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Promotor: prof. dr hab. Zofia Szweykowska-Kulifiska

Stopien doktora nauk medycznych w dyscyplinie biologia medyczna
Instytut Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu, w roku 2007
Tytul rozprawy doktorskie;j:

»,Mutacje i polimorfizmy w genie GCK i HNF1a u kobiet z cukrzycg ciezarnych”
Promotor: prof. dr hab. n. med. Danuta Januszkiewicz-Lewandowska

Rozprawa doktorska wyrézniona przez Rade Naukowga IGC PAN

III. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

2000-2001 Onkologiczna Poradnia Genetyczna, Osrodek Profilaktyki i Epidemiologii
Nowotwordéw, Poznan
stanowisko: asystent

2002-2007 Instytut Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu
stanowisko: biolog

2008-2017 Instytut Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu
stanowisko: adiunkt

2017-obecnie Instytut Genetyki Cztowieka Polskiej Akademii Nauk w Poznaniu
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W latach 2013-2014 przebywatam na stazu podoktorskim w La Jolla Institute for Allergy
and Immunology, La Jolla, USA

IV. Dorobek naukowy

Jestem autorka 32 prac naukowych w sktad ktérych wchodzi:
* 29 prac oryginalnych, z czego 27 artykutéw posiada Impact Factor
* 2 prace pogladowe (nie posiadajace Impact Factor)

* 1 rozdzial w podreczniku

Dane bibliometryczne (z dnia 19.09.2018):
e sumaryczny Impact Factor (wedtug IF czasopisma w roku ukazania sie
publikacji): 68,472
* indeks Hirscha (wg Web of Science): 8
* liczba cytowan (wg Web of Science): 230 (214 bez autocytowan)

W swoim dorobku naukowym posiadam 9 prac, ktérych jestem pierwsza autorka, a
druga - w kolejnych 11. Ponadto jestem autorka 13 komunikatéw naukowych z
konferencji krajowych i zagranicznych. W trakcie swojej pracy naukowej uczestniczytam
lub jestem zaangazowana w realizacje 11 projektow badawczych (w tym 3 jako
kierownik). Szczegoétowy opis wszystkich osiggnie¢ naukowych znajduje sie w
zatgczniku nr 4 (Wykaz opublikowanych prac naukowych oraz informacja o

osiagnieciach dydaktycznych, wspétpracy naukowej i popularyzacji nauki).

V. Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w

zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

Tytutl osiggniecia naukowego:

»,Czynniki genetyczne i epigenetyczne zwigzane z nieswoista odpowiedzig
immunologiczng w cukrzycy typu 1 i autoimmunologicznej chorobie Addisona

(pierwotnej niedoczynnosci kory nadnerczy)”.



Osiggniecie naukowe, ktére przedktadam ubiegajac sie o uzyskanie stopnia doktora
habilitowanego nauk medycznych w dyscyplinie biologia medyczna sktada sie z sze$ciu
oryginalnych artykutéw opublikowanych w recenzowanych czasopismach w latach
2010-2018. Laczna warto$c¢ ich wspoétczynnika Impact Factor (IF) wynosi 17,590 (157
punktéw Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, MNiSW).

1. Zurawek M, Fichna M, Januszkiewicz-Lewandowska D, Gryczynska M, Fichna P,
Nowak J. A coding variant in NLRP1 is associated with autoimmune Addison's disease.
Hum Immunol. 2010;71(5):530-4.

IF 2,872 MNiSW 27

2. Zurawek M, Fichna M, Fichna P, Januszkiewicz D, Nowak ]J. No evidence for
association of the polymorphisms in NLRP1 gene with type 1 diabetes in Poland.
Diabetes Res Clin Pract. 2011;92(3):e49-51.

IF 2,754 MNiSW 20

3. Zurawek M, Fichna M, Januszkiewicz D, Fichna P, Nowak J. Polymorphisms in the
interferon-induced helicase (IFIH1) locus and susceptibility to Addison's disease. Clin
Endocrinol (0xf). 2013;78(2):191-6.

IF 3,353 MNiSW 30

4, Zurawek M, Fichna M, Fichna P, Skowronska B, Dzikiewicz-Krawczyk A,
Januszkiewicz D, Nowak ]. Cumulative effect of IFIH1 variants and increased gene
expression associated with type 1 diabetes. Diabetes Res Clin Pract. 2015;107(2):259-
66.

IF 3,045 MNiSW 25

5. Zurawek M, Fichna M, Kazimierska M, Fichna P, Dzikiewicz-Krawczyk A, Przybylski
G, Ruchala M, Nowak J. MAVS is not a Likely Susceptibility Locus for Addison's Disease
and Type 1 Diabetes. Arch Immunol Ther Exp (Warsz). 2017;65(3):271-274.

IF 3,018 MNiSW 25



6. Zurawek M, Dzikiewicz-Krawczyk A, Izykowska K, Ziétkowska-Suchanek I,
Skowronska B, Czainiska M, Podralska M, Fichna P, Przybylski G, Fichna M, Nowak ]. miR-
487a-3p upregulated in type 1 diabetes targets CTLA4 and FOX03. Diabetes Res Clin
Pract. 2018; 142:146-153.

IF 2,548 MNiSW 30

Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z omowieniem

ich ewentualnego wykorzystania.

Przedmiotem moich zainteresowan sa czynniki genetyczne i epigenetyczne zwigzane z
nieswoista odpowiedzia immunologiczng, analizowane w kontek$cie patogenezy
cukrzycy typu 1 oraz pierwotnej niedoczynnosci kory nadnerczy (choroba Addisona,
AD).

Cukrzyca typu 1 (ang. Type 1 Diabetes, T1D) i pierwotna niedoczynno$¢ kory nadnerczy,
zwana rowniez chorobg Addisona (ang. Addison’s disease, AD), to schorzenia
endokrynologiczne, charakteryzujace sie trwatym uzaleznieniem chorego od egzogennej
substytucji hormonalnej. Jej niedobor lub niewystarczajace dawki, w sytuacji stresu,
wysitku fizycznego, urazu moga prowadzi¢ do ostrych zaburzen metabolicznych oraz
bezposredniego zagrozenia zycia.

T1D rozwija sie w wyniku autoagresji, nacieku limfocytow na wyspy trzustkowe, czego
konsekwencjg jest catkowite zniszczenie komorek beta trzustki i postepujacy niedobor
insuliny [1]. Wdrozenie insulinoterapii nie zawsze skutecznie chroni pacjenta przed
pojawieniem sie powiktan makro- i mikroangiopatycznych, ktére mogg prowadzi¢ do
standw Kklinicznych takich, jak: udar mézgu, zawat serca, niewydolno$¢ nerek, czy utrata
wzorku. Odlegte w czasie powiktania T1D s3 jedng z gtéwnych przyczyn zgonédw,
stanowig problem cywilizacyjny oraz obcigzajg budzet [2]. Choroba Addisona w ponad
90% przypadkéw rozwija sie w wyniku autoimmunologicznego zniszczenie kory
nadnerczy przez autoreaktywne komorki jednojadrzaste [3]. Pacjenci wymagaja
regularnej substytucji glikokortykosteroidami i mineralokortykosteroidami, co nie
zawsze doskonale odpowiada aktualnemu zapotrzebowaniu ustroju i w dalszej
perspektywie wiaze sie z krotsza przewidywalng dlugosciag zycia i obnizeniem jego
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jakosci [4]. Notowany w roznych populacjach, systematyczny wzrost zapadalnoSci na
T1D i AD, wymaga lepszego poznania patogenezy tych choréb autoimmunizacyjnych dla
wskazania czynnikow ryzyka i typowania grup zagrozonych rozwojem autoagresji [5].

O rozwoju cukrzycy typu 1 decyduje interakcja czynnikdw Srodowiskowych i
genetycznych, kontrolujacych immunotolerancje [6]. Najsilniejsza znang asocjacjg z T1D
pozostaja  haplotypy gtownego wuktadu zgodnosSci tkankowej (ang. Major
Histocompatibility = Complex, MHC) DR3-DQA1*0501-DQB1*0201 (DR3), DR4-
DQA1*0301-DQB1*0302 (DR4) i DQB1*0302 (DQ8) [7]. Obecnos¢ uktadu DR3/DR4-DQ8
zwigzana jest 30-50% ryzykiem rozwoju T1D [8]. Badania asocjacyjne wskazaty rowniez
silny zwigzek gendéw, takich jak INS, PTPN22, CTLA4, z rozwojem cukrzycy typu 1, z
ktorych wiekszo$¢ zaangazowana jest w odpowiedZ immunologiczng [9-12]. Wsrod
czynnikéw Srodowiskowych, zwigzanych z wystgpieniem choroby, wskazuje sie infekcje
wirusowe (gtéwnie enetrowirusowe), o czym moze $wiadczy¢ m. in. fakt sezonowosci
zachorowan w krajach o klimacie umiarkowanym oraz wysoki stopien zachorowalnosci
na T1D u blizniat jednojajowych posiadajacych przeciwciata przeciwko wirusom oraz
wykrywalne wirusowe RNA w surowicy [13]. Stad zainteresowanie badaczy rola
nieswoistej odpowiedzi immunologicznej w rozwoju T1D.

Mechanizmy zwigzane z patogeneza autoimmunizacyjnej choroby Addisona pozostajg w
duzej mierze nieznane. Uwaza sie, iz interakcja czynnikéw genetycznych i
niezdefiniowanych czynnikéw srodowiskowych prowadzi do rozwoju AD. Ze wzgledu na
niska czesto$¢ wystepowania AD (60-140/milion) prowadzenie badan asocjacyjnych
typu GWAS (ang. Genome-Wide Association Study), opartych o analizy duzych grup
chorych jest trudne [14]. Dotychczas jako istotny genetyczny czynnik ryzyka wskazano
haplotypy gtéwnego uktadu MHC DRB1*03-DQA1*0501-DQB1*0201 (DR3/DQ2) oraz
DRB1*0404-DQA1*0301-DQB1*0302 (DR4.4/DQ8) [15]. Wykazano roéwniez silng
asocjacje wariantow genow odpowiedzi immunologicznej CTLA4, PTPN2Z2 oraz genu
metabolizmu witaminy D3- CYP27B1 z rozwojem AD [16-20]. W przeciwienstwie do
cukrzycy typu 1, niewiele jest badan dotyczacych roli wirus6w jako czynnikow
spustowych rozwoju choroby Addisona. Wykazano, iz terapia przewlektego wirusowego
zapalenia watroby interferonem alfa, moze prowadzi¢ do pojawienia sie specyficznych
dla AD przeciwciat przeciw 21-hydroksylazie (21-OH), enzymowi biorgcemu udziat w

sterydogenezie nadnerczowej [21]. Dodatkowo zaobserwowano, iz interferon I i III,



uwalniane podczas infekcji wirusowych, dziatajg cytotoksycznie na komorki kory
nadnerczy, nasilajg wydzielanie prozapalnych cytokin i ekspresje czasteczek MHC klasy I
oraz 21-OH [22].

Podsumowujgc, w odniesieniu do cukrzycy typu 1 i autoimmunologicznej choroby
Addisona, istotne znaczenie ma wskazanie czynnikéw ryzyka, co w przysztosci mogtoby
sie przyczyni¢ do monitorowania oséb zagrozonych rozwojem autoimmunizacji,
wykrycia schorzenia w fazie bezobjawowej i wprowadzenia Srodkéw zapobiegawczych.
Ponadto, ocena funkcjonalna czynnikéw ryzyka przyczyni sie do lepszego zrozumienia

etiopatogenezy chordéb autoimmunologicznych oraz opracowania celowanych terapii.

Gtowne cele podjetych badan:

* Analiza asocjacyjna wariantow polimorficznych genéw nieswoistej odpowiedzi

immunologicznej dla oceny ryzyka rozwoju T1D i AD

* Ocena korelacji ekspresji genu IFIH1 szlaku sygnatowego interferonu typu I z

rozwojem autoimmunizacji

* Globalna analiza ekspresji krétkich niekodujagcych RNA (miRNA) dla identyfikacji
biomarkeréw T1D oraz ocena funkcjonalna dysregulowanych miRNA w aspekcie

nieswoistej odpowiedzi immunologiczne;.

Powyzsze problemy badawcze zostaty podjete przeze mnie w serii sze$ciu oryginalnych
prac, ktore zglaszam tacznie jako osiggniecie naukowe, stanowigce podstawe do
ubiegania sie o stopien doktora habilitowanego.

Jednym z istotnych genéw nieswoistej odpowiedzi immunologicznej jest NLRP1 (ang.
NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 1), ktéry koduje cytoplazmatyczny
receptor odpowiedzialny za rozpoznawanie liposacharydéw $cian komérkowych
bakterii. Biatko NLRP1 poprzez interakcje z kaspaza 1 i 5, tworzy prozapalny kompleks
biatkowy (ang. inflammasome) i aktywuje wydzielanie cytokin: IL1f3, IL18 oraz IL33
[23]. Wysoka ekspresje genu NLRP1 w limfocytach T oraz komoérkach Langerhansa,
dodatkowo sugeruje jego udziat w reakcji immunologicznej [24]. Badania asocjacyjne
przeprowadzone w grupie pacjentdéw z bielactwem, wykazaty silny zwigzek wariantéw

polimorficznych genu NLRP1 z rozwojem autoimmunizacji [25].



Ze wzgledu na 6wczesny brak innych doniesien wskazujacych NLRP1 jako czynnik
ryzyka chorob autoimmunologicznych, zainteresowaliSmy sie t3 tematyka. Celem
projektu byta ocena zwigzku wariantow polimorficznych genu NLRPI1 z rozwojem
pierwotnej niedoczynnosci kory nadnerczy. Obserwacje z tego badania zawarliSmy w
artykule zatytutowanym ,, A coding variant in NLRP1 is associated with autoimmune
Addison's disease.”, ktory zostat opublikowany w Human Immunology
2010;71(5):530-4. PrzeprowadziliSmy genotypowanie szeSciu SNP (ang. Single
Nucleotide Polymorphism) rs6502867, rs12150220, rs2670660, rs878329, rs8182352 i
rs4790797, zlokalizowanych w sekwencji promotorowej, eksonie 3 oraz regionie 3°
genu NLRP1. Badaniem objeto grupe 101 chorych z AD oraz 254 zdrowych dawcow.
Przeprowadzona analiza wykazata istotng asocjacje niesynonimicznej substytucji L155H
(rs12150220 T/A) z wystepowaniem choroby Addisona. Nastepnie zweryfikowaliSmy,
czy polimorfizm L155H jest zwigzany z rozwojem izolowanej postaci AD lub
reprezentujacej autoimmunologiczny zesp6t wielogruczotowy (ang. Autoimmune
Polyglandular Syndrome, APS), ktory rozwineto 79% badanych pacjentéw (APS typu 2 i
4). Allel ryzyka (A) wariantu rs12150220 obserwowany byt znamiennie statystycznie
czeSciej u chorych z APS w poroéwnaniu z grupa kontrolng. Natomiast nie
obserwowali$my istotnych réznic w czestosci alleli rs12150220 u chorych z izolowang
postacig choroby Addisona. Zatem, wyniki naszych badan wskazuja gen NLRP1 jako
czynnik ryzyka autoagresji wielonarzadowej, co pozostaje w zgodzie z obserwacjg w
populacji chorych z bielactwem [25]. W przypadku pozostatych analizowanych SNP nie
obserwowali$my roéznic znamiennych statystycznie w czestoSci alleli i genotypow
pomiedzy grupg chorych i zdrowych dawcéw. Dodatkowo przeprowadziliSmy analize tta
haplotypowego polimorfizméw NLRP1. Haplotyp posiadajacy allel ryzyka rs12150220
obserwowany byl czeSciej w grupie pacjentéw z AD w poréwnaniu ze zdrowymi
dawcami (11% vs. 1,7%).

Krétko przed zakonczeniem realizacji projektu ukazata sie praca, wskazujaca L155H
jako czynnik ryzyka rozwoju choroby Addisona i cukrzycy typu 1 w populacji norweskiej
[26]. Interesujgce, Magitta i wsp. zaobserwowali asocjacje allelu T z wystepowaniem
autoimmunizacji. Natomiast wyniki naszych badan oraz Jin i wsp. wskazaty allel A
rs12150220 jako czynnik ryzyka. Dodatkowo, poréwnanie populacji polskich i

norweskich pacjentow z AD wykazato réznice znamienne statystycznie w rozkladzie



genotypéw wariantu rs12150220. Nie obserwowaliSmy roéznic pomiedzy grupami
kontrolnymi. To opisywane w literaturze zjawisko odwrdoconej asocjacji obserwowane
w jednorodnych etnicznie populacjach, mozna wyttumaczy¢ tzw. fenomenem , flip-flop”
[27]. Uwaza sie, iz rozne zmiany molekularne moga wigzac sie z tym samym fenotypem,
co jest konsekwencjg interakcji genow i sieci wzajemnych oddziatywan. Podsumowujac,
wyniki naszych badan wykazaty silny zwigzek wariantu L155H z rozwojem AD i
jednocze$nie miaty istotny wktad dla wskazania polimorfizmu genu NLRPI jako
czynnika ryzyka autoimmunizacji, o czym moze $wiadczy¢ liczba cytowan naszej pracy
(ponad 50, wg Web of Science) w publikacjach dotyczacych etiopatogenezy innych
schorzen autoimmunologicznych.

Badania asocjacyjne w grupie norweskich pacjentéw z cukrzyca typu 1 sktonity nas do
przeprowadzenia podobnej analizy u polskich chorych z T1D. OkresliliSmy czesto$¢
wystepowania szeSciu wariantow polimorficznych genu NLRP1 (rs6502867,
rs12150220, rs2670660, rs878329, rs8182352, rs4790797) w grupie 221
pediatrycznych pacjentow z cukrzyca typu 1 i 254 zdrowych dawcow. Uzyskane wyniki
zostaty opisane w pracy pt. ,No evidence for association of the polymorphisms in
NLRP1 gene with type 1 diabetes in Poland” opublikowanej w Diabetes Research
and Clinical Practice 2011;92(3):e49-51. Nie zaobserwowaliSmy réznic znamiennych
statystycznie w rozktadzie alleli i genotypow badanych polimorfizméw pomiedzy grupa
chorych i zdrowych dawcow. Réwniez analiza tta haplotypowego wariantow
polimorficznych nie wykazata asocjacji haplotypéw wariantéw genu NLRP1 z
wystepowaniem T1D. Jedynie haplotyp zawierajacy rzadsze allele (ang. minor allele)
SNP rs12150220, rs878329 i rs8182352 obserwowany byt u 2,5% chorych z T1D, a nie
wystepowat w grupie kontrolnej. Wyniki naszych badan wskazujg, iz NLRPI nie jest
genem ryzyka rozwoju T1D. Sktaniamy sie w strone hipotezy, iz warianty NLRPI
zwigzane s3 z autoimmunologiczng wielonarzgdowg endokrynopatia.

Wiadomo, iZ rozw6j choréb autoimmunologicznych jest wynikiem ztoZzonych interakcji
czynnikéw genetycznych i srodowiskowych. Niepodwazalna jest rola enterowiruséow
(wirusy Coxsackie A i B, ECHO wirusy) jako elementow spustowych cukrzycy typu 1, co
moze by¢ zwigzane ze zjawiskiem mimikry molekularnej, zakazeniami utajonymi lub
odpowiedzig immunologiczng poprzez tzw. ,efekt widza” (ang. bystander effect)[28].

Przypuszcza sie, iz aktywacja autoagresji z udzialem wiruséw nastepuje bezposrednio



poprzez tropizm do komdrek beta wysp trzustkowych, ktore uszkodzone, uwalniajg
kolejne autoantygeny, lub posrednio, przez stymulacje interferonu typu I (IFN I) [29,
30]. Dwuniciowe RNA, powstajace podczas replikacji wirusow z rodziny Piconaviridae
sSRNA(+) i Paramyxoviridae ssRNA(-), jest rozpoznawane przez cytoplazmatyczng
helikaze IFIH1 (ang. Interferon-Induced with Helicase C domain 1 gene)[31]. Helikaza
IFIH1, okreslana rowniez jako MDAS (ang. Melanoma Differentiation-Associated gene 5),
wchodzi w interakcje z biatkiem MAVS i aktywuje czynniki regulatorowe: IRF-3 (czynnik
regulatorowy interferonu) i NFkB (jadrowy czynnik kappa B), czego konsekwencjg jest
indukcja szlaku sygnatowego interferonu typu I. IFN I stymuluje komoérki dendrytyczne i
limfocyty NK (ang. Natural Killer), a te pobudzaja funkcje efektorowe komoérek T i B [32].
Uwaza sie, iz niewtasciwa aktywacja IFIH1 sprzyja rozwojowi Srodowiska zapalnego i
prowadzi posrednio do autoagresji. Badania asocjacyjne w skali genomu GWAS,
wskazaty locus IFIH1, jako zwigzany z ryzykiem rozwoju choréb autoimmunologicznych
[33-35] Polimorfizm rs1990760 (A946T) okazatl sie by¢ najsilniej zasocjowany z
cukrzyca typu 1 [36, 37]. Natomiast jego zwigzek z rozwojem reumatoidalnego
zapalenia stawdéw, autoimmunologicznego zapalenia tarczycy, stwardnienia rozsianego i
choroby Addisona, nie jest jednoznaczny [38-41]. Zatem ocena wariantéw
polimorficznych genu IFIH1 w konteksScie rozwoju choroby Addisona wydata sie by¢
interesujagcym problemem badawczym. W tym celu przeprowadziliSmy genotypowanie
czterech SNP (rs3747517, rs1990760, rs2111485 i rs13422767), w grupie 120
pacjentow z AD oraz u 689 zdrowych dawcédw. Uzyskane wyniki zostaly zebrane w
pracy pt. “Polymorphisms in the interferon-induced helicase (IFIH1) locus and
susceptibility to Addison's disease.”, opublikowanej w Clinical Endocrinology (O0xf).
2013;78(2):191-6. Genotypowanie SNP zostalo przeprowadzone z wykorzystaniem
sond molekularnych typu TagMan. Polimorfizmy rs3747517 (His843Arg) i rs1990760
(Ala946Thr) zlokalizowane s3, odpowiednio, w eksonie 13 i 15 genu [FIH1. Natomiast
rs2111485 i rs13422767 znajduja sie regionie pomiedzy genem IFIH1 a FAP (ang.
Fibroblast Activation Protein alpha). WykazaliSmy asocjacje wariantow polimorficznych
rs1990760 i rs13422767 z wystepowaniem choroby AD. Czestszy genotyp (ang. major
genotype) wariantu rs1990760 obserwowany byt u 50% chorych z AD, a dla por6wnania
u 41% zdrowych dawcéw (P=0,03). W przypadku SNP rs13422767 allel G wystepowat

znamiennie statystycznie czeSciej w grupie chorych z AD (P=0,04). Dodatkowo



oceniliSmy czestoS¢ wystepowania alleli i genotypoéw w grupie pacjentéw z pierwotna
niedoczynnoscia kory nadnerczy, reprezentujagca autoimmunologiczny zespoét
wielogruczotowy. Pacjenci z APS (typ 2 i 4) stanowili 82% badanej grupy. WykazaliSmy
asocjacje wariantu rs1990760, rs13422767 oraz 1rs3747517 z rozwojem
autoimmunologicznego zespotu wielogruczotowego (P<0,05). Ze wzgledu na graniczne
wartosci poziomu istotnoSci statystycznej oraz moc statystyczng przeprowadzonych
testow, wynoszaca 60%, postanowiliSmy zestawi¢ wyniki obecnego badania z
dotychczas opublikowanymi [40, 41]. Przeprowadzili§my meta-analize rozktadu
genotypéw i czestosci alleli polimorfizmu rs1990760, w grupie polskiej, brytyjskiej i
niemieckiej, zawierajacej tacznie 519 chorych z AD oraz 1362 zdrowych dawcow,
pochodzenia kaukaskiego. Ocena heterogennosci genetycznej analizowanych grup nie
wykazata roéznic znamiennych statystycznie (P>0,05), co pozwolito na dalsze
zestawienie danych. Analiza ilorazu szans (ang. odds ratio, OR), przeprowadzona metoda
Mantela-Haenszela, pokazata wartos$¢ 1,05 dla allelu A i 1,08 dla genotypu AA (P>0,05).
Przeprowadzona meta-analiza nie potwierdzita asocjacji polimorfizmu rs1990760 z
chorobg Addisona. Zatem wyniki naszych badan nie wskazujg jednoznacznie genu IFIH1
jako czynnika ryzyka rozwoju pierwotnej niewydolnosci kory nadnerczy.

Polimorfizmy genu IFIH1 s3 interesujagcym obiektem analiz, rowniez w kontekscie
genetyki ewolucyjnej. Cze$¢ alleli ryzyka podlega pozytywnej selekcji, ze wzgledu na
charakter ,protekcyjny” w infekcjach. Uwaza sie, iz gen IFIHI byt poddany takiej
selekcyjnej presji [42], co zostato opisane na przyktadzie SNP rs10930046 (His460Arg).
Pierwotnym allelem, obserwowanym najczes$ciej w populacji afrykanskiej, jest 460Arg.
Natomiast w populacji europejskiej i azjatyckiej dominuje allel His460, ktéremu
przypisuje sie funkcje ochronng w infekcjach wirusowych klimatu umiarkowanego i
zimnego [42].

ZainteresowaliSmy sie takze wariantami polimorficznymi helikazy MDA5 (IFIH1) w
cukrzycy typu 1, ktorej patogeneza jest silnie zwigzana z czynnikami wirusowymi.
PrzeprowadziliSmy genotypowanie rs3747517, rs1990760, rs2111485 i rs13422767, z
wykorzystaniem sond typu TagMan, w grupie 514 pacjentéw z T1D i 713 zdrowych
dawcow. W wyniku naszego badania powstat manuskrypt zatytutowany , Cumulative
effect of IFIH1 variants and increased gene expression associated with type 1

diabetes”, ktéry opublikowano w czasopi$mie Diabetes Research and Clinical
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Practice 2015;107(2):259-66. Analiza czestosci alleli i genotypow wszystkich
badanych SNP wykazata r6znice znamienne statystycznie pomiedzy grupa chorych z
T1D a zdrowych dawcow. Poziom istotnosci statystycznej zostal utrzymany po
zastosowaniu restrykcyjnej poprawki Bonferroniego, ktéra wykorzystywana jest w
analizach wieloczynnikowych (P<0,01). Czestsze allele i genotypy (ang. major
alleles/genotypes) badanych wariantéw, okazaty sie by¢ zasocjowane z T1D.
PrzeprowadziliSmy rowniez analize tta haplotypowego, ktéra wykazata roznice
znamienne statystycznie pomiedzy grupg chorych z T1D a kontrolng. Haplotyp
zawierajacy allele ryzyka wariantéw rs3747517, rs1990760, rs2111485 i rs13422767
byt obserwowany czesciej w grupie T1D niz u zdrowych dawcéw (69% vs. 61%,
P=0,0029). Jako pierwsi dokonaliSmy oceny ryzyka rozwoju choroby zwigzanego z
liczba alleli ryzyka (ang. Cumulative Genetic Risk Score). lloraz szans (OR) wystapienia
T1D u nosicieli sze$ciu i wiecej alleli ryzyka, wzrastat do 2,39 (formuta niewazona CGRS)
i 3,13 (formuta wazona CGRS). Dla poréwnania w grupie referencyjnej (obecnos¢ trzech
alleli ryzyka), wartos¢ OR wynosita < 2,00. Wyniki naszych badan wskazaty efekt
addytywny wariantéw polimorficznych IFIH1, co nie zostato wcze$niej opisane.

Badacze sugerujg istotng role helikazy IFIH1 w rozwoju autoimmunizacji indukowanej
infekcja wirusowa. W modelu mysim wytgczenie genu MDAS5 i TLR3 (ang. Toll-like
receptor) aktywuje szlak sygnatowy interferonu typu I oraz prowadzi do uszkodzenia
komorek B w reakcji immunologicznej na wirus EMCV (ang. Encephalomyocarditis Virus,
EMCYV) [43]. Dodatkowo, Funabiki i wsp. wykazali, iZ myszy z mutacja G821S genu MDAS,
posiadaja podwyzszony poziom interferonu typu I i spontanicznie rozwijaja toczen, bez
udziatu czynnika wirusowego [44]. Dlatego postawiliSmy pytanie badawcze, czy
pacjenci z cukrzyca typu 1 wykazujg zaburzong ekspresje genu [FIH1. W tym celu
dokonaliSmy oceny ekspresji genu [FIH1 w niestymulowanych komoérkach
jednojadrzastych krwi obwodowej (ang. Peripheral Blood Mononuclear Cells) pacjentow
z T1D (n=90) i zdrowych dawcéw (n=90). Dla zminimalizowania wptywu infekcji na
ekspresje genu IFIH1, materiat do badan byt pobierany od pacjentéw nie prezentujacych
objawow infekcji, co zostato potwierdzone badaniami laboratoryjnymi (morfologia krwi
obwodowej, stezenie biatka C-reaktywnego). Przeprowadzona analiza wykazata istotnie
statystycznie wyzszy poziom mRNA (ang. messenger RNA) IFIH1 (P=0.04) w grupie

chorych z T1D. Dodatkowo poréwnaliSmy ekspresje IFIH1 u pacjentdow z nowo
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zdiagnozowang cukrzyca typu 1 1 trwajgca przynajmniej 6 miesiecy. Nie
zaobserwowaliSmy ro6znic znamiennych statystycznie w odniesieniu do grupy
kontrolnej. Podobnie, analiza ekspresji IFIH1 u pacjentéw stratyfikowanych pod
wzgledem genotypdw, nie wykazata korelacji genotypow z poziomem mRNA [FIHI.
ZaobserwowaliSmy jedynie tendencje wzrostu ekspresji genu I[FIHI u nosicieli
genotypéw ryzyka w poréwnaniu do genotypdéw ,dzikich”, jednak nie byty to réznice
znamienne statystycznie.

Wyniki naszych badan wskazujg warianty genu IFIH1 jako czynnik ryzyka rozwoju T1D.
Dodatkowo, zaburzona ekspresja genu I[FIH1 moze upoSledza¢ szlak sygnatowy
interferonu typu I w odpowiedzi na czynnik wirusowy i przyczyniac sie do autoagresji.
Wirusowe RNA jest rozpoznawane w komorce przez cytoplazmatyczne helikazy: IFIH1 i
RIG I (ang. Retinoic acid-Inducible Gene I). Nastepuje aktywacja przezbtonowego biatka
mitochondrialnego MAVS (ang. Mitochondrial Antiviral Signaling Protein), co prowadzi
do syntezy prozapalnych cytokin oraz IFN I. MAVS jest waznym regulatorem typu
postreceptorowym (ang. downstream) cytoplazmatycznych ligandéw wirusowych
IFIH1/RIG-I. Zaburzenia ekspresji lub struktury biatka MAVS moga uposledzac
nieswoista odpowiedZ immunologiczng i prowadzi¢ do autoagresji [45] Analiza
niesynonimicznych polimorfimzéw genu MAVS wykazatla asocjacje wariantu C79F z
wystepowaniem tocznia uktadowego rumieniowatego w grupie afro-amerykanskich
chorych. Ponadto, badania ex vivo i in vitro pokazaty funkcjonalny charakter zmiany.
Wariant C79F bedacy mutacja typu utraty funkcji (ang. loss-of-function), powodowat
obnizenie ekspresji interferonu typu | oraz innych ppedaych mediatorow, jak rownie
zwigzany byt z brakiem przeciwciat przeciwko biatkomasacym RNA [46]. Ze wzgledu
brak doniesien dotyczacych analizy wariantéw genu MAVS w konteksScie czynnikow
ryzyka rozwoju TI1D i choroby AD, zainteresowaliSmy sie t3 tematyka.
PrzeprowadziliSmy analize czestosSci alleli i genotypéw wariantéw polimorficznych
rs17857295, rs7262903, rs45437096, rs7269320 genu MAVS, w oparciu o
genotypowanie sondami TagMan. Badaniem objeto 140 pacjentéw z AD, 532 pacjentéw
z T1D oraz 600 zdrowych dawcéw. Uzyskane wyniki zostaly opisane w artykule pt.
»MAVS is not a Likely Susceptibility Locus for Addison's Disease and Type 1
Diabetes.”, ktory opublikowano w czasopiSmie Archivum Immunologiae et

Therapiae Experimentalis (Warsz). 2017;65(3):271-274. Wszystkie analizowane

12



warianty polimorficzne zlokalizowane sg w sekwencji kodujacej genu MAVS i powoduja
zamiane aminokwasu. PrzeprowadziliSmy analize in silico z wykorzystaniem programu
bioinformatycznego PROVEAN, dla oceny funkcjonalnego charakteru badanych
substytucji niesynonimicznych. WykazaliSmy, iz warianty rs7262903 (GIn57Lys),
rs45437096 (Arg77Cys) i rs7269320 (Ser268Phe) izoformy drugiej biatka MAVS moga
mie¢ charakter patogenny. Analiza czestosci alleli i rozktadu genotypoéw badanych
polimorfizméw nie wykazata roéznic znamiennych statystycznie pomiedzy grupa
chorych z AD i zdrowych dawcéw. Analogicznie, nie zaobserwowaliSmy réznic
znamiennych statystycznie w wystepowaniu wariantéw genu MAVS w grupie chorych z
T1D. Analiza mocy testu (>65% dla AD i >80% dla T1D), potwierdzita, iz liczebno$¢
badanych grup byta odpowiednia dla zaobserwowania asocjacji. Zatem wyniki naszych
badan jednoznacznie pokazujg, iz warianty genu MAVS nie s3 czynnikiem ryzyka
rozwoju choroby AD i T1D, co zostato opisane przez nas po raz pierwszy.

Obserwuje sie systematyczny wzrost liczby zachorowan na cukrzyce typu 1, przy
jednoczesnym nizszym udziale genow HLA (ang. Human Leukocyte Antigen) [47, 48].
Dlatego sugeruje sie udziat dodatkowych, epigenetycznych czynnikow w rozwoju T1D,
takich jak : metylacja DNA, modyfikacje histondw i regulacja ekspresji przez niekodujace
RNA, w tym microRNA (miRNA) [49, 50]. miRNA to krotkie RNA, ktore modyfikuja
ekspresje genéw poprzez przytaczanie sie do sekwencji 3'UTR matrycowego RNA
(mRNA) tych genéw. Wynikiem oddzialywania jest degradacja mRNA lub blokowanie
procesu translacji. Uwaza sie, iz miRNA jako ,epigenetyczny pomost” tgczacy czynniki
Srodowiskowe z genetycznymi, moze odgrywac role w procesie autoimmunizacji.
Dlatego zainteresowaliSmy sie tematyka krotkich, niekodujacych RNA w konteks$cie
rozwoju choréb autoimmunologicznych. Celem badania byta analiza miRNA dla oceny
ryzyka rozwoju i identyfikacji molekularnych biomarkeréw cukrzycy typu 1 oraz
wskazania potencjalnych miejsc wigzania dysregulowanych miRNA. Uzyskane wyniki
zostaty zebrane w artykule pt. ,miR-487a-3p upregulated in type 1 diabetes targets
CTLA4 and FOX03", ktory opublikowano w Diabetes Research and Clinical Practice
2018; 142:146-153. W pierwszym etapie dokonaliSmy globalnej analizy ekspresji
miRNA na platformie mikromacierzowej Affymetrix 4.1. Ekspresja miRNA zostata
oceniona w komdrkach jednojadrzastych krwi obwodowej pediatrycznych pacjentow z

nowo rozpoznang cukrzycg typu 1 (n=15) i poréwnana z grupa zdrowych dzieci (n=3).
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W grupie chorych z T1D znaleZli sie zaréwno pacjenci z ciezkim poczatkiem klinicznym
cukrzycy jak i jej tagodnym ujawnieniem. W celu zminimalizowania wptywu
parametréw biochemicznych na ekspresje miRNA, materiat do badan byt pobierany od
pacjentow wyréwnanych glikemicznie, z wywiadem nieobcigzonym przewleklymi ani
ostrymi schorzeniami zapalnymi w okresie ostatniego miesigca oraz bez wyktadnikow
laboratoryjnych stanu zapalnego. Analiza mikromacierzowa wykazata znamiennie
statystycznie podwyzszong ekspresje 24 miRNA i obnizong ekspresje 67 miRNA
(P<0,05). Po zastosowaniu linii odciecia: krotno$¢ zmiany ekspresji (ang. fold change,
FC) >2,00 i wartos¢ P<0,05, wskazaliSmy osiem dysregulowych miRNA: miR-487a-3p,
miR-1247-3p, let-7d-3p, miR-3180, miR-4750-5p, miR-3652, miR-3180-3p i miR-885-
3p. Wséréd tych miRNA, miR-487a-3p wykazywato nadekspresje, natomiast ekspresja
pozostatych byta obnizona. Walidacja eksperymentu macierzowego w grupie pacjentéw
z cukrzyca typu 1 (n=28) i grupie zdrowych dawcéw (n=28), metodg qRT-PCR (PCR w
czasie rzeczywistym) z wykorzystaniem komercyjnie dostepnych sond typu TaqMan,
potwierdzita nadekspresje miR-487a-3p (P<0,01). Ekspresja miR-487a-3p korelowata z
przebiegiem klinicznym cukrzycy. Pacjenci z ciezkim poczatkiem klinicznym,
manifestowanym kwasicg ketonowa, prezentowali wyzszy poziom ekspresji miR-487a-
3p (FC 1,70) w poréwnaniu z grupg o tagodnym przebiegu poczatku choroby (FC 1,20).

W kolejnym etapie realizacji projektu dokonaliSmy analizy in silico miejsc wigzania miR-
487a-3p w oparciu o programy bioinformatyczne: TargetScan, miRWALK2.0 i PITA.
Geny, bedace potencjalnym miejscem wigzania miRNA zostaly zweryfikowane w
odniesieniu do ich roli w nieswoistej odpowiedzi immunologicznej i patogenezie choréb
autoimmunizacyjnych. WskazaliSmy CTLA4, FOX03, MARCH5 i PTPNZ jako miejsca
wigzania miR-487a-3p. Nastepnie oceniliSmy in vitro oddzialywanie miR-487a-3p z
sekwencjami 3'UTR wybranych genéw docelowych. Analizy zostaty przeprowadzone w
komorkach linii Jurkat, z wykorzystaniem uktadu reporterowego lucyferazy.
ZaobserwowaliSmy znamienne statystycznie obnizenie luminescencji (P<0,05) w
przypadku transfekcji komérek Jurkat mimikiem miR-487a-3p i wektorem psiCHECK-
2_CLTA4 oraz psiCHECK-2_FOXO03. Aktywnos$¢ wzgledna lucyferazy byta obnizona o
26% dla genu CTLA4 i o 11% dla genu FOX03. Wyniki naszych badan wskazaty geny
CTLA4 (ang. Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated 4) i FOX03 (ang. Forkhead Box O3A) jako
potencjalne miejsca wigzania miR-487a-3p. Gen CTLA4, kodujacy czasteczke CD152, jest
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negatywnym regulatorem aktywnosci limfocytéw T. Mutacje tego genu u czlowieka
upos$ledzaja wigzanie czasteczek CD80, CD86 i zaburzaja odpowiedZ immunologiczng a
w modelu mysim zwigzane sg z letalnym fenotypem autoimmunizacyjnym [51-53].
Dodatkowo, CTLA4 warunkuje funkcje regulatorowg limfocytow CD4+* i w zwigzku z tym
odpowiedzialny jest za modulowanie obwodowej tolerancji immunologicznej [54].
Rozwoj limfocytow regulatorowych (Treg) determinowany jest rowniez przez czynniki
transkrypcyjne FOXO [55]. Wytaczenie genow FOX01 i FOX03 hamuje ekspresje CTLA4 i
uposledza rozwdj limfocytow Treg Foxp3+*[55]. Sugeruje sie réwniez role FOX03 w
nieswoistej odpowiedzi immunologicznej, poprzez modulowanie funkcji. Wykazano, iz
ekspresja FOX03 warunkuje prawidtowg funkcje neutrofilow w stanach zapalnych [56].
Zatem miR-487a-3p poprzez hamowanie ekspresje genow istotnych dla tolerancji

immunologicznej moze przyczyniac sie do rozwoju autoimmunizacji.

Najwazniejsze wyniki osiggniete na podstawie przeprowadzonych badan oraz ich
mozliwe zastosowanie:

1. Wariant polimorficzny L155H (rs12150220) genu NLRP1 byt obserwowany cze$ciej w
grupie pacjentéw z autoimmunologiczng pierwotng niedoczynnoscig kory nadnerczy.
Stratyfikacja  pacjentow pod wzgledem obecnosci dodatkowych  choréb
autoimmunologicznych wykazata silng asocjacje rs12150220 z APS (typ 2 i 4).
Dodatkowo, haplotyp posiadajacy allel ryzyka rs12150220 wystepowal czeSciej w
grupie pacjentdow z AD w pordwnaniu ze zdrowymi dawcami. Zatem gen NLRP1 jest
czynnikiem ryzyka rozwoju choroby Addisona. OkreSlenie wystepowania wariantu
L155H pozwala wskaza¢ grupy zagrozone rozwojem autoimmunizacji wielogruczotowe;j.
2. Analiza wariantéw rs6502867, rs12150220, rs2670660, rs878329, rs8182352 i
rs4790797 genu NLRP1 nie wykazata réznic w rozktadzie alleli i genotypéw pomiedzy
grupa chorych z cukrzycg typu 1 a zdrowych dawcéw. Polimorfizmy genu NLRP1 nie sg
zasocjowane z rozwojem T1D, zatem nie stanowig uzytecznego narzedzia
molekularnego dla okreslenia ryzyka wystapienia choroby.

3. Warianty polimorficzne rs1990760 i rs13422767 genu IFIH1 obserwowane byty
czeSciej w grupie chorych z AD. Dodatkowo wykazano asocjacje rs3747517 z
autoimmunologicznym zespotem wielogruczotowym (APS typu 2 i 4). Meta-analiza

rozktadu genotypdw i czestosci alleli przeprowadzona dla trzech populacji kaukaskich,
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nie potwierdzita zwigzku wariantu rs1990760 z rozwojem AD. Uzyskane wyniki nie
wskazuja jednoznacznie genu IFIH1 jako czynnika ryzyka rozwoju choroby Addisona.

4. Genotypowanie wariantéw polimorficznych rs3747517, rs1990760, rs2111485 i
rs13422767 genu IFIH1 wykazato silny zwigzek wszystkich badanych SNP z T1D.
Dodatkowo haplotyp zawierajacy allele ryzyka wariantow rs3747517, rs1990760,
rs2111485 i rs13422767 byt obserwowany czesciej w grupie T1D niz u zdrowych
dawcow. Przeprowadzona analiza ryzyka wystapienia choroby zwigzanego z liczba alleli
(ang. CGRS) wykazata efekt addytywny wariantéw polimorficznych IFIH1. Dokonano
oceny poziomu ekspresji IFIHI w niestymulowanych komoérkach jednojadrzastych krwi
obwodowej. Pacjenci z T1D wykazywali nadekspresje IFIHI w poréwnaniu grupa
kontrolng. Natomiast poziom ekspresji nie korelowat z genotypami wariantéw IFIH].
PodwyzZszona ekspresja IFIH1 moze zaburza¢ szlak sygnatowy interferonu typu I, a tym
samym przyczynia¢ sie do autoagresji. Wyniki badan sugeruja udzial genu nieswoistej
odpowiedzi immunologiczne-IFIH1 w rozwoju cukrzycy typu 1.

5. Analiza czestosci alleli i genotypow nie wykazata zwigzku wariantow genu MAVS z AD
i T1D. Sktaniamy sie w strone hipotezy, iz MAVS nie jest czynnikiem ryzyka rozwoju
autoimmunizacji.

6. Globalna analiza ekspresji mikroRNA, przeprowadzona na platformie
mikromacierzowej wykazata nadekspresje miR-487a-3p u pacjentow z T1D. Ekspresja
miR-487a-3p korelowata z przebiegiem klinicznym. Pacjenci z ciezkim poczatkiem
klinicznym, manifestowanym kwasica ketonowa, posiadali wyzszy poziom ekspresji
miRNA w poréwnaniu z grupg o tagodnym przebiegu choroby. Wyniki badan sugeruja
potencjalne wykorzystanie miR-487a-3p jako biomarkera T1D, powiktanej kwasica
ketonowa. Dodatkowo, badania in vitro wykazaty funkcjonalny charakter miR-487a-3p.
miR-487a-3p moze regulowal ekspresje kluczowych genéw odpowiedzi

immunologicznej: CTLA4 i FOX03, poprzez wigzanie sie do ich sekwencji 3'UTR.

VI. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Pozostate kierunki prowadzonych przez mnie badan, poza osiggnieciem wynikajacym z
z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.), obejmujg cztery
gtowne obszary zainteresowan:
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A. Aspekty kliniczne autoimmunologicznej choroby Addisona

Choroba Addisona pozostaje jednym z moich gtdwnych nurtéw zainteresowan, zaré6wno
w aspekcie genetycznym, jaki i klinicznym. Podczas wieloletniej wspdipracy z dr hab.
Martg Fichna z Katedry i Kliniki Endokrynologii, Przemiany Materii i Chordb
Wewnetrznych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu, zaangazowatam sie w badania
dotyczace niepozadanych efektow substytucji glikokortykosteroidowej u chorych z AD.
Dla oceny wptywu diugoterminowego leczenia preparatami hydrokortyzonu (HC) na
gesto$¢ mineralng kosci, zbadaliSmy wazny element remodelingu kostnego, ktérym jest
uktad Receptor Activator of Nuclear factor kB (RANK)- RANK Ligand (RANKL) -
Osteoprotegeryna (OPG). Pacjenci z AD otrzymujacy standardowa substytucje
steroidowg wykazywali zwiekszone stezenie OPG w surowicy, co moze by¢ zwigzane z
nasilong resorpcja kostng i zwiekszonym ryzykiem osteoporozy (Journal of Physiology
and Pharmacology 2012; IF 2,804). Natomiast stezenia RANKL w surowicy nie
korelowaty z gestos$cig mineralng koSci, zatem nie s3 dogodnym markerem zwiekszonej
resorpcji kostne;j.

W kolejnym badaniu, takze dotyczacym mozliwych niepozadanych efektow substytucji
glikokortykosteroidowej w chorobie Addisona, oceniliSmy stezenia adipokin: leptyny,
adiponektyny oraz rezystyny. Adipokiny sg peptydami syntetyzowanymi przez tkanke
ttuszczowa, ktore regulujg metabolizm glukozowo-lipidowy. Zaburzenia stezen adipokin
moga prowadzi¢ do rozwoju choréb metabolicznych. Przeprowadzone przez nas
badanie nie wykazato negatywnego wplywu substytucji HC na profil adipokin
(Endocrine 2015; IF 3,279). Stezenia leptyny i adiponektyny u leczonych pacjentéw z AD,
byty zbliZzone do os6b zdrowych, a poziom rezystyny istotnie obnizony. Zatem
zwiekszona $miertelno$¢ naczyniowo-sercowa, sugerowana w przebiegu AD, nie wydaje
sie zwigzana z zaburzeniami stezenia adipokin.

Kolejnym waznym aspektem klinicznym choroby Addisona jest wspétwystepowanie
innych schorzen autoimmunologicznych, co powaznie utrudnia leczenie. We wspotpracy
z dr hab. Martg Fichna, Kolegami z Kliniki Choréb Wewnetrznych i Diabetologii oraz
Kliniki Diabetologii i Otytosci Wieku Rozwojowego UM w Poznaniu, badaliSmy czestos¢
wystepowania T1D oraz autoprzeciwcial specyficznych dla komérek beta u oséb z AD.
OceniliSmy obecno$¢ typowych markerow cukrzycy typu 1, do ktorych naleza

autoprzeciwciata przeciwko insulinie (IAA), dekarboksylazie kwasu glutaminowego
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(GADA), fosfatazie tyrozynowej (IA-2A). Dodatkowo, oznaczyliSmy niedawno
zidentyfikowane przeciwciata przeciwko transporterowi cynkowemu 8 (ZnT8A). Wyniki
naszych badan wykazaty wysoka czestoS¢ wystepowania ZnT8A u pacjentow z
niedoczynnoscig kory nadnerczy (Endocrine 2016; IF 3,279). ZnT8A byto wykrywane u
chorych z AD i T1D, jak réwniez u chorych bez cukrzycy typu 1. Wyniki badan
potwierdzity, iz obecno$¢ ZnT8A i GADA, wskazuje na zwiekszone ryzyko rozwoju
cukrzycy typu 1 u oséb z AD.

Prowadzone obecnie badania maja na celu poznanie mechanizméw autoagresji w
chorobie Addisona. Uwaza sie, iz jednym z czynnikdéw sprzyjajacych destrukcji kory
nadnerczy jest cytokina RANTES, ktora petni role w polaryzacji limfocytéw w kierunku
Th1, pobudza proliferacje komérek NK, oraz aktywuje limfocyty w miejscach zapalnych.
We wspoétpracy z dr hab. M. Fichna, ocenitySmy poziom chemokiny RANTES u chorych z
AD i zdrowych dawcéw. ZaobserwowalySmy istotnie statystycznie wyzszy poziom
RANTES w surowicy chorych z AD w poréwnaniu z grupa kontrolng (Polish Archives of
Internal Medicine, 2018; 2,658). Wyniki naszych badan sugeruja udziat cytokiny RANTES

W rozwoju autoimmunizacji.

B. Podtoze genetyczne choroby AD

W swojej pracy badawczej gtéwnie koncentrowatam sie na analizie podioza
genetycznego choroby Addisona, zwigzanego z nieswoista odpowiedzig
immunologiczng. Ponadto zainteresowatam sie udziatem innych czynnikéw
molekularnych w rozwoju autoimmunizacji. We wspétpracy z dr hab. Martg Fichna i
prof. Simonem Pearce'm z University of Newcastle, przeprowadziliSmy analize
asocjacyjng wariantow genu PTPNZZ2. Wyniki naszych badan wykazaty zwigzek allelu
1858T z rozwojem autoimmunologicznej choroby AD (Clinical Endocrinology 2009, IF
3,201). PTPNZ22, kodujacy limfoidalng fosfataze tyrozyny (LYP), okazuje sie by¢ drugim,
co do znaczenia, po genach uktadu MHC, genetycznym czynnikiem ryzyka choréb
autoimmunologicznych. Liczne badania potwierdzity asocjacje wariantu C1858T
(R620W) z cukrzyca typu 1, chorobga Addisona, reumatoidalnym zapaleniem stawow,
toczniem rumieniowatym ukiadowym oraz choroba Graves-Basedowa. Prof. Nunzio
Bottini jako pierwszy wykazal charakter funkcjonalny wariantu R620W i zainicjowat

badania nad rolg LYP w patogenezie choréb autoimmunologicznych [11]. W ramach

18



stypendium programu Mobilno$¢ Plus MNiSW, odbytam roczny staz naukowy w zespole
prof. Bottiniego w La Jolla Institute for Allergy and Immunology. Bratam udzial w
projekcie, ktérego celem bylo opracowanie uniwersalnego modelu badawczego,
dedykowanego do analizy funkcjonalnej wariantow polimorficznych. Odbyty staz
znacznie poszerzyl moéj warsztat badawczy, szczego6lnie o techniki inzynierii genetycznej
oraz przyczynit sie do pokonania barier natury metodycznej podczas realizacji
pomystow naukowych.

W latach 2009-2012 wiaczytam sie w badania projektu EURADRENAL, finansowanego z
funduszy Unii Europejskiej, ktérego jednym z celéw bylo poszukiwanie nowych
genetycznych czynnikéw ryzyka choroby Addisona. Pierwotnie planowano
przeprowadzenie badania typu GWAS w grupie chorych z AD, pochodzacych z Wielkiej
Brytanii, Norwegii, Niemiec, Szwecji, Wtoch i Polski. Ze wzgledu na heterogenos¢
genetyczng badanych populacji, nie udato sie zastosowac tego podejsScia metodycznego.
Ostatecznie, analize oparto o niezalezne genotypowanie wyselekcjonowanych SNP
genow-kandydatow, w sze$ciu grupach chorych z AD. Meta-analiza wskazata kolejne
geny- STAT4 i GATA3, zwigzane z rozwojem choroby Addisona (PLoS ONE 2014, IF
3,234).

C. Czynniki genetyczne otytosci i zespotéw metabolicznych

W ostatnich dekadach odnotowywany jest dramatyczny wzrost zapadalnosci na otytos$¢,
ktéry réwniez dotyczy populacji polskiej. W zwigzku z tym, we wspétpracy z dr hab.
Martg Fichna, zainteresowatySmy sie tematyka genéw Kkontrolujacych tkankowg
dostepno$¢ i dziatanie glikokortykosteroidéow dla rozwoju insulinoopornosci i
zagrozenia cukrzycg typu 2 u dzieci i mtodziezy z otytosciag. W ramach grantu Polskiego
Towarzystwa Diabetologicznego, dokonano oceny zwigzku pomiedzy obecnosScia
wariantéw genow NR3C1, FKBP5, HDS11B1, H6PD a wystepowaniem otyto$ci oraz
zaburzen hormonalnych i metabolicznych u dzieci i mtodziezy. Wariant rs1360780 genu
FKBP5, okazat sie byC czynnikiem ryzyka rozwoju insulinoopornosci i
hipertrojglicerydemii (Obesity Research and Clinical Practice 2018; 2,153). FKBP5 koduje
biatko pomocnicze (chaperonowe) z rodziny immunofilin, ktére poprzez interakcje z

receptorem glikokortykosteroidowym, reguluje jego dostepno$¢ dla ligandow.

D. Genetyka nowotworow
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Oprocz opisanej powyzej tematyki, zainteresowatam sie réwniez genetyka
onkologiczng. Bratam udziat w projekcie realizowanym we wspdtpracy z dr Iwong
Ziotkowska-Suchanek, ktérego celem byta analiza wariantéw polimorficznych genu
IREB2 i FAM13A, w grupie chorych z rakiem ptuc oraz przewlektej obturacyjnej
chorobie ptuc. WykazaliSmy asocjacje polimorfizméw genu [IREBZ z rakiem ptuc,
podczas gdy warianty FAM13A zwigzane byty z podwyzszonym ryzykiem wystapienia
obturacyjnej choroby ptuc (Scientific Reports 2015, IF 5,228). Rola FAM13A w procesie
nowotworzenia jest stabo poznana, dlatego badania prowadzone w tej materii maja
interesujacy i nowatorski charakter.

W 2017r. miatam réwniez mozliwo$¢ uczestniczenia w projekcie dotyczacym podtoza
genetycznego nowotworéw piersi. Badania, w ktérych bratam udziat we wspétpracy z
dr Marta Podralska, obejmowaty analize wariantéw polimorficznych genéw
zaangazowanych w mechanizmy naprawy DNA (ATM, H2AFX i MRE11). Wykazalismy, iz
polimorfizmy oraz specyficzny haplotyp genu HZAFX s3 czynnikiem ryzyka
nowotwordw piersi (BMC Cancer 2018; 3,258).

Obecnie jestem zaangazowana w realizacje trzech projektéw finansowanych ze
Srodkow NCN (dwa projekty OPUS14 i SONATA12), ktorych celem jest poszerzenie
wiedzy z zakresu etiopatogenezy nowotwordw. Badania prowadzone we wspotpracy z
prof. dr hab. Grzegorzem Przybylskim dotycza poznania funkcji genu kodujacego biatko
TMEM244, ktorego ekspresja jest zaburzona u chorych z zespotem Sezary'ego. W
ramach wspotpracy z dr Agnieszka Dzikiewicz-Krawczyk, uczestnicze w badaniach
majacych na celu identyfikacje funkcjonalnych miejsc wigzania MYC oraz docelowych
genow niezbednych dla wzrostu komérek nowotworowych, w oparciu o metode
CRISPR/Cas9. Ponadto biore udziat w realizacji projektu dotyczacego funkcjonalnej
charakterystyki dtugich niekodujacych RNA, zaangazowanych w zalezng od ATM

odpowiedZ na uszkodzenia DNA.
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