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4. Osiggniecie naukowe:

Tytut osiggniecia naukowego:

Rola zmiennosci genetycznej w regulacji uktadu immunoglobuliny E

Publikacje wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego:

A-ON Sharma V*, Michel S*, Gaertner V, Franke A, Vogelberg C, von Berg A, Bufe A,

Heinzmann A, Laub O, Rietschel E, Simma B, Frischer T, Genuneit J, Zeilinger S, lllig T, Schedel M,
Potaczek DP*, Kabesch M*. Fine-mapping of IgE associated loci 1923, 5931 and 12q13 using
1000 Genomes Project data. Allergy 2014;69:1077-84.

Méj wkitad w powstanie tej pracy udziale w polegat na zaplanowaniu badania,
wspodtuczestnictwie w analizie danych i w interpretacji wynikdéw, a takze na udziale w napisaniu
ostatecznej wersji manuskryptu. Méj udziat procentowy szacuje na 30%.

B-ON Sharma V, Michel S, Gaertner V, Franke A, Vogelberg C, von Berg A, Bufe A, Heinzmann

A, Laub O, Rietschel E, Simma B, Frischer T, Genuneit J, Potaczek DP*, Kabesch M*. A role of
FCER1A and FCER2 polymorphisms in IgE regulation. Allergy 2014;69:231-6.

Méj wkitad w powstanie tej pracy polegat na udziale w zaplanowaniu badania,
wspotuczestnictwie w analizie danych i w interpretacji wynikéw, a takze na udziale w napisaniu
ostatecznej wersji manuskryptu. Méj udziat procentowy szacuje na 35%.

C-ON Potaczek DP. Links between allergy and cardiovascular or hemostatic system. Int J

Cardiol 2014;170:278-85 (praca poglagdowa o typie syntetyczno-interpretacyjnym).

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na stworzeniu koncepcji pracy oraz napisaniu
manuskryptu. Moéj udziat procentowy szacuje na 100%.

D-ON Potaczek DP*, Michel S*, Sharma V, Zeilinger S, Vogelberg C, von Berg A, Bufe A,

Heinzmann A, Laub O, Rietschel E, Simma B, Frischer T, Genuneit J, lllig T, Kabesch M. Different
FCER1A polymorphisms influence IgE levels in asthmatics and non-asthmatics. Pediatr Allergy
Immunol 2013;24:441-9.

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na wspdtudziale w zaplanowaniu i w przeprowadzeniu
badania, wspoétuczestnictwie w interpretacji wynikéw, a takze na napisaniu pierwszej wersji
manuskryptu. M&j udziat procentowy szacuje na 55%. Moj wktad w niniejszg prace byt
objetosciowo najwiekszy, jednak SM w petni zastuzenie dzieli ze mng pierwsze autorstwo, gdyz
jego wktad byt wiecej niz kluczowy dla powstania pracy.

E-ON Potaczek DP, Kabesch M. Current concepts of IgE regulation and impact of genetic

determinants. Clin Exp Allergy 2012;42:852-71 (praca poglagdowa z komponentg
systematycznego przeglagdu piSmiennictwa).
Moj wkitad w powstanie tej pracy polegat na przeprowadzeniu systematycznego przegladu

pismiennictwa oraz napisaniu pierwszej wersji manuskryptu. Méj udziat procentowy szacuje na
70%.



F-ON Potaczek DP*, Kamijo M*, Hara M, Okumura K, Undas A, Nishiyama C. A comparative
search for human FceRla gene (FCER1A) 3'-UTR polymorphisms in Japanese and Polish
populations. Mol Biol Rep 2012;39:3747-53.

Méj wkiad w powstanie tej pracy polegat udziale w zaplanowaniu badania, wykonaniu czesci
pracy eksperymentalnej (sekwencjonowanie, genotypowanie, synteza plazmidéw, analiza
genetyczno-statystyczna), udziale w interpretacji wynikédw oraz napisaniu pierwszej wersji
manuskryptu. Moéj udziat procentowy szacuje na 70%. Mo6j wktad w niniejszg prace byt
objetosciowo najwiekszy, jednak MK w petni zastuzenie dzieli ze mng pierwsze autorstwo, gdyz
jej wktad byt wiecej niz kluczowy dla powstania pracy.

G-ON Potaczek DP, Nastalek M, Wojas-Pelc A, Okumura K, Undas A, Nishiyama C. Naturally
occurring FCERLIA N222K mutation - its ethnicity-dependent distribution and a role in atopic
dermatitis. Mol Immunol 2011;48:979-80 (list do edytora przedstawiajgcy dane oryginalne).

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu badania, wykonaniu pracy
eksperymentalnej (sekwencjonowanie, genotypowanie, analiza genetyczno-statystyczna),
interpretacji wynikdw oraz napisaniu pierwszej wersji manuskryptu. Mdj udziat procentowy
szacuje na 85%.

H-ON Potaczek DP, Nastalek M, Okumura K, Wojas-Pelc A, Undas A, Nishiyama C. An
association of TLR2 -16934A >T polymorphism and severity/phenotype of atopic dermatitis. J Eur
Acad Dermatol Venereol 2011;25:715-21.

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na udziale w zaplanowaniu badania, wykonaniu czesci
pracy eksperymentalnej (genotypowanie, synteza plazmiddw, test lucyferazowy, EMSA, analiza
statystyczna), interpretacji wynikdw oraz napisaniu pierwszej wersji manuskryptu. Méj udziat
procentowy szacuje na 85%.

I-ON Potaczek DP, Owczarek D, Okumura K, Mach T, Undas A, Nishiyama C. An association
between functional FceRlalpha polymorphisms and total serum IgE levels in patients with
inflammatory bowel disease. Scand J Gastroenterol 2010;45:766-7 (list do edytora
przedstawiajgcy dane oryginalne).

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na zaplanowaniu badania, wykonaniu czesci pracy
eksperymentalnej (genotypowanie, analiza genetyczno-statystyczna), interpretacji wynikéw oraz
napisaniu pierwszej wersji manuskryptu. Mdj udziat procentowy szacuje na 85%.

J-ON Potaczek DP, Wang QH, Sanak M, Tokura T, Matsuda H, Dziedzina S, Nakano N, Hara M,
Ogawa H, Szczeklik A, Okumura K, Nishiyama C. Interaction of functional FCER2 promoter
polymorphism and phenotype-associated haplotypes. Tissue Antigens 2009;74:534-8.

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na udziale w zaplanowaniu badania, wykonaniu czesci
pracy eksperymentalnej (sekwencjonowanie, genotypowanie, synteza plazmidow, test
lucyferazowy, EMSA, analiza genetyczno-statystyczna), interpretacji wynikow oraz napisaniu
pierwszej wersji manuskryptu. Méj udziat procentowy szacuje na 80%.

K-ON Potaczek DP, Maeda K, Wang QH, Nakano N, Kanada S, Stepien E, Branicka A, Fukai T,
Hara M, Tokura T, Ogawa H, Undas A, Okumura K, Nishiyama C. FcepsilonRlalpha gene -
18483A>C polymorphism affects transcriptional activity through YY1 binding. Immunogenetics
2009;61:649-55.



Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na udziale w zaplanowaniu badania, wykonaniu czesci
pracy eksperymentalnej (genotypowanie, synteza plazmiddw, test lucyferazowy, EMSA, analiza
genetyczno-statystyczna), interpretacji wynikéw oraz napisaniu pierwszej wersji manuskryptu.
Méj udziat procentowy szacuje na 80%.

L-ON Potaczek DP, Nishiyama C, Sanak M, Szczeklik A, Okumura K. Genetic variability of the
high-affinity IgE receptor alpha-subunit (FcepsilonRlalpha). Immunol Res 2009;45:75-84 (praca
poglgdowa).

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na udziale w stworzeniu koncepcji pracy oraz napisaniu
pierwszej wersji manuskryptu. Méj udziat procentowy szacuje na 80%.

* rowny wktad (equal contribution)

. Omodwienie celu i wynikdw osiggniecia haukowego:

Wprowadzenie

Prace nad wptywem zmiennosci genetycznej na rozwdj chordb alergicznych oraz regulacje
immunoglobuliy E (IgE) rozpoczatem jeszcze jako uczestnik studiéw doktoranckich pod kierownictwem dr
hab. (obecnie Prof. dr hab.) Marka Sanaka w Il Katedrze Choréb Wewnetrznych Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medium w Krakowie kierowanej przez $.p. Profesora Andrzeja Szczeklika.
Sciélej rzecz ujmujac, w ramach pracy doktorskiej zajmowatem sie rolg wariantéw genetycznych
receptora dla IgE o wysokim powinowactwie (FceRl), a doktadnie jego podjednostki a (FceRla; gen
FCER1A, chromosom 1q23). Temat ten byt autorska koncepcjg Profesorow Sanaka i Szczeklika i byt
niezwykle oryginalny. Przed naszymi badaniami, zmiennoscig genetyczng FceRla zajmowaty sie jedynie
dwa oérodki na Swiecie (Shikanai i wsp., J Appl Physiol 2002;93:37-41; Hasegawa i wsp., J Immunol
2003;171:1927-33). Co ciekawe, opublikowano wczesniej rzesze prac zajmujacych sie rolg polimorfizméw
podjednostki B tegoz receptora (FceRIB; gen FCER1B lub MS4A2, chromosom 11g12-g13) i to wtasnie jej
zmiennos$¢ genetyczna wydawata sie, przynajmniej do epoki badan asocjacyjnych catego genomu
(genome-wide association-studies — GWAS; o tym dalej), mie¢ szczegdlny wptyw na sktonnosé do
rozwoju choréb o podtozu alergicznym oraz regulacje IgE (np. Kraft i wsp., Int Arch Allergy Immunol
2004;135:62-72; Macglashan D Jr, Ann N Y Acad Sci 2005;1050: 73-88). W ramach mojej pracy
doktorskiej zostata, jako jedna z trzech takich obserwacji na Swiecie dokonanych jeszcze przed erg
GWAS, wykryta i opisana zalezno$¢ miedzy zmiennoscig genetyczng FCERIA a catkowitym stezeniem IgE

W surowicy.

W trakcie pracy doktorskiej, udato mi sie bardzo rozwing¢ temat wptywu wariantow genetycznych FceRI
na IgE. Stat mi sie on tez tak bliski, ze postanowitem sie nim zajmowac w trakcie dalszej swojej

dziatalnosci naukowej w Japonii (2007-2010) i w Niemczech (2010-2012), w ktérym to okresie miatem
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okazje wspdtpracowac z wybitnymi uczonymi w tym miedzy innymi Prof. Ko Okumurg, Prof. Chiharu
Nishiyamg, Prof. Anettg Undas i Prof. Michaelem Kabeschem, a efekty czego opisuje ponizej w ramach
osiggniecia naukowego. Zakres badan prowadzonych w tych okresach zostat znaczaco poszerzony m.in. o
interakcje polimorfizméw FCERIA z innymi kluczowymi determinantami genetycznymi IgE i wariantami
drugiego pierwszorzedowego receptora dla IgE, tj. receptora dla IgE o niskim powinowactwie (FceRlI,

CD23; gen FCER2, chromosom 19p13.3).

W ramach swojego osiggniecia naukowego przedstawiam prace zawierajgce dane oryginalne (K-ON, J-
ON, I-ON, H-ON, G-ON, F-ON, D-ON, B-ON, A-ON), a takze trzy prace pogladowe (L-ON, E-ON, C-ON).
Pierwszg z nich (L-ON) mozna potraktowaé jako swego rodzaju wprowadzenie w temat wptywu
zmiennosci genetycznej FceRl, a zwtaszcza FceRla, na catkowite stezenie IgE w surowicy oraz
podsumowanie odnosnych badan, w ktdorych bratem udziat w ramach pracy doktorskiej oraz czesci
wynikéw uzyskanych w trakcie w trakcie pobytu w Japonii. Druga praca poglagdowa (E-ON) ujmuje temat
wplywu zmiennosci genetycznej na IgE w duzo szerszym zakresie. Po pierwsze, dostarcza ogélnego opisu
,uktadu IgE” (o tym dalej). Po drugie, podsumowuje wyniki dotychczasowych badan nad genetyczng
kontrolg Ig w formie analizy wynikdw systematycznego przegladu pismiennictwa (baza PubMed;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), do czego réwniez powrdce jeszcze w dalszej czesci niniejszego

tekstu. Po trzecie w koricu, ujmuje te wyniki w kontekscie badan GWAS, ktdry to temat bedzie sie
rowniez czesto przewijat w tym opracowaniu. Ostatnia praca pogladowa (C-ON) opisuje zwigzki
pomiedzy patofizjologia chordb alergicznych/IgE-zaleznych oraz schorzer uktadu krazenia/zaburzen
hemostazy. Opisane w pracy tej zaleznosci pokazujg dalszg perspektywe, a w zasadzie jedng z mozliwych
dalszych perspektyw, w kierunku ktérej mogg podazaé badania nad rolg wptywu zmiennosci genetycznej

na IgE.

Pace doswiadczalne przedstawiajgce wyniki uzyskane w Japonii koncentrujg sie na badaniach
czynnosciowych polimorfizméw (K-ON, J-ON, H-ON, F-ON), genetyce populacyjnej (K-ON, J-ON, G-ON, F-
ON), oraz badaniach asocjacyjnych (I-ON, H-ON, G-ON). Prace ,niemieckie” koncentrujg sie na badaniach
epidemiologicznych duzych grup o typie post-GWAS, a w mniejszym stopniu na zastosowaniu

czynnos$ciowej metodyki in silico (D-ON, B-ON, A-ON).

Pragne takze zaznaczy¢, iz w obecnym osiggnieciu naukowym nie ujeto kilku innych publikacji, ktére nie
przedstawiaty wprawdzie (bezposrednio) wynikéw opisanych w moim doktoracie (Potaczek i wsp.,
Allergy 2006;61:1230-3; Potaczek i wsp., Ann Allergy Asthma Immunol 2006;97:711-2; Potaczek i wsp.,
Ann Allergy Asthma Immunol 2007;98:500-1; Potaczek i wsp., Clin Exp Allergy;37:1574-5; Sanak i wsp.,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

Allergol Int 2007;56:397-401; Sanak i wsp., J Allergy Clin Immunol 2007;119:1280-1), ale naktadaty sie z
doktoratem nawet w drobnej czesci materiatowo (np. polulacja badana, cze$¢ danych genotypowych) czy
chocby czasowo (termin rozpoczecia prac), itd., takich jak Potaczek i wsp., Allergy 2007;62:1095-6;
Kanada, Nakano, Potaczek, i wsp., J Immunol, 2008;180:8204-10; Potaczek i wsp., Allergy 2008;63:626-7,;
Potaczek i wsp., Int J Immunogenet 2008;35:339-40; Natkaniec i wsp., Mol Biol Rep 2009;36:1545-7;
Sanak i wsp., Pol Arch Med Wewn 2009;119:170-4; Niwa, Potaczek, i wsp. Int J Immunogenet
2010;37;139-41).

Uktad IgE

IgE jest jedng z pieciu gtdwnych klas ludzkich immunoglobulin. Wraz z immunoglobuling G (IgG)
wystepuje wytgcznie u ssakéw. IgE oraz IgG pojawity sie bardzo wczesnie w ewolucji ssakéw. IgG petni
role gtébwnego przeciwciata w surowicy, natomiast IgE odpowiada za aktywacje komdrek tucznych oraz

granulocytow zasadochtonnych (Hellman, Biomed Pharmacother 2007; 61:34-49).

Rola IgE w patofizjologii jest dos¢ dobrze poznana. IgE posredniczy reakcje nadwrazliwosci (alergiczng)
typu I. U czesci osoéb z chorobami alergicznymi, tzw. pacjentow atopowych, wystepuje wrodzona
sktonno$¢ do nadprodukcji przeciwciat Igé skierowanych przeciwko swoistym antygenom
Srodowiskowym, zwanym tu alergenami. Antygeny te, cho¢ same w sobie nieszkodliwe dla organizmu, po
zwigzaniu przez czasteczki IgE zakotwiczone za posrednictwem FceRI na powierzchni komérek tucznych
i(lub) granulocytéw zasadochtonnych wywotujg ich aktywacje, wydzielanie mediatoréw zapalnych (m.in.
histaminy), a w konsekwencji objawy miejscowej reakcji alergicznej najczesciej na obszarze uktadu
oddechowego (astma atopowa, alergiczny niezyt nosa — ANN), skéry (zewnatrzpochodne atopowe
zapalenie skéry — AZS), uktadu trawiennego (alergia pokarmowa) czy narzagdu wzrokowego (atopowe
zapalenie spojowek). Uogdlniona reakcja nadwrazliwosci typu | moze prowadzi¢c do rozwoju
zagrazajgcego zyciu wstrzgsu anafilaktycznego. Duzo mniej wiadomo na temat fizjologicznego znaczenia
IgE. Uwaza sie jednak, ze IgE odgrywa znaczacg role w immunologicznej odpowiedzi
przeciwpasozytniczej, a najprawdopodobniej takie w obronie organizmu przed podostawaniem
nowotworéw (Kraft i wsp., Int Arch Allergy Immunol 2004;135:62-72; Macglashan D Jr, Ann N Y Acad Sci
2005;1050: 73-88; Hellman, Biomed Pharmacother 2007; 61:34-49).

Mechanizmy immunologiczne mediowane przez IgE sg natychmiastowe i niesamowicie silne (vide
wstrzgs anafilaktyczny) i dlatego podlegajg bardzo Scistej kontroli na wielu poziomach poczynajac od
,decyzji” limfocytu B o przefaczeniu maszynerii na produkcje IgE. Bardzo wazng, cho¢ nie do korca

jeszcze poznang role w regulacji IgE odgrywajg takze inni poza tg immunoglobuling cztonkowie tzw.



,uktadu IgE”. Pojecie ukfadu IgE zostato wprowadzone przez Suttona i Gould i obejmuje
pierwszorzedowe (FceRl, FceRll) i drugorzedowe (galektyna-3, CD21, niektére integryny, i inne) receptory
IgE, a takze inne czgsteczki zwigzane z funkcjami IgE i ich kontrolg (Gould, Sutton. Nat Rev Immunol 2008;

8:205-17; Gould i wsp. Annu Rev Immunol 2003; 21:579-628).

FceRl wystepuje u ludzi w formie tertameru (afy2) na powierzchni komérek tucznych i granulocytéow
zasadochtonnych, a w formie trimeru (ay,.) na powierzchni kilku innych typéw komoérek, w tym np.
komérek prezentujgcych antygen (antigen-presenting cells — APC) i ptytek krwi. Takze FceRIl egzystuje w
dwéch typach, w tym przypadku determinowanych przez alternatywny splicing. CD23a wystepuje
wyltgcznie na limfocytach B, natomiast CD23b na takze kilku innych typach komoérek, w tym APC,
limfocytach T, granulocytéw kwasochtonnych i innych. Najbardziej znaczgca w kontekscie obecnie
prezentowanych wynikdw jest rola FceRll w regulacji stezenia IgE w surowicy, opierajgca sie na
rownowadze miedzy jego ekspresjg na powierzchni limfocytow B a stezeniem tzw. wolnej formy
receptora (soluble CD23 — sCD23). Ponadto, zaréwno FceRI na powierzchni APC jak i FceRlIl zlokalizowany
na limfocytach B posredniczg internalizacje antygendw i ich prezentacje zalezng od MHC-II (Hibbert i
wsp., J Exp Med 2005;202:751-60; Gould, Sutton. Nat Rev Immunol 2008; 8:205-17; Gould, i wsp. Annu
Rev Immunol 2003; 21:579-628; Macglashan D Jr, Ann N Y Acad Sci 2005;1050: 73-88; Kinet, Annu Rev
Immunol 1999; 17:931-72).

Wczesniejsze badania jasno sugerowaty olbrzymie znaczenie zmiennosci genetycznej w regulacji ukfadu
IgE, w tym produkcji i stezenia samej IgE w surowicy. Rownoczesnie nie dawaty jednak wystarczajacej
odpowiedzi na pytanie o role wariantéw poszczegélnych elementéw uktadu, zwtaszcza receptoréw dla
IgE, a takze ich interakcji z innymi waznymi determinantami IgE. Te odpowiedZ probowatem wraz z
moimi wspoétpracownikami uzyska¢ w ramach badan wchodzacych w sktad niniejszego osiggniecia

naukowego.

Zamierzenia badawcze

a. Zbadanie czynnosciowej roli zmiennosci gendw pierwszorzedowych i innych elementéw ukfadu
IgE w regulacji ich ekspresji, takze w kontekscie nieréwnowagi sprzezen (linkage disequilibrium -
LD).

b. Ocena wptywu polimorfizméw uktadu IgE na stezenie IgE w surowicy réznych grupach chorych.

c. Okreslenie roli wariantéw genetycznych uktadu IgE w sktonnosci do rozwoju choréb alergicznych.

d. Ustalenie miejsca wynikow otrzymanych dla stezenia IgE w kontekscie GWAS i badan z

wczesniejszego okresu oraz doktadne mapowanie sygnatdw asocjacyjnych.



e.

Wyniki

Analiza interakcji miedzy najwazniejszymi determinantami genetycznymi IgE.

Potaczek DP, Nishiyama C, Sanak M, Szczeklik A, Okumura K. Genetic variability of the high-
affinity IgE receptor alpha-subunit (FcepsilonRlalpha). Immunol Res 2009;45:75-84 (L-ON)

W tej pracy pogladowej podsumowano stan badan nad zmiennoscig genetyczng FCER1A przed
erg GWAS. Do momentu opublikowania pierwszego GWAS zajmujgcego sie catkowitym
stezeniem IgE w surowicy (Weidinger i wsp., PLoS Genet 2008:4:e1000166), jedynie cztery
oérodki na catlym Swiecie zajmowaty sie tym zagadnieniem. Shikanai i wsp. (J Appl Physiol
2002;93:37-41), Potaczek i wsp. (Allergy 2007;61:1230-3; Ann Allergy Asthma Immunol
2007;98:500-501) i Bae i wsp. (J Allergy Clin Immunol 2007;119:449-56) opisali bezposrednig
i(lub) posrednig zalezno$¢ miedzy polimorfizmem rs2427827 zlokalizowanym w promotorze
proksymalnym FCER1A a catkowitym stezeniem immunoglobuliny w surowicy. Ponadto, dwa
polimorfizmy FCER1A byty badane czynnosciowo, rs2427827 (Bae i wsp., J Allergy Clin Immunol
2007;119:449-56; Kanada, Nakano, Potaczek, i wsp., J Immunol, 2008;180:8204-10) i takze
zlokalizowany w promotorze proksymalnym rs2251746 (Hasegawa i wsp., J Immunol
2003;171:1927-33). W obu przypadkach opisano wptyw wariantow na ekspresje genu.

Potaczek DP, Maeda K, Wang QH, Nakano N, Kanada S, Stepien E, Branicka A, Fukai T, Hara M,
Tokura T, Ogawa H, Undas A, Okumura K, Nishiyama C. FcepsilonRlalpha gene -18483A>C

polymorphism affects transcriptional activity through YY1 binding. Immunogenetics 2009;61:649-
55 (K-ON).

oraz
Potaczek DP*, Kamijo M*, Hara M, Okumura K, Undas A, Nishiyama C. A comparative search for

human FceRla gene (FCER1A) 3'-UTR polymorphisms in Japanese and Polish populations. Mol
Biol Rep 2012;39:3747-53 (F-ON).

Obie prace zajmowaty sie poszukiwaniem nowych czynnosciowych polimorfizméw FCERIA i
rozpatrywaniu ich funkcji w kontekscie LD. W pierwszym przypadku (K-ON), badano wariant
rs2494262 zlokalizowany w promotorze dystalnym/eksonie 1A, ktérego zaleznos¢ z catkowitym
stezeniem IgE w surowicy opisano juz wczesniej (Potaczek i wsp., Ann Allergy Asthma Immunol
2007;98:500-501). Celem pracy byto stwierdzenie czy rs2494262 moze wptywaé na ekspresje
FCERI1A, czy tez obserwowana zalezno$¢ z IgE wynika jedynie z silnego LD z rs2427827.
Wykazano, ze polimorfizm rs2494262 wptywa na wigzanie czynnika transkrypcyjnego YY1

[electrophoretic mobility shift assay — EMSA, chromatin immunoprecipitation (ChlIP) assay] i



dlatego rowniez na aktywnosc¢ transkrypcyjng (test lucyferazowy). Ponadto, wartosci LD miedzy
rs2427827 i rs2494262 wskazaty, ze ustalenie czynnos¢ ktérego z tych dwdch polimorfizméw jest
w wiekszym stopniu odpowiedzialna za zaleznos$¢ z catkowitym stezeniem IgE w surowicy bedzie
trudne takze w populacji japonskiej. W drugim przypadku (F-ON), poszukiwano polimorfizmoéow w
regionie 3’-niepodlegajagcym translacji (3’-untranslated region — 3’-UTR) FCERIA, ktérych
czynnos¢ mogta by poprzez skomplikowane zaleznosci LD wptywac na obserwowane dla innych
wariantdw asocjacje epidemiologiczne. Warianty genetyczne zlokalizowane w 3’-UTR wptywaja
na stabilnos¢ mRNA, a w konsekwencji na ekspresje genu (m.in. Wang i wsp., Biochem Biophys
Res Commun 2006;340:491-497). W celu zwiekszenia skutecznosci screeningu mutacyjnego,
wykonano go w populacji kaukaskiej (polskiej) oraz wschodnioazjatyckiej (japoniskiej). Wykryte
dwa polimorfizmy rs79965525 i rs7549785 okazaty sie jednak nie wptywac na ekspresje genu,
przynajmniej w tescie lucyferazowym.

Potaczek DP, Wang QH, Sanak M, Tokura T, Matsuda H, Dziedzina S, Nakano N, Hara M, Ogawa

H, Szczeklik A, Okumura K, Nishiyama C. Interaction of functional FCER2 promoter polymorphism
and phenotype-associated haplotypes. Tissue Antigens 2009;74:534-8 (J-ON).

Wczesniejsze badania wykazaty, ze warianty FCER2 wigzg sie z catkowitym stezeniem IgE w
surowicy nie dostarczajgc réwnoczes$nie wystarczajgcej i przekonujgcej wiedzy czynnosciowo
uzasadniajgcej obserwowane efekty (Laitinen i wsp., Am J Respir Crit Care Med 2000;161:700-6;
Tantisira i wsp., J Allergy Clin Immunol 2007;120:1285-91; Meng i wsp., Genes Immun
2007;8:215-23). Celem niniejszej pracy byta oparta na analizie LD i poszukiwaniu nowych
czynnosciowych polimorfizméw FCER2 préba dostarczenia czynnosciowego wyttumaczenia tych
zaleznosci epidemiologicznych, podejscie to ktdre juz wczesniej zastosowano z sukcesem w
przypadku wariantédw FCER1B (Nishiyama i wsp., J Immunol 2004: 173: 6458-64.).
Przeprowadzono screening mutacyjny promotora FCER2 specyficznego dla limfocytow B z
nastepowym genotypowaniem nowo wykrytych i raportowanych uprzednio polimorfizmow.
Podobnie jak w przypadku FCERIA (K-ON, F-ON) analize poszerzono o populacje
wschodnioazjatyckg (japoniskg) w celu zwiekszenia czutosci screeningu mutacyjnego, a takze w
zwigzku z pracg Shen i wsp. (Environ Mol Mutagen 2009:50:285-90) relacjonujacg znaczenie
jednego z polimorfizméw FCER2 wptywajgcego na IgE dla rozwoju raka oskrzeli w populacji
chinskiej. Wykryto trzy nowe polimorfizmy, z ktérych jeden (rs3760687) okazat sie wptywaé na
wigzanie czynnikdw transkrypcyjnych Sp1/Sp3 (EMSA, ChIP assay) i samg aktywnos¢
transkrypcyjng (test lucyferazowy). Ponadto, analiza LD wykazata, iz obserwowane wczesniej

zaleznosci zmiennosci genetycznej FCER2 z IgE (Tantisira i wsp., J Allergy Clin Immunol
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2007;120:1285-91) mogty wynikac¢ z powigzan haplotypowych z czynnosciowymi polimorfizmami

tego genu, w tym nowo wykrytym wariantem rs3760687.

Potaczek DP, Owczarek D, Okumura K, Mach T, Undas A, Nishiyama C. An association between
functional FceRlalpha polymorphisms and total serum IgE levels in patients with inflammatory
bowel disease. Scand J Gastroenterol 2010;45:766-7 (I-ON).

oraz
Potaczek DP, Nastalek M, Wojas-Pelc A, Okumura K, Undas A, Nishiyama C. Naturally occurring

FCER1A N222K mutation - its ethnicity-dependent distribution and a role in atopic dermatitis.
Mol Immunol 2011;48:979-80 (G-ON).

Sg to dwie krdtkie prace asocjacyjne. W pierwszej (I-ON) oceniono zalezno$¢ trzech znanych
czynnosciowych polimorfizméw FCERIA (rs2251746, rs2427827 i rs2494262) na catkowite
stezenie IgE w surowicy w nietypowej kohorcie pacjentéw z nieswoistym zapaleniem jelit
(wrzodziejgce zapalenie jelita grubego lub choroba Lesniowskiego-Crohna), jednostkg chorobowg
w ktérej czesto wystepujg zwiekszone stezenia IgE w surowicy (np. Levo i wsp., Ann Allergy 1986;
56:85-7; Ceyhan i wsp., Respiration 2003:70:60-6). Stwierdzono zalezno$¢ miedzy polimorfizmem
rs2427827 a stezeniem IgE (w przypadku wariantu rs2494262 podobny efekt statystyczny nie byt
odporny na korekte na kilka potencjalnie zaktécajgcych zmiennych), lecz co ciekawe o
odwrotnym kierunku niz w grupach pacjentéw z chorobami alergicznymi (Shikanai i wsp., J Appl
Physiol 2002;93:37-41; Potaczek i wsp., Allergy 2007;61:1230-3; Potaczek i wsp., Ann Allergy
Asthma Immunol 2007;98:500-501; Bae i wsp., J Allergy Clin Immunol 2007;119:449-56). W
drugiej pracy (G-ON) pokuszono sie o analize zaleznosci miedzy zmieniajgcg sekwencje
aminokwasowg FceRla (N222K) mutacjg rs41264475 a AZS. Wynik badania okazat sie jednak
negatywny.

Potaczek DP, Nastalek M, Okumura K, Wojas-Pelc A, Undas A, Nishiyama C. An association of

TLR2-16934A >T polymorphism and severity/phenotype of atopic dermatitis. J Eur Acad
Dermatol Venereol 2011;25:715-21 (H-ON).

Celem tej pracy bylo poszerzenie spektrum gendw badanych w kontekscie ich wptywu na
catkowite stezenie IgE w surowicy o te nie bedace pierwszo- i drugorzedowymi elementami
uktadu IgE, a ktérych rola w rozwoju choréb alergicznych zostata dowiedziona (Tesse i wsp.,
Allergy 2011;66:307-16). Wybrano potencjalnie czynnosciowy polimorfizm rs4696480 receptora
toll-like 2 (toll-like receptor — TLR2; gen TLR2, chromosom 4q32; Oh i wsp., Allergy 2009;64:1608-
15). W czesci asocjacyjnej badania potwierdzono uprzednio opisywang zaleznosci miedzy
wariantem rs4696480 a wskaznikiem ciezkoSci AZS SCORAD (severity scoring of atopic dermatitis
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index). Cho¢ nie zaobserwowano bezposredniej zaleznosci miedzy polimorfizmem rs4696480 i
stezeniem IgE w surowicy, stwierdzono iz takze SCORAD korelowat z catkowitym IgE. Ponadto, w
tescie lucyferazowym wykazano wptyw badanego polimorfizmu na aktywno$é trankrypcyjna, a
EMSA zasugerowata, ze wariant rs4696480 wywiera efekt na wigzanie czynnika
transkrypcyjnego, ktérego tym razem nie udato sie blizej scharakteryzowac.

vi. Potaczek DP, Kabesch M. Current concepts of IgE regulation and impact of genetic determinants.
Clin Exp Allergy 2012;42:852-71 (E-ON).
Z jednej strony jest to zwykta, cho¢ obszerna paca poglgdowa dogtebnie i catosciowo analizujaca
stan wiedzy (state-of-art) wiedzy w zakresie badan asocjacyjnych i czynnosciowych wptywu
zmiennosci genetycznej na catkowite stezenie IgE w surowicy w kontekscie wynikow badan
GWAS. Podsumowanie wynikéw 3 opublikowanych badann GWAS (Weidinger i wsp., PLoS Genet
2008:4:€1000166; The GABRIEL Consortium, N Engl J] Med 2010;363:1211-21; Granada i wsp., J
Allergy Clin Immunol 2012;129:840-5) wykazato szczegdlne znaczenie pieciu loci w kontekscie ich
zaleznosci z catkowitym stezeniem IgE w surowicy: 1923 (FCER1A), 5931 (RAD50, IL13, IL4),
12q13 (STAT6), 6p21.3 (HLA-DRB1) i 16p12 (IL4R, IL21R). Co ciekawe, w przeciwienstwie do
GWAS badajgcych inne parametry/choroby i czesto wykazujgcych zaleznosci dla dosé
nietypowych gendéw (np. ORMDL3/17921; np. Moffatt, Kabesch, Liang i wsp., Nature
2007;448:470-3; Toncheva, Potaczek, Schedel i wsp., Allergy 2015;70:1288-99), w przypadku IgE
wykryte przez GWAS loci nie budzg zaskoczenia z czynnosciowego punktu widzenia. Ponadto, ich
wyniki sg bardzo powtarzalne pomiedzy GWAS, zwtaszcza dla 1923 (FCER1A), 5931 (RAD50, IL13,
IL4) i 12913 (STAT6). Co wiecej, wykryte sygnaty asocjacyjne mozna w zdecydowane]j wiekszosci
przypisa¢ bezposrednio lub posrednio (LD) polimorfizmom zidentyfikowanym przez badania

epidemiologiczne i(lub) czynnosciowe sprzed ery GWAS.

Z drugiej strony, praca zawiera tez olbrzymig komponente systematyczng opartg na przeszukaniu
bazy PubMed, dostarczajacg dokfadnego podsumowania wynikéw epidemiologicznych badani
genetycznych nad catkowitym IgE o wszystkich mozliwych typach, tj. analizy sprzezen, badan
gendéw kandydatéw, oraz GWAS. Te drugg czes¢, systematycznie porzadkujgcg wiedze dotyczacy
genetycznych badan asocjacyjnych nad catkowitym stezeniem IgE w surowicy mozna poniekad

uznac za oryginalng komponente pracy poglagdowej.

Prace ON-A, ON-B i ON-D (odpowiednio punkty ix, viii i vii. ponizej) wykazujg spore podobienstwa w

swojej strukturze metodologicznej. Z drugiej strony znacznie sie od siebie rdznig, zaréwno w aspekcie
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celéw, wynikow, jak i samej metodyki. Dlatego zostang omdwione osobno, cho¢ z niniejszym krétkim
wspdlnym wprowadzeniem metodologicznym. We wszystkich trzech ponizszych badaniach asocjacje
genetyczne oceniano w grupie co najmniej 1303 dzieci (w tym przynajmniej 651 astmatykow; Moffatt,
Kabesch, Liang i wsp., Nature 2007;448:470-3; Schedel i wsp., J Allergy Clin Immunol 2004;114:1100-5).
Genotypy pochodzity w mniejszej czesci z badania GWAS, w ktdrym nasza grupa brata udziat (chip-
genotyping; Moffatt, Kabesch, Liang i wsp., Nature 2007;448:470-3), natomiast drugg, znacznie
przewazajacg liczbe polimorfizmdéw genotypowano bezposrednio na potrzeby ponizszych trzech badan z
zastosowaniem metody MALDI-TOF-MS (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of flight mass
spectrometry), a w pojedynczych przypadkach genotyp uzyskano metodg imputacji (zZrédto

poszczegdlnych danych genotypowych jest kazdorazowo wyszczegélnione w odnosnej publikacji).
vii.  Potaczek DP*, Michel S*, Sharma V, Zeilinger S, Vogelberg C, von Berg A, Bufe A, Heinzmann A,
Laub O, Rietschel E, Simma B, Frischer T, Genuneit J, lllig T, Kabesch M. Different FCER1A

polymorphisms influence IgE levels in asthmatics and non-asthmatics. Pediatr Allergy Immunol
2013;24:441-9 (D-ON).

Zainteresowato nas, ze w dwdéch GWAS badajgcych catkowite stezenie IgE w surowicy
opublikowanych do momentu kiedy planowalismy niniejsze badanie, najsilniejsze sygnaty
asocjacyjne w obrebie 1923/FCERIA pochodzity z dwodch réinych grup polimorfizméw
zdeterminowanych przez LD (tagging bins; Weidinger i wsp., PLoS Genet 2008:4:e1000166; The
GABRIEL Consortium, N Engl J Med 2010;363:1211-21). Poniewaz jedno z tych badan
obejmowato gtéwnie grupy populacyjne, a drugie w okoto potowie pacjentéw chorych na astme,
wysnuliSmy hipoteze, ze inne polimorfizmy mogg wptywaé¢ na IgE w populacji ogdlnej
(mechanizm podstawowy regulacji) a inne u astmatykéw (regulacja swoista). W celu
przetestowania tej mozliwosci dokonaliémy wyboru szerokiego panelu wariantéw genetycznych
1923 w oparciu o intensywny przeglad literatury oraz LD-tagging wykorzystujacy baze HapMap

(http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-perl/gbrowse/hapmap3r3 B36) i zbadaliSmy je w naszej

kohorcie pediatrycznej ztozonej w potowie z astmatykdéw i w jej podgrupach.

Podobnie jak w przypadku GWAS populacyjnych (Weidinger i wsp., PLoS Genet
2008:4:e1000166; Granada i wsp., J Allergy Clin Immunol 2012;129:840-5), najsilniejszy sygnat
asocjacyjny dla catkowitego stezenia IgE w surowicy w catej grupie otrzymano dla
zdeterminowanej LD grupy polimorfizméw zawierajgcych m.in. rs2511211, rs2427837 i
rs2251746. Te same trzy polimorfizmy wykazywaty najsilniejszg zaleznos¢ z IgE w grupie wolnej

od astmy. W grupie astmatykow natomiast, chociaz efekt rs2511211, rs2427837 i rs2251746 na
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viii.

IgE byt ciggle widoczny, stwierdzono obecnos¢ dodatkowego sygnatu asocjacyjnego dla
wariantéw rs3845625, rs7522607 i rs2427829. W przypadku wszystkich tych 6 polimorfizmdw
zaobserwowano tez zaleznos$¢ z astma atopowa (dla rs7522607 bytfa to tendencja statystyczna).

Niektore warianty FCER1IA wykazywaty zaleznos$é z atopig i(lub) ANN ale nie AZS.

Sharma V, Michel S, Gaertner V, Franke A, Vogelberg C, von Berg A, Bufe A, Heinzmann A, Laub
O, Rietschel E, Simma B, Frischer T, Genuneit J, Potaczek DP*, Kabesch M*. A role of FCER1A and
FCER2 polymorphisms in IgE regulation. Allergy 2014;69:231-6 (B-ON).

W pracy tej wykonano (a) ocene zaleznosci polimorfizméw FCER2 z catkowitym stezeniem IgE w
surowicy w oparciu o analize klasyczng (IgE jako zmienna ciagta) i percentylowg (Moffatt,
Kabesch, Liang i wsp., Nature 2007;448:470-3; Schedel i wsp., J Allergy Clin Immunol
2004;114:1100-5), (b) doktadne mapowanie sygnatu asocjacyjnego z IgE na postawie danych

pochodzgcych z bazy HapMap (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/cgi-

perl/gbrowse/hapmap3r3 B36), a takze (c) analize interakcji pomiedzy polimorfizmami FCER2 i

FCER1A wykazujacymi najsilniejszg zaleznos¢ z IgE.

Polimorfizm FCER2 rs3760687 wykazat najbardziej spdjng zaleznosé z catkowitym stezeniem IgE
W surowicy, tzn. obecng zardwno w analizie klasycznej, jak i precnetylowej w ktérej to wigzat sie
z fagodnie-umiarkowanie zwiekszonym IgE (odpowiednio 50. i 66. percentyl). W analizie
interakcyjnej pokazano, iz zalezno$¢ wariantu rs3760687 z IgE wystepuje gtéwnie wsrdd
badanych nie-homozygotycznych pod wzgledem allelu ryzyka wariantu FCER1IA rs2427837
nalezagcego do zdeterminowanej przez LD grupy polimorfizméw bedacej jedng z gtéwnych
determinant catkowitego stezenia IgE w surowicy w populacji.

Sharma V*, Michel S*, Gaertner V, Franke A, Vogelberg C, von Berg A, Bufe A, Heinzmann A, Laub
O, Rietschel E, Simma B, Frischer T, Genuneit J, Zeilinger S, lllig T, Schedel M, Potaczek DP*,
Kabesch M*. Fine-mapping of IgE associated loci 1923, 5931 and 12g13 using 1000 Genomes
Project data. Allergy 2014;69:1077-84 (A-ON).

W badaniu tym dokonano bardzo doktadnego mapowania zaleznosci z catkowitym stezeniem IgE
w surowicy dla trzech najwazniejszych loci zidentyfikowanych przez GWAS (Weidinger i wsp.,
PLoS Genet 2008:4:€1000166; The GABRIEL Consortium, N Engl J Med 2010;363:1211-21;
Granada i wsp., J Allergy Clin Immunol 2012;129:840-5), czyli 1923 (FCER1A), 5931 (RAD50, IL13,
IL4) i 12913 (STAT6). W celu przeprowadzenia bardzo doktadnego mapowania postuzono sie
nowatorsko danymi z bazy 1000 Genomes Project (1000 Genomes Project Consortium, Nature

2010;467:1061-73). Oceny zaleznosci polimorfizméw 123, 5931 i 12g13 z catkowitym stezeniem
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IgE w surowicy dokonano w oparciu o analize klasyczng i percentylowg [jak w punkcie viii (B-ON)
powyzej].

Zaleznosci z catkowitym stezeniem IgE w surowicy zostaty potwierdzone i doktadnie zmapowane.
Ponadto stwierdzono, ze w przypadku 1g23 i 5931 wiekszos¢ z nich wykryto dla tagodnie-
umiarkowanie zwiekszonych stezen IgE, natomiast polimorfizmy 12q13 wigzaty sie gtéwnie z
silnie zwiekszonym IgE w surowicy. Analiza interakcji miedzy polimorfizmami wykazujgcymi
najsilniejszg zalezno$¢ w przypadku kazdego z trzech loci, rs2427837 (1923), rs2243300 (5g31) i
rs1059513 (12g13), wykazata nawet czterokrotny wzrost ilorazu szans dla wyzszego IgE w
przypadku obecnosci alleli ryzyka we wszystkich trzech loci.

Po stratyfikacji wzgledem astmy, stwierdzono, ze niektére polimorfizmy, przede wszystkim 123
(rs2427829 i rs2427830) i 12q13 (rs12368672), wykazujg zaleznosé z IgE w grupie chorych,
natomiast warianty zlokalizowane w 5931 gtdwnie wsérdd dzieci wolnych od tej choroby. Jedynie
dwa polimorfizmy 5931 (rs1295686 i rs20541) wykazywaty zwigzek z astmga, podczas gdy kilka
wariantéw, zwtaszcza 1923 wigzato sie z astma atopowa. Kilka polimorfizmoéw 1923 wigzato sie z
atopig i(lub) ANN, a dwa warianty 12q13 z atopig. Zaden badany polimorfizm nie wykazat
zaleznosci z astma nieatopowg czy AZS.

Ponadto, dokonano rdéwniez czynnosciowej analizy in silico wszystkich polimorfizmoéw
wykazujacych zaleznos¢ z IgE.

X. Potaczek DP. Links between allergy and cardiovascular or hemostatic system. Int J Cardiol
2014;170:278-85 (C-ON).

Jest to syntetyczna praca pogladowa o typie interpretacyjnym. Opisuje ona mozliwe zaleznosci
pomiedzy atopia, IgE i chorobami alergicznymi a miazdzyca, metabolizmem lipidow i
zaburzeniami krzepniecia. Postuzytem sie w niej wiedzg dotyczacg opisywanego tematu nabytg w
trakcie badan dotyczacych zaleznosci miedzy chorobami alergicznymi a zylng choroba
zakrzepowo-zatorowg (Undas i wsp., J Thromb Haemost 2011;9:870-3), aktywacja ptytek krwi w
AZS (Nastatek i wsp., J Dermatol Sci 2011;64:79-82) oraz zwigzkami naturalnych antykoagulantéw
z chorobami alergicznymi (Undas i wsp., Thromb Haemost 2012;107:1000-2). Szczegdlne miejsce
w tej pracy pogladowej poswiecam jednak zaleznos$ciom genetycznym pomiedzy atopig/IgE a
gospodarkg lipidowg lub zapalnymi markerami miazdzycy, w ktérych to locus 1923/FCERIA

wydaje sie odgrywac wazng role.

Podsumowanie
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W ramach przedstawionego tutaj osiggniecia naukowego analizowano rdzne aspekty zmiennosci genéw
uktadu IgE, w tym jego pierwszorzedowych (FCERIA, FCER2) jak i nieco dalszych (TLR2) przedstawicieli
uktadu czy tez najwazniejszych innych elementéw regulatorowych (STAT6, chromosom 5q31). Badania
dotyczyty zaleznosci epidemiologicznych polimorfizmdéw oraz ich czynnosciowego wptywu na ekspresje
odnosnych gendw, a takze zaleznosci haplotypowych/LD miedzy tymi wariantami genetycznymi.

Gtéwne wyniki badawcze osiggniecia naukowego:

a) W dodatku do polimorfizméw bedacych gtéwnymi predykatorami catkowitego stezenia IgE w
populacji, takze inne warianty genetyczne FCER1A wykazujg zaleznos¢ z IgE specyficznie u dzieci
chorych na astme.

b) Istnieje interakcja miedzy wariantami genetycznymi FCER1A a polimorfizmami STAT6 oraz
chromosomu 531 odnosnie ich zaleznosci z catkowitym stezeniem IgE w surowicy.

c) Warianty genetyczne FCER1A i locus 5q31 wykazujg zaleznos¢ gtownie z fagodnie lub
umiarkowanie zwiekszonym stezeniem IgE w surowicy, podczas gdy polimorfizmy STAT6 przede
wszystkim z silnie podwyzszonym IgE.

d) Polimorfizmy FCER1A wykazujg tez zalezno$¢ ze sktonnoscig do atopii i ANN, ale nie AZS.

e) Warianty genetyczne FCER1A wykazujg zaleznos$¢ z IgE takze w populacji chorych na nieswoiste
zapalenie jelit, aczkolwiek odwrotng niz u 0séb z chorobami alergicznymi lub w populacji ogdlnej.

f) Czynnosciowe polimorfizmy FCER1A zlokalizowane sg w regionie 5'-UTR (promotor proksymalny,
promotor dystalny/ekson 1A), podczas gdy ewentualna funkcjonalno$¢ wariantéw
zlokalizowanych w 3'-UTR, choé mozliwa, nie zostata laboratoryjnie udowodniona.

g) Roéwniez polimorfizmy FCER2 wykazujg zaleznos¢ z tagodnie i umiarkowanie zwiekszonym
catkowitym stezeniem IgE w surowicy, zwtaszcza czynnosciowy wariant zlokalizowany w jednym
z promotorow. Zaleznos$¢ ta jest szczegdlnie widoczna w podgrupie badanych pozbawionych
homozygotycznego wptywu polimorfizmu FCERIA zwigzanego z najsilniejszym sygnatem
asocjacyjnym z IgE w populacji.

h) Chociaz zaréwno czynnosciowy polimorfizm TLR2 jak i catkowite stezenie IgE w surowicy

wykazujg zaleznosci z ciezkoscig AZS to sg one niezalezne.

W podsumowaniu, w zakresie chromosomu 1q23/FCER1A, przedstawione powyzej wyniki badan,
zarowno tych zaplanowanych/wykonanych przed (badania pre-GWAS) jako i w trakcie trwania ery GWAS
czy u jej schytku (badania post-GWAS), potwierdzajg, a przede wszystkim znacznie poszerzajg wyniki
GWAS, w tym m.in. o analizy czynnosciowe bezposrednie oraz in silico, doktadne mapowanie genu,

analizy w podgrupach (po stratyfikacji), analizy w specyficznych grupach chorych, analizy interakcyjne,
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analizy specyficznych fenotypdw, czy tez poréwnawcze badania populacyjne. W przypadku chromosomu
5931 (RAD50, IL13, IL4) oraz 12q13 (STAT6), wyniki badan GWAS zostaty potwierdzone i poszerzone o
doktadne mapowanie tych loci, analizy w podgrupach (po stratyfikacji), analizy w specyficznych grupach

chorych, analize interakcyjng, analizy specyficznych fenotypdw, czy tez badania czynnosciowe in silico.

W przypadku GWAS, geny wykazujgce zalezno$¢ z badanymi fenotypami/parametrami bardzo czesto
stanowity niespodzianke, w tym sensie, ze niewiele mozna byto powiedzie¢ o ich funkcji w ogdle a tym
bardziej o ewentualnej roli ich produktéw biatkowych w regulacji odnos$nych fenotypow/parametrow.
Dobrym przyktadem jest tu chromosom 17921 (np. Moffatt, Kabesch, Liang i wsp., Nature 2007;448:470-
3; Toncheva, Potaczek, Schedel i wsp., Allergy 2015;70:1288-99). Co ciekawe, loci wykryte w GWAS w
przypadku catkowitego stezenia IgE w surowicy az takiej niespodzianki nie stanowity (Potaczek &
Kabesch, Clin Exp Allergy 2012;42:852-71), gdyz ich zalezno$c¢ z IgE opisywano juz wczesniej (np. FCERIA,
np. Potaczek i wsp., Allergy 2006;61:1230-3; Potaczek i wsp., Ann Allergy Asthma Immunol 2007;98:500-
1; Sanak i wsp., Allergol Int 2007;56:397-401), a takie znana byty Sciste powigzania ich produktéw
biatkowych z uktadem IgE, czy tez bezposrednia do niego przynaleznos¢ jak w przypadku FCERIA
(Potaczek i wsp., Immunol Res 2009;45:75-84).

Pewnym wyjatkiem byt tutaj RAD50, gen kodujacy biatko odpowiedzialne za naprawe DNA. Nie wchodzac
w szczegoty wykraczajgce poza ramy niniejszego opracowania, sam RAD50 moégtby wykazywac
bezposredni wptyw na synteze IgE (poprzez class-switch recombination — CSR) lub jego polimorfizmy
moga by¢ w LD z czynnosciowymi wariantami /L4/IL13 lub czy tez wptywac na produkcje IgE poprzez
ponad-jednogenowe mechanizmy regulacyjne (tzw. locus control region — LCR; Potaczek & Kabesch, Clin
Exp Allergy 2012;42:852-71). Ta ostatnia opcja wydaje sie odgrywac znaczacg role w Swietle niedawnych
wynikéw badan, w ktérych réwniez i ja uczestniczytem (Schieck, Sharma, Michel i wsp., Allergy

2014;69:1171-80).

Paradoksalnie, poniekad wbrew temu co napisano powyzej, interesujacy jest rdwniez w tym kontekscie
FCER1A. Cho¢ zaréwno udziat jak i rola FceRlo/FceRl w uktadzie IgE sg oczywiste (Gould, Sutton. Nat Rev
Immunol 2008; 8:205-17; Gould, i wsp. Annu Rev Immunol 2003; 21:579-628; Macglashan D Jr, Ann N 'Y
Acad Sci 2005;1050: 73-88; Kinet, Annu Rev Immunol 1999; 17:931-72) i scharakteryzowane s3
czynnosciowe polimorfizmy nalezgce do dwdch grup zdeterminowanych przez LD zwigzanych z
najsilniejszymi w GWAS sygnatami asocjacyjnymi z catkowitym stezeniem IgE w surowicy [dla Weidinger i
wsp. (PLoS Genet 2008:4:21000166) i Granada i wsp. (J Allergy Clin Immunol 2012;129:840-5) jest to
wariant rs2251746 (Hasegawa i wsp., J Immunol 2003;171:1927-33; Kanada, Nakano, Potaczek, i wsp., J
Immunol, 2008;180:8204-10); dla The GABRIEL Consortium, N Engl J Med 2010;363:1211-21 s3 to
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rs2427827 i rs2494262 (Bae i wsp., J Allergy Clin Inmunol 2007;119:449-56; Kanada, Nakano, Potaczek, i
wsp., J Immunol, 2008;180:8204-10; Potaczek i wsp., Immunogenetics 2009;61:649-55)], to nie jest
catkiem pewne w jaki sposdb wywotane zmiennoscig genetyczng réznice w ekspresji FceRla/FceRl moga
wptywacé na stezenie IgE. Istnieje jednak szereg odnosnych hipotez, takich jak wptyw FceRla/FceRI na
stabilizacje czasteczek IgE, petla obejmujgca alergen-IgE-FceRI-aktywowane granulocyty zasadochfonne i
komorki tuczne zwrotnie stymulujgce limfocyty B do produkcji (wiekszych ilosci) IgE, czy tez wptyw
czasteczek FceRlo/FceRl obecnych na powierzchni klasycznych i nieklasycznych APC na prezentacje
antygenu (Potaczek i wsp., Immunol Res 2009;45:75-84; Potaczek & Kabesch, Clin Exp Allergy
2012;42:852-71).

Podobnie jak w przypadku FCERI1A, réwniez i dla FCER2 w momencie rozpoczecia badan nie wiadomo
byto jakie beda wyniki ewentualnych GWAS analizujgcych catkowite stezenie IgE i czy takie badania
zostang w ogéle przeprowadzone. Cho¢ jak sie pdzniej, juz w trakcie opisywanych tutaj badan, okazato
FCER2 nie nalezat do najsilniejszych sygnatow asocjacyjnych GWAS, nie oznacza to iz nie odrywa on (czy
tez jego zmiennos¢ genetyczna) waznej roli w regulacji IgE. Przeciwnie, CD23 jest kluczowg czasteczka
kontrolujacg stezenie IgE w surowicy (Hibbert i wsp., J Exp Med 2005;202:751-60; Gould, Sutton. Nat Rev
Immunol 2008; 8:205-17; Gould, i wsp. Annu Rev Immunol 2003; 21:579-628), ktéry to mechanizm jest
duzo bardziej scharakteryzowany niz w przypadku FceRla/FceRI. Jest ponadto wysoce prawdopodobne,
ze czynnosciowe polimorfizmy FCER2 (Tantisira i wsp., J Allergy Clin Immunol 2007;120:1285-91; Meng i
wsp., Genes Immun 2007;8:215-23; Potaczek i wsp., Tissue Antigens 2009;74:534-8) mogg wptywac na
stezenie IgE w surowicy w pewnych specyficznych podgrupach badanych, np. w kohortach poddanych
stratyfikacji wzgledem gtéwnych genetycznych determinant IgE (Sharma i wsp., Allergy 2014;69:231-6),
czy u leczonych wziewnymi kortykosteroidami dzieci z astma (Tantisira et al., J Allergy Clin Immunol

2007;120:1285-91).

Podjecie badan nad wptywem zmiennosci genetycznej TLR2 na catkowite stezenie IgE w surowicy ma nie
tylko uzasadnienie biologiczne w kontekscie roli TLR2 per se (Tesse i wsp., Allergy 2011;66:307-16), ale
takze wzigwszy pod uwage istnienie odgrywajgcych role w rozwoju choréb alergicznych interakcji miedzy
TLR2 a FceRla/FceRl (Novak & Bieber, Curr Probl Dermatol, 2011;41:47-53; Herrmann i wsp., Allergy
2013;68:621-8; Song i wsp., J Eur Acad Dermatol Venereol 2015;29:2169-76). Wydaje sie, ze naturalng
kontynuacja wynikéw przedstawionych w niniejszym osiggnieciu byloby zbadanie wptywu interakgji
miedzy wariantami genetycznymi TLR2 i FCERIA w determinacji IgE w surowicy, ciezkosci AZS (Oh i wsp.,

Allergy 2009;64:1608-15), a takze innych parametréw alergologicznych.

17



Jakie znaczenie majg badania nad catkowitym stezeniem IgE w surowicy i jego determinantami
genetycznymi dla alergologii? W modelach miejscowej syntezy IgE wyzkazano, iz IgE przeciwko
swoistemu alergenowi moze stanowi¢ nawet do okoto potowy catkowitej ilosci wyprodukowanego IgE
(Smurthwaite i wsp., Eur J Immunol 2001;31:3422-32; Gould, i wsp. Annu Rev Immunol 2003; 21:579-
628). Zalezno$¢ ta widoczna jest takze we krwi, gdzie swoiste IgE moze odpowiadaé nawet prawie jednej
czwartej catkowitego IgE (Gusareva i wsp., J Allergy Clin Immunol 2008;121:781; Erwin and Platts-Mills, J
Allergy Clin Immunol 2008;121:781-2; Erwin i wsp., J Allergy Clin Immunol 2007;119:359-65; Tsai i wsp., J
Asthma 1988;25:7-13). Chociaz catkowite stezenie IgE dobrze koreluje z istnieniem sktonnosci atopowej
(Ott i wsp., Acta Derm Venereol 2009;89:257-61; Potaczek i wsp., Allergol Int 2014;63:485-6), to jednak
nie jest juz zbyt czesto uzywane do diagnostyki uczulen, gdzie zastgpione zostato m.in. przez metody
bezposrednie (swoiste IgE w surowicy) lub posrednie (np. testy skdrne). Ponadto, korelacja wynikéw
badan genetycznych (zwtaszcza tych z ery GWAS i post-GWAS) nad catkowitym stezeniem IgE w surowicy
i swoistymi chorobami alergicznym jest dos¢ umiarkowana (np. Weidinger i wsp., Curr Opin Allergy Clin
Immunol 2010;10:408-17), i jesli juz, dotyczy glownie ewentualnie ANN czy astmy atopowej jak to
pokazuje m.in. niniejsze osiggniecie naukowe. Dlatego, gtéwnga rolg badan genetycznych nad catkowitym
IgE wydaje sie by¢ doktadne zrozumienie mechanizmdéw (funkcjonowania i regulacji) systemu IgE oraz
tych lezacych u podtoza rozwoju niektérych, zwtaszcza tych ,bardziej atopowych”, fenotypéw chordb
alergicznych. Wyznacza to dalszg perspektywe badan genetycznych nad systemem IgE, czesciowo takze
w kontekscie nieujetych tutaj zaburzen jednogenowych (m.in. Ozcan i wsp., J Allergy Clin Immunol
2008;122:1054-62; Altin i wsp., Blood Rev 2010;24:163-9; Minegishi, Curr Opin Immunol 2009;21:487-
92). Innymi kierunkami badan genetycznych nad uktadem IgE moze sta¢ sie jego rola w odpowiedzi
przeciwnowotworowej stanowigca domene nowej gatezi biomedycyny, tzw. alergo-onkologii (Jensen-
Jarolim i wsp., Allergy 2008;63:1255-66), oraz jego powigzan z uktadami krgzenia i hemostazy, ktére to

rowniez zarysowano w ramach prezentowanego osiggniecia naukowego.

5. Omdwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych (artystycznych):

Oprocz prac wchodzgcych w sktad osiggniecia naukowego opisanego w punkcie 4 niniejszego
autoreferatu [7 oryginalnych publikacji abstraktowanych, 2 listy do edytora zawierajgce dane oryginalne,
3 prace poglgdowe; w sumie 12 artykutéw; we wszystkich tych pracach jestem pierwszym badz ostatnim
(wspot-)autorem] opublikowatem 50 innych artykutéw naukowych (w tym ponad 20 oryginalnych
publikacji abstraktowanych, ponad 20 listéw do edytora bedacych krétkimi pracami relacjonujgcymi

dane oryginalne (w tym opisy przypadkéw klinicznych) lub komentarzami do artykutéw innych autorow, i
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4 prace poglagdowe). W wiekszosci tych prac bytem pierwszym (wspoét-)autorem. Podsumowujac,
wliczajac osiggniecie naukowe, opublikowatem ponad 60 prac naukowych, z czego absolutng wiekszos¢
w periodykach z ,,impact factor”. Oprécz tego, wyniki moich badan byty przedstawiane na konferencjach,
krajowych (Polska, Japonia, Niemcy) i miedzynarodowych. Tematyka badan genetycznych, w ktorych
bratem czy biore obecnie udziat to oprécz genetycznego i epigenetycznego podtoza regulacji uktadu IgE i
chordéb alergicznych takze, cho¢ duzo mniejszym zakresie, genetyka innych schorzen wielogenowych, w
tym o podtozu miazdzycowym, choréb krzepniecia oraz choréb (auto-)immunologicznych,
farmakogenetyka, a ponadto zaburzenia jednogenowe uktadéw hemostazy i krgzenia. Inne tematy to
same zaburzenia krzepniecia (bez komponenty genetycznej) badane w réznych grupach chorych, a takze
kliniczne badania farmakologiczne. Pracuje réwniez nad rozwojem nowych lekéw opartych o strategie
antysensowng, przede wszystkim przeciwko rinowirusom, a ponadto kontynuuje badania epigenetyczne i

prowadze badania podstawowe nad mechanizmami rozwoju astmy i innych choréb alergicznych.

W ramach swoich dziatan naukowych bytem/jestem bardzo aktywnym cztonkiem kilku konsorcjéw i(lub)
sieci o charakterze krajowym (Niemcy) oraz miedzynarodowym (np.

http://www.predicta.eu/images/PreDicta Newsletter pdf web130215.pdf, str. 5), w ramach ktdrych

prowadzone sg programy naukowe i wykonywane granty badawcze. W obrebie jednego z nich, Deutsche
Zentrum flr Lungenforschung (DZL), jestem od stycznia biezgcego roku liderem wtasnej grupy badawczej
(DZL junior group leader; DZL Juniorgruppenleiter). Moje doswiadczenie w pracy za granicg obejmuje
ponad 7,5 roku w okresie 2007-2012 [Japonia, Atopy (Allergy) Research Center, Juntendo University
School of Medicine, Tokio, Japonia; Department of Pediatric Pneumology, Allergy and Neonatology,
Hannover Medical School, Hanower, Niemcy] oraz 2013-obecnie (Institute of Laboratory Medicine,
Philipps-University Marburg, Marburg, Niemcy) i ciggle wzrasta. Cho¢ wiekszo$¢ czasu ze swojej pracy
naukowe] dziatatem zagranica, to zawsze scisle wspdtpracowatem z osrodkami polskimi, najpierw z
Profesorami Markiem Sanakiem i $.p. Andrzejem Szczeklikiem z 1l Katedry Choréb Wewnetrznych
Uniwersytetu Jagielloriskiego Collegium Medicum w Krakowie, a potem z Panig Profesor Anettg Undas z
Krakowskiego Szpitala Specjalistycznego im. Jana Pawta Il w Krakowie oraz Instytutu Kardiologii
Uniwersytetu Jagielloriskiego Collegium Medicum w Krakowie, czego dowodem s3 liczne wspdlnie
opublikowane prace. Ponadto wspotpracuje w uczonymi z Polski w ramach innych formalnych i
nieformalnych projektéw miedzynarodowych. Swéj wktad w krajowg i miedzynarodowg dziatalnosc
naukowg uzupetniam takze aktywng, zwtaszcza w okresie ostatnich dwdch lat, pracg recenzencka (np.

http://pamw.pl/sites/default/files/NA Gajos Undas editorial.pdf).
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Badania naukowe tgcze z dziatalnoscig dydaktyczng w Universitdtsklinikum Giessen und Marburg,
Standort Marburg, Marburg, Niemcy, do ktérej to w sensie regularnych zaje¢ ze studentami powrdcitem
po kilku latach przerwy w roku 2014. Wczesniej, w latach 2004-2007 prowadzitem liczne zajecia ze
studentami na terenie Il Katedry Choréb Wewnetrznych (Uniwersytet Jagielloriski Collegium Medicum,
Krakéw). Ponadto od kliku lat systematycznie nadzoruje, jako opiekun oddelegowany przez/w
zastepstwie opiekuna oficjalnego/formalnego, réinego rodzaju studentéw, praktykantéw oraz czy

dyplomantéw, w tym doktorantéw.
W ramach popularyzacji nauki, za swdj obowigzek uwazam takze przyblizanie jej osiggnige¢ szerszym

gremiom. Dlatego przez wiele lat wspédtpracowatem z wydawnictwem Medycyna Praktyczna, a takze

opublikowatem kilka prac popularnonaukowych (np. http://charaktery.eu/artykul/uczuleni-na-wszystko).

Krakéw, 25.05.2016 NI 4 f M

(Daniel Piotr Potaczek)
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