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1. Zyciorys naukowy i przebieg kariery zawodowej

1.1. Dane osobowe

Imig i nazwisko: Barbara Zapata
Data i miejsce urodzenia: 05.09.1982 Tarnow
Email: barbara.zapala@uj.edu.pl

1.2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

= -1997-2001
I Liceum Ogodlnoksztalcagce im. Kazimierza Brodzinskiego w Tarnowie, uzyskanie Swiadectwa
dojrzatosci.

= 2001 - 2006
Uniwersytet Jagiellonski, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, specjalnos¢ neurobiologia, uzyskanie
tytulu magistra.

= 2005 - 2007
IGNATIANUM, Wyzsza Szkota Filozoficzno-Pedagogiczna w Krakowie, studia podyplomowe i
uzyskanie dyplomu z pedagogiki.

= 2007 - 2012
Uniwersytet Jagiellonski, Collegium Medicum, Wydziat Lekarski studia doktoranckie na wydziale
lekarskim, uzyskanie tytulu doktora nauk medycznych.

= 2007 - 2012
Postgraduate School of Molecular Medicine, Warszawski Uniwersytet Medyczny, uzyskanie tytutu
doktora nauk medycznych.

= 2013 -2015
Uniwersytet Medyczny w Katowicach, Analityka Medyczna, studia podyplomowe, uzyskanie
dyplomu ukonczenia analityki medycznej oraz prawa wykonywania zawodu diagnosty
laboratoryjnego z wpisem do Krajowej Izby Diagnostow Laboratoryjnych.

= 2013 -2015
Uniwersytet Jagiellonski, Wydzial Prawa i Administracji, studia podyplomowe z Prawa

Dowodowego zakonczone uzyskaniem dyplomu.
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= 2015-2022
Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum Wydziat Farmaceutyczny, Zrealizowanie programu
Specjalizacji z Laboratoryjnej Genetyki Medycznej, planowane zakonczenie i uzyskanie dyplomu
specjalisty na wiosng 2024 roku.

= 2023 -
Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum Wydzial Farmaceutyczny, rozpoczecie 4-letniego
programu specjalizacji z Mikrobiologii Medycznej.

= 2023 -
Rozpoczete postepowanie, przez Dyrektora Centrum Medycznego Ksztalcenia Podyplomowego, 0
uznanie dorobku naukowego lub zawodowego za réwnowazne ze zrealizowaniem programu
szkolenia specjalizacyjnego w dziedzinie Molekularnej Genetyki Medycznej, w oczekiwaniu na

decyzje.

1.3. Przebieg pracy zawodowej i informacje na temat dotychczasowego zatrudnienia w
jednostkach naukowych i medycznych

1.3.1. Przebieg pracy naukowej i zawodowej

Po ukonczeniu | Liceum Ogoélnoksztatcgcego, im. Kazimierza Brodzinskiego w Tarnowie i
uzyskaniu $wiadectwa dojrzatosci, w 2001 roku, rozpocze¢tam dzienne studia magisterskie na
Wyadziale Biologii i Nauk o Ziemi, na Uniwersytecie Jagiellonskim w Krakowie. Bedac na drugim
roku studiéw, z uwagi na swoje zainteresowania, w zakresie funkcjonowania osrodkowego uktadu
nerwowego oraz choréb neurodegeneracyjnych i innych zwigzanych z dysfunkcjami uktadu
nerwowego, trafitam do Zaktadu Neuroanatomii (obecnie Pracownia Neuropatologii
Doswiadczalnej) i Zespotu kierowanego przez Pana prof. dr hab. Krzysztofa Janeczko oraz Pani
prof. dr hab. Zuzanny Setkowicz-Janeczko. Byt to niezwykle istotny dla mnie czas rozwoju, nie
tylko zainteresowan, ale rowniez poczatku mojej kariery zawodowej. Pod kierownictwem Pana
Profesora Janeczko i Pani Profesor Setkowicz-Janeczko, zaangazowatam si¢ w realizacje projektu,
dotyczacego patomechanizmu epilepsji. Badania prowadzitam z wykorzystaniem modelu
zwierzecego, na szczurach rasy Wistar. Efektem realizacji tego projektu jest publikacja mojego
wspotautorstwa, o tytule ,,Neocortical injuries at different developmental stages determine different
susceptibility to seizures induced in adulthood”, ktora ukazata si¢ w czasopismie Epilepsy

Research, w 2006 roku. W pracy tej opisalismy przebieg eksperymentu, ktory dostarczyt dowodow
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na to, ze etap rozwoju, w ktorym mozg jest uszkodzony, determinujg obserwowane zmiany
epileptyczne. Studia magisterskie ukonczytam bronigc pracy o tytule ,,Neurodegeneracyjne zmiany
rdzenia krggowego wywotane epilepsja”, ktora to praca stanowita uwienczenie rozwijanych w
trakcie studidow zainteresowan, zaangazowania W podejmowane dodatkowe prace badawczo-
naukowe, dzigki motywacji i merytorycznemu wsparciu jakie otrzymalam w Zakladzie
Neuroanatomii.

Na ostatnim roku studiéow magisterskich wyjechatam na stypendium, w ramach programu
SOKRATES/ERASMUS, do Francji. We Francji, zostatam wtaczona do Zespotu kierowanego przez
Profesora Philippe Leroux oraz Profesora Vincenta Laudenbacha i Stéphanea Marreta, w Szpitalu
Pediatryczno-Neonatalnym oraz na Wydziale Farmacji i Medycyny, Uniwersytetu Medycznego w
Rouen. Podczas pobytu we Francji, zrealizowatam projekt, w ramach ktérego prowadzitam badania,
z wykorzystaniem metod genetyki molekularnej, na mysim modelu, odzwierciedlajagcym wptyw
uszkodzen istoty biatej mozgu oraz odpowiedzi ze strony uktadu odpornosciowego U wczesniakow.
Na zakonczenie rocznego pobytu we Francji, popetnitam prace magisterska w jezyku angielskim,
ktorej promotorem byt Prof. Philippe Leroux. Popeliona rozprawa nosi tytul: “Research of
inflammation markers in ibotenic acid-evoked excitotoxic lesion in neonatal mice cortex”. Dzigki
pobytowi w Rouen po raz pierwszy zapoznatam si¢ z metodami genetyki molekularnej i zaczetam
rozwija¢ nie tylko swoje zainteresowania ale rowniez dalszg karier¢ zawodowa w tym wilasnie
kierunku.

W 2006, po powrocie z Francji oraz po ukonczeniu studiéw magisterskich na Uniwersytecie
Jagiellonskim, rozpoczetam 6-miesieczny staz, pod kierownictwem Pani Profesor Aldony
Dembinskiej-Kie¢, w Katedrze Biochemii Klinicznej, na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum. W trakcie stazu, zostatam wlgczona do Zaktadu Diagnostyki
Genetycznej i Nutrigenomiki, kierowanego wowczas przez dr n. med. Marka Bodziocha i bratam
udziat w licznych pracach badawczych skoncentrowanych gtownie na chorobach
neurodegeneracyjnych (przede wszystkim chorobie Parkinsona i Alzheimera) i chorobach rzadkich.
W trakcie stazu, wykonywatam badania diagnostyczne (migdzy innymi zespotu Retta - analiza
mutacji w genie MECP2, choroby Huntingtona — analiza powtorzen CAG, choroby Charcot-Marie-
Tooth typul - analiza regionu kodujacego gen PMP22). Postugiwatam si¢ i rozwijatam swoje
doswiadczenie, w zakresie takich technik molekularnej genetyki jak: sekwencjonowanie
sangerowskie (praca na 16-kapilarnym sekwenatorze 3130xlI Genetic Analyzer, Applied
Biosystems), PCR (termocyklery zwykle i gradientowe), Real-time PCR (system Real-Time PCR

7900 Fast) oraz metodyka oparta o procedury Tagman Real-Time PCR (system ViiA 7 Real-Time
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PCR). W tamtym okresie, podejmowatam réwniez czynnosci z zakresu diagnostyki, w ramach
funkcjonujacych w Katedrze Biochemii Klinicznej nast¢pujacych pracowni: Pracownia Biologii
Molekularnej i Genetyki Medycznej (numer KIDL 2214), Pracownia Diagnostyki Molekularnej i
Patogenow (numer KIDL 2660), oraz Pracownia Wirusologiczna (numer KIDL 2662).

W 2007 roku, rozpoczgtam studia doktoranckie na Wydziale Lekarskim Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum, jednocze$nie pozostajac pracownikiem zatrudnionym w
ramach realizowanych w Katedrze Biochemii Klinicznej projektow, we wspotpracy polsko-
norweskiej, i innych kierowanych przez Panig Profesor Aldon¢ Dembinska-Kie¢. Aktywnie
uczestniczytam w takich projektach jak: BIOCLAIMS (FP7: 244995: 7th Framework Programme:
,,.BlOmarkers of Robustness of Metabolic Homeostasis for Nutrigenomics-derived Health CLAIMS
Made on Food”), projekt Polsko-Norweski (Polish-Norwegian Research Fund (OPI/EEA ),
MITOFOOD (COST Action FA0602 MITOFOQOD: ,,Bioactive Food Components, Mitochondrial
Function and Health) oraz NuGO FP6-2002-FOOD 506360 ,,European Nutrigenomics Organisation
— Linking genomics, nutrition and health research”). Byt to okres, podczas ktérego odbytam liczne
szkolenia z zakresu technik omicznych, w o$rodkach przede wszystkim zagranicznych (wykazane
ponizej), opanowatam techniki sekwencjonowania nast¢pnej generacji NGS oraz zaczgtam
postugiwac si¢ technikami mikromacierzowymi, ktére wykorzystatam do opracowania metody
stuzacej do analizy mechanizméw epigenetycznych, migdzy innymi metylacji. Przede wszystkim,
moim osiggnieciem wowczas, bylo opracowanie protokotu do analizy acetylacji histonow w oparciu
0 mikromacierze. Temat mojej pracy doktorskiej obejmowal badania z zakresu molekularne;
genetyki medycznej. W oparciu o technike sekwencjonowania prowadzilam badania na nowo
odkrytych peptydach humaniny, u pacjentow z rozpoznang chorobg Parkinsona.

W trakcie trwania studiow doktoranckich realizowanych, na Uniwersytecie Jagiellonskim,
zdecydowatam si¢ rozpocza¢ studia doktoranckie, na Warszawskim Uniwersytecie Medycznym,
ktére zrealizowalam w wymiarze 5-letnim, w jezyku angielskim, w dziedzinie Molekularnej
Medycyny, w Postgraduated School of Molecular Medicine. Zaréwno studia doktoranckie na
Uniwersytecie Jagiellonskim, jak i te realizowane na Uniwersytecie Warszawskim zakonczytam z
sukcesem, bronigc przygotowane rozprawy doktorskie oraz uzyskujac tytut doktora nauk
medycznych, w 2012 roku.

Od 09.01.2008 do 30.09.2009 roku pracowatam, w wymiarze 1/3 etatu i kolejno od
01.10.2009 do 31.08.2010 roku, w wymiarze Y4 etatu, na stanowisku starszego referenta na etacie
naukowo-technicznym, w Katedrze Biochemii Klinicznej Uniwersytetu Jagiellonskiego, Collegium

Medicum, bedac jednoczesnie studentka studiow doktoranckich.
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Od 01.09.2009 do 30.06.2011 roku bytam zatrudniona na stanowisku asystenta, w wymiarze
Y etatu, w Katedrze Biochemii Klinicznej, Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum. Od
1.10.2011 roku, zostatam wtaczona do grona Pracownikéw naukowo-dydaktycznych i rozpoczgtam
prace na stanowisku adiunkta, w wymiarze pelnego etatu, na czas nieokreslony. Na tym stanowisku,
w Katedrze Biochemii Klinicznej UJCM, peitam powierzone mi obowiazki naukowe i
dydaktyczne do dnia 30 wrzesnia 2023 roku. Od dnia 1 pazdziernika 2023 roku, rozpoczetam prace
na tym samym stanowisku w Zakladzie Mikrobiologii Farmaceutycznej, na Wydziale
Farmaceutycznym, Uniwersytetu Jagiellonskiego, Collegium Medicum.

Bedac pracownikiem Katedry Biochemii Klinicznej UJCM, bratlam czynny udzial w
realizowanych projektach naukowych, a jednoczesnie przyczynitam si¢ w znacznym stopniu do
rozwoju dziatalnos$ci diagnostycznej, zwlaszcza w oparciu o techniki genetyki molekularnej, jakich
nauczytam si¢ podczas pobytu w Rouen oraz doskonalitam na licznych stazach i kursach polskich i
zagranicznych (wykazanych ponizej). Z wazniejszych, ktore w znaczacy sposob przyczynity sie do
rozwoju diagnostyki klinicznej i mojej kariery naukowej oraz zawodowej, jest to, ze bratam udziat
w optymalizacji i realizacji (Katedra Biochemii Klinicznej UJCM - jako podmiot podwykonawczy)
badan chimeryzmu hematopoetycznego u pacjentow z rozpoznang biataczka, po przeszczepach. We
wspolpracy z Pracownig Diagnostyki Molekularnej Zaktadu Diagnostyki Hematologicznej Szpitala
Uniwersyteckiego wzigtam udzial w opracowaniu metody, w oparciu o sekwencjonowanie
sangerowskie oraz z wykorzystaniem analizy dtugosci fragmentow DNA, do wykrywania mutacji w
egzonie 9 oraz w egzonie 13 genu kalretikuliny nalezacej do markerow molekularnych o znaczeniu
diagnostycznym i rokowniczym, u chorych na nadptytkowo$¢ samoistng (ET) oraz samoistne
wloknienie szpiku (MF). Metoda ta zostata opisana w publikacji z moim wspotautorstwem oraz
zostala wdrozona do praktyki Kklinicznej jako przesiewowa w diagnostyce ET oraz MF. Praca o
tytule ,,Wykrywanie mutacji w genie CALR oraz w genie ASXL1 u chorych na nadptytkowos¢
samoistng 1 samoistne wtoknienie szpiku przy pomocy sekwencjonowania Sangera oraz analizy
dhugosci fragmentow DNA” ukazata si¢ w czasopismie Acta Haematologica Polonica, w roku 2018.

Od 2014, rozpoczelam wspodlprace z Zespotem z Kliniki Choréb Metabolicznych 1
Diabetologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie. W ramach tej wspotpracy wykonywatam
sekwencjonowanie (metodg Sangera) oraz bratam udziat w projektowaniu panelu AmpliSeq (NGS,
[llumina) do diagnostyki i roéznicowania réznych typow cukrzycy typu MODY. Wykonywatam
rowniez analizy wynikow (sekwencjonowania nastgpnej generacji) genow odpowiedzialnych za

wystepowanie roznych form cukrzycy typu MODY. Efektem tej wspotpracy jest kilka prac z moim
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wspotautorstwem, opublikowanych na tamach literatury migdzynarodowej, wykazanych w
zatgczonym wykazie publikacji.

W 2015 roku, zidentyfikowatam i opisalam nowy patogenny wariant w genie TAZ
wystepujacy w postaci mozaikowej w DNA z krwi obwodowej i komodrek nabtonkowych. Odkrycie
to, byto o tyle wazne, ze pokazato nowy mechanizm dziedziczenia, sprzgzonego z chromosomem X
zespotu Bartha i konieczno$¢ diagnostyki molekularnej tej choroby, obejmujacej dwie lub wigcej
tkanek, celem wykluczenia obecnosci mozaicyzmu genetycznego (publikacja opisana ponizej oraz
w zataczonym wykazie publikacji).

Od 2016 roku do dzis, wspolpracuje z Wojewddzkim Specjalistycznym Szpitalem
Dziecigcym im. $§w. Ludwika w Krakowie oraz z Katedra Pediatrii Krakowskiej Akademii im.
Andrzeja Frycza Modrzewskiego, w Krakowie. W ramach tej wspotpracy, prowadze badania z
zakresu badan podstawowych (celem wykrycia patomechanizméw) oraz diagnostycznych (celem
molekularnego réznicowania réznych fenotypow) w zakresie chordb rzadkich, wieku dziecigcego i
mtodzienczego. Przede wszystkim, s3 to rdzne postacie kliniczne mukopolisacharydoz,
mtodziencze idiopatyczne zapalenie stawow, rzadkie zespoly genetyczne (jak: zespot Ehlersa-
Danlosa, choroba Pompego, choroba Fabry’ego). W ramach tej wspotpracy, udato si¢ zdiagnozowac
i opisa¢ drugi w Polsce, bardzo rzadki, przypadek mukopolisacharydozy V1. Obecnie, prowadzimy
badania u pacjentow z zeSpotem Ehlersa-Danlosa, w ramach ktorych przewidujemy mozliwos¢
zidentyfikowania molekularnym mechanizméw (na poziomie mRNA i niekodujacych RNA)
odpowiedzialnych za wystepowanie 1 progresje choroby. W kontekscie chordb rzadkich udato mi
si¢ zoptymalizowa¢ metody diagnostyki molekularnej wszystkich, do tej pory poznanych typow,
mukopolisacharydoz oraz stworzy¢ panel AmpliSeq typu ,,custom” (NGS, [llumina) do diagnostyki
rzadkich zespotéw chorobowych, jak choroba Pompego czy choroba Fabry’ego.

W 2017 roku, nawigzalam wspolprace z Pracownia Biologii Molekularnej. Kliniki
Gastroenterologii Centrum Medycznego Ksztalcenia Podyplomowego, gdzie odbylam staz z
zakresu sekwencjonowania nastepnej generacji, na poziomie RNA. Zapoznalam si¢ woéwczas z
platformg IonTorrent i aparatami S5 oraz lon Proton. Opanowane woOwczas techniki
sekwencjonowania wykorzystatam do przeprowadzenia analiz RNA-seq, w mikropecherzykach
pochodzacych z moczu, od Pacjentow z przewlekla cukrzyca (praca zostata opublikowana i
pozostaje w wykazie publikacji). Praca ta, powstata jako efekt kilkuletniej wspotpracy z Panig Prof.
dr hab. med. Ewa Lucjg-Stepien, kierownikiem Zaktadu Fizyki Medycznej Uniwersytetu

Jagiellonskiego.
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W latach 2018-2019, we wspolpracy z Panig dr n. med. Marta Libura, z Kliniki Chorob
Wewngtrznych Hematologii i Onkologii Szpitala Medycznego, Uniwersytetu Warszawskiego
wzigtam udzial w procesie standaryzacji oceny wariantow genetycznych w genie FLT3 w
osrodkach polskich, w ramach programu UPDATE.

Od 2020 roku, zaczetam wykorzystywa¢ techniki sekwencjonowania do analizy
mikrobioméw, zaréwno bakteryjnych, archeondéw, ale réwniez mykobioméw. W tym zakresie,
oprocz opanowanej calej procedury laboratoryjnej, od izolacji DNA bakteryjnego, grzybiczego z
réznych materiatow biologicznych (wymazy, kaly, tkanki, wydzieliny) ludzkich 1 zwierzecych,
poprzez przygotowanie bibliotek genetycznych, opanowatam réwniez bioinformatyczne
opracowanie i analiz¢ wysokoprzepustowych danych surowych, typu FASTQ. Rozwdj] w tym
kierunku, przyczynit si¢ do nawigzania wspotpracy z licznymi Zespotami, w ramach Uniwersytetu
Jagiellonskiego (tutaj przede wszystkim wspotpraca z 11 Katedrg Chirurgii Ogoélnej UJICM, Katedra
Mikrobiologii UJCM, Katedrg Otolaryngologii UJCM, Katedra Endokrynologii Ginekologicznej
UJCM, Oddziatem Klinicznym Kliniki Ginekologii, Potoznictwa i Onkologii Szpitala
Uniwersyteckiego w Krakowie, Grupag Badawcza Spektroskopii Chiroleptycznej z Wydziatu
Chemii, Uniwersytetu Jagiellonskiego), a takze spoza Uniwersytetu Jagiellonskiego (m. in.
Wspoéltpraca z Katedrg Neurologii, Krakowskiej Akademii im. Andrzeja Frycza Modrzewskiego,
Oddziatem Gastroenterologii, Hepatologii i Onkologii Klinicznej, Centrum Medycznego
Ksztalcenia Podyplomowego, w Warszawie, Zakladem Genetyki, Centrum Onkologii -
Panstwowego Instytutu Badawczego im. Marii Sklodowskiej-Curie, w Warszawie, Zakladem
Medycyny Sportowej i Zywienia Czlowieka, Instytutu Nauk Biomedycznych, Akademii
Wychowania Fizycznego, w Krakowie, z Zaktadem Biochemii, Radioimmunologii i Medycyny
Do$wiadczalnej, Instytutu Pomnik Centrum Zdrowia Dziecka, w Warszawie, Zaktadem DietetyKi
Sportowej, Akademia Wychowania Fizycznego i Sportu w Gdansku, oraz Instytutem Psychologii,
Polskiej Akademii Nauk, w Warszawie). Dowodem tych wspotprac sg liczne publikacje na tamach
literatury $wiatowej (W zatgczonym wykazie publikacji).

W 2021 roku, zainteresowatam si¢ technika digital PCR (dPCR), w kontekscie analizy
dlugosci telomerow. We wspolpracy z firma Qiagen udalo mi si¢, w sposdb szczegdlowy,
opracowaé protokot umozliwiajacy analize dlugosci telomerdéw, za pomoca metody dPCR. Na
chwilg obecng metoda ta jest wykorzystywana w ramach podjetej wspotpracy z réznymi Zespotami,
w tym rowniez o$rodkami zagranicznymi, m.in. z Litwy.

W 2022 roku, otrzymatam finansowanie w ramach konkursu: ,,Wsparcie rozwoju

kompetencji twardych” — Nabor 1 - POB gLIFE. Dzigki temu finansowaniu, odbytam 8-dniowy
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kurs, zorganizowany przez Europejskie Towarzystwo Cytogenetyki, w Tyrolu, we Wtoszech, gdzie
zdobytam wiedze teoretyczng i praktyczng w zakresie cytogenetyki, na temat: prenatalnej
diagnostyki cytogenetycznej (w szczegdlnosci na temat mozaiki i chimery, zjawiska imprintingu i
disomii uniparentalnej), epidemiologii aberracji chromosomowych, aberracji chromosomowych w
poronieniach samoistnych i martwych urodzeniach, oceny ryzyka zwigzanego z wystgpowaniem
aberracji chromosomowych, zmiennosci genomowej, aneuploidii chromosomowej oraz
przedimplantacyjnej diagnostyki cytogenetycznej. Ponadto, pozyskatam wiedze z zakresu
najnowszych wytycznych, zwigzanych z kwestig etyczng diagnostyki cytogenetycznej. W zakresie
wiedzy praktycznej, opanowalam postugiwanie si¢ programami i technikami cytogenetycznymi
(NGS, tablice SNP, macierze array-CGH) oraz pozyskatam wiedz¢ na temat metod analitycznych,
w zakresie rozpoznawania 1 interpretacji wynikow zwigzanych z réznego rodzaju aberracjami
chromosomowymi (ocena wynikow MLPA, QF-PCR, FISH). Zdobytam rowniez, wykorzystywane
do tej pory, umieje¢tnosci postugiwania si¢ ISCN (z ang. International System for Human
Cytogenomic Nomenclature) i prawidtowej interpretacji zapisu wyniku wedlug rekomendowane;j
nomenklatury cytogenetyczne;j.

Od maja 2023 roku, peti¢ funkcj¢ kierownika Pracowni Diagnostyki Molekularnej, w
Zaktadzie Mikrobiologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie, gdzie z sukcesem wykorzystuje i
wdrazam do praktyki diagnostycznej i klinicznej moje doswiadczenie, wiedz¢ w zakresie
najnowszych technik molekularnej genetyki. W tym krotkim okresie czasu, od momentu
zatrudnienia, udalo mi si¢, wprowadzi¢ nowe testy diagnostyczne, W Kierunku diagnostyki
molekularnej chorob tropikalny i innych, rzadko wystepujacych patogendéw. Jednym z wazniejszych
osiggnie¢ tego okresu, jest zoptymalizowanie i wdrozenie do praktyki klinicznej molekularnej
diagnostyki sepsy bezposrednio z materialu biologicznego, w postaci krwi pelnej, ptynu moézgowo-
rdzeniowego, ptynu stawowego, moczu czy tez poptuczyn oskrzelowo-pecherzykowych i wydzielin
z drog rodnych. Diagnostyka molekularna sepsy opiera si¢ o hybrydowa technologi¢, taczacg w
sobie reakcje PCR, cylindryczna mikromacierz oraz sekwencjonowanie enzymatyczne. Ponadto, na
chwile obecng z Zespotem Neonatologéw Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie oraz we
wspotpracy z dwoma firmami, opracowujemy metod¢ szybkiej identyfikacji wirusa CMV u
noworodkow oraz w mleku matki, w oparciu o wysokoczutg technik¢ dPCR.

Od 2022 roku, petni¢ funkcje eksperta w zespole 5, powotanym w ramach Krajowej Rady
do spraw Chorob Rzadkich. W tym samym czasie, podjetam funkcj¢ eksperta w Agencji Badan
Medycznych oraz Ekspert Naczelnej Komisji Bioetycznej do Spraw badan Klinicznych, przy
Agencji Badan Medycznych.
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1.3.2. Przebieg pracy dydaktycznej

Od momentu objecia obowigzkow asystenta (od 2009 rok) i kolejno adiunkta (od 2011 rok),

rozpoczetam aktywnosci w zakresie dalszego rozwoju, nie tylko naukowego, ale réwniez
dydaktycznego.
Pelnigc funkcje adiunkta, prowadzitam przede wszystkim zajecia dla Studentow Wydziatu
Lekarskiego Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego, z Diagnostyki Laboratoryjnej i
Nutrigenomiki, ale rowniez dla Studentow z Wydziatu Nauk o Zdrowiu i ze Szkoty Medycznej dla
Obcokrajowcow. Rok rocznie, opickowatam si¢ rowniez Studentami z Analityki Medycznej,
podczas odbywanych przez nich praktyk wakacyjnych. Prowadzitam réwniez zajgcia w ramach
kursow specjalizacyjnych organizowanych dla Lekarzy, realizujagcych programy specjalizacyjne.

W roku 2016, zatozytam pierwsze studenckie koto naukowe o nazwie pierwotnej, SKN przy
Zaktadzie Diagnostyki Genetycznej i1 Nutrigenomiki, ktéra pdzniej uleglta zmianie na ,,STN
Nutrigenomiki”. W roku 2018, zatozylam drugie studenckie koto naukowe ,STN Badan nad
Kawg”. Oba kota funkcjonowaty pod mojg opiekg, w Katedrze Biochemii Klinicznej i zrzeszaty
Studentéw Wydziatu Lekarskiego oraz Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium
Medicum. Wraz ze Studentami obu kot naukowych, prowadzitam prace naukowo-badawcze oraz
przygotowywatam granty, sktadane w ramach konkurséw organizowanych przez Studenckie
Towarzystwo Naukowe (Granty STN) oraz Narodowe Centrum Nauki (PRELUDIUM). W roku
akademickim 2019/2020, koto ,,SKN Nutrigenomiki” podjeto wspotprace z Uniwersytetami
Trzeciego Wieku. W ramach tej wspolpracy, organizowatam spotkania, na ktorych prowadzone byty
wyktady 1 organizowane warsztaty, na temat diety, zdrowego stylu zycia, w polaczeniu z
elementami nauki i klinicznymi aspektami. Wspoélpraca zostala nawigzana z nastepujacymi
placowkami: Uniwersytetem Trzeciego Wieku Akademii Pradnicki Senior, Uniwersytetem
Trzeciego Wieku Nowohuckiej Akademii Seniora, Uniwersytetem Trzeciego Wieku Politechniki
Krakowskiej, Uniwersytetem Trzeciego Wieku Uniwersytetu Jagiellonskiego. W roku akademickim
2019/2020, ,,STN Nutrigenomiki” za swoja dziatalno$¢ naukowsa otrzymato Nagrode Rektora
UJCM za Najlepsze Studenckie Koto Naukowe, Zrzeszone w Studenckim Towarzystwie
Naukowym.

W roku 2018 zostalam nominowana przez Studentéw do nagrody ,,Przyjaciel Studenta”
(jako jedna z 10 sposrod wszystkich wyktadowcow Uniwersytetu Jagiellonskiego).

W 2019 roku, wraz ze Studentami kota ,,STN Nutrigenomiki” przygotowatam i finalnie
otrzymatam projekt pt.: ”Analiza wplywu metabolomu witaminy D na wystgpowanie i przebieg

choroby Parkinsona”, na finansowanie w wysokosci 200 000 PLN. Finansowanie to przyznane
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zostato przez Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w ramach konkursu ,,Najlepsi z najlepszych!
4.0.”, w ramach Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwo6j, wspotfinansowanego ze
srodkéw Europejskiego Funduszu Spotecznego. Wyniki uzyskane podczas realizacji tego projektu
zostaly zaprezentowane na renomowanych konferencjach, m. in.: 62th Annual Meeting of the
Japanese Society of Neurology, w Kyoto, w Japonii; 6th Pacific Rim Conference, w Melbourne, w
Australii; 49th Meeting of the European Brain and Behavior Society, w Lozannie, w Szwajcarii;
14th Serbian Nutrition Society Congress of Nutrition, w Belgradzie, w Serbii; XXXIX Congreso
Latinoamericano De Neurocirugia, w Guayaquil, w Ekwadorze oraz 2021 International Conference
of Korean Movement Disorder Society, w Seoulu, w Korei.

W 2020 roku zostatam laureatem konkursu Mistrzowie Dydaktyki - Edycja 2020. W ramach
tego projektu zrealizowatam 2-letni program, podczas ktorego szkolitam (m. in. na Uniwersytecie w
Gandawie, w Belgii) swoje umiejetnosci dydaktyczne. Opanowatam nowe techniki oparte na
tutoringu, ktore z duzym powodzeniem i akceptacja ze strony Studentow wdrazatam, wypehiajac
obowigzki na stanowisku adiunkta, nauczyciela akademickiego. Techniki nowoczesnych metod
nauczania, w trakcie przeprowadzonych, na UJCM, hospitacji zostaty ocenione przez Gremium
hospitujace na oceny wyrdzniajace.

W roku 2023 wzietam udzial w prowadzeniu kursu podnoszacego kwalifikacje kadry
medycznej udzielajacej $wiadczen zdrowotnych, w tym w zwigzku z chorobg zakazng, w
szczegolnosci COVID-19”, nr POWR.07.01.00-00-0002/22-00 realizowanego w ramach Programu
Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwdj 2014-2020 Os Priorytetowa VII Wsparcie REACT- EU dla
obszaru zdrowia w latach 2022 — 2023.

W 2023 roku, we wspotpracy z Uniwersytetem Medycznym w Bydgoszczy zostatam
zaangazowana w realizacje projektu zgloszonego przez Wydzial Farmaceutyczny Collegium
Medicum Uniwersytetu Mikotaja Kopernika, finansowanego przez Agencje Badan Medycznych.
Projekt ten ma na celu stworzenie i realizacj¢ autorskiego programu studiéw podyplomowych w
naukach medycznych i nosi tytut "Nowoczesne metody molekularne w medycznym laboratorium
diagnostycznym®.

W roku akademickim 2023/2024 wzietam udzial w prowadzeniu zaje¢ w ramach studiow
Drug Discovery and Development (DDD), ktore koncentruja si¢ na wszystkich aspektach
identyfikacji i opracowywania nowych lekow. Studia zrzeszaja Studentow zaréwno polskich, jak i
zagranicznych i maja na celu przygotowanie wysokiej klasy specjalistow, posiadajacych unikalne

potaczenie zaawansowanej wiedzy teoretycznej z zakresu pracy nad lekami.
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W kontekscie dziatalnosci dydaktycznej, pragn¢ rowniez nadmienié, iz jestem takze
zapraszana na spotkania, o réznym charakterze czy to konferencyjnym czy aplikacyjnym przez
Firmy oraz Towarzystwa Naukowe, gdzie mam przyjemno$¢ wyglasza¢ wyklady, poza
dziatalnoscig dydaktyczna, prowadzona na UJCM. Dla przykladu, wyktady prowadzone na
zaproszenie w ramach: spotkan Polskiego Towarzystwa Diagnostow Laboratoryjnych, w Krakowie
(na temat technologii NGS w mikrobiologii), 11 Konferencji Naukowo-Szkoleniowej "Zakazenia w
ginekologii, poloznictwie, neonatologii i pediatrii" w Warszawie (na temat molekularnej
diagnostyki sepsy), Konferencji ,,Nowotwory Rzadkie, Choroby Rzadkie i Ultrarzadkie”, w
Warszawie (na temat technologii BGS w diagnostyce chordb rzadkich i ultrarzadkich), spotkania
aplikacyjnego organizowanego przez Firme Altona Diagnostics, w Barcelonie (na temat diagnostyki
molekularnej choréb zakaznych) czy spotkania aplikacyjnego organizowanego przez lllumina (na
temat technik NGS).

1.3.3. Staze zagraniczne

W przebiegu i rozwoju mojej kariery, zarowno naukowej, jak i zawodowej, odbytam kilka
istotnych, z punktu widzenia tego rozwoju, ale réwniez z uwagi na renome osrodkéw, w ktorych
mialam okazje realizowac, zaplanowane programy stazowe.

W 2016 roku, tuz po zakonczeniu studiow magisterskich, przed rozpoczegciem pracy w Katedrze
Biochemii Klinicznej, zrealizowatam 6-miesieczny staz, w Zaktadzie Genetyki i Nutrigenomiki,
Katedry Biochemii Klinicznej Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum. Podczas stazu,
zostalam zaangazowana w prace badawczo-rozwojowe z zakresu molekularnych mechanizméw
chorob neurodegeneracyjnych i1 rzadkich (choroby jednogenowe, w tym wiele takich, ktore
dotychczas nie byly diagnozowane w Polsce na poziomie molekularnym m.in.
ceroidolipofuscynoza neuronalna, zespot Retta, oznaczanie liczby kopii genow SMNI1 i SMN2 u
chorych na rdzeniowy zanik migéni u Dbezobjawowych nosicieli, zespdét Bartha,
adrenoleukodystrofia, choroby neurodegeneracyjne: choroba Alzheimera, Parkinsona, Huntingtona i
inne). Opanowalam woOwczas r6zne techniki molekularne sekwencjonowania, analiza
mikrosatelitarna, analiza uktadow STR, analiza chimeryzmu hematopoetycznego, prace w zakresie
technik epigenetycznych takich jak: metylacja i acetylacja histonow, RFLP, Real-Time PCR, analiza
fragmentéw, badania z zastosowaniem elektrody tlenowrazliwej Oxygraph-2Kk. Realizacja tego
stazu zaowocowata rozpoczeciem studiow doktoranckich na Wydziale Lekarskim Collegium

Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego.
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Drugim, bardzo waznym dla mojego doswiadczenia w dziedzinie molekularnej genetyki
medycznej, byt 4-miesigczny (W 2016 roku) staz w Instytucie Genetyki i Rozwoju oraz w Szpitalu
Uniwersyteckim w Rennes, we Francji (z franc. Institut de Génétique & Développement de Rennes,
oraz CHU Rennes - Centre Hospitalier Universitaire de Rennes), gdzie w pelni nauczylam si¢
technik sekwencjonowania najnowszej generacji, w zakresie sekwencjonowania matych genomoéw,
egzomdéw oraz sekwencjonowania calogenomowego, w oparciu o platformy Illumina (MiniSeq,
MiSeq i NextSeq).

W 2017 roku, wyjechalam na 3-miesieczny staz do Stanéw Zjednoczonych. Staz ten
zrealizowatam na University of Georgia w Athens. Byl to staz, w ramach realizacji projektow
(majacych na celu identyfikacj¢ markerow genetycznych w otylosci olbrzymiej), w jakie wowczas
bytam zaangazowana, we wspotpracy z II Katedrg Chirurgii Ogolnej UJCM. Efektem tego stazu
byta realizacja projektu o tytule ,,Badanie zmian preferencji zywieniowych i zapachowych oraz ich
wplywu na dlugoterminowg utrate¢ masy ciala u pacjentdéw po zabiegach bariatrycznych”, realizacja
pracy magisterskiej (o tym samym tytule), ktorej bylam promotorem oraz podjecie dalszej
wspotpracy z Il Katedra Chirurgii Ogolnej UJICM.

W 2017 roku, po powrocie z USA, odbytam tygodniowy staz w Centrum Onkologii- Instytutu
im. Marii Sktodowskiej Curie, w Warszawie. Staz zorganizowany byl przez Centrum Medyczne
Ksztatcenia Podyplomowego. Program obejmowal szkolenia z zakresu sekwencjonowania
nastepnej generacji (z ang. Next Generation Sequencing), obejmowal m. in. przygotowanie
bibliotek genetycznych oraz nauke obstugi roznych platform do sekwencjonowania (lon
GeneStudio S5, lon PGM, lon Proton Sequencer), w ramach platformy lon Torrent. Realizacja tego
stazu, rOwniez przyczynila si¢ do nawigzania wspolpracy z Centrum Onkologii - Instytut im. Marii
Sktodowskiej Curie oraz innymi o$rodkami. Dzieki pozyskanej wiedzy i nawigzanej wspotpracy,
zostatam wilaczona w realizacj¢ dwoch projektow. Jeden we wspodtpracy z Zaktadem Fizyki
Medycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego, ktorego efektem jest praca naukowa o tytule ,miRNA
Signature of Urine Extracellular Vesicles Shows the Involvement of Inflammatory and Apoptotic
Processes in Diabetic Chronic Kidney Disease” (w zataczonym wykazie publikacji), ktorej jestem
pierwszym autorem. Realizacja drugiego projektu wigzala si¢ ze wspotpraca z wieloma osrodkami,
a przede wszystkim Centrum Onkologi i- Instytut im. Marii Sktodowskiej-Curie w Warszawie, a jej
efektem jest publikacja o tytule ,, Characteristics of the gut microbiome in esports players compared
with those in physical education students and professional athletes” (w zalaczonym wykazie

publikacji).
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1.3.4. Wybrane, zrealizowane kursy i szkolenia
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Moj rozwodj zawodowy byl rowniez zwigzany z realizacjg licznych kursow i szkolen

obowigzkowych, tj. w ramach realizacji programow specjalizacyjnych oraz nieobowigzkowych, w

ramach moich zainteresowan oraz rozwijanych kwalifikacji i pozyskiwania nowych kompetencji.

Wicgkszos¢ z nich obejmuje szkolenia z zakresu genetyki molekularnej, epigenetyki, technik

omicznych, cytogenetyki ale takze szkolenia z zakresu innych dziedzin medycyny i diagnostyki

oraz dydaktyki.

Wybrane kursy, warsztaty, szkolenia, szkoty letnie zestawiono w tabeli ponizej.

Tabela.1. Zrealizowane warsztaty, kursy szkolenia, szkoty letnie.

Lp.

Nazwa szkolenia

Miejsce realizacji
/nazwa jednostki

organizujacej szkolenie/

Odniesienie do programu

Okres realizacji (od
—do)

Opornos$¢ drobnoustrojow na antybiotyki:
podstawy teoretyczne, laboratoryjne metody
oznaczania wrazliwosci szczepow na antybiotyki
i chemioterapeutyki, wykrywanie mechanizmow

opornos$ci

Zaktad Mikrobiologii
Szpitala Uniwersyteckiego
w Krakowie/ Osrodek ds.
ksztatcenia

podyplomowego

Obowiazkowy w ramach
szkolenia specjalizacyjnego z

Mikrobiologii Medycznej

15-19.04.2024

Etiologia, obraz kliniczny i diagnostyka zakazen

przewodu pokarmowego i zatru¢ pokarmowych

Katedra Mikrobiologii,
Uniwersytet Jagiellonski
Collegium Medicum/
Osrodek ds. ksztatcenia

podyplomowego

Obowiazkowy w ramach
szkolenia specjalizacyjnego z

Mikrobiologii Medycznej

05-08.02.2024

Szkolenie aplikacyjne z technologii
hybcell/hyborg, potaczenie metody
sekwencjonowania enzymatycznego z

mikromacierzami cylindrycznymi

Szpital Uniwersytecki,

Krakéw, Firma cubedx

Nieobowigzkowe, w ramach

doskonalenia kompetencji

23-24.01.2024

Szkolenie ,,QlAstat-Dx — multipleksowa
diagnostyka molekularna RT-PCR”

Szpital Uniwersytecki,

Krakéw, Firma cubedx

Nieobowigzkowe, w ramach

doskonalenia kompetencji

30.11.2023

Epidemiologia zakazen i zarazen zwigzanych z
opieka zdrowotna. Rola laboratorium
mikrobiologicznego w wykrywaniu i

monitorowaniu zakazen i zarazen

Katedra Mikrobiologii,
Uniwersytet Jagiellonski
Collegium Medicum/
Osrodek ds. ksztatcenia

podyplomoweg

Obowiazkowy w ramach
szkolenia specjalizacyjnego z

Mikrobiologii Medycznej

24-26.10.2023

Szkolenie aplikacyjne Cobas 5800

Szpital Uniwersytecki,

Krakéw, Firma Roche

Nieobowigzkowe, w ramach

doskonalenia kompetencji

08-10.08.2023

15th Course of Cytogenetics,

Coldrano, South Tyrol,
Italy, European

Cytogeneticists Association

Nieobowiazkowe, w
otrzymanego stypendium i
doskonalenia kompetencji

twardych

20-28.08.2022

Kurs w ramach projektu ,,Mistrzowie Dydaktyki,
edycja 2020

Belgia, Ghent University

Nieobowigzkowe, w ramach
doskonalenia kompetencji

dydaktycznych

24.-30.10.2021
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Kurs Cytogenetyki Klinicznej,

Krakéow, Medycznego
Centrum Ksztatcenia
Podyplomowego
Collegium Medicum

Zwigzany z programem
specjalizacji z Laboratoryjnej

Genetyki Medycznej

04-18.09.2020

10.

Kurs Genetyka w pediatrii

Krakéw, Medycznego
Centrum Ksztatcenia
Podyplomowego
Collegium Medicum

Zwiazany z programem
specjalizacji z Laboratoryjnej
Genetyki Medycznej

18 02.2019

11.

Kurs Neurogenetyka

Krakéw, Medycznego
Centrum Ksztatcenia
Podyplomowego
Collegium Medicum

Zwiazany z programem
specjalizacji z Laboratoryjnej
Genetyki Medycznej

19-20.02.2019

12.

Kurs Metabolomika z wykorzystaniem technik
LC/QTOF/MS i SingleCell Multiomics

Warszawa, Perlan
Technologies Polska

Nieobowigzkowy, w ramch
doskonalenia kompetencji z
zakresu technik omicznych oraz
sekwencjonowania nastepnej

generacji typu single-cell

11-12.04.2019

13.

Kurs z zakresu genetyki w hematoonkologi

Krakow, Medycznego
Centrum Ksztalcenia
Podyplomowego

Collegium Medicum

Zwigzany z programem
specjalizacji z Laboratoryjnej

Genetyki Medycznej

03-07.07.2019

14.

Kurs doradztwa genetycznego

Krakow, Medycznego
Centrum Ksztalcenia
Podyplomowego

Collegium Medicum

Zwiazany z programem
specjalizacji z Laboratoryjnej

Genetyki Medycznej

18.11.2019

15.

Podstawy w genetyce

Krakow, Medycznego
Centrum Ksztalcenia
Podyplomowego

Collegium Medicum

Zwiazany z programem
specjalizacji z Laboratoryjnej

Genetyki Medycznej

19-20.11.2019

16.

7th course on NON-CODING GENOME”

Paryz, Uniwersytet Mari

Sktodowskiej-Curie na

Sorbonie

Nieobowigzkowy, W ramach
stypendium, celem doskonalenia
kompetencji w zakresie
przygotowywania bibliotek
niekodujacych RNA jako
biomarkerow, celow
terapeutycznych i
diagnostycznych narzgdzi w
badaniach diagnostycznych i

naukowych

07-15.02.2018

17.

International Course on Genomic Data Analysis

(modut transkryptomika i genomika)

Walencja, Hiszpania

Nieobowiazkowy w ramach
doskonalenia kompetencji w
zakresie analizy danych

omicznych.

08-10. 03.2017

18.

lon RNA Library Construction Training (3 days)

Darmstadt, Niemcy

Nieobowiazkowy, w ramch
doskonalenia kompetencji w
zakresie przygotowywania
bibliotek genetycznych do

sekwencjonowania nastgpne;j

7-9.06.2016
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generacji na poziomie RNA na

platformie lon Torrrent

19.

Szkolenie z sekwencjonowania “Life
Technologies™ training course on Applied
Biosystems™ 3500 Series Genetic Analyzer”

Krakow, Thermofisher

Nieobowigzkowy, w ramach
doskonalenia kompetencji w
zakresie sekwencjonowania
kapilarnego, w oparciu 0

metod¢ Sangera

4-5.01.2015

20.

Next Generation Sequencing 2014-world trends
and the future in the prenatal and postnatal
diagnostics

Warszawa

Nieobowigzkowy w ramach
doskonalenia kompetencji w
zakresie technik
sekwencjonowania nastgpnej

generacji

05.12.2014

21.

Kurs Statystyka w medycynie

Krakow Firma StatSoft,

Nieobowigzkowy, w ramach
doskonalenia kompetencji w
zakresie metod statystycznych
do opracowywania wynikow

badan klinicznych

4-5.11.2014

22.

Warszaty szkoleniowe ,,At the crossroads of stem

cell biology and omics technology”,

Krakow OMICRON,

Niobowiazkowy, w ramch
doskonalenia kompetencji, w

zakresie technik omiczych

29.09-05.10.2014

23.

Genomics and Microarrays 2011

Wiarszawa Centrum

Zdrowia Matki i Dziecka,

Nieobowiazkowy, w ramach
doskonalenia kompetencji, w
zakresie technik omiczych, a
przede wszystkim zastosowania
macierzy CGH i aCGH

9-10.06.2011

24.

4rd MiP Summer School on Mitochondrial

Physiology,

Druskininkai, Litwa,
Uniwersytet Medyczny w

Litwie

Nieobowiazkowy, w zakresie
doskonalenia kompetencji, w
zakresie analizy funkcji i
dysfunkcji mitochondriéw za
pomoca tlenowrazliwej

elektrody

10-16.06.2011

25.

Life science imaging - Workshop on
Visualization of molecules, interactions and

biological processes

Warszawski Uniwersytet

Medyczny, Warszawa

Obowiazkowy w ramach szkoty
doktorskiej realizowanej w
Postgraduated School of
Molecular Medicine

13-15.07.2011

26.

Kurs Prescription for statistics, or data analysis

in medical research

Wieliczka, Polska, Firma
StatSoft

Nieobowiazkowy, w ramach
doskonalenia kompetencji, w
zakresie metod statystycznych
do opracowywania wynikéw

badan klinicznych.

18-19.05.2011

27.

Szkolenie Genomika i Proteomika: od odczytu

sekwencji do transkryptu

Warszawa

Nieobowiazkowy, w ramach
doskonalenia kompetencji w
zakresie analizy wynikow
sekwencjonowania pozyskanych
metodami nastgpnej generacji

na poziomie transkryptomow

02.2011

28.

Warsztaty szkoleniowe the NuGO Workshop on
‘Obesity and its link to type 2diabetes for young

Schloss Hohenkammer,

Niemcy

Nieobowiazkowy, w ramach

doskonalenia kompetencji w

25-27.02.2010
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investigators’ zakresie nutrigenomiki,
wzajemnych interacji pomiedzy
Zywieniem a genaomem
29. | Next Generation Sequencing 2010-trendy Warszawa Nieobowigzkowy, w ramach 21.06.2010
$wiatowe i przyszto$¢ technologii w Polsce doskonalenia kompetencji w
zakresie sekwencjonowania
nastepnej generacji
30. | Szkolenie 4rd MiP Summer School on Druskininkai, Litwa, Nieobowigzkowy, w ramach 10-16.06.2010
Mitochondrial Physiology, Uniwersytet Medyczny w | doskonalenia kompetencji. Byta
Litwie to letnia szkota dotyczaca
analizy funkcji i dysfunkcji
mitochondriéw za pomoca
tlenowrazliwej elektrody
31. | Warsztaty z zakresu: podstawy techniki Real- Krakow, ROCHE Nieobowigzkowy, w ramach 26.11.2009
time PCR, obstugi urzadzenia Lightcycler 480, Diagnostics, doskonalenia kompetencji w
obstugi oprogramowania Lightcycler software, zakresie metod RT-PCR oraz
przeprowadzania oraz analizy reakcji typu HRM, analizy ekspresji genow, w
zagadnien dotyczacych ekspresji genéw panele oparciu o t3 metodologi¢
Real-time ready-apoptoza,
32. | Szkolenie na temat wysoko-przepustowych Schroecken, Vorarlberg, Nieobowigzkowy, w ramach 01.2008
metod dotyczacych oddychania oraz obstugi Austria doskonalenia kompetencji. Byta
elektrody tlenowrazliwej - Oxygraph-2k to letnia szkota dotyczaca
OROBOROS, 44th International Course on analizy funkcji i dysfunkcji
High-Resolution Respirometry, mitochondriéw za pomoca
tlenowrazliwej elektrody.
33. | Szkolenie: 3rd NuGO Introduction Course, Holandia The European Nieobowiazkowy, w ramach 04.2007
Nutrigenomics doskonalenia kompetencji w
Organisation zakresie nutrigenomiki,
wzajemnych interacji pomigdzy
zywieniem a genaomem
34. | Polsko-francuski kurs z Biotechnologii oraz Krakow, organizowany Nieobowigzkowy, w ramach 2007
Szkola Glikobiologii 2nd Polish-French przez Zaklad Biochemii, doskonalenia kompetencji w
Intensive Course in Biotechnology oraz Biofizyki, Biotechnologii zakresie podstawowych techniki
Thematic School in Glycobiology, Uniwersytetu genetyki molekularnej
Jagiellonskiego oraz
Centrum Biofizyki
Molekularnej Uniwersytetu
w Orleanie we Francji
35. | Szkolenie Neurolingwistycznego Programowania | Krakow, Stowarzyszenie Nieobowigzkowy, w ramach 2001-2003
Wspierania Onkologii doskonalenia kompetencji w
UNICORN w Krakowie zakresie udzielania wsparcia
ludziom dotknigtych choroba
nowotworows.
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1.3.5. Inna dzialalnos$¢, w tym czlonkostwo w towarzystwach naukowych

1. Ekspert w Krajowej Radzie ds. Chorob Rzadkich, Cztonek Zespotu numer 5

2. Ekspert w Agencji Badan Medycznych

3. Ekspert Naczelnej Komisji Bioetycznej do Spraw Badan Klinicznych przy Agencji Badan
Medycznych

4, Edytor w czasopismach: ,,Pathogens”, ,,Frontires in Endocrinology”, ,,Nutrients”, Journal of
Clinical Medicine, ,,Microorganisms”, ,,Nutrition and Public Health”, ,,Applied Microbiology and
Biotechnology”, ,,Scientific Reports”, ,,Diversity”, ,,Annals of Medicine”

1. Czlonek Polskiego Towarzystwa Diagnostéw Laboratoryjnych
8. Cztonek The European Nutrigenomics Organisation
9. Czlonek Polskiego Towarzystwa Diabetologicznego

10.  Czionek The European Society of Clinical Virology
10.  Promotor 12 prac magisterskich (zakonczone), 1 w trakcie realizacji

11.  Promotor pomocniczy 4 prac doktorskich (w trakcie realizacji)

1.3.6. Nagrody

= 2017 rok, Nagroda dla Mtodych Pracownikéw Diagnostyki Laboratoryjnej przyznana przez
Fundacje Rozwoju Diagnostyki Laboratoryjne;.

= 25-27 luty 2010 rok, nagroda w postaci stypendium wyjazdowego, za najlepsze wystapienia
prezentowane przez mtodych naukowcow, w ramach spotkania NuGO Workshop, w Schloss
Hohenkammer, w Niemczech (wygloszone wyktady pt.: “Obesity and its link to type
2diabetes for young investigators”, ,,Antiapoptotic activity of humanin is weakly bound to
the metabolic changes of HUVEC”).

= 2019 rok, 1 miejsce w sesji prac medycznych, na Migdzynarodowej Konferencji iMedic,
wyktad pt.: “The involvement of humanin in development of Parkinson's disease”,
(przygotowane wraz ze Studentami z ,,STN Nutrigenomiki”)

= 2019 rok, 1 miejsce w sesji prac farmaceutycznych, na Migdzynarodowej Konferencji
iMedic, wyktad pt.: “Vitamin D receptor mutations influence on course of Parkinson’s
Disease in patients treated with L-Dopa”, (przygotowane wraz ze Studentami z ,,STN

Nutrigenomiki’)
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1.3.7. Projekty
1.3.7.1. Projekty wlasne poza dzialalnoscia statutowa UJCM

= Aktywnos$¢ wariantoéw polimorficznych 13ThrHN10b izoform humaniny 5 u chorych na
chorobe Parkinsona”, grant promotorski
Nr rejestracyjny: K/PBP/000318
Zrédto finansowania: Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, data zakoficzenia 2012 rok
Kwota: 50 000 PLN
Zrédto finansowania: Krajowy Narodowy Osrodek Wiodacy
Projekt na wyjazd na staz
Kwota: 49 959 PLN
Data realizacji: 2016 rok

= Mistrzowie Dydaktyki, edycja 2020 realizowany na podstawie umowy”’
MNISW/2020/315/DIR/KH
Zrédto finansowania: Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, wspoHfinansowanie ze $rodkow
Unii Europejskiej z Europejskiego Funduszu Spotecznego w ramach Programu Operacyjnego
Wiedza Edukacja Rozwoj
Data realizacji: 2020 rok

= Wsparcie rozwoju kompetencji twardych-edycja |
Zrédto finansowania: Priorytetowy obszar badawczy qLife, Jakos¢ Badan dla Jakosci Zycia.
Finansowanie uzyskane na rozwdj kompetencji twardych.
Kwota: 14 347 PLN
Data realizacji: 2022 rok

,» Stworzenie systemu wielonarzgdowej komunikacji typu organ-on-a-chip z zastosowaniem technik
mikroprzeptywowych do modelowania i badania interakcji pomigedzy mikrobiota jelitowa, bariera
krew-mozg oraz mézgiem w procesach neurodegeneracji”’

Zrodto: | edycji Programu Platformy Mentoringowej WHIH, Agencja Badan Medycznych

Data realizacji: 2023 rok

,Influence of Vitamin D metabolome on prevalence and course of Parkinson's disease”
Nr rejestracyjny: MNISW/2020/371/DIR/NN4
Zrodto finansowania: Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, Data rozpoczecia realizacji:
Data realizacji: 09.07.2020 -31.01.2022 rok
Kwota: 220 000 PLN

1.3.7.2. Projekty wlasne realizowane w ramach finansowania z dotacji statutowej UJCM

»Zmiany w ekspresji miRNA podczas réznicowania ludzkich preadipocytow linii
komorkowej ChubS7”

Nr rejestracyjny: K/ZDS/003778

Zrédto finansowania: dotacja celowa dla mtodych naukowcow :

Data realizacji: 01.01.2013 rok

,,Rola miRNA jako nowego biomarkera w diagnozowaniu choroby Parkinsona u polskich
pacjentow”
Nr rejestracyjny: K/DSC/002113
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Zrédto finansowania: dotacja celowa dla mtodych naukowcow :
Data realizacji: 01.01.2014 -31.12.2015 rok
Kwota: 20 0000 PLN

,»~Zmienno$¢ genetyczna a skutecznos$¢ lekéw stosowanych w leczeniu choroby Parkinsona”
Nr rejestracyjny: K/DSC/003558
Zrédto finansowania: dotacja celowa dla mtodych naukowcow :
Data realizacji: 01.01.2016 -31.12.2017 rok
Kwota: 14 0000 PLN

= Analiza zmian w mikroflorze jamy ustnej 1 jej wpltywu na patogeneze otytosci u pacjentow
leczonych metodami chirurgii bariatrycznej”
Nr rejestracyjny: K/ZDS/007985
Zrédto finansowania: dotacja statutowa, zadanie badawcze :
Data realizacji: 01.01.2018 -31.12.2018 rok
Kwota: 4 424 PLN

»Analiza zmian w mikroflorze jamy ustnej 1 jej wptywu na patogeneze otytosci u pacjentow
leczonych metodami chirurgii bariatrycznej”

Nr rejestracyjny: N41/DBS/000220

Zrédto finansowania: dziatalno$é badawcza, subwencja :

Data realizacji: 01.01.2019 -31.12.2020 rok

»Analiza zwigzku diety z niestabilno$cig genomow3a oraz dlugoscia telomerdéw u pacjentow
z chorobg Parkinsona”

Nr rejestracyjny: N41/DBS/000816

Zrodto finansowania: dziatalno$é badawcza, subwencja :

Data realizacji: 01.01.2020 -31.12.2022 rok

1.3.7.3. Udzial w projektach

= _DHA/EPA a zmiany w epigenomice komoérek krwi jak i w poziomie specyficznego dla
endotelium 1 komorek beta trzustki miRNA” (projekt z Narodowego Centrum Nauki pod
kierownictwem Prof.dr.hab med.Aldony Dembinskiej-Kie¢)

=  BlOmarkers of Robustness of Metabolic Homeostasis for Nutrigenomics-derived Health
CLAIMS Made on Food” (FP7-KBBE-2009-3 nr 244995 pod kierownictwem Prof.dr.hab.
med. Aldony Dembinskiej-Kie¢)

= Znane polimorfizmy genetyczne zwigzane z rozwojem nadcis$nienia t¢tniczego u kobiet
cigzarnych. Projekt statutowy pod kierownictwem dr hab. Krzysztofa Rytlewskiego, w
ramach wspotpracy z Katedra Ginekologii i PotoZnictw

= ,Ochrona przed zwyrodnieniem uktadu nerwowego: rola peptydow endogennych, L-
argininy 1 kwasoéw thuszczowych jako potencjalnych czynnikow modulujacych czynno$é¢
mitochondriéw, zwiekszajacych zZywotno$¢ moézgu poddanego dziataniu bodzcow
stresowych” (PNRF-104-Al-1/07, pod kierownictwem Prof.dr.hab. med. Aldony
Dembinskiej-Kiec)
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= The European Network of Excellence: "The European Nutrigenomics Organisation linking
genomics, nutrition and health research" acronym NuGO (contract nr FP6-2004-506360)

= Assessment of cytogenetic changes: chromosomal aberrations and one - arental disomy in
carriers of Barth syndrome in order to establish a role of taffazin in the inheritance of
genetical mosaicism” (2016/21/N/NZ2/01729, PRELUDIUM-11, rola opiekuna naukowego)

» "Analiza zmian w zakresie sktadu mikrobioty przewodu pokarmowego ze szczegdlnym
uwzglednieniem mikrobioty jamy ustnej, jelita czczego oraz jelita grubego w grupie chorych
leczonych chirurgicznie z powodu otytosci olbrzymiej" (Diamentowy Grant, finansowany z
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego, pod kierownictwem dr n. med. Tomasza
Stefury)

=  Wplyw zabiegow bariatrycznych i metabolicznych na procesy przedwczesnego starzenia
si¢ u 0sob z otyloscig olbrzymig” (Diamentowy Grant, finansowany z Ministerstwa Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego, pod kierownictwem lek. Alicji Dudek)

2. Przedstawienie osiggniecia naukowego
Na podstawie art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule

naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

2.1. Tytul osiagniecia naukowego

wldentyfikacja biomarkerow zwiazanych z wystapieniem, przebiegiem i progresja choroby

Parkinsona oraz czynnikow genetycznych, determinujgacych patomechanizm choroby”

Tytul w jezyku angielskim:

"Identification of biomarkers associated with the onset, course, and progression of

Parkinson's disease and genetic factors determining the pathomechanism of the disease*"

2.2. Cykl trzech publikacji wchodzacych w sklad osiagni¢cia naukowego

Cykl prac stanowiacych osiagnigcie naukowe wymagane do ubiegania si¢ o tytut doktora
habilitowanego sktada si¢ z trzech prac oryginalnych. Prace zostaty wykonane w ramach projektow
realizowanych dzigki finansowaniu z dziatalnosSci statutowej na Uniwersytecie Jagiellonskim
Collegium Medicum, ze $rodkow Ministerstwa Edukacji i Nauki, MEIN (dawne Ministerstwo

Nauki i Szkolnictwa Wyzszego) oraz w ramach projektu (Influence of vitamin D metabolome on
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prevalence and course of Parkinson's disease Nr rejestracyjny: MNISW/2020/371/DIR/NN4, zrodto
finansowania: MEIN).

Sumaryczny Impact Factor prac stanowiacych gldwne osiggniecie naukowe wynosi 13,964
punktow. Sumaryczny Impact Factor z wytaczeniem publikacji stanowigcych osiggnigcie naukowe
wynosi 129,093 punktow. Informacje na temat mojego autorskiego wktadu w poszczegélne prace
zostaly zamieszczone w zataczniku nr 3. Wkiad autorski pozostatych wspdtautorow przedstawia

zatgcznik nr 6.

2.3. Publikacje

1. The role of single nucleotide polymorphisms of monoamine oxidase B, dopamine D2
receptor, and DOPA decarboxylase receptors among patients treated for Parkinsons disease.
Zapala Barbara, Stefura Tomasz, Piwowar Monika, Czekalska Sylwia, Zawada
Magdalena, Hadasik Maria, Solnica Bogdan, Rudzinska-Bar Monika; Journal of Molecular
Neuroscience, 2022: Vol. 72, nr 4, s. 812-819
IF: 3.10; MEiN: 70.000

Autor korespondencyjny: Barbara Zapala

2. Differences in the composition of gut microbiota between patients with Parkinsons disease
and healthy controls: a cohort study; Zapala Barbara, Stefura Tomasz, Wojcik-P¢dziwiatr
Magdalena, Kabut Radostaw, Batajewicz-Nowak Marta, Milewicz Tomasz, Dudek Alicja,
St6j Anastazja, Rudzinska-Bar Monika;

Journal of Clinical Medicine, 2021: Vol. 10, nr 23, id. art. 5698, il., bibliogr. 58 poz., abstr.
Autor korespondencyjny: Barbara Zapala
IF: 4.964; MEIN: 140

3. The role of the western diet and oral microbiota in Parkinson's disease; Zapala Barbara,
Stefura Tomasz, Milewicz Tomasz, Wator Julia, Piwowar Monika, Wojcik-Pedziwiatr
Magdalena, Dorggowska Magdalena, Dudek Alicja, Jania Zuzanna, Rudzinska-Bar Monika.
Nutrients 2022: Vol. 14, nr 2, il., bibliogr. 39 poz., abstr.

Autor korespondencyjny: Barbara Zapala
IF: 5.900; MEiN: 140.000
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2.4. Oméwienie celu naukowego wyzej wymienionych prac i osiagnietych wynikow wraz z

omowieniem ich wykorzystania.

2.4.1. Wstep

Obserwowany wzrost sredniej dtugosci zycia populacji $wiatowej, w potaczeniu z wieloma
czynnikami genetycznymi 1 S$rodowiskowymi, predysponuje do pojawienia si¢ chorob
neurodegeneracyjnych, ktorych czestos¢ wystepowania ma gwattownie wzrosng¢é w najblizszych
latach. Szacuje si¢, ze zaburzenia neurologiczne powoduja wysoki stopien niepelnosprawnosci oraz
przyczyniaja si¢ do 9 miliondbw zgondw rocznie na calym $wiecie. Przy rosngcej czestosci
wystepowania chorob neurologicznych, w ciggu ostatnich 25 lat 1 znaczacym obcigzeniu
ekonomicznym, choroby neurologiczne stanowig istotne wyzwanie dla wspdiczesnej medycyny.
Choroba Parkinsona (PD) jest drugim, co do czgstosci wystgpowania, zaleznym od wieku
schorzeniem neurodegeneracyjnym dotykajacym okoto 1% populacji powyzej 50 roku zycia.
Stanowi jedng z najczgstszych przyczyn zaburzen neurologicznych u oséb w podesziym wieku. W
ciggu roku odnotowuje si¢ okoto 11-19 nowych przypadkéw na 100 000 oséb populacji ogdlnej
krajow europejskich. Z danych epidemiologicznych wynika, ze w Polsce zyje okoto 100 000 ludzi
dotknigtych ta choroba. Liczba oséb cierpigcych na PD nieustannie wzrasta, co w duzej mierze jest
wynikiem wydluzenia si¢ $redniej dlugosci zycia. Szacuje si¢, ze do 2040 roku liczba chorych na
PD moze si¢ podwoic¢. PD jest chorobg postepujaca i moze trwa¢ od 10 do 20 lub nawet wiecej lat,
po zdiagnozowaniu. Klinicznie, objawia si¢, przede wszystkim, wystgpieniem co najmniej dwoch
lub kilku objawéw ruchowych takich jak: spowolnienie ruchowe, drzenie spoczynkowe, zaburzenie
postawy ciala i rownowagi, sztywnos$¢ mig¢sniowa. Oprocz dominujgcych objawow ruchowych w
obrazie klinicznym choroby pojawiajg si¢ takze tzw. objawy pozaruchowe: zaburzenia wechu,
zaburzenia nastroju i funkcji poznawczych, zaburzenia funkcji uktadu wegetatywnego: slinotok,
tojotok, zaparcia, niedocis$nienie ortostatyczne, oraz zaburzenia funkcji pecherza moczowego.
Podstawowym mechanizmem patologicznym PD jest stopniowe obumieranie komorek
dopaminergicznych w obszarze istoty czarnej $rédmozgowia, prowadzace do zaburzenia
rownowagi migdzy systemami neuroprzekaznikowymi. Zmiany histopatologiczne obejmuja
réwniez inne struktury: neurony noradrenergiczne i serotoninergiczne jader pnia mézgu, m.in. jadro
sinawe 1 jadro szwu, a takze neurony cholinergiczne w jadrze podstawnym 1 zakrgcie obreczy.
Choroba ujawnia si¢ klinicznie dopiero przy zaniku okoto 60% neuronéw dopaminergicznych istoty

czarnej, czemu towarzyszy obnizenie poziomu dopaminy nawet ponizej 80%.
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Przez dtuzszy okres czasu pomijano rol¢ czynnikoéw genetycznych, a chorobe uznawano za
wylacznie sporadyczng. Poczyniony w ostatnich latach postep, w zakresie molekularnych technik
genetycznych, przyczynit si¢ do zwrdcenia szczegdlnej uwagi na podloze genetyczne choroby.
Dzigki przeprowadzonym do tej pory badaniom wykryto szereg zaréwno wspdlnych, jak i rzadkich
wariantéw genetycznych wywolujacych lub zwigkszajacych ryzyko wystapienia PD. Szacuje sig, ze
okoto 5-10 % przypadkow (sposrod wszystkich zachorowan) stanowig pacjenci z dziedziczong, W
sposOb autosomalnie dominujgcy oraz autosomalnie recesywny, postacig choroby. W 1997 roku,
dokonano odkrycia pierwszej genetycznej przyczyny PD, w amerykansko-wloskiej rodzinie
pochodzacej z Contrusi. Na chromosomie 4, w pozycji 4921-923 (locus PARK1) zlokalizowano gen
a-synukleiny (SNCA) odpowiedzialny za wystgpienie parkinsonizmu, dziedziczonego w sposob
autosomalny dominujgcy. Do tej pory, dzigki badaniom prowadzonym w populacjach pochodzenia
europejskiego, wschodnioazjatyckiego i latynoskiego, obejmujacych ponad milion probek
zidentyfikowano ponad 80 locus ryzyka, z ponad 90 niezaleznymi wariantami genetycznymi, w tym
przede wszystkim, w genach takich jak: SNCA, LRRK2, MAPT, BST1, GCH1, VPS13C i TMEM175.
Ponadto, wyniki licznych badan wskazaly na kilka szlakow biologicznych zaangazowanych w
patogeneze PD.

Pomimo stosunkowo dobrze poznanych mechanizméw prowadzacych do rozwoju choroby,
jej etiologia nadal nie jest w petni wyjasniona. Zaktada si¢ wieloczynnikowg geneze wynikajaca ze
wspotdziatania zaréwno czynnikow srodowiskowych, jak i biologicznych, a takze predyspozycji
genetycznych. PD charakteryzuje si¢ bardzo duzg heterogennoscia pod wzgledem obrazu
klinicznego 1 spektrum patologicznego, co sugeruje rozny i skomplikowany mechanizm, lezacy u
jej podtoza. Ciagle niewyjasniona etiologia i brak znajomosci czynnika pierwotnego choroby
uniemozliwia leczenie przyczynowe. Prowadzone badania naukowe przyczyniajg si¢ do
poznawania nowych faktow na temat kaskady zdarzen, ktore prowadza do procesu
neurodegeneracji. W ostatnim czasie, duzo uwagi poswigca si¢ roli mikrobioty przewodu
pokarmowego, w kontekscie patogenezy PD. Mikrobiota jelitowa moze nie tylko wptywaé na
lokalne tkanki gospodarza, w ktérych przebywa, ale takze oddzialtywa¢ na inne odlegle narzady
bezposrednio poprzez metabolity mikrobiologiczne (np. krétkotancuchowe kwasy ttuszczowe) lub
posrednio poprzez modulacj¢ czynnikow immunostymulujacych i endokrynologicznych. Wyniki
przeprowadzonych do tej pory badan pokazuja, ze u pacjentow z PD mikrobiota jelitowa rdzni si¢
Znaczaco od tej u oséb zdrowych. Niestety, nie jest wyjasnione czy dysbioza mikrobioty przewodu
pokarmowego stanowi przyczyne, czy skutek choroby. Jest bardzo prawdopodobne, ze okre§lone
rodzaje bakterii stymulujg procesy zapalne w jelitach i przyczyniaja si¢ do inicjacji procesu
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neurodegeneracyjnego. Dowody, dla teorii wigzacej mikrobiote przewodu pokarmowego z
rozwojem PD, sg obserwowane nawet do 20 lat przed wystapieniem typowego obrazu klinicznego,
w postaci chociazby zaparé¢, na ktore pacjenci skarzg si¢ na dlugo przed zdiagnozowaniem. Prace
naukowe zwracajg szczegdlng uwage na fakt, ze choroba zaczyna si¢ w przewodzie pokarmowym
lub w opuszkach wechowych. W powigzaniu z nowymi teoriami na temat patomechanizmu PD
klinicy$ci, na podstawie obrazu Kklinicznego, wyrézniaja dwie postacie choroby. Pierwsza z nich
okreslana jest jako tzw. fenotyp body-first, natomiast druga jako tzw. brain-first. Wyjasnienie roli
mikrobiomu w wystgpowaniu 1 rozwoju chorob oraz zapewnieniu prawidtowego funkcjonowania
organizmu stanowi jeden z wazniejszych tematéw naukowo-badawczych. Niewatpliwie,
przyczynowe leczenie PD powinno by¢ podejmowane od wczesnych etapow jej rozwoju i1
prowadzone kompleksowo. Ponadto, powinno obejmowac leczenie objawowe niesprawnosci
ruchowej, jak rowniez wspotwystepujacych objawow pozaruchowych 1 innych powikltan poéznego
okresu choroby. Z uwagi na powyzsze, bardzo wazna jest identyfikacja markeré6w zwigzanych nie
tylko z wystgpieniem PD, ale takze z jej rozwojem 1 mozliwoscig opracowania nowych,

skutecznych form terapii.

2.4.2. Cele szczegélowe przeprowadzonych badan

= Publikacja numer 1: ldentyfikacja wybranych wariantow (rs1799836, rs5326, rs2283265,
rs1800497, rs1801028, rs1799732, rs1076560, rs1065852), w genach MAOB, DRD1, DRD2,
DDC, zaangazowanych w szlaki zwigzane z metabolizmem dopaminy.

= Publikacja numer 2: Analiza sktadu mikrobioty jelitowej, u pacjentow z rozpoznang
chorobg Parkinsona, leczonych lewodopa i poréwnanie do sktadu mikrobioty jelitowej u
0sob zdrowych, w tym samym wieku.

» Publikacja numer 3: Zbadanie preferencji zywieniowych i profili mikrobioty jamy ustnej u
pacjentow z rozpoznang chorobg Parkinsona i poroéwnanie wynikow tych samych analiz

przeprowadzonych w grupie oséb zdrowych.

2.4.3. Szczegolowe omowienie osiagni¢cia naukowego

2.4.3.1. Publikacja numer 1
PD charakteryzuje si¢ bardzo duza heterogennoscia pod wzgledem obrazu klinicznego 1
spektrum patologicznego, co sugeruje rozny i skomplikowany mechanizm lezacy u jej podtoza.

Ciagle niewyjasniona etiologia choroby uniemozliwia leczenie przyczynowe, ktdre, z uwagi na
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patomechanizm, powinno by¢ skierowane nie tylko na stymulacj¢ receptorow dopaminergicznych,
ale takze na inne neuroprzekazniki. Niestety na chwile obecng brak terapii, ktora zapewniataby
zahamowanie postepu choroby. Stosuje si¢ jedynie leczenie objawowe, polegajace na zmniejszeniu
niesprawnos$ci powodowanych choroba, przy jednoczesnym zapobieganiu pojawienia si¢
niepozadanych powiklan stosowanych form terapii. Rzadko jednak udaje si¢ osiagnaé oba cele
jednoczesnie. Po zdiagnozowaniu choroby, pacjenci otrzymujg leki, ktére maja jedynie na celu
poprawe ich stanu ogolnego. Co wigcej, dtugotrwate leczenie choroby doprowadza zwykle do
ostabienia dziatania lekow oraz niepozadanych skutkow ubocznych, ktore, u 50% pacjentow,
wystepuja juz po 4 - 5 latach.

W omawianej publikacji, podj¢to temat zmiennos$ci genetycznej w zakresie stosowanych
lekoéw dopaminergicznych, u pacjentow z PD. Sygnalizacja dopaminergiczna ma kluczowe
znaczenie dla planowania motorycznego i1 funkcji umystowych. Na podstawie badan, wysunigto
hipotezg, ze warianty polimorficzne w genach, zaangazowanych w szlaki metabolizmu
regulujgcego neuroprzekaznictwo dopaminergiczne majg zwigzek ze skuteczno$cig leczenia U
chorych na PD.

Badanie miato charakter prospektywnego badania kohortowego i zostato przeprowadzone w
okresie mi¢dzy listopadem 2018, a listopadem 2020 roku. Do badania tacznie zaangazowano 220
0sob. Grupe badang stanowito 129 pacjentéw ze zdiagnozowang, idiopatyczng PD, w tym 49 osob
stanowily kobiety, natomiast 77 — t0 mezczyzni. Do grupy kontrolnej wigczono zdrowe osoby,
dopasowane wiekiem (mediana wieku wynosita 67 lat) do grupy badanej, w tym: 34 kobiety i 60
mezczyzn. Chorych na PD diagnozowano w oparciu 0 powszechnie stosowane Kkryteria
diagnostyczne w potaczeniu z klinicznymi skalami oceny, takimi jak: Ujednolicona Skala do Oceny
Choroby Parkinsona (UPDRS, czes¢ 11 i cze$¢ I11), skala Hoehn-Yahra oraz skala Mini Mental State
Examination - do oceny funkcjonowania poznawczego. ON-OFF fluktuacje ruchowe, dyskinezy,
dystonie monitorowano na podstawie zapisow zamieszczanych w dziennikach pacjentow. U potowy
badanych, czas trwania PD wynosit okoto 9 lat. Otepienie (oceniane skala MMSE < 24 punktow)
wystepowato u 23,4% pacjentow. Mediana wyniku w skali UPDRS wynosita 32 punktow.
Powiktania leczenia lewodopg (ruchowe, dyskinezy, ruchy dystoniczne) obserwowano u 68,8%
pacjentow. Glgboka stymulacje moézgu zastosowano u 17,5% badanych.

Analizy  wariantow  polimorficznych  przeprowadzono W  obrgbie 4  genow:
monoaminooksydazy B (MAOB), receptora dopaminowego D1 (DRD1), receptora dopaminowego
D2 (DRD2), i dopa dekarboksylazy (DDC). Od wszystkich o0sob pobrano probki krwi i

wyizolowano genomowe DNA (gDNA) za pomoca manualnej metody kolumienkowej i zestawu
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QlAam DNA Blood Mini Kit firmy Qiagen. Genotypowanie przeprowadzono stosujac metode PCR
w czasie rzeczywistym (Real-time PCR), stosujac sondy oligonukleotydowe podwojnie znakowane
typu TagMan, ktore zaprojektowano wzgledem wariantow genetycznych w obrgbie wybranych
genow: MAOB (rs1799836, sonda ID C_8878790_10), DRD1 (rs4532, C_1011777_10), DRD2
(rs2283265, sonda ID C_16070796_10, rs1800497, C_7486676_10, rs1801028, C_10725_20,
rs1799732, C_33641686_ 10, rs1076560, sonda ID C_ 2278888 _10) i DDC (rs1065852, sonda 1D
C_8320238_10). Analizy przeprowadzono w aparacie ViiA 7 Realt-Time PCR System (firmy
Applied Biosystems).

Realizacja niniejszego badania miata duze znaczenie w kontekscie progresji choroby u
pacjentow z PD, leczonych lewodopa. Zweryfikowano zwiazek zmiennos$ci genetycznej z progresja
PD 1 powiklaniami wynikajacymi z leczenia lewodopg. Jest to, o tyle wazne zagadnienie, ze
identyfikacja potencjalnych predyktorow wynikow leczenia toruje droge do wiekszej personalizacji
i indywidualnego podej$cia do leczenia. Jednym z efektéw realizacji badania jest wykrycie
korelacji pomiedzy wariantem rs228365 w obrgbie genu DRD2 a cigzkim przebiegiem choroby
(pacjenci z tym wariantem osiggali punktacje w skali UPDRS, cz. Il i Il powyzej 50), a zwlaszcza
wystepowaniem ci¢zkiej demencji. Wyniki te wskazuja, ze indywidualna zmienno$¢ genetyczna

powinna by¢ weryfikowana podczas dobierania odpowiedniej formy leczenia PD.

2.4.3.2. Publikacja numer 2

Patologiczng cechg, charakterystyczng dla PD jest odktadanie si¢ wewnatrzkomérkowych
agregatow o-synukleiny (a-syn) w postaci cial Lewy'ego i obumieranie neurondw, a nastgpnie
rozw6j] objawow ruchowych, takich jak bradykinezja, sztywno$¢, drzenie spoczynkowe,
niestabilno$¢ postawy 1 dystonia. Staje si¢ coraz bardziej oczywiste, ze objawy niemotoryczne, w
tym zaburzenia zotadkowo-jelitowe, zaburzenia psychiczne, zaburzenia snu, zaburzenia
sensoryczne i zaburzenia autonomii sa bardzo rozpowszechnionymi i problematycznymi aspektami
choroby, ktore czgsto pojawiajg si¢ na dlugo przed wystgpieniem typowych objawow
neurologicznych. Zaburzenie funkcji w obrgbie uktadu glutaminergicznego, cholinergicznego,
serotoninergicznego i adrenergicznego stanowi podstawe patogenezy PD i przyczynia si¢ do
heterogenicznych objawoéw u pacjentow. Podejmowane strategie leczenia PD zazwyczaj
wykorzystuja leki dopaminergiczne w celu zwigkszenia synaptycznego stezenia dopaminy lub
stymulacji receptorow dopaminy. W potaczeniu z leczeniem farmakologicznym stosuje si¢
interwencje rehabilitacyjne, w tym terapi¢ ruchowa i logopedyczng oraz modyfikacje diety w celu

ztagodzenia zaréwno ruchowych, jak i pozaruchowych objawoéw choroby. Problemy Zotadkowo-
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jelitowe sg obserwowane na etapie prawie wszystkich stadiow PD. Okoto 30% pacjentow z PD
skarzy si¢ na objawy takie jak: zaparcia, $linienie si¢, dysfagia i gastropareza. Pomimo szeroko
zakrojonych badan, etiologia zapar¢ i to, czy zaparcia w PD sg spowodowane patologia jelit czy
moézgu, pozostaje nieznana. Obecnie wiadomo, ze istnieje dwukierunkowa komunikacja miedzy
mozgiem a jelitami, za posrednictwem kilku szlakow immunologicznych, endokrynologicznych,
metabolicznych 1 neuronalnych, powszechnie okreslanych jako 0§ jelito-mozg (GBA), ktorej
centralnym elementem jest mikrobiota jelitowa, stad obecnie okresla si¢ ja jako o§ mikrobiota-
jelito-mozg.

W badaniu, w ramach omawianej publikacji, wykonano analizy sekwencji 16S rRNA
genomu bakteryjnego, w probkach kalu pozyskanych od pacjentow z PD i dokonano
charakterystyki profili mikrobiomu jelitowego, a uzyskane wyniki poréwnano do tych samych
analiz uzyskanych od grupy kontrolnej, co miato na celu identyfikacje markerow bakteryjnych
roéznicujacych PD od osob zdrowych.

Badanie prowadzono w latach 2019-2020. Do badania witaczono 27 hospitalizowanych
pacjentdéw z PD i 44 ochotnikéw zdrowych, stanowiacych grupe kontrolna. Sredni wiek pacjentow
z PD wynosil 67 lat, a osob zdrowych z grupy kontrolnej 64 lata. Od kazdego uczestnika badania
pobrano materiat biologiczny w postaci probek katu, z ktorych wyizolowano material genetyczny w
postaci genomowego DNA bakterii, za pomocg komercyjnie dostepnego zestawu QlAamp
PowerFecal Pro DNA Kit (firmy Qiagen). Biblioteki genetyczne przygotowano przy uzyciu
sekwencji specyficznych dla genéw ukierunkowanych na konserwatywne regiony V3 i V4 genu
16S rRNA. Sekwencjonowanie przeprowadzono za pomoca Wysokoprzepustowej technologii NGS,
w aparacie MiSeq (firmy Illumina).

Uzyskane wyniki wskazaly na istotng zaleznos$¢ pomig¢dzy dysbioza, w zakresie sktadu
mikrobioty jelitowej, u pacjentow z PD, w porownaniu do osob zdrowych. Przede wszystkim
stwierdzono istotne réznice w biordznorodnosci alfa i beta, w obu analizowanych grupach.
Wskazniki ré6znorodnosci alfa, na podstawie indekséw: Shannona (wartos¢ p < 0,007), Simpsona
(warto$¢ p < 0,003) 1 Fishera (warto$¢ p < 0,001), roznily si¢ istotnie miedzy pacjentami z PD, a
grupa kontrolng. U pacjentéw z PD ,zaobserwowano znacznie wyzsza réznorodno$¢ bakterii niz w
grupie kontrolnej. Bogactwo w zakresie obserwowanych OTU (z ang. Operational Taxonomic
Units) i na podstawie indeksow: Bray-Curtis (wartos¢ p < 0,002), ACE (wartos¢ p < 0,001), Chaol
(warto$¢ p < 0,003) byto istotnie wyzsze u pacjentdéw z PD niz w grupie kontrolnej. Mikrobiota
jelitowa pacjentow z PD sktadala si¢ glownie z bakterii z rodzaju Firmicutes (59%), Bacteroidetes

(27%) i Actinobacteria (8%). Podczas gdy, u osob zdrowych profil mikrobioty jelitowej sktadat si¢
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rodzaju Firmicutes (69%), Bacteroidetes (20%) i Actinobacteria (8%). U pacjentow z PD, klasa
Clostridia wystepowata najczesciej w gromadzie Firmicutes (92,39%), podczas gdy klasa
Coriobacteriia byla najliczniejsza w gromadzie Actinobacteria (60%), a klasa Betaproteobacteria
wystepowata najczesciej w gromadzie Proteobacteria (48,1%). Na Figurze 1, przedstawiono

zidentyfikowane gatunki bakterii ktore pozwolity zréznicowaé pacjentow z PD i osoby zdrowe.

Alkermansia muciniphilo O 1
Eubacterium biforme | —
Parobacteroides merdae |
bk R —_—
Clostridion vidide — Parabacteroides merdae 3
Ruminococcus gauvreuii | — Bacteroides massiliensis —
Bocteroides caccoe _ Ruminococcus gauvreaull —
Acidominobocter hydrogenoformans e Parabacteroides distosonis _
ovonyracicy. plow Streptococcus mutans _
Robinsoniella peoriensis _
Streptococcus mutans | ]
Flavonifractor plautii _
Ruminococeus torques | I—
Chistensenella timonensis [ Clostridium hethewayi =
Enterococcus foecolis _ Bilophila wadsworthia _
Eubocterium romulus e Clostridium thermosuccinogenes [ —
Intestinibacillus massiliensis == Eubacterium romulus _
Anoerostipes butyraticus | Angerostipes butyraticus [
& 2 Megamonas funiformis _
Eubocterium hollii )
st e =
— [
Bifidobocterium longum _
Bipdobacteiom ongum I ’ Y — 1
Eubocterium eligens (| LDA score
Stfocs —
Ruminococcus olbus ]
Faecalibacterium prousnitzii _
LDA score

Figura 1. Analiza LefSE, pokazujaca gatunki bakterii, ktérych bogactwo byto wyzsze u chorych na
PD w poroéwnaniu do grupy kontrolnej. Kolor czerwony wskazuje grupe kontrolna, podczas gdy
kolor niebieski grupe z PD. Zidentyfikowane markery zostaly wybrane na podstawie wartosci p <
0,05. Wykres A przedstawia wyniki dla grupy badanej - z PD i innymi chorobami (takimi jak
nadci$nienie i cukrzyca), natomiast wykres B przedstawia wyniki dla grupy badanej, u ktorej

zdiagnozowano tylko PD, bez innych chordb wspoétistniejacych.

Wyniki pokazaty rowniez istotne réznice w profilach mikrobioty jelitowej w obu analizowanych

grupach, co przedstawiono na Figurze 2, obrazujacej kladogram.
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R a: Conobactenia

Bl b Flavobactersa
o Clostnidia

W d: Erysipelotrichia
& Fumicutes

I f: Fusobacterila

W g Fusobacteria

Bl h: Deltaprotecbactena
R | Gammaproteobacteria
N | Protecbactena

Wl k: Synergistia

Bl | Synergisteles

ER m: Verrucomicrobiae
W n: Verrucomicrobia

Figura 2. Kladogram wygenerowany na podstawie analizy LEfSe, pokazujacy rdznice taksonow
miedzy pacjentami z PD (2) i zdrowymi osobami z grupy kontrolnej (1). Zétta kropka w kazdym
kladogramie reprezentuje krdlestwo; kazdy kolejny okrag jest o jeden stopien nizszym
filogenetycznie poziomem (gromada, klasa, rzad, rodzina i OTU). Regiony zaznaczone na
czerwono wskazuja taksony wzbogacone w kontroli w porownaniu do tych wzbogaconych u

pacjentow z PD - oznaczonych kolorem zielonym.

Niniejsze badanie jest pierwszym, w ktorym scharakteryzowano profile mikrobioty jelitowe;j
u polskich pacjentow z PD 1 powigzanymi chorobami wspétistniejagcymi oraz leczonych lewodopa.
Pacjenci z rozpoznaniem PD majg znaczaco rézne profile mikrobioty jelitowej w porownaniu ze
zdrowymi osobami z grupy kontrolnej. Wyniki tego badania pozostaja w zgodzie z najnowszymi
teoriami na temat patogenezy PD, ktore wiaczaja dysbioze mikrobioty jelitowej jako jeden z

istotnych czynnikow ryzyka rozwoju choroby.

2.4.3.3. Publikacja numer 3

Chorobe Parkinsona klinicznie charakteryzuja objawy ruchowe, w tym drzenie
spoczynkowe, sztywno$¢, bradykinezja oraz inne, jak depresja i zaburzenia funkcji poznawczych.
Ponadto, pacjenci z PD czesto wykazuja objawy niemotoryczne, w tym objawy wplywajace na

wech (zwigzane z utrata wechu), uktad pokarmowy, sercowo-naczyniowy i moczowo-piciowy.
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Najczestszymi objawami ze strony ukladu pokarmowego sa zaparcia, utrata apetytu, dysfagia,
slinotok 1 refluks zotadkowo-przetykowy. Co wiecej, funkcja przewodu pokarmowego ulega
stopniowemu pogorszeniu wraz z postgpem choroby. Zaparcia sg najczgstszym objawem
autonomicznym w PD i wystepuja u okoto 80% pacjentow. Nagromadzenie biatka a-syn w
jelitowym ukladzie nerwowym prowadzi do zwigkszonej przepuszczalnosci jelit, stresu
oksydacyjnego i miejscowego stanu zapalnego. Powoduje to zmiany neurodegeneracyjne w
jelitowym uktadzie nerwowym 1 moze skutkowaé przedluzong przepuszczalnoscig jelit |
zaparciami. Agregacja a-synukleiny jest wieloetapowym, heterogenicznym procesem, stanowigcym
glowny element patogenezy choroby. W warunkach natywnych o-synukleina wystepuje jako
rozpuszczalne monomeryczne niesfaldowane biatko. Ciala Lewy'ego, powstale w wyniku
nieprawidlowego faldowania biatek a-synukleiny, znajdujg si¢ w strukturach osrodkowego uktadu
nerwowego, obwodowych uktadach autonomicznych i jelitowym ukladzie nerwowym. Obecne
hipotezy sugeruja, ze jelitowy uklad nerwowy moze by¢ jednym z pierwszych miejsc, w ktorych
pojawia si¢ patologia cial Lewy'ego. Ciata Lewy'ego 1 biatka a-syn mogg pojawia¢ si¢ w jelitach,
zanim pojawig si¢ w mdzgu, a obserwacje te ujawniaja hipoteze, ze PD zaczyna si¢ w jelitach 1
rozprzestrzenia si¢ do mézgu. Zwigkszona przepuszczalnos¢ jelit w potaczeniu z obecnoscia -
synukleiny w jelitach, we wczesnych stadiach, moze powodowa¢ nasilong progresje choroby.
Wiadomo, ze nieprawidtowe faldowanie a-synukleiny do struktur beta jest wzmacniane przez kilka
czynnikow, takich jak toksyny srodowiskowe, stres oksydacyjny i warianty genetyczne. Biorac pod
uwage, to, ze mniej niz 10% przypadkow PD jest zwigzanych z okreslonymi zmianami
genetycznymi, naukowcy wciaz poszukujg srodowiskowych czynnikéw ryzyka przyczyniajacych
si¢ do rozwoju choroby. Rola odzywiania w rozwoju i zapobieganiu chorobom zawsze byta
interesujaca dla wielu grup badaczy. Nowe dowody sugeruja, ze wplyw diety na zdrowie mézgu nie
wynika z wywotanej dietag odpowiedzi zapalnej, ale z wptywu sktadu diety na mikrobiom jelitowy.
Mikrobiota jelitowa okazuje si¢ by¢ niezbedna dla ludzkiego zdrowia i uktadu odpornosciowego.
Odgrywa rowniez wazng rolg w dwukierunkowej komunikacji mi¢dzy jelitami a mozgiem. Ostatnie
badania wykazaly, Zze zmiany w mikrobiocie jelitowej] moga wplywa¢ na fizjologiczne,
behawioralne 1 poznawcze funkcje mozgu. Mikrobiota jelitowa wplywa na aktywno$¢ mozgu
poprzez o$ mikrobiota-jelita-mozg zarowno w warunkach fizjologicznych, jak i patologicznych.
Kombinacje okreslonych sktadnikow odzywczych, ktore obejmuja prekursory neuronalne i
kofaktory, moga zapobiega¢ utracie synaptycznej 1 zmniejsza¢ patologi¢ zwigzang z
przepuszczalnoscig bton zarowno w osrodkowym, jak i jelitowym uktadzie nerwowym. Sktadniki

diety odgrywaja wazna role w modulowaniu populacji drobnoustrojow jelitowych, a tym samym w
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zapobieganiu i leczeniu niektorych chorob. Wyniki dotychczas przeprowadzonych badan dotyczace
roli czynnikow zywieniowych w PD sg sprzeczne. Istniejg pewne dowody wskazujace na ochronng
role kofeiny, warzyw, owocow, ryb, biatka, tluszczow, weglowodanow, blonnika, polifenoli i
szkodliwa role produktow mlecznych. Pojawity si¢ rowniez doniesienia na temat okreslonych
rodzajow diet, jak na przyktad: dieta MIND (z ang. Mediterranean-DASH Intervention for
Neurodegenerative Delay), oparta na diecie $rodziemnomorskiej i dieta DASH (z ang. Dietary
Approaches to Stop Hypertension), ktore jak wynika z raportow, opozniajg poczatek zachorowania
na PD.

W opisywanym badaniu, zainteresowalismy si¢ wptywem diety typu Western diet (z ang.) na
wystgpowanie i przebieg PD. Jest to najpopularniejsza, w Europie, dieta zachodnia, ktoéra
charakteryzuje si¢ wysokim spozyciem kalorycznym pokarmoéw o duzej gestosci energetycznej,
bogatych w nasycone kwasy ttuszczowe omega-6 (06), rafinowane cukry, nadmierne spozycie soli i
niskie spozycie kwaséw ttuszczowych omega-3 (®3) i btonnika. Dieta ta, wzbogacona gtownie w
duze 1ilosci nasyconych tluszczow zwierzecych, owocow, warzyw w puszkach, napojow
gazowanych, smazonych potraw, wotowiny, lodow 1 sera, jest powszechnie wigzana ze
zwigkszonym ryzykiem rozwoju PD. Przez cate zycie cztowieka, od momentu narodzin, az po okres
staro$ci, wiele czynnikow wptywa na ksztaltowanie si¢ i modyfikacje profilu mikrobioty przewodu
pokarmowego. Sg to, przede wszystkim, czynniki $rodowiskowe, nawyki zywieniowe, genetyka
gospodarza, praktyki higieniczne i1 leki. Chociaz spotecznosci drobnoustrojow jamy ustnej sg
bardzo zmienne, wczesniejsze dowody wykazaly, ze zaburzenia mikrobiomu, w jamie ustnej, moga
wplywac na zdrowie i wywolywac choroby.

Celem badania byla analiza preferencji zywieniowych u pacjentow z PD oraz analiza
regionéow V3 i V4, w obrgbie genu 16s rRNA, w probkach pobranych z jamy ustnej i poréwnanie
wynikéw do 0sob zdrowych, pozostajacych na diecie typu Western.

Badanie mialo charakter opisowego badania przekrojowego. Do badania wiaczono 59
pacjentow ze zdiagnozowang PD oraz 108 osob zdrowych. Wiek uczestnikow badania miescit si¢ w
zakresie od 51 do 82 lat. W grupie pacjentow z PD progresje choroby oceniano za pomoca skali
Hoehna i Yahra oraz skali oceny choroby Parkinsona MDS-UPDRS cze$¢ III (z ang. Movement
Disorder Society Unified Parkinson's Disease Rating Scale part I11) w czasie ON. Dodatkowo, u
pacjentow z PD wykonano tomografi¢ komputerowa lub rezonans magnetyczny w celu
wykluczenia parkinsonizmu naczyniowego. Pacjenci z PD zostali wykluczeni z tego badania, jesli
zdiagnozowano u nich inne choroby neurologiczne, takie jak infekcje ogolnoustrojowe lub

neurologiczne, choroby zapalne lub autoimmunologiczne, nietypowy zespol parkinsonizmu i
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parkinsonizm naczyniowy. Kryterium wykluczenia w tej grupie byla réwniez operacja mozgu,
wspolistniejace choroby psychiatryczne, takie jak schizofrenia lub choroba afektywna
dwubiegunowa. Pacjenci z potwierdzonymi lub podejrzewanymi nowotworami zto§liwymi
przewodu pokarmowego lub innymi chorobami przewodu pokarmowego zostali rowniez
wykluczeni. Pacjenci z PD, u ktéorych w wywiadzie stwierdzono stosowanie antybiotykéw lub
probiotykdéw, w ciggu ostatnich trzech miesiecy lub terapi¢ opartg na steroidach, niesteroidowych
lekach przeciwzapalnych lub przebyta operacje zotadkowo-jelitowa (np. resekcje zotadka lub
powazng operacj¢ jelit) nie brali udzialu w tym badaniu. Wszyscy uczestnicy otrzymali
kwestionariusz analizujacy ich preferencje zywieniowe. Kwestionariusz sktadat si¢ z dwoch czescei 1
zostatl przeprowadzony przed pobraniem probek. Pierwsza czgs¢ stuzyta do okreslenia parametrow
antropometrycznych, takich jak masa ciata, wzrost, wiek, pleé, status spoteczno-ekonomiczny,
status edukacyjny 1 historia medyczna. Druga czgs¢ obejmowata 33 produkty spozywcze, w tym
sktadniki typowe dla diety zachodniej i1 $srodziemnomorskiej. Druga cze$¢ zawierata rowniez
pytania dotyczace sposobu przygotowywania zywnosci, jak gotowanie, gotowanie na parze,
pieczenie, grillowanie 1 smazenie. Od kazdego uczestnika badania pobrano materiat biologiczny w
postaci wymazow z jamy ustnej, Z ktérych wyizolowano material genetyczny - genomowy DNA
bakterii, za pomocg komercyjnie dostepnego zestawu QIAamp BiOstic Bacteremia DNA (firmy
Qiagen). Biblioteki genetyczne przygotowano przy uzyciu sekwencji specyficznych dla genow
ukierunkowanych na regiony V3 i V4 genu 16S rRNA. Sekwencjonowanie przeprowadzono za
pomoca Wysokoprzepustowej technologii sekwencjonowania nastepnej NGS, w aparacie MiSeq
(firmy Hlumina).

Na podstawie uzyskanych wynikow, wykazano znaczace rdéznice w preferencjach
zywieniowych pomie¢dzy grupa badang, z PD, a kontrolng. Najbardziej istotne okazaly si¢ zmiany
profili mikrobiomu jamy ustnej oraz zidentyfikowane Kkorelacje pomiedzy okre§lonymi
mikroorganizmami, a spozywanymi produktami.

W Tabeli 2 przedstawiono uzyskane wyniki korelacji.
Tabela 2. Wartosci korelacji Pearsona pokazuja zwigzek migdzy bakteriami a czestotliwoscig

spozywania okreslonych produktow spozywczych. Kolor niebieski oznacza najsilniejsze korelacje

dodatnie, podczas gdy kolor czerwony oznacza najsilniejsze korelacje ujemne.
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Cross Vegetables Yellow Vegetables Leaf Vegetables Parsley Root Vegetables Tomatoes Chicken Soy Peanuts
Prevotella nanceiensis —023 0.02 N 00 —0.05
Haemophilus pil i —0.07 —0.03 —0.03 0.16 0.33 —0.12 —0.04 —0.26
Streptococcus sanguinis 0.18 0.20 0.16 0.10 0.14 0.24 0.23 0.03 0.15
Veillonell rgosoe 12 0. 0z 05 DN 01z 005
Haemophilus parainfl 0.13 0.10 0.13 0.00 0.18 0.19 0.08 0.03 0.09
Porphyromonas gingivalis —0.04 —0.05 0.08 —0.08 021 0.02 018 —0.20 —0.24
Streptobacillus felis [ —0.04 0.06 —0.10 013 —0.10 0.04 —0.24 —0.13
Prevotella salivae 0.10 0.22 0.03 0.19 0.13 0.07 0.11 0.03 0.05
Prevotella pallens —0.12 —0.07 0.10 —0.02 0.17 —0.19 —0.14 —0.03 0.19
M h micronuciformis 0.10 0.20 0.22 0.21 0.01 0.05 0.08 0.06
Prevotella jejuni —0.05 —0.30 023 0.18 —0.23 0.08 009 032
Prevotella histicola 0.05 —0.02 0.25 0.16 0.04 0.00 —0.13 0.20 0.02
Prevotella melaninogenica | IEON 0.52 0.00 0.09 0.01 013 0.09 016 0.20
Streplocaccus sobrinus 0.01 0.22 0.06 —0.09 —0.13 —0.07 —0.27 —0.10 —0.10
Fruit Apricots Avocado and Olives Dry Fruits Fresh Fruits Canned Fruits Milk Eggs ;)arki
Prevotella nanceiensis 0.07 0.23 0.03 0.04 0.08 0.07 020 B 0
Haemophilus pittmaniae 0.19 0.31 0.04 0.07 0.01 0.12 0.13 0.11 0.20
Streptococcus sanguinis —0.04 —0.08 —0.10 0.14 —0.13 —0.16 0.38 —0.02 0.03
Veillonella rogosae’ 0.19 —0.20 0.02 —0.08 0.1% —0.06 0.17 0.14 0.13
Haemophilus parainfluenzae 0.17 0.02 0.07 0.09 0.37 0.03 0.19 0.06 0.09
Porphyromonas gingivalis | 025 0.2 021 0.13 B o0 o0
Streptobacillus felis 0.06 0.08 —0.04 —0.14 014 —0.14 —0.16 —0.12 —0.26
Prevotella salivae 0.05 0.26 0.08 0.09 026 0.31 0.02 —0.28 —0.16
Prevotella pallens 0.04 0.03 0.19 0.10 0.08 0.15 0.08 0.43 0.05
Megasphaera micronuciformis 0.00 026 024 0.06 0.04 0.06 —0.02 —0.45 —0.03
Prevotella jejuni 0.09 0.09 0.21 0.29 0.03 0.13 0.19 0.22 0.10
Prevotella histicola 0.05 _ o038 0.01 013 018 —018 —0.25 0.04
Prevotella melaninogenica 0.17 0.03 —0.07 0.16 022 0.23 0.01 —0.04 —0.10
Streptocaccus sobrinus 0.26 0.03 0.11 0.21 0.36 0.42 0.10 0.07 0.26
" he Breakfast Cereal N " ite -
White Bread Thick Groats Products Butter Margarine Plant Oils Red Meat Meat Fish
Prevotella nanceiensis 0.10 —0.20 0.25 —0.17 0.15 —0.22 —028 —0.18 —0.15
Haemophilus pittmaniae 0.18 0.19 0.04 0.02 0.02 0.05 0.14
Streptococcus sanguinis 0.01 —0.10 —0.17 0.09 —0.06 035 —0.03 0.12 0.06
Veillonella rogosae 0.04 —0.16 0.19 012 —0.13 [ 0.07 —0.11 —0.12
Haemophilus parainfluenzae 0.02 0.03 0.22 0.04 0.01 0.24 0.18 0.20 0.09
—P_ELW_” omonas valis 2T —0.17 T16 .16 —0.19 (AL 020 —075 —0.12
—'E_LT'ITEIH%L. treptobacillus felis. —076 =020 —01T —073 —033 —013 —016
Trevotella salivae 000 007 007 . . 018 026 019 0.00
Prevotella pallens 0.13 0.16 0.00 .09 006 0.27 0.15 0.0Z 0.03
ip Formis —0.0 0.1s 0.0T —0.T 0.10 —0.IT —0.31 —025 —0.05
Prevotella jejuni —003 —0.17 0 [AK] —0.18 —0.73 —020 —0.15 —0.19
Prevotel ticola 0.17 033 0.02 037 027 (X A I
Trevotella melanino; ca 013 0.22 0.06 0.26 0.28 [IX 3 B .
Streptococcus sobrinus —0.08 —0.10 —0.35 —028 .31 —0.07 0.07 010 —0.06
Juices weetened Drinks Coffee Alcohol Amount of Water Fryin; Cooking Baki: Suffocation
Prevotella nanceiensis 0.19 0.03 K 0.26 0. .03 0. K
~ Haemophilus pittmaniae .05 030 ;
#ﬂmcmm inis —0.05 T1Z
eillonella rogosac 00 001
Haemophilus parainflucnzae —0.31 .18
Torphyromonas valis 0.16 0.02
gtre tobacillus E 5 0.00 0.22
l’ver_ﬂ_r_v()te a salivae 03 —009
Trevotella pallens =020 =010
M h micronuciformis 0.09 0.10
Trevotella jejuni 0T 0T
—P_ﬂ_ﬁlﬂl—mute @ histicola 02 =021
Trevotella melaninogenica —0.7% —007
Streptococcus Sobrinus, 017 007

Analizy sekwencjonowania NGS wybranych regionéw, w obrebie genu 16S rRNA pokazatly istotne

roéznice w sktadzie mikrobioty jamy ustnej u pacjentow z PD, w poréwnaniu do grupy kontrolnej.

Najbardziej istotne r6znice zobrazowano na Figurze 3.

W badaniu wykazano, ze mikrobiom jamy ustnej pacjentow z PD charakteryzuje si¢ wysokim

bogactwem rodzajow Prevotellaceae, Streptobacillaceae i Lactobacillaceae. Jak wynika z innych

badan, zwigkszona liczebnos¢ Prevotella jest krytycznym czynnikiem w rozwoju przewlektego

zapalenia jelit, powodujacego dysfunkcje blony $luzowej i ogdlnoustrojowy stan zapalny.

Ogolnoustrojowe zapalenie jest zwigzane z progresja roznych chorob, w tym takze PD. U

pacjentow z PD, zaobserwowano rowniez zwigkszone bogactwo Streptococcus spp., ktore, w

innych badania, powiazano z zapaleniem zotadka u pacjentow bez infekcji Helicobacter pylori.
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Figura 3. Drzewo poréwnujgce wzgledng liczebnos$¢ bakterii dla grupy badanej z PD wzgledem

grupy kontrolnej. Uwzgledniono nazwy mikroorganizméw w zakresie 7 poziomow

taksonomicznych, na podstawie p< 0.05.

2.4.4. Podsumowanie

Przedstawiony cykl publikacji gtéwnego osiagnigcia naukowego, stanowi podstawe wniosku
0 nadanie stopnia naukowego doktora habilitowanego, w zakresie nauk medycznych. Temat
choroby Parkinsona, jest przedmiotem moich zainteresowan juz od poczatku studiow
doktoranckich. W wyniku, do tej pory przeprowadzonych, badan udato si¢ zwréci¢ uwage na dwa
bardzo istotne watki, ktoére w dalszym ciggu rozwijam i kontynuuje, prowadzac badania z
zastosowaniem  wysokoprzepustowych metod, w zakresie badan omicznych. Wyniki
przeprowadzonych przeze mnie badan (publikacja numer 1) zwracajg szczegblng uwage na
indywidualne podejscie terapeutyczne, zalezne, w duzym stopniu, od podtoza genetycznego danego
pacjenta, co mogloby determinowacé lepsza skuteczno$¢ terapeutyczng oraz pozwoli¢ na
ograniczenie objawow ubocznych. Pozostale dwa badania (publikacja numer 2 i 3) stanowig
potwierdzenie teorii, ze za patologi¢ choroby moga odpowiada¢ czynniki zalezne od sktadu
mikrobioty przewodu pokarmowego. Wykazane réznice zaréwno w profilach mikrobioty jelitowej,
ale takze mikrobioty jamy ustnej zwracaja szczeg6lng uwage na fakt, ze markery bakteryjne, a

zatem analiza sktadu mikroflory przewodu pokarmowego, moga stanowi¢ narzedzie nie tylko na
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etapie wczesnej diagnostyki (kiedy pojawiajg si¢ niecharakterystyczne dla choroby objawy
pozaruchowe, zwlaszcza zaparcia czy tez refluks zotadkowo-jelitowy) ale takze na etapie
dobierania odpowiedniej terapii. Jak wiadomo, mikroflora przewodu pokarmowego jest podatna na
modulacje, ktora przebiega w stosunkowo krotkim okresie czasu (w zakresie 3 - 6 miesigcy), a na to
ma wplyw przede wszystkim dieta i zawarte w niej, odpowiednio dobrane sktadniki pozywienia.

Na chwile obecng, tematem mikrobioty przewodu pokarmowego zajmuje si¢ W dalszym ciggu.
Badania zwigzane z chorobg Parkinsona poszerzylam na rozne formy terapii, aktualnie we
wspolpracy z klinicystami z neurologii zbieramy material do badan mikrobiomu u pacjentow
leczonych nowym lekiem Duodopa, podawana w ciaglym wlewie dojelitowym oraz za pomoca
dawek w postaci iniekcji podskérnych. Oprdocz choroby Parkinsona, zaczgtam prowadzi¢ badania
takze w kontekscie innych chordéb neurodegeneracyjnych, jak choroba Alzheimera i Huntingtona.
Analizy mikrobiomu u pacjentow z choroba Huntingtona przeprowadzitam zaréwno w probkach
katu, jak i z jamy ustnej 1 s3 w trakcie przygotowania do publikacji. Ponadto, w 2022 m¢j projekt o
tytule ”’Stworzenie systemu wielonarzgdowej komunikacji typu organ-on-a-chip z zastosowaniem
technik mikroprzeptywowych do modelowania i1 badania interakcji pomigdzy mikrobiotg jelitowa,
barierg krew-mozg oraz mozgiem w procesach neurodegeneracji” zostal doceniony przez Agencje
Badan Medycznych (ABM) i1 zakwalifikowany do wzi¢cia udziatu w I edycji Programu Platformy
Mentoringowej Warsaw Health Innovation Hub (WHIH), jako jeden z 10 najlepszych projektow. W
ramach tego projektu zamierzam zastosowa¢ techniki mikroprzeptywowe do stworzenia modelu
wielonarzgdowej komunikacji typu organ-on-a-chip w celu zbadania interakcji pomiedzy

mikrobiotg jelitowa a chorobami neurodegeneracyjnymi.

4. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo — badawczych

Ponizej przedstawiam tematyke badawczg, ktéra poza osiggnieciem naukowym opisanym
powyzej, stanowi istotng cze$¢ mojej dziatalnosci naukowej. Jest to 5 wybranych publikacji, w
ktorych jestem pierwszym autorem. Tematem wybranych prac, sa rézne fenotypy kliniczne, jednak
elementem spojnym jest przede wszystkim zastosowanie wysokoprzepustowych metod genetyki i
genomiki oraz analiz omicznych celem badania patomechanizméw Iub sktadu mikrobiomu, co
stanowi wazny element moich zainteresowan i rozwoju zarowno naukowego, jak i zawodowego,

ktory kontynuuje do dzisiaj.
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4.1. Publikacja numer 1

Differences in the composition of Akkermansia species and families of Christensenellaceae and
Ruminococcaceae bacteria in the gut microbiota of healthy polish women following a typical
western diet; Zapala Barbara, Pustelnik Justyna, Dudek Alicja, Milewicz Tomasz; Diversity 2023:
\ol. 15, nr 10, id. art. 1103, il., bibliogr. 91 poz., abstr.

Autor korespondencyjny: Barbara Zapala
IF: 2.400, MEIN: 70.000

Praca stanowi kontynuacje badan nad mikrobiomem. Jej celem byta analiza zmiennosci
zdrowego mikrobiomu, co stanowi wyzwanie podejmowane juz od co najmniej 60 lat,
kontynuowane m.in. w ramach Human Microbiome Project (HMP). Celem podejmowanych badan
jest scharakteryzowanie podstawowego zestawu mikroorganizmoéw, powszechnie wystepujacych u
zdrowych ludzi. Jest to, o tyle istotne, ze uwzgledniajagc atrakcyjno$¢ tematow zwigzanych z
mikrobiomem, w licznych badania, w kontekscie réznych chorob, wcigz brakuje informacji na
temat referencyjnych wartosci, tzw. zdrowego profilu mikrobiomowego.

W badaniu, przeprowadzilismy analizy 16S rRNA, wykonane za pomocg technologii NGS,
w probkach pochodzacych z dwoch odcinkow przewodu pokarmowego, tj. jamy ustnej oraz jelit.
Do badania wilgczono zdrowych ochotnikow, niepalgcych, nieotytych, bedacych na diecie typu
Western diet. Wsrod uczestnikow byto 77 kobiet i 67 mezczyzn, w przedziale wiekowych od 18-65
roku zycia.

Uzyskane wyniki, dotyczace podstawowego profilu mikrobiomu, pozostajg w zgodzie z
danymi literaturowymi. Pomimo, ze dieta typu zachodniego, ktora znaczaco roézni si¢, chociazby od
diety $rodziemnomorskiej, to sktad mikrobioty U osob stosujacych diet¢ typu Western diet byt
bardzo podobny do innego typu diet. Dominowaty w nim typy Firmicutes i Bacteroidetes, tacznie
stanowigC 91,5% mikroflory jelitowej u mezczyzn i 90% u kobiet. Na poziomie rodzaju, najwicksza
czes¢ mikroflory jelitowej stanowity bakterie z rodziny Lachnospiraceae — 38,5% u mezczyzn,
31,5% u kobiet — oraz bakterie z rodzaju Bacteroides — okoto 13% u me¢zczyzn i kobiet. Co wigcej,
zardbwno u mezezyzn, jak i U kobiet Bacteroides spp. i Anaerostipes spp. tacznie stanowily okoto
25%. Jednym z ciekawszych wynikow badania bylo wykazanie istotnych statystycznie réznic na

poziomie r6znorodnosci beta zaleznych od pici (p < 0,048).
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W jamie ustnej dominowaty Firmicutes i Proteobacteria — 54% u me¢zczyzn i 57% u kobiet. U
kobiet dominowat rodzaj bakterii Rothia, natomiast u mezczyzn Prevotella. Najpopularniejszymi
gatunkami bakterii, w mikroflorze jamy ustnej zarowno u me¢zczyzn, jak i u kobiet byly Prevotella
spp., Gemella spp., Rothia spp., Actinomyces spp. i Veillonella spp. Innym ciekawym odkryciem
byto wykazanie istotnych statystycznie roéznic w bogactwie Akkermansia municiphila, ktora to
bakteria nalezy do grupy mikroorganizméw rozktadajacych mucyng 1 wytwarzajacych
krotkotancuchowe kwasy tluszczowe. Wykazano, ze jej obecnos$¢ zapobiega zaburzeniom
metabolicznym i koreluje z lepsza kondycja kardiometaboliczng, a takze korzystnie wptywa na
stany zapalne i metabolizm glukozy. W przeprowadzonym badaniu wykazano zwigkszone

bogactwo Akkermansia municiphila w jelitach u kobiet, w poréwnaniu z me¢zczyznami (p < 0,030).

4.2. Publikacja numer 2
miRNA signature of urine extracellular vesicles shows the involvement of inflammatory and
apoptotic processes in diabetic chronic kidney disease; Zapala Barbara, Kaminska Agnieszka,
Piwowar Monika, Paziewska Agnieszka, Gala-Btadzinska Agnieszka, Ewa Lucja Stepien
Pharmaceutical Research 2023: Vol. 40, nr 4, s. 817-832, il., bibliogr. 60 poz., abstr.
Autor korespondencyjny: Ewa L. Stepien
IF: 3.700; MEIN: 70.000

Praca dotyczy problemu zwigzanego z wystepowaniem dysfunkcji nerek, u pacjentow z
cukrzyca. Powstala w ramach wspotpracy z Zaktadem Fizyki Medycznej UJ oraz Centrum
Medycznego Ksztatcenia Podyplomowego, w Warszawie i Zaktadem Genetyki, Centrum Onkologii
- Panstwowego Instytutu Badawczego im. Marii Sktodowskiej-Curie, w Warszawie. W badaniu tym
podjetam si¢ wykonania analizy sekwencjonowania na poziomie RNA, stosujac techniki NGS (na
platformie lonTorrent) w poszukiwaniu mechanizmoéw epigenetycznych, a $cislej ujmujac matych,
nekodujacych RNA - miRNA. Praca jest o tyle ciekawa, ze analizy zostaly wykonane w
mikropecherzykach wyizolowanych z moczu od pacjentéw z zaburzeniami funkcji nerek, w efekcie
powiktan, na skutek przewlektej cukrzycy. Glownym celem bylo zbadanie roli pecherzykow
zewnatrzkomorkowych pochodzacych z moczu w nerkach chorych na cukrzyce typu 2. Do badania
wlaczono 8 pacjentow ze zdiagnozowang przewlekta cukrzyca i choroba nerek oraz 6 oséb
zdrowych. Do wyselekcjonowania mikropecherzykéw o $rednicy 50 - 300 nm wykorzystano
mikroskop elektronowy. Materiat genetyczny, w postaci RNA, w zakresie miRNA zostat

wyizolowany z mikropecherzykow pochodzacych z probek moczu pozyskanego od uczestnikow
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badania. Sekwencjonowanie typu RNA-seq przeprowadzono w aparacie lon Torrent PGM (Life
Technologies).

Wyniki przeprowadzonego badania okazaly si¢ bardzo interesujace. Zidentyfikowano
bowiem miRNA, ktore sa zaangazowane w patomechanizm nie tylko cukrzycy, ale rowniez moga
by¢ zwigzane z zaburzeniem funkcjonowania nerek. Sposréd miRNA, ktoére udato nam sig
zidentyfikowa¢, zaobserwowano niska ekspresje hsa-mir-375 oraz wysoki poziom ekspresji hsa-
miR-503 i hsa-miR-451a. Na uwage, w szczegolnosci, zastugujg te, sposrod wszystkich wykrytych
miRNA, gdyz sg to jedne z najczesciej opisywanych jako potencjalne czynniki terapeutycznych.
Ten fakt podkresla znaczenie uzyskanych, w niniejszym badaniu, wynikéw nie tylko w kontekscie
samego patomechanizmu, ale takze leczenia chordb nerek stanowigcych powiklanie przewlektej

cukrzycy.

4.3. Publikacja numer 3
Reduction in the Free Androgen Index in Overweight Women After Sixty Days of a Low Glycemic
Diet; Zapata Barbara, Marszalec Patrycja, Piwowar Monika, Chmura Olaf, Milewicz Tomasz; Exp
Clin Endocrinol Diabetes. 2024 Jan;132(1):6-14; Epub 2024 Jan 18.
Autor korespondencyjny: Barbara Zapala
IF: 1.800; MEIN: 70

Hiperandrogenizm jest powszechnym, heterogennym i endokrynologicznym schorzeniem
dotykajagcym 5-10% kobiet w wieku rozrodczym. Jego wystepowanie ma kilka mozliwych
przyczyn, w tym m. in. nowotwory nadnerczy lub jajnikéw, choroba Cushinga, akromegalia,
hiperprolaktynemia. Znane sg rowniez przypadki kliniczne, w ktoérych rozréznienie konkretnych
przyczyn zwigzanych z nadmiarem androgendw moze stanowi¢ wyzwanie. U kobiet z
hiperandrogenizmem, w okoto 85% przypadkow, rozpoznaje si¢ zespot policystycznych jajnikow
(PCOS). Kobiety z hiperandrogenizmem sg bardziej narazone na wiele problemow zdrowotnych, w
tym wystgpowanie nadci$nienia tg¢tniczego, choroby wiencowej, otylosci, cukrzycy typu 2,
cukrzycy cigzowej, nieptodno$ci, poronien, zaburzen lub braku owulacji, nowotwordw
endometrium czy tez piersi. U kobiet z nadmiarem androgendow obserwuje si¢ duza heterogennos¢
objawow klinicznych, a przede wszystkim tych wynikajacych z nieprawidlowosci w zakresie
funkcji osi podwzgoérzowo-przysadkowej, jajnikow i nadnerczy. Tego rodzaju nieprawidtowosci

uznawane sg za najbardziej prawdopodobng przyczyne hiperandrogenizmu, aczkolwiek w dalszym
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ciggu poszukuje si¢ czynnikéw ryzyka. Obecnie wiadomo, ze zaré6wno czynniki Srodowiskowe i
insulinooporno$¢ odgrywaja najistotniejsza rol¢ w patogenezie nadmiaru androgendéw. Indukowana
insulinooporno$cig hiperinsulinemia stymuluje watrobowa produkcje androgendéw, powodujac
spadek watrobowej globuliny wigzacej hormony piciowe (SHBG). Jest to poki co najsilniejsza
hipoteza wyjasniajaca patomechanizm hiperandrogenizmu. Rozpoznanie hiperandrogenizmu zalezy
od okreslenia objawdéw klinicznych i biochemicznych pomiaréw nadmiaru androgenow. Otylosé
jest krytycznym czynnikiem, ktéry pogarsza kliniczne konsekwencje nadmiaru androgendéw, takie
jak zmniejszona czgstotliwo$¢ owulacji, nieregularne cykle miesigczkowe, nieptodnos$¢. Otytosé
jest rowniez silnie zwigzana z wysokim poziomem mgskich hormondw, przede wszystkim
testosteronu. Wzrost poziomu testosteronu powoduje hirsutyzm, definiowany jako nadmierne
owtosienie typu meskiego. Hirsutyzm jest diagnozowany u okolo 80% kobiet cierpigcych na
nadmiar androgenow i jest silnie zwigzany z obserwowanymi u pacjentek zaburzeniami
psychicznymi, ktére w znacznym stopniu pogarszajg jakos¢ zycia chorych. Podstawowe leczenie
hiperandrogenizmu opiera si¢ na zdrowym stylu zycia, na ktory sktada si¢ zbilansowana dieta,
regularny wysitek fizyczny oraz osiggnigcie i utrzymanie prawidtowej masy ciata. Poniewaz bardzo
mato doniesien naukowych wyjasnia wplyw diety i stylu zycia na kliniczne cechy zwigzane z
hiperandrogenizmem, stad podj¢lismy temat niniejszej pracy.

Celem badania byta ocena zwigzku pomiedzy stylem zycia a wzorcami zywieniowymi u
kobiet z rozpoznanym hiperandrogenizmem. Kolejno, okreslono skutecznos¢ modyfikacji stylu
zycia, W zakresie wptywu diety o obnizonym indeksie glikemicznym i przeciwzapalnej interwencji
zywieniowej na objawy kliniczne hiperandrogenizmu oraz wyniki badan antropometrycznych i
biochemicznych.

Do badania wigczono 34 kobiety w wieku rozrodczym (18-49 lat), u ktérych odnotowano
wysoki poziom testosteronu calkowitego, niski poziom SHBG, brak stosowania antykoncepcji
hormonalnej przez okres przynajmniej 6 miesi¢cy oraz inne problemy zdrowotne - cechy Kkliniczne,
powigzane z fenotypem hiperandrogenizmu, takie jak: nadmierna masa ciata, nadmierne
owlosienie, tradzik, szczegdlnie w okolicy zuchwy, nieregularne miesigczki lub ich brak,
wypadanie wloséw, z charakterystycznymi zakolami typu meskiego, zdiagnozowany PCOS,
wrodzona insulinoopornos$¢, przerost kory nadnerczy, zesp6t Cushinga oraz hiperprolaktynemia.

Celem zweryfikowania preferencji zywieniowych, przeprowadzono badanie ankietowe,
dotyczace zywienia i stylu zycia oraz poproszono kazda z uczestniczek badania o wykonanie
oznaczenia poziomu testosteronu i SHBG. W drugim etapie, wprowadzono diete 0 niskim indeksie

glikemicznym, o charakterze przeciwzapalnym, z lekkim deficytem energetycznym. Dieta ta
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miescita si¢ w kalorycznosciach od 1600 kilokalorii (kcal) do 1900 kcal i1 byla stosowana przez
okres 2 miesi¢gcy. Po 2 miesigcach stosowania diety, kobiety biorace udzial w badaniu, zostaty
poproszone 0 ponowne wykonanie badania poziomu testosteronu catkowitego i SHBG oraz
ponowne wypelnienie ankiety na temat aktualnego zywienia i aktywnosci fizyczne;.

Badanie to wykazalo istotny zwigzek migdzy statusem i wzorcami zywieniowymi a obrazem
klinicznym hiperandrogenizmu, a takze zmianami w zakresie poziomow testosteronu i SHBG. Co
wiecej, uzyskane wyniki pokazaly znaczaca popraweg Stanu psychicznego kobiet. Istotnym
odkryciem byta pozytywna korelacja migdzy zachodnimi wzorcami zywieniowymi a brakiem
aktywnos$ci fizycznej z progresja klinicznego hiperandrogenizmu u kobiet przed interwencja
dietetyczng. Po interwencji dietetycznej wigkszos$¢ kobiet stracita na wadze, stosujac diete o niskim
indeksie glikemicznym o charakterze przeciwzapalnym, a co najwazniejsze zaobserwowano istotne
zmiany parametrow biochemicznych, zwlaszcza obnizenie poziomu testosterony 1 wzrost SHBG. U
cze$ci kobiet zaobserwowano ostabienie objawow klinicznych i co bardzo istotne powr6t do
regularnych miesigczek.

Z punktu widzenia klinicznego, badanie to wnosi bardzo istotne informacje na temat potencjatu
metod interwencji zywieniowych, mozliwych do zastosowania jako interwencje terapeutyczne. Z
naszego punktu widzenia wyniki stanowia ciekawy watek naukowy, ktory na chwile obecng jest w
dalszym ciggu rozwijany, w kontek$cie badan mikrobiomowych, z uwagi na silny zwigzek

pomiedzy mikrobiotg a dieta.

4.4, Publikacja numer 4
Comparison of iSeq and MiSeq as the two platforms for 16S rRNA sequencing in the study of the
gut of rat microbiome; Salamon D, Zapata B, Krawczyk A, Potasiewicz A, Nikiforuk A, Stoj A,
Gosiewski T; Appl Microbiol Biotechnol. 2022 Nov;106(22):7671-7681
Autor korespondencyjny: Tomasz Gosiewski
IF: 5.000; MEIN: 100

W pracy numer 4, w ktorej jestem pierwszym rownorzednym autorem, przeprowadzono analizy
porownania doktadno$ci i skutecznosci dwoch wybranych metod w ramach sekwencjonowania
NGS. Do tego celu wykorzystano dwa aparaty iSeq i MiSeq, firmy Illumina i wykonano
swekwencjonowanie 16S rRNA w tych samych probkach, pochodzacych od szczuréw z wywotang
eksperymentalnie schizofrenig. Uzyskane wyniki pozwolity wykry¢ roéznice w najwazniejszych
cechach, charakteryzujacych profile mikrobiomowe, w zakresie bogactwa i roznorodnosci alfa oraz
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réznic w strukturze mikrobiologicznej zbiorowosci mikroorganizméw, tj. na poziomie beta
réznorodnosci. Obie technologie s3 powszechnie stosowane, zwlaszcza w celach naukowych do
wykrywania nowych cech 1 nowych gatunkow mikroorganizmow. Czgsto stosuje si¢ je zamiennie.
Wyniki naszych badan pokazaty, ze pomimo jednej technologii, opartej na NGS, stosowanie rdznej
aparatury wiagze si¢ z pewnymi ograniczeniami. Istotne roznice zaobserwowano w przypadku
bogactwa gatunkéw, tj. za pomocg aparatu MiSeq zidentyfikowano wigksza liczbe gatunkow w
poroéwnaniu z wynikami uzyskanymi dla tych samych probek, za pomoca aparatu iSeq (p < 0,01).
Co wigcej, wickszos¢ OTU wykrytych na platformie iSeq reprezentowata ten sam gatunek. Co jest
istotne, najbardziej wyrazne roznice obserwowano na poziomie gatunkow, co jest bardzo wazne w
konteks$cie zwlaszcza badan naukowych, w ktorych gléwnym celem jest identyfikacja mato lub
zupelie nieznanych mikroorganizmow.

Wyniki tego badania dostarczajg waznej i przelomowej informacji, tym bardziej, ze do tej pory
autorzy niektorych prac naukowych pisali o braku réznic przy doborze dwoch platform do
sekwencjonowania. Jednym z nich byt Nakao, ktory uznal, Ze obie platformy sa w rownym stopniu
odpowiednie do oceny mikrobiomu srodowiskowego ryb stodkowodnych, a wartos¢ % PF dla iSeq
byta nieco nizsza w poroéwnaniu z MiSeq: odpowiednio 80,8% vs. 95,05%. Podobnie do innych
autorow, ktorzy poréwnywali spdjnos¢, doktadnos¢ i powtarzalnos¢ sekwencjonowania krotkiego
odczytu calego genomu, stosujgc cztery platformy firmy Illumina (MiSeq, NextSeq, iSeq,
NovaSeq) i ktore wedtug ich opinii daly podobne wyniki z niewielkimi jedynie, nieistotnymi
réznicami. Wyniki naszego badania dostarczajg nowych informacji i pokazaly, ze wybor
odpowiedniego sekwenatora, do oceny mikrobiomu, jest bardziej krytyczny niz wczesniej opisane
postulaty, na postawie ktorzy nie stwierdzono istotnej réznicy w wynikach uzyskanych z iSeq i
MiSeq.

4.5. Publikacja numer 5 oraz publikacja numer 6 (podrozdzial 4.6.)

Publikacje numer 5 i 6, wybrane i opisane w ramach innych osiggnie¢ dotycza chorob rzadkich.
Ten obszar nauk medycznych, jest powigzany z moim rozwojem zawodowym ale takze naukowym
w kierunku specjalizowania si¢ w zakresie Laboratoryjnej Genetyki Medycznej oraz Molekularnej
Genetyki Medycznej. Jest to obszar badan ktorym zaczetam zajmowac si¢ poczynajac od stazu jaki
odbytam w Zaktadzie Diagnostyki Genetycznej i Nutrigenomiki w Katedrze Biochemii Klinicznej
UJCM, a ktorym zajmuje si¢ do dzisiaj petnigc role eksperta w zespole numer 5, w Krajowej Radzie
ds. Chorob Rzadkich.
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Publikacja numer 5
A case of mucopolysaccharidosis type VI in a polish family. Importance of genetic testing and
genotype-phenotype relationship in the diagnosis of mucopolysaccharidosis; Zapata B, Chmura O,
Cialowicz U, Solnica B, Krajewska-Wtodarczyk M, Zuber Z; Mol Genet Metab Rep. 2020 Oct
28;25:100658
Autor korespondencyjny: Barbara Zapata
IF: 2.797; MEIN: 40

Mukopolisacharydoza typu VI (MPS VI, OMIM: 253200), znana réwniez jako zespot Maroteaux-
Lamy'ego jest rzadkim, autosomalnie recesywnie dziedziczonym, lizosomalnym zaburzeniem
spichrzeniowym, spowodowanym niedoborem aktywnos$ci N- acetylogalaktozamino-4-sulfatazy (4-
sulfataza, arylosulfataza B, ARSB, EC 3.1.6.12). ARSB jest enzymem krytycznym dla degradacji
glikozaminoglikanow (GAG), siarczanu dermatanu i siarczanu chondroityny. Defekty molekularne
powodujace MPS VI prowadza do akumulacji GAG w tkance tacznej, lizosomach 1 wydalaniu z
moczem czeSciowo zdegradowanego siarczanu dermatanu. Czgsto$¢ wystepowania MPS wynosi
okoto 0,22 przypadku na 100 000 urodzen dla MPS I, podczas gdy dla MPS II czestos¢
wystepowania oszacowano na 0,45 przypadkéow na 100 000 urodzen; dla MPS IV A1 B na 0,14
przypadkéw na 100 000 urodzen; a dla MPS VI, 0,03 przypadkéw na 100 000 urodzen. Czestos¢
wystepowania MPS VI rozni si¢ znacznie w zaleznosci od populacji, wahajac si¢ od 0 w Irlandii
Potnocnej do 20 na 100 000 zywych urodzen w hrabstwie Monte Santo w pétnocno-wschodniej
Brazylii. W Europie Srodkowej i Wschodniej wskaznik zachorowalnosci waha sie od 0,03 do 0,64
na 100 000 zywych urodzen, odpowiednio w Polsce i Litwie. Co ciekawe, zwtaszcza w odniesieniu
do przeprowadzonego badania, w Polsce, MPS VI to najrzadsza posta¢ mukopolisacharydozy. W
badaniu, przeprowadzono analizy kliniczne, biochemiczne oraz finalnie badania genetyczne u
pacjenta oraz cztonkow I'V-pokoleniowej rodziny, w ktorej probant byt nieprawidtowo leczonym
pacjentem, z nieprawidtowa diagnoza MPS typu L.

Przeprowadzone za pomocg Sekwencjonowania sangerowskiego analizy genetyczne ujawnity
nonsensowny wariant w egzonie drugim genu ARSB, powodujacy zamiane argininy w pozycji
nukleotydowej 160, na kodon stop, [p.(Argl60*)], prowadzac do zatrzymania translacji biatka. W
badaniu tym, nie tyle waznym okazat si¢ opis studium przypadku, ale przede wszystkim wskazanie
na wysoka warto$¢ badan molekularnych w kontekscie diagnozowania mukopolisacharydozy i
zaleznosci genotyp-fenotyp. U pacjentéw z MPS, wczesna interwencja za pomoca ERT, ktéra moze

zachowa¢ lub przywroci¢ zaburzone funkcje, poprzez usunigcie nadmiaru materiatu
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nagromadzonego w lizosomach jest bardzo wazna. Potencjal terapeutyczny ERT jest mozliwy tylko
wtedy, gdy diagnoza zostanie przeprowadzona doktadnie. Diagnoza genetyczna pozwala na szybkie
rozpoczecie leczenia, a takze na poradnictwo genetyczne. Stan fizyczny naszego pacjenta w dniu
hospitalizacji byt bardzo krytyczny. Pacjent lezacy, pozbawiony samodzielnego funkcjonowania, z
deformacjg konczyn i poczatkiem zaburzen intelektualnych (co charakterystyczne zwlaszcza dla
MPS VI). Po przeprowadzeniu badan genetycznych i wdrozeniu, wlasciwego dla MPS VI leczenia,
wrocit do samodzielnego funkcjonowania, rozpoczat chodzenie i edukacje przedszkolna, ze
zdrowymi réwiesnikami. Diagnostyka molekularna przyczynita si¢ do opodznieniem progres;ji
choroby (w tym przypadku nawet do odwréceniem klinicznej manifestacji choroby). Co bardzo
istotne, a co zawazylo na pierwotnie, blednie postawionej diagnozie, w kierunku MPS I, ktora jest
jedng z czesciej wystepujacych w Polsce postaci MPS, MPS VI z uwagi na brak wystepowania w
populacji Polskiej, zostata pomini¢ta na etapie diagnostyki. Skonstruowanie doktadnego rodowodu,
IV-pokoleniowej rodziny, ujawnito pochodzenie przodkow badanego probanta i innych uczestnikow
badania z ziem pozostajacych w zaborze rosyjskim, ktory obejmowat najwigksza czgs¢ ziem |
Rzeczypospolite] w jej granicach przedrozbiorowych, co tlumaczylo pojawienie si¢ przypadku i
nosicielstwa MPS V1.

4.6. Publikacja numer 6
A novel TAZ gene mutation and mosaicism in a Polish family with Barth syndrome; Zapata
Barbara, Ptatek Teresa, Wybranska Iwona; Ann Hum Genet. 2015 May;79(3):218-24
Autor korespondencyjny: Barbara Zapata
IF: 1.889; MEIN: 25

W publikacji tej opisano nowy wariant genetyczny oraz zupelnie nowy, nie opisywany
wczesniej mechanizm dziedziczenia mozaicyzmu w zakresie wykrytego wariantu w genie TAZ.
Badanie dotyczy Zespotu Bartha (BTHS), ktory jest rzadkim zaburzeniem metabolizmu lipidow,
dziedziczonym recesywnie, w sposob sprzezony z chromosomem X. Klinicznie, zwykle
charakteryzuje si¢ kardiomiopatig przerostowa lub rozstrzeniowa, miopatig szkieletowa, przewlekta
lub cykliczng neutropenig, kwasica 3-metyloglutakonowa, a takze opdznieniem wzrostu i
dysfunkcja tancucha oddechowego. Czgstos¢ wystepowania BTHS szacuje si¢ na 1 na 300 000—
400 000, w Stanach Zjednoczonych i 1 na 140 000, w Wielkiej Brytanii, chociaz doktadniejsza
czgsto$¢ wystgpowania nie jest znana 1 wydaje si¢, ze jest to schorzenie niedodiagnozowane, CO

udato si¢ udowodni¢ dzieki przeprowadzonemu przez nas badaniu.
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Badanie miato na celu potwierdzenie diagnozy Klinicznej, opierajacej si¢ na badaniu kwasu
3-metyloglutakonowego (3-MGCA) w moczu, badaniu stosunku monolizokardiolipiny do
kardiolipiny (MLCL:L4-CL) i sekwencjonowaniu genu tafazyny (TAZ, wczesniej okreslanego jako
G4.5). BTHS jest bowiem spowodowane réoznymi wariantami w genie TAZ, zlokalizowanym w
regionie Xg28. Do badania wtaczono 13 o0sob IV-pokoleniowej rodziny, w ktdrej wystepowato
obcigzenie BTHS. Do badania wykorzystano probki krwi oraz wymazy z jamy ustnej. Badanie
prowadzono, z wykorzystaniem sekwencjonowania pierwszej generacji. Pierwotnie wykryto nowy
wariant (c.83T>A, p.Val28Glu) w genie TAZ, ktory nie byt wczesniej opisywany. Wykonano analizy
zidentyfikowanego wariantu, oceniono patogennos¢ oraz dokonano rejestracji w $wiatowej bazie
danych wariantow genetycznych dla BTHS (z ang. TAZ Gene Mutation and Variation Database). Z
uwagi na zaobserwowany, w trakcie badania, brak zachowanego sposobu dziedziczenia, wsrod
cztonkow wielopokoleniowej rodziny, zdecydowano badania poszerzy¢ na materiale genetycznym
pochodzacym z komorek z innego listka zarodkowego, co znalazto uzasadnienie w otrzymanych
wynikach. Przeprowadzono analizy genetyczne dwoch réznych tkanek somatycznych (limfocytow
pochodzacych z mezodermy i komoérek nabtonka policzka pochodzace z ektodermy).

Wyniki przeprowadzonego i opisanego w pracy badania wniosly bardzo wazny aspekt do
diagnostyki, nie tylko BTHS, ale takze innych chordb, uznawanych jako rzadko wystepujace, ktore

W gruncie rzeczy mogg okaza¢ si¢ nie W petni zdiagnozowane.

Szczegotowy wykaz opublikowanych przeze mnie prac naukowych stanowi odrebny zatgcznik do

Whiosku o wszczgcie postepowania 0 nadanie stopnia doktora habilitowanego.

Dr n med. Barbara Zapala
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Krakow, dnia 12.03.2024 roku
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