoéw, ktéra nie reaguje na ten typ terapii. Pomimo podawania anty TNF u ok. 30% nie
obserwuje si¢ poprawy stanu klinicznego i1 braku zahamowania procesu zapalnego w obrazie
endoskopowym [Roberts et al., 2012, Atzeni et al., 2013]. Mimo intensywnych badan
prowadzonych na catym $wiecie mechanizmy dziatania przeciwcial anty TNF 1 ich efekty
kliniczne nie sa w pelni zrozumiate. W niniejszej pracy na podstawie piSmiennictwa
wyltonilismy 16 genéw: TNFRSFI1A, TNFRSF1B, ADAM17, CASP9, FCGR3A, LTA, TNF,
FAS, ILIB, IL17A4, IL6, MMPI, MMP3, S10048, S10049 i S100412 zaangazowanych
w dzialanie, kaskade ekspresji, transmisj¢ sygnalu i metabolizm TNF [Prieto-Pérez et al.,
2013; Prieto-Pérez et al., 2016; Hlavaty et al., 2001; Bek et al., 2016; Dideberg et al., 2006;
Ternant et al., 2015; Mascheretti et al., 2002]. Opracowaliémy metodyke tworzenia biblioteki
amplikonowej dla powielenia kodujacej sekwencji tych genéw wraz z flankujacymi
regionami intronowymi, sekwencji promotorowe]j oraz regionéw 5’ 1 3’ niepodlegajacych
translacji (ang. untranslated region, UTR) w celu sekwencjonowania NGS. Jako model do
badan postuzyl materiat DNA od trzech pacjentow populacji polskiej z ChL-C leczonych
lekiem infliksimab. Jednakze metodyka moze mie¢ zastosowanie takze do badan nad
leczeniem anty TNF w roznych innych zaburzeniach. Amplifikacja sekwencji wszystkich 16
gendw zostata przeprowadzona w 23 fragmentach o dtugosci od 3578 do 21 995 pz. Nasze
wyniki analizy NGS wskazaly obecno$¢ zmian polimorficznych w kazdym z fragmentow
DNA dajac tacznie liczbe 592 SNV z iloscig odczytow 5-1089. ZaobserwowaliSmy, ze
najwicksza zmiennos$cig genetyczng na poziomie DNA charakteryzowatl si¢ gen FCGR3A4
kodujacy receptor dla fragmentu krystalizujacego przeciwciata oraz region zawierajacy
eksony od 2-10 genu TNFRSF1B. Natomiast niskg zmienno$¢ wykryliSmy w genie S100412,
ktéry koduje biatko kalprotektyny. Najwigksza liczba zmian wystgpowata w intronach, ale co
ciekawe, stosunkowo wysoki polimorfizm cechowal tez regiony 5’ 1 3> UTR, ktorych
celowo$¢ oznaczania uzasadniono w aspekcie miejsc wigzania sekwencji miRNA na
przyktadzie ostatnich badan farmakogenetycznych GKs [De Iudicibus 2018]. W efekcie
zostala opracowana czuta i ekonomiczna metodyka do wielogenowych badan dziatania terapii
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anty TNF, ktora opiera si¢ na reakcji long PCR 1 moze by¢ przeprowadzana w podstawowych
laboratoriach, a NGS umozliwia analiz¢ duzej liczby gendéw. Ponadto, w dobie zwigkszajace;j
si¢ liczby rodzajéow czastek lekow biologicznych, badania farmakogenetyczne lekow anty
TNF s3 bardzo wazne do personalizacji leczenia (doboru leku do pacjenta). Obiecujace
wyniki by¢ moze w niedalekiej przysztosci pozwolg unikna¢ ryzykownej ingerencji w uktad
immunologiczny.

W swojej pracy naukowej poza poszukiwaniem czynnikéw farmakogenetycznych
odpowiedzi na leczenie polskich pacjentow z NChZJ skupilam si¢ takze na podtozu
genetycznym wrazliwos$ci na powszechnie stosowane w znieczuleniu ogolnym anestetyki, do
ktérych nalezg sewofluran i propofol. Badania te byly prowadzone w latach 2010-2014 we
wspolpracy z pracownikami Oddzialu Anestezjologii 1 Intensywnej Terapii Szpitala
Wojewddzkiego w Poznaniu w ramach grantu z MNiSW, pt. ,,Analiza polimorfizmoéw genow
warunkujacych reakcje na $rodki anestetyczne u pacjentdow w znieczuleniu ogdélnym oraz
reakcje na $rodki przeciwbolowe w okresie pooperacyjnym” (N N401 037838), kierowanym
przez dr hab. Adama Mikstackiego. Wyniki dotyczace wplywu zmian genetycznych na
migdzyosobnicze réznice w funkcjonowaniu komodrek watroby pacjentow po zabiegu
w znieczuleniu ogdlnym sewofluranem zostaty przedstawione w publikacji:

Mikstacki A, Skrzypczak-Zielinska M, Zakerska-Banaszak O, Tamowicz B, Skibinska
M, Molinska-Glura M, Szalata M, Slomski R. Impact of CYP2E1, GSTAI and GSTPI

gene variants on serum alpha glutathione S-transferase level in patients undergoing
anaesthesia. BMC Med Genet. 2016;17:40.

Sewofluran sprawdza si¢ przy wprowadzeniu i podtrzymywaniu znieczulenia do
krotkich zabiegow, ze wzgledu na swoje wlasciwosci, przede wszystkim krotki czas indukcji
(1-2 minuty), co tez zapewnia szybkie wybudzenie. Jako, ze $wiatowe piSmiennictwo
donosito o przypadkach zaburzenia integralnosci hepatocytow u znieczulanych sewofluranem,
w przedstawianej pracy podjeliSmy sie analiz¢ wptywu czynnikow genetycznych na poziom
wskaznikow watrobowych u pacjentow poddanych anestezji tym srodkiem. Stad tez, badania
prowadzone byty na grupie 86. pacjentoéw, dobranych w ten sposob, aby reprezentowali tylko
I-11 klase wedlug skali Amerykanskiego Towarzystwa Anestezjologicznego (ang. American
Society of Anaesthesiology, ASA) oraz z bedacymi w normie wskaznikami watrobowymi:
aminotransferaza alaninowa i aminotransferaza asparaginowa (ALAT, AspAT). Kryterium
wykluczenia stanowit alkoholizm 1 nikotynizm oraz przyjmowanie lekow istotnie
wplywajacych na funkcje¢ watroby. Pacjenci poddani byli krétkim  zabiegom
laryngologicznym, gdzie S$redni czas ekspozycji na sewofluran wynosit 39,15 min.
U znieczulanych monitorowano ewentualne wystepowanie dziatan niepozadanych.

Mierzonym wskaznikiem integralnosci hepatocytow byt w przedstawianej pracy
watrobowy enzym o-GST. Jego poziom okreslalismy metodg ELISA w surowicy pacjentow
wyizolowanej z krwi obwodowej, ktora byta pobierana w trzech punktach czasowych: przed
indukcja znieczulenia, po zakonczeniu znieczulenia i po dobie od znieczulenia. Czeg$¢
molekularna badan objela analize zmian polimorficznych w genach GSTAI! 1 GSTPI
kodujacych enzym GST oraz w genie CYP2EI kodujagcym enzym uczestniczacy
w biotransformacji sewofluranu. W genie GSTA! sekwencjonowaliSmy czg$¢ promotorowa
obejmujacg istotne zmiany -567T>G, -69C>T oraz -52G>A. Natomiast z uzyciem
pirosekwencjonowania genotypowali§my warianty c.313A>G oraz ¢.341C>T w genie GSTP1
determinujace aktywno$¢ enzymu, za§ w genie CYP2El zmian¢ -1053T (rs2031920)
odpowiedzialng za zwickszong ekspresje [Hayashi et al., 1991].

Uzyskane wyniki wykazaty istnienie mi¢dzyosobniczych, jak i zarowno dobowych
roéznic w stezeniach enzymu o-GST w surowicy. Analiza korelacji profili dobowych enzymu
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z poszczegOlnymi genotypami pacjentow wskazata na istotnie wyzszy poziomu enzymu o-
GST u homozygot ze zmiang ¢.313A>G i ¢.341C>T w genie GSTPI bezposrednio po
zakonczeniu znieczulenia w stosunku do poczatkowego oraz mierzonego po dobie od
zakonczenia anestezji. Ponadto, po dobie od zakofczenia znieczulenia obserwowaliSmy
zwigkszong wartos¢ stezenia enzymu o-GST wsrdd pacjentdow o genotypie GSTAI typu
dzikiego. Przeprowadzone badania dowiodly, Zze zmiany polimorficzne w genie GSTPI
warunkujg tymczasowe zaburzenie integralnosci hepatocytéw u pacjentoéw znieczulanych
sewofluranem bezposrednio po zakonczonym znieczuleniu, za§ zmiany w genie GSTAI s3
zwigzane (cho¢ nie istotnie statystycznie) z podwyzszonym poziomem o-GST po uptywie
doby od znieczulenia. Analizowany wariant promotorowy genu CYP2E] nie mial natomiast
wplywu na okotooperacyjne zmiany poziomu enzymu w badanej grupie pacjentow.

Drugim powszechnie uzywanym S$rodkiem anestetycznym jest dozylny propofol,
podczas stosowania ktorego obserwowane sg w praktyce jak i opisywane w piSmiennictwie
parametry farmakokinetyczne i farmakodynamiczne. Postanowili§my sprawdzi¢ czy moga
one by¢ uwarunkowane czynnikami genetycznymi stosujac pionierski schemat badan
z uzyciem analizy NGS panelu 9 genow, a wyniki zostaty zawarte w pracy doktorskiej dr
Oliwii Zakerskiej-Banaszak (2015 r.), ktorej bylam promotorem pomocniczym, oraz
w publikacji ponize;j:

Zakerska-Banaszak O, Skrzypczak-Zielinska M, Tamowicz B, Mikstacki A, Walczak M,
Prendecki M, Dorszewska J, Pollak A, Lechowicz U, Oldak M, Huminska-Lisowska K,
Molinska-Glura M, Szalata M, Slomski R, Longrange PCR-based next-generation
sequencing in pharmacokinetics and pharmacodynamics study of propofol among patients
under general anaesthesia. Sci Rep 2017 Nov 13;7(1):15399. doi: 10,1038/s41598-017-
15657-2.

Z uwagi na to, ze propofol ulega ztozonej kilkuetapowej biotransformacji, w sktad
panelu analizowanych gendéw wchodzily te, ktore koduja enzymy ze szlaku dzialania
propofolu (CYP2C9, CYP2B6, UGTIAY9, SULTIAI, NQOI), jak 1 zarowno bialka
transportowe (ABCBI, ALB), a takze receptorowe (GABRAI, ADRAIA). Badania
przeprowadziliSmy na grupie 87 pacjentow populacji polskiej reprezentujgcych I 1 II klase w
skali ASA, ktorzy do zabiegdbw poddawani byli znieczuleniu ogoélnemu dozylnym
propofolem. W okresie okotooperacyjnym monitorowano wskazniki kardiologiczne
1 oddechowe.

Parametr farmakodynamiczny propofolu stanowil czas wybudzenia ze znieczulenia.
Farmakokinetyke anestetyku charakteryzowali§my natomiast za pomocg $redniego czasu
retencji (ang. mean retention time, MRT), ktory wyznaczaliSmy na podstawie dawki, czasu
infuzji anestetyku i pomiaréw HPLC stezenia propofolu w osoczu pobranym od pacjentow w
pieciu punktach czasowych: bezposrednio po zakonczonej infuzji propofolu oraz po uptywie
5, 10, 20 i 30 min. od zakonczenia infuzji. Ponadto, monitorowali$my powstawanie w czasie
dwoéch gléwnych metabolitow propofolu — glukuronidu propofolu oraz 4-hydroksypropofolu.

Wyniki uzyskane z przeprowadzonej analizy NGS pozwolity na identyfikacj¢ facznie
1513 wariantéw sekwencji w badanych genach. Ostatecznie 37 z nich (mutacje i zmiany
aminokwasu) poddano analizie statystycznej z farmakokinetyka i dynamika propofolu. Na
podstawie dokonanych pomiarow HPLC wykazalismy, ze wartos¢ MRT propofolu waha si¢
w badanej grupie pacjentow w przedziale 8,0-504,1 min. Stosujac rangg¢ centylowa
wyszczegolniliSmy trzy profile tempa metabolizmu propofolu: szybcy, umiarkowani i wolni
metabolizerzy anestetyku, ktore w badanej grupie stanowity odpowiednio: 27%, 48% and
22%. Ponadto, zaobserwowali§my istotne réznice w profilach powstawania metabolitow
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propofolu - glukuronidu propofolu oraz 4-hydroksypropofolu u badanych. Czas wybudzenia
znieczulanych miescil si¢ w zakresie 0,545 min.

Dokonana analiza korelacji wariantow sekwencji nukleotydowej w genach
receptorowych z farmakodynamika propofolu oraz w genach enzymoéw 1 biatek
transporterowych z farmakokinetykg anestetyku pozwolila wskaza¢ dwie zmiany: ¢.516G>T
(p-Q1l72H) w genie CYP2B6 oraz c.2677T>G (p.S893A) w genie ABCBI, jako zwigzane
z profilem tempa biotransformacji propofolu. Mianowicie, homozygoty c¢.516 T/T byty
czesdciej obecne w grupie szybkich metabolizeréw, podczas gdy heterozygoty ¢.2677 T/G
dominowaty wsréd umiarkowanych i wolnych metabolizeréw propofolu.

Wyniki dotychczasowych badan §wiatowych podkreslaty szczegdlne znaczenie genow
CYP2B6, CYP2C9 and UGT1A49 w zmiennej farmakokinetyce i1 dynamice propofolu, jednakze
nasze badania tylko czg¢$ciowo podzielily te wnioski. W przeciwienstwie do zespotu Kansaku
oraz Mastrogianni, ktérzy zaobserwowali zwigzek podwyzszonego stezenia propofolu
w surowicy z allelem ¢.516T genu CYP2B6 [Kansaku et al., 2012; Mastrogianni et al., 2014],
my zidentyfikowali$my homozygoty c.516T/T czg¢$ciej w grupie szybko-metabolizujacych
propofol. Z drugiej strony, w dwoch niezaleznych pracach nie wykazano zadnego zwiazku tej
zmiany sekwencji z poziomem propofolu lub jego metabolitow we krwi [Loryanet et al.,
2012; Khan et al., 2014]. Przeprowadzone w omawianej pracy badania stanowily jedna
z pierwszych tak szeroko zakrojonych analiz uwzgledniajacych podloze genetyczne
w kontek$cie zrdéznicowanej reakcji na dziatanie propofolu, znacznie wzbogacajac stan
swiatowej wiedzy odnos$nie personalizowanej anestezji z zastosowaniem tego anestetyku.

Na podstawie uzyskanych wynikéw w przedstawionym cyklu prac mozna wysungc
nastepujace wnioski:

1. Analiza genu TPMT wykazata, ze w populacji polskiej poza powszechnie badanymi
allelami TPMT*2, *34 1 *3C aktywno$¢ enzymu TPMT moga warunkowac tez inne allele:
TPMT*15, TPMT*35 i TPMT*36. W przypadku polskich pacjentow nalezy rozwazy¢
dwustopniowa analize¢ genu TPMT rozszerzong o calg czgs$¢ kodujaca tego genu. Pierwszy
etap analizy obejmujacy najczesciej okreslenie powszechnie badanych na §wiecie alleli
TPMT*2, *34 1 *3C oraz zmiang genu /7PA ¢.94C>A mozna szybko i z wysokg czuto$cia
przeprowadzi¢ z uzyciem techniki multipleks HRMA.

2. W grupie pacjentdéw z NChZJ oraz z ChL-C na podstawie badan sekwencji 21 genow
zaobserwowano zwigzek wariantu polimorficznego ¢.2865+49T>C (rs2032583) w genie
ABCBI z opornoscig na leczenie GKs. Zalezno$¢ ta nie wystgpita wsrod pacjentow
z WZJG, co moze §wiadczy¢ o réznym podtozu reakcji na leczenie GKs pacjentow z ChL-
CiWZJG.

3. W badanej grupie pacjentéw z WZJG wplyw na odpowiedz na leczenie GKs maja trzy
warianty: ¢.1088G>A (rs56149945) w genie NR3C1, c.241+6A> G (rs2817033) w genie
FKBP)5 oraz ¢.306-7delT (rs61763106) w genie MAPK 4.

4. Analiza panelu 16 genéw: TNFRSF1A, TNFRSFIB, ADAMI17, CASP9, FCGR3A4, LTA,
TNF, FAS, ILIB, IL17A4, IL6, MMPI1, MMP3, SI100A48, S10049 1 SI100412, z uzyciem
bibliotek amplikonowych 1 NGS, pozwolita na wykrycie we wszystkich amplikonach
wariantow polimorficznych w tacznej liczbie 592, co $wiadczy o wysokiej czulosci
opracowanej metodyki, ktéra moze by¢ wydajnym narzedziem do szerokich badan
farmakogenetycznych lekow anty TNF.

5. Polimorfizmy genu GSTPI ¢.313A>G 1 ¢c.341C>T wykazaly wplyw na okotooperacyjne
stezenie o-GST w surowicy i stan integralnosci hepatocytow u pacjentow poddawanych
znieczuleniu sewofluranem.
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6. Analiza genéw CYP2C9, CYP2B6, UGTIA9, SULTIAI, NOOI, ABCBI, ALB, GABRAI
1 ADRA 14 pozwala stwierdzi¢, ze warianty polimorficzne genow CYP2B6 i ABCBI silniej
korelujg z profilem metabolicznym propofolu w poréwnaniu z pozostalymi 7 badanymi
genami 1 moga odgrywac potencjalnie wazng role w wrazliwosci na ten S$rodek
anestetyczny.
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5. Omoéwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych.

W roku 1999 podjetam studia na Wydziale Rolnictwa i Bioinzynierii Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu, na kierunku biotechnologia. Realizacja pracy magisterskiej w
Katedrze Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnoéci pt. ,Zastosowanie zmodyfikowanej
metody hodowli komoérek Caco-2 w badaniach nad adhezjg bakterii probiotycznych” pod
kierunkiem dr hab. Anny Olejnik stanowita pierwsze moje doswiadczenie naukowo-
badawcze. Uzyskane wowczas wyniki badan transportu atrazyny 1 adhezji bakterii
probiotycznych dla zmodyfikowanej hodowli 6-dniowej i tradycyjnej hodowli 21-dniowej
komorek Caco-2 wykazaty, ze zmodyfikowana krotkoterminowa hodowla komorek Caco-2
stanowi alternatywe¢ dla dlugoterminowej hodowli tradycyjnej i jest w petni przydatna w
badaniach nad procesami adhezji 1 transportu. Wyniki zostaly w pdzniejszym czasie
opublikowane w pracy oryginalne;j:

1) Olejnik A, Marecik R, Skrzypczak M, Czaczyk K, Grajek W. Application of rapid
Caco-2 cell culture system in the studies on the bacterial adhesion and transepithelial
transport. Polish Journal of Food And Nutrition Sciences 2008;58 (3):365-371.

Badania wykonane podczas pobytu na stazu naukowym na Uniwersytecie w Lipsku

Bezposrednio po zakonczeniu studiow w 2004 roku jako magister inzynier
biotechnologii uzyskatam stypendium dla absolwentow na siedmiomiesigczny staz
zagraniczny w ramach programu Leonardo da Vinci nr PL/04/A/Plc/174130 pt. ,,Europejska
jakos¢ w genetyce molekularnej”, ktory odbytam w Instytucie Genetyki Cztowieka na
Uniwersytecie w Lipsku. Podczas tego pobytu w porozumieniu z Instytutem Genetyki
Cztowieka PAN w Poznaniu, z ktorego uzyskatam wsparcie merytoryczne i materiat DNA do
badan, poza zdobyciem cennego doswiadczenia zawodowego, zrealizowalam zadanie
badawcze z zakresu genetyki molekularnej pt. ,,Czestos¢ 1 spektrum mutacji w populacji
polskiej z syndromem MAP (MutYH-Associated Polyposis)”. Zadanie badawcze polegato na
okresleniu mutacji w genie MUTYH zaangazowanym w naprawe oksydacyjnych uszkodzen
DNA u pacjentéw z polipowatos$cig rodzinng (ang. familial adenomatous polyposis, FAP), u
ktorych nie wykryto mutacji w genie supresorowym nowotworow APC. Na podstawie
uzyskanych wynikdw wysunigto wnioski: 1) mutacje genu MUTYH w badanej grupie nie
warunkuja wystepowania choroby FAP, ale nie mozna wykluczy¢, ze moga modyfikowac
fenotyp; 2) kryteria stosowane w Polsce w procesie kwalifikacji FAP sa bardziej
rygorystyczne niz stosowane w innych krajach.

Pod koniec stazu w Niemczech pojawita si¢ mozliwos¢ kontynuacji pobytu w
Instytucie Genetyki Cztowieka na Uniwersytecie w Lipsku 1 pehlienia funkcji gtownego
wykonawcy  projektu  pt.  “Evaluierung der DHPLC als  Verfahren  zur
Fragmentgrofienbestimmung bei Erkrankungen mit Trinukleotid Repeat-Verlingerung und
zur  Analyse  hochpolymorpher  Mikrosatellitenmarker  fiir — die  Allelotypisierung”
finansowanego przez Max-Buchner Forschungsstiftung (grant nr 2498, kierownik Prof.
Ursula Froster). Podczas realizacji projektu, w styczniu 2006 roku, rozpoczetam studia
doktoranckie na Fakultecie Medycznym Uniwersytetu w Lipsku. Promotorem zostala pani
prof. dr hab. Ursula Froster, 6wczesny dyrektor Instytutu Genetyki Czlowieka Uniwersytetu
w Lipsku. Temat pracy doktorskiej ,,Evaluierung der HPLC und Long PCR als Verfahren zur
Fragmentgroflenbestimmung bei Erkrankungen mit Trinukleotid-Repeat-Verlingerung”
stanowit kontynuacje projektu finansowanego przez Max-Buchner Forschungsstiftung.
Badania miaty na celu opracowanie i ocene (walidacje) nowych metod oznaczania dtugosci
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fragmentéw DNA w chorobach neurodegeneracyjnych wywotanych mutacja dynamiczna,
ktore w zaleznosci od dlugosci powtorzen trinukleotydowych dzieli sie na dwie grupy:
a) z powtorzeniami CAG mogacymi osiaggna¢ ekspansje do 100, jak rdzeniowo-opuszkowy
zanik mig$ni (SBMA), ataksja rdzeniowo-mozdzkowa (SCA) typu 1, 2, 3, 6, 17 i choroba
Huntingtona (HD) i b) z pozostatymi powtoérzeniami, np. CTG w dystrofii miotonicznej typu
1 (DM1), ktére moga osiagna¢ liczbe kilku tysigcy. Roznorodna liczba powtorzen CAG
1 CTG, stawia szczegdlne wymagania molekularno-genetycznym metodom detekcji, ktore
woOwczas nie byly zautomatyzowane. W pracy doktorskiej wykazatam, ze nowe metody sa
czule 1 dostarczajg precyzyjnych wynikow w porownaniu do klasycznych technik.
Osiagniecie w szczegdlnosci dotyczyto CTG z ponad 1000 powtdrzeniami, ktérych analiza
zostala z powodzeniem przeprowadzona za pomocg znakowania fluorescencyjnego
wypierajac znakowanie radioaktywne. Ponadto, opracowalam metodyke syntezy sondy
digoksygeninowej. Wykazano, ze analiz¢ Southern blot mozna catkowicie zastgpié
alternatywnymi technikami, takimi jak ilo$ciowa fluorescencyjna reakcja tancuchowa
polimerazy (ang. quantitative fluorescent polymerase chain reaction, QF PCR) potaczona
z reakcja typu long PCR. We wszystkich probkach DNA z diagnozag DM1 nowa technika data
taki sam wynik, jak Southern blot.

Kroétsze sekwencje powtdrzen CAG (do 100 powtorzen) moga by¢ z wysoka precyzja
analizowane z uzyciem wysokosprawne] chromatografii cieczowej (HPLC), ktora stanowi
alternatywe¢ do standardowej elektroforezy w Zelu poliakryloamidowym (PAGE). Pomiary
HPLC wykazaly wysoka dokladnos¢ +1 powtorzenie dla prawidlowych alleli 1 £3
powtorzenia dla alleli z ekspansja w okreslaniu mutacji dynamicznych w SBMA, SCAI,
SCA2, SCA6, SCA17 i HD w poréwnaniu ze standardowymi metodami. Zmierzone roéznice
sa zgodne z zaleceniami standardow technicznych i wytycznych amerykanskiej organizacji
(American College of Medical Genetics, ACMG) oraz wytycznymi europejskiej organizacji
ds. jakosci w genetyce molekularnej (European Molecular Genetics Quality Network,
EMQN).

Jednym z istotnych wynikéw bylo innowacyjne zastosowanie metody HPLC
1 opracowanie metodyki do okreslania dlugosci fragmentow trinukleotydowych w chorobie
Huntingtona, co ma znaczenie w diagnostyce choroby i rokowaniu jej przebiegu. Metodyka
umozliwiata detekcje powyzej 50 powtorzen CTG z wysoka doktadnoscia w stosunku do
analizy dlugosci fragmentéw z uzyciem rozdzialu elektroforetycznego na sekwenatorze
plytowym lub kapilarnym. Osiggni¢ciem tym zainteresowala si¢ firma Euro-Gene GmbH,
bedaca w konsorcjum z Instytutem Genetyki Czlowieka Uniwersytetu w Lipsku.
Przedsigbiorstwo EuroGene GmbH zostalo inwestorem zgloszenia patentowego
DE20071057340, pt. “Detecting mutations involving trinucleotide repeat sequences in
genomic DNA comprises amplifying a section of the DNA and analyzing the product by
denaturing HPLC” w Europejskim Urzedzie Patentowym, w ktorym widniej¢ jak wynalazca.
Prowadzac badania w Niemczech nawigzatam wspotprace z Zakladem Genetyki Instytutu
Psychiatrii i Neurologii w Warszawie (dr Anna Pigtkowska-Sutek), dzigki ktorej wzbogacona
zostala grupa badana o probki DNA z duzymi ekspansjami trinukleotydow w SBMA, SCAI,
SCA3 i DM1.

W trakcie trwania studiow doktoranckich w 2006 roku zostalam laureatkag dwoch
stypendiow dla doktorantow: 1) Niemieckiej Centrali Wymiany Akademickiej (niem.
Deutscher Akademischer Austauschdienst, DAAD) 1 2) Katolickiej Centrali Wymiany
Akademickiej (niem. Katholische Akademische Ausldnder-Dienst, KAAD). Wymogi
pozwalaty na korzystanie z jednego stypendium, stad przez 18 miesigcy pobieratam
finansowanie z organizacji KAAD, co widoczne jest w powyzej opisanych pracach
w podzigkowaniach.
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Z okresu pobytu w Niemczech powstaly jeszcze inne prace, ktore ukazaly si¢ po
doktoracie i powrocie do Polski. W latach 2007 1 2008 petnigc funkcje kierownika Pracowni
Genetyki Molekularnej Instytutu Genetyki Czlowieka na Uniwersytecie w Lipsku
prowadzitam m.in. diagnostyke molekularng dla zespotu Brooke'a-Spieglera, podczas ktorej
wykryliSmy nieopisang wcze$niej mutacj¢ przesunigcia ramki odczytu prowadzaca do
przedwczesnego kodonu stop w genie CYLD i skrdcenia biatka u pacjentki afrykanskiego
pochodzenia ze zto§liwymi rozrostami nowotworowymi skory twarzy. Moja rola polegata na
interpretacji i opisie wyniku molekularno-genetycznego. Ten ciekawy przypadek zostat
opisany w formie krotkiego raportu we wspotpracy z zespotem z Portugali.

Uczestniczylam réwniez w badaniach podloza genetycznego raka piersi
finansowanych przez niemiecka organizacje wspierajaca walke z rakiem Deutsche Krebshilfe,
ktére dotyczyty analizy genu CHEK? - kinazy zaangazowanej w napraw¢ DNA. W ramach
tych badan zostata opracowana metodyka do analizy najczgstszych wariantow c¢.1100delC,
p.lle157Thr i ¢.444+1G>A (IVS2+1G>A). Oznaczenia na 251 probkach niemieckich kobiet z
Saksonii, Turyngii 1 Saksonii-Anhalt z rakiem piersi i zdrowych wykazaly, ze czestosci
badanych loci genu CHEK?2 odbiegaja od danych dla Niemiec, a sg zblizone z czgsto§ciami
dla Polski, co moze wynika¢ ze wzgledéw historycznych 1 obecnos$ci na terenach tych trzech
krajow zwigzkowych ludnosci pochodzenia stowianskiego. Mo wklad polegal na
opracowaniu metodyki do detekcji wyzej] wymienionych zmian z uzyciem DHPLC,
wspotudziale w pisaniu manuskryptu i nawigzaniu wspotpracy z Zaktadem Genetyki i
Patomorfologii Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego, ktéry udostepnil materiat
referencyjny od oséb z mutacjami.

Dorobek publikacyjny z pobytu na stazu obejmuje:

1) Skrzypczak M, Podralska M, Heinritz W, Froster UG, Lipinski D, Stomski R,
Plawski A, MYH Gene Status in Polish FAP Patients without APC Gene Mutations.
Hered Cancer Clin Pract. 2006 Jan 15;4(1):43-7. doi: 10.1186/1897-4287-4-1-43.

2) Skrzypcezak M, Heinritz W, Froster UG. Bedeutung von Mutationen im MYH-Gen bei
Familidrer Adenomatoser Polyposis coli (FAP). Mitteilungsblatt der Sdchsischen
Krebsgesellschaft e.V. 2006;1:16-20.

3) Froster UG, Skrzypczak M. Das Fragile-X-Syndrom. Pddiatrische Praxis
2007;70:481-490.

4) Skrzypczak M, Kobelt A, Froster UG. Molekulargenetische Diagnostik der Myotonen
Dystrophie Typl. Fluoreszenz contra radioaktiv markierte Southern Blot Analyse.
BIOSpektrum 2009;1(15): 44-46.

5) Skrzypczak-Zielinska M, Sulek-Piatkowska A, Mierzejewski M, Froster UG. New
analysis method of myotonic dystrophy 1 based on quantitative fluorescent
polymerase chain reaction. Genet Test Mol Biomarkers. 2009 Oct;13(5):651-5.

6) Skrzypczak M, Heinritz W, Schulz AM, Mierzejewski M, Froster UG. Evaluation of
[P-RP-HPLC for length determination of the trinucleotide repeat fragments in
Huntington's disease, J Chromatogr Sci, 2010 Jan;48(1):55-8.

7) Amaro C, Freitas I, Lamardao P, Afonso A, Skrzypczak M, Heinritz W. Multiple
trichoepitheliomas--a novel mutation in the CYLD gene. J Eur Acad Dermatol
Venereol. 2010 Jul;24(7):844-6

8) Scharrer U, Skrzypczak-Zielinska M, Wituszynska W, Mierzejewski M, Krause K,
Cybulski C, Froster UG. A simple method of investigating mutations in CHEK?2 by
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DHPLC: a study of the German populations of Saxony, Saxony-Anhalt, and
Thuringia. Cancer Genet Cytogenet. 2010 May;199(1):48-52.

9) Skrzypczak M, EuroGene GmbH. Zgloszenie patentowe, numer DE20071057340, pt.
Detecting mutations involving trinucleotide repeat sequences in genomic DNA
comprises amplifying a section of the DNA and analyzing the product by denaturaing
HPLC. Europejski Urzad Patentowy 2007.

Od zakonczenia doktoratu do chwili obecnej prowadze¢ dziatalno$¢ naukowa w Polsce
w Instytucie Genetyki Czlowieka PAN w Poznaniu w Zespole Funkcji Kwasow
Nukleinowych. Po uzyskaniu stopnia doktora podejmowane przeze mnie kierunki badan
molekularno-genetycznych 1 powstate publikacje spoza osiggnigcia habilitacyjnego mozna
pogrupowac w 4 obszary.

Badania z zakresu zmiennosci genetycznej blizniat

Zostalam wlaczona do wczesniej prowadzonych przez zespot prof. dr hab. Ryszarda
Stomskiego we wspolpracy z Zaktadem Anatomii Akademii Wychowania Fizycznego
w Poznaniu (AWF) (dr hab. Malgorzata Waszak, prof. AWF dr hab. Krystyna Cieslik) badan
analizy zmienno$ci genetycznej bliznigt, w ktorych analizowalam polimorfizm sekwencji
mikrosatelitarnych DNA, heteroplazmi¢ mitochondrialnego DNA oraz wystepowanie
chimeryzmu komorek krwi obwodowej u bliznigt. W latach 2010-2014 badania te uzyskaty
finansowanie jako projekt badawczy nr NN 303457238 pt. ,,Okre$lenie stopnia determinacji
genetycznej w auksologicznych badaniach prenatalnych — analiza zmienno$ci genetycznej
bliznigt”, w ktérym bylam wykonawca, a kierownikiem byta prof. AWF dr hab. Krystyna
Cieslik. W Polsce nie bylo wczesniej prowadzonych tak szerokich badan zygotycznos$ci
1 zmienno$ci genetycznej blizniat, w celu ustalenia proporcji migdzy zmiennoscia genetyczna,
a srodowiskowg oraz okreslenia wzglednego udziatu zmiennosci genetycznej w zmiennosci
fenotypowej cechy przy pomocy wspdtczynnikéw odziedziczalnosci. Badaniami
antropologicznymi 1 molekularnymi objetych zostato 890 par bliznigt pochodzacych z Kliniki
Perinatologii i Ginekologii Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Materiatem wyjSciowym
do badan molekularnych byta krew pepowinowa badanych bliznigt. W Instytucie Genetyki
Czlowieka PAN przeprowadzona zostala izolacja materialu DNA i profile genetyczne
w obrebie tacznie 21 loci zlokalizowanych na réznych chromosomach. W celu okreslenia
stopnia heteroplazmii wykonywaliS§my rowniez analizy poroéwnawcze sekwencji petli D
mitochondrialnego DNA u badanych bliznigt populacji polskie;.

Korelacja wynikow badan molekularnych z monitorowaniem bliznigt dostarcza
wnioskow, ktore pozwalaja na wczesne wykrywanie zaburzen rozwojowych wystepujacych
w cigzach wieloptodowych. Przy okazji przeprowadzania analizy, majacych na celu
rozstrzygnigcie zygotycznosci bliznigt, wykazane zostalo wystepowanie chimeryzmu
komorek krwi na skutek przenikania komorek matki do ptodu. Jest to wazna obserwacja, gdyz
mikrochimeryzm moze wptywac¢ na stan zdrowia, przebieg chordb i ma wazny charakter
poznawczy, np. w przypadku terapii choréb immunologicznych. Nasze obserwacje
potwierdzaja, ze liczba blon kosmowkowych w cigzy blizniaczej réznicuje rozwoj ptodow
1 jednokosmowkowo$¢ mozna uznaé za istotny czynnik zagrozenia rozwoju plodu. Trafne
rozpoznanie ryzyka wystapienia powiktan moze wptynaé¢ na zdrowie dziecka i matki. W celu
zabiegdw profilaktycznych 1 wlasciwej opieki w medycynie perinatalnej jest potrzeba
precyzyjnej oceny tego ryzyka, czemu shuzyly przeprowadzone analizy zmiennosci
genetyczne;j.

Dorobek publikacyjny z analizy zmiennosci genetycznej blizniat:
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1) Waszak M, Cieslik K, Kempiak J, Stomski R, Szalata M, Wielgus K, Skrzypczak-
Zielinska M, Breborowicz G. Monochorionicity in twin pregnancy as a possible
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2) Waszak M, Cieslik K, Breborowicz G, Kempiak J, Jasinski P, Stomski R, Wielgus K,
Szalata M, Skrzypczak-Zielinska M. The impact of factors limiting maternal-fetal

blond exchange on fetal development in twin pregnancy. Archives of Perinatal
Medicine, 2012;18(3):142-147.

3) Waszak M, Cieslik K, Gadzinowski J, Breborowicz G, Kempiak J, Szalata M, Wielgus
K, Skrzypczak- Zielinska M, Stomski R. A health burden risk in newborns from
bigeminal pregnancies conceived in vitro. Archives of Perinatal Medicine 2013;19(2),
107-112.

4) Waszak M, Cieslik K, Wielgus K, Stomski R, Szalata M, Skrzypczak-Zielinska M,
Kempiak J, Breborowicz G. Microchimerism in twins. Arch Med Sci. 2013 Dec
30;9(6):1102-6.

5) Waszak M, Cieslik K, Skrzypczak-Zielinska M, Szalata M, Wielgus K, Kempiak J,
Breborowicz G, Stomski R. Heritability estimates for somatic traits determined
perinatally with the twin metod. Homo. 2015 Aug;66(4):332-42.

6) Waszak M, Cieslik K, Skrzypczak-Zielinska M, Szalata M, Wielgus K, Kempiak J,
Breborowicz G, Stomski R. Ecosensitivity and genetic polymorphism of somatic traits
in the perinatal development of twins. Homo. 2016 Apr;67(2):138-49.

7) Waszak M, Cieslik K, Skrzypczak-Zielinska M, Szalata M, Wielgus K, Zakerska-
Banaszak O, Brgborowicz G, Stomski R. Effects of Intrauterine Environment on the

Magnitude of Differences Within the Pairs of Monozygotic and Dizygotic Twins.
Twin Res Hum Genet. 2017 Feb;20(1):72-83.

8) Nawrocki M, Wielgus K, Szalata M, Skrzypczak-Zielinska M, Gawronska B,
Waszak M, Cieslik K, Brgborowicz G, Seremak-Mrozikiewicz A, Stomski R. Badania
DNA u bliznigt, W: Analiza DNA - praktyka, Red, R, Stomski, Wydawnictwo
Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu, Poznan, 181-216, 2014 ISBN 978-83-
7160-793-9.

OkreSlenie polimorfizméw genéw warunkujacych reakcje na Srodki anestetyczne
u pacjentow w znieczuleniu ogélnym

Drugi obszar badan, dotyczacy analizy polimorfizméw gendéw powiazanych z reakcja
na $rodki anestetyczne u pacjentow w znieczuleniu ogdlnym, byt zwigzany z rozwijajacymi
si¢ po doktoracie moimi zainteresowaniami farmakogenetyka i wynikat z nawigzania
wspolpracy z dr hab. Adamem Mikstackim oraz dr n. med. Barbarg Tamowicz z Oddziatu
Anestezjologii i Intensywnej Terapii Szpitala Wojewoddzkiego w Poznaniu. Wspoélpraca ta
zostala ugruntowana i nabyla mozliwosci prowadzenia cze$ci eksperymentalnej poprzez
uzyskanie finansowania z MNiSW na projekt N N401 037838, pt. ,,Analiza polimorfizmow
gendw warunkujacych reakcje na $rodki anestetyczne u pacjentow w znieczuleniu ogolnym
oraz reakcj¢ na $rodki przeciwbolowe w okresie pooperacyjnym”, realizowany w latach 2010-
2014 pod kierunkiem dr hab. Adama Mikstackiego. Po zapoznaniu z literaturg dokonalismy
zarysowania problematyki, podsumowania wiedzy i opisu potencjalnych kierunkoéw badan w
dwoéch pracach pogladowych: 1) dotyczacej znaczenia zmian genetycznych w dziataniu
powszechnie stosowanych anestetykow (sewofluranu i propofolu) oraz 2) oceny wpltywu
polimorfizmu genetycznego gendéw CYP2EI (cytochrom P450, rodzina 2, podrodzina El,
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podrodzina E1), GSTAI (S-transferaza glutationowa klasy alfa), GSTPI (S-transferaza
glutationowa klasy pi) i znieczulenia sewofluranem na stan hepatocytow. W drugim etapie
dziatan, podczas gromadzenia danych klinicznych 1 probek od pacjentéw przeprowadziliSmy
badania populacyjne dla Polski w zakresie loci genu UGTIAY kodujacego enzym UDP-
glukuronylotransferazlukuronylotransferaze 1-9 (UGTI1-9) o najwigckszym udziale
w metabolizmie dozylnego $rodka anestetycznego - propofolu oraz genow GSTAI i GSTPI
kodujacych enzymy o-GST i n-GST, opisywanych jako czulsze markery uszkodzenia
komorek watroby w stosunku do wykorzystywanych standardowo w diagnostyce
aminotransferaz: alaninowej 1 asparaginianowej (ALAT 1 AspAT). Wilasciwosci te
planowali$my wykorzysta¢ w dalszych badaniach do monitorowania pacjentow i wystapienia
dziatan niepozadanych po znieczuleniu wziewnym anestetykiem - sewofluranem.

Badania 308 o0sob z populacji polskiej dla najczesciej opisywanych wariantdéw genu
UGTIA9: UGTIA9*3 (p.Met33Thr, c.98T>C), UGTIA9*4 (p.Tyr242X, c¢.726T>QG),
UGTIA9*5 (p.Asp256Asn, c.766G>A) genu UGTIA9 z uzyciem pirosekwencjonowania
wykazaty, ze allel UGTI1A9*3 wystapit z czgstoscig 1,6%, wskazujac na potencjalny udziat w
warunkowaniu  mig¢dzyosobniczych zmian profilu farmakokinetycznego substancji
egzogennych jak propofolu. Jednakze nie zaobserwowano w badanej grupie pozostatych
zmian UGTIA9*4 1 UGTIA9*5. Natomiast na podstawie sekwencjonowania czgsci
promotorowej i kodujacej genu GSTAI dla 160 losowo wybranych 0s6b populacji polskiej
zidentyfikowali$my 8 polimorfizméw: -52G>A (rs3957356), -69C>T (1s3957357), -513A>G
(rs11964968), -567T>G (rs4715332), -631G>T (rs4715333), 1066A>T (rs3756983),
-1142G>C  (rs58912740) 1 -1245G>A  (rs143523660). Substytucje -52G>A, -69C>T
1-567T>G stanowig 2 podstawowe allele GSTAT1*A (-52G, -69C, -567T) 1 GSTA1*B (-52A,
-69T, -567G), ktore wystepowaly w naszej grupie populacyjnej z czestoscig 43,1%. Ponadto
zaobserwowalisSmy, ze 4 zmiany w pozycjach: -52, -69, -567 i -631 par zasad, byty w silnej
nierownowadze sprzezen tworzac jeden haploblok oraz 2 zmiany: -A1066T i - G1245A,
tworzg drugi haploblok. W przypadku genu GSTAPI czgstosci alleli GSTP1*4, *B 1 *C
w populacji polskiej sa zgodne z danymi z innych badaniach przeprowadzonych dla rasy
kaukaskiej. W trzecim etapie badan prowadzilismy analizy molekularne dla
scharakteryzowanej klinicznie grupy 85 pacjentéw poddanych znieczuleniu ogélnemu
propofolem oraz 86 pacjentdéw poddanych znieczuleniu ogdlnemu sewofluranem podczas
zabiegow laryngologicznych. Pacjenci posiadali grupy I-II wedlug skali ASA, nie mieli
powaznych schorzen i byli monitorowani w kierunku wystapienia dziatan niepozadanych po
znieczuleniu. Analizy korelacji wykazaly, ze polimorfizm c¢.516G>T genu CYP2B6
warunkuje tempo metabolizmu propofolu i zmiany w tym genie mogg odgrywac istotng
w role w optymalizacji znieczulenia propofolem.

Dorobek publikacyjny z analizy polimorfizméw gendw warunkujacych reakcje na $rodki
anestetyczne u pacjentdéw w znieczuleniu ogdlnym:
1) Mikstacki A, Skrzypczak-Zielinska M, Tamowicz B, Zakerska-Banaszak O, Szalata
M, Slomski R. The impact of genetic factors on response to anaesthetics. Adv Med
Sci. 2013;58(1):9-14.

2) Mikstacki A, Zakerska-Banaszak O, Skrzypczak-Zielinska M, Tamowicz B, Szalata
M, Slomski R. Glutathione S-transferase as a toxicity indicator in general anesthesia:
genetics and biochemical function. J Clin Anesth. 2015 Feb;27(1):73-9.

3) Zakerska O, Skrzypczak-Zielinska M, Mikstacki A, Tamowicz B, Malengowska B,
Szalata M, Slomski R. Genotype and allele frequencies of polymorphic UGT1A9 in
the Polish population. Eur J Drug Metab Pharmacokinet. 2013 Sep;38(3):217-21.
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4) Skrzypczak-Zielinska M, Zakerska-Banaszak O, Tamowicz B, Sobieraj I, Drweska-
Matelska N, Szalata M, Slomski R, Mikstacki A. Polymorphisms and allele
frequencies of glutatione S-transferases Al and P1 genes in the Polish population.
Genet Mol Res. 2015 Mar 31;14(1):2850-9.

5) Mikstacki A, Zakerska-Banaszak O, Skrzypczak-Zielinska M, Tamowicz B,
Prendecki M, Dorszewska J, Molinska-Glura M, Waszak M, Slomski R. The effect of
UGT1A9, CYP2B6 and CYP2C9 genes polymorphism on individual differences in
propofol pharmacokinetics among Polish patients undergoing general anaesthesia. J
Appl Genet. 2017 May;58(2):213-220.

OkreSlenie czynnikéw genetycznych warunkujacych nieswoiste choroby zapalne jelit
(NChZJ) oraz wspolwystepowanie z nimi osteoporozy

Zaburzenia metabolizmu kostnego, ktore prowadza do rozwoju osteoporozy, a w jej
nastepstwie do ztaman kos$ci, stanowig jedno z czgstych powiktan pacjentow z NChZJ. U
blisko 60% kobiet i ok. 22% mezczyzn z NChZJ obserwuje si¢ osteopenie, a u 15-40%
dorostych pacjentow z chorobag Lesniowskiego-Crohn’a wystepuje osteoporoza. W ramach
wieloletniej wspolpracy z pracownikami Katedry i Kliniki Gastroenterologii, Dietetyki
1 Chorob Wewnetrznych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu jestem zaangazowana
w badania nad udziatem komponenty genetycznej w wystepowaniu tego zjawiska u pacjentow
z NChZJ. Utrzymanie prawidtowej struktury tkanki kostnej jest ztozonym, wieloetapowym
procesem, kontrolowanym przez wiele genow. Nasze zainteresowania skupity si¢ na analizie
gendw zaangazowanych w regulacje szlaku RANKL/RANK/OPG, mianowicie gen
osteprotegeryny (TNFRSF11B) z rodziny receptorow czynnika martwicy nowotworéw (ang.
tumor necrosis factor receptor, TNFR), gen biatka morfogenezy uktadu kostnego BMP2 oraz
gen transformujacego czynnika wzrostu beta 1 (7GFBI). Moja rola w tych badaniach
polegata przede wszystkim na analizie i1 interpretacji wynikow genetycznych.

Grupe badang stanowilo 198 chorych z NChZJ w tym 100 chorych z choroba
Lesniowskiego-Crohn’a (49 kobiet 1 51 mezczyzn) 1 98 chorych z wrzodziejacym zapaleniem
jelita grubego (52 kobiet i 46 m¢zczyzn). Grupe kontrolna sktadala si¢ z 41 zdrowych osob
(20 kobiet 1 21 mezczyzn). U wszystkich badanych przeprowadzono badanie
densytometryczne ko$ci okreslajac gestos¢ mineralng kosci odcinka ledzwiowego kregostupa
(L1-L4), gestos¢ mineralng kosci szyjki kosci udowej (SKU), informacje o wystgpieniu
ztamania lub jego braku, wage, wzrost oraz wiek pacjenta. Analiza wynikéw oznaczen
parametrow klinicznych pozwolita na stwierdzenie nizszych wartosci BMD odcinka L2-L4
kregostupa, L2-L4 T-score, L2-L4 Z-score, BMD szyjki kosci udowej, T-score szyjki kosci
udowej 1 Z-score szyjki kosci udowej u chorych z NChZJ w stosunku do grupy kontrolne;.

Wykazali$my, ze w przypadku wrzodziejacego zapalenia jelita grubego niskie poziomy
osteoprotegeryny moga by¢ zwigzane z osteoporozg, ale nie s3 one skorelowane
z polimorfizmem -223C>T w genie TNFRSFI11B. U pacjentdow z choroba Lesniowskiego-
Crohna obserwowano zwigkszone poziomy liganda receptora aktywujacego jadrowy czynnik
NF-kB (RANKL). Nasze obserwacje potwierdzaja r6zng patogenez¢ ChL-C i wrzodziejacego
zapalenia jelita grubego, jak rowniez rézne podtoza molekularne osteoporozy zwigzane z tymi
dwoma chorobami. Ponadto nie wykryliSmy zwigzku pomiedzy ztamaniami
niskoenergetycznymi a polimorfizmami 7GFBI u pacjentow z chorobg Les$niowskiego-
Crohna i wrzodziejacymi zapaleniami jelita grubego. Nie zaobserwowali§my zalezno$ci
mig¢dzy zmiang polimorficzng ¢.29T>C genu TGFBI a gestoscig mineralng kosci w kosciach
gabczastych 1 korowych (odpowiednio L2-L4 i szyjka kosci udowej) lub wystepowaniem
ztaman u pacjentow z nieswoistymi zapaleniami jelit. W przypadku polimorfizmu ¢.570A>T
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genu BMP2 réwniez nie zaobserwowaliSmy statystycznie istotnej zaleznosci gestoscig
mineralng kosci lub czesto$cia wystepowania ztaman u pacjentow z NChZJ. Natomiast
badania polimorfizmu Taql genu VDR wykazywaty, ze pacjenci z genotypem tt posiadajg
znamiennie wyzszg gesto$¢ mineralng szyjki kosci udowej niz homozygoty TT i nosiciele Tt
(p = 0,02). Ponadto genotyp tt genu VDR byl obecny z wigksza czestoscig u pacjentow z
WZJG niz w grupie kontrolnej i u pacjentow z ChL-C (odpowiednio 23% vs 7,7% 1 16,5%).

Dorobek publikacyjny z analizy polimorfizméw genéw warunkujacych NChZJ oraz
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Hryhorowicz S, Szalata M, Hnatyszyn A, Lykowska-Szuber L, Eder P, Gabryel M,
Linke K, Stomski R. Badania DNA w nieswoistych chorobach zapalnych jelit, W:
Analiza DNA - praktyka, Red, R, Stomski, Wydawnictwo Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu, Poznan, 165-180, 2014 ISBN 978-83-7160-793-9.

OkreSlenie czynnikéow genetycznych zaangazowanych w rozwdj nowotwordw jelita
grubego, zoladka i tarczycy

Moje dotychczasowe zainteresowania naukowe dotyczyly roéwniez genetyki nowotworow.
Dotaczytam do badan dotyczacych poszukiwania czynnikéw genetycznych rozwoju raka
zoladka u pacjentow zakazonych bakteria Helicobacter pylori prowadzonych przez prof. dr
hab. Ryszarda Stomskiego we wspolpracy z dr. Andrzejem Hnatyszynem
z Wielospecjalistycznego Szpitala Samodzielnego Publicznego, Zaktadu Opieki Zdrowotnej
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w Nowej Soli. W badaniach prowadzonych na grupie 144 pacjentow z dyspepsja
czynno$ciowyg wykazaliSmy, ze zmiany w genach NOD2/CARDI15 (c.802C>T) i ILIB
(c.315C>T 1 ¢.3954C>T) zwigkszajg podatnos¢ na odpowiedz zapalng btony §luzowej zotadka
u pacjentéw zakazonych Helicobacter pylori i odgrywaja wazng role w rozwoju przewlektego
aktywnego zapalenia zotadka, atrofii, metaplazji jelitowej, dysplazji i jelitowego typu raka
zotadka. WykazaliSmy, ze nasilenie uszkodzenia btony $luzowej zotadka koreluje
z obecno$cig mutacji w btonie $Sluzowej zotadka 1 wieku pacjentow. Moj udziat w pracach
z tego zakresu polegatl na interpretacji wynikow genetycznych. Ponadto uczestniczytam
w badaniach genow CCNDI i CHEK2 w zr6znicowanym raku tarczycy (ang. differentiated
thyroid cancer, DTC) prowadzonych przez dr Martg Kaczmarek-Ry$ we wspotpracy z prof.
dr hab. Katarzyng Ziemnicka z Katedry i Kliniki Endokrynologii, Przemiany Materii i Choréb
Wewnetrznych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. W tych badaniach obejmujacych 602
pacjentow z DTC 1 829 oso6b grupy populacyjnej wykazaliSmy, ze zmiana c.470 T>C
(p.I157T, rs17879961) genu CHEK2 w postaci heterozygoty wystepuje 2 razy czesciej, a
homozygota 13 razy czeSciej wsrdd pacjentow w  stosunku do populacji. Moje
zainteresowania genetyka nowotworow dotycza tez podloza rodzinnej polipowatosci
gruczolakowatej (ang. familial adenomatous polyposis, FAP), co stanowi kontynuacje¢ badan
podjetych podczas stazu absolwenckiego w Niemczech. Z tej tematyki uczestniczylam
réwniez w opracowaniu metodyki szybkiego wykrywania mutacji punktowych i jednoczes$nie
wariantow liczby kopii u pacjentow z FAP z zastosowaniem poréwnawczej
wysokorozdzielczej analizy topnienia (ang. comparative-high resolution melting, C-HRM).

Dorobek publikacyjny z analizy polimorfizméw gendéw warunkujacych rozwdj nowotworow
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7) Borun P, Kubaszewski L, Banasiewicz T, Walkowiak ], Skrzypczak-Zielinska M,
Kaczmarek-Rys M, Plawski A. Comparative-high resolution melting: a novel method of
simultaneous screening for small mutations and copy number variations. Hum Genet.
2014 May;133(5):535-45.

Inne prace

Pozostate prace dotycza m.in. zastosowan metod diagnostyki molekularnej. Przykladem
jest identyfikacja osobnicza czlowieka w medycynie sadowej i kryminalistyce oraz analizie
pokrewienstwa swin. Wspoluczestniczylam w opracowaniach dotyczacych diagnostyki
molekularnej chordb neuromig$niowych, uwarunkowaniami genetycznymi w  leczeniu
luszczyey jak rowniez charaktervstyka molekularng gendw zaangazowanveh w odczuwanie
gorzkiego smaku kapustowatych. W ostatnim czasie moje zainteresowania naukowe
dotyczyly farmakogenetycznego wplywu kannabinoidéw na organizm czlowieka, co
zwigzane jest z realizacja zadania nr 7 pt. ,.Ocena polimorfizmu i1 ekspresji genow
uczestniczacych w metabolizmie kannabinoidéw i odpowiedzi na ich podanie w populacji
polskiej” w projekcie ,,Opracowanie technologii pozyskiwania kannabinoidow z konopi o
niskiej zawartosei THC jako srodkow wspomagajacych leczenie pacjentow onkologicznych™.
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Szezegolowy wykaz opublikowanych prac naukowych wraz z informacja o osiagni¢ciach
dydaktycznych, wspolpracy naukowej i popularyzacji nauki stanowi odrebny zalacznik (nr 5)
do Wniosku o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego.
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